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POVZETEK  

Sistemska skleroza (SSc) je kroniļna avtoimunska bolezen, za katero je znaļilno nalaganje 

kolagena v zunajceliļnem matriksu, kar privede do fibrotiļnih sprememb koģe in notranjih 

organov. Toļen vzrok nastanka bolezni ġe ni znan, dokazano pa je, da se bolezen razvije pod 

okoljskimi vplivi ob soļasni genetski predispoziciji, ki pogojuje tudi napredovanje bolezni. 

Dodatno na razvoj vplivajo ġe razliļni patofizioloġki procesi, ki so hkrati odgovorni ġe za 

heterogeno kliniļno izraģanje bolezni in nastanek specifiļnih avtoprotiteles. Pri SSc sta v 

literaturi opisani poveļana genomska nestabilnost in poveļano ġtevilo poġkodb DNA, prav tako 

so pri tako okvarjenih celicah oslabljeni tudi popravljalni mehanizmi. 

Naġ namen je bil preveriti, ali lahko z metodo Comet zaznamo poveļane endogene poġkodbe 

dvoveriģne DNA pri bolnikih s SSc. Hkrati smo opazovali razliko med nastalo ġkodo ob izzvani 

oksidativni poġkodbi in sposobnost popravljanja oksidativne poġkodbe in vitro v levkocitih 

bolnikov s SSc v primerjavi z zdravimi kontrolami. Zato smo preverjali obseg poġkodb DNA v 

krvi takoj po odvzemu vzorca, po 30 minutni poġkodbi z vodikovim peroksidom in 45 minut 

po odstranitvi vodikovega peroksida, torej po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA. 

Zaradi enostavnosti izvedbe, velike obļutljivosti ter moģnosti avtomatizacije smo izbrali 

metodo Comet, ki nam omogoļa oceno obsega poġkodb DNA in vitro. Preparate bolnikov s 

SSc in zdravih kontrol smo pregledovali pod mikroskopom ter jih tako ovrednotili 

semikvantitativno in avtomatsko s programom OpenComet, ki slike preparatov ovrednoti 

kvantitativno preko veļ parametrov. Najpomembnejġi za oceno poġkodb DNA so parametri za 

opredelitev znaļilnosti repa kometa, torej dolģina repa, odstotek DNA v repu, repni moment in 

olivni moment. Preverjali smo tudi skladnost roļnega in avtomatiziranega pregleda ter 

povezavo med starostjo, spolom, prisotnostjo specifiļnih avtoprotiteles ter ġtevilom prelomov 

dvoveriģne DNA in sposobnostjo popravljanja. 

Ugotovili smo, da semikvantitativno in kvantitativno vrednotenje kometov pri metodi Comet 

dobro korelirata. Obseg endogenih poġkodb dvoveriģne DNA, ugotovljen z metodo Comet, se 

statistiļno znaļilno ne razlikuje med celotno skupino bolnikov s SSc in kontrolno skupino 

zdravih. Koliļine endogenih poġkodb dvoveriģne DNA in izzvanih eksogenih poġkodb 

dvoveriģne DNA so statistiļno znaļilno veļje pri starejġih kontrolah kot pri zdravih mlajġih 

posameznikih. S starostjo pri kontrolah pade uļinkovitost popravljalnih mehanizmov DNA, saj 

smo pri starejġih kontrolah neodvisno od spola dokazali statistiļno znaļilno daljġi repni 

moment. Pri bolnikih s SSc ne dokaģemo povezav med starostjo in ġtevilom endogenih poġkodb 

dvoveriģne DNA, prav tako ni statistiļno znaļilne povezave med starostjo bolnikov s SSc in 
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ġtevilom izzvanih poġkodb dvoveriģne DNA po nanosu vodikovega peroksida ali po delovanju 

popravljalnih mehanizmov DNA. Med bolniki s SSc s prisotnimi specifiļnimi protitelesi proti 

topoizomerazi  in s prisotnimi specifiļnimi anti-centromernimi protitelesi smo dokazali 

statistiļno znaļilne razlike v repnem momentu. To kaģe na razlike v ġtevilu endogenih poġkodb 

dvoveriģne DNA, ki jih je veļ pri skupini bolnikov s SSc s prisotnimi anti-centromernimi 

protitelesi. 

Kljuļne besede: sistemska skleroza, metoda Comet, endogene poġkodbe DNA, eksogene 

poġkodbe DNA, popravljalni mehanizmi DNA.  
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ABSTRACT 

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic autoimmune disease 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 environmental 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 present with increased genomic instability, elevated DNA damage and impaired DNA 

repair mechanisms. 

The aim of our study was to define whether it is possible to detect elevated endogenous double-

stranded DNA damage with the Comet assay in patients with SSc. Moreover, we assessed if 

hydrogen peroxide induces DNA damage and evaluated the efficiency of the DNA repair 

mechanisms in vitro, in leukocytes of patients with SSc and healthy controls. Therefore, we 

tested the amount of endogenous DNA damage in 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 for the determination of DNA breaks in vitro which enables automation. 

We evaluated prepared blood samples of patients with SSc and healthy controls in two different 

ways. Semiquantitative measurement included examination of the comets under the microscope 

by hand and quantitative measurement consisted of taking the images of the comets and 

automatically analyzing them with the software tool OpenComet. The programme identifies the 

comets and measures their parameters, of which the most important are tail parameters (the tail 

length, the percentage of DNA in the tail, the tail moment and the olive moment). Finally, we 

determined the compliance of the semiquantitative and quantitative evaluation and possible 

associations of the amount of DNA breaks and efficiency of the DNA repair mechanisms with 

age, gender or the presence of specific autoantibodies. 

We established a good correlation between semiquantitative and quantitative evaluation of the 

comets in the Comet assay. The amount of endogenous double-stranded DNA damage was not 

significantly different between patients with SSc and healthy controls. The amount of 

endogenous double-stranded DNA breaks and the amount of induced exogenous double-

stranded DNA breaks were significantly higher in older healthy controls then in younger 

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, 
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independent of gender, and the tail moment was much more profound. These changes were not 

observed in patients with SSc, in any of the three treatments. However, when comparing 

patients with different autoantibodies, we found significantly higher amount of endogenous 

double-stranded DNA damage in SSc patients with anticentromere antibodies than in SSc 

patients with anti-topoisomerase  antibodies, indicating changes in endogenous DNA damage 

depend on the autoantibodies present. 

Key words: Systemic sclerosis, Comet assay, endogenous DNA damage, exogenous DNA 

damage, DNA repair mechanisms.  
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SEZNAM OKRAJĠAV 

ACA  anti-centromerna protitelesa (angl. anticentromere antibodies) 

ACR/EULAR Ameriġko zdruģenje revmatologov/Evropska liga za boj proti revmatizmu (angl. 

American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism) 

ANA  protitelesa proti jedrnim antigenom (angl. anti-nuclear antibodies) 

ATA  protitelesa proti topoizomerazi  (angl. anti-topoisomerase  antibodies) 

CTGF  rastni dejavnik vezivnega tkiva (angl. connective tissue growth factor) 

DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 

HLA  humani levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen) 

ICAM-1 znotrajceliļna adhezijska molekula-1 (angl. intercellular cell adhesion  

molecule-1) 

LMA   agaroza z nizko toļko taliġļa (angl. low melting point agarose) 

PDGF  trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor) 

RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 

RONS  reaktivne kisikove in duġikove zvrsti (angl. reactive oxygen and nitrogen 

species) 

ROS  reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 

SSc  sistemska skleroza (angl. systemic sclerosis) 

TGF-ɓ transformirajoļi rastni faktor ɓ (angl. transforming growth factor ɓ) 

VCAM-1 ģilnoceliļni adhezijski protein-1 (angl. vascular cell adhesion molecule 1) 

VEGF  ģilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor)
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1 UVOD 

1.1  SISTEMSKA SKLEROZA  

Sistemska skleroza (SSc) je kroniļna avtoimunska revmatska bolezen, pri kateri so prizadete 

drobne arterije (1). Patofizioloġko je znaļilen nastanek fibroze, ki se izrazi kot skleroderma, kar 

opredeljuje ģe samo ime bolezni, ki je sestavljenka grġkih besed èscleroç, kar pomeni ètrdenç, 

in èdermisç, ki se nanaġa na koģo (2). Med najbolj oļitne zaļetne kliniļne znake spadajo 

Raynaudov fenomen, sklerodaktilija in gastroezofagealni refluks, vendar se med posamezniki 

moļno razlikujejo. Bolezen je lahko omejena na koģo ali pa zajema ġe notranje organe in 

sļasoma privede do hudih zapletov, kot so vaskulopatija, pljuļna arterijska hipertenzija, pljuļna 

bolezen intersticija, fibroza srļne miġice, prizadetost gastrointestinalnega trakta, 

sklerodermalna ledviļna kriza, zakrļeni prsti rok zaradi prizadetosti koģe in akroosteoliza, ki 

imajo zelo velik negativni vpliv na kakovost ģivljenja (3). 

SSc je redka bolezen vezivnega tkiva, katere prevalenca je odvisna od narodnosti, spola ter 

geografskega obmoļja (2) in variira od 0,7/100.000 do 53/100.000 prebivalcev, odvisno od 

drģave in njene razvitosti (4). Z vidika narodnosti je najbolj je razġirjena med temnopoltimi 

Ameriļani, geografsko pa se pogosteje pojavi na obmoļjih Severne Amerike in Avstralije kot 

v Evropi, Veliki Britaniji in na Japonskem (5). Pri ģenskah se pojavi do sedemkrat pogosteje 

kot pri moġkih in sicer v obdobju med 30. in 50. letom starosti, kar kaģe na morebiten vpliv 

estrogenih hormonov, noseļnosti in s starostjo povezanih vplivov (5,6). Podatki iz leta 2018 

poroļajo, da je letna incidenca SSc v Sloveniji ocenjena na 2,6 primera/1.000.000 prebivalcev, 

kar pomeni, da je na leto odkritih pribliģno 5 do 6 novih bolnikov (1). 

1.2 VPLIV OKOLJSKIH IN GENETSKIH DEJAVNIKOV  

Vzrok SSc je zaenkrat ġe neznan in nastanek bolezni je zelo kompleksen (7). Stopnja 

konkordance je zelo nizka (4,7 %) ter podobna med enojajļnimi in dvojajļnimi dvojļki, kar 

pomeni, da SSc najverjetneje ni podedovana, je pa pogostejġa pri posameznikih s pozitivno 

druģinsko anamnezo (5,8). 

Na pojavnost SSc torej vplivajo dejavniki iz okolja, epigenetski in genetski dejavniki (1). Med 

okoljske in poklicne dejavnike, ki so jim posamezniki lahko izpostavljeni, uvrġļamo silicijev 

prah, varilne hlape, razna topila (npr. klorova topila, benzen, toluen), kemikalije (npr. ketoni, 

epoksi smole, parafin), zdravila (npr. bleomicin, zaviralci apetita), patogene povzroļitelje 

okuģb (npr. citomegalovirus, parvovirus B19, Helicobacter pylori), teģke kovine (npr. paladij, 
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cink, kadmij, ģivo srebro, antimonij, molibden) in kirurġke vsadke (1,5,9ï11). Nekatere izmed 

njih lahko oznaļimo kot sproģilce SSc, saj neposredno spremenijo vedenje posameznih celiļnih 

tipov (fibroblastov in endotelijskih celic) preko vpliva na celiļne signalne poti, ali pa posredno 

delujejo na epigenetske mehanizme, tako da preuredijo histone ali hipo-/hiper-metilirajo DNA 

(7,9). V koģnih fibroblastih bolnikov s SSc so potrdili hipermetilacijo promotorja za gen Fli -1 

in promotorja za gen KLF-5. Oba genetska produkta sta antifibrotiļna dejavnika, kar pomeni, 

da soļasno epigenetsko utiġanje teh dveh genov pospeġi napredovanje fibroze (12). Med 

pomembne epigenetske regulatorje uvrġļamo tudi mikro RNA, ki v telesu uravnavajo vnetje, 

koliļino imunskih celic in obseg fibroze. Spremenjeno izraģanje profibrotiļnih in/ali 

antifibrotiļnih mikro RNA ima pomembno vlogo pri razvoju fibroze pri bolnikih s SSc (13). 

Genetski dejavniki pogojujejo dovzetnost za bolezen in so nujno potrebni za sproģitev 

avtoimunosti, niso pa zadostni za popoln kliniļni razvoj SSc (9). Znanstveniki so preuļevali 

gene, ki bi potencialno lahko poveļali dovzetnost za SSc in jih loļili v tri skupine (14): 

¶ geni, ki so vkljuļeni v imunski odgovor in razvoj avtoimunosti, 

¶ geni, ki so vkljuļeni v fibrozo, 

¶ geni, ki so vkljuļeni v poġkodbo ģil in ģilne bolezni. 

Pri SSc je razloļevanje med lastnimi in tujimi geni moļno oslabljeno, zato so vzroke najprej 

iskali v spremembah HLA genov. Alele HLA razreda , natanļneje HLA-A*30 in HLA-A*32, 

so uspeli povezati s poveļano dovzetnostjo za SSc (7). Ġe bolj oļitne so povezave med 

dovzetnostjo za SSc pri razliļnih rasah in HLA razreda , npr. alel HLA-DRB1*01, alel HLA-

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

Na razvoj avtoimunosti zelo verjetno vplivajo tudi razliļni polimorfizmi genov za 

transkripcijske faktorje, ki regulirajo razmerje med celicami Th1 in Th2 (npr. gen STAT 4, gen 

TBX21), polimorfizmi genov za usklajevanje delovanja prirojene in pridobljene imunosti (npr. 

gen IRF 5), polimorfizmi genov za encime in njihove receptorje, ki sodelujejo pri produkciji 

protiteles (npr. gen CD247, gen BLK, gen BANK1) ter polimorfizmi genov sodelujoļih 

kostimulatornih molekul (npr. gen TNFSF4, gen CD226) (14). Od preiskovanih genov so vlogo 

v patogenezi bolezni potrdili v primeru polimorfizma gena TNFSF4 in gena IRF5, slednji 

dodatno poveļa ġe tveganje za pojav in napredovanje pljuļne bolezni intersticija (2,16). 
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Za gene, ki so vkljuļeni v pojav fibroze in poġkodb ģil, ni trdnih dokazov, da bi kateri od njih 

bistveno prispeval k zaļetku razvoja SSc, je pa vedno veļ ġtudij, ki potrjujejo njihove aditivne 

uļinke na dovzetnost za razvoj SSc in uļinke na razliļno kliniļno izraģanje bolezni (14). 

1.3 KLASIFIKACIJS KA MERILA IN KLINIĻNA DIAGNOSTIKA 

Najnovejġa ACR/EULAR klasifikacijska merila so v veljavi od leta 2013 in so nadgradnja 

prvotnih postavljenih meril iz 1980, ki so prenizko obļutljiva za prepoznavo zgodnjih oblik 

SSc in omejene koģne oblike SSc (17,18). Nova merila vkljuļujejo laboratorijsko diagnostiko 

in detekcijo specifiļnih avtoprotiteles, vendar ne zajemajo kliniļnih znakov, ki so zdravniku 

vidni s prostim oļesom in pripomorejo k prepoznavi SSc, kot so to npr. kalcifikacije, upognjeni 

in skrļeni prsti na rokah, obļutna trenja v predelu tetiv in kit, sklerodermalna ledviļna kriza in 

motnje poģiranja (18). V Preglednici  so navedena glavna in pomoģna merila za klasifikacijo 

SSc ter ġtevilo toļk, ki jih doprinesejo k postavitvi diagnoze. Najveļje ġtevilo toļk, ki jih bolnik 

lahko doseģe, je 19, vendar je ģe Ó 9 dovolj, za potrditev SSc. Iz tega sledi, da je ģe samo 

prisotnost zadebeljene koģe na prstih obeh rok, ki sega do metakarpofalangealnih sklepov, 

dovolj, da je SSc zagotovo prisotna. Pri pomoģnih merilih upoġtevamo prisoten kliniļni znak, 

ki doprinese veļje ġtevilo toļk k celotnemu seġtevku oziroma izberemo oļitnejġega (3,18). 

Osnovno presejalno testiranje za bolezni vezivnega tkiva predstavlja zaznavanje protiteles proti 

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

imunofluorescence opazuje jakost signala ter nastanek znaļilnih jedrnih in citoplazemskih 

vzorcev in vzorcev znaļilnih za celice v fazi delitve (19ï21). Mikroskopski pregled omogoļa 

delno opredelitev SSc, predvsem pa analitika usmeri v izbiro testov za doloļitev specifiļnih 

protiteles, med katere spadajo protitelesa proti topoizomerazi  (ATA), anti-centromerna 

protitelesa (ACA) in protitelesa proti RNA polimerazi  (22). Naġteta avtoprotitelesa so zlati 

standard v diagnostiki SSc, kar potrjuje tudi dejstvo, da so vkljuļena v ACR/EULAR 

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

topnim jedrnim antigenom in njihovi primerjavi s standardi preko imunoprecipitacijskih in 

dvojno imunodifuzijskih testov, novejġi pristopi vkljuļujejo tudi razne encimsko imunske in 

imunoluminiscenļne teste (19,21,24). 
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Preglednica I : ACR/EULAR klasifikacijska merila.  

Glavna merila Pomoģna merila Ġtevilo toļk 

Zadebelitev koģe na prstih obeh rok 

proksimalno od 

metakarpofalangealnih sklepov. 

- 

9 

Zadebelitev koģe na prstih 

(upoġtevamo pomoģno merilo, ki 

doprinese veļje ġtevilo toļk) 

Zateļeni prsti 2 

Sklerodaktilija na prstih, distalno od 

metakarpofalangealnih sklepov. 
4 

Rane in lezije na konicah prstov 

(upoġtevamo pomoģno merilo, ki 

doprinese veļje ġtevilo toļk) 

Razjede na konicah prstov 2 

Brazgotine in vdolbine na konicah 

prstov 
3 

Teleangiektazije  - 2 

Patoloġka nohtna kapilaroskopija - 2 

Zapleti SSc 

(najveļje ġtevilo toļk je 2) 

Pljuļne arterijska hipertenzija 
2 

Pljuļna bolezen intersticija 

Raynaudov fenomen - 3 

Specifiļna avtoprotitelesa 

(najveļje ġtevilo toļk je 3) 

ATA 

3 ACA 

Protitelesa proti RNA polimerazi  

ACA = anti-centromerna protitelesa, ATA = protitelesa proti topoizomerazi . 

1.4 DELITEV SSc NA PODTIPE 

Obseg prizadetosti koģe in notranjih organov, drugi izraziti kliniļni znaki, prisotnost specifiļnih 

avtoprotiteles ter ļasovni potek napredovanja bolezni nam omogoļajo razdelitev SSc na ġtiri 

podtipe in sicer na presklerodermo, na lokalizirano sklerodermo, na sistemsko obliko 

skleroderme (imenovano SSc), ki se naprej deli na omejeno in difuzno koģno obliko SSc ter na 

SSc brez prizadetosti koģe (1,25). 

1.4.1 Preskleroderma 

Stanje, kjer so ģe prisotni Raynaudov fenomen, zateļeni prsti na rokah brez sklerodaktilije, 

patoloġka kapilaroskopija in pozitivno presejalno testiranje na ANA, imenujemo 

preskleroderma (26,27). Raynaudov fenomen kot samostojen kliniļni znak le v 15 % napreduje 

v SSc, skupaj s patoloġko kapilaroskopijo in ANA pa je razvoj v SSc zelo verjeten (28). 
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1.4.2 Lokalizirana skleroderma 

Odebelitev koģe in vezivnega tkiva se lahko pojavi na omejenem predelu ali po celem telesu, 

poslediļno se obolenje deli na lokalno in sistemsko (10). Pri obeh oblikah gre za nalaganje 

kolagena in podobne histopatoloġke spremembe, vendar sta to razliļni bolezni in v veļini 

primerov ni prehoda iz lokalizirane v sistemsko obliko (11). Lokalizirana skleroderma je 

izrazito koģna bolezen, ki obsega in prizadene razliļne predele koģe in podkoģnega tkiva (25). 

To je ġe posebej izrazito pri linearnem podtipu, ki ogroģa predvsem otroke, in tako ġkodljivo 

vpliva na razvoj mehkih tkiv, kosti in centralnega ģivļnega sistema (11). 

1.4.3 Sistemska skleroderma 

Ļe skleroderma zajame veļji del koģe in notranjih organov, potem gre za sistemsko obliko 

bolezni, ki se glede na obseg prizadetosti naprej loļi na omejeno in difuzno koģno obliko 

(10,29). Omejena koģna oblika SSc obsega distalne dele udov, torej konice prstov na nogah in 

na rokah ter obraz, medtem ko se difuzna oblika razġiri proksimalno do komolcev in kolen, na 

stegna, trebuh in prsni koġ (24,30). Pri obeh podtipih so prisotni Raynaudov fenomen, patoloġke 

spremembe nohtnih kapilar in pozitivna ANA (11). Prav tako lahko obe obliki sovpadata z 

drugimi boleznimi vezivnega tkiva, med katere ġtejemo sistemski lupus eritematozus, miopatijo 

in artritis (24). Bolniki z omejeno koģno obliko opisujejo bolezen kot zelo zahrbtno z 

dolgotrajnim razvojem, saj se Raynaudov fenomen pojavi ģe leta pred sklerodaktilijo. 

Nasprotno pa bolniki z difuzno obliko SSc trdijo, da se bolezen pojavi akutno ter da pojav 

Raynaudovega fenomena in sklerodermije moļno sovpadata (29,30). Bistvena razlika med 

podtipoma je tudi ta, da do prizadetosti notranjih organov pri omejeni koģni obliki bolezni pride 

veliko kasneje in v mnogo manjġem obsegu kot pri difuzni obliki (31). Poslediļno je prognoza 

pri omejeni koģni obliki SSc bistveno boljġa in bolniki ģivijo dlje, medtem ko ima difuzna 

oblika bolezni zelo visoko smrtnost (30,32). 

Bolniki z omejeno koģno obliko imajo pogosteje prisotna ACA, medtem ko imajo bolniki z 

difuzno obliko bolj verjetno prisotna ATA in protitelesa proti RNA polimerazi  (30). Obe 

obliki sistemske SSc imata enako verjetnost za razvoj pljuļne bolezni intersticija. Zaradi 

obseģnejġe fibroze pljuļnih arterij imajo bolniki z omejeno obliko bolezni veļje tveganje za 

razvoj pljuļne arterijske hipertenzije, nasprotno pa se pri bolnikih z difuzno obliko pogosteje 

pojavi sklerodermalna ledviļna kriza (11). Dva razliļna mehanizma patogeneze najverjetneje 

privedeta do razliļnega izraģanja kliniļnih znakov, zato je loļevanje med omejeno in difuzno 

koģno obliko SSc kljuļno za pojasnitev patofiziologije bolezni (16). V Preglednici  so 

prikazane glavne podobnosti in razlike med omejeno in difuzno koģno obliko SSc. 
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Preglednica II : Glavne podobnosti in razlike med sistemskima oblikama SSc. 

Omejena koģna oblika SSc Difuzna koģna oblika SSc 

Skleroderma prisotna distalno na konicah 

prstov na nogah in na rokah ter na obrazu. 

Skleroderma se razġiri proksimalno do 

komolcev in kolen, tudi na stegna, trebuh in 

prsni koġ. 

Raynaudov fenomen, patoloġke spremembe nohtnih kapilar in prisotna ANA. 

Sovpadanje z drugimi boleznimi vezivnega tkiva (SLE, miopatija, artritis). 

Dolgotrajen razvoj. Akuten pojav. 

Prizadetost notranjih organov se pojavi v 

kasnejġih fazah SSc in v manjġem obsegu. 

Prizadetost notranjih organov se pojavi v 

zgodnjih fazah SSc in v hujġih oblikah. 

Sploġno boljġa prognoza. Sploġno slabġa prognoza. 

ACA. ATA, protitelesa proti RNA polimerazi . 

Razvoj PBI. 

Pogostejġi zaplet je PAH. Pogostejġi zaplet je SLK. 

ANA = protitelesa proti jedrnim antigenom, ACA = anti-centromerna protitelesa, ATA = protitelesa proti 

topoizomerazi , SLE = sistemski lupus eritematozus, PBI = pljuļna bolezen intersticija, PAH = pljuļna arterijska 

hipertenzija, SLK = sklerodermalna ledviļna kriza. 

1.4.4 SSc brez prizadetosti koģe 

Za to obliko SSc trpi zelo majhen odstotek celotne populacije bolnikov s SSc, kjer ne pride do 

obraznih in koģnih sprememb, paļ pa le do prizadetosti notranjih organov (28). Ļeprav ni 

tipiļne sklerodaktilije, so prisotni drugi manj oļitni koģni znaki (kalcifikacije, teleangiektazije 

in vdolbinice na konicah prstov) (31), Raynaudov fenomen in pozitivna ANA (33). Poleg koģe 

so prizadeta ġe pljuļa, srce, prebavila od poģiralnika do ģelodca, miġice, skelet in ledvice. 

Najpogostejġe pri SSc brez prizadetosti koģe so disfunkcije poģiralnika, sledijo zapleti pljuļ 

(31).  
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1.5 SSc IN AVTOPROTITELESA  

Kot pri ostalih boleznih vezivnega tkiva, se tudi pri SSc avtoprotitelesa uporabljajo za 

opredelitev prizadetosti organov, spremljanje bolezni in prognozo (34). Difuzno in omejeno 

koģno obliko bolezni zelo dobro razloļimo ģe na podlagi ocene obsega prizadete koģe in 

pridruģenih znaļilnih kliniļnih znakov, ampak ġele, ko se bolezen ģe v celoti razvije (30). 

Teģavna je diagnostika v zgodnjih fazah razvoja, kjer kliniļni znaki moļno sovpadajo, zato je 

potrebna smiselna in zanesljiva diagnostika podtipov na podlagi bioloġkih oznaļevalcev 

(30,34), ki so prisotni ģe pred nastopom kliniļne slike (19). 

Nepravilno delovanje imunskega sistema izzove nastanek cirkulirajoļih avtoprotiteles proti 

lastnim antigenom, ki so zaznavna ģe pri prvem laboratorijskem testiranju pri > 95 % bolnikov 

s SSc in se razdelijo na (19,22,30,34ï37): 

¶ avtoprotitelesa, ki so zelo specifiļna za SSc (ATA, ACA, protitelesa proti RNA 

polimerazi  in protitelesa proti RNA polimerazi ), 

¶ avtoprotitelesa, ki so sicer manj specifiļna, ampak se prav tako lahko pojavijo pri SSc 

(protitelesa proti RNA polimerazi , protitelesa proti ribonukleoproteinski podenoti U3, 

protitelesa proti kompleksom z ribonukleoproteazo P, protitelesa proti 

ribonukleoproteinski podenoti U11/U12), 

¶ avtoprotitelesa, ki se pojavijo pri SSc in pridruģenih boleznih (protitelesa proti 

ribonukleoproteinski podenoti U1, protitelesa proti antigenom PM/Scl, Ku, RuvBL1/2, 

Ro60, Ro52, NOR90), 

¶ avtoprotitelesa, ki najverjetneje sodelujejo pri patogenezi SSc (protitelesa usmerjena 

proti receptorju za trombocitni rastni dejavnik, protitelesa usmerjena proti antigenom 

fibroblastov, protitelesa usmerjena proti antigenom na endotelijskih celicah, protitelesa 

usmerjena proti receptorju za angiotenzin  tipa 2, protitelesa usmerjena proti receptorju 

za endotelin-1 tipa A). 

Visoko specifiļna za SSc (99,5 %) so ATA. Zaznamo jih pri 20 ï 60 % bolnikov z difuzno 

koģno obliko SSc, pri kateri se v zgodnjih fazah bolezni pojavijo razjede na prstih, kasneje se 

pogosto razvije pljuļna fibroza (34,35). ATA opredeljujejo kliniļno zelo resno in aktivno 

obliko SSc, zato ima njihova prisotnost negativno napovedno vrednost in je povezana z visoko 

smrtnostjo (22). Za omejeno koģno obliko SSc so zelo specifiļna (97 %) ACA, usmerjena proti 

proteinom centromer (30,34). Pozitivna ACA so povezana z razvojem pljuļne arterijske 
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hipertenzije in dolgo let trajajoļim Raynaudovim fenomenom, redkeje pride do prizadetosti 

srca in ledvic (22,35). ATA in ACA se medsebojno izkljuļujeta (30). 

Pri difuzni koģni obliki SSc so lahko prisotna avtoprotitelesa proti RNA polimerazi  in RNA 

polimerazi , ki se skoraj vedno pojavijo soļasno (22,30). Slednja so skoraj 100 % specifiļna 

za SSc (34) z visokim tveganjem za razvoj sklerodermalne ledviļne krize, medtem ko so pljuļni 

zapleti malo verjetni (35). Manj znaļilna za SSc so protitelesa proti RNA polimerazi  in so 

pogostejġa pri SSc s pridruģenimi boleznimi (22). 

Pri sovpadanju omejene koģne oblike SSc in polimiozitisa/dermatomiozitisa se pojavijo 

protitelesa proti sestavinam kompleksa PM/Scl v jedrih celic (36). Pojavijo se pri 2 ï 5 % 

bolnikov s SSc, predvsem pri mlajġih osebah z znaļilnim Raynaudovim fenomenom, koģnimi 

izpuġļaji in prizadetim miġiļno-skeletnim sistemom (35,36). Pri pozitivnih anti-PM/Scl 

protitelesih se pogosto razvije pljuļna fibroza, vendar v blaģjih oblikah kar opredeljuje dobro 

prognozo, po drugi strani pa je pri teh bolnikih visoko tveganje za razvoj doloļenih tipov raka 

in sicer raka dojk, pljuļnega raka in hematoloġkih malignih rakov, kar moļno zniģa preģivetje 

bolnikov (36,38). 

Protitelesa imajo pomembno vlogo vsaj v enem od korakov nastanka in razvoja patogeneze 

SSc. Lahko da povzroļijo ģilno poġkodbo, lahko izzovejo aktivacijo fibroblastov, njihovo 

spremembo fenotipa v miofibroblaste in poveļano produkcijo kolagena ali pa sodelujejo v 

vnetnem procesu in nastanku reaktivnih kisikovih zvrsti (22).  
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1.6 PATOGENEZA SSc 

Toļen potek patogeneze SSc je zaenkrat ġe neznan, zagotovo pa poleg okoljskih in genetskih 

dejavnikov, vplivata na razvoj ġe poruġeno ravnovesje imunskega sistema in oksidativni stres 

(10). SSc oznaļujejo trije glavni patoloġki procesi (30): 

¶ fibroproliferativna vaskulopatija drobnih arterij in arteriol, 

¶ izrazite motnje celiļne in humoralne imunosti ob soļasnem kroniļnem vnetju in 

produkciji avtoprotiteles, 

¶ huda in pogostokrat napredujoļa koģna fibroza in fibroza notranjih organov. 

Prvotno poġkodbo endotelijskih celic najverjetneje povzroļijo dejavniki iz okolja ali 

avtoimunski napad na antigene izpostavljene na endotelijski povrġini (9,39). Sledijo strukturne 

in funkcionalne spremembe ģilne stene, ki privedejo do lokalnega vnetja, hipoksije in ishemije, 

kar je pri kapilaroskopiji vidno kot patoloġka sprememba kapilarnih pleteģev in kliniļno 

izraģeno kot Raynaudov fenomen (39,40). Obļasna vazokonstrikcija in reperfuzija poveļata 

oksidativni stres, ki ġe dodatno poġkoduje endotelijske celice ter sproģi koagulacijsko kaskado 

(40,41). Sļasoma se zaļnejo razmnoģevati vse plasti ģilne stene, kar vodi v zmanjġano 

elastiļnost, zoģenje svetline, tromboze, zapore ģil ter poslediļno v razjede in nekroze (42). 

Fibroproliferativne spremembe so ali vzrok ali posledica okvarjenih mehanizmov 

vaskulogeneze in angiogeneze (39). Soļasno je po navadi prisotno ġe neravnovesje med 

angiogenimi in antiangiogenimi dejavniki, kar pomeni, da je izraģanje vazokonstriktorjev 

poveļano (npr. poveļano izraģanje endotelina), izraģanje vazodilatatorjev pa zniģano (npr. 

zniģano izraģanje duġikovega oksida in prostaciklinov) (39,43). Neuļinkovito popravilo 

poġkodovanega dela ģile in trajne hipoksije vodijo v kroniļno vnetje, disfunkcijo endotelija ter 

znaļilno visoke vrednosti ģilnega endotelijskega rastnega dejavnika (VEGF) (39,44). 

Vaskulopatija je torej kljuļni patoloġki dogodek pri SSc, na telesu viden kot teleangiektazije 

(39). 

Poġkodovane endotelijske celice izraģajo na svoji povrġini poveļane koliļine adhezijskih 

molekul (npr. ICAM-1, E-selektin, P-selektin, von Willebrandov faktor), s ļimer poveļajo 

vezavo vnetnih celic prirojene imunosti, aktivirajo trombocite ter pridobljen imunski odziv 

(39,41,42). V zaļetnih fazah SSc infiltrirajo predvsem celice ɔŭT, celice Th2 in celice Th17, 

kasneje pa tudi mastociti in makrofagi (9). Vnetne celice pospeġeno prehajajo endotelij ter 

sproġļajo provnetne in profibrotiļne citokine, med katere spadajo interferon ɔ in drugi 

interferoni, interlevkini (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL -14, IL-17, IL-27), tumor 
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nekrotizirajoļi faktor Ŭ, kemokini in rastni dejavniki (VCAM-1, PDGF, VEGF, CTGF) ter 

transformirajoļi rastni faktor ɓ (TGF-ɓ), ki je najpomembnejġi mediator fibroze (10,39,40,42). 

Izraģanje adhezijskih molekul in topnih delavnikov je tekom razvoja SSc spremenljivo in preko 

aktivacije fibroblastov korelira s tkivno fibrozo (9). Pri bolnikih s SSc so zaznavne predvsem 

visoke vrednosti IL-4, IL-6 in IL-13, ki jih izloļajo zrele aktivirane celice Th2, ki hkrati 

stimulirajo ġe celice B (16). Nepravilna aktivacija celic B privede do avtoimunskega odziva in 

nastanka avtoprotiteles proti antigenom na endotelijskih celicah, ki sproģijo apoptozo 

endotelijskih celic, mikroangiopatijo ter z njo povezane kliniļne zaplete SSc (39,40). 

Glavne celice vezivnega tkiva so fibroblasti, ki skrbijo za homeostazo nastajanja in razgradnje 

komponent zunajceliļnega matriksa ter tako ohranjajo strukturno integriteto vezivnega tkiva 

(42,45). Pri bolnikih s SSc se to ravnovesje poruġi in po dolgotrajnem vnetju sproģi proces 

fibroze, za katerega je znaļilno kopiļenje komponent zunajceliļnega matriksa. Poleg kolagena 

tipa  se kopiļijo ġe rastni dejavniki, citokini, kemokini, imunske celice ter tako nadomeġļajo 

normalno funkcionalno parenhimsko tkivo z zunajceliļnim matriksom (45,46). 

Kljuļna je aktivacija okoliġkih fibroblastov, ki pod vplivom topnih dejavnikov iz infiltriranih 

celic (npr. TGF-ɓ, endotelin-1, PDGF in CTGF) spremenijo svoj fenotip in postanejo 

miofibroblasti (42,45). Aktivirani miofibroblasti pridobijo nekatere nove lastnosti, kot so npr. 

gibljivost, izraģanje Ŭ gladkomiġiļnega aktina in poveļana produkcija kolagena (30). Normalno 

miofibroblasti po popravilu poġkodbe zapadejo procesu apoptoze, v primeru SSc pa se ohranijo 

in kopiļijo. Poleg fibroblastov se lahko v miofibroblaste pod doloļenimi patoloġkimi pogoji 

spremenijo tudi celice drugih izvorov. V veliki meri so to celice, ki sestavljajo ģilno steno 

(periciti, endotelijske celice, gladko miġiļne celice) in cirkulirajoļi fibrociti, ki ġe dodatno 

prispevajo k nalaganju kolagena in napredovanju fibroze (45). 

Kroniļno sproġļanje profibrotiļnih citokinov iz infiltriranih vnetnih celic in apoptotiļnih 

endotelijskih celic naj bi v zaļetnih fazah bolezni povzroļilo epigenetske spremembe v samih 

fibroblastih, ki privedejo do njihove endogene aktivacije in spremembe fenotipa. V kasnejġih 

fazah bolezni in razvoju SSc se aktivacija vzdrģuje tako, da profibrotiļni mehanizmi pretehtajo 

antifibrotiļne (47), dodatno pa se poruġi tudi ravnovesje med matriks metaloproteinazami, ki 

razgrajujejo zunajceliļni matriks, in njihovimi inhibitorji (40). Slika 1 shematsko prikazuje 

patogenezo pri SSc z vidika endotelija.  
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Slika 1: Shematski prikaz patogeneze pri SSc z vidika endotelija (prirejeno po (9)).  
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1.7 SSc IN OKSIDATIVNI STRES  

Reaktivne kisikove in duġikove zvrsti (RONS) imajo v telesu pomembno fizioloġko vlogo kot 

signalne molekule, saj preko reakcij redukcije in oksidacije spreminjajo strukture bioloġkih 

molekul in s tem njihove funkcije v telesu. Fizioloġke koncentracije oksidantov nihajo v 

odvisnosti od celiļne aktivnosti, koliļine stresa, ki mu je celica izpostavljena in sposobnosti 

celice, da ta stres obvladuje (48). Ko organizem ni zmoģen ohranjati homeostaze med oksidanti 

in antioksidanti, se ravnovesje prevesi na stran oksidantov, kar izzove oksidativni stres (49). 

RONS, ki preseģejo zmoģnosti endogene antioksidativne kapacitete, vplivajo na ġtevilne 

celiļne mehanizme in makromolekule preko oksidacije lipidov v membranah celic, preko 

oksidacije jedrnih in citosolnih proteinov, ogljikovih hidratov ter nukleinskih kislin, ali pa z 

njimi tvorijo kovalentne adukte, kar privede do strukturnih sprememb ali celo apoptoze celic 

(50,51). 

Vedno veļ je ġtudij, ki potrjujejo povezavo med oksidativnim stresom in endotelijsko 

poġkodbo, neravnovesjem imunskega sistema in poveļano sintezo kolagena, kar utemeljuje 

predpostavko, da oksidativni stres sodeluje tudi pri patogenezi SSc (52,53). Sicer je o vlogi 

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

velja, da preseģek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) ob soļasno okvarjeni antioksidativni 

obrambi, privede do poġkodb endotelijske ģilne stene (49,51). 

Poveļan nastanek RONS in oksidativni izbruh pri SSc najverjetneje izvirata ģe iz izpostavitve 

posameznika okoljskim dejavnikom, ki poġkodujejo endotelijske celice ter vodijo v njihovo 

poveļano aktivnost, apoptozo in ishemijo (54). Pri reperfuziji nastanejo novi prosti radikali, ki 

vodijo v nadaljnjo nepravilno delovanje endotelijskih celic (55,56), hkrati pa ustvarijo 

provnetno in profibrotiļno okolje s poveļanim izloļanjem citokinov in kemokinov (49). 

Zunajceliļne in znotrajceliļne koliļine RONS so pri SSc poveļane ter korelirajo z endotelijsko 

poġkodbo in aktivnostjo bolezni, hkrati pa vplivajo na izraģanje doloļenih kliniļnih znakov SSc 

in na razvoj doloļene oblike SSc (50,57,58). Slika 2 shematsko prikazuje vlogo ROS v razvoju 

vaskulopatije in fibroze pri SSc. 

Med reaktivne zvrsti spadajo superoksidni anion, vodikov peroksid, hidroksilni radikal, duġikov 

oksid, peroksinitrit in hipoklorna kislina (57). Duġikov oksid kot vazodilatator vpliva na krļenje 

in relaksacijo gladkomiġiļnih celic v ģilju (49). ROS zmanjġajo sintezo duġikovega oksida 

preko poġkodbe sintaze duġikovega oksida, kar privede do vazospazma, zaļasne prekinitve 

dotoka krvi in do ġe veļje produkcije ROS, apoptoze celic endotelija in adhezije monocitov 
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(49,52,59). Duġikov oksid ima negativne uļinke tudi v primeru zelo visokih koncentracij, saj 

po reperfuziji reagira z nastalim superoksidnim anionom do peroksinitrita in drugih ġkodljivih 

RONS ter poveļuje oksidativni stres (53). 

 

Slika 2: Shematski prikaz vloge v razvoju vaskulopatije in fibroze pri SSc (prirejeno po (55)). 

Poġkodovane endotelijske celice kot tarļe imunskega sistema vzpodbudijo in aktivirajo 

predvsem limfocite T (58,59). Protitelesa, ki nastanejo kot posledica avtoimunskega odziva 

organizma na izpostavljene antigene endotelijskih celic, imajo pomembno vlogo pri njihovi 

poġkodbi in razvoju vaskulopatije, saj izzovejo izpostavitev dodatnih adhezijskih molekul in 

izloļanje dodatnih vnetnih citokinov, rastnih faktorjev in ROS (49,58). 

Topni dejavniki in nastala avtoprotitelesa aktivirajo endotelijske celice in fibroblaste, ki 

povratno vplivajo nazaj na vnetne celice in tvorbo ROS, da se fibrozni proces cikliļno vzdrģuje 

(Slika 3) (10). ROS in TGF-ɓ vzajemno vplivata eden na drugega, tako da pomnoģujeta svoje 

uļinke in vzdrģujeta fibrozo (54,58). 

Vnetne celice (limfociti T, nevtrofilci, monociti), fibroblasti in endotelijske celice izloļajo 

velike koliļine ROS, ki vplivajo na spremembo fenotipa fibroblastov v miofibroblaste, kar 

 

ROS 

Poveļana produkcija 

in nalaganje kolagena 

in sestavin ECM 

Fibroza 

Endotelijska 

disfunkcija 

Vaskulopatija 

ŷŷŷ 

Apoptoza 

Fibroblasti 

Gladke miġiļne 

celice Endotelijske celice Vnetne celice 

Miofibroblasti 



 

14 

 

pomeni, da preseģek ROS prispeva k nalaganju sestavin zunajceliļnega matriksa in tkivni 

fibrozi (57,58). Fibroblasti, monociti, limfociti T in eritrociti izolirani iz bolnikov s SSc 

vsebujejo pri ex vivo meritvah visoke vrednosti ROS, predvsem superoksidnega aniona, 

vodikovega peroksida in duġikovega oksida v primerjavi z zdravimi celicami kontrol (57). 

Dodatne preobrazbe fibroblastov v miofibroblaste ali poruġenje ravnovesje med proteazami in 

njihovimi inhibitorji, lahko izzovejo tudi protitelesa proti antigenom na endotelijskih celicah 

(55). Koģni fibroblasti bolnikov s SSc imajo bolj poġkodovane kromosome in proizvajajo veļje 

koliļine ROS kot fibroblasti zdravih posameznikov. Prav tako imajo poveļane koliļine ROS 

navidezno zdravi fibroblasti pri bolnikih s SSc in skupaj s poġkodovanimi kromosomi 

limfocitov bi to lahko pomenilo, da ima poviġan oksidativni stres sploġen vpliv na vse celice 

organizma in to ģe v zaļetnih fazah razvoj koģne fibroze (51,60). 

 

 

Slika 3: Shematski prikaz cikliļnega medsebojnega vpliva stanj pri SSc (prirejeno po (49)). 

Ko prosti radikali v citosolu preseģejo kapaciteto antioksidantov, zaļnejo spodbujati nastanek 

RONS tudi v mitohondriju in v jedru. RONS v jedru privedejo do mutacij, prekinitve ene ali 

obeh verig dvoveriģne DNA ter do genomske nestabilnosti (49,61). Poġkodbe nukleinskih kislin 

dokazujejo poveļane koliļine 8'-hidroksi-2'-deoksigvanozina v urinu bolnikov s SSc, ki je 

kazatelj endogene oksidativne poġkodbe DNA. Zviġanja tega oznaļevalca so povezali z 

obseģno koģno fibrozo in pljuļno boleznijo intersticija, kar potrjuje dejstvo, da oksidativna 

poġkodba DNA prispeva k razvoju fibroze (56). 

Dovzetnost za oksidativne poġkodbe je poveļana tudi pri bolnikih s SSc z zmanjġano 

antioksidativno obrambo (56). V serumu bolnikov s SSc so poviġane vrednosti kazalcev 

oksidativnega stresa, med katere spadajo duġikov oksid, malondialdehid, homocistein in drugi, 
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medtem ko so encimski antioksidanti (npr. superoksid dismutaza, katalaza), kot tudi neencimski 

antioksidanti (npr. vitamin C, vitamin E, Ŭ-tokoferol, ɓ-karoten in selenij) zniģani (51,52). 

Ġtevilne ġtudije dokazujejo, da sta pri bolnikih s SSc poveļana genomska nestabilnost in 

poveļano ġtevilo poġkodb DNA, kar je vidno kot poveļano ġtevilno kromosomskih 

nepravilnosti v limfocitih, izguba kromosomov ter poveļano ġtevilo fragmentov kromosomov 

brez centromere (62). 

Mnoge ġtudije so potrdile prisotnost spontanih in induciranih kromosomskih sprememb v 

cirkulirajoļih limfocitih bolnikov pri omejeni in difuzni obliki SSc. Najbolj so oļitne 

nepravilnosti pri omejeni koģni obliki in pozitivnih ACA, kjer je zaznavnih ogromno 

fragmentov kromosomov, veliko prelomov DNA in neuļinkovito nehomologno spajanje 

koncev. Poġkodbe DNA so enake pri bolnikih, ki so na terapiji in pri bolnikih, ki ne prejemajo 

nobenega zdravila, kar nakazuje na nepovratne poġkodbe genskega materiala. Pri SSc so opazne 

tudi skrajġane telomere, ki so ravno tako lahko vzrok za poveļano genomsko nestabilnost pri 

bolnikih s SSc (62,63). 

Izbruh ROS lahko oksidira nekatere jedrne encime, npr. DNA topoizomerazo , kar organizem 

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

so dokazali na miġkah, ki so jih tretirali s hipoklorovo kislino in tako sproģili oksidativni stres. 

Miġke so razvile ATA, difuzno obliko SSc in obseģno pljuļno fibrozo (64). Dodatno lahko 

reaktivne duġikove zvrsti inaktivirajo ġe druge encime, ki sodelujejo pri popravilu DNA, npr. 

DNA ligazo (61). Enako lahko odlomljeni fragmenti DNA sproģijo imunski odziv in nastanek 

ustreznih avtoprotiteles (62). 

Strukturne spremembe DNA, prelomi ene verige ali obeh verig DNA in poġkodovane baze 

sproģijo popravljanje mehanizme DNA, ki so pri SSc prav tako okvarjeni oziroma manj 

uļinkoviti (58,62). Poveļane poġkodbe DNA so zato posledica poveļane produkcije ROS in 

zmanjġane zmoģnosti celice, da poġkodovano DNA popravi (62).  
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1.8 METODE DOLOĻANJA POĠKODB DNA 

Za doloļanje in ocenjevanje obsega poġkodb DNA obstajajo ġtevilne metode, ki imajo razliļne 

prednosti in slabosti. Njihova uporaba se utemeljuje predvsem s tem, katere podatke o 

poġkodbah DNA ģelimo z njimi pridobiti. 

Med molekularne metode spadajo veriģna reakcija s polimerazo in njene razliļice, ki se 

uporabljajo predvsem za zaznavanje eksogenih poġkodb DNA in merjenje kinetike popravljanja 

DNA na podlagi merjenja integritete DNA. Potrebna je majhna koliļina vzorca, vendar metoda 

zahteva posebno ekstrakcijo, prav tako se velikokrat zgodi, da pomnoģevanje DNA ni uspeġno. 

Veriģna reakcija s polimerazo omogoļa merjenje gensko specifiļnih poġkodb DNA, za kar je 

potrebno uporabiti ustrezne oligonukleotidne zaļetnike, kar pri doloļanju poġkodb DNA pri 

bolnikih s SSc ni mogoļe, saj ne vemo toļno, kateri geni sodelujejo pri bolezni (65). Za 

doloļanje poġkodb DNA se uporabljajo tudi tekoļinska kromatografija visoke loļljivosti z 

masno spektrometrijo, plinska kromatografija z masno spektrometrijo in razne elektrokemijske 

metode, ki so sicer zelo obļutljive in toļne, vendar pa zelo zahtevne za izvedbo in zelo drage 

(66). V uporabi za doloļanje poġkodb DNA so tudi razne fluorescenļne metode, na primer 

metoda Tunel in metoda Halo, ki uporabljata fluorescenļno oznaļena barvila in zaznavata na 

nivoju ene celice, vendar imata omejeno obļutljivost. Druge so fluorescenļna in situ 

hibridizacija, metoda s fluorescenļno oznaļenim proteinom Aneksin V in pretoļna citometrija, 

ki so znaļilne po zmoģnosti zaznavanja apoptotiļnih in nekrotiļnih celic ter fluorescenļnem 

oznaļevanju, za razliko od radioimunometriļnih metod, ki zahtevajo radioaktivno oznaļevanje. 

Med kemiluminiscentne metode spadajo encimska imunoadsorpcijska preiskava in 

imunohistokemijske metode, katerih uporaba je moļno omejena zaradi pogoste navzkriģne 

reaktivnosti (66,67). 

Zelo pogosta metoda za ocenjevanje obsega poġkodb DNA je metoda H2AX, kjer z 

ionizirajoļim sevanjem ali drugim citotoksiļnim dejavnikom izzovemo dvoveriģne poġkodbe 

DNA in se metoda zato pogostokrat uporablja za doloļanje genotoksiļnosti snovi. Nastali 

dvoveriģni poġkodbi DNA vedno sledi fosforilacija histona H2AX, poslediļno fosforilacijski 

status histonov sovpada s ġtevilom prelomov dvoveriģne DNA. Fosforilirane histone po 

dodatku fluorescenļno oznaļenih protiteles zaznavamo pod fluorescenļnim mikroskopom ali s 

pretoļnim citometrom, ki vrednoti vsako celico ter rezultate predstavi v obliki grafa. Metoda je 

zelo obļutljiva, enostavna za izvedbo in omogoļa tudi opazovanje popravljanja poġkodb DNA, 

vendar pa ne omogoļa zaznavanja endogenih poġkodb DNA (68,69). 



 

17 

 

Ġe ena metoda, ki se zelo pogosto uporablja za doloļanje genotoksiļnosti in vitro in in vivo, 

povzroļene z endogenimi in eksogenimi dejavniki (npr. ultravijoliļno sevanje, okoljski 

kancerogeni, alkilatorji DNA, oksidativni stres itd.), je metoda Comet (66,70ï72). 

Metoda Comet ali gelska elektroforeza posamezne celice (angl. single cell gel electrophoresis) 

je metoda za zaznavanje poġkodb DNA in oceno sposobnosti celice, da te poġkodbe popravi. 

Princip metode vkljuļuje vgraditev celic v tanko plast agaroze na objektnih stekelcih. Sledi liza 

celic z detergenti in visoko koncentracijo soli, ki razgradita vse celiļne komponente. Lizi sledi 

elektroforeza, kjer nastali fragmenti potujejo proti pozitivno nabiti anodi ter tvorijo obliko 

èzvezdnega kometaç. Po elektroforezi sledita nevtralizacija, kjer se nepoġkodovana DNA 

renaturira, in barvanje nastalih kometov z izbranim barvilom (73,74). V primerjavi z drugimi 

naġtetimi metodami, ki se ġe lahko uporabljajo za oceno poġkodb DNA, je metoda Comet zelo 

obļutljiva, cenovno ugodna, zahteva minimalno koliļino laboratorijske opreme in namesto 

radioaktivnega oznaļevanja omogoļa uporabo fluorescenļnih barvil (70,72,74). Ocena 

poġkodb DNA temelji na nivoju posamezne celice, kar omogoļa veliko ġtevilo podatkov in zelo 

robustno statistiļno analizo (75,76). 

Metodo Comet sta leta 1984 razvila ġvedska znanstvenika ¥stling in Johanson, ki sta celice v 

agaroznem gelu lizirala in nato izvedla elektroforezo pri pH = 9,5 (77). Leta 1988 je ameriġki 

raziskovalec Singh s sodelavci objavil ļlanek, kjer je ohranil prvotni princip metode, le da je 

elektroforezo izvedel v bolj alkalnem pH, pri pH > 13. Singh je menil, da elektroforeza pri tako 

visoko alkalnem pH poleg prelomov dvoveriģne DNA (angl. èdouble-strand DNA breaksç) 

zazna tudi prelome enoveriģne DNA (angl. èsingle-strand breaks DNAç) in alkalno labilna 

mesta (angl. èalkali-labile sitesç), ki prav tako oznaļujejo poġkodovano DNA (78). 

Katere vrste prelomov oziroma poġkodb DNA zaznavamo, je odvisno od pH elektroforeznega 

pufra. Kasneje so ugotovili, da pri dovolj ostrih pogojih, npr. pri pH > 13, metoda poleg 

prelomov dvoveriģne DNA omogoļa zaznavanje tudi prelomov enoveriģne DNA, alkalno 

labilnih mest, DNA-DNA in DNA-proteinskih premreģenj ter neuļinkovitih popravil izrezanih 

baz (70,71,79). Prelomi enoveriģne DNA nastanejo tekom popravljanja poġkodb DNA ali na 

obmoļjih alkalno labilnih mest, ki pri moļno alkalnem pH hidrolizirajo in se pretvorijo v 

prekinitve DNA, ki jih zaznamo kot potujoļe fragmente v repu kometa (78).  



 

18 

 

2 NAMEN DELA  

Toļen vzrok nastanka avtoimunske revmatske bolezni SSc je ġe vedno neznan. Dokazano je, 

da se bolezen razvije pod okoljskimi vplivi ob soļasni genetski predispoziciji, ki pogojuje tudi 

napredovanje bolezni. Pri SSc sta v literaturi opisani poveļana genomska nestabilnost in 

poveļan obseg poġkodb DNA, prav tako so pri tako okvarjenih celicah oslabljeni popravljalni 

mehanizmi DNA (62). Naġ namen je preveriti, ali lahko z metodo Comet zaznamo poġkodbe 

dvoveriģne DNA. Hkrati bomo opazovali razliko med nastalo ġkodo ob izzvani oksidativni 

poġkodbi z vodikovim peroksidom in uļinkovitost popravljalnih mehanizmov DNA in vitro v 

krvi bolnikov s SSc v primerjavi z zdravimi kontrolami. Zaradi enostavnosti izvedbe, velike 

obļutljivosti ter moģnosti avtomatizacije bomo izbrali metodo Comet, ki nam omogoļa oceno 

obsega poġkodb DNA in vitro. 

HIPOTEZE:  

1. Predvidevamo, da bo obseg poġkodb dvoveriģne DNA v perifernih krvnih 

mononuklearnih celicah vzorcev bolnikov s SSc veļji od starostno ujemajoļih vzorcev 

zdravih kontrol. 

2. Priļakujemo poveļanje koliļine endogenih poġkodb dvoveriģne DNA s starostjo, 

poveļanje koliļine nastalih eksogenih poġkodb dvoveriģne DNA in slabġo uļinkovitost 

popravljalnih mehanizmov DNA pri starejġih. 

3. Predvidevamo, da bodo med bolniki s SSc razlike v obsegu poġkodb dvoveriģne DNA, 

kar bi se ujemalo z drugimi dejavniki (npr. prisotnost specifiļnih avtoprotiteles). 

4. Priļakujemo skladnost med semikvantitativnim in kvantitativnim merjenjem obsega 

poġkodb DNA doloļenih z metodo Comet.  
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CILJI : 

1. Semikvantitativno (roļno) in kvantitativno (avtomatsko s programom OpenComet) 

ovrednotenje endogenih poġkodb dvoveriģne DNA pri bolnikih s SSc in pri zdravih 

kontrolah, ovrednotenje kometov po izzvani oksidativni poġkodbi z vodikovim 

peroksidom pri preiskovancih in preverjanje uļinkovitosti popravljalnih mehanizmov 

DNA pri preiskovancih. 

2. Preveriti variabilnost meritev preiskovanca iz kontrolne skupine po ļasu in preveriti 

znotraj-analizno ponovljivost testa. 

3. Statistiļna obdelava semikvantitativno in kvantitativno pridobljenih podatkov, 

skupinsko in na nivoju posameznika. 

4. Povezava koliļine endogenih poġkodb dvoveriģne DNA v odvisnosti od starosti in spola 

pri zdravih kontrolah in v odvisnosti od prisotnih specifiļnih avtoprotiteles pri bolnikih 

s SSc. 

5. Primerjava skladnosti roļnega in avtomatskega vrednotenja.  
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3 MATERIALI IN METODE  

3.1 MATERIALI  

3.1.1 Reagenti in raztopine 

¶ agaroza Type III -A, visoka elektroendoosmoza, Sigma-Aldrich, ZDA 

¶ agaroza, CertifiedÊ Low-Melt Agarose, nizka elektroendoosmoza, Bio-Rad 

Laboratories, Ġpanija 

¶ destilirana voda (dH O), pripravljena v Laboratoriju za imunologijo revmatizma 

¶ dimetilsulfoksid (DMSO) (CHSOCH), Carlo Erba Reagenti, Antibioticos S.p.A, 

Italija 

¶ EDTA (stock), 200 mM, pH = 10,0, pripravljen iz 

o EDTA 

o dH O 

¶ elektroforezni pufer, pripravljen iz: 

o 37,5 ml 10 M NaOH (stock) 

o 6,25 ml 200 mM EDTA (stock) 

o 1206 ml dH O 

¶ epruvete za vakuumski odvzem krvi, antikoagulant litijev heparinat, BD VacutainerÈ, 

ZDA  

¶ etanol 96 % (CH CH OH), Denteck, Nizozemska 

¶ etanol, absolutni (CHCH OH), najmanj 99,5 % p.a., Alkaloid AD Skopje, 

Makedonija 

¶ etilendiamintetraocetna kislina dinatrijeva sol dihidrat (EDTA x 2HO), molekulska 

teģa = 372,24 g/mol, Merck ï Alkaloid AD Skopje, Makedonija 

¶ fiksativ Mounting Medium, Immuno Concepts. ZDA 

¶ lizirna raztopina (konļna), sestavljena iz 

o 89 ml lizirne raztopine (stock) 

o 10 ml DMSO 

o 1 ml Triton X-100 

¶ lizirna raztopina (stock), pH = 10,0, sestavljena iz 

o 2,5 M NaCl 

o 100 mM EDTA 

o 10 mM Tris 
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o dH O 

o NaOH, trdi peleti za uravnavanje pH 

¶ NaOH (stock), 10 M, pripravljen iz 

o NaOH v zrncih 

o dH O 

¶ natrijev hidroksid (NaOH), trdi peleti, Kemika, Hrvaġka 

¶ natrijev hidroksid (NaOH), v zrncih, Kemika, Hrvaġka 

¶ natrijev hidroksid (NaOH), v zrncih, Molar Chemicals Kft, Madģarska 

¶ natrijev klorid (NaCl), Merck KGaA, Danska 

¶ nevtralizacijski pufer, 0,32 M, pH = 7,5, sestavljen iz 

o Tris 

o dH O 

o 5 M HCl (za uravnavanje pH) 

¶ pufrana fizioloġka raztopina (PBS), pH = 7,4, pripravljen v Laboratoriju za 

imunologijo revmatizma 

¶ SYBRÈ Green  nucleic acid gel stain (10.000X concentrate in DMSO), Invitrogen, 

ZDA 

¶ Tris(hidrosimetil)aminometan (HNC(CH OH) ), najmanj 99,5 % p.a., molekulska 

teģa = 121,14 g/mol Kemika, Hrvaġka 

¶ Triton X-100, SigmaÈ, ZDA 

¶ vodikov klorid (HCl), 5M, pripravljen v Laboratoriju za imunologijo revmatizma 

¶ vodikov peroksid (H O ), 3 %, Lekarna UKC Ljubljana 

3.1.2 Oprema in potroġni material 

¶ analitska tehtnica XPR3003S, Mettler Toledo, Ġvica 

¶ buļke (steklene, 500 ml), DuranÈ, Nemļija 

¶ celulozna vata Tosama, Slovenija 

¶ centrifugirke (plastiļne, sterilne, 50 ml), Techno Plastic Products AG, Ġvica 

¶ ļaġe (steklene, 100 ml), DuranÈ, Nemļija 

¶ ļaġe (steklene, 300 ml, 2000 ml), Simax, Ļeġka republika 

¶ elektroforezna kadiļka Sub-CellÈGT, Bio-Rad Laboratories, Kitajska 

¶ epruvete (steklene, 15 ml), Simport, Kanada 

¶ fluorescenļni mikroskop Eclipse E400, Nikon, Japonska 
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¶ hladilnik, temperatura od 2 ï 8 ÁC, LTH, Slovenija,  

¶ hladna soba v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, temperatura od 2 ï 8 ÁC 

¶ inkubacijska kadiļka iz Laboratorija za imunologijo revmatizma 

¶ kamera DS-Fi1, Nikon, Japonska 

¶ komora I-50, Laboratorijska oprema Kambiļ, Slovenija 

¶ krovna stekelca (24 x 60 mm), Brand, Nemļija 

¶ magnetni meġalnik MR 2002, Heidolph, Nemļija 

¶ magnetno meġalo iz Laboratorija za imunologijo revmatizma 

¶ merilni valj (plastiļni, 500 ml), Nemļija 

¶ merilni valj (stekleni, 100 ml), Simax, Ļeġka republika 

¶ merilni valj (stekleni, 50 ml), BrandÈ Silberbrand, Nemļija 

¶ mikrocentrifugirke (plastiļne, sterilne, 1,5 ml), Eppenndorf, Nemļija 

¶ mikrovalovna peļica Whirlpool, ZDA 

¶ objektna stekelca (26 x 76 mm), Brand, Nemļija 

¶ objektna stekelca (26 x 76 mm), Deltalab S.L., Ġpanija 

¶ Pasteurjeve pipete (3 ml), Golias Labortehnika, Slovenija 

¶ pH meter SevenEasy, Mettler Toledo, ZDA 

¶ pipete Research Plus (10 Õl, 100 Õl, 200 Õl, 1000 Õl), Eppendorf, Nemļija 

¶ pipetni nastavki (sterilni, 10 Õl, 100 Õl, 1000 Õl), Eppendorf, Nemļija 

¶ rokavice za enkratno uporabo Med-comfort, Hrvaġka 

¶ suġilec Clairol Turbo, Kitajska 

¶ ġtoparica TR118, Oregon Scientific, Kitajska 

¶ usmernik za elektroforezo PowerPacÊ Basic, Bio-Rad Laboratories, Singapur 

¶ viale, steklene, iz Laboratorija za imunologijo revmatizma 

¶ vibracijski meġalnik Vortex Genie 2, Scientific industries, ZDA 

¶ vodna kopel Water Bath TW8, Julabo, Nemļija 

¶ zamrzovalna skrinja, temperatura do -22 ÁC, LTH, Slovenija  
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3.2 METODA  

Metoda Comet zajema ġtevilne korake, predpripravo objektnih stekelc, agaroznih gelov in 

raznih raztopin, pripravo preparatov in tretiranje celic, lizo in elektroforezo ter barvanje in 

pregledovanje preparatov. 

3.2.1 Prvi del analize 

Objektna stekelca smo najprej oļistili v 96 % ali absolutnem etanolu in jih potem pomoļili v 

pripravljeno 1,0 % raztopino agaroze z normalno toļko taliġļa (angl. normal melting point 

agarose). S staniļevino smo previdno obrisali spodnjo stran objektnih stekelc, jih zloģili na 

ravno podlago ter jih posuġili na zraku na sobni temperaturi. Stekelca smo pripravili vnaprej, 

saj se agaroza kar nekaj ļasa suġi. 

V roku dveh ur po odvzemu venske krvi, odvzete v epruveto s heparinom, smo odpipetirali 36 

Õl dobro premeġanega vzorca krvi in ga dodali k 600 Õl 0,67 % raztopine agaroze z nizko toļko 

taliġļa (LMA , angl. low melting point agarose). LMA smo shranjevali v hladilniku, zato smo 

jo predhodno raztopili in do uporabe inkubirali na 42 ÁC. Suspenzijo smo s pipeto dobro 

premeġali in na vsako objektno stekelce s predhodno naneġeno in posuġeno plastjo agaroze z 

normalno toļko taliġļa odpipetirali 100 Õl pripravljene suspenzije. Enako smo naredili za vsa 

objektna stekelca ter vsako pokrili s krovnim stekelcem, da se je agaroza enakomerno 

porazdelila. Za 10 minut smo jih postavili v hladilnik na 2 ï 8 ÁC, da se je agaroza strdila. Po 

fiksaciji smo krovna stekelca previdno odstranili in na 2 stekelci (delo v dvojniku) odpipetirali 

100 Õl 0,5 % raztopine LMA , ponovno obe stekelci pokrili s krovnim stekelcem in ju fiksirali 

v hladilniku na 2 ï 8 ÁC. Po 10 minutni fiksaciji smo krovni stekelci previdno odstranili ter 

objektni stekelci dali v kadiļko s konļno lizirno raztopino. Medtem smo na ostala 4 stekelca 

nanesli 65 Õl 25 mM vodikovega peroksida, vsako pokrili s krovnim stekelcem in inkubirali v 

komori na 37 C. S tem smo posnemali okolje v organizmu in izzvali poġkodbe DNA. Po 30 

minutni inkubaciji smo krovna stekelca odstranili in vsa 4 stekelca sprali z nekaj kapljicami 

pufrane fizioloġke raztopine. Na 2 objektni stekelci smo nanesli 100 Õl 0,5 % raztopine LMA,  

obe pokrili s krovnim stekelcem, ponovno fiksirali  v hladilniku 10 minut, odstranili krovni 

stekelci in ju prenesli v konļno lizirno raztopino. Drugi 2 objektni stekelci smo pokrili s 

krovnim stekelcem, ju inkubirali v toplotni komori 45 min na 37 C in s tem preverjali 

popravljalne mehanizme DNA. Po inkubaciji v toplotni komori smo nanesli plast 0,5 % 

raztopine LMA, fiks irali v hladilniku 10 minut in prenesli  v kadiļko s konļno lizirno raztopino. 

Liza celic je trajala ļez noļ, z analizo smo nadaljevali naslednji dan. 
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3.2.2 Drugi del analize 

Naslednji dan smo objektna stekelca previdno vzeli iz konļne lizirne raztopine, jih zloģili v 

elektroforezno kadiļko in jih 30 minut inkubirali v ohlajenem elektroforeznem pufru. Sledila 

je elektroforeza, ki je trajala 30 minut pri konstantni napetosti 25 V in elektriļnem toku 300 

mA. Po konļani elektroforezi smo stekelca dvakrat sprali z nekaj kapljicami nevtralizacijskega 

pufra v razmaku 10 minut, na koncu pa ġe z destilirano vodo. Preparate smo pobarvali s 50 Õl 

barvila SYBR Green , ki smo ga redļili z destilirano vodo v razmerju 1:10.000. Dodali smo ġe 

kapljico fiksativa Mounting Medium, da smo se izognili bledenju barvila. 

Na koncu smo vse preparate pokrili s krovnimi stekelci in jih vsaj za 3 ure fiksirali v hladilniku 

na 2 ï 8 ÁC, saj krovna stekelca drugaļe drsijo in ustvarjajo nove komete. Obiļajno smo 

pripravljene preparate pregledovali, semikvantitativno ocenjevali in slikali za analizo s 

programom OpenComet naslednji dan. Slika 4 prikazuje shemo analize z glavnimi koraki. 

 

Slika 4: Shematski prikaz analize z glavnimi koraki. 

3.2.3 Pregled preparatov  

S fluorescenļnim mikroskopom smo pod 400 ï kratno poveļavo opazovali komete in jih po 

subjektivni oceni razvrstili v 5 kategorij od A do E (Slika 5). Glavo kometa sestavlja 

nepoġkodovana DNA, medtem ko poġkodovana DNA tekom elektroforeze potuje proti 

pozitivno nabiti anodi in ustvari rep kometa. Z veļanjem obsega poġkodb DNA, pride do 

razvitja dodatnega zvitja DNA (angl. supercoiling), torej rep je daljġi in DNA dobiva obliko 

èzvezdnega kometaç (75). 
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Za nekatere preiskovance smo posneli ġe fluorescenļne slike preparatov (od 15 do 30 slik za 

vsak preparat) pod 100 ï kratno poveļavo za vse tri tretmaje (po osnovnem stanju, po nanosu 

vodikovega peroksida in po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA). Posnete slike smo 

nato analizirali s programom OpenComet s programsko podporo ImageJ. OpenComet poda 

rezultate 16 razliļnih parametrov, ki jih loļi na podlagi koliļine in intenzitete fluorescence, 

posebej za celoten komet, glavo kometa in rep kometa (80). 

Najpomembnejġi za oceno poġkodb DNA so parametri, ki opisujejo rep kometa, saj se v repu 

nahaja DNA, ki je poġkodovana in fragmentirana (70,80). 

Parametri za opredelitev znaļilnosti repa so (80,81): 

¶ dolģina repa (razdalja od meje DNA v glavi kometa do konca DNA v repu kometa), 

¶ odstotek DNA v repu (odstotek DNA v repu glede na DNA celotnega kometa), 

¶ repni moment (zmnoģek dolģine repa in odstotka DNA v repu), 

¶ olivni moment (zmnoģek odstotka DNA v repu in dolģine med centrom v repu in 

centrom v glavi). 

3.2.4 Statistiļna obdelava podatkov 

Za statistiļno obdelavo dobljenih rezultatov smo uporabili program GraphPad Prism 5, s 

katerim smo izrisali tudi veļino grafov. Za preostale izrise grafov in izraļune smo uporabili 

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

smo uporabili neparametriļni t-test Mann-Whitney test. Za znotraj-skupinske primerjave smo 

uporabili Kruskal-Wallis test, za primerjavo roļnega in avtomatskega vrednotenja smo 

uporabili Spearmanov test korelacije. Pri vseh testih vrednosti p < 0,05 predstavljajo statistiļno 

znaļilno razliko, vrednosti p > 0,05 pomenijo, da statistiļno znaļilnih razlik nismo dokazali.  
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  Kategorija A  

¶ Zgoġļena velika glava kometa, ki ima zelo 

moļno fluorescenco. 

¶ Rep ni viden oziroma so vidni samo 

zametki repa. 

 

  Kategorija B 

¶ Ġe vedno zgoġļena velika glava kometa, 

ki predstavlja polovica celotnega kometa 

in ima dokaj moļno fluorescenco. 

¶ Viden rep, ki predstavlja drugo polovico 

kometa. 

 

  Kategorija C 

¶ Glava ġe vedno zgoġļena, ġe vedno vidna, 

fluorescenca je ġibkejġa, zajema manj kot 

polovico celotnega kometa. 

¶ Rep zajema veļ kot polovico celotnega 

kometa, ohranja svojo zaobljeno 

formacijo in ni razprġen. 

 

  Kategorija D 

¶ Vidni zametki glave s ġibkejġo 

fluorescenco. 

¶ Rep se podaljġa, izgubi svojo zaobljeno 

formacijo in se razprġi. 

 

  Kategorija E 

¶ Glava kometa veļ ni prepoznavna, ima 

zelo ġibko fluorescenco. 

¶ Rep je zelo dolg in zelo razprġen, ġiri se 

navzven, ima ġibko fluorescenco. 

 

Slika 5: Shematski prikaz razdelitve kometov po kategorijah od A do E in slikovni primer vsake 

kategorije (slike iz arhiva Laboratorija za revmatizem).  
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3.3 BIOLOĠKI MATERIAL IN PREISKOVANCI 

Kot vzorec smo uporabili polno vensko kri odvzeto v epruveto s heparinom. 

Na krvi vsakega bolnika s SSc oziroma zdrave kontrole smo izvedli tri tretmaje, pri katerih smo 

preverjali poġkodbe dvoveriģne DNA. Najprej smo ovrednotili endogene poġkodbe dvoveriģne 

DNA, torej DNA v osnovnem stanju. Nanesli smo vodikov peroksid, s katerim smo izzvali 

eksogene poġkodbe DNA. Po spiranju vodikovega peroksida smo poġkodovano DNA inkubirali 

in jo ovrednotili ġe po delovanju popravljanih mehanizmov DNA. Vsak poskus smo izvedli v 

dvojniku, to pomeni, da smo za enega preiskovanca pregledali 6 preparatov in preġteli Ó 100 

kometov/preparat. V primeru, da analiza ni uspela v celoti, torej da se je eden od dvojnikov 

odlepil s povrġine objektnega stekelca, drug pa se je ohranil in vseboval zadostno ġtevilo 

kometov (Ó 100 kometov/preparat), smo ga na podlagi ustreznosti in ponovljivosti drugih 

soļasno analiziranih dvojnikov vkljuļili v ġtudijo. 

Raziskava je bila odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko. Od preiskovancev smo 

pridobili pisne privolitve o prostovoljnem sodelovanju v ġtudiji in prostovoljnem darovanju 

vzorcev za namene ġtudije.  
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3.3.1 Semikvantitativno merjenje 

V Preglednici  so predstavljeni preiskovanci, katerim smo semikvantitativno preko roļnega 

mikroskopskega pregleda ovrednotili Ó 100 kometov/preparat. Razdeljeni so na bolnike s SSc 

in na zdravo kontrolno skupino. Za vsako podskupino glede na spol je opredeljen razpon starosti 

in povpreļna starost v letih. 

Preglednica III : Preiskovanci, katerim smo komete ovrednotili semikvantitativno. 

 Bolniki s SSc Zdrave kontrole 

 Moġki Ģenske Moġki Ģenske 

Skupno ġtevilo 6 31 4 28 

Razpon starosti (let) 40-71 28-82 46-71 27-84 

Povpreļna starost (let) 54,33 55,32 60,00 51,75 

 

3.3.2 Kvantitativno merjenje  

V Preglednici  so prikazani preiskovanci, katerim smo poleg semikvantitativnega roļnega 

merjenja komete ovrednotili ġe z avtomatskim raļunalniġkim programom OpenComet. Skupno 

je 18 bolnikov s SSc in 22 kontrol. Za vsako podskupino glede na spol je opredeljen razpon 

starosti in povpreļna starost v letih. 

Spodnja meja ovrednotenih kometov je bila 100 kometov/preparat. OpenComet je zaznal 

razliļno ġtevilo kometov pri bolnikih s SSc v razponu od 100 do 288 kometov in pri kontrolni 

skupini v razponu od 102 do 334 kometov. 

Preglednica IV : Preiskovanci, katerim smo komete ovrednotili semikvantitativno in 

kvantitativno.  

 Bolniki s SSc Zdrave kontrole 

 Moġki Ģenske Moġki Ģenske 

Skupno ġtevilo 3 15 4 18 

Razpon starosti (let) 40-55 29-82 46-71 27-84 

Povpreļna starost (let) 45,67 56,13 60,00 49,56 
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4 REZULTATI  

4.1 VARIABILNOST MERITEV PREISKOVANCA IZ KONTROLNE SKUPINE  PO 

ĻASU 

Med-analizne ponovljivosti ni mogoļe doloļati zaradi nestabilnosti vzorca oziroma 

onemogoļenega shranjevanja vzorcev. Preverjali smo, kako meritve enega preiskovanca iz 

kontrolne skupine, ki smo mu vzorec odvzeli ob treh razliļnih ļasih, ob ļasu t (prvi odvzem, 

Slika 6), ob ļasu t (7 mesecev od prvega odvzema, Slika 6) in ob ļasu t (9 mesecev od prvega 

odvzema, Slika 6), variirajo. 

Podatki o odstotkih kometov v posamezni kategoriji od A do E pri osnovnem merjenju (Slika 

6, rdeļa ļrta) precej sovpadajo ob ļasu t  in t, saj so kategorije kometov v podobnih razmerjih. 

Nasprotno se precej razlikuje odstotek kometov z obliko A ob ļasu t  in ļasu t  pri osnovnem 

merjenju, kjer ob ļasu t  zaznamo pribliģno 40 % kometov z obliko A, pri t  pa < 20 %. Pri ļasu 

t  se glede na ļas t  poveļa odstotek kometov z obliko C (ob ļasu t  je ta vrednost 20 %, ļez 9 

mesecev pa pribliģno 50 %). Pri osnovnem merjenju je pri vseh treh ļasih pribliģno enak 

odstotek kometov z obliko B, ob ļasu t  zaznamo tudi majhen odstotek kometov z obliko D.  

Po nanosu vodikovega peroksida (Slika 6, zelena ļrta) ob ļasu t  in t  podatki sovpadajo, saj ne 

zaznamo kometov z obliko A, moļno naraste odstotek kometov z obliko C (do 80 %). Ob ļasu 

t  se po nanosu vodikovega peroksida odstotek kometov z obliko C poveļa le za malo, pade pa 

odstotek kometov kategorije A. Pri vseh treh ļasih pri preiskovancu po nanosu vodikovega 

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

Ob ļasu t  ni podatkov o delovanju popravljalnih mehanizmov DNA (Slika 6, modra ļrta). Ob 

ļasu t  je kometov z obliko A < 20 %, kometov z obliko B pribliģno 30 % in kometov z obliko 

C pribliģno 50 %. V ļasu t je po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA kometov z obliko 

A ne zaznamo, pribliģno 10 % je kometov z obliko B, prevladujejo pa kometi z obliko C (< 90 

%). Odstotek kometov z obliko D je minimalen, kometov z obliko E ne zaznamo. 
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Slika 6: Variabilnost meritev preiskovanca iz kontrolne skupine ob ļasih t, t  in t . 

Na x ï osi so kategorije kometov od A do E, na y ï osi je povpreļje dvojnikov meritev izraģeno v 

odstotkih.  
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4.2 ZNOTRAJ -ANALIZNA PONOVLJIVOST  

Na istem preiskovancu iz kontrolne skupine smo soļasno z analizo variabilnosti meritev 

posameznika po ļasu preverjali tudi znotraj-analizno ponovljivost testa ob ļasu t (Slika 6 in 

Slika 7). 

Dvojnika pri osnovni meritvi se razlikujeta pri kategoriji A za 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 

popravljalnih mehanizmov DNA moļno sovpadata. Pri kategoriji B in kategoriji C dvojnika pri 

obeh meritvah odstopata od 3 do 8 %. Za kategorije A, D in E je izraļunan odstotek odstopanja 

kljub majhni absolutni razliki zelo velik zaradi majhnega ġtevila ovrednotenih kometov, kar 

pomeni, da ti izraļuni niso smiselni (npr. 1 zaznan komet pri enem dvojniku in 0 zaznanih 

kometov pri drugem dvojniku pomeni 100 % odstopanje). 

 

Slika 7: Znotraj -analizna ponovljivost za preiskovanca iz kontrolne skupine ob ļasu t. Na x ï osi 

so kategorije kometov od A do E, na y ï osi so meritve izraģene v odstotkih. Krivulji za osnovne meritve 

sta oznaļeni svetlo rdeļo in temno rdeļo barvo, svetlo zelena in temno zelena krivulja predstavljata 

meritve po nanosu vodikovega peroksida ter svetlo modra in temno modra krivulj i predstavljata rezultate 

meritev po delovanju popravljanih mehanizmov DNA.  
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4.3 SEMIKVANTITATIVNO MERJENJE  

Pri bolnikih s SSc je viden veļji deleģ kometov z obliko B in z obliko C, medtem ko pri zdravih 

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 kontrolah. Kategorija D in E pri 

bolnikih s SSc skupno predstavljata 5 % kometov, pri kontrolah je ta odstotek minimalen, s 

tem, da kometov z obliko E ne zaznamo. 

 

Slika 8: Primerjava  bolnikov s SSc in zdravih kontrol pri osnovnem merjenju. 

Ġtevilka nad stolpcem na y ï osi predstavlja kumulativni seġtevek povpreļij vseh bolnikov/kontrol za 

doloļeno kategorijo. Ena barva v vseh stolpcih predstavlja povpreļje dvojnikov enega preiskovanca. 

Nad stolpcem so zapisane relativne vrednosti (v odstotkih) za doloļeno kategorijo glede na celoten 

seġtevek povpreļij dvojnikov.  
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Po nanosu vodikovega peroksida (Slika 9) pri bolnikih s SSc kategorija A predstavlja 15 %, pri 

kontrolah pa 34 %. Odstotek kometov z obliko B je pri bolnikih s SSc in pri kontrolah 

primerljiv, medtem ko je odstotek kometov z obliko C pri bolnikih s SSc skoraj za 10 % veļji 

kot pri kontrolah. Skupni odstotek kometov kategorije D in E je pri bolnikih s SSc 10 %, pri 

kontrolah je ta 3 %. 

 

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

Ġtevilka nad stolpcem na y ï osi predstavlja kumulativni seġtevek povpreļij vseh bolnikov/kontrol za 

doloļeno kategorijo. Ena barva v vseh stolpcih predstavlja povpreļje dvojnikov enega preiskovanca. 

Nad stolpcem so zapisane relativne vrednosti (v odstotkih) za doloļeno kategorijo glede na celoten 

seġtevek povpreļij dvojnikov.  

0

400

800

1200

1600

2000

A B C D E

S
e
ġ
t
e
v
e
k
 
p
o
v
p
r
e
ļ
i
j
 
d
v
o
j
n
i
k
o
v

Kategorije kometov

SSc

15 %

3 %
7 %

48 %

27 %

0

400

800

1200

1600

2000

A B C D E

S
e
ġ
t
e
v
e
k
 
p
o
v
p
r
e
ļ
i
j
 
d
v
o
j
n
i
k
o
v

Kategorije kometov

Kontrole

1 %2 %

39 %

24 %

34 %



 

34 

 

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 

kontrolah je kometov z obliko A 39 %, pribliģno enak odstotek predstavljajo kometi kategorije 

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

predstavlja skupno 4 %. 

 

Slika 10: Primerjava bolnik ov s SSc in zdravih kontrol  po delovanju popravljalnih mehanizmov 

DNA. Ġtevilka nad stolpcem na y ï osi predstavlja kumulativni seġtevek povpreļij vseh bolnikov/kontrol 

za doloļeno kategorijo. Ena barva v vseh stolpcih predstavlja povpreļje dvojnikov enega preiskovanca. 

Nad stolpcem so zapisane relativne vrednosti (v odstotkih) za doloļeno kategorijo glede na celoten 

seġtevek povpreļij dvojnikov.  
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4.4 KVANTITATIVNO MERJENJE  

4.4.1 Primerjave rezultatov 4 kvantitativnih parametrov  

Vrednosti parametrov smo pridobili z ovrednotenjem kometov s programom OpenComet. Slika 

11 in Slika 12 prikazujeta kvartilne diagrame rezultatov kvantitativnega merjenja 4 izbranih 

parametrov za opredelitev znaļilnosti repa kometa za opredelitev poġkodb DNA (dolģina repa, 

odstotek DNA v repu, repni moment in olivni moment) pri bolnikih s SSc in pri kontrolni 

skupini. Prva meritev (rdeļa) predstavlja osnovno stanje pri bolnikih s SSc in kontrolah, druga 

meritev (zelena) predstavlja komete po nanosu vodikovega peroksida, tretja meritev (modra) 

predstavlja komete po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA. Mediane bolnikov s SSc 

(Slika 11) kaģejo podoben trend naraġļanja vseh 4 parametrov glede na tretmaje (najniģje so 

vrednosti pri osnovnem merjenju in najviġje so po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA), 

vendar statistiļno znaļilnih razlik nismo dokazali pri nobenem parametru. Pri osnovni meritvi 

in meritvi po nanosu vodikovega peroksida sta interkvartilna razmika pribliģno enaka, po 

delovanju popravljalnih mehanizmov DNA pa se interkvartilni razmik poveļa. 

 

Slika 11: Grafiļni prikaz izbranih parametrov za opredelitev poġkodb DNA pri bolnikih s SSc. 

Sredinska preļka znotraj pravokotnikov predstavlja mediano vrednosti izbranega parametra v 

arbitrarnih enotah ali odstotkih. Pravokotnik je omejen s prvim in tretjim kvartilom, ki predstavljata 

interkvartilni razmik. Spodnji roļaj predstavlja minimalno vrednost, zgornji roļaj predstavlja 

maksimalno vrednost. Kratica èPo popr. meh.ç pomeni po delovanju popravljanih mehanizmov DNA. 



 

36 

 

Pri kontrolni skupini (Slika 12) mediane glede na tretmaje kaģejo podoben trend naraġļanja 

vseh 4 parametrov (najniģje so vrednosti pri osnovnem merjenju in najviġje so po delovanju 

popravljalnih mehanizmov DNA), vendar statistiļno znaļilnih razlik nismo dokazali pri 

nobenem prametru. Pri vseh tretmajih so interkvartilni razmiki pribliģno enaki, le na grafu za 

odstotek DNA v repu (%) je po nanosu vodikovega peroksida interkvartilni razmik vidno veļji. 

 

Slika 12: Grafiļni prikaz izbranih parametrov za opredelitev poġkodb DNA pri kontrolni skupini . 

Sredinska preļka znotraj pravokotnikov predstavlja mediano vrednosti izbranega parametra v 

arbitrarnih enotah ali odstotkih. Pravokotnik je omejen s prvim in tretjim kvartilom, ki predstavljata 

interkvartilni razmik. Spodnji roļaj predstavlja minimalno vrednost, zgornji roļaj predstavlja 

maksimalno vrednost. Kratica èPo popr. meh.ç pomeni po delovanju popravljanih mehanizmov DNA.  
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4.4.2 Primerjava repnih momentov med bolniki s SSc in kontrolnimi vzorci 

Mediani obeh skupin sta pri osnovnih meritvah enaki (Slika 13), tudi interkvartilni razmik je 

pribliģno enak, kar pomeni, da so vrednosti pribliģno enako razprġene. Nobena vrednost ne 

preseģe 10 enot repnega momenta. Pri osnovnih meritvah z neparametriļnim t-testom (Mann-

Whitney test) nismo dokazali statistiļno znaļilnih razlik med medianami bolnikov s SSc in 

medianami kontrolnih vzorcev (p > 0,05). 

Po nanosu vodikovega peroksida (Slika 13) je razvidno, da je mediana pri bolnikih s SSc 

malenkost viġje kot mediana pri kontrolni skupini, tudi interkvartilni razmik je veļji pri bolnikih 

s SSc, kjer 2 vrednosti precej izstopata in sta veļji od 10 enot repnega momenta. Z 

neparametriļnim t-testom (Mann-Whitney test) po nanosu vodikovega peroksida nismo 

dokazali statistiļno znaļilnih razlik med medianami bolnikov s SSc in medianami kontrolnih 

vzorcev (p > 0,05). 

Mediana pri bolnikih s SSc je po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA viġje kot pri 

kontrolni skupini (Slika 13). Interkvartilni razmik je bistveno veļji pri bolnikih s SSc, vrednosti 

median so bolj razprġene. Pri bolnikih s SSc izstopata 2 vrednosti, ki sta moļno oddaljeni od 

mediane. Prav tako izstopata 2 vrednosti pri kontrolni skupini, vendar ne preseģeta 12 enot 

repnega momenta. Z neparametriļnim t-testom (Mann-Whitney test) po delovanju 

popravljalnih mehanizmov DNA med medianami bolnikov s SSc in medianami kontrolnih 

vzorcev nismo dokazali statistiļno znaļilnih razlik (p > 0,05). 

Tudi primerjava drugih parametrov za opredelitev znaļilnosti repa pokaģe, da so mediane med 

bolniki s SSc in kontrolno skupino podobne in ni statistiļno znaļilnih razlik med skupinama. 

Slike so podobne kot za repni moment, zato grafov nismo posebej prikazali. 
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Slika 13: Primerjav a repnih momentov med bolniki s SSc in kontrolnimi vzorci. 

Vsaka toļka predstavlja mediano repnega momenta enega bolnika s SSc oziroma zdrave kontrole. Repni 

moment je parameter, s katerim smo grafiļno primerjali dobljene meritve in jih predstavili kot vrednosti 

od 0 do 20 arbitrarnih enot. Sredinska preļka predstavlja mediano vseh vrednosti. Spodnji roļaj 

predstavlja prvi kvartil, zgornji roļaj predstavlja tretji kvartil , skupaj predstavljata interkvartilni razmik. 

Kratica èPo popr. meh.ç pomeni po delovanju popravljanih mehanizmov DNA.  
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Pri bolnikih s SSc (Slika 14) sta mediani v osnovnem stanju in po nanosu peroksida pribliģno 

enaki. Mediana po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA je viġje in interkvartilni razmik 

je ġirġi. Med dobljenimi rezultati po vseh treh tretmajih pri bolnikih s SSc z enosmerno analizo 

variance (Kruskal-Wallis test) nismo ugotovili statistiļno znaļilnih razlik (p > 0,05). 

Pri kontrolni skupini (Slika 14) je samo 1 toļka (mediana 1 kontrole) nad 10 enotami repnega 

momenta, medtem ko so pri bolnikih s SSc kar 4 toļke (mediane repnega momenta 4 bolnikov 

s SSc) nad 10 enotami. Med dobljenimi rezultati po vseh treh tretmajih pri kontrolni skupini z 

enosmerno analizo variance (Kruskal-Wallis test) nismo ugotovili statistiļno znaļilnih razlik 

(p > 0,05). 

 

Slika 14: Znotraj -skupinske primerjave. Vsaka toļka predstavlja mediano repnega momenta enega 

bolnika s SSc oziroma zdrave kontrole. Repni moment je parameter, s katerim smo grafiļno primerjali 

dobljene meritve in jih predstavili kot vrednosti od 0 do 20 arbitrarnih enot. Sredinska preļka predstavlja 

mediano vseh vrednosti. Spodnji roļaj predstavlja prvi kvartil, zgornji roļaj predstavlja tretji kvartil , 

skupaj predstavljata interkvartilni razmik. Kratica èPo popr. meh.ç pomeni po delovanju popravljanih 

mehanizmov DNA.  
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4.4.3 Repni momenti posameznih bolnikov s SSc in kontrol pri osnovni meritvi  

Iz grafa osnovnih meritev bolnikov s SSc (Slika 15) vidimo, da se pri veļ kot polovici vzorcev 

veļina meritev giblje do vrednosti 5. Pri ostalih vzorcih, Vz 17 (31), Vz 15 (41), Vz 14 (51), 

Vz 2 (58), Vz 18 (61), Vz 9 (69) in Vz 5 (82), so meritve repnega momenta bolj razprġene do 

vrednosti 10 s pribliģno enakim trendom razporeditve toļk. Posamezne toļke se gibljejo med 

vrednostjo 30 in 40. 

Osnovne meritve pri kontrolni skupini (Slika 15) so zelo podobne kot pri osnovnem grafu za 

bolnike s SSc, saj je veļina meritev vzorcev zgoġļenih do vrednosti 5, posamezne toļke 

izstopajo. Pri nekaterih vzorcih (npr. Vz 21 (46), Vz 22 (49), Vz 20 (52), Vz 15 (55), Vz 10 

(61) in Vz 9 (62)) so toļke meritev repnega momenta tako zgoġļene do vrednosti 3 (s 

posameznimi izstopanji), da se med seboj celo prekrivajo. Vz 11 (33), Vz 19 (52), Vz 3 (67), 

Vz 2 (71) in Vz 14 (84) imajo pribliģno enak trend razprġitve toļk do vrednosti 20, posamezne 

toļke izstopajo celo do vrednosti 40. Rahlo poveļana razprġenost toļk je zaznavna tudi pri Vz 

4 (41), Vz 13 (59) in Vz 17 (60). 

Vz 1 (40), Vz 7 (42) in Vz 6 (55) so moġki bolniki s SSc (Slika 15), ki imajo pri osnovni meritvi 

toļke zgoġļene pod vrednostjo 10. Posamezne toļke izstopajo, vendar meritve niso razprġene, 

prav tako ne naraġļajo s starostjo preiskovancev. 

Vseh ostalih 15 meritev predstavljajo ģenske bolnice s SSc. Repni momenti niso odvisni od 

starosti, saj so toļke zelo razprġene pri Vz 17 (31), kjer je bolnica stara 31 let, in Vz 5 (82), kjer 

je bolnica stara 82 let. Po drugi strani pa so pri Vz 13 (31), kjer je bolnica prav tako stara 31 let 

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

momenta 5. 

Vz 21 (46), Vz 18 (56), Vz 3 (67) in Vz 2 (71) so zdravi moġki iz kontrolne skupine (Slika 15). 

Pri osnovni meritvi so pri Vz 21 (46) in Vz 18 (56) meritve so zgoġļene pod vrednostjo repnega 

momenta 5. Nasprotno je pri Vz 3 (67) in Vz 2 (71), kjer posamezne vrednosti segajo celo nad 

vrednost 30, prav tako je razprġitev meritev veļja. 

Pri osnovnem merjenju vzorcev razporejenih po spolu ni oļitnih razlik. Mediana vrednosti pri 

osnovnem merjenju pri bolnicah s SSc je viġja (1,44) kot pri ģenskah iz kontrolne skupine 

(1,16), kar pa ne velja, ko primerjamo mediane moġkih bolnikov s SSc in moġkih kontrol. 
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Pri bolnikih s SSc ni povezave med starostjo in endogenim ġtevilom poġkodb dvoveriģne DNA. 

Pri kontrolni skupini smo v primerjavi median repnih momentov vzorcev pred 65. letom in po 

65. letu z neparametriļnim t-testom (Mann-Whitney test) dokazali statistiļno znaļilno razliko 

(p = 0,0168) med starostjo preiskovancev in ġtevilom endogenih poġkodb dvoveriģne DNA, 

neodvisno od spola (Slika 18). 

 

Slika 15: Repni momenti posameznih bolnikov s SSc in kontrol pri  osnovni meritvi. 

V ġtudijo smo vkljuļili 18 bolnikov s SSc in 22 kontrol, ki so ob vkljuļitvi pridobili zaporedno ġtevilko, 

oznaļeno na grafu kot èVzç od 1 do 18 oziroma od 1 do 22, v oklepaju je navedena starost preiskovanca 

v letih. Ġtevilka vzorca torej pomeni vrstni red testiranih vzorcev po ļasu trajanja ġtudije, vzorci pa so 

razporejeni naraġļajoļe po starosti. Rdeļe oznaļeni so moġki, ļrno oznaļene so ģenske. Repni moment 

je parameter, s katerim smo grafiļno prikazali dobljene meritve in jih predstavili kot vrednosti od 0 do 

60 arbitrarnih enot. Kometi brez repa se gibljejo okrog vrednosti 0, daljġi kot je rep kometa, bliģe je 

meritev vrednosti 60. Ena toļka na grafu predstavlja izraļun repnega momenta 1 kometa, kot ga 

ovrednoti raļunalniġki program OpenComet.  




























































