UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

TADEJA KURET

MAGISTRSKA NALOGA

MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM LABORATORIJSKA BIOMEDICINA

Ljubljana, 2015



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

TADEJA KURET

BIOLOSKI OZNACEVALCI POMEMBNI PRI SPREMLJANJU BOLNIKOV Z
GIGANTOCELICNIM ARTERITISOM

BIOMARKERS IMPORTANT FOR MONITORING PATIENTS WITH GIANT
CELL ARTERITIS

MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM LABORATORIJISKA BIOMEDICINA

Ljubljana, 2015



Magistrsko nalogo sem opravljala v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, na
Klini¢énem oddelku za revmatologijo, UKC Ljubljana, pod mentorstvom doc. dr. Sase
Cuénik in somentorstvom dr. Katje Lakota. Del analiz je bil opravljen v Centru za

tipizacijo tkiv, Zavoda RS za transfuzijsko medicino.

ZAHVALA

Najprej bi se rada zahvalila svoji mentorici, doc. dr. Sagi Cuénik, za priloznost opravljanja
magistrske naloge, za vso strokovno pomo¢ in vodenje skozi raziskovalno delo in pisanje naloge.
Prav tako se iskreno Zahvaljujem somentorici, dr. Katji Lakota, za odli¢no uvajanje A
laboratorijsko delo, za vso pomo¢ pri nastajanju magistrske naloge, za vse koristne napotke in
spodbudo. Posebna zahvala gre e doc. dr. Snezni Sodin-Semrl za vso spodbudo med
eksperimentalnim delom, za pomo¢ in nasvete pri pisanju naloge in za vse prijazne besede.
Zahvalila bi se tudi vsem ostalim sodelavkam v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, ki so mi
vedno priskodile na pomog, ko je bilo potrebno. Magistrske naloge ne bi bilo mogoce opravljati
brez odli¢no klini¢no opredeljenih bolnikov in njihovih vzorcev, za kar gre zahvala zdravnikom
na KO za revmatologijo, predvsem mag. Alojziji Holevar, dr. med,, Zigi Rotarju, dr. med. in
prof. dr. Matiju Toms§i¢u, dr. med. Prav tako magistrske naloge ne bi bilo mo¢ opraviti brez
sodelovanja s Centrom za tipizacijo tkiv, Zavoda RS za transfuzijsko medicino, za kar se
zahvaljujem doc. dr. Blanki Vidan-Jeras, mag. farm. in ostalim zaposlenim, ki so nam analize
omogodili.

Nenazadnje se iz srca zahvaljujem svoji druZini za vso finanéno in moralno podporo skozi vsa leta
Studija. Posebna zahvala gre e vsem prijateljem, brez katerih si $tudentskih let sploh ne morem

predstavljati.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom doc. dr. Sase

Cuénik in somentorstvom dr. Katje Lakota.



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.
Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

KAZALO VSEBINE

KAZALO PREGLEDNIC ......oooveveeie et sessesies s sssss s I
KAZALO SLIK ..ottt essnsas \Y;
POVZETEK ...oooieeeeeeseeteeees et s s Vi
ABSTRACT ..ottt VI
SEZNAM SIMBOLOV IN OKRAJSAV ........cooiviiinieieciiesesieeseseesseeses s X
L UVOD .ottt 1
1.1 SPLOSNE ZNACILNOSTI GIGANTOCELICNEGA ARTERITISA ...........cc.......... 1
1.2 NASTANEK VNETIA . ....oiiiiiereeeeeieeieesesieseseessssess s ssssssessessasessasnss s sensesnssnnes 2
1.3 KLINICNA SLIKA ...ooooviiiieescteeeeteeeesee et esae s esasssses e st sss st tanss s ssnse s sasenaans 3
1.4 IMUNOPATOLOGIIA ... esss s ssesseen s s 4
1.5 REVMATICNA POLIMIALGIJA .....oovvveirieveeeesieseesseseeseensessessesssesss s 9
1.6 DIAGNOSTIKA GIGANTOCELICNEGA ARTERITISA .......oovvveeeesreseeseieniennns 10
1.7 ZDRAVLIENJE GIGANTOCELICNEGA ARTERITISA .....c..cocvvvveernrnrerrieninnes 12
2. NAMEN DELA .....ooocoeeeeeeeeeeesesee s ses s asa s s s sennans 14
2L HIPOTEZE ..ot nes 14
752X o1 || IO 15
3. MATERIALI IN METODE .....oooiviiveceeeeeeeeeeeeeseeseeeees s 16
BAMATERIALI ..o en s 16
B2 METODE ... seeeeeeees et en s n e 20
B REZULTAT Looiceeeeeeeeceeesee e ensess s es s ans s s ssanans 28
4.1 SERUMSKE VREDNOSTI ANALITOV ......ovivseeieieieeveeeeeseeieseessesees s, 28
4.2 RAZLIKE V IZRAZANIU GENOV .....oovoiveeiersrieisossseeseessensssssesssessessessssnannes 39
BRAZPRAVA ......oooeeeeeeeeeeevee e seas s as s s snsn s as st sans s s s nsean e 45
5.1 CITOKINI ..ot 45
5.2 MATRIKS METALOPROTEINAZE IN NJIHOVI TKIVNI INHIBITORJI........... 49



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.
Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

5.3 ADHEZIISKE MOLEKULE ......ooooviieceeieseeeseeeeies s seenesnan e
5.4 PROTEINT AKUTNE FAZE .......oiiieeieeeeeseeseesessssseesses s sssss s sesssses
5.5 HITINAZI 3 PODOBEN PROTEIN 1 ...ooovoeieciesreeecie e
5.6 MAKROFAGNI RECEPTOR S KOLAGENSKO STRUKTURO .......cc.ccooevvnne..
5.7 CELICNT TIPL ....ocvuivivieeie ettt
5.8 PREDNOSTI IN OMEJITVE STUDIJE .....c.vvuvvnieinieesesesssesssseesssssessessseessssen
o3RS I = = OO

TLITERATURA L e



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.

Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I: Reakcijska meSanica za obratno transkripcijo RNA
Preglednica II: Reakcijska mesanica za QPCR reakcijo

Preglednica III: Gensko izrazanje citokinov v biopti¢nih vzorcih temporalnih
arterij pri posameznih preiskovancih

Preglednica IV: Gensko izrazanje MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij pri posameznih preiskovancih

Preglednica V: Gensko izrazanje ICAM-1 in VCAM-1 v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij pri posameznih preiskovancih

Preglednica VI: Gensko izrazanje feritina in apoAl v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij pri posameznih preiskovancih

Preglednica VII: Gensko izrazanje SOD1 in SOD2 v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij pri posameznih preiskovancih

Preglednica VIII: Gensko izrazanje oznacevalcev razli¢nih celi¢nih tipov v
biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij pri posameznih preiskovancih

23

24

39

40

42

42

43

44



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.

Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

KAZALO SLIK

Slika 1:
Slika 2:

Slika 3:

Slika 4:

Slika 5:

Slika 6:

Slika 7:

Slika 8:

Slika 9:

Slika 10

Slika 11

Slika 12

Slika 13

Slika 14

Slikal5:

Slika 16

Slika 17:

Slika 18:

Slika 19:

Slika 20:

Slika 21:

Slika 22:

Slika 23:

Imunski odziv usmerjen v Th17

Imunski odziv usmerjen v Thl

Prikaz priprave standardov za QPCR reakcijo

Neustrezna talilna krivulja oligonukleotidnih zacetnikov
Koncentracije IL-6 v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije TNF-o v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije TNF- a v serumih bolnikov z GCA.
Koncentracije IL-8 v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije IL-8 v serumih bolnikov z GCA

: Koncentracije IL-10 v serumih posameznih preiskovancev

: Koncentracije MMP-2 v serumih posameznih preiskovancev

: Koncentracije MMP-2 v serumih bolnikov z GCA

: Koncentracije MMP-9 v serumih posameznih preiskovancev

: Koncentracije MMP-9 v serumih bolnikov z GCA
Koncentracije ICAM-1 v serumih posameznih preiskovancev

: Koncentracije ICAM-1 v serumih bolnikov z GCA
Koncentracije VCAM-1 v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije VCAM-1 v serumih bolnikov z GCA
Koncentracije L-selektina v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije L-selektina v serumih bolnikov z GCA
Koncentracije SAA v serumih posameznih preiskovancev
Koncentracije CHI3-L1 v serumih posameznih preiskovancev

Koncentracije CHI3-L1 v serumih bolnikov z GCA

25

27

28

29

29

30

30

31

32

32

33

33

34

34

35

35

36

36

37

38

38



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.

Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

Slika 24: Gensko izrazanje citokinov v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

Slika 25: Gensko izrazanje MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih temporalnih
arterij posameznih preiskovancev

Slika 26: Razmerje izrazanja genov za MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij posameznih preiskovancev

Slika 27: Gensko izrazanje ICAM-1 in VCAM-1 v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij posameznih preiskovancev

Slika 28: Gensko izrazanje feritina in apoAl v biopti¢nih vzorcih temporalnih
arterij posameznih preiskovancev

Slika 29: Gensko izraZanje oznacevalcev razli¢nih celi¢nih tipov v biopti¢nih
vzorcih temporalnih arterij posameznih preiskovancev

Slika 30: Gensko izrazanje MARCO v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

39

40

41

42

43

44

44



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.
Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

POVZETEK

Gigantoceli¢ni arteritis (GCA) je vnetna sistemska avtoimunska bolezen, ki prizadene
stene velikih in srednje velikih zil. Posledica vnetja je obsezna hiperplazija intime in
zmanjSan pretok arterijske krvi, kar lahko vodi do nepovratne izgube vida, sréne ali
mozganske kapi in drugih resnih zapletov. Zlati standard za postavitev diagnoze je biopsija
temporalne arterije, ¢eprav je metoda invazivna za bolnike in pogosto lazno negativna.
Zaradi moznosti nevarnih zapletov bolezni, je nujno ¢im hitreje postaviti ustrezno
diagnozo in zaleti z zdravljenjem. Kljub zdravljenju pa se pri bolnikih lahko pojavi
poslabsanje bolezni, ki ga trenutno ne moremo vnaprej napovedati. Namen naloge je zato
doloc¢iti nove, zgodnje oznacevalce v serumu in tkivu temporalnih arterij, ki so povezani s
patologijo bolezni in bi nam sluzili kot pomo¢ pri postavitvi diagnoze, pri spremljanju
zdravljenja in za napoved poslabSanja bolezni. V prvem delu naloge smo, z uporabo
metode hkratne analize ve¢ razli¢nih analitov (Luminex XMAP), dolocali serumske
koncentracije 17 razli¢nih proteinov, vkljuéno z izbranimi citokini, kemokini, matriks
metaloproteinazami in adhezijskimi molekulami, v serumu bolnikov s histolosko potrjeno
diagnozo GCA, brez kasnejSega poslabsanja bolezni (n=18), s kasnejSim poslabSanjem
bolezni (n=22), tako ob ¢asu postavitve diagnoze, ko poslabsanje Se ni bilo prisotno (to) kot
tudi ob ¢asu poslabsanja bolezni (t;), preiskovancev s histolosko ovrzeno diagnozo GCA,
pri katerih je obstajal sum na GCA (n=8) in zdravih krvodajalcev (n=8). Serumske
koncentracije IL-8, TNF-a, MMP-9, VCAM-1 in CHI3-L1 so bile statisti¢no znaéilno visje
pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA v primerjavi z zdravimi krvodajalci. Serumske
koncentracije MMP-2 in MMP-9 so bile statisticno znacilno visje pri bolnikih ob ¢asu
poslabsanja bolezni (t;) v primerjavi z bolniki, ki se jim bolezen ni poslabsala. Serumske
koncentracije MMP-2 so bile statisticno znacilno visje, serumske koncentracije SAA pa
statisticno znacilno nizje pri bolnikih ob ¢asu poslabsanja bolezni (t;) v primerjavi s ¢asom
ob postavitvi diagnoze, ko poslabsanje Se ni bilo prisotno (tp). V drugem delu naloge smo s
tehniko kvantitativne verizne reakcije s polimerazo dolocali razlike v izrazanju genov 19
razli¢nih molekul, vklju¢no s citokini, kemokini, matriks metaloproteinazami in njihovimi
tkivnimi inhibitorji, adhezijskimi molekulami, oznacevalci oksidativnega stresa, proteini
akutne faze in oznacevalci razli¢nih celi¢nih tipov, v biopti¢énem tkivu temporalnih arterij
bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA, brez kasnejsega poslabsanja bolezni (n=4),

s kasnejSim poslabsanjem bolezni (n=2) in preiskovancev s histolosko ovrzeno diagnozo
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GCA, pri katerih je obstajal sum na GCA (n=6). Gensko izrazanje MMP-9, TIMP-1,
TIMP-2, VCAM-1, feritina in MARCO je bilo ve¢je pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA
v primerjavi z bolniki z ovrzeno diagnozo GCA, medtem ko je bilo izrazanje genov za

MMP-2 in apoAl manjse.

Kljuéne besede: gigantoceli¢ni arteritis, vzorec seruma, metoda hkratne analize vec

razli¢nih analitov, biopsija temporalne arterije, gensko izrazanje.
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ABSTRACT

Giant cell arteritis (GCA) is an inflammatory, systemic autoimmune disease affecting
large- and medium-sized arteries. Inflammation in the vessel wall leads to intimal
hyperplasia, occlusion of the arterial lumen and reduces blood flow. Luminal occlusion
results in ischemia which can lead to severe clinical complications, such as visual loss and
cardio-vascular complications. Although invasive and often false negative, the temporal
artery biopsy (TAB) is still the gold standard for diagnosis of GCA. In order to prevent
dangerous complications, the prompt recognition and treatment of disease are required.
However, although therapy is well established, patients can still experience unpredicted
relapses and symptoms flare-ups. Therefore, the aim of our study was to determine new
and early markers in the sera and artery tissue of patients with GCA, which are involved in
the pathology of the disease and could be useful for diagnosis of GCA and monitoring the
disease and treatment which would be able to predict relapses. In the first part of the study,
we determined concentrations of 17 different proteins, among others, selected cytokines,
chemokines, matrix metalloproteinases and adhesion molecules in the sera of patients.
Patients were devided into three groups, which were compared to healthy donors (n=8):
patients without TAB confirmed diagnosis of GCA but with symptoms, typical for GCA
(n=18), patients with TAB confirmed diagnosis of GCA without relapses (n=8) and GCA
patients who experienced relapses (n=22). Sera samples of the latest group were collected
at the time of TAB when relapse has not been present yet (tp), as well as at the time of
relapse (t1). Sera samples were tested with multiplex assay (Luminex XxMAP). Serum
concentrations of IL-8, TNF-a, MMP-9, VCAM-1 and CHI3-L1 were significantly higher
in the sera of all patients with GCA compared to healthy donors. Serum concentrations of
MMP-2 and MMP-9 were significantly higher in the sera of patients with GCA at the time
of relapse (t;) compared to patients without relapses. Serum concentrations of MMP-2
were significantly higher in the sera of patients at the time of relapse (t;) compared to
serum concentrations at the time of TAB (ty), while on the other hand, serum
concentrations of SAA were significantly lower. In the second part of the study, we
determined mRNA levels of 19 different molecules, including selected cytokines,
chemokines, matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors, adhesion molecules,
acute phase proteins, oxidative-stress and different cell types markers with quantitative
polymerase chain reaction in TAB specimens of patients with TAB confirmed diagnosis of

Vil
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GCA without relapses (n=4), GCA patients with relapses (n=2) and patients without TAB
confirmed diagnosis of GCA (n=6). mRNA levels of MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, VCAM-1,
ferritin and MARCO were increased in TAB specimens of patients with GCA compared to

patients without GCA, while, mRNA levels of MMP-2 and apoAl were decreased.

Key words: Giant cell arteritis, sera samples, multiplex assay, temporal artery biopsy,

MRNA expression.
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SEZNAM SIMBOLOV IN OKRAJSAV

apoAl
cDNA
CHI3-L1
CCL
CCR
CRP

DC
DNA
EDTA

ESR
FGF
GCA
GS
HCAEC

HLA
ICAM-1

IFN-y
IL
MARCO

MMP
MRNA

NK celice
PBS

PCR
PDGF

apolipoprotein Al (angl. apolipoprotein Al)

komplementarna veriga mRNA (angl. complementary DNA)
hitinazi 3 podoben protein 1 (angl. chitinase 3-like protein 1)
kemokinski ligand (angl. chemokine (C-C motif) ligand)
kemokinski receptor (angl. chemokine (C-C motif) receptor)
C-reaktivni protein (angl. C-reactive protein)

dendriti¢ne celice (angl. dendritic cells)

deoksribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)
etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic
acid)

hitrost sedimentacije eritrocitov (angl. erythrocyte sedimentation rate)
fibroblastni rastni dejavnik (angl. fibroblast growth factor)
gigantoceli¢ni arteritis (angl. giant cell arteritis)
glukokortikosteroidi (angl. glucocorticosteroids)

¢loveske endotelijske celice koronarne arterije (angl. human coronary
artery endothelial cells)

humani levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen)
medceli¢na adhezijska molekula-1 (angl. intercellular adhesion
molecule-1)

interferon gama (angl. interferon gamma)

interlevkin (angl. interleukin)

makrofagni receptor s kolagensko strukturo (angl. macrophage
receptor with collagenous structure)

matriks metaloproteinaze (angl. matrix metalloproteinases)
informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic
acid)

naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells)

s fosfatom pufrana fizioloska raztopina (angl. phosphate-buffered
saline)

verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor)
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PMR revmatic¢na polimialgija (angl. polymyalgia rheumatica)
QPCR kvantitativna verizna reakcija s polimerazo (angl. quantitative

polymerase chain reaction)

RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid)

RNS reaktivne dusikove zvrsti (angl. reactive nitrogen species)

ROS reaktivne Kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species)

SAA serumski amiloid A (angl. serum amyloid A)

SOD superoksidna dismutaza (angl. superoxide dismutase)

TAB biopsija temporalne arterije (angl. temporal artery biopsy)

TGF-B transformirajoci rastni dejavnik beta (angl. transforming growth factor
beta)

Th celice celice T pomagalke (angl. T helper cells)

TNF-a dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. tumor necrosis factor alpha)

TLR tollu podobni receptor (angl. toll-like receptor)

VCAM-1 zilno celi¢na adhezijska molekula-1 (ang. vascular cell adhesion
molecule-1)

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

1.1 SPLOSNE ZNACILNOSTI GIGANTOCELICNEGA
ARTERITISA

Gigantoceli¢ni arteritis (GCA), pogosto imenovan tudi temporalni arteritis ali Hortonova
bolezen, je kroni¢na vnetna sistemska avtoimunska bolezen, ki prizadene stene velikih in
srednje velikih zil (1). Klini¢ne znake bolezni je prvi¢ opisal Hutchinson ze leta 1890 (2),
nato pa so Horton in sod. leta 1930 opisali $e histopatoloske znacilnosti GCA (3). Vnetje
se pojavlja predvsem v kranialnih vejah arterij, ki izvirajo iz aortnega loka in imajo dobro
opredeljeno zunanjo in notranjo elasticno membrano. Najpogosteje je tako prizadeta zilna
stena temporalne, oftalmic¢ne, vertebralne, subklavijske, posteriorne ciliarne arterije in

torakalne aorte (4). Obi¢ajno se pojavlja le pri ljudeh, starejsih od 50 let (1).

GCA je eden izmed najpogostejsih primarnih sistemskih vaskulitisov v razvitem svetu,
¢eprav je njegova pojavnost na splosno zelo nizka. Najbolj pogost je v skandinavskih
drzavah in ZdruZenih drZzavah Amerike, kjer je incidenca vecja kot 17 na 100.000
prebivalcev, med prebivalci starejSimi od 50 let. V Sredozemlju je incidenca nizja, manjsa
od 12 na 100.000 prebivalcev, starejsih od 50 let, medtem ko se pri Azijcih in temnopoltih
skoraj ne pojavlja. Povpre¢na starost bolnikov je okrog 70 let (najpogosteje med 70 in 79
let), Zenske pa zbolevajo dva do trikrat pogosteje kot moski (5, 6). Vzrok bolezni $e ni
poznan, domnevajo pa, da so v patogenezo bolezni vpleteni tako genetski dejavniki in
dejavniki okolja kot tudi imunski odziv posameznika (7). Pri bolnikih so, pogosteje kot pri
zdravi populaciji, prisotni humani levkocitni antigeni HLA-DR1, HLA-DR3, HLA-DR4 in
HLA-DR5 (8).

Za bolezen je znalilno granulomatozno vnetje v zilni steni arterije, ki se zacne V
adventiciji, kasneje pa napreduje v vse plasti zilne stene. V vneti zilni steni so prisotni
limfociti T, predvsem celice T pomagalke (Th), aktivirani makrofagi in vecjedrne celice
velikanke. Zilna stena na vnetje oziroma poskodbo odgovori s popravljanjem le-te, kar
vklju¢uje spremembe v zgradbi zilne stene, predvsem hiperplazijo intime. Povecanje
debeline intime lahko nato vodi v zaporo lumna zile, s ¢imer se zmanjs$a pretok krvi, kar

lahko privede do razli¢nih ishemi¢nih zapletov. Med hujSe zaplete bolezni uvrS¢amo
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izgubo vida, nevroloske zaplete in razsiritev ter anevrizmo aorte (9). Najbolj resen in
nevaren zaplet bolezni je trajna in nepovratna izguba vida, ki v vecini primerov nastane
zaradi zozanja posteriorne ciliarne arterije in ishemije vidnega Zzivca (4). Prav zaradi
tveganja nepovratne izgube vida je nujno potrebna hitra in ustrezna prepoznava bolezni,
postavitev diagnoze in takojSnja uvedba zdravljenja. Zaradi moznosti pojava hudih
zapletov bolezni in potrebe po takoj$nji prepoznavi in za¢etku zdravljenja, le-to uvrs¢amo

med nujna revmatoloska stanja (1, 8).

1.2 NASTANEK VNETJA

V proces nastanka GCA sta vkljucena tako prirojeni oziroma nespecifi¢ni imunski odgovor
kot tudi pridobljeni oziroma specifi¢ni imunski odgovor. Posledica prirojenega imunskega
odgovora je mocna sistemska vnetna reakcija in reakcija akutne faze v jetrih ter pojav
nespecifi¢nih oziroma splosnih klini¢nih znakov (10). Z reakcijo akutne faze organizem
odgovori na motnjo oziroma poruseno homeostazo in aktivacijo imunskih celic. Imunske
celice nato zacnejo izlocati Stevilne vnetne citokine in kemokine, Ki potujejo v krvni obtok
in lahko povzrocijo sistemsko reakcijo, kar ima za posledico razvoj razli¢nih klini¢nih
znakov vnetja, med drugimi vroc¢ine, hujsanja in katabolizma misic. Vnetni citokini prav
tako vplivajo na nastanek reakcije akutne faze, ki se kaze v spremembi koncentracije
proteinov akutne faze v serumu in spremlja sistemsko vnetno reakcijo. Pri tem sodelujejo
predvsem interlevkini (IL-6 in IL-1), dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a), interferon
gama (IFN-y) in kemokin IL-8. Proteini, katerih koncentracija se ob prisotnosti vnetja
zvi$a, SO pozitivni proteini akutne faze, koncentracija negativnih proteinov akutne faze pa
se zniza. Glavna pozitivna proteina akutne faze sta C-reaktivni protein (CRP) in serumski
amiloid A (SAA), ki se zvisata za ve¢ kot 25% v Stirih urah, ob prisotnosti ustreznega
drazljaja. Ostali pozitivni proteini akutne faze so Se: al Kisli glikoprotein, haptoglobin,
fibrinogen, al antihimotripsin, al antitripsin, ceruloplazmin in feritin. Med negativne
proteine akutne faze pa spadajo albumin, transeritrin, transferin in apolipoprotein Al
(apoAl) (11-13). Antigensko specificen imunski odgovor, ki se odvija v zilni steni, pa je

odgovoren za ishemi¢ne zaplete bolezni (10).
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1.3 KLINICNA SLIKA

Zacetek GCA je pogosto nenaden, bolniki pa imajo lahko prisotne tako sploSne znake
vnetja kot tudi bolj specifiéne znake bolezni. Splosni znaki so sistemski in vkljucujejo
izgubo teka in hujsanje, povisano telesno temperaturo, utrujenost in otopelost, vrtoglavico,
omotico in bole¢ine v miSicah. Bolj specifi¢ni znaki bolezni pa vkljucujejo hud glavobol,
zvijugano, odebeljeno in na pritisk boleCo temporalno arterijo, pojav klavdikacij v
zvekalnih miSicah in jeziku, ki se kazejo kot bole¢ina v miSicah pri govorjenju ali
zvecenju, obcutljivost lasiS¢a in boleCine med ¢esanjem las. Med hujSe znake oziroma
zaplete bolezni sodijo motnje vida, nenadna izguba vida, mono- ali poli- nevritis okon¢in
in prehoden ishemiéni napad ali kap. Ce je prizadeta aorta lahko pride do zapletov, kot so

anevrizma, razsiritev ali ruptura aorte (1, 14, 15).

Pri 30-75% bolnikov z GCA obic¢ajno pride do pojava razli¢nih klini¢nih znakov na oceh.
Pri priblizno 15% taks$nih bolnikov pride kasneje tudi do razvoja trajne in nepovratne
izgube vida, Ce ustrezna terapija ni pravocasno uvedena. NajpogostejSi vzrok za izgubo
vida je zapora posteriorne ciliarne arterije in nastanek anteriorne ishemicne opti¢ne
nevropatije. Posledica zapore omenjene arterije je nenadna izguba vida in/ali izguba
vidnega polja. Redkeje je izguba vida posledica zapore oftalmi¢ne arterije ali notranje
karotidne arterije. Pri nekaterih bolnikih z GCA se ze predhodno opazijo doloceni znaki, Ki
opozarjajo na nevarnost kasnejse izgube vida. Taksni znaki vkljuCujejo prehodne motnje
vida, zameglitev slike ob spremembi telesnega polozaja in dvojni vid. Zelo pomembno je,
da smo na opozorilne znake pozorni in da pri pojavu le-teh takoj uvedemo
imunosupresivno zdravljenje, s katerim lahko prepre¢imo izgubo vida. Pri bolnikih, ki ze
imajo okvarjen vid na enem ocesu, moramo prav tako ¢im prej zaceti s terapijo in skuSati
prepreciti izgubo vida Se na drugem ocesu. Najbolj nevarna je prikrita oblika GCA, pri
kateri je izguba vida prvi klini¢ni znak, ki se pojavi. Za taksno obliko bolezni zboli
priblizno 4% posameznikov, ki obi¢ajno nimajo prisotnih niti drugih klini¢nih znakov

bolezni niti povisanih laboratorijskih vrednosti oznacevalcev vnetja (16, 17).
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1.4 IMUNOPATOLOGIJA

V proces nastanka bolezni oziroma vnetja sta vklju¢ena tako imunski sistem kot tudi

vt w

celic, elasticnih membran, matriksa in fibroblastov. Prav tako je pomembna tudi mreza
kapilar-vasa vasorum, ki zilo oskrbuje z zunanje strani (18). Med imunskimi celicami pa so

predvsem pomembne Zilne dendriti¢ne celice (DC), celice Th in makrofagi (9).

Imunopatolosko dogajanje v Zili lahko razdelimo na tri glavne dele (1, 14):

e Imunska aktivacija v adventiciji - pri tem sodelujejo Zilne DC, ki prepoznajo tujek,

se aktivirajo in izlo¢ajo razli¢ne citokine in kemokine. Antigene predstavijo
limfocitom T, ki se klonsko razmnozijo in izlo¢ajo IFN-y.

e Aktivacija celic T in makrofagov - vnetje napreduje v medijo, pride do nastanka

granuloma in celic velikank, makrofagi izloCajo vnetne citokine, matriks
metaloproteinaze (MMP), reaktivne kisikove zvrsti (ROS), reaktivne dusikove
zvrsti (RNS) in rastne dejavnike.

e Poprava celi¢ne stene z zaporo lumna - vnetje se razSiri do intime, pride do

razgradnje zunajcelicnega matriksa, fragmentacije elasticne membrane in

hiperplazije intime.

1.4.1 Dendriti¢ne celice

Zilne DC se, razporejene v obrodu, nahajajo med medijo in adventicijo, v bliZini vasa
vasorum. V arterijah zdravih ljudi so DC nezrele in tolerogene. Naloga nezrelih DC je
prepoznati in predelati razliéne antigene. Ce prepoznajo antigen kot nevaren, se aktivirajo
in potujejo v limfaticne organe, kjer antigene predstavijo limfocitom T, ki jih nato
odstranijo (7, 9). Med migracijo v limfati¢ne organe se DC fenotipsko spremenijo, delno
dozorijo in na svoji povrSini zacnejo izrazati kemokinski receptor 7 (CCR7) in
kostimulatorne molekule (CD83). Med dozorevanjem izgubijo sposobnost fagocitoze in
pridobijo sposobnost predstavitve antigenov limfocitom T (19). DC prepoznajo tujke s
svojimi Tollu podobnimi receptorji (TLR). V arterijah bolnikov z GCA sta pomembna
predvsem TLR4, ki prepozna bakterijske lipopolisaharide, in TLR5, ki prepozna
bakterijske flageline (20). Ko DC s svojimi receptorji prepoznajo in vezejo tujke v arterijah
bolnikov z GCA, pa le-te ne potujejo v limfaticne organe ampak ostanejo v zilni steni

vnetih arterij, dozorijo in se razmnozijo (7). Zrele in aktivirane DC v vneti arteriji izrazajo
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kostimulatorno molekulo CD83 in izlo¢ajo kemokinske ligande (CCL), kot so CCL18,
CCLI19 in CCL21. Prav tako na svoji povrsini izrazajo tudi CCR7. Kemokina CCL19 in
CCL21, ki ju izlo¢ajo DC, delujeta avtokrino preko vezave na receptor CCR7, ki se izraza
na povrsini DC. Ta vezava prepre¢i potovanje DC iz vnete arterije in posledicno DC
ostanejo ujete na mestu vnetja, kjer dozorijo. Vecina izmed njih izraza tudi kostimulatorno
molekulo CD86, ki je potrebna za antigen specificno aktivacijo limfocitov T. To
predstavlja klju¢ni dogodek pri izgubi imunske tolerance v zili in pri vzpostavitvi antigen
specificnega imunskega odgovora (19). Aktivirane, zrele in diferencirane DC postanejo
specializirane antigen predstavitvene celice in poleg kemokinov zacnejo proizvajati tudi
razli¢éne citokine, ki privabijo $e druge imunske celice na mesto vnetja, predvsem
makrofage in limfocite T. Oboji v zilo vstopijo preko vasa vasorum. Aktivirane DC
proizvajajo velike koli¢ine IL-12 in IL-18, ki vzpodbudita diferenciacijo celic Th v Thl
celi¢ni odziv. Izlocajo tudi IL-23, ki vzpodbudi diferenciacijo celic Th v Th17 celi¢ni
odziv. Po aktivaciji, DC izlo¢ajo tudi druge vnetne citokine, kot so IL-2, IL-6 in IFN-y, ki

privabijo Se ostale imunske celice na mesto vnetja v Zilni steni (7).

1.4.2 Celice T pomagalke

Celice Th vstopijo v vneto Zilno steno skozi vasa vasorum, ko prepoznajo ustrezen antigen,
Ki jim ga predstavijo DC. Aktivirane celice Th se nato na mestu vnetja klonsko razmnozijo
in zacnejo izlocati razli¢ne citokine (4). Prav tako vplivajo tudi na funkcijo makrofagov,
zilnih gladko misi¢nih celic (VSMC) in endotelijskih celic (21). Glavno vlogo imata dva
podtipa celic Th, in sicer Thl in Th17 (22). Za zgodnji oziroma akutni GCA je znacilna
prisotnost celic, znacilnih za imunski odziv usmerjen v oba podtipa. Pri poznem obdobju
bolezenskega procesa oziroma kroni¢nem arteritisu (3-9 mesecev po postavitvi diagnoze),
ko je Ze vzpostavljeno zdravljenje, imunski odziv usmerjen v Th17 ni ve¢ prisoten,
prevladuje le odziv usmerjen v Thl. Celice obeh podtipov proizvajajo svoje znacilne
citokine. Celice podtipa Th17 izlo¢ajo znacilen citokin IL-17, medtem ko je za Thl
znacilen IFN-y. Po uvedbi zdravljenja z glukokortikosteroidi (GS) se koli¢ine IL-17 in
ostalih citokinov, znacilnih za imunski odziv usmerjen v Th17, znizajo. Koli¢ine IFN-y,
Kljub uvedbi zdravljenja, ostanejo nespremenjene, imunski odgovor, usmerjen v Thl, pa

ostane prisoten dlje ¢asa (9).



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.
Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

Za diferenciacijo celic Th v podtip Thl7 so potrebni IL-1p, IL-6, IL-21, IL-23 in
transformirajo¢i rastni dejavnik beta (TGF-B). Celice podtipa Th1l7 nato izlo¢ajo razli¢ne
vnetne citokine, vkljuéno z IL-17, IL-21, IL-22, CCL20, IL-8 in IL-26 (18). IL-6 lahko
izlocajo endotelijske celice, VSMC, fibroblasti, limfociti in makrofagi. Predstavlja
pomembno povezavo med poSkodovano zilno steno in imunskimi celicami. Vpliva na
diferenciacijo celic Th v podtip Th17, prav tako pa pospesi sintezo proteinov akutne faze v
jetrih. Njegovo izlo¢anje vzpodbujata IL-1 in TNF-a. IL-17 vzpodbudi makrofage, da
proizvajajo vnetne citokine, prav tako pa vpliva tudi na endotelijske celice, VSMC in
fibroblaste. Njegova naloga je privabljanje nevtrofilcev in makrofagov na mesto vnetja,
proizvodnja in izlo¢anje kemokinov, pospesi pa tudi izlo¢anje IL-1, IL-6 in TNF-a (18, 23,
24). 1L-8, poleg celic Th, izlo¢ajo Se makrofagi, endotelijske celice in fibroblasti. IL-8 je
kemokin in deluje kot kemotakticen dejavnik za nevtrofilce in limfocite T. Pomembno
vlogo igra tudi pri procesu angiogeneze (25). IL-21 vpliva na diferenciacijo citotoksi¢nih
limfocitov T, IL-22 je mediator akutne faze vnetja, CCL20 pa olaj$a migracijo limfocitov
T in DC na mesto vnetja (Slika 1). Citokini, zna¢ilni za podtip Th17 naj bi bili bolj
odgovorni za akutne znake bolezni, ki jih po uvedbi zdravljenja z GS hitro zavremo (18).

Taréne celice
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Slika 1: Imunski odziv usmerjen v Th17 (prirejeno po (18))

Za diferenciacijo celic Th v podtip Thl sta pomembna IL-12 in IL-18, ki ju izlo¢ajo zilne
DC in makrofagi (18). IL-12 vzpodbudi tudi diferenciacijo citotoksi¢nih limfocitov T in
izlo¢anje IFN-y iz limfocitov T (23). Celice podtipa Thl v vneti arteriji izlo¢ajo predvsem
IFN-y in IL-2, v manj$i meri pa tudi IL-27 in IL-32 (26). IFN-y aktivira makrofage,
pospesi diferenciacijo celic Th v podtip Thl, vpliva na remodelacijo stromalnih celic in
pospesi migracijo ter razmnozevanje VSMC v zilni steni. Pomemben je tudi za tvorbo
vec¢jedrnih celic velikank, ki nastanejo z zdruzevanjem visoko aktiviranih makrofagov, in

za medsebojno povezavo med limfociti T in VSMC ter endotelijskimi celicami (18).



Kuret Tadeja: Bioloski oznacevalci pomembni pri spremljanju bolnikov z gigantocelicnim arteritisom.
Magistrska naloga, laboratorijska biomedicina, Ljubljana, 2015.

Povecana koli¢ina IFN-y v vnetem tkivu je povezana s hiperplazijo intime, zaporo lumna
zile in neoangiogenezo, zato naj bi bil, po navedbah nekaterih avtorjev, IFN-y povezan tudi
z ishemi¢nimi znaki oziroma zapleti, vkljuéno z izgubo vida (27, 28). IFN-y ima man;jsi
vpliv na izrazanje sistemskih znakov bolezni in ima vecjo vlogo pri samem patoloSkem
procesu v zilni steni (7). IL-2 deluje kot rastni faktor za z antigeni vzpodbujene limfocite T
in je odgovoren za njihovo klonsko razmnozevanje (Slika 2) (23, 24).
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Slika 2: Imunski odziv usmerjen v Thl (prirejeno po (18)

1.4.3 Makrofagi

DC z izlo¢anjem citokinov in kemokinov privabijo monocite, ki vstopijo skozi vasa
vasorum na mesto vnetja v zilni steni (22). Pri tem sodeluje tudi mikrozilje v vneti arteriji,
ki z izraZzanjem razli¢nih adhezijskih molekul usmerja potovanje levkocitov na mesto
vnetja (15). Glavni aktivator pretvorbe monocitov v makrofage je IFN-vy, ki ga izlo¢ajo
celice podtipa limfocitov Thl v adventiciji (22). Aktivirani makrofagi proizvajajo Stevilne
citokine, kemokine, rastne dejavnike, encime ter ROS in RNS (29). Obstajata najmanj dve
podvrsti makrofagov, ki sta pomembni za GCA, M1 in M2. M1 so predvsem pomembni za
pospesitev vnetne reakcije in izloCajo velike koli¢ine vnetnih citokinov. M2 pa so
pomembni za regeneracijo tkiva in izlo¢ajo IL-10, TGF-B in rastne dejavnike (26).
Makrofagi, ki se nahajajo v adventiciji, po aktivaciji proizvajajo vnetne citokine, predvsem
IL-1, IL-6, TNF-a in IL-32. Prav tako makrofagi v adventiciji sintetizirajo tudi TGF-p.
Makrofagi v mediji proizvajajo MMP, predvsem MMP-2 in MMP-9, ki sta sposobna
razgradnje elastina (22, 29). MMP lahko proizvajajo tudi druge celice, kot so vecjedrne
celice velikanke, VSMC in miofibroblasti. Izrazenost MMP-9 v Zilni steni je povezana S
hiperplazijo intime, zaporo lumna Zile in z neoangiogenezo (30). Makrofagi v mediji so
tudi vir ROS in RNS, ki povzrocijo lipidno peroksidacijo in s tem poskodbo proteinov in

drugih sestavnih delov zilne stene. Produkte lipidne peroksidacije najdemo predvsem v
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membranah VSMC. Tvorba ROS torej vodi v apoptozo VSMC in posledi¢no v stanjsanje
te plasti v mediji (31). Makrofagi v mediji izlo¢ajo tudi razli¢ne rastne dejavnike, kot so
trombocitni rastni dejavnik (PDGF), fibroblasti rastni dejavnik (FGF) in Zilni endotelijski
rastni dejavnik (VEGF). PDGF in FGF sta potrebna za dediferenciacijo VSMC v
miofibroblaste, za razmnozevanje miofibroblastov in njihovo potovanje proti intimi. VEGF
lahko, poleg makrofagov, izlo¢ajo tudi veéjedrne celice velikanke in VSMC, pomemben pa
je za proces neoangiogeneze, v katerem se tvorijo nove kapilare za zagotovitev Kisika in

metabolitov, potrebnih za proces regeneracije tkiva oziroma zilne stene (9).

Makrofagi torej igrajo klju¢no vlogo pri nastanku hiperplazije intime in zapore lumna Zile
(22). Z izlo¢anjem MMP, ki razgradijo notranjo elasti¢cno membrano, tako posredno
omogocijo prosto potovanje miofibroblastov proti intimi. S proizvajanjem ROS in RNS
vplivajo na stanjSanje plasti VSMC v mediji. Z izlo¢anjem rastnih dejavnikov pa
prispevajo k dediferenciaciji VSMC v miofibroblaste, ki nato migrirajo v intimo in se tam
razmnozujejo. Pri migraciji in razmnoZzevanju miofibroblastov je pomemben tudi TGF-j,

ki prav tako vpliva na nalaganje zunajcelicnega matriksa (29-31).

1.4.4 Endotelijske celice

Endotelijske celice so pomembne pri patogenezi sistemskih vaskulitisov, saj na svoji
povrsini izrazajo in izloCajo ve¢ razli¢nih citokinov, kemokinov, adhezijskih molekul in
drugih vnetnih molekul. Pri napredovanju vnetja so pomembne tudi specifi¢ne celi¢ne
interakcije, predvsem med endotelijskimi in imunskimi celicami (makrofagi in limfociti),
ki migrirajo na mesto vnetja (32). Migracija in pritrjevanje levkocitov se uravnavata z
izrazanjem adhezijskih molekul na levkocitih, ki reagirajo z ustreznimi ligandi na
endoteliju. Pri bolnikih z GCA imunske celice vstopijo v zilno steno skozi vasa vasorum.
Za vstop v adventicijo pa je najprej potrebna migracija iz kapilarne mreze. Endotelijske
celice so prve, ki vstopijo v interakcijo z imunskimi, ko le-te migrirajo v zilno steno (18).
Limfociti T in makrofagi lahko v zilno steno vstopijo tudi skozi kapilare, ki se na novo
tvorijo v procesu neoangiogeneze (9). Razvoj vnetnih infiltratov v tkivu je odvisen od
interakcij med levkociti, endotelijskimi celicami in matriksom. Receptorji na levkocitih, ki
sodelujejo v interakcijah z endotelijem pripadajo dvema druzinama, selektinom in
integrinom. Na endotelijskih celicah sta za interakcije odgovorni medceli¢na adhezijska
molekula-1 (ICAM-1) in zilno celi¢na adhezijska molekula-1 (VCAM-1). ICAM-1 se
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izraza na endoteliju, levkocitih in fibroblastih. Njeno izrazanje vzpodbudijo vnetni citokini,
kot so IL-1, TNF-a in IFN-y. VCAM-1 je izrazena na endotelijskih celicah, na kar vplivajo

vnetni citokini, in na vseh levkocitih, razen na nevtrofilcih (33).

1.5 REVMATICNA POLIMIALGIJA

Pri preucevanju GCA in postavitvi diagnoze le-tega velikokrat naletimo na bolnike, s
prisotnim podobnim bolezenskim procesom, revmati¢no polimialgijo (PMR) (16). Oba
procesa sta namre¢ zelo tesno povezana in imata nekaj skupnih znacilnosti. Oba
prizadeneta predvsem starejSe ljudi, klini¢ni znaki so podobni, prav tako tudi vzorci
reakcije akutne faze in poviSane vrednosti nekaterih laboratorijskih oznacevalcev vnetja
(CRP in hitrost sedimentacije eritrocitov (ESR)). Bolnikom, ki trpijo za eno ali drugo
obliko bolezni, je skupno tudi to, da se dobro odzivajo na zdravljenje z GS (34). Po
navedbah nekaterih avtorjev (4) naj bi §lo celo za razli¢ni manifestaciji istega bolezenskega
procesa. PMR je dva do trikrat pogostejsa kot GCA, nastopi pa pri 40-60% bolnikov s
prisotnim GCA. PMR se lahko pojavi pred, vzporedno z ali po klini¢ni manifestaciji GCA
(4). Znaki PMR se pogosto pojavijo pri bolnikih z GCA, po zmanj$anju odmerka GS in
predstavljajo poslabsanje stanja bolezni (35). Diagnoza PMR temelji na kombinaciji
znadilnih klini¢nih znakov, povisanih laboratorijskih vrednosti oznadevalcev vnetja in
spremljanju odziva na terapijo z GS (4). Tipi¢ni klini¢ni znaki PMR so jutranja okorelost,
bolecina miSic ramenskega obroca in vratu ter boleine v medeni¢nem obrocu (8). Pri
nekaterih bolnikih z diagnozo PMR se razvije tudi sistemsko vnetje, pri drugih pa je
bolezenski proces omejen na misi¢no-skeletni sistem (34). Bolniki z izolirano PMR naj bi
imeli manj pogoste sistemske klini¢ne znake (hujSanje, vro€ina), manjSe spremembe v
laboratorijskih oznacéevalcih vnetja, hitrejsi odgovor na zdravljenje in manj zapletov. Prav
tako bolniki s PMR obi¢ajno ne razvijejo klini¢nega vaskulitisa. Pri PMR so obi¢ajno DC
le delno aktivirane, koncentracije razli¢nih citokinov v serumu pa le rahlo poviSane. Prav
tako je lahko histoloSka slika biopsije temporalne arterije negativna. Do kon¢ne aktivacije

DC in poviSanja vrednosti citokinov pa lahko pride Zze v nekaj dneh (36-38).
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1.6 DIAGNOSTIKA GIGANTOCELICNEGA ARTERITISA

Diagnozo GCA postavimo na osnovi kombinacije kliniénih znakov, rezultatov
laboratorijskin testov in biopsije temporalne arterije (16). Amerisko revmatolosko
zdruzenje je leta 1990 podalo merila za pomoc¢ pri diagnozi GCA. Za doseganje 91,2%
specifi¢nosti in 93,5% obcutljivosti, morajo biti pri bolniku prisotni vsaj 3 od 5 nastetih
dejavnikov (39):

e Starost 50 let ali vec,

¢ nova lokalizacija glavobola,

e Klini¢no spremenjena temporalna arterija (otrdela, zvijugana, na otip boleca),

e pospeSena ESR nad 50 mm/h,

e znacilna histoloska slika biopsije temporalne arterije.

Pri bolnikih z GCA so pogosto zvisane vrednosti ESR in CRP. Ta dva laboratorijska
oznacevalca vnetja nista diagnosti¢no specificna za GCA, sta pa dovolj obcutljiva in sta v
pomo¢ pri postavitvi diagnoze in spremljanju bolnikov pri zdravljenju (36). Pri 90%
bolnikov je ESR pospesena nad 50 mm/h (17). Pri tem pa moramo biti pozorni tudi na
druge dejavnike, ki vplivajo na ESR, kot so starost, spol, anemija, morfologija rdecih
krvnih celic, infekcije, travme, hiperholesterolemija in prisotnost malignih obolenj. Pri
nekaterih bolnikih je lahko ESR normalna ali celo znizana navkljub prisotni aktivni bolezni
GCA. Povecana ESR podpre sum na GCA, vendar normalen rezultat ne izkljuci bolezni.
Koncentracija CRP se spremeni zelo hitro po zacetku vnetja (4-6 ur), na koncentracijo pa
ne vplivajo starost, spol in drugi hematoloski dejavniki. Ima tudi vi§jo obcutljivost in
specificnost za diagnozo GCA v primerjavi z ESR (16). Prav tako je pri bolnikih pogosto
zviSana tudi koncentracija IL-6 v serumu. Pri aktivni bolezni so vrednosti IL-6 v serumu
zelo povisane (koncentracija je vecja od 6,1 pg/ml) in se po zdravljenju znizajo (17).
Tezava pri merjenju koncentracije IL-6 je, da so merjenja v laboratorijih pogosto
nezanesljiva, prav tako pa njegova vloga Se ni dovolj poznana in raziskana, da bi na
podlagi spreminjanja koncentracije IL-6 v serumu lahko prilagodili zdravljenje bolnikov.
Trenutno za postavitev diagnoze in odlocitev o zacetku zdravljenja Se ni na voljo dovolj
specifi¢nih oznacevalcev, ki bi jih lahko dolocali v serumu ali plazmi. Trenutno tudi Se ni
potrjenih dokazov, da bi lahko odlocitve o zdravljenju temeljile le na laboratorijskih testih,

v odsotnosti kliniénih znakov bolezni (14, 35). Poleg povisanih vrednosti ESR, CRP in
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IL-6, so pri bolnikih pogosto prisotne tudi normocitna normokromna anemija, levkocitoza
in trombocitoza. Prav tako so, poleg CRP, lahko zvisane vrednosti ostalih proteinov akutne
faze vnetja (haptoglobin, SAA) (16, 17).

Zlati standard za postavitev diagnoze GCA Se vedno predstavlja pozitivna histoloska slika
biopsije temporalne arterije, ki jo opravimo $e pred zacetkom zdravljenja (8). Kot pomo¢
pri diagnozi se uporablja tudi ultrazvok arterije (1). Za odvzem vzorca za biopsijo se
priporo¢a najmanj 1,0 cm dolg odsek arterije, idealno pa odsek arterije v dolzino meri vec¢
kot 2,0 cm (40). V tkivu vnete arterije so prisotni limfociti, ve¢inoma v mediji ali pa v vseh
slojih Zilne stene. Pogosto v vneti arteriji opazimo tudi makrofage, vecjedrne celice
velikanke, granulome in fragmentirane dele elasticne membrane (1). Vnetje se v zilni steni
ne pojavlja po celotni dolzini zile, temvec¢ le v posameznih odsekih (t.i. preskakujoc¢ih
lezijah). Histolosko pozitivna biopsija temporalne arterije potrdi bolezen, negativni rezultat
pa je ne izkljuéi. Pri priblizno 10-25% bolnikov pride do lazno negativne biopsije,
predvsem zaradi preskakujo¢ih mest vnetja (16). Poleg tega pa le 50% rutinskih biopsij
pokaze tipi¢ne celice, znacilne za GCA (4). Razlogi za lazno negativen rezultat so lahko
tudi tehnika odvzema vzorca, prekratka dolzina odvzetega tkiva, rezultat pa je odvisen tudi
od dolZine trajanja zdravljenja pred biopsijo (8). Odvzem se zato priporoca Se pred
zaCetkom zdravljenja oziroma znotraj 14 dni po zacetku zdravljenja (16). Negativna
biopsija temporalne arterije tudi ne izklju¢i moznosti vaskulitisa, prisotnega v drugih
arterijah (subklavijska, aksiliarna) oziroma aortitisa (14). Pri prisotnih tipi¢nih znakih in
negativni biopsiji se priporo¢a ponoven odvzem vzorca. Pomanjkljivost biospije je tudi ta,
da je proces invaziven in neprijeten za bolnika (7). Tipi¢ni znaki GCA so zato $e vedno

prepogosto spregledani, nujno potreben zacetek zdravljenja pa je prepozen (16).
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1.7 ZDRAVLJENJE GIGANTOCELICNEGA ARTERITISA

Pri bolnikih s sumom na GCA je potrebna takoj$nja vzpostavitev zdravljenja z GS, zaradi
tveganja kasnejSe oslepitve in moznosti lazno negativnega rezultata biopsije temporalne
arterije (1). GS hitro odpravijo klini¢ne znake bolezni in zmanjSajo tveganje za razvoj
hujsih zapletov (6). Po nekaj urah po zacetku zdravljenja odpravimo klini¢ne znake
bolezni, kot so vro¢ina, glavobol in vrtoglavica, po dveh do S§tirih tednih po zacetku
zdravljenja pa se zmanjs$a tudi vnetni odziv in vrednosti laboratorijskih oznaevalcev
vnetja, kot so CRP, ESR in IL-6 (22). Ishemi¢ne zaplete preprecujemo z nizkim odmerkom

acetilsalicilne Kisline (1).

Zdravljenje najprej zaénemo z visjim odmerkom GS, od 0,5 do 1,0 mg na kg telesne teze
dnevno. Po priblizno Stirih tednih praviloma zdravljenje privede do remisije klini¢nih
znakov in povrnitve laboratorijskih vrednosti oznac¢evalcev vnetja na normalne vrednosti.
Tedaj lahko zacnemo z zniZevanjem odmerka, praviloma za 10% vsaka dva tedna do
dosega najnizjega moznega odmerka. Pri bolnikih, pri katerih se Ze pojavljajo motnje vida
in drugi opozorilni znaki na oceh, je potrebno zdravljenje z vecjimi odmerki (6).
Zdravljenje v povprecju traja dve leti, njegov potek pa spremljamo s klini¢nimi pregledi
bolnika in laboratorijskimi analizami oznagevalcev vnetja. Ce pride pri bolnikih do znakov
poslabsanja bolezni, moramo odmerek zdravil ponovno povecati. Pri bolnikih s
poslabsanjem bolezni je velikokrat potrebno dalj Casa trajajoe ali dozivljenjsko
zdravljenje z GS (16). Ceprav so GS zelo uéinkoviti pri odpravljanju kliniénih znakov
vnetja in preprecevanju izgube vida, so manj ucinkoviti pri vzdrZzevanju bolnikov v remisiji
- ve¢ kot 50% bolnikov namre¢ dozivi poslabsanje ali zaplet bolezni med obdobjem
znizevanja odmerka (5). PoslabSanje bolezni se lahko kaze laboratorijsko, klini¢no ali
laboratorijsko in klini¢no (37). Na prisotnost poslabsanja bolezni pri bolnikih z GCA
kaZejo naslednji znaki: pojav poviSane telesne temperature brez znanega vzroka, ki traja
ve¢ kot en teden, ponoven pojav glavobola, ¢eljustnih klavdikacij, zadebelitev temporalne
arterije in pojav ostalih klini€nih znakov, znacilnih za GCA, izguba vida ali pojav klini¢nih
znakov na oceh, pojav mozgansko-zilnih zapletov (napad ali kap), pojav klini¢nih znakov
znacilnih za PMR, ponovno zviSane vrednosti laboratorijskih oznacevalcev vnetja (ESR,
CRP, IL-6) (40). V raziskavi, ki so jo izvedli Petri in sod. (5), so bili najpogostejsi zapleti,

ki so se pri bolnikih z GCA, po postavitvi diagnoze in uvedbi zdravljenja, pojavili v roku
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dveh let naslednji: pojav klini¢nih znakov PMR kot najpogostejsi zaplet, sledili so pojav

motenj vida, obraznih boleé¢in, pojav angine pectoris in klavdikacij (5).

GS so v tem trenutku najuéinkovitej$a vrsta protivnetne terapije, Ki je uporabna za
zdravljenje velikega Stevila kroni¢nih vnetnih bolezni. GS namre¢ lahko aktivirajo Stevilne
protivnetne gene, zavrejo pa aktivacijo vnetnih genov, ki so se aktivirali med potekom
vnetja. Uspesno zavrejo tvorbo in delovanje vnetnih citokinov, kot so IL-1, I1L-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-15 in TNF, kemokinov, kot so CCL1, CCL5, CCL11, IL-8, in
adhezijskih molekul, kot sta ICAM-1 ter VCAM-1. Prav tako lahko zmanj$ajo delovanje in
tvorbo razliénih encimov in receptorjev, povecajo pa tvorbo in delovanje protivnetnih
citokinov, kot je IL-10 (41, 42). GS pa ne zmanj$ajo izrazanja ali izloCanja tvorbe IL-12 in
IFN-y, ki sta kljucna citokina v kroni¢cnem GCA (9). Zdravila torej uspe$no zavrejo Th17
imunski odziv, manj uspesna pa so pri zaviranju Thl imunskega odziva. GS namre¢
delujejo protivnetno predvsem na monocite in makrofage, zato se koncentracija citokinov,
ki vplivajo na razvoj odziva Th17 zmanjsa, IL-12, ki stimulira razvoj Th1 pa ostane zviSan,

saj ga izlocajo predvsem DC (43).

Slaba stran zdravljenja z GS je ta, da imajo Stevilne hude stranske uc¢inke, ki se pojavijo pri
kar 86% bolnikih. Stranski ucinki vkljucujejo osteoporozo in zlome Kkosti, arterijsko
hipertenzijo, sladkorno bolezen, pojav aken, kongestivho sréno popuscanje, pepti¢ne
razjede, katarakte, pospeseno aterosklerozo, podkozne krvavitve, okuzbe, itd. (1). Zaradi
hudih stranskih u¢inkov zdravil je zaZelen ¢im krajsi ¢as zdravljenja s ¢im nizjimi odmerki

(6).
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2. NAMEN DELA

GCA je vnetna sistemska avtoimunska bolezen, ki prizadene stene velikih in srednje
velikih Zil, predvsem kranialne veje arterij, ki izvirajo iz aortnega loka. Posledica vnetja je
obsezna hiperplazija intime in zmanjSan pretok arterijske krvi, kar lahko vodi do
nepovratne izgube vida, sréne ali mozganske kapi in drugih resnih zapletov. Zlati standard
za postavitev diagnoze je biopsija temporalne arterije, ki je invazivna za bolnike, pogosto
pa je tudi laZzno negativna. Zaradi moznosti nastanka nevarnih zapletov je nujno ¢im hitreje
prepoznati bolezen, postaviti ustrezno diagnozo in zaceti z zdravljenjem. Prav zaradi
prevelike raznolikosti in splo$nosti klini¢nih znakov ter pomanjkljivosti analitskih metod je
bolezen $e vedno preveckrat spregledana, zdravljenje pa prepozno uvedeno. Kljub
zdravljenju pri bolnikih lahko pride do kasnejSega poslabsanja bolezni, katerega trenutno
ne moremo vnaprej napovedati. Namen dela bo torej poskusati dolociti nove, zgodnje
oznacevalce v serumu in tkivu arterij, ki so povezani s patologijo GCA in nam bodo sluzili
kot pomoc¢ pri postavitvi diagnoze, pri spremljanju zdravljenja in za napoved poslabsanja

bolezni.

2.1 HIPOTEZE

1. Serumske koncentracije analitov, vpletenih v imunopatologijo GCA, bodo razli¢ne v
serumih zdravih krvodajalcev v primerjavi s serumi bolnikov s histolosko potrjeno
diagnozo GCA.

2. Serumske koncentracije analitov, vpletenih v imunopatologijo GCA, bodo razli¢ne v
serumih bolnikov z GCA, brez kasnejSega poslabsanja bolezni v primerjavi s serumi
bolnikov, s kasnejsim poslabsanjem bolezni.

3. Serumske koncentracije analitov, vpletenih v imunopatologijo GCA, bodo pri bolnikih z
GCA in kasnejSim poslabSanjem bolezni razlicne v ¢asu odvzema ob postavitvi
diagnoze, ko $e ni bilo priSotnega poslabSanja bolezni (to), in v ¢asu odvzema ob pojavu
poslabsanja bolezni (t;).

4. Izrazanje genov za molekule, vpletene v imunopatologijo GCA, bo razli¢no v tkivu
biopti¢nih vzorcev temporalnih arterij bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA in
bolnikov, ki nimajo histolosko potrjene diagnoze GCA, vendar je obstajal utemeljen
sum na GCA.
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2.2 CILJI

1. Dolociti koncentracijo 17 razli¢nih proteinov (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-17, IL-22, IL-33, MMP-2, MMP-9, MMP-12, ICAM-1, VCAM-1, L-selektin
in hitinazi 3 podoben protein 1 (CHI3-L1)), vpletenih v imunopatologijo GCA, v
serumu bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA, brez in s kasnejSim
poslabsanjem bolezni, v serumu bolnikov s histolosko ovrzeno diagnozo GCA in v
serumu zdravih krvodajalcev s pomocjo metode hkratne analize ve¢ razli¢nih analitov
(Luminex XMAP).

2. Slediti koncentracijam teh analitov longitudinalno (0, 3, 6, 12 mesecev po postavitvi
diagnoze) in s tem longitudinalno opredeliti njihove koncentracije pri bolnikih in jih
povezati s potekom bolezni.

3. lzolirati RNA iz tkiva biopti¢nega vzorca temporalne arterije bolnikov s histolosko
potrjeno diagnozo GCA in bolnikov, ki nimajo histolosko potrjene diagnoze GCA,
vendar je obstajal sum na GCA.

4. Obratno prepisati vzorce RNA ter kvantitativno dolociti izrazanje genov za TNF-a, IL-
2, IL-6, IL-8, MMP-2, MMP-9, MMP-12, tkivne inhibitorje metaloproteinaz (TIMP-1
in TIMP-2), ICAM-1, VCAM-1, superoksid dismutazi (SOD1 in SOD2), MARCO,
feritin, apoAl in oznacevalcev za granulocite, limfocite B ter makrofage, ki so vpleteni
v imunopatologijo GCA in prisotni v arterijah bolnikov s histolosko potrjeno in ovrzeno
diagnozo GCA, s tehniko kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (QPCR).
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Reagenti

e gostotni gradient Ficoll-paque™ plus, GE Healthcare, Svedska

e medij za rast celic (RPMI) Gibco®RPMI 1640 Medium, Life Technologies, Waltham,
Massachusetts, ZDA

e barvilo tripan modro, Trypan Blue Stain (0,4%), Invitrogen™, Life Technologies,
Waltham, Massachusetts, ZDA

e 2-merkaptoetanol, OHCH,CH,SH, elektroforezna ¢istost, Merck, Darmstadt, Nemcija

e 96% etanol, CH3CH,OH, raztopina 70% in 80% etanola, Sigma-Aldrich GmbH,

Munich, Nemcija

3.1.2 Analizni kompleti
1. Komplet za izolacijo RNA iz krvnih celic (RNeasy® Plus Micro kit), Qiagen, Hilden,

Nemcija:

mini kolone za elucijo RNA (RNeasy MinElute® Spin Columns)

zbiralne epice (Collection Tubes) 1,5 ml in 2 ml

e pufer RLT plus (lizirajo¢i pufer, ki vsebuje gvanidinijev tiocianat)
e pufer RW1 (pufer za spiranje)

e pufer RPE (pufer za spiranje)

e voda brez vsebujocih ribonukleaz

2. Komplet za izolacijo RNA iz tkiva miRCURY™ RNA Isolation Kit-Tissue, Exigon,
Vedbaek, Danska:
e raztopina za liziranje vzorca (Lysis solution)
e proteinaza K
e raztopina za spiranje
e elucijski pufer
e mini kolone za RNA
e zbiralne epice

e Voda brez vsebujocih ribonukleaz
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3. Komplet za reverzno transkripcijo RNA (Reverse Transcription System), Promega,
Madison, Wisconsin, ZDA:

AMYV reverzna transkriptaza

rekombinantni ribonukleazni inhibitor (RNasin® Ribonuclease Inhibitor)
oligonukleotidni zacetniki (oligo dT), 0,5 pg/ul

mesanica deoksiribonukleotidtrifosfatov (ANTP), 10 mM

pufer za reverzno transkripcijo, 10x koncentrirana raztopina (10 mM Tris-HClI,
50 mM KCl, 0.1% Triton® X-100)

magnezijev klorid (MgCl,), 25 mM

voda brez vsebujoc€ih ribonukleaz

4. Komplet za kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (QPCR) Kapa SYBR® FAST
gPCR Kit Master mix (2X) ABI Prism™, Kapabiosystems, Boston, ZDA

5. Liofilizirani oligonukleotidni zacetniki, Integrated DNA Technologies (IDT),
Coralville, lowa, ZDA

6. Analizni komplet Luminex® Bead-Based Multiplex Kits, R&D Systems, Abingdon,

VB:

meSanica standardov, ki vsebuje liofilizirane rekombinantne ¢loveSke bioloske
kazalnike

polistirenske mikrokroglice, na katere so vezana ¢loveska primarna protitelesa
sekundarna protitelesa oznacena z biotinom

koncentrat streptavidina, konjugiran s fikoeritrinom

pufer za red¢enje RD2-1

kalibrator RD6-52

spiralni pufer

mikroploS¢ica s filtrom
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3.1.3 Oprema

centrifuga Universal 32R, Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Nemcija

centrifuga Mikro 1120, Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Nem¢ija

centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemc¢ija

mini centrifuga Hermle, Labnet International, Edison, NJ, ZDA

mikroskop Eclipse TS100, Nikon, Tokyo, Japonska

avtomatski Stevec celic Countess™ Automated Cell Counter, Invitrogen™, Life
Technologies, Waltham, Massachusetts, USA

homogenizator za tkiva TissueLyser LT, Qiagen, Hilden, Nemc¢ija

UV-VIS spektrofotometer NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, Wilmington, DE,
ZDA

aparatura za verizno reakcijo s polimerazo (PCR) Thermal Cycler 2720, Applied
Biosystems®, Life Technologies, Waltham, Massachusetts, ZDA

vodna kopel Water Bath TWS8, Julabo, Seelbach, Nemcija

vibracijski mesalnik VVortex Genie 2, Scientific industries, New York, ZDA

pipete Research plus (10 ul, 100 pl, 1000 ul), Eppendorf, Hamburg, Nemcija
veckanalne pipete Research plus (100 ul, 300 ul), Eppendorf, Hamburg, Nemcija
sterilni pipetni nastavki (10 pl, 100 pl, 300 ul, 1000 ul), Eppendorf, Hamburg,
Nemcija

avtoklav A-11, Kambi¢, Laboratorijska oprema d.0.0., Semi¢, Slovenija

aparatura za PCR v realnem c¢asu Step One Real-Time PCR System, Applied
Biosystems®, Life Technologies, Waltham, Massachusetts, ZDA

mikrotitrska plos¢ica MicroAmp™, 48 well, Applied Biosystems®, Life
Technologies, Waltham, Massachusetts, ZDA

aparatura za hkratno analizo ve¢ razli¢nih analitov v serumu Luminex xMAP®
Tecnology, Luminex® Corporation, Austin, Texas, ZDA

vakuumska ¢rpalka Vacusafe Comfort, Ibs-Integrated biosciences Inc., Pensilvanija,
ZDA

zbiralnik za tekocino po filtriranju Multiscreen™ HTS Vacuum Manifold, Millipore
Corporation, Billerica, MA, ZDA

stresalnik MS1 Minishaker, IKA®, Staufen, Nemcija
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3.1.4 Bioloski material in preiskovanci
V presecno $tudijo je bilo vkljucenih:

e 18 bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA, katerim se bolezen kasneje ni

poslabsala,

e 22 bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA in kasnej$im poslab$anjem bolezni,

e 8 preiskovancev s histolosko ovrzeno diagnozo GCA in utemeljenim sumom na GCA,

e 8 zdravih krvodajalcev.
Pri skupini bolnikov brez poslabsanja bolezni je bil analiziran vzorec seruma odvzet ob
Casu postavitve diagnoze. Pri bolnikih s kasnejSim poslabSanjem bolezni smo v raziskavo
vkljucili dva vzorca seruma, pri ¢emer je bil prvi vzorec odvzet ob Casu postavitve
diagnoze (ob izvedbi biopsije), ko poslabsanje bolezni $e ni bilo prisotno (tp), drugi pa
¢asovno ¢im blizje pojavu poslabsanja bolezni (t;). Poslabsanje bolezni je bilo opredeljeno
kot povrnitev kliniénih znakov, znacilnih za GCA in/ali povecane vrednosti laboratorijskih

oznacevalcev vnetja (ESR, CRP). Skupaj smo tako analizirali 78 vzorcev serumov.

V longitudinalno studijo je bilo vkljucenih 18 bolnikov s potrjeno diagnozo GCA, od tega
9 bolnikov brez poslabsanja bolezni in 9 bolnikov s prisotnim poslabsanjem bolezni. Od
istih bolnikov smo pridobili ve¢ razli¢nih vzorcev serumov, odvzetih v razli¢nih ¢asovnih
obdobjih: ob ¢asu postavitve diagnoze (tp) in po 3 (t1), 6 (to) ter 12 mesecih (t3) od uvedbe
terapije, kjer je bilo to le mogoce. Skupaj smo tako analizirali 81 razlicnih vzorcev

Serumov.

Podatke o bolnikih, kot so datum biopsije temporalne arterije oziroma postavitve diagnoze,
datum poslabsanja bolezni in koncentracijo SAA in IL-6 v vzorcih serumov smo pridobili
iz medicinske dokumentacije, vodene na KO za revmatologijo, UKC Ljubljana. Vzorci
serumov so bili shranjeni v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, KO za revmatologijo,

UKC Ljubljana, na-80°C. Starost serumskih vzorcev je bila od 0 do 3 let.

Pri dolocanju razlik v genski ekspresiji smo v analizo vkljucili MRNA iz tkiv biopti¢nih
vzorcev temporalnih arterij:

e 6 bolnikov s histolosko ovrzeno diagnozo GCA in utemeljenim sumom na GCA,

e 4 bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA brez poslabsanja bolezni,

e 2 bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA in poslabsanjem bolezni.
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Skupaj smo primerjali izrazanje 19 razliénih genov na 12 razli¢nih biopti¢nih vzorcih tkiv
temporalnih arterij. Tkiva temporalnih arterij so bila del tkiva odvzetega ob biopsiji,
potrebnega za postavitev diagnoze in shranjena v teko¢em duSiku, v Laboratoriju za
imunologijo revmatizma, KO za revmatologijo, UKC Ljubljana. Za testiranje
oligonukleotidnih zacetnikov smo uporabili vzorce RNA iz belih krvnih celic, izoliranih iz
periferne krvi, odvzete z antikoagulantom EDTA in na vzorcih RNA iz ¢loveskih
endotelijskih celic koronarne arterije (HCAEC), stimuliranih s SAA 244, 1000 mM.

Raziskava je bila odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko, od preiskovancev pa so

bili pridobljeni prostovoljni pristanki.

3.2 METODE

Pri raziskovalnem delu smo uporabljali ve¢ razlicnih metod, s katerimi smo prisli do
zastavljenih ciljev. V vzorcih seruma smo koncentracijo analitov dolo¢ali z metodo hkratne
analize ve¢ razli¢nih analitov (Luminex xMAP® Tecnology, Luminex® Corporation,
Texas, ZDA), rezultate pa nato statisticno obdelali in jih grafi¢no prikazali s pomocjo
ra¢unalniSkih programov Microsoft Excel in Graph Pad Prism 5,0. Normalnost
porazdelitve podatkov smo preverili s Shapiro-Wilkovim testom in ugotovili, da podatki
niso bili normalno porazdeljeni. Zato smo uporabili Se neparametri¢ni Kruskal-Wallisov
test, s katerim smo preverili, ali se v medianah pri razli¢nih skupinah preiskovancev
pojavljajo statisticno znacilne razlike. Za primerjavo median razli¢nih skupin med seboj
smo uporabili e Dunnov test. Pri dolocevanju koli¢ine mRNA oziroma preucevanju razlik
v izrazanju genov v tkivu iz temporalnih arterij smo se posluzili kvantitativne dolocitve
MRNA s PCR, s pomo¢jo aparature in racunalniSskega sistema StepOne (Applied
Biosystems®, Life Technologies, ZDA). Prav tako smo za testiranje oligonukleotidnih
zaCetnikov na vzorcih belih krvnih celic in HCAEC uporabljali aparaturo StepOne. Za
izratun normaliziranega razmerja v izraZzanju genov smo uporabili ra¢unalniski program

gGENE, podatke pa grafi¢no prikazali s pomocjo programa Microsoft Excel.

3.2.1 Metoda hkratne analize vec¢ razli¢nih analitov (Luminex xMAP)
Metodo smo uporabili za dolocitev razli¢nih proteinov, povezanih z imunopatologijo GCA,
v vzorcih serumov. Na polistirenskih mikrokroglicah so vezana specificna primarna

protitelesa, ki prepoznajo doloc¢en tar¢ni analit. Mikrokroglice so razlicno obarvane, glede
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na posamezni analit, ki se veze. PO nanosu vzorcev oziroma standardov, primarna
protitelesa prepoznajo specifi¢en analit (antigen) iz vzorca in se nanj vezejo. Sledi dodatek
sekundarnih protiteles z vezanim biotinom, Ki se specifi¢no vezejo na tar¢ni analit oziroma
antigen, ki ga dolo¢amo v vzorcu. Nato dodamo streptavidin, konjugiran s fikoeritrinom.
Streptavidin se veze z biotinom z mo¢no nekovalentno vezavo. Na koncu sledi Se opti¢na
detekcija, s pomocjo dveh laserjev: prvi prepozna barvo mikrokroglice in identificira
ustrezen analit, drugi zazna jakost signala fikoeritrina, ki je premosorazmeren z vezano

koli¢ino analita v vzorcu.

Postopek analize smo zaceli tako, da smo na plos¢ico nanesli vzorce serumov, ki smo jih
prej redCili v razmerju 1:2, kot je priporo¢eno s strani proizvajalca (R&D Systems,
Abingdon, VB), kontrolo ozadja in standarde. Iz standardov z znano koncentracijo analitov
smo pripravili serijo red¢itev s faktorjem red¢itve 3. S pomoc¢jo racunalniSskega programa
Luminex 100 Integrated system 2,3, smo vnesli podatke o redc¢itvah in dolocili ustrezno
mesto nanosa standardov, vzorcev in kontrole ozadja na ploséici ter dolo¢ili pogoje poteka
reakcije (priporoCene s strani proizvajalca-R&D Systems, Abingdon, VB). Racunalniski
program je na podlagi standardov izrisal standardno krivuljo in izraCunal koncentracije
tarcnih analitov v vzorcih serumov. Podatke smo nato $e statisticno obdelali in jih grafi¢no

prikazali.

Pri prvi analizi vzorcev serumov smo doloc¢ali koncentracijo 17 razli¢nih analitov: TNF-a,
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-22, IL-33, MMP-2, MMP-9, MMP-12,
ICAM-1, VCAM-1, L-selektin in CHI3-L1. V longitudinalni $tudiji smo v vzorcih
serumov z isto metodo dolocali koncentracijo analitov, katerih koncentracija je bila pri prvi
analizi nad mejo detekcije in pri katerih so se pokazale dolocene razlike v koncentracijah
med skupinami. Tako smo spremljali vpliv zdravljenja z GS na koncentracijo 10 razli¢nih
analitov: TNF-o, IL-4, IL-8, IL-12, MMP-2, MMP-9, ICAM-1, VCAM-1, L-selektin in
CHI3-L1.

3.2.2 Izolacija belih krvnih celic iz periferne krvi
Pred zacetkom dolocanja koli¢ine mRNA v vzorcih tkiva iz temporalnih arterij, smo
oligonukleotidne zaCetnike najprej testirali na vzorcih RNA iz belih krvnih celic. Prav tako

smo preverili, ali se geni, katerih izrazanje Smo kasneje dolocali na vzorcih tkiv iz
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temporalnih arterij bolnikov, dobro izrazajo na belih krvnih celicah. Vzorci tkiv
temporalnih arterij bolnikov so namre¢ zelo dragocen material, pridobljen na invaziven
na¢in, v majhnih koli¢inah. Pred kvantitativno doloc¢itvijo mRNA s QPCR je bilo zato
potrebno bele krvne celice izolirati iz vzorcev periferne krvi. Uporabili smo 3 ml vzorca
periferne krvi, odvzete z antikoagulantom EDTA in jo red¢ili s 6 ml s fosfatom pufrane
fizioloske raztopine (PBS, pH=7,2). Red¢en vzorec krvi smo nanesli na 20 ml gostotnega
gradienta (Ficoll-paque™ plus, GE Healthcare, Svedska). Vzorec smo najprej pustili na
sobni temperaturi 30 min, temu je sledilo $e centrifugiranje 30 min na 300g, pri 23°C.
Eritrociti so se tako posedli na dno, plazma je ostala na vrhu, v sredini pa je nastal bel
obro¢ belih krvnih celic. Bel obro¢ smo s pipeto previdno odstranili in celice prenesli v
novo 50 ml epruveto. Sledilo je spiranje in dodatek PBS, tako da je skupni volumen znasal
30 ml. Temu je sledilo centrifugiranje 12 min na 350g, pri 23°C. Supernatant smo nato
odlili, dodali 30 ml PBS in ponovno centrifugirali 12 min na 350g, pri 23°C. Supernatant
smo odlili in celice resuspendirali v 3 ml teko¢ega medija za rast celic (RPMI). Nato smo
celice s pomoc¢jo barvila tripan modro presteli v aparatu za Stetje celic (Countess™
Automated Cell Counter, Invitrogen™, ZDA). Vzorec celic smo redCili s tekocim
medijem, tako da smo dobili Zeleno $tevilo celic (1,0 x 10°). Sledilo je centrifugiranje 12
min na 350g, pri 23°C in odlitje supernatanta. Iz izoliranih belih krvnih celic je nato

sledila Se izolacija RNA.

3.2.3 Izolacija RNA iz belih krvnih celic

RNA smo iz belih krvnih celic izolirali s pomo¢jo analiznega kompleta za izolacijo RNA
(RNeasy® Plus Micro kit, Qiagen, Hilden, Nemdcija). Pri tem smo sledili opisanemu
postopku oziroma navodilom proizvajalca. Izoliranemu vzorcu RNA smo nato Se izmerili
absorbanco pri 260, 280 in 230 nm s spektrofotometrom NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, ZDA). Tako smo preverili Cistost RNA, saj pri 280 nm absorbirajo aminokisline
oziroma proteini, pri 230 nm pa organska topila. Razmerje med absorbancami pri 260 nm,
280 nm in 230 nm je pri ¢istem vzorcu RNA 1:2:1. Ce so te vrednosti nizje, to pomeni
prisotnost necisto¢ - DNA ali proteinov. S pomoc¢jo izmerjene absorbance pri 260 nm, smo
nato izracunali Se koncentracijo RNA v vzorcu. Vzorec z absorbanco enako 1 vsebuje 40

pg/ml RNA.
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3.2.4 Izolacija RNA iz vzorca tkiva temporalne arterije

RNA smo iz vzorca tkiva iz temporalnih arterij izolirali s pomoc¢jo analiznega kompleta za
izolacijo RNA iz tkiv (miRCURY™ RNA Isolation Kit-Tissue, Exigon, Danska). Pri tem
smo sledili postopku in navodilom, priporo¢enimi S strani proizvajalca. Predhodno je bilo
potrebno vzorec tkiva Se homogenizirati S homogenizatorjem za tkiva (TissueLyser LT,
Qiagen, Nemcija). Izoliranemu vzorcu RNA smo nato z merjenjem absorbance pri 260,
280 in 230 nm s spektrofotometrom NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, ZDA) preverili

Cistost in izracunali koncentracijo.

3.2.5 Obratna transkripcija RNA

Obratna transkripcija, v kombinaciji s QPCR, je najobcutljivejsa metoda za dolo¢evanje
koli¢ine mMRNA. Za razliko od DNA, ki je stabilna, je RNA zelo obcutljiva, ko jo
sprostimo iz celice. Poleg tega pa RNA ne more sluziti kot matrica pri QPCR reakciji. Prvi
korak je zato obratna transkripcija matrice RNA v cDNA, ki ji sledi pomnoZevanje s
QPCR reakcijo (44). Za omenjeni postopek smo uporabili komplet za obratno transkripcijo
RNA (Reverse Transcription System, Promega, ZDA). Pripravili smo 14,4 ul reakcijske
mesanice (Preglednica I) in dodali 15,6 ul vzorca, ki je vseboval 0,5 ug RNA in vodo brez

ribonukleaz.

Preglednica I: Reakcijska meSanica za obratno transkripcijo RNA

Sestavine mesSanice Koli¢ina
1 x RT pufer (10,0 mM Tris-HCI, 3,00 ul
50,0 mM KCl, 0,1% Triton X-100)

dNTP (1,0 mM) 3,00 pl
MgCl; (5,0 mM) 6,00 pl
oligo dT (0,5 pg/ul) 1,00 pl
RNAZzni inhibitor (1,0 u/pl) 0,75 ul
AMV RT (15,0 u/pg) 0,60 pl
voda brez nukleaz 0,05 pul
skupni volumen mesanice 14,40 pl
vzorec RNA 15,60 ul
skupni volumen 30,00 ul

Ustrezen volumen vzorca RNA, ki smo ga dodali reakcijski mesSanici, smo predhodno

izraCunali s pomoc¢jo merjenja absorbance pri 260 nm. Pri absorbanci enaki 1 je v vzorcu
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40 pg/ml RNA. Ce je bil ta volumen manjsi od 15,6 pl, smo dodali ustrezen volumen vode
brez ribonukleaz, da smo dobili Zeleno koncentracijo. Sledila je reakcija obratne
transkripcije po naslednjem programu inkubacije: 30 min na 43°C, 30 min na 53°C in 5
min na 94°C. Na koncu smo vzorec cDNA red¢ili, v razmerju 1:4, do skupnega volumna

120 pl. Vzorce smo nato shranili na -20°C oziroma jih takoj uporabili za QPCR.

3.2.6 Kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero pomnozujemo nukleinske kisline.
S pomocjo te metode je mozno pomnoziti veliko kopij dolocenega odseka DNA, v zelo
kratkem Casu. Za uspeSen potek reakcije so potrebni: vzorec DNA, ki sluzi kot matrica,
encim termostabilna polimeraza, oligonukletidna zacetnika, meSanica deoksinukleozid-
trifosfatov, Mg ioni in reakcijski pufer. Pri metodi QPCR, v nasprotju s PCR, koli¢ino
produkta spremljamo po vsakem ciklu in ne le na koncu reakcije. Tako lahko s
spremljanjem reakcije in merjenjem fluorescence v eksponentni fazi dolo¢imo absolutno
ali relativno zacetno koli¢ino S$tevila kopij v vzorcu (44, 45). Pri nasi raziskavi smo za
detekcijo uporabili fluorescencno barvilo SYBER GREEN 1. Barvilo se nespecificno veze
oziroma vrine med dva para baz v dvoverizno DNA. Prost SYBR GREEN ima nezaznavno
fluorescenco, vezan v dvoverizno DNA pa mo¢no fluorescira. Jakost fluorescence je
sorazmerna s koli¢ino nastale dvoverizne DNA. Pred zacetkom reakcije smo pripravili
reakcijsko meSanico za QPCR (Preglednica Il) s sestavinami kompleta za kvantitativno
verizno reakcijo s polimerazo (Kapa SYBR® FAST qPCR Kit Master mix (2X) ABI
Prism™, ZDA).

Preglednica Il: Reakcijska meSanica za QPCR reakcijo

Sestavine meSanice Kolic¢ina
KAPPA fast 6,00 pl
F primer (10,0 nM) 0,24 ul
R primer (10,0 nM) 0,24 ul

voda brez nukleaz 3,60 ul
skupni volumen 10,08 pl
vzorec cDNA 1,92 ul
skupni volumen 12,00 pl
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10,08 pl reakcijske mesanice smo nanesli na mikrotitrsko plos¢ico (MicroAmp™, 48 well,
Applied Biosystems®, Life Technologies, Waltham, ZDA) in dodali 1,92 pl vzorcev
c¢DNA. Najprej smo na razli¢nih vzorcih cDNA preverili ali se oligonukleotidni zacetniki
dobro pomnozujejo, ali imajo ustrezne talilne krivulje in ali se gen v vzorcu dobro izraza.
Za testiranje oligonukleotidnih zacetnikov smo uporabili vzorce cDNA iz belih krvnih
celic in HCAEC. Za mejo smo postavili zaznavo fluorescence do cikla 30. Poleg vzorcev
smo na plosCico nanesli Se kontrolo ozadja (namesto cDNA je vsebovala vodo brez
nukleaz) in endogeno kontrolo (beta aktin). Pomnozevanje je potekalo s pomoc¢jo aparature
za QPCR StepOne (Applied Biosystems®, Life Technologies, ZDA). V rafunalniskem
programu, povezanim z aparaturo, smo dolocili razporeditev posameznih vzorcev, mesto
nanosa kontrole ozadja in endogene kontrole na ploséici in dolocili pogoje verizne
reakcije. Najprej smo vzorce za 3 min segreli na 95°C za aktivacijo polimeraze, nato je
sledilo 40 ciklov, ki vkljuCujejo denaturacijo CDNA (3 s na 95°C), prileganje
oligonukleotidnih zaéetnikov in podaljSevanje verige (30 s na 60°C). Program je po
pomnozitvi izrisal krivuljo, ki predstavlja jakost fluorescence v vsakem ciklu
pomnozevanja. Na eksponentnem delu krivulje je program za vsak vzorec dolo¢il prazni
cikel (Cy), v katerem je jakost fluorescence vzorca statisticno znacilno visja od jakosti
fluorescence ozadja (prazna vrednost). Vrednosti C; so obratno sorazmerne z zaetnim
Stevilom kopij DNA (45). Poleg C; je pomemben parameter QPCR tudi talilna krivulja
barvila SYBER GREEN. Pomembno je, da ima talilna krivulja le en specifi¢en vrh, kar

dokazuje, da smo pomnozili le en specifi¢en produkt.

Ce se je gen dobro izrazil v vzorcu krvnih celic oziroma v vzorcih HCAEC in je bila talilna
krivulja ustrezna, smo kasneje iz istih vzorcev pripravili standarde, ki smo jih serijsko
redCili in izrisali Se standardne krivulje, s pomocjo katerih smo dolo€ili ucinkovitost

pomnoZevanja posamezne cDNA. Pripravili smo 4 razlicne redCitve standardov, v

razmerjih: 1:2, 1:4, 1:8 in 1:16 (Slika 3).

20pl ¥/
] oA U T1o wl 120

ST1 (1:1) ST2(1:2) ST3(1:4) ST4(1:B) ST5(1:16)

Slika 3: Prikaz priprave standardov za QPCR reakcijo
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Poleg standardov in vzorcev cDNA smo na plos¢ico nanesli Se kontrolo ozadja. Vse smo
nanasali v duplikatih za posamezen gen, ki smo ga zeleli pomnoziti. Ra¢unalniSsko smo
zopet dolocili pogoje reakcije, razporeditev standardov in ustrezno redcitev, polozaj
vzorcev ter polozaj kontrole ozadja na ploscici. Racunalniski program pa je dolocil C; za
vsak vzorec oziroma standard. Za izris standardne krivulje, izratun koeficienta in
uéinkovitosti ter kvadrat Pearsonovega koeficienta (R?) smo uporabili poseben program
gGENE. Na osnovi pridobljenih podatkov (C;) je program izrisal standardno krivuljo, ki
prikazuje logaritem zacetnega Stevila kopij cCDNA v odvisnosti od C;. Premica, oziroma
naklon premice, nam sluzi za izra¢un u¢inkovitosti pomnozevanja (E) (Enacba 1). Poleg
ucinkovitosti smo izracunali Se kvadrat Pearsonovega korelacijskega koeficienta, ki opisuje
linearno povezanost dveh spremenljivk. Idealno je kvadrat Pearsonovega koeficienta med
0,98 in 1,0, u¢inkovitost pomnozevanja pa med 85% in 105%.

-1
E = 10(naklon standard .krivulje ) -1

Enacba 1: Izracun ucinkovitosti pomnoZevanja

V naslednjem koraku smo najprej preverili, kako dobro se posamezni geni sploh izrazajo
na vzorcih iz tkiva temporalnih arterij. Po zgoraj opisanem postopku smo reakcijski
mesanici za posamezen gen dodali ustrezen volumen vzorca cDNA, ki smo ga predhodno
prepisali iz RNA, izolirane iz biopto¢nih tkiv temporalnih arterij dveh bolnikov z GCA.
Dolo¢ili smo pogoje reakcije in postavitev vzorcev ter kontrole ozadja. Sledila je reakcija
QPCR in ra¢unalniska dologitev C;. Ce je bil C; za posamezen gen manijsi od 30 in so bile
talilne krivulje ustrezne, je sledila nadaljnja analiza ve¢jega Stevila vzorcev in primerjava
razlik v izrazanju genov med razlicnimi vzorci tkiv temporalnih arterij. Skupno smo v
vzorcih tkiv temporalnih arterij testirali izrazanje 49 razli¢nih genov, od tega se jih 28 v
tkivu temporalne arterije ni dovolj dobro izrazalo (C; ve¢ji od 30). Izrazanje preostalih 21
genov pa smo nato primerjali na ve¢jem Stevilu razli¢nih vzorcev tkiv temporalnih arterij
bolnikov. Pri primerjavi razlicnih vzorcev smo ugotovili, da dva oligonukleotidna
zaCetnika ne ustrezata pogojem (neustrezne talilne krivulje) (Slika 4). Skupaj smo zato

primerjali izraZanje 19 razli€nih genov.
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Fluorescenca

Kvantifikacija je potekala tako, da smo na osnovi

vrednosti C; in dolodenih  uclinkovitosti

pomnoZevanja med seboj primerjali razlicne
vzorce. Pri tem smo uporabili Se normalizacijo

glede na referen¢ni oziroma hisni gen, ki omogoci

korekcijo glede na koli¢ino zacetnega materiala.

Idealni hisni gen, uporabljen kot endogena
kontrola, naj bi se konstantno izrazal med
razli¢cnimi vzorci posameznikov, med razli¢nimi

vzorci tkiva, v vseh stanjih razvoja in nanj naj ne

bi vplivali pogoji eksperimentalne reakcije (45).

85.0 700 750 800 85.0 0.0 950

Temperatura ('c) ™ #27¢

Slika 4: Neustrezna talilna krivulja oligonukleotidnih za¢etnikov

V nasem primeru smo kot referen¢ni gen uporabili gen za beta-aktin. Na mikrotitrsko
plosc¢ico smo tako nanesli kontrolo ozadja, vzorce cDNA iz tkiv temporalne arterije in
referencni gen. Vse smo nanasali v duplikatih. Poleg tega smo dolocili vzorec, glede na
katerega smo kasneje primerjali izraZzanje genov v ostalih vzorcih. S pomocjo
racunalniSkega programa smo dolocili polozaj vzorcev, kontrole ozadja in referen¢nega
gena ter dolocili pogoje reakcije. Racunalniski program pa je dolocil C; za posamezne
vzorce in gene. Rezultate smo nato vnesli v program qGENE, ki je, na podlagi izratunane
ucéinkovitosti pomnozevanja posameznih genov in C;, za razli¢ne vzorce dolodil izrazanje
tarénega gena v vzorcih, normalizirano glede na izrazanje referencnega gena, po ustrezni
enacbi (Enacba 2). Konéni rezultat je bil tako graf, ki nam prikazuje povpre¢no izrazanje
tarénega gena v vsakem vzorcu, ki je normalizirano glede na izraZanje gena za beta aktin.
_Xo _ (1+Ex)tt™

TRo (1+ERC®

Enacba 2: Izrac¢un normaliziranega razmerja med tarénim in referen¢nim genom, pri cemer je:

N = normalizirano razmerje, Xo = §tevilo zacetnih kopij CDNA tarénega gena, Ro = $tevilo zaCetnih kopij
CDNA referen¢nega gena, Ex = u¢inkovitost pomnozevanja tarénega gena, Eg = ucinkovitost pomnozevanja
referenénega gena, C; (X) = cikel, v katerem jakost fluorescence vzorca tarénega gena preseze jakost
fluorescence ozadja, C; (R) = cikel, v katerem jakost fluorescence vzorca referenénega gena preseZe jakost
fluorescence ozadja.
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4 REZULTATI

4.1 SERUMSKE VREDNOSTI ANALITOV

4.1.1 Citokini

Razlike v medianah serumskih koncentracij IL-6 med skupinami niso bile statistino
znacilne, opazimo pa, da so imeli bolniki s potrjeno diagnozo GCA, s ali brez kasnejSega
poslabsanja bolezni, visje serumske koncentracije IL-6 kot preiskovanci s histolosko
ovrzeno diagnozo GCA (GCA neg.). Koncentracije so bile pri bolnikih, ki niso doziveli
poslabsanja bolezni (GCA poz., brez zapleta), nizje kot pri bolnikih, Ki so kasneje doZiveli
poslabsanje bolezni, v vzorcu odvzetem ob Casu postavitve diagnoze, ko poslabSanje
bolezni $e ni bilo prisotno (to). Koncentracija IL-6 je bila pri skupini bolnikov, s kasnej$im
poslabsanjem bolezni, ob ¢asu postavitve diagnoze (tp) najvisja, ob poslabsanju (t;) pa se je

koncentracija znizala (Slika 5).
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Slika 5: Koncentracije IL-6 v serumih posameznih preiskovancev
Vodoravna érta v spodnjem delu grafa prikazuje prazno vrednost za IL-6 (95. percentil pri zdravi populaciji)-
8,0 pg/ml. Mediana koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in $tevilko pri vsaki skupini.

Koncentracije TNF-a so bile pri zdravih krvodajalcih (KRV) vecinoma pod mejo
detekcije, medtem ko so bile pri skupinah bolnikov mediane visje. Statisticno znacilne
razlike so se pojavile med skupino krvodajalcev in skupino bolnikov s kasnej$im
poslabSanjem bolezni, tako ob Casu diagnoze (t) kot tudi ob Casu poslabsanja (ty).

Najvisja koncentracija TNF-a je bila v serumih bolnikov, ob ¢asu poslabsanja bolezni (ty),
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medtem ko je bila pri isti skupini ob Casu postavitve diagnoze, ko $e ni bilo prisotnega

poslabsanja bolezni (tp), mediana nizja (Slika 6).
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Slika 6: Koncentracije TNF-a v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za TNF-a (1,2 pg/ml). Mediana koncentracij
je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini. Statistiéno znacilne razlike med skupinami so
oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in ¢rko p.

Mediane serumskih koncentracij TNF-o so se vsem bolnikom zvisale po 3 mesecih po
postavitvi diagnoze in uvedbi zdravljenja (t;) v primerjavi z medianami koncentracij ob
postavitvi diagnoze (tp). Po 6 mesecih (t;) so se koncentracije vsem bolnikom ponovno
znizale in se po 1 letu (t3) zviSale, razen pri bolnikih, ki so po 6 mesecih doziveli zaplet,

kjer so se po 1 letu serumske koncentracije znizale (Slika 7).
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Slika 7: Koncentracije TNF-a v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razliénih ¢asovnih obdobjih (t;=¢as ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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Mediane koncentracij 1L-8 so bile pri vseh skupinah bolnikov statisticno znacilno visje kot
mediana pri zdravih krvodajalcih (KRV). Mediana koncentracij je bila pri skupini bolnikov
z GCA s kasnejSim poslabsanjem bolezni, ob Casu postavitve diagnoze, ko Se ni bilo
poslabsanja (to), viSja kot pri skupini bolnikov brez poslabsanja (GCA poz., brez zapleta).
Ob casu poslabsanja bolezni, ko je bila terapija ze uvedena (t1), je bila pri teh bolnikih

mediana niZja kot ob ¢asu postavitve diagnoze, ko $e ni bilo poslabsanja (to) (Slika 8).
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Slika 8: Koncentracije IL-8 v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za IL-8 (1,8 pg/ml). Mediana koncentracij je
podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini. Statisticno znacilne razlike med skupinami so
oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in ¢rko p.

Bolnikom brez zapleta se je koncentracija IL-8 po 3 mesecih (t1) zelo povisala v primerjavi
s koncentracijo ob postavitvi diagnoze (t), po 6 mesecih padla (t,) in se po 1 letu (t3) spet
zvisala. Pri bolnikih z zapletom je bila koncentracija najvisja ob Casu ob postavitvi

diagnoze, po 3 in 6 mesecih se je znizala in se po 1 letu zopet zvisala (Slika 9).
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Slika 9: Koncentracije 1L-8 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razli¢nih ¢asovnih obdobjih (t;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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Serumske koncentracije IL-10 so bile pri vecini preiskovancev zelo nizke. Najnizje
koncentracije 1L-10 smo doloc¢ili v serumih zdravih krvodajalcev (KRV). Med
posameznimi skupinami so se pojavile rahle razlike, ki pa niso bile statisti¢cno znacilne.
Opazimo pa, da je bila mediana koncentracij pri bolnikih z GCA, brez kasnejSega
poslabSanja bolezni (GCA poz., brez zapleta) nizja kot pri bolnikih s kasnejSim
poslabSanjem bolezni, tako ob Casu postavitve diagnoze (to) kot tudi ob casu pojava

poslabsanja bolezni (t;) (Slika 10).
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Slika 10: Koncentracije 1L-10 v serumih posameznih preiskovancev
Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za I1L-10 (1,6 pg/ml). Mediana koncentracij
je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini.

Pri ostalih analiziranih citokinih, kot so IL-2, IL-4, IL-12 in IFN-y, so bile mediane
serumskih koncentracij pri vseh skupinah pod mejo detekcije in le pri posameznikih so
koncentracije presegle mejo detekcije, pri ¢emer so bile pri nekaterih od teh posameznikov
koncentracije posameznih citokinov zelo visoke (npr. IL-12). Pri citokinih, kot so IL-17,
IL-22 in IL-33, so bile koncentracije pri vseh skupinah na nivoju slepe in jih z izbrano

metodo nismo uspeli zaznati.
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4.1.5 Matriks metaloproteinaze

Mediane koncentracij MMP-2 niso bile statisti¢cno znacilno razlicne med skupino
krvodajalcev (KRV) in skupinami bolnikov, razen tistimi s kasnej$im poslabsanjem
bolezni, ob Casu poslabsanja (t1), kjer je bila mediana visja. Pri skupini bolnikov s
kasnejS$im poslabSanjem bolezni, je bila mediana koncentracij statisti¢éno znacilno visja ob
Casu poslabsanja (t1) kot ob ¢asu postavitve diagnoze, ko $e ni bilo prisotnega poslabSanja

bolezni (to) (Slika 11).
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Slika 11: Koncentracije MMP-2 v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za MMP-2 (0,11 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini. Statisticno znacilne razlike med
skupinami so oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in érko p.

Longitudinalno so bile koncentracije MMP-2 pri vseh skupinah dokaj konstantne ob

razli¢nih ¢asih odvzema vzorcev in se niso spreminjale niti glede na ¢as odvzema niti glede

na Cas pojava poslabsanja (Slika 12).
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Slika 12: Koncentracije MMP-2 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razli¢nih ¢asovnih obdobjih (t;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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Mediana serumskih koncentracij MMP-9 je bila pri krvodajalcih (KRV) statisticno
znacilno nizja kot pri bolnikih z GCA s kasnej$im poslab$anjem bolezni (to in t;). Visje
vrednosti smo dolo¢ili pri skupini bolnikov s kasnej$im poslabsanjem bolezni (to in t;) v
primerjavi s skupino bolnikov, kjer se poslabsanje kasneje ne pojavi (GCA poz., brez
zapleta). Razlika je bila statisti¢no znacilna ob ¢asu poslabsanja bolezni (t;). Koncentracija
MMP-9 je bila pri bolnikih s kasnej$im poslabSanjem bolezni, ob ¢asu poslabsanja (t;)

vi§ja kot ob Casu postavitve diagnoze, ko poslabsanje $e¢ ni bilo prisotno (tp) (Slika 13).
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Slika 13 : Koncentracije MMP-9 v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za MMP-9 (0,01 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini. Statisticno znacilne razlike med
skupinami so oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in ¢rko p.

Koncentracije MMP-9 so se pri vseh bolnikih zvisale po 3 mesecih (t1) v primerjavi s
Casom ob postavitvi diagnoze (to). Po 6 (t;) in 12 mesecih (t3) je bila njihova koncentracija
konstantna pri bolnikih brez zapleta in pri bolnikih z zapletom po 3 mesecih. Pri bolnikih z

zapletom po 6 mesecih pa so se koncentracije po 6 in 12 mesecih znizale (Slika 14).
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Slika 14: Koncentracije MMP-9 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razli¢nih ¢asovnih obdobjih (t;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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4.1.6 Adhezijske molekule

Serumske koncentracije ICAM-1 med skupinami niso bile statisticno znacilno razli¢ne. Pri
skupini preiskovancev, kjer sum na GCA ni bil histolosko potrjen (GCA neg.) so bile
koncentracije najvisje. Mediane koncentracij ICAM-1 so bile pri bolnikih z GCA, pri
katerih kasneje ni prislo do poslabsanja bolezni (GCA poz., brez zapleta), nizje kot pri
zdravih krvodajalcih (KRV). Vrednosti so bile nekoliko visje pri bolnikih s kasnejSim
poslabsanjem bolezni, ob ¢asu postavitve diagnoze, ko poslabSanje $e ni bilo prisotno (to),

v primerjavi z zdravimi krvodajalci (KRV) in so se ob ¢asu pojava poslabsanja (t;) znizale
(Slika 15).
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Slika 15: Koncentracije ICAM-1 v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za ICAM-1 (0,09 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini.

Longitudinalno spremljano so se serumske koncentracije ICAM-1 pri vseh skupinah
bolnikov znizale po 3 (t1), 6 (t2) in 12 mesecih (t3) po postavitvi diagnoze oziroma uvedbi

zdravljenja v primerjavi s koncentracijami ob ¢asu postavitve diagnoze (to) (Slika 16).
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Slika 16: Koncentracije ICAM-1 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razlicnih casovnih obdobjih (to;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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Vsi bolniki s histolosko potrjeno (GCA poz.) in preiskovanci s histolosko ovrzeno
diagnozo GCA (GCA neg.) so imeli visje mediane serumskih koncentracij VCAM-1 kot
skupina zdravih krvodajalcev (KRV). Prav tako so imeli bolniki s kasnej$im poslabsanjem
bolezni (tp in t;), vi§je koncentracije VCAM-1 kot bolniki, ki kasneje niso doziveli
poslabsanja bolezni (GCA poz., brez zapleta). Razlike med skupinami pa niso bile

statisti¢no znacilne (Slika 17).
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Slika 17: Koncentracije VCAM-1 v serumih posameznih preiskovancev
Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za VCAM-1 (0,24 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini.

Koncentracije VCAM-1 so bile ob casu diagnoze (to) najvisje pri bolnikih, ki so
poslabsanje bolezni doziveli po 3 mesecih in so se nato znizale (t1, to, t3). Pri drugih dveh
skupinah so se koncentracije po 3 mesecih zelo zvisale (t1), po 6 mesecih znizale (t) in po

1 letu (t3) spet zvisale (Slika 18).
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Slika 18: Koncentracije VCAM-1 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razlicnih casovnih obdobjih (to=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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Tudi pri L-selektinu mediane koncentracij med skupinami niso bile statistiéno znacilno
razli¢ne. Izstopala sta le dva posameznika s potrjeno diagnozo GCA, ki sta imela zelo
visoke serumske koncentracije L-selektina in pri katerih kasneje ni prislo do poslabsanja
bolezni (GCA poz., brez zapleta) (Slika 19).
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Slika 19: Koncentracije L-selektina v serumih posameznih preiskovancev
Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za L-selektin (0,11 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini.

Serumske koncentracije L-selektina so se, podobno kot pri VCAM-1, pri skupini bolnikov
z zapletom po 3 mesecih znizale po 3 (t1), 6 (t2) in 12 mesecih (t3) po postavitvi diagnoze
(to). Pri ostalih dveh skupinah bolnikov so se koncentracije po 3 mesecih po postavitvi
diagnoze znizale (t;) v primerjavi s ¢asom ob postavitvi diagnoze (to), po 6 mesecih (t2)

zvisale in po 1 letu (t3) ponovno znizale (Slika 20).
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Slika 20: Koncentracije L-selektina v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razlicnih casovnih obdobjih (to;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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4.1.7 Serumski amiloid A

Ce mediane testiranih skupin primerjamo s prazno vrednostjo (95. percentil pri zdravi
populaciji) za SAA (6,4 png/ml) opazimo, da so imele vse skupine bolnikov s histolosko
potrjeno diagnozo GCA (GCA poz.) in preiskovanci s histolosko ovrzeno diagnozo GCA
(GCA neg.) zelo povisane koncentracije SAA v primerjavi z zdravo populacijo. Mediana je
bila pri bolnikih s histolosko potrjeno diagnozo GCA (GCA poz.) vi§ja kot pri bolnikih s
sumom na GCA, ki pa ni bil histolosko potrjen (GCA neg.). Mediana serumskih
koncentracij je bila pri skupini bolnikov z GCA s kasnej$im poslab$anjem bolezni, ob ¢asu
postavitve diagnoze, ko poslabsanja $e ni bilo (t), statisticno znacilno visja od mediane pri
isti skupini bolnikov ob ¢asu poslabsanja bolezni (t;) in od mediane pri skupini bolnikov,
kjer GCA ni bil histolosko potrjen (GCA neg.) (Slika 21).
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Slika 21: Koncentracija SAA v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje prazno vrednost za SAA (95. percentil pri zdravi populaciji)
- 6,4 pg/ml. Mediana koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in Stevilko pri vsaki skupini. Statisti¢no
znacilne razlike med skupinami so oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in ¢rko p.

4.1.8 Hitinazi 3 podoben protein 1

V primerjavi z mediano koncentracij CHI3-L1, doloceno pri zdravih krvodajalcih (KRV),
so imele vse skupine bolnikov s histolosko potrjeno diagnozo GCA (GCA poz.) in skupina
preiskovancev s histolo§ko ovrzeno diagnozo GCA (GCA neg.) statisticno znacilno visjo
mediano. Pri bolnikih s kasnejsim poslabsanjem bolezni so bile serumske koncentracije ob

Casu postavitve diagnoze, ko $e niso doziveli poslabsanja (tp), nekoliko visje kot ob casu

poslabsanja bolezni (t;). Prav tako je bila mediana pri omenjeni skupini, ob ¢asu postavitve
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diagnoze (tp) visja v primerjavi z mediano pri bolnikih brez kasnejSega poslabsanja bolezni
(GCA poz., brez zapleta) (Slika 22).
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Slika 22: Koncentracije CHI3-L1 v serumih posameznih preiskovancev

Vodoravna ¢rta v spodnjem delu grafa prikazuje mejo detekcije za CHI3-L1 (0,01 ng/ml). Mediana
koncentracij je podana z vodoravno ¢rto in $tevilko pri vsaki skupini. Statistino znacilne razlike med
skupinami so oznacene z vodoravno ¢rto na vrhu grafa in érko p.

Bolnikom brez zapleta se je serumska koncentracija CHI3-L1 zelo znizala po 3 mesecih
(t1) od postavitve diagnoze (to), bila nato konstantna (t;) in se po 1 letu (t3) spet zvisala.

Ostalima dvema skupinama se je koncentracija le malo spreminjala (Slika 23).
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Slika 23: Koncentracije CHI3-L1 v serumih bolnikov z GCA

Prikazane so mediane serumskih koncentracij bolnikov brez zapleta, bolnikov z zapletom po 3 mesecih in
bolnikov z zapletom po 6 mesecih, v razlicnih ¢asovnih obdobjih (t;=Cas ob postavitvi diagnoze, t;=3 mesece
po postavitvi diagnoze, t,=6 mesecev po postavitvi diagnoze, t;=12 mesecev po postavitvi diagnoze).
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4.2 RAZLIKE V IZRAZANJU GENOV

4.2.1 Citokini

Med skupinami bolnikov s histolosko potrjeno in ovrzeno diagnozo GCA ni bilo razlik v
izrazanju genov za citokine. Dva preiskovanca sta izstopala (VZ6, ki nima potrjene
diagnoze GCA in VZ12, ki ima poslabSanje bolezni), saj sta imela veéje izrazanje genov za
citokine v primerjavi z ostalimi preiskovanci. Pri VZ10, ki nima poslabsanja bolezni, je
bilo izrazanje genov za vse 4 citokine manjSe v primerjavi z drugimi. Pri VZ9 je bilo
izrazanje genov za IL-6, IL-8 in IL-12 prav tako manj$e v primerjavi z ostalimi. Zanimivo
je, da je bilo izrazanje genov za vse §tiri vrste citokinov znotraj enega preiskovanca zelo
podobno (Preglednica Ill, Slika 24).

Preglednica Ill: Gensko izraZanje citokinov v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij posameznih

preiskovancev
Izstopajoce vrednosti posameznih vzorcev so oznacene z odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz., zaplet
VzZ1 VZ2 VZ3 VZ4 Vz5 Vz6 |VzZ7i VZ8 VZ9 VZ10 VZ11 VZ12
I1L-6 147 1,16 1,24 1,51 169 254 2,03 1,55 0,71 0,55 1,00 2,17
TNF-a | 1,50 0,70 1,22 1,10 165 3,04 1,66 2,44 1,11 0,36 1,00 2,55
IL-8 1,33 1,06 1,22 1,61 1,83 2,54 1,99 1,17 0,70 0,68 1,00 2,02
1L-12 1,35 1,00 1,17 1,71 184 255 2,21 1,18 052 0,57 1,00 2,17
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200 - TNF-a
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Genska ekspresija
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Slika 24: Gensko izrazanje citokinov v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij posameznih
preiskovancev
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4.2.2 Matriks metaloprozeinaze in njihovi inhibitorji

Gen za MMP-2 je bil zelo izrazen pri 4 od 6 bolnikov iz skupine, ki nimajo potrjene
diagnoze GCA, medtem ko se je pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA manj izrazal.
Obratno je bilo gensko izrazanje MMP-9 vecje pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA (pri
4 od 6 bolnikov), medtem ko je bilo preiskovancih z ovrzeno diagnozo GCA manjse (pri 4
od 6 bolnikov). Pri MMP-12 ne opazimo razlik v izraZzanju med razli¢nimi skupinami
preiskovancev. Pri preiskovancih, ki nimajo potrjene diagnoze GCA, je bilo izraZanje gena
za TIMP-2 manjse kot pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA. Tudi izrazanje gena za
TIMP-1 je bilo ve¢je pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA. Moc¢no sta izstopala vzorca 2
in 7, ki sta imela ve¢je izrazanje gena za TIMP-2 v primerjavi z ostalimi (Preglednica 1V,

Slika 25).

Preglednica IV: Gensko izrazanje MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

Vzorci, pri katerih je izrazanje posameznega gena vecje so oznaceni z roznato barvo, vzorci, pri katerih je
gensko izrazanje manjSe pa z modro barvo. Izstopajoe vrednosti posameznih vzorcev so oznalene z
odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz,,
zaplet

Vz1 VZ2 VZ3 Vz4 NVZ5 VZ6 | VZ7 VZ8 VZ9 VZ10 | Vvz11  VZ12
MMP-2 1,30 1,12 1,83 2,67 3,10 384 | 1,77 0,73 0,64 1,49 1,00 1,85
MMP-9 0,95 0555 049 110 0,61 1,74 | 1,24 1,07 1,22 0,43 1,00 0,78
MMP-12 048 0,78 053 057 0,66 1,07 | 0,72 0,47 0,65 0,21 1,00 0,86
TIMP-1 0,10 0,51 0,03 0,06 0,06 0,07 | 0,39 0,71 0,59 0,18 1,00 0,37
TIMP-2 0,46 1,10 0,21 0,27 0,25 0,16 | 1,51 0,65 0,86 0,52 1,00 0,63

4,50 +
4,00 -
3,50 -~
mTIMP1
23,00 -
(5]
é 2,50 - HTIMP2
§ 2,00 - MMP2
X
2 1,50 = MMP9
o 1,00
u MMP12
0,50
0,00
VZ8 | VZ9 |VZ10|VZ11 |VvZ12
GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz.,
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Slika 25: Gensko izrazanje MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij posameznih

preiskovancev
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Ce pogledamo razmerje med izrazanjem genov za MMP-2 in TIMP-2 ugotovimo, da je
bilo razmerje vecje pri preiskovancih, ki nimajo potrjene diagnoze GCA v primerjavi z
bolniki s potrjeno diagnozo GCA. Izstopal je le vzorec 2, pri katerem je razmerje manjse.
Do enakih razlik je prislo tudi pri razmerju med MMP-9 in TIMP-1, kjer je prav tako
izstopal vzorec 2 (Slika 26).
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zaplet

Slika 26: Razmerje izrazanja genov za MMP in TIMP v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

4.2.3 Adhezijske molekule

Pri izrazanju gena za ICAM-1 ni bilo ve¢jih razlik med skupinami. lzstopali so vzorci 5, 6
in 7 iz skupine, ki nima histolosko potrjene diagnoze GCA ter VZ12 iz skupine s kasnej$im
poslabsanjem bolezni, ki so imeli vecje izrazanje gena za ICAM-1 v primerjavi z ostalimi.
Pri VZ10 pa je bilo izrazanje gena za ICAM-1 manjse kot pri ostalih. Gensko izrazanje
VCAM-1 je bilo ve¢je pri skupini bolnikov s potrjeno diagnozo GCA v primerjavi s
preiskovanci z ovrzeno diagnozo GCA. Izrazanje je bilo najvecje pri skupini bolnikov z
GCA brez kasnejSega poslabSanja bolezni. lzstopal je vzorec 8, pri katerem je bilo zelo
povecano izrazanje VCAM-1 v primerjavi z ostalimi preiskovanci (Preglednica V, Slika
27).
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Preglednica V: Gensko izrazanje ICAM-1 in VCAM-1 v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

Vzorci, pri katerih je izrazanje posameznega gena vedje so oznaceni z roznato barvo, vzorci, pri katerih je
gensko izrazanje manj$e pa z modro barvo. IzstopajoCe vrednosti posameznih vzorcev so oznalene z
odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz., zaplet
VzZ1 VZ2 VzZ3 VzZ4 VZ5 VZ6 VZ7 VZ8 VzZ9 VZ10 | VZ11 VZ12
ICAM-1 149 088 132 191 234 2,31 1,65 1,74 0,88 0,48 1,00 2,71
VCAM-1 [ 035 139 006 013 0,11 0,10 0,56 4,11 152 217 1,00 0,72
5,00 -
© 4,00 - HVCAM-1
S 300 - ICAM-1
o ’
2
o 2,00 -
Y,
: oo L I |
© 0,00 ™ - =

VZ1 | VZ2 | VZ3 ‘ VZ4 | VZ5 VZG VZ7 V28 V29 VZlO Vle VZ12

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz.,
zaplet

Slika 27: Gensko izrazanje ICAM-1 in VCAM-1 v biopti¢nih vzorcih tkiv temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

4.2.4 Proteini akutne faze

Gen za feritin se je bolj izraZal pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA v primerjavi z
bolniki, ki nimajo potrjene diagnoze GCA. Izstopali so vzorci 2, 7 in 9, pri katerih je bilo
vec€je izrazanje gena za feritin v primerjavi z ostalimi. Gensko izraZanje apoAl je bilo
veéje pri preiskovancih, ki nimajo potrjene diagnoze GCA kot pri bolnikih s potrjeno
diagnozo GCA. V izrazanju gena za apoAl sta izstopala vzorca 6 in 12, ki sta imela
povecano izraZanje tega gena v primerjavi z ostalimi (Preglednica VI, Slika 28).

Preglednica VI: Gensko izrazanje feritina in apoAl v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev

Vzorci, pri katerih je izrazanje posameznega gena vedje so oznaceni z roznato barvo, vzorci, pri katerih je

gensko izrazanje manjSe pa z modro barvo. IzstopajoCe vrednosti posameznih vzorcev so oznacene z
odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz., zaplet
Vzl VzZ2 VZ3 VZ4 NVZ5 VZ6 Vz7 VzZ8 VZ9 VZ10 | VvzZ11 VZ12
Feritin [ 055 150 020 032 037 043 |207 083 145 051 1,00 0,46
ApoAl | 1,29 1,09 1,47 1,73 1,60 2,32 1,32 0,79 046 0,57 1,00 2,00
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Slika 28: Gensko izrazZanje feritina in apoAl v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij posameznih
preiskovancev

4.2.5 Oznacevalci oksidativnega stresa
Pri izrazanju genov za SODI in SOD2 so bile pri preiskovancih le majhne razlike.
Izstopala sta VZ10, pri katerem je bilo zelo povecano izraZzanje gena za SOD2, in VZ1, pri

katerem je bilo zelo povecano izrazanje gena za SOD1 (Preglednica VII).

Preglednica VII: Gensko izrazanje SOD1 in SOD2 v biopti¢nih vzorcih temporalnih arterij
posameznih preiskovancev
Izstopajoce vrednosti posameznih vzorcev so oznacene z odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz., zaplet

vzl VvVZ2 VZ3 VZ4 VZ5 VZ6 | VZi VZ8 VZ9 VZ10 VZ11 VZ12
SODb1 | 3,76 046 0,69 1,00 1,25 0,90 101 034 062 1,79 1,00 0,65
SOD2 | 0,24 137 032 078 053 046 | 037 091 071 1156 1,00 0,30

4.2.6 Oznacevalci celiénih tipov

Med bolniki s potrjeno diagnozo GCA in bolniki, ki nimajo potrjene diagnoze GCA nismo
ugotovili pomembnejsih razlik v genskem izrazanju celi¢nih oznacevalcev limfocitov B,
granulocitov in makrofagov M2. lzstopali so vzorci 6, 7 in 12, pri katerih je bilo vecje
izrazanje genov za oznacevalce vseh treh celi¢nih tipov v primerjavi z ostalimi. VVzorca 9
in 10 sta imela manjse izrazanje genov za oznacevalce limfocitov B in makrofagov M2,
vzorca 2 in 10 pa sta imela manjSe izrazanje genov za oznaevalce granulocitov V

primerjavi z ostalimi (Preglednica VIII, Slika 29).
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Preglednica VIII: Gensko izraZanje oznacevalcev razliénih celi¢nih tipov v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij posameznih preiskovancev
Izstopajoce vrednosti posameznih vzorcev so oznacene z odebeljenim tiskom.

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz.,
zaplet
Vz1 VZz2 VZ3 VzZ4 VZ5 VZ6 | VZi VZ8 VZ9 VZ10 | VZ11 VZ12
Limf. B 1,38 1,11 106 141 1,23 241 | 2,13 132 057 0,55 1,00 2,01
Granulociti 123 049 147 116 152 250 (163 081 095 071 1,00 1,73
Makrofagi M2 1,15 059 1,02 1,09 1,05 150 | 1,37 0,86 0,46 0,46 1,00 1,21

3,00 -
2,50 ~
2,00 -
1,50 -

1,00 -
e I I I I
0,00 ~

VZlO Vle V212

H Limf. B (CD20) Granulociti (CD66b) Makrofagi M2 (CD163)

Genska ekspresija

GCA neg. GCA poz., brez zapleta GCA poz.,
zaplet

Slika 29: Gensko izraZanje oznacevalcev razli¢nih celi¢nih tipov v biopti¢nih vzorcih temporalnih
arterij posameznih preiskovancev

4.2.7 Makrofagni receptor s kolagensko strukturo

IzraZzanje gena za MARCO je bilo ve¢je pri preiskovancih s potrjeno diagnozo GCA
(izjema VZ10) v primerjavi s preiskovanci, ki nimajo potrjene diagnoze GCA (izjema VZ2
in VZ6) (Slika 30).
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Slika 30: Gensko izrazanje MARCO v bioptiénih vzorcih temporalnih arterij posameznih
preiskovancev
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5 RAZPRAVA

5.1 CITOKINI

Med razli¢énimi raziskavami, opravljenimi pri bolnikih z GCA, sta najbolj preucevana
vnetna citokina IL-6 in TNF-a. Vecina $tudij poroca, da je koncentracija IL-6 povisana v
serumu ali plazmi bolnikov z GCA, pri katerih terapija z GS $e ni uvedena, v primerjavi z
zdravimi (43, 46-54). Tudi naSi rezultati kazejo, da je koncentracija IL-6 v serumu
bolnikov z GCA poviSana v primerjavi z bolniki, ki nimajo histolosko potrjene diagnoze
GCA. Prav tako so serumske koncentracije IL-6 zelo visoke pri bolnikih z GCA v
primerjavi s prazno vrednostjo za IL-6 pri zdravi populaciji. Vendar moramo paziti na to,
da IL-6 ni diagnosti¢no specificen le za GCA in je njegova koncentracija lahko povecana
tudi pri drugih vnetnih boleznih (npr. PMR, revmatoidni artritis). Ugotovili smo tudi, da so
koncentracije IL-6 v serumih bolnikov z GCA, ki nimajo poslabSanja bolezni, nizZje v
primerjavi z bolniki, ki imajo poslabsanje bolezni, kar se sklada z nekaterimi objavljenimi
raziskavami (51-53). Zanimivo je, da je koncentracija IL-6 pri bolnikih s poslabsanjem
bolezni nizja v ¢asu odvzema ob pojavu poslabSanja v primerjavi s asom odvzema ob
postavitvi diagnoze, ko poslabsanje $e ni prisotno, kar je verjetno posledica uspesnega
zdravljenja z GS, glede na to, da se je poslabsanje pri vecini bolnikov pojavilo po 3 ali 6
mesecih od uvedbe terapije. Po navedbah vec razlicnih avtorjev se po uvedbi terapije,
koncentracija IL-6 pri ve¢ini bolnikov zniza v primerjavi z nezdravljenimi bolniki (43, 46-
50, 52, 53). Roche in sod. (47) pa so dokazali tudi, da se bolnikom, ki doseZejo remisijo
kliniénih znakov, po zmanjSanju odmerka oziroma ukinitvi terapije, koncentracija hitro
povisa, kar bi lahko pomenilo, da GS vplivajo neposredno na izlo¢anje oziroma na gensko
transkripcijo IL-6, ne pa tudi na vzroke in mehanizme, zaradi katerih se IL-6 izloca (47).
Nekateri so IL-6 predlagali kot oznacevalec za aktivnost bolezenskega procesa GCA in za
spremljanje zdravljenja, saj korelira s klini¢nimi znaki in je bolj diagnosti¢no obcutljiv za
GCA kot CRP in ESR (47, 50, 51). Pri genskem izrazanju IL-6 v biopti¢nih vzorcih
temporalnih arterij med bolniki, ki nimajo potrjene diagnoze GCA in bolniki s potrjeno
diagnozo GCA nismo ugotovili razlik. Gen za IL-6 se pri vseh skupinah preiskovancev
dobro izraza. Nasprotno so nekateri avtorji ugotovili povecano izraZanje genov za IL-6 pri
bolnikih z GCA v primerjavi z zdravimi (43, 46, 51, 54, 55). Hernandez-Rodriguez in sod.

(56) so dokazali, da je povisano gensko izrazanje v tkivu temporalnih arterij za IL-6 Se
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posebej vidno pri bolnikih z mo¢nim sistemskim odgovorom na vnetje, kar nakazuje na
vpletenost IL-6 v nastanek akutne faze vnetja. IL-6 je namre¢ eden glavnih citokinov, Ki
pospesijo sintezo proteinov akutne faze v jetrih. Ista skupina raziskovalcev je ugotovila
tudi, da sta koncentracija IL-6 v serumu in izrazanje IL-6 v temporalnih arterijah bolnikov
z ishemi¢nimi zapleti manjSa kot pri bolnikih, ki nimajo ishemi¢nih zapletov (54). Mozen
je torej vpliv IL-6 na endotelij in kasneje na angiogenezo. Tudi endotelijske celice so
namre¢ sposobne proizvodnje IL-6. Vecja angiogena aktivnost v arterijah bolnikov z GCA
pa je, po navedbah nekaterih raziskovalcev, povezana z manj pogostimi ishemi¢nimi
zapleti bolezni (33). Vecja neovaskularizacija je opazena pri bolnikih z mo¢no sistemsko
reakcijo oziroma z vec¢jimi koncentracijami IL-6 (33). Vecina avtorjev je enotna, da se gen

za IL-6 najbolj izraza v makrofagih in fibroblastih, prisotnih v vnetih arterijah (46, 56).

TNF-a je prav tako kot IL-6 mediator reakcije akutne faze. Podatki o njegovih nivojih pri
bolnikih z GCA so nasprotujo¢i. Medtem ko ga nekateri raziskovalci v serumu ali plazmi
sploh niso uspeli zaznati (47, 48), drugi niso ugotovili razlik med zdravimi in bolniki z
GCA (49, 50, 57), tretji pa navajajo razlike med bolniki in zdravimi (52-54). V nasi
raziskavi serumskih koncentracij TNF-a pri zdravih krvodajalcih nismo uspeli zaznati,
medtem ko so pri bolnikih z GCA koncentracije nad mejo detekcije. Mediana koncentracij
pri zdravih krvodajalcih je statisti¢no znacilno nizja od mediane koncentracij pri bolnikih s
kasnejSim poslabsanjem bolezni. Ob ¢asu poslabSanja imajo bolniki visje koncentracije
TNF-o v primerjavi s ¢asom ob diagnozi, ko $e ni bilo poslabsanja bolezni, kar je v skladu
z objavljenimi raziskavami (52, 53). Koncentracija TNF-a se po 3 mesecih po postavitvi
diagnoze in uvedbi zdravljenja vsem bolnikom zvi$a, po 6 zniZza in po 1 letu spet zvisa. To
bi lahko pripisali u¢inkom zdravljenja, saj GS ucinkovito zavrejo provnetne citokine, kot
so IL-6 in TNF-a. Odmerek GS se po 1 letu zmanjsa in posledi¢no se TNF-a lahko zvisa,
zato bi bilo smiselno mogoce pridobiti Se podatek, kdaj in za koliko se je bolnikom zniZal
odmerek GS. Med bolniki s histolosko potrjeno in ovrzeno diagnozo GCA nismo uspeli
dokazati razlik v izraZzanju genov za TNF-a. Nasprotno je vecini avtorjev, ki so analizirali
izrazanje genov za TNF-o, uspelo dokazati statisti¢no znacilne razlike med zdravimi in
bolniki z GCA (54-56, 58), pri ¢emer so makrofagi in vecjedrne celice velikanke v vnetih
arterijah glavni proizvajalci TNF-a, vendar naj ta ne bi imel klju¢nega pomena pri

patogenezi GCA. Poskusali so namre¢ uvesti terapijo, pri Kateri je tar¢a zdravil TNF-a,
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vendar niso ugotovili pomembne;jsih u¢inkov na potek bolezni, zato so sklepali, da so pri

kroni¢nem vaskulitisu bolj pomembni u¢inki limfocitov T (49, 57).

IL-17 je znalilen citokin za imunski odziv usmerjen v Th17. Pri procesu GCA je
pomemben, saj vzpodbudi makrofage, da proizvajajo vnetne citokine, vpliva na
endotelijske celice, VSMC in fibroblaste, privabi nevtrofilce in makrofage na mesto vnetja
ter poveca proizvodnjo kemokinov (23, 24). V nasi raziskavi serumskih koncentracij IL-17
pri bolnikih z GCA nismo zaznali. Prav tako ga v raziskavi, opravljeni s strani Deng in
sod. (43), v plazmi bolnikov niso uspeli zaznati. Van der Gees (50) pa v svoji raziskavi ne
ugotovi razlik v serumskih koncentracijah IL-17 med zdravimi in bolniki z GCA. Vzroki
za nezmoznost dolo¢itve IL-17 in ostalih citokinov bi lahko bili naslednji: razlicen ¢as
odvzema vzorca (cirkadialni ritem, fizi¢na aktivnost, tes¢ost), shranjevanje (na -80°C je
vecina citokinov stabilnih do treh let) ter veckratno odtajevanje in zamrzovanje vzorcev, ki
dokazano vplivajo na stabilnost citokinov (59). Tudi gen za IL-17 se v arterijah bolnikov z
GCA v nasi raziskavi ni izrazal, Ceprav ve¢ avtorjev poroca o vpletenosti IL-17 v akutni
oziroma zgodnji proces GCA (9, 18, 43) in 0 poveanem genskem izrazanju pri bolnikih z

GCA v primerjavi z zdravimi, ki se po uvedbi zdravljenja zmanjsa (43, 53, 60).

Prav tako kot IL-17, tudi IFN-y nismo uspeli zaznati v vzorcih serumov bolnikov z GCA in
v serumih zdravih krvodajalcev. V dosedanjih raziskavah so IFN-y le redki dolocevali v
serumu in ga vecinoma, podobno kot v nasi raziskavi, niso uspeli dolociti (48, 53).
Nekateri pa so ugotovili, da imajo bolniki poviSane koncentracije v serumu oziroma plazmi
v primerjavi z zdravimi (50, 61). VVzroki za nezmoznost detekcije so lahko enaki kot pri IL-
17, do razlik lahko prihaja tudi zaradi doloCevanja koncentracije v razli¢nih bioloskih
vzorcih. V predhodni raziskavi so namre¢ ugotovili, da so koncentracije IFN-y v plazmi
vi§je kot v serumu (62). Pri preiskovancih, vkljucenih v naso raziskavo, se gen za IFN-y v
tkivu temporalnih arterij ni izrazil. V literaturi pa navajajo razlike v izraZzanju gena med
zdravimi in bolniki z GCA (43, 53, 55, 58). Ugotovijo celo povecano izrazanje v tkivu
bolnikov s pogostejSimi zapleti (53). Vendar smo v nasi raziskavi testirali le 2 biopti¢na
vzorca temporalnih arterij bolnikov z GCA, kjer se IFN-y ni dobro izrazil in smo zato
lahko izpustili biopticne vzorce arterij, kjer bi se mogoce dobro izrazal. Zanimivo bi bilo

pridobiti vzorec ponovno ¢ez 6 mesecev ali po 1 letu po uvedbi zdravljenja in ponovno
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primerjati izrazanje genov, saj se mogoce IFN-y zacne izlocati Sele kasneje, pri poznem

oziroma kroni¢nem vaskulitisu.

Tudi koncentracije 1L-12, ki je, prav tako kot IFN-y, povezan z odzivom usmerjenim v
Thl, so bile pri veéini preiskovancev v na$i raziskavi pod mejo detekcije in le pri
posameznikih so bile koncentracije zelo visoke. O nivojih 1L-12 se literatura razhaja.
Nekateri so ugotovili, da so koncentracije povecane v plazmi pri bolnikih z aktivnim GCA
v primerjavi z zdravimi (43). Drugi avtorji ne navajajo razlik v koncentracijah med
zdravimi in bolniki z GCA (50). Visvanathan in sod. (53) so ugotovili povecano serumsko
koncentracijo 1L-12 pri bolnikih, ki dozivijo zaplet v primerjavi z bolniki, ki ne dozivijo
zapleta. Prav tako je bila serumska koncentracija vecja v ¢asu ob pojavu zapleta kot v ¢asu
ob postavitvi diagnoze. Vendar so v omenjeni raziskavi dolocali serumsko koncentracijo
podenote p40, medtem ko smo v nasi raziskavi doloc¢ali podenoto p70. Na mRNA nivoju
nismo uspeli dokazati razlik med bolniki s potrjeno in ovrzeno diagnozo GCA, medtem ko
drugi avtorji navajajo razlike v izrazanju genov za IL-12 v temporalnih arterijah bolnikov z
GCA v primerjavi z zdravimi (43). Visvanathan in sod. (53) ugotovijo $e, da imajo bolniki

s pogostimi zapleti povec¢ano izrazanje 1L-12.

O vlogi IL-8 v patogenezi GCA je bilo opravljenih le malo raziskav, ki si medsebojno
nasprotujejo. Medtem ko nekateri (63) ugotovijo, da imajo zdravi preiskovanci v
primerjavi z bolniki z GCA nizje koncentracije IL-8 v serumu, drugi (50) ne ugotovijo
razlik v serumih med zdravimi in bolniki z GCA. V nasi $tudiji so se pojavile statisticno
znacilne razlike med zdravimi krvodajalci in bolniki z GCA. Bolniki brez zapleta so imeli
rahlo nizje koncentracije kot bolniki z zapletom. Serumske koncentracije 1L-8 so se pri
bolnikih, po 6 mesecih po postavitvi diagnoze in uvedbi terapije z GS, zelo znizale, ne
glede na klini¢ni potek bolezni. Po 1 letu so se koncentracije IL-8 spet zvisale, kar
nakazuje na to, da GS uspeSno zavrejo izloCanje oziroma tvorbo IL-8. Do enakih
ugotovitev pridejo tudi Alvarez-Rodriguez in sod. (63), ki navajajo, da se po uvedbi
zdravljenja z GS, koncentracije 1L-8 v serumih bolnikov znizajo. Podobno so ugotovili
tudi Nadkarni in sod. (64), ko so v plazmi dolo¢evali koncentracijo IL-8 pri bolnikih z
GCA ob postavitvi diagnoze, po 48 urah, po 1, 4 in 24 tednih po uvedbi zdravljenja.
Koncentracija IL-8 se je povecala po 48 urah, se znizala po 1 in 4 tednih in se po 24 tednih

zacela spet visati. Po daljSem ¢asovnem obdobju (6, 12 mesecih po postavitvi diagnoze) bi
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Slo mogoce za proces regeneracije oziroma angiogeneze, pri kateri naj bi imel vlogo tudi
IL-8 in se zato njegove koncentracije zacnejo spet viSati. Lahko bi bilo povecanje
koncentracije tudi posledica zmanj$evanja odmerka GS. Tudi gen za IL-8 se je v arterijah
nasih preiskovancev dobro izrazal, vendar pa ni bilo vecjih razlik med bolniki s histolosko
potrjeno in histolosko ovrzeno diagnozo GCA. Zanimivo je, da je imelo vseh 5 bolnikov s
povecCanim izrazanjem gena za IL-8, tudi vecje izrazanje gena za granulocite. To nakazuje

na uc¢inkovito kemotakti¢no lastnost IL-8, ki privabi nevtrofilce na mesto vnetja (63).

Ce primerjamo posamezne bolnike, vidimo, da nekateri zelo izstopajo po serumskih
koncentracijah posameznih analitov. Zanimivo je, da imajo vsi bolniki, ki imajo visoke
serumske koncentracije TNF-a, IL-6 in IL-8, tudi visoke serumske koncentracije ostalih
citokinov (IL-4, IL-10, IL-12, IL-33 in IL-22). Nekateri preiskovanci imajo torej zelo
povisane koncentracije skoraj vseh citokinov, medtem ko pri drugih analitih po
koncentracijah ne izstopajo. Ce pri teh bolnikih pogledamo $e izrazanje genov za TNF-q,
IL-6, IL-8 in IL-12 ugotovimo, da je to izraZanje nizje v primerjavi z drugimi bolniki in po
genskem izraZanju ne izstopajo. Ugotovitev tako kaze na sistemsko izloCanje citokinov in

ne le na lokalno izlo¢anje v vneti arteriji.

5.2 MATRIKS METALOPROTEINAZE IN NJIHOVI TKIVNI
INHIBITOR]JI

MMP spadajo v druzino endopeptidaz, ki so sposobne razgradnje sestavin zunajceli¢nega
matriksa, kot so kolagen, elastin, gelatin, glikoproteini in proteoglikan. Izloc¢a jih lahko ve¢
razlicnih vrst celic, med katere spadajo fibroblasti, endotelijske celice, makrofagi,
nevtrofilci in limfociti. Na njihovo aktivnost vplivajo njihovi naravni inhibitorji TIMP.
Povecana izrazenost in aktivnost MMP je posledica porusenja ravnotezja med izrazenostjo
MMP in TIMP in lahko vodi v Stevilne patoloske procese in razgradnjo tkiva (65, 66).
Serumi bolnikov z GCA imajo ob poslabSanju bolezni statisticno znaéilno visje
koncentracije MMP-2 kot ob ¢asu postavitve diagnoze, ko Se ni bilo poslabsanja.
Dolocevanje koncentracije MMP-2 v serumu bi bilo zato lahko uporabno za spremljanje
poteka bolezni in poteka zdravljenja ter pri napovedi ukinitve oziroma zmanjSanja
odmerka terapije. Gen za MMP-2 je v nasi raziskavi zelo izraZen pri 4 od 6 preiskovancev
iz skupine, ki nimajo potrjene diagnoze GCA, medtem ko se pri bolnikih z GCA man;j

izraza. Imunohistokemic¢no je MMP-2 pri zdravih ljudeh izrazena predvsem v VSMC, pri
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bolnikih z GCA pa v VSMC, levkocitnih infiltratih in miofibroblastih (30, 67). Avtorji
ugotavljajo tudi, da MMP-2 pri zdravih ni aktivna, medtem ko je pri bolnikih njena
aktivnost zelo povecana, kar nam pove, da je za njeno aktivacijo potreben drazljaj, kot je
vnetje oziroma povecana koli¢ina vnetnih citokinov (30). Izrazanje TIMP-2, ki zavira
delovanje MMP-2, je bilo v nasi $tudiji ve¢je pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA kot pri
preiskovancih, ki histolosko niso imeli potrjene diagnoze GCA. Tako ob izra¢unu razmerja
med MMP-2 in TIMP-2 dobimo vi$je vrednosti pri bolnikih brez GCA, kar pomeni, da je
proteoliti¢na aktivnost MMP-2 pri bolnikih z ovrzeno diagnozo GCA vecja kot pri bolnikih
s potrjeno diagnozo GCA. Rezultat je rahlo presenetljiv in ne potrjuje predhodnih $tudij
(67, 68).

Koncentracije MMP-9 so bile v serumih krvodajalcev nizje kot v serumih bolnikov z
diagnozo GCA. Do statisti¢no znacilnih razlik je prislo v medianah med skupino bolnikov
brez poslabsanja in skupino bolnikov s poslabsanjem bolezni, ob ¢asu poslabsanja, kar je v
skladu z navedbami nekaterih drugih avtorjev (53, 69). Ugotovili smo, da bi MMP-9 lahko
oznacevala proces aktivne bolezni GCA. Koncentracije v serumu pa ni¢ ne povedo o
aktivnosti encima, saj je ta lahko prisoten kot cimogen, v neaktivni obliki, ali pa ga
zavirajo njegovi tkivni inhibitorji (67), zato bi bilo smiselno v serumu dolocati Se aktivnost
teh encimov. Gensko izrazanje MMP-9 je vecje pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA kot
pri preiskovancih z ovrZeno diagnozo, kar je v skladu z vecino raziskav opravljenih za
MMP-9, kjer so ugotovili statisti¢no znacilne razlike v izrazanju genov za MMP-9 v tkivu
zdravih in bolnikov z GCA (67, 70, 71). Izrazanje gena za TIMP-1, ki zavira MMP-9, je
bilo povecano pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA v primerjavi z bolniki z ovrzeno
diagnozo GCA, podobno kot v raziskavi, ki so jo opravili Segarra in sod. (67). Vendar pa
je razmerje med MMP-9 in TIMP-1 v njihovi raziskavi e vedno veéje pri bolnikih,
medtem ko nasi rezultati kazejo ravno obratno (67). Rezultat je v nasprotju s pricakovanji,
saj smo pricakovali, da bo pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA razmerje v korist MMP-9
oziroma razgradnji zunanjega matriksa. Glede na to, da je izrazanje vecje za gena TIMP-1
in TIMP-2 kot za gena MMP-9 in MMP-2, pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA v
primerjavi z bolniki z ovrZzeno diagnozo GCA, bi lahko sklepali, da vnetje Se ni dokon¢no

razvito in se MMP-9 in MMP-2 Se nista zageli izlo¢ati.
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Serumskih koncentracij MMP-12 pri preiskovancih nismo zaznali, medtem ko se je gen za
MMP-12 dobro izrazal v biopti¢nih tkivih arterij vseh preiskovancev, ne glede na to, ali so
imeli potrjeno ali ovrzeno diagnozo GCA. Rezultat je v nasprotju z raziskavo, ki so jo
opravili Rodriguez-Pla in sod. (70), Kkjer je bil gen za MMP-12 pri bolnikih z GCA bolj
izrazen kot pri zdravih. Prav tako je bilo izrazanje genov za MMP-12 vecje kot gensko
izrazanje MMP-2 in MMP-9 (70). Smiselno bi bilo mogoce dolocati Se gensko izrazanje

VEGTF, ki vpliva na neoangiogenezo in dolociti povezanost med MMP in VEGF.

5.3 ADHEZIJSKE MOLEKULE

Med medianami koncentracij ICAM-1 in VCAM-1 v serumih zdravih krvodajalcev in
bolnikov z GCA ni statisticno znacilnih razlik. Ugotovili pa smo, da je mediana
koncentracij ICAM-1 pri zdravih krvodajalcih nekoliko visja od median koncentracij pri
bolnikih z GCA, medtem ko imajo bolniki z GCA visjo koncentracijo VCAM-1 kot zdravi
krvodajalci. Prav tako imajo bolniki s poslabsanjem bolezni visje koncentracije VCAM-1
kot bolniki, ki nimajo poslabsanja bolezni. V dosedanjih raziskavah so, v nasprotju z naso,
dokazali statisti¢cno pomembne razlike v koncentracijah ICAM-1 med zdravimi in bolniki z
GCA (53, 72, 73), medtem ko so za koncentracijo VCAM-1 rezultati razli¢nih $tudij
nasprotujoci. Coll-Vinent in sod. (72) ne porocajo o0 razlikah med zdravimi in bolniki z
GCA, Remahl in sod. (73) pa ugotovijo, da imajo bolniki z GCA statisticno znacilno visje
serumske koncentracije VCAM-1 v primerjavi z zdravimi kontrolami. Longitudinalno se v
nasi Studiji, koncentracije ICAM-1 pri vseh skupinah bolnikov zniZajo po 3, 6 in 12
mesecih po postavitvi diagnoze oziroma uvedbi zdravljenja v primerjavi s koncentracijami
ob Casu postavitve diagnoze. Koncentracije VCAM-1 se znizajo po 3 in 6 mesecih, po
enem letu pa se za¢nejo spet visati. Podobno znizanje koncentracij ICAM-1 dokazejo tudi
Coll-Vinent in sod. (72). Tudi na mRNA nivoju ugotovimo podobno kot pri koncentracijah
v serumu. lzrazanje gena za VCAM-1 je namre¢ vecje pri bolnikih s histolosko potrjeno
diagnozo GCA v primerjavi s tistimi z ovrzeno diagnozo GCA. VCAM-1 se najbolj izraza
pri skupini bolnikov brez poslabsanja bolezni. Cid in sod. leta 2000 (33) ugotovijo, da je
ICAM-1 v arterijah zdravih ljudi izrazena v endoteliju zile in v vasa vasorum, pri bolnikih
pa je v veCji meri izrazena V na novo nastalem mikrozilju, v adventiciji in na stiku med
medijo in intimo. Nasli so jo tudi v infiltriranih levkocitih v intimi. Podobno ugotovijo tudi
za VCAM-1, ki pri zdravih ljudeh v arterijah ni izrazena, v vnetih arterijah pa je zelo

izrazena v na novo nastalem mikrozilju (33).
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Pri L-selektinu so koncentracije v serumu zelo podobne pri vseh preiskovancih, mediane
so nekoliko nizje pri zdravih krvodajalcih. Longitudinalno, po 1 letu opazimo znizanje
koncentracij L-selektina v serumu preiskovancev. V temporalnih arterijah bolnikov z
GCA, se gen za L-selektin ni izrazal. V predhodni raziskavi prav tako ne porocajo 0
razlikah med zdravimi in bolniki z GCA, ter med zdravljenimi in nezdravljenimi (72). Cid
in sod. (33) pa ugotovijo, da le nekaj levkocitov, infiltriranih v vneti arteriji, izraza L-
selektin, kar nakazuje, da je L-selektin pomemben na zacetku, za pritrditev levkocitov na
endotelij in se kasneje umakne iz membrane. ICAM-1 in VCAM-1 pa naj bi bile bolj

pomembne Vv kasnejSem razvoju vaskulitisa (33).

Po uvedbi zdravljenja se koncentracije vseh treh adhezijskih molekul znizajo, le pri
VCAM-1 se po 1 letu koncentracija spet zvisa, kar kaze na uspesno zaviranje adhezijskih
molekul s strani GS. GS lahko neposredno zavrejo produkcijo adhezijskih molekul, tako da
zavrejo njihovo transkripcijo. Lahko pa zavrejo izrazanje adhezijskih molekul tudi
posredno, tako da zavrejo proizvodnjo vnetnih citokinov, ki poveéajo njihovo produkcijo
(33). Vir ICAM-1 s0 tudi kroze¢i monociti, katere GS uspesno zavrejo (72). Na visanje
serumskih koncentracij po 1 letu bi lahko vplival proces neoangiogeneze, saj so adhezijske
molekule pri bolnikih najbolj izrazene na endoteliju novonastalih zil. Po 1 letu je najbrz
neovaskuralizacija Ze prisotna in se izraZzanje adhezijskih molekul na novem zilju poveca
in tudi v vedji meri sprosca v krvni obtok. Nekateri raziskovalci so ugotovili povezavo med
povecanim izrazanjem adhezijskin molekul in sistemsko vnetno reakcijo, saj je pri
nekaterih bolnikih ve¢ja proizvodnja vnetnih citokinov, posledi¢no imajo moc¢nej$o
sistemsko vnetno reakcijo in mocnejSe izraZzanje adhezijskih molekul (33). V naSem
primeru imata 2 bolnika (VZ6 in VZ12), ki imata veéje izrazanje genov za TNF-q, IL-6 in
IL-12, tudi veéje izrazanje gena za ICAM-1. Pri 1 bolniku opazimo v primerjavi z ostalimi,
vecje gensko izrazanje TNF-a in VCAM-1 (VZ 8).

5.4 PROTEINI AKUTNE FAZE

SAA je pozitivni protein akutne faze in spada v druzino krozecih apolipoproteinov.
Sintetizirajo ga hepatociti, adipociti, makrofagi in fibroblastom podobni sinoviociti. SAA
vzpodbudi sproscanje razli¢nih citokinov, kot so IL-1, IL-6 in TNF-a, prav tako tudi
vzpodbudi angiogenezo, tkivne dejavnike in izlocanje MMP. Njegova koncentracija v

serumu lahko naraste celo do tisockrat le v dveh dnevih po nastanku vnetja (74). V nasi
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Studiji je bila mediana koncentracij v serumu bolnikov s potrjeno diagnozo GCA nekoliko
vi§ja kot pri tistih, Ki nimajo potrjene diagnoze. Zelo visoke koncentracije opazimo pri
skupini bolnikov s poslabsanjem bolezni, ob ¢asu postavitve diagnoze, katerih srednja
vrednost se statisti¢no znacilno razlikuje od mediane bolnikov z ovrzeno diagnozo GCA.
Pri skupini bolnikov s poslabsanjem bolezni se ob ¢asu poslabsanja koncentracije SAA
znizajo, mediana pa se statisticno znacilno razlikuje od mediane dolocene ob casu
postavitve diagnoze, ko poslabsanje e ni bilo prisotno. Ce mediane primerjamo s prazno
vrednostjo za SAA (6,4 pg/ml) opazimo, da imajo bolniki zelo poviSane koncentracije v
primerjavi z zdravo populacijo. Hachulla in sod. (75) dokazejo podobno, saj naj bi bil
SAA, v kombinaciji s klini¢nimi znaki, bolj ob¢utljiv za oznaéevanje aktivnosti GCA kot
ESR in CRP. Yamane in sod. (76) pri populaciji bolnikov s PMR ugotovijo povezavo SAA
s CRP in SAA pripisejo vecjo diagnosticno obcutljivost za PMR v primerjavi s CRP. Pri
bolnikih s poslabsanjem bolezni se, v nasi raziskavi, po 3 oziroma 6 mesecih po uvedbi
terapije, ko bolniki dozivijo poslabsanje bolezni, koncentracije SAA znizajo. To bi lahko
pripisali u¢inkoviti terapiji, saj GS zavrejo izloCanje provnetnih citokinov (IL-6, TNF-a,
IL-8), ki vplivajo tudi na sintezo proteinov akutne faze. Nasi rezultati kazejo, da bi SAA
potencialno lahko oznaceval prisotnost bolezenskega procesa oziroma nakazal pojav
poslabsanja bolezni. Vendar pa SAA ni diagnosti¢no specificen za GCA in oznacuje le
prisotnost procesa vnetja. SAA bi bilo mogoce smiselno primerjati Se z ESR in CRP ter
kliniénimi znaki. Vsekakor bi bil lahko potencialno uporaben kot pomo¢ pri postavitvi

diagnoze in spremljanju bolnikov.

Feritin je prav tako pozitivni protein akutne faze. Sintetizirajo ga hepatociti, lahko pa tudi
makofagi. [zrazanje feritina v najvecji meri regulira razpoloZljiva koli¢ina Zeleza, lahko pa
tudi prisotnost oksidativnega stresa. Pomemben vpliv na regulacijo izrazanja feritina imajo
tudi citokini, Se posebej ob prisotnosti vnetne reakcije. Feritin med imunsko reakcijo
shranjuje Zelezo in §¢iti telo pred mikrobi, oksidativnim stresom in vnetjem. Prav tako naj
bi bil vpleten tudi v proces angiogeneze. Nekateri provnetni citokini (IL-1, IL-2, IL-6,
TNF-a, IFN-y) vzpodbudijo njegovo izrazanje tako, da povecajo transkripcijo genov za
feritin. Citokini tudi vplivajo na nastanek ROS in tako tudi posredno povecajo izrazanje
feritina (77). Gen za feritin se je pri nasih preiskovancih v zilah dobro izrazal v nasprotju z
drugimi pozitivnimi proteini akutne faze, ki se niso izrazali (al kisli glikoprotein, o2

makroglobulin, fibrinogen, al antitripsin). Njegovo izrazanje je bilo vec¢je pri bolnikih s
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potrjeno diagnozo GCA (4 od 6 bolnikov so imeli visoko izrazanje), medtem ko se je pri
bolnikih z ovrzeno diagnozo GCA manj izrazal (5 od 6 bolnikov je imelo nizko izrazanje).
Lahko sklepamo, da je pri bolnikih z GCA Ze pove¢an nivo ROS in RNS ter je za zas¢ito
celic pred lipidno peroksidacijo in poSkodbami zaradi oksidativnega stresa povecano
gensko izrazanje feritina. 2 vzorca od 5, ki sta imela poviSano izrazanje gena za feritin, sta
imela poviSano izrazanje genov tudi za SODI1 in SOD2, ki prav tako scitita tkivo pred
oksidativnim stresom. 3 vzorci, od 5, ki so imeli povecano izrazanje gena za feritin, so
imeli povecano izrazanje genov tudi za TNF-a, IL-6 in IL-8, ki naj bi pospesili izrazanje
feritina in imeli tudi vlogo pri angiogenezi. Nekateri avtorji so v svojih raziskavah dolocali
avtoprotitelesa proti feritinu v serumu in ugotovili, da so bolj pogosto prisotna v serumih
bolnikov z GCA v primerjavi z zdravimi. Prav tako so bila avtoprotitelesa v ve¢ji meri
prisotna pri bolnikih s poslabSanjem bolezni v primerjavi z bolniki z remisijo klini¢nih
znakov (78). Smiselno bi bilo torej dolociti §e koncentracijo feritina v serumu ter prisotnost

avtoprotiteles proti feritinu.

5.5 HITINAZI 3 PODOBEN PROTEIN 1

CHI3-L1 spada v druzino encimov glikozil hidrolaz, vendar nima hidroliti¢ne aktivnosti.
Moc¢no se veze na hitin in hitooligosaharide, lahko se tudi specifi¢no veze natip | kolagen
in heparin. Izraza in izlo¢a ga ve¢ vnetnih celic kot so nevtrofilci, monociti/makrofagi,
celice velikanke, VSMC, endotelijske celice in maligne celice ve¢ razli¢nih karcinomov.
Povecano izrazanje MRNA in proteina v tkivih najdemo v akutnih in kroni¢nih vnetjih, pri
regeneraciji tkiva, fibrozi in nekaterih rakavih obolenjih. Koncentracije v serumu so
poveCane pri starejSih, zdravih ljudeh v primerjavi z mlajSimi, predvsem zaradi
povecanega subklini¢nega vnetja ali neodkritih bolezni (79). V primerjavi z mediano
koncentracij, dolo¢eno pri zdravih krvodajalcih, vkljucenih v naso raziskavo, imajo vse
skupine bolnikov statisticno znacilno visjo mediano. Pri bolnikih s poslabsanjem bolezni
so koncentracije nekoliko visje kot pri bolnikih brez poslabsanja. Ce primerjamo skupino
bolnikov s poslabSanjem bolezni, imajo ob Casu postavitve diagnoze viSje koncentracije
kot ob ¢asu pojava poslabSanja bolezni. Johansen in sod. (80) leta 1999 podobno ugotovijo,
da ima polovica bolnikov z GCA zvisane koncentracije v serumu v primerjavi z zdravimi.
Prav tako je imela polovica bolnikov s poslabSanjem bolezni visje koncentracije v
primerjavi z bolniki brez poslabsanja (80). Longitudinalno koncentracija po 3 mesecih od

postavitve diagnoze zelo pade in je nato konstantna, kar je v skladu z navedbami Johansen
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in sod. (80), ki trdijo, da se koncentracije CHI3-L1 po zdravljenju znizajo in po 1 mesecu
normalizirajo. Imunhistokemicno je ista skupina dokazala prisotnost CHI3-L1 v
velikankah in makrofagih v vnetih arterijah, predvsem na stiku med medijo in intimo,
vzdolZ notranje elasticne membrane. Zanimivo, niso zaznali izrazanja v makrofagih v
intimi in adventiciji (80). Rodriguez-Pla in sod. (70) na mikromrezah ugotovijo povecano
izrazanje genov za CHI3-L1 pri bolnikih z GCA v primerjavi z zdravimi. Ker pri nasi
Studiji gen za CHI3-L1 ni bil izrazen v arterijah bolnikov z GCA, lahko trdimo, da pri teh
bolnikih $e ni razvito kroni¢no vnetje oziroma $e ni priSlo do procesa regeneracije tkiva,
pri katerem igra CHI3-L1 pomembno vlogo. Glede na to, da so koncentracije CHI3-L1
povisane v serumih bolnikov, gen v arterijah pa se ne izraza, bi bili lahko vir CHI3-L1 tudi
kroze¢i monociti oziroma druge vnetne celice v krvnem obtoku. Vsekakor bi bilo potrebno
podrobneje preuciti vlogo CHI3-L1 pri procesu GCA, saj rezultati kaZejo njegovo
potencialno uporabnost pri pomoc¢i pri postavitvi diagnoze in tudi za potencialno
razlikovanje bolnikov brez poslabSanja bolezni in bolnikov s poslabSanjem bolezni. Prav
tako bi bilo zanimivo CHI3-L1 primerjati $e s klini¢nimi znaki in ugotoviti, ¢e obstaja

povezanost z ESR in CRP.

5.6 MAKROFAGNI RECEPTOR S KOLAGENSKO STRUKTURO

MARCO je receptor, ki se specifi¢no nahaja na povrs$ini makrofagov. Konstitutivno se
izraza na makrofagih v vranici in limfatiénih organih, kjer ima neposredno vlogo pri
odstranitvi patogenov (81). V raziskavi, ki so jo opravili Rodriguez-Pla in sod. (70) na
mikromrezah, SO ugotovili mo¢no povecano izraZzanje gena za MARCO pri bolnikih z
GCA v primerjavi z zdravimi posamezniki. Tudi v nasi raziskavi se je gen za MARCO bolj
izrazal pri bolnikih z GCA (5 od 6 bolnikov je imelo povefano izrazanje gena) v
primerjavi s preiskovanci, ki nimajo potrjene diagnoze GCA (le pri enem od 6 je bilo
izrazanje povecano). To nakazuje prisotnost makrofagov v vnetih arterijah, ki so ocitno v
vecji koli¢ini izrazeni pri bolnikih z GCA v primerjavi s tistimi, ki nimajo potrjene
diagnoze. Tudi vlogo MARCO v patogenezi GCA bi bilo potrebno podrobneje preuciti, saj

bi bil lahko uporaben oznacevalec aktivnega procesa GCA.
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5.7 CELICNI TIPI

Za GCA so znacilne celice Th in makrofagi, manj pa limfociti B in granulociti. Ugotovili
so ze, da imajo glavno vlogo pri imunopatogenezi GCA celice Th ter, da sta pomembna
dva podtipa makrofagov, M1 in M2. Vloga nevtrofilcev v patogenezi GCA pa Se ni dobro
poznana (82). V raziskavi so Foell in sod. (82) ugotovili, da tudi nevtrofilci prispevajo k
procesu vnetja pri GCA, saj so le-ti prve imunske celice, ki prispejo na mesto vnetja.
Nevtrofilci so bili prisotni v vnetih arterijah bolnikov z GCA, predvsem v adventiciji,
znotraj in okoli vasa vasorum, ki predstavlja vhod za vnetne celice v vneto zilno steno.
Nevtrofilci bi lahko sodelovali pri patogenezi GCA s tem, da aktivirajo endotelijske celice,
izloCajo provnetne posrednike in proizvajajo ROS (82). V drugi raziskavi so ugotovili
ve¢jo fagocitno aktivnost granulocitov pri bolnikin z GCA v primerjavi z zdravimi
kontrolami in bolniki s PMR. Navajajo tudi, da bi lahko bilo povecano izrazanje 1L-8, ki
ima kemotakti¢no aktivnost za privabljanje nevtrofilcev, povezano z ve¢jim izrazanjem
genov za nevtrofilce v arterijah bolnikov z GCA (63). Nadkarni in sod. (64) prav tako
poroc¢ajo 0 vpletenosti nevtrofilcev v patogenezo GCA. Spremljanje fenotipa nevtrofilcev
bi namre¢ lahko napovedalo poslabsanje bolezni in potek samega zdravljenja - katerim
bolnikom lahko znizamo odmerek ali ukinemo terapijo (64). Aktivirane makrofage lahko
razdelimo v ve¢ podtipov. Podtip M1 aktivira IFN-y, skupaj z drugimi vnetnimi citokini
(npr. TNF-0). M1 so pomembni za odstranitev mikroorganizmov in izlo¢ajo velike
koli¢ine provnetnih citokinov (IL-1, IL-6, TNF-a) ter ROS in RNS. Podtip M2 aktivirajo
neposredno IL-4 in IL-13, posredno pa tudi IL-33 in IL-21. Prav tako jih lahko aktivirajo
GS, TGF-f in IL-10. M2 so pomembni za fagocitozo apoptoti¢nih nevtrofilcev, zmanjsajo
tvorbo provnetnih citokinov, pospeseno sintetizirajo dejavnike, pomembne pri regeneraciji
tkiva in neoangiogenezi (VEGF, IL-6, TNF-a), izlo¢ajo velike koli¢ine IL-10 in pospesijo
produkcijo MMP iz endotelija (83). V nasih vzorcih se geni za oznacevalce limfocitov B,
granulocitov in makrofagov M2 dobro izrazajo. Med skupinami pa ni vecjih razlik v
izrazanju teh genov. Zanimivo, pri 5 bolnikih, ki imajo vec¢je izrazanje genov za vse 3
celine vrste, opazimo tudi velje izrazanje genov za citokine IL-6, TNF-a in IL-8.
Zanimivo je tudi, da imajo 3 od 6 bolnikov z GCA manjse gensko izrazanje vseh 3 celi¢nih
tipov v primerjavi z bolniki, ki nimajo potrjene diagnoze GCA. Presenetljivo se dobro

izraza tud gen za limfocite B, kar v dosedanjih raziskavah niso potrdili (7, 9, 18). Vsekakor
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bi bilo smiselno opraviti ve¢ raziskav glede nevtrofilcev in podrobneje preuciti njihovo

vlogo pri patogenezi GCA.

5.8 PREDNOSTI IN OMEJITVE STUDIJE

Zanimivo bi bilo pridobiti ve¢ klini¢nih podatkov o posameznih bolnikih. Uporabni bi bili
predvsem podatki o tem, kako moc¢no sistemsko vnetno reakcijo so imeli bolniki, mogoce
pridobiti podatke o koncentracijah proteinov akutne faze, natanéneje opredeliti poslabSanje
bolezni in ugotoviti ali je pri bolnikih s poslabsanjem bolezni prislo tudi do ishemi¢nih
zapletov, da bi to skusali povezati s pove¢animi koncentracijami posameznih analitov v
serumu in s povecanim genskim izraZzanjem v temporalnih arterijah. Izrazanje nekaterih
genov (za IL-6, TNF-a, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, MMP) bi bilo mogoée smiselno
ponovno dolociti 6 mesecev ali leto kasneje po postavitvi diagnoze in primerjati izraZanje,
da bi preverili, ¢e na njihovo izraZanje vpliva proces neoangiogeneze. Prav tako bi bilo
mogoc¢e smiselno opredeliti prisotnost hiperplazije intime, neoangiogeneze in zaporo
lumna zile pri posameznih bolnikih in pogledati povezavo med izrazanjem genov in
koncentracijo analitov v serumu. Zanimivo bi bilo tudi pridobiti rezine biopti¢nih vzorcev
tkiv temporalnih arterij bolnikov in histokemi¢no pogledati katere imunske celice so

prisotne v vneti arteriji in v katerih plasteh se nahajajo.

Nasa raziskava je bila v osnovi dobro zasnovana, saj smo hkratno dolo¢evali koncentracijo
vecjega Stevila analitov v serumih velikega Stevila preiskovancev. Najvecja prednost je bila
ta, da smo v raziskavo poleg zdravih krvodajalcev, vkljucili tudi preiskovance s sumom na
GCA, ki histolosko ni bil potrjen. Prav tako smo v raziskavo vkljucili bolnike brez
kasnejSega poslabsanja in bolnike s kasnej$im poslabSanjem bolezni, katerih vzorce
serumov smo pridobili v razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Koncentracije posameznih analitov
smo spremljali tudi longitudinalno. Kot pomanjkljivost bi bilo za izpostaviti, da izrazanja
posameznih genov v temporalnih arterijah ni bilo mogoce primerjati med zdravimi in
bolniki z GCA, temve¢ med bolniki s histolosko potrjenim GCA in preiskovanci s
histolosko ovrzeno diagnozo GCA, ki so imeli klini¢ne znake, znacilne za GCA. Zato bi
bilo zanimivo tudi izvedeti, za kak$no bolezensko stanje gre pri teh bolnikih. V kolikor gre
za PMR ali za kaksen drug tip vaskulitisa to pojasni povecano gensko izrazanje vnetnih
citokinov, proteinov akutne faze, granulocitov in makrofagov. V literaturi prihaja, med ze

opravljenimi raziskavami, do ve¢ nasprotujoCih si ugotovitev, kar je verjetno posledica
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uporabe razli¢nih metod, z razli¢no analiticno obcutljivostjo in dejstva, da preiskovanci
veCinoma niso imeli natan¢no opredeljene diagnoze. Nekateri preiskovanci so imeli
postavljeno diagnozo PMR, drugi GCA, tretji PMR in GCA. Pogosto so bile raziskave
opravljene na majhnemu Stevilu preiskovancev, prav tako pa pri vseh ni bilo jasno

opredeljeno ali so bolnikom Ze uvedli terapijo ali ne in kolikSen odmerek GS so prejemali.
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6 SKLEPI

Z dolo¢anjem koncentracij analitov, vpletenih v patologijo GCA, v serumih zdravih
krvodajalcev in bolnikov z GCA ter dolo¢anjem razlik v genskem izrazanju molekul,
vpletenih v patologijo GCA, v vzorcih biopti¢nih tkiv temporalnih arterij bolnikov s
histolosko potrjeno in preiskovancev s histolosko ovrzeno diagnozo GCA, smo prisli do
naslednjih sklepov:

1. Koncentracije TNF-a, IL-8, MMP-9, VCAM-1 in CHI3-L1 so statisti¢cno znacilno
visje pri bolnikih s potrjeno diagnozo GCA v primerjavi z zdravimi krvodajalci.
Koncentracije IL-6 in SAA so vi$je pri bolnikih s histolosko potrjeno diagnozo GCA
kot pri preiskovancih s histolosko ovrzeno diagnozo GCA.

2. Koncentracije MMP-2 in MMP-9 so statisti¢no znacilno vi§je pri bolnikih z GCA ob
Casu poslabsanja bolezni (t;) v primerjavi z bolniki z GCA, ki kasneje ne dozivijo
poslabsanja bolezni. Koncentracije IL-6, IL-8, MMP-9, ICAM-1, VCAM-1, L-
selektina, CHI3-L1 in SAA so visje pri bolnikih s kasnej$im poslab$anjem bolezni, ob
Casu postavitve diagnoze (tp), kot pri bolnikih, ki kasneje ne doZivijo poslabsanja
bolezni.

3. Koncentracije MMP-2 so statisti¢no znacilno visje, koncentracije SAA pa statisti¢no
znalilno nizje, pri bolnikih z GCA ob casu poslabsanja bolezni (t1) v primerjavi s
Casom ob postavitvi diagnoze, ko Se ni bilo poslabsanja (to). Koncentracije TNF-a in
VCAM-1 so visje, koncentracije IL-6, IL-8, ICAM-1 in CHI3-L1 pa nizje, pri bolnikih
ob ¢asu poslabsanja bolezni (t;) v primerjavi s casom ob postavitvi diagnoze (o).

4. Gensko izrazanje MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, VCAM-1, feritina in MARCO je vecje,
izrazanje MMP-2 in apoAl pa manjse, pri bolnikih s histolosko potrjeno diagnozo

GCA v primerjavi z bolniki z ovrZeno diagnozo GCA.
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