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Стандардизација фотон корелационе спектроскопије као методе за одређивање 

величине имунокомплекса у дијагностичке сврхе 

 

Сажетак  

 

У овој докторској дисертацији испитана је применa фотон корелационе 

спектроскопије за одређивање величине колоидних честица имунокомплекса у 

дијагностичке сврхе. 

Након потврде да је фотон корелационом спектроскопијом могуће анализирати 

величину тј. хидродинамички пречник колоидних честица у in vitro формираним 

имунокомплексима, овом методом је анализирана величина честица у циркулишућим 

имунокомплексима (CIC) 30 особа са реуматоидним артритисом (РА) и 30 здравих особа. 

И у контролним CIC узорцима и CIC узорцима особа са РА је на основу величине 

детектовано 50 типова честица. За CIC узорке особа са РА је, у односу на контролу, била 

карактеристична значајно већа заступљеност честица пречника 28,2, 531, 712 и 1718 nm 

и мања заступљеност честице пречника 78,8 nm. Промене у нивоу садржаја 

имуноглобулина у CIC узорцима особа са РА се нису подударале са обрасцем расподеле 

величина детектованих честица. Значајно повећан ниво IgA у CIC узорцима особа са РА 

у поређењу са контролом је повезан са 28 типова честица. Значајно повишен ниво 

укупних IgG у CIC узорцима особа са РА је повезан  са честицама пречника 7,5, 18,2, 

21,0, 24,0, 220, 396, 712, и 812 nm, а повећан ниво IgM је повезан са честицама пречника 

32,7, 43,8, 220, 396, 531 и 1281 nm. Истовремено повећање нивоа све три класе 

имуноглобулина у CIC узорцима особа са РА, у поређењу са контролом, показано je само 

у CIC узорцима који садрже честице од 220 и 396 nm. 

Добијени резултати су показали да се фотон корелационом спектроскопијом може 

одредити величина колоидних честица у CIC у физиолошким и патолошким стањима и 

ти подаци би се, након потврде у студијама већег обима, могли користити за дијагнозу, 

праћење прогресије болести и тестирање ефикасности терапијских протокола болести у 

чију патогенезу су укључени имунокомплекси. 
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Standardization of photon correlation spectroscopy as a method for determining the size 

of immunocomplexes for diagnostic purposes 

 

Аbstract 

 

This doctoral dissertation investigates the application of photon correlation 

spectroscopy (PCS) for determining the size of colloidal particles in immune complexes in 

diagnostic. 

After validating PCS as a method for analyzing the hydrodynamic diameter of the 

particles in vitro-formed immune complexes, it was applied to study the particle size in 

circulating immune complexes (CICs) from 30 individuals with rheumatoid arthritis (RA) and 

30 healthy controls. In both control and RA CIC samples, 50 distinct particle size types were 

identified. Notably, CICs from individuals with RA exhibited a significantly higher prevalence 

of particles with diameters of 28,2, 531, 712, and 1718 nm, and a lower prevalence of particles 

with a diameter of 78,8 nm, compared to controls. This particle distribution pattern did not 

reflect the changes in the CIC immunoglobulin level. A marked increase in IgA levels in RA 

CIC samples was associated with 28 particle types. Furthermore, elevated total IgG levels in 

RA CIC samples were linked to particles with diameters of 7,5, 18,2, 21, 24, 220, 396, 712, and 

812 nm, while increased IgM levels corresponded to particles with diameters of 32,7, 43,8, 220, 

396, 531, and 1281 nm. Concurrent elevations in all three immunoglobulin classes were 

observed only in CIC samples containing particles of 220 and 396 nm. 

These findings demonstrate that PCS is capable of accurately determining the size 

distribution of colloidal particles in CICs under both physiological and pathological conditions. 

With further validation in larger studies, this method could be employed for diagnostic 

purposes, monitoring disease progression, and evaluating the effectiveness of therapeutic 

interventions in diseases where immune complexes play a key role in pathogenesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: photon correlation spectroscopy; immunoglobulins; circulating immune 

complexes; rheumatoid arthritis;  

 

Scientific field: Technological engineering  

Scientific discipline: Biochemical engineering and biotechnology    



 

  

САДРЖАЈ 

 

1. УВОД.....................................................................................................................................1 

2. ТЕОРИЈСКИ ДЕО 

2.1. Имунокомплекси..........................................................................................................3 

       2.1.1. Имуноглобулини.......................................................................................................3 

       2.1.2. Структура и функција имунокомплекса..................................................................7 

       2.1.3. Болести посредоване имунокомплексима – доказивање,  

       квантификација и изоловање имунокомплекса..............................................................10 

           2.1.3.1. Аутоантитела и имунокомплекси у реуматоидном артритису.............................11 

       2.1.4. Методе које се у научним истраживањима примењују за анализу  

       величине имунокомплекса...............................................................................................13 

2.2. Фотон корелациона спектроскопија....................................................................17 

     2.2.1. Историјат развоја....................................................................................................17 

 2.2.2. Принципи фотон корелационе спектроскопије...................................................18 

       2.2.3. Математички модели који се примењују у анализи резултата  

       фотон корелационе спектроскопије................................................................................21 

       2.2.4. Примена у фармацеутским и биотехнолошким истраживањима........................22 

       2.2.5. Примена фотон корелационе спектроскопије у дијагностичке сврхе.................24 

       2.2.6. Фактори који утичу на резултат мерења фотон корелационом  

       спектроскопијом...............................................................................................................25 

       2.2.7. Предности фотон корелационе спектроскопије у анализи  

       величина имунокомплекса.................................................................................................26 

 

3. ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА...................................................................................................28 

4. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО.........................................................................................31 

4.1. Материјал......................................................................................................................31 

        4.1.1. Серуми периферне крви здравих добровољних давалаца крви..........................31 

       4.1.2. Серуми периферне крви особа са РА и здравих особа....................................... 31 

       4.1.3. Aлбумин..................................................................................................................32 

 

4.2. Методе............................................................................................................................32 

       4.2.1. Изоловање крвног серума......................................................................................32 

       4.2.2. Изоловање IgG из серума афинитетном хроматографијом..................................32 

       4.2.3. Одређивање концентрације протеина...................................................................32 

       4.2.4. Електрофореза протеина у гелу полиакариламида са  

       додатком  натријум-додецил-сулфата.............................................................................33 

       4.2.5. Формирање агрегата протеина топлотом..............................................................33 

             4.2.5.1. Агрегaција албумина топлотом................................................................................33 

             4.2.5.2. Агрегaција IgG топлотом - Формирање in vitro аналога имунокомплекса............33 

        4.2.6. In vitro формирање имунокомплекса....................................................................33 

       4.2.7. Изолација CIC из серума здравих особа и серума особа са РА..........................34 

       4.2.8.Одређивање концентрације имуноглобулина  



 

  

       имунонефелометријскoм методом..................................................................................34 

        4.2.9. Дот блот анализа....................................................................................................34 

        4.2.10. Одређивање величине честица фотон корелационом спектроскопијом.........35 

        4.2.11. Мерење ζ потенцијала.........................................................................................35 

        4.2.12. Гел филтрација.....................................................................................................36 

        4.2.13. Ултрацентрифугирање на градијенту сахарозе.................................................36 

        4.2.14. Скенирајућа електронска микроскопија............................................................36 

        4.2.15. Микроскопија атомских сила..............................................................................37 

        4.2.16. Математичка обрада резултата...........................................................................37 

        4.2.17. Статистичка анализа............................................................................................37 

 

5. РЕУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА...........................................................................................38 

5.1. Анализа величине и структуре in vitro формираних агрегата албумина и 

имуноглобулина и in vitro формираних имунокомплекса...................................................38 

        5.1.1. Анализа величине и структуре in vitro формираних агрегата албумина............39 

            5.1.1.1. Агрегација албумина топлотом................................................................................39 

             5.1.1.2. Анализа величине нативног албумина и албумина агрегираног топлотом  

              фотон корелационом спектроскопијом................................................................................40 

             5.1.1.3. Анализа величине нативног албумина и албумина агрегираног  

             топлотом ултрацентрифугирањем......................................................................................42 

             5.1.1.4. Гел филтрација албумина агрегираног топлотом..................................................43 

             5.1.1.5. AFM анализа величине и структуре нативног албумина и албумина  

             агрегираног топлотом............................................................................................................44 

             5.1.1.6. SEM анализа величине и структуре нативног албумина и албумина  

             агрегираног топлотом .....................................................................................................................44 

        5.1.2. Анализа величине и структуре нативних и  

             IgG агрегираних топлотом - in vitro аналога имунокомплекса...................................45 

            5.1.2.1. Изоловање и карактеризација хуманих IgG..............................................................45 

             5.1.2.2. Анализа величине нативног IgG и IgG агрегираног топлотом  

             фотон корелационом спектроскопијом.................................................................................48 

             5.1.2.3. Анализа величине нативног IgG и IgG агрегираног  

             топлотом ултрацентрифугирањем......................................................................................51 

             5.1.2.4. Гел филтрација IgG агрегираног топлотом............................................................52 

             5.1.2.5. AFM анализа величине и структуре нативног IgG и  

             IgG агрегираног топлотом.....................................................................................................53 

             5.1.2.6. SEM анализа величине и структуре нативног IgG и  

             IgG агрегираног топлотом.....................................................................................................53 

        5.1.3. Анализа величине и структуре in vitro формираних имунокомплекса  

       фотон корелационом спектроскопијом...........................................................................54 

5.2. Анализа величине и структуре CIC здравих особа и особа са РА.................................57 

       5.2.1. Ниво и садржај имуноглобулина у CIC особа са РА и здравих особа..................59 

       5.2.2. Анализа величине колоидних честица CIC здравих особа и особа са РА  

       фотон корелационом спектроскопијом...........................................................................60 

            5.2.2.1 Анализа величине колоидних честица у збирним узорцима CIC................................60 

             5.2.2.2. Анализа величине колоидних честица у појединачним узорцима CIC  



 

  

             здравих особа и особа са РА.....................................................................................................64 

              5.2.2.2.1. Повезаност величине колоидних честица и IgA, IgG и IgM антитела  

                  у CIC популацији особа са РА и здравих особа...................................................................67 

5.2.2.3. Ефекат замрзавања и утицај на величину честица имунокомплекса мерених  

           фотон  корелационом спектроскопијом...................................................................................71 

       5.2.3. Поређење резултата анализе величине колоидних CIC честица  

       добијених фотон корелационом спектроскопијом са резултатима добијеним  

       ултрацентрифугирањем на гелу сахарозе, гел филтрацијом и  

       микроскопским методама (SEM и AFM)........................................................................73 

 

6. ЗАКЉУЧЦИ.......................................................................................................................79 

7. ЛИТЕРАТУРА....................................................................................................................81 

8. ПРИЛОЗИ...........................................................................................................................92 

 



Докторска дисертација | Тамара Н. Ђукић 
 

1 
 

1. УВОД 

 
Предмет истраживања ове дисертације представља испитивање примене фотон 

корелационе спектроскопије (енглески: photon correlation spectroscopy, PCS) у анализи 

величине колоидних честица које улазе у састав имунокомплекса, при чему су 

анализирани имунокомплекси периферне крви, тј. циркулишућих имунокомплекси 

(енглески: circulating immune complexes, CIC) здравих особа и особа са реуматоидним 

артритисом.  

Фотон корелациона спектроскопија, такође позната као динамичко расипање 

светлости (енглески: dynamic light scattering, DLS; синоним: quasi-elastic light scattering) 

је техника којом се у колоидним системима одређују величина честица и расподела 

честица по величини. Широко се примењује у истраживањима у оквиру природних, 

бимедицинских наука, наукe о материјалима, као и индустријским процесима контроле 

квалитета [1,2]. PCS се примењује као индиректна метода за детекцију и праћење 

деградације макромолекула, њихове хомо- и хетеро- олигомеризације, полимеризације 

(укључујући и ензимски катализовану полимеризацију), као и за праћење формирање 

макромолекулских кластера у реалном времену [1]. 

Постоји мали број студија чији су резултати потврдили да се применом PCS може 

детектовати присуство и анализирати величина имунокомплекса, макромолекулских 

агрегата формираних након везивања антигена и антитела [3-9]. Стварање 

имунокомплекса је саставни део имунског одговора и неопходно је за уклањање антигена 

из организма [10]. Биолошка функција имунокомплекса је одређена структуром и 

количином антитела која их формирају, структуром и количином антигена као и саставом 

других молекулских конституената који се налазе у саставу имунокомплекса [11]. Поред 

молекулског састава, биолошка функција имунокомплекса је одређена и њиховом 

величином. Од величине имунокомплекса зависи и ефикасност њиховог уклањања из 

циркулације што представља нормалну фазу у имунском одговору којом започиње 

елиминација антигена из организма. Међутим, од величине имунокомплекса зависи и 

њихов патогени потенцијал који настаје као резултат неефикасног уклањања 

имунокомплекса и њиховог таложења у ткивима [12-14]. Уобичајене клиничке 

манифестације болести посредованих имунокомплексима укључују гломерулонефритис, 

синовитис и дермални васкулитис. Серумска болест, системски еритематозни лупус и 

хронични васкулитис повезан са инфекцијом су прототипске болести посредоване 

имунокомплексима, мада је и низ других болести повезан са неефикасним уклањањем 

имунокомплекса [15].  

Реуматоидни артритис карактерише присуство две врсте аутоантитела за које је 

показано да формирају имунокомплексе. То су: 1) реуматоидни фактори (енглески: 

rheumatoid factor, RF), аутоантитела која реагују са сопственим IgG антителима, тј. 

епитопима IgG молекула које се на њима испољавају након везивања са антигеном и 2) 

аутоантитела против цитрулинираних пептида (енглески: anti-citrullinated protein 

antibody, ACPA) [16,17]. Количина, састав и величина имунокомплекса у циркулацији у 

реуматоидном артритису одређује, између осталих фактора, тежину клиничке слике [18]. 

Изучавање величине и структуре имунокомплекса није само од значаја за испитивање 

патогенезе и дијагностику природно насталих болести посредованих имунокомплексима, 

већ има велики значај за праћење ефеката (и позитивних и негативних) протеинских 

биотерапеутика. Наиме, од како је почела интензивнија примена моноклонских антитела 

као терапеутика, све више се обраћа пажња и на формирање имунокомплекса између 

терапеутског антитела (који у овом случају представља антиген) и антитела домаћина, 

јер они утичу и на ефикaсност терапије и појаву нежељених инфламаторних реакција, 

које у многоме зависе и од величине формираних имунокомплекса [19]. 
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Одређивање величине имунокомплекса у системској циркулацији није део рутинске 

дијагностике болести посредованих имунокомплексима. Методе које се најчешће користе 

за анализу величине имунокомплекса су ултрацентрифугирaње на градијенту сахарозе, 

гел филтрација, ултрафилтрација, електрофореза и електрофокусирање и микроскопске 

технике [20-23]. Већина ових метода су релативно компликоване и захтевају више 

времена за извођење. Због поменутих методолошких ограничења, оне се примењују у 

основним истраживањима структуре и функције имунокомплекса, али нису нашле своје 

место у рутинској дијагностици болести којe су посредоване имунокомплексима. 

Резултати малог броја студија су показали да се и фотон корелациона спектроскопија 

може применити за анализу величине честица које улазе у састав in vitro и in vivo 

формираних имунокомплекса. Велика предност фотон корелационе спектроскопије је то 

што се релативно брзо изводи, не захтева посебну припрему узорка, током анализе узорак 

се не разблажује и не денатурише и може се користити за даље анализе [2, 24-27]. 

Циљ истраживања ове дисертације је стандардизација фотон корелационе 

спектроскопије као методе за одређивање величине имунокомплекса код људи, за потребе 

дијагностике болести и стања која су посредована имунокомплексима. На основу 

дистрибуције величине колоидних честица CIC здравих особа, као референтног система, 

биће процењена промена величине колоидних честица CIC у болестима посредованим 

имунокомплексима (на моделу реуматоидног артритиса), чиме ће се потврдити 

могућност примене ове методе за анализу величине честица у саставу природно 

формираних имунокомплекса у другим инфективним и аутоимуним болестима, или 

имунокомплекса формираних као одговор организма на конвенционалне лекове или 

савремене протеинске биотерапеутике. 
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2. ТЕОРИЈСКИ ДЕО 

 
2.1. Имунокомплекси 

 
2.1.1. Имуноглобулини 

 

Имуноглобулини су врста протеина који играју кључну улогу у имунском систему 

човека, јер имају функцију антитела. Налазе се или везани на мембрани Бе лимфоцита 

где улазе у састав антигенског рецептора ових ћелија, или у крви и у другим телесним 

течностима где се накупљају као продукт секреције плазма ћелија, терминално 

диферентованих Бе лимфоцита. Они су главни ефекторски молекули хуморалног 

имунског одговора, одговарајући на присуство антигена и омогућавајући њихово 

уклањање из организма. Њихова примарна биолошка функција је препознавање и 

везивање антигена, након чега се у молекулу имуноглобулина дешавају конформационе 

промене које омогућавају његове секундарне или ефекторне функције које доводе до 

неутрализације и елиминације антигена из организма [10]. 

Основна функционална јединица имуноглобулина је тзв. мономер 

имуноглобулина, макромолекул који је састављен од два лака (енглески: light, L) 

полипептидна ланца сваки са 220 аминокиселина и молекулском масом од 24 kDa, и два 

тешка (енглески: heavy, H) полипептидна ланца сваки са 440 аминокиселина и 

молекулсом масом од 55 kDa [10,28]. Лаки и тешки ланци, као и тешки ланци међусобно, 

повезани су ковалентним дисулфидним (S-S) везама и бројним нековалентним 

интеракцијама. Тешки ланци се у средишту молекула спајају у тзв. зглобни пептид, који 

молекулу даје потребну флексибилност (слика 2.1).  

Лаки ланци садрже по два домена, док тешки ланци садрже по четири или пет 

домена, при чему сваки домен доприноси специфичној биолошкој активности 

имуноглобулина. C-терминални домен лаког ланца (CL) и три C-домена тешког ланца 

(CH1, CH2 и CH3) имају непроменљиве низове аминокиселина и називају се константни 

домени. Преко ових константних домена тешких ланаца имуноглобулини извршавају 

своје ефекторске функције [29,30]. 

N-терминални домени тешких и лаких ланаца формирају два антиген-везујућа 

места (позната као активна места или паратопи) која омогућавају интеракцију са 

антигенима. Ови домени се називају варијабилним (енглески: variable, V) због 

променљивог редоследа аминокиселина. Варијабилни домени лаких ланаца означени су 

као VL, док су варијабилни домени тешких ланаца означени као VH. Комбинацијом ових 

домена у парове настају три глобуларне субструктуре у имуноглобулинским молекулима: 

два идентична Fab региона (састављена од VH/VL и CH1/CL домена) и један Fc регион 

(са CH2/CH2, CH3/CH3, и CH4/CH4 доменима), који су међусобно повезани зглобним 

пептидом. Оваква структура зглобног пептида омогућава флексибилност молекула, што 

му дозвољава да истовремено оствари више различитих интеракција [10,28]. 
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Слика 2.1. Структура молекула имуноглобулина  

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

На основу разлика у константним доменима тешких ланаца, имуноглобулини су 

подељени на класе и подкласе. Ове варијанте се називају изотипске варијанте или 

изотипови. Код човека постоји пет типова тешких ланаца и, сходно томе, пет класа 

имуноглобулина: IgM са μ тешким ланцима, IgG са γ, IgA са α, IgE са ε и IgD са δ тешким 

ланцима [19] (слика 2.2).  

 

 

 
 

Слика 2.2. Класе имуноглобулина  

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

 У даљем делу текста детаљније су приказане особине три класе имуноглобулина 

(IgG, IgA и IgM) које су најзаступљеније у периферној крви и чији су нивои, тј. релативне 
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концентрације и повезаност са појавом честица одређене величине у CIC здравих особа 

и особа са РА анализирани у овом истраживању. 

IgG су најзаступљенија класа имуноглобулина у крви и у екстрацелуларним 

течностима здравих особа, чинећи око три четвртине свих серумских имуноглобулина. 

По структури и функцији су најхетерогенија класа имуноглобулина. У крви одраслог, 

здравог човека налази се од 8 до 17 g/L IgG. На основу разлика у примарној структури 

тешких ланаца подељени су на четири подкласе (IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4) [19,28,31,32]. 

Иако разлике у структури између подкласа чине мање од 5% укупне структуре, оне се 

значајно одражавају на физичко-хемијске и биолошке карактеристике датих подкласа 

(табела 2.1).  

 

Табела 2.1. Физичко-хемијске и биолошке карактеристике хуманих IgG [19,28,31,32] 

 

Особине IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

Тип тешког ланца γ1 γ2 γ3 γ4 

Молекулска маса тешког ланца 

(kDa) 
50 50 52-60 50 

Тип лаког ланца  или   или   или   или  

Молекулска маса лаког ланца (kDa) 25 25 25 25 

Укупна молекулска маса (kDa) 146 000 146 000 170 000 146 000 

Аминокиселине у зглобном региону 15 12 62 12 

Флексибилност зглобног региона добра Ограничена Изузетна Oграничена 

Интерланчане дисулфидне везе 2 4 11 2 

κ/λ однос 2,4 1,1 1,4 8,0 

Изоелектрична тачка (pI) 8,6±0,4 7,4±0,6 8,3±0,7 7,2±0,8 

% oд укупних IgG серума 60-72 19-31 6-8 1-4 

Просечна концентрација у серуму 

(g/L) 
8 4 0,8 0,4 

Опсег концетрација у серуму (g/L) 5-12 2-6 0,5-1 0,2-1 

Дистрибуција на површини Бе 

лимфоцита периферне крви (%) 
40 48 8 1 

Дистрибуција у плазмоцитима 

костне сржи, тонзила и слезине (%) 
64 26 8 1 

Брзина катаболизма (дани) 21-23 20-23 7-8 21-23 

Пролаз кроз плаценту + ± + + 

Фиксација комплемента класичним 

путем* 
++ + ++ 0 

Везивање за:     

FcRγI** + - + + 

FcRγII** + - + - 

FcRγIII** + - + - 

Реакција са протеином A + + - + 

Функционална валентност*** 2 2 2 2 

Блокирајућа активност у алергијама - - - + 
*процес активације система комплемента, тј. система који је део хуморалне гране имунског одговора 

**FcRγ (Fc-gamma receptor) - протеини који препознају и везују се за Fc фрагмент IgG. Постоје три типа 

рецептора (FcRγI, FcRγII и FcRγIII) који се разликују по структури, афинитету за везивање IgG и типу 

ћелија на којима се налазе  

***број антигенских места (епитопа) које једно антитело може истовремено да веже 

IgA је најзаступљенија класа имуноглобулина у кожи и слузокoжи, и у људском 

организму се током једног дана синтетише у количини од 60 mg/kg телесне масе, што је 

количина већа од свих других класа имуноглобулина заједно. Кожа и слузокожа 
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представљају улазна врата за патогене присутне у спољашњој средини, а IgA у форми 

тзв. секреторног IgA (sIgA) је саставни део „прве линије одбране“ организма од патогена. 

У периферној крви налази се у концентрацији од 2 до 3 g/L, по заступљености је друга 

класа имуноглобулина, одмах после IgG [33,34]. 

Код људи постоје две подкласе IgA молекула, IgA1 i IgА2 (табела 2.2). Њихови 

тешки ланци су високо хомологи по својој аминокиселинској секвенци, а највећа разлика 

између α1 и α2 тешких ланаца се налази у региону зглоба, где у α2 ланцу недостаје низ 

од 13 аминокиселина што чини овај молекул мање флексибилним, али и мање подложним 

протеолитичкој деградацији. За разлику од молекула IgG, молекули IgA постоје не само 

у облику мономера већ и у облику димера. У периферној крви оминира мономерни облик, 

а дистрибуција подкласа је приближно 90% IgA1 и 10% IgA2. Главна молекулска форма 

IgA у кожи и слузокожи је sIgA који представља димерну форму. Однос изотипова IgA у 

слузокожи се разликује од оног у периферној крви и износи приближно 40% IgA1 и 60% 

IgA2 [29,35].  

 

Табела 2.2. Физичко-хемијске и биолошке карактеристике подкласа хуманих IgA 

[29,33-35] 

 

IgM је прва класа имуноглобулина која се секретује након првог сусрета организма 

са антигеном у тзв. примарном имунском одговору. Код људи, налази се у форми 

пентамера или ређе хексамера. Неке од основних физичко-хемијских и биолошких 

карактеристика IgM су приказане у табели 2.3 [36]. 

Особине  IgA1 IgA2 

Тип тешког ланца α1 α2 

Молекулска маса тешког ланца (kDa) 50 50 

Тип лаког ланца  или   или  

Молекулска маса лаког ланца (kDa) 25 25 

Укупна молекулска маса мономера 

(kDa) 
160 160 

Mолекулска маса sIgA (kDa) 385 385 

Аминокиселине у зглобном региону 22 9 

Флексибилност зглобног региона добра ограничена 

Интерланчане дисулфидне везе 2 1- 2 

κ/λ однос 1,5 1,5 

Изоелектрична тачка (pI) 5±0,3 4,7±0,3 

% oд укупних IgА серума 90  10 

Просечна концентрација у серуму 

(g/l) 
2,5-3 0,5-1 

Опсег концетрација у серуму (g/l) 1-4 0,1-1 

Дистрибуција на површини Бе 

лимфоцита периферне крви (%) 
75-80 20-25 

Дистрибуција у плазмоцитима костне 

сржи, тонзила и слезине (%) 
80-85 15-20 

Брзина катаболизма (дани) 5-6 3-5 

Пролаз кроз плаценту - - 

Фиксација комплемента класичним 

путем 
- - 

Везивање за FcαRI + + 

Реакција са протеином A - - 

Функционална валентност 2/4 2/4 

Блокирајућа активност у алергијама + + 
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Табела 2.3. Физичко-хемијске и биолошке карактеристике хуманих IgM [36] 

 

Особине Пентамер IgM 

Тип тешког ланца µ 

Молекулска маса тешког ланца (kDa) 65-70 

Тип лаког ланца  или  

Молекулска маса лаког ланца (kDa) 25 

Укупна молекулска маса 900 000 

Интерланчане дисулфидне везе 10 – 20 

κ/λ однос 1,5 

Изоелектрична тачка (pI) 6,5 ± 0,9 

Просечна концентрација у серуму (g/l) 1,0 - 1,5 

Распон концетрација у серуму (g/l) 0,4 - 2,3 

Дистрибуција на површини Бе лимфоцита 

периферне крви (%) 
50 – 60 

Брзина катаболизма (дани) 5 

Пролаз кроз плаценту - 

Фиксација комплемента  

класичним путем 
+ 

Везивање за: 

FcRα/μ 

pIgR 

FcRμ 

 

+ 

+ 

+ 

Реакција са протеином А - 

Функционална валентност 10 

Блокирајућа активност у алергијама - 

 

 

2.1.2. Структура и функција имунокомплекса 

 

Имунокомплекси се формирају након препознавања и везивања антитела за 

специфичан антиген. Антигеност великих молекула зависи од распореда структурних 

група званих епитопи или антигене детерминанте на њиховој површини, јер они 

представљају делове молекула директно укључене у везивање са молекулима антитела и 

одражавају специфичност реакције антиген-антитело.  

Комплекси антигена и антитела формирају тродимензионалну структуру која има 

облик решетке (енглески: lattice-type), чија величина зависи пре свега од односа антитела 

и антигена,  али и од величине антигена, густине епитопа, класе и подкласе антитела, 

афинитета и поликлоналности/моноклоналности антитела. Између антигена и антитела 

формирају се различите нековалентне интеракције (водоничне, јонске, Ван дер Валсове, 

итд.), а физичко-хемијске карактеристике имунокомплекса су заправо резултат 

динамичког процеса формирања и разградње ових веза у непосредним условима јонске 

јачине и рН, што има за последицу непрекидну промену својства имунокомплекса in vivo. 

Након везивања антигена, структура молекула IgG се мења, а њихова конфигурација 

(облик латиничног слова Y) са бројним „отвореним“ неполарним групама, које истискују 

воду, фаворизује аутоагрегацију молекула имуноглобулина у раствору (слика 2.3) [37]. 
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Слика 2.3. Структура имунокомплекса 

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

Стварање имунокомплекса је саставни део нормалног имунског одговора и 

неопходно је за успешну елиминацију антигена из организма [10]. У улози 

имуномодулатора, имунокомплекси могу иницирати проинфламаторне или 

антиинфламаторне реакције. Тип реакције која ће бити покренута зависи од њихове 

величине, састава и структурних карактеристика молекула који чине имунокомплексе, 

укључујући протеине, нуклеинске киселине, моносахариде и липиде (слика 2.4) 

[10,11,38,39]. Такође, резултати бројних лабораторијских и клиничких студијa су 

показали да би се имунокомплекси могли користити у терапији инфективних болести 

[40]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.4. Имунорегулаторни и имунопатогени ефекти имунокомплекса. 

IC: имунокомплекси; DC: дендритске ћелије; FCD: фоликулодендритске ћелије; FcγR: 

рецептори за Fc фрагмент IgG (модификовано из [39]) 

 

Биолошка функција имунокомплекса је одређена изотипом антитела која их 

формирају и хемијском структуром антигена и конституената који у ове комплексе улазе, 

као и макромолекулским везама које се формирају независно од веза формираних између 

антигена и антитела [11]. Поред хемијске структуре антигена и других конституената 

(протеини, липиди, нуклеинске киселине, шећери) биолошка функција антитела је 

одређена и њиховом величином. Од величине имунокомплекса зависe и ефикасност 
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њиховог уклањања из циркулацијe (нормална фаза у имунском одговору која започиње 

након елиминације антигена из организма) и патогени потенцијал (настаје као резултат 

неефикасног уклањања имунокомплекса и њиховог таложења у ткивима што је основ за 

започињање нежељеног инфламаторног процеса). 

Ефикасност уклањање имунокомплекса је одређена квантитативним односом 

антигена и антитела. Као што је на слици 2.5 приказано, величина и 

солубилност/преципитабилност имунокомплекса зависе од односа антигена и 

специфичног антитела. Са порастом концентрације антигена количина антитела која са 

датим антигеном формирају имунокомплексе, и величина формираних имунокомплекса 

постепено расте (зона вишка антитела), након тога достижу плато (зона еквиваленце, тј. 

тачка максималне преципитације), а потом опада (зона вишка антигена). Када су антитело 

и антиген у односу моларне еквиваленце, формирају се велики, нерастворни, тј. 

преципитабилни имунокомплекси. Имунокомплекси које се формирају у вишку антитела 

су такође велики, али нису патогени јер се лако уклањају из организма. Имунокомплекси 

формирани у великом вишку антигена су мали, по правилу остају у циркулацији или се 

брзо уклањају, и представљају мали ризик за покретање инфламаторне реакције која би 

довела до оштећења ткива. Међутим, имунокомплекси формирани у благом вишку 

антигена, тј. имунокомплекси средње величине имају велики патогени потенцијал. Ови 

имунокомплекси су солубилни, циркулацијом се разносе по организму, таложе се у 

ткивима (нпр. на синовијалним мембранама зглобова) и активирају систем комплемента 

(групу протеина плазме) чиме се започињу инфламаторни процеси који доводе до 

оштећења ткива. Због своје величине ови имунокомплекси се не могу ефикасно уклонити 

из организма (процесима имуноадхеренце и фагоцитозе) тако да ни започета 

инфламаторна реакција не може бити „угашена“ [12-14]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.5. Величина и преципитабилност имунокомплекса одређени односом антигена 

и антитела (модификовано из [12,13]) 

 

Садржај имунокомплекса се повећава у крвном серуму и у другим телесним 

течностима током различитих системских болести. Ниво CIC се мења током патогенезе, 
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као и њихова структура. Физичко-хемијска својства (најпре величина) и биолошка 

активност имунокомплекса зависе од карактеристика антигена и функционалних 

карактеристика антитела (изотипа, гликозилације и способности везивања комплемента). 

Из наведених разлога, анализа величина CIC може послужити као основа за дијагностику 

многих патологија повезаних са функционисањем имунског система и може да има 

прогностичку вредност, или да се употреби као параметар за мониторинг ефикасности 

примењене терапије. Уз то, детекција имунокомплекса у биолошким узорцима, процена 

њихове димензионалности и одређивање изотипског састава имуноглобулинских 

компонента у CIC може допринети бољем разумевању одређених метаболичких процеса 

код људи и животиња [9]. 
 

2.1.3. Болести посредоване имунокомплексима – доказивање, квантификација и 

изоловање имунокомплекса  

 

Болести посредоване имунокомплексима настају услед депозиције имунских 

комплекса у различитим ткивима чиме започињу неконтролисане инфламаторне 

реакције. Болести које се често јављају као последица овакве неконтролисане имунске 

реакције су системски еритематозни лупус, гломерулонефритис, реуматоидни артритис, 

серумска болест, васкулитис. Болести посредоване имунокомплексима представљају 

хетерогену групу стања која захтевају комплексну дијагностику и мултидисциплинарни 

приступ у лечењу [15]. Разумевање механизама формирања и депозиције 

имунокомплекса, као и примена савремених дијагностичких техника, од кључног су 

значаја за ефикасно праћење тока развоја и лечења ових болести, јер рана дијагноза и 

адекватно лечење могу значајно побољшати прогнозу и квалитет живота пацијената. 

Присуство имунокомплекса се може доказати анализом ткива или анализом 

телесних течности. Иако имунохистохемијске методе за сада једине омогућавају 

директну анализу имунокомплекса депонованих у ткивима, главни недостатак ових 

метода лежи у компликованом поступку добијања ткивних узорака (узорковање ткива 

није рутински поступак), па је анализа телесних течности (серум и плазма периферне 

крви, цереброспинална течност, салива) метода избора у изучавању патогенезе болести 

посредованих имунокомплексима [41,42]. 

За потребе анализе имунокомплекса у биолошким течностима, развијене су 

методе засноване на њиховим физичко-хемијских својствима (молекулска маса и 

преципитабилност) или интеракције са другим биолошким молекулима. Највише 

примењиване методе за изоловање имунокомплекса из биолошких течности, а које су 

засноване на њиховим физичко-хемијским карактеристикама су ултрацентрифугирање и 

преципитација полиетилен гликолом (енглески: polyethylene glycol, PEG). PEG се веома 

често користи за издвајање имунокомплекса из биолошких течности, јер ефикасно 

таложи имунокомплексе, тј. агрегиране имуноглобулине и молекуле који улазе у састав 

ових агрегата, док је ефикасност таложења нативних имуноглобулина и других 

биомакромолекула ниска. Ефикасност и селективност таложења имунокомплекса зависи 

од концентрације PEG. Високе концентрације PEG преципитирају мономерне IgG, док 

концентрације од 2% до 5% преципитују агрегиране IgG [43]. Преципитација  

имунокомплекса раствором PEG је лака за извођење и не доводи до денатурације 

макромолекула, што омогућава њихову даљу анализу или пречишћавање. Међутим, иако 

се користи и за квантификацију имунокомплекса, ова метода се не сматра ни 

специфичном ни осетљивом [44]. 

Друга велика група метода која се користи за квантификовање и изоловање 

имунокомплекса је заснована на њиховој интеракцији са већим бројем биолошких 

молекула (C1q, конглутинин, Fc рецептор, RF, стафилококни протеин А, стрептококни 

протеин Ге и други).  У највећем броју тестова ови протеини се примењују изоловани  и 
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„понуђени“ имунокомплексима у саставу течне или чврсте фазе одређеног теста. 

Међутим, квантификовање имунокомплекса може да се ради и ћелијским тестовима, где 

се њихов ниво мери на основу интеракција са ћелијама које експримирају неки од 

наведених молекула. Најчешће се за ове сврхе користе тестови засновани на  интеракцији 

имунокомплекса са Raji ћелијама (лимфобластоидна ћелијска линија) или тромбоцитима 

[45]. 

 Иако постоји релативно велики број метода за изоловање и детекцију 

имунокомплекса, применом једне методе није могуће изоловати ни квантификовати све 

имунокомплексе присутне у једном узорку због њихове велике хетерогености – и у 

молекулском саставу и у величини.  
 

2.1.3.1. Аутоантитела и имунокомплекси у реуматоидном артритису 

 

У овом истраживању анализиране су величине колоидних честица које улазе у 

састав CIC у крви пацијената оболелих од реуматоидног артритиса,  као модела болести 

у чију патогенезу су укључени имунокомплекси. 

РА је хронична упала зглобова која погађа 0,5-1% светске популације, при чему је 

учесталији код жена него код мушкараца у односу 3:1. Први симптоми се обично јављају 

између 35. и 65. године, а болест се манифестује болом, отицањем, укоченошћу и 

постепеним губитком функције зглобова [46], као што је приказано на слици 2.6. Код 

већине оболелих, РА је тешка болест која доводи до прогресивног оштећења зглобова, 

слабљења или губитка радне способности и самосталности, што на крају може довести 

до инвалидитета. Животи век оболелих од РА може да буде и до 15 година краћи од 

очекиваног [46,47].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.6. Клиничке манифестације реуматоидног артритиса 

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

Реуматоидни артритис карактерише присуство две врсте аутоантитела за које је 

показано да формирају имунокомплексе, RF и ACPA [16,17]. На основу националног 

водича добре клиничке праксе за дијагностиковање и лечење реуматоидног артритиса из 

2013. године,  присуство RF  и ACPA у крви и налаз ерозије ткива потврђују дијагнозу, а 

њихово одсуство не искључује постојање болести. Ерозије се код 50% пацијената могу 
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открити већ у прва четири месеца од почетка болести, што указује на значајно оштећење 

зглобова [46]. Верује се да су ова аутоантитела значајни биомаркери у предвиђању 

клиничког тока болести, али упркос обимним истраживања, добијени резултати су и даље 

контрадикторни [48-54].   

Иако је деценијама познато присуство имунокомплекса који садрже RF [55]  и ACPA 

[56] у периферној крви и инфламаторним зглобовима пацијената са РА, због 

методолошких ограничења проучавање нивоа и састава имунокомплекса у реуматоидном 

артритису се користи пре свега у истраживачке сврхе. Раније студије су показале да 

синовијална течност садржи већи ниво имунокомплекса од серума истих особа, и да ниво 

имунокомплекса у периферној крви није нужно повећан, посебно у раним фазама РА [57-

60]. Међутим, имуномодулаторне функције имунокомплекса не зависе само од њихове 

концентрације, већ и од њихове величине и молекуларног састава. Показано је  да и мале 

промене у структури имунокомплекса значајно утичу на њихов функционални капацитет 

[61], што указује на неопходност проучавања структуре имунокомплекса, чак и ако 

њихова концентрација није значајно повећана.  

Имунокомплекси доводе до локалне и системске инфлације у РА, али њихова 

прецизна улога у патогенези РА још увек није детаљно разјашњена. Претпоставља се да 

имунокомплекси у синовијалној течности доприносе патогенези РА кроз активацију 

каскаде комплемента, активацију имунских ћелија преко Fc рецептора, директним 

уништавањем хрскавице и производње фактора некрозе тумора и других 

проинфламаторних медијатора у синовијалним ткивима [62]. Иако су имунокомплекси 

који се стварају у синовијалној течности одговорни за појаву клиничких манифестација 

карактеристичних за РА, сакупљање узорка синовијалне течности је инвазивно, и не ради 

се рутински, већ  у специјализованим клиникама. Из тих разлога, у доста научних студија 

анализа имунокомплекса у РА је урађена „посредно“ анализом CIC који у себи садрже 

имунокомплексе који су из синовијалне течности доспели у системску циркулацију 

[55,63-66].  

Значај изотипова имуноглобулина као структурних елемената CIC у РА потврђено 

је студијама које показују да имунокомплекси који садрже IgG регулишу хомеостазу 

костију [67], док имунокомплекси који садрже IgA индукују ресорпцију костију 

посредовану остеокластима кроз интеракцију IgA-FcαRI [68]. Имунокомплекси који 

садрже IgA су такође моћни активатори неутрофила и индуктори формирања 

неутрофилних екстрацелуларних мрежа (енглески: neutrophil extracellular traps, NET) 

[69] и локалне инфламације у РА. 

Количина, састав и величина CIC у реуматоидном артритису одређује, између 

осталих фактора, тежину клиничке слике [18]. Величина CIC у РА до сада није 

интензивно изучавана и не постоји рутински дијагностички метод за одређивање 

величине имунокомплекса у овој или у другим болестима које су посредоване 

имунокомплексима.  
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2.1.4. Методе које се у научним истраживањима примењују за анализу величине 

имунокомплекса 

Методе које се најчешће примењују за анализу величине имунокомплекса су 

ултрацентрифугирaње на градијенту сахарозе, гел филтрација, микроскопске методе, као 

и методе базиране на дифракцији (расипању) светлости [20-23]. Већина ових метода 

захтевају комплексну припрему узорака, као и више времена за извођење, па се 

одређивање величине имунокомплекса у системској циркулацији врши само за потребе 

научних истраживања, али не и у рутинској дијагностици [70,71].  

Ултрацентрифугирање на градијенту сахарозе је метода која се заснива на 

седиментацији (таложењу) честица у дисперзним системима (као што су колоидни 

системи макромолекула). Заснива се на центрифугалној сепарацији честица у градијенту 

густине који се формира од различитих концентрација сахарозе. Користе се раствори 

сахарозе јер они формирају стабилан градијент густине при центрифугирању, што 

омогућава прецизно раздвајање честица на основу њихових физичких својстава. 

Ултрацентрифугирањем се развијају веома високе брзине ротације како би се генерисала 

снажна центрифугална сила. Током ултрацентрифугирања честице мигрирају кроз 

градијент до оне густине раствора сахарозе која одговара њиховој густини. Веће и теже 

честице ће седиментирати брже и наћи ће се на већој дубини градијента сахарозе након 

центрифугирања [72], као што је приказано на слици 2.7. На тај начин  се честице 

раздвајају према својој величини и густини. Ултрацентрифугирање се користи за 

детекцију имунокомплекса, јер се имунокомплекси у различитим биолошким течностима 

таложе због велике брзине седиментације. Међутим, ова метода за раздвајање честица 

није селективна, јер и други велики биомолекули присутни у течности такође могу да 

преципитирају [45]. Овом методом су Magdeed и сар. (1991) одредили величину 

имунокомплекса присутних у циркулацији пацијената са РА при чему је показано је да је 

присуство већих имунокомплекса повезано са озбиљнијим компликација болести (тзв. 

екстраартикуларним манифестацијама)[55].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.7. Раздвајање честица комплексне смеше ултрацентрифугирање 

на градијенту сахарозе (креирано помоћу BioRender.com) 

 

Гел филтрација, позната и као молекулско сејање, ексклузиона хроматографија 

или гел хроматографија, је метода која се користи за раздвајање молекула на основу 

молекулске масе. Колона за гел филтрацију је напуњена полимерним зрнима са 

контролисаним  величинама пора. Молекули већи од величине пора пролазе кроз гел без 
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задржавања и бивају елуирани (испрани)  у првом хроматографском пику.  Молекули који 

су знатно мањи од величине пора лако улазе у поре гела, задржавају се у њему па дуже 

путују кроз гел и елуирају се у наредним хроматографским врховима тј. што је молекул 

мањи, дуже му треба да прође кроз колону [73] (слика 2.8). Овом методом се могу 

раздвојити прави од колоидних раствора, могу се уклонити соли или изменити пуферски 

системи у протеинским растворима, или раздвојити на основу њихове величине 

макромолекулски конституенти у саставу комплексне смеше, какву представљају и  

имунокомплекси [74]. Међутим, сама припрема експеримента је захтевна, јер захтева 

пажљиву оптимизацију параметара као што су избор матрикса, пуфера за елуирање и 

брзине протока. Такође, имунокомплекси могу бити склони агрегацији током процеса гел 

филтрације и могу интераговати са матриксом, што за последицу може да има нетачну 

процену величине честица или губитак узорка. Гел филтрација може бити осетљива на 

промене pH, јонске јачине и температуре, што такође може утицати на добијене резултате 

[75] . 

Иако је гел филтрација веома корисна метода за фракционисање макромолекула, 

због наведених недостатака и времена потребног за њено извођење, одређивање 

величине имунокомплекса овом методом се примењује само за потребе истраживања и 

на малом броју узорака. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.8. Гел филтрација  

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

Микроскопија атомских сила (енглески: Atomic Force Microscopy, AFM) је техника 

микроскопије која омогућава визуализацију површине узорка на атомском нивоу. 

Користи се за детаљну анализу топографије, морфологије и механичких својстава 

раличитих материјала, укључујући и биолошке узорке. Заснива се на мерењу 

међумолекулских сила које делују између атома испитиваног узорка и атома на врху 

мерне сонде. Интензитет (неполарних) међумолекулских сила зависи од растојања 

између честица у интеракцији, што омогућава да се мерењем интензитета силе прецизно 

одреди растојање од атома узорка. На основу тако одређених вредности формира се слика 

[76]. Када се интензитет међумолекулских сила измери на више тачака на површини 

неког узорка и након њиховог спајања, добија се информација о морфологији узорка. 

Мерења се изводе помоћу сонде направљене од силицијума или силицијум-нитрида која 

на свом крају има веома оштар врх и налази се на носачу. Када се врх приближи 
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површини узорка, атомске силе између врха и узорка изазивају помак носача. Овај помак 

се детектује преко ласерског зрака који се одбија од горње површине носача и пада на 

фотодетектор (слика 2.9). Промене у положају ласерског зрака на фотодетектору 

омогућавају мерење помака носача и тако добијени сигнал се коригује  помоћу негативне 

повратне спреге. Током снимања, сонда врши интеракцију са површином узорка који се 

налази на пијезоелектричном скенеру и даје информацију о димензијама узорка [76,77]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.9. Шематски приказ AFM система (модификовано из [78]) 

 

AFM се може користити за истраживање величине, структуре и дистрибуције 

агрегата и коришћена је, на пример, за проучавање инсулинских фибрила и коњугованих 

IgG агрегата [24]. Када се користе технике снимања за визуелизацију агрегације 

протеина, припрема узорка је најбитнији корак, јер она најчешће доводи до промена, 

како величине тако и структуре молекула, и на тај начин се могу добити резултати који 

не одговарају физиолошким односно реалним вредностима. Такође, приликом анализе 

слика потребно је пажљиво размотрити изабрану област слике како би се осигурала 

истинита репрезентација целог узорка који се анализира [24]. У већини студија које су 

се бавиле карактеризацијом имунокомплекса AFM методом, праћени су начини 

везивања антитела за специфични антиген [79-82].  

Применом AFM методе је тешко разликовати агрегиране од неагрегираних 

структура и веома је захтевно избројати довољно велики број честица да би се добила 

репрезентативна расподела величина [83]. Из наведених разлога је неопходна и примена 

других метода (као што је PCS) за прецизније одређивање расподеле величина честица 

испитиваног узорака [84]. 

Скенирајућа електронска микроскопија (енглески: scanning electron microscopy, 

SEM) пружа високу просторну резолуцију и омогућава детаљну визуализацију честица 

унутар имунокомплекса. Електронски снопови омогућују јасно разликовање величине 

честица унутар имунокомплекса, пружајући детаљне информације о њиховој величини, 

облику и расподели.  
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Принцип рада SEM-а заснива се на интеракцији површине материјала са 

примарним електронским снопом, што омогућава формирање слике структуре 

површине. При интеракцији снопа са атомима површине материјала, генеришу се 

различити типови сигнала, укључујући повратно расејане електроне, секундарне 

електроне и карактеристичне X-зраке (слика 2.10). Повратно расејани електрони настају 

када примарни електрони одбијају назад са површине материјала, док секундарни 

електрони настају избацивањем електрона из атомских орбитала материјала. 

Карактеристични X-зраци настају када избачени електрони остављају празнине у 

атомским љускама које се попуњавају електронима из виших енергетских нивоа, што 

доводи до емисије фотона са специфичном енергијом за сваки елемент. Детектори за 

повратно расејане и секундарне електроне омогућавају креирање слика површинске 

морфологије високе резолуције и топографије материјала, док детектори за 

карактеристичне X-зраке омогућавају анализу елементног састава површине [85]. 

 Као и AFM, и SEM се деценијама користи, како за морфолошку анализу 

имунокомплекса [86] тако и за одређивање њихове величине [3]. 

 

 
Слика 2.10. Шематски приказ SEM система 

(креирано помоћу BioRender.com) 

 

Постоји мали број студија које су показале да се и PCS може применити за анализу 

величине честица које улазе у састав in vitro и in vivo формираних имунокомплекса [3-9]. 

Како имунокомплекси представљају in vivo формиране агрегате антитела и 

антигена, овом методом је могуће пратити кинетику формирања комплекса антигена и 

антитела [87], детектовати имунокомплексе у серуму и синовијалној течности особа са 

реуматоидним артритисом [4], детектовати присуство LDL-IgG имунoкомплекса код 

особа са атеросклерозом [7] анализирати природу имунокомплекса код особа са 

саркодиозом и плућном туберкулозом [8] и пратити појаву и уклањање имунокомплекса 

у крви након оброка, код људи и експерименталних животиња [9]. Такође, показано је да 

се овом методом може анализирати величина нативних говеђих IgG и IgG агрегираних 
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топлотом (in vitro модел имунокомплекса) као и величина колоидних честица у саставу 

CIC здраве телади и телади оболеле од бронхопнеумоније [88]. 

György и сар. (2011) су показали могућност примене PCS за мерење величине 

имунокомплекса у синовијалној течности код пацијената са РА [4], али су Williams и 

Mackman (2011) указали да је за адекватну биофизичку карактеризацију имунокомплекса 

код РА потребно коришћење више метода, као и стандардизација преаналитичких и 

аналитичких корака [89]. 

 

2.2. Фотон корелациона спектроскопија 

 
2.2.1. Историјат развоја 

 

    Прва истраживања методе расипања светлости датирају из XIX века, када су 

научници почели да проучавају интеракцију светлости са материјалом. Ране студије 

укључују рад Џона Тиндала (John Tyndall) са колоидним суспензијама честица већих од 

таласне дужине упадне светлости (Тиндалов ефекат) и рад Лорда Рејлија (Lord Rayleigh) 

са колоидним суспензијама које садрже честице мање од таласне дужине светлости  

(Рејлијево расејање). Почетком XX века Алберт Ајнштајн (Аlbert Einstein) је развио 

теоријски оквир за Брауново кретање, које описује случајно кретање честица у течности. 

Ово истраживање је било кључно за каснији развој метода расипања светлости, јер је 

омогућило боље разумевање динамике честица у раствору. Густав Миј (Gustav Mie) је 

1908. године развио теорију (Мијева теорија) која проширује Рејлијев модел на веће 

честице у поређењу са таласном дужином светлости, узимајући у обзир облик честице и 

разлике у индексу преламања између честица и средине у којој су честице присутне. У 

истом периоду, Ајнштајн и Смолучовски (Smoluchowski) су развили флуктуациону 

теорију расејања светлости, према којој се течност треба посматрати као континуални 

медијум где топлотне флуктуације стварају нехомогености, које резултирају 

флуктуацијама густине и концентрације. Пар година касније Петер Деби (Peter Debye) је 

дао теорију да се расипање може проучавати независно од претпоставки о маси, величини 

или облику. Кабанез (Cabannes) и Рокард (Rocard) (1929), као и Ганс (Gans) (1921;1923) 

су се бавили теоријом оптички анизотропног расејања као и његовим утицајем на 

поларизацију расејане светлости. Средином XX века Цим (Zimm) je модификовао 

Rayleigh–Gans–Debye теорију, која је дала темељ модерног приступа расипања светлости 

који се користе за одређивање величине, облика и молекулске масе макромолекула у 

раствору. Шездесетих година XX века појава ласера омогућила је изузетно кохерентан и 

интензиван извор светлости, што је довело до развоја нових метода раcејања светлости 

за проучавање молекула у течностима, а развијени су и први дигитални аутокорелатори. 

Многи истраживачи су затим током година развили различите приступе за одређивање 

коефицијента дифузије молекула у раствору и својим истраживањима довели до развоја 

савремених инструмената за динамичко расипање светлости који данас играју кључну 

улогу у интеракцији протеина са малим молекулима, другим протеинима, и нуклеинским 

киселинама, али и за испитивање осталих типова макромолекулских интеракција као и 

анализу наноматеријала [2,90].  
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2.2.2. Принципи фотон корелационе спектроскопије 

 

Фотон корелациона спектроскопија је техника којом се у колоидним системима 

одређује величина честица и расподела честица по величини. Одређивање величине 

честица овом техником изводи се мерењем интензитета расуте светлости под углом од 

90° и 173° у зависности од типа уређаја који се користи. Стандардне компоненте уређаја 

за динамичко расипање светлости су: 

➢ Извор светлости, најчешће ласер (HeNe) 

➢ Ћелија за узорак, најчешће цилиндрична кивета сa прeчником између 10-30 

mm 

➢ Детектор, фотомултипликаторска цев или врло осетљивa напредна фотодиода, 

за који је повезана оптика 

➢ Хардвер компоненте повезане на детектор које се користе за обраду сигнала 

(слика 2.11). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.11. Шематски приказ грађе уређаја за фотон корелациону спектроскопију 

 

Расипање светлости је резултат интеракције светлости са електричним пољем 

честица или молекула. Упадни зрак фотона индукује осцилацију дипола у електронском 

облаку, а због промене дипола, енергија се ослобађа у свим правцима и та енергија се 

зове расута светлост. Интензитет расуте светлости пропорционалан је шестом степену 

полупречника честице [91]. За мале честице, чији је пречник мањи од десетине таласне 

дужине упадне светлости, примењује се Рејлијева теорија расипања светлости. Рeјлијево 

расипање је изотропно, тј. подједнако у свим правцима, носи исту енергију као упадна 

светлост (еластично расипање) и не зависи од угла [84]. Међутим, када величина честица 

прелази овај праг од λ/10 онда је Рејлијево расипање замењено анизотропним, Мијеовим 

расипањем, где је расута светлост неједнака у енергији (нееластично расипање) у односу 

на упадни зрак и зависи од упадног угла (слика 2.12), при чему је расута светлост у 

правцу упадне светлости највећег интензитета [92]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.12. Шематски приказ расипања светлости у зависности од величине честице 

(модификовано из [84]) 
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Фотон корелационом спектроскопијом се заправо мере временски зависне 

флуктуације у интензитету расуте светлости честица услед њиховог спонтаног 

(Брауновог) кретања у течности, у веома кратким узастопним временским интервалима 

који износе неколико наносекунди или микросекунди. Промена у интензитету 

флуктуације расуте светлости у функцији времена, назива се корелациона функција 

(слика 2.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.13. Утицај величине колоидних честица на емитовани сигнал расипања 

светлости у времену и корелациону функцију A) мале честице, Б) велике честице, В) 

Корелациона функција – објашњење (модификовано из [93,94]) 

 

Kорелатор стално додаје и умножава флуктуације у измереном интензитету расуте 

светлости и генерише (ауто)корелациону функцију за дати узорак. Аутокорелациона 

функција се потом „фитује“ у теоријску корелациону функцију g(τ) преко једначине: 

 

                                         𝑔(𝜏) = 𝑒−2𝐷𝜏𝑞2
                                           (1) 

где je D дифузиони коефицијент, q је апсолутна вредност вектора расуте функције 

и τ je временски померај (lag time). На аутокорелациону функцију се примењује 

алгоритам, на основу чега се одређује величина честица и расподела честица по 
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величини. Величина честица која се добија овом техником позната је као 

хидродинамичка величина (пречник, дијаметар), (енглески: Z-ave, Z–average size, Z-

average mean, cumulant mean). Код сферних честица је хидродинамичка величина 

честице једнака стварној величини честица, али се хидродинамички пречник може 

дефинисати и за честице неправилног облика као што су честице молекула IgG [94] 

(слика 2.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.14. Шематски приказ хидродинамичког пречника молекула IgG; 

Mw-молекулска маса (енглески: molecular weight); DH-хидродинамички пречник 

(модификовано из [94]) 

 

Једначина којом се преводе временски зависне флуктуације у интензитету расуте 

светлости тј. транслаторни дифузиони коефицијент (D) у хидродинамички пречник 

честица (DH), je Штокс-Ајнштајнова (Stokes – Einstein) једначина: 

 

                                                              𝐷 =
𝑘𝑇

6𝜋η𝐷𝐻
                                              (2) 

 

где је k Болцманова (Boltzmann) константа (1,38064852 × 10−23 J/K), T апсолутна 

температура при којој се изводе мерења и η вискозност медијума у коме су честице 

суспендоване. Описане математичке једначине указују да резултати фотон корелационе 

спектроскопије зависe од неколико променљивих, укључујући вискозност растварача 

(дисперзанта), коришћени инструмент, температуру, индекс рефракције материјала итд. 

[84]. 

Штокс-Ајнштајнова једначина повезује дифузиони коефицијент честица са 

величином честица уколико су познати вискозност медијума у коме су честице 

суспендоване, и апсолутна температура при којој се изводе мерења.  

Резултати анализе величине честица фотон корелационом спектроскопијом се 

приказују у облику дијаграма зависности интензитета расуте светлости од 

хидродинамичког пречника честица присутних у узорку. На основу ових података 

израчунавају се запремина и број честица одређеног дијаметра у анализираном узорку 

(слика 2.15). 
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Слика 2.15. Приказ резултата анализе величине честица фотон корелационом 

спектроскопијом: Детектована зависности интензитета расуте светлости од величине 

честица и израчуната запремина и број честица одређене величине (хипотетички 

дијаграми за узорак у коме се налазе сферне честице пречника 5 nm и 50 nm у једнаком 

броју) (модификовано из [95]) 

 

2.2.3. Математички модели који се примењују у анализи резултата фотон 

корелационе спектроскопије  

 

За анализу величине честица и дистрибуције честица по величини уобичајено се 

користи кумулантна метода (енглески: CUMULANT) која је дефинисана у међународном 

стандарду о динамичком расипању светлости [96]. За одређивање величине честица 

кумулантном методом потребно је знати индекс рефракције дисперзанта и вискозитет 

дисперзионог медијума. 

Поред могућности одређивања средње вредности пречника честица из кумулантне 

анализе, овом техником се може одредити и индекс полидисперзности (енглески: 

polydispersity index; PI), бездимензиона величина, којом се добија дистрибуција честица 

по величини из кумулантне анализе. PI заправо описује математичко одступање стварне 

аутокорелационе функције од теоријске (фитоване) корелационе функције g(τ). Одступање 

аутокорелационе функције од фитоване корелационе функције се смањује са сужавањем 

расподеле честица по величини, тј. са смањењем PI. Индекс полидисперзности може 

имати вредност у интервалу од 0 до 1. 

CUMULANT метод је заснован на претпоставци да је присутна само једна 

популација честица (мономодална), која има Гаусову расподелу око просечне величине 

честица. Уклапањем полинома трећег степена у логаритам корелационе функције 

интензитета добија се брзина распада Г (1. кумулант). 

Брзина распада је директно повезана са коефицијентом дифузије D: 

 

                                                      Γ=𝐷𝑞2                                                                            (3) 

  

где је 𝑞 је таласни вектор, који зависи од угла расејања. Виши редови резултата уклапања 

(2. и 3. кумулант) дају индекс полидисперзности узорка. Већина савремених PCS 

инструмената аутоматски врши CUMULANT анализу, jeр је једноставна за 

имплементацију и брзо даје резултате [97]. 
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Алтернативна метода за анализу аутокорелационе функције je CONTIN, која се 

заснива на инверзној Лапласовој трансформацији функције корелације интензитета 

добијене из PCS мерења. Функција корелације интензитета, g2(𝜏) је повезана са 

функцијом корелације електричног поља, g1(𝜏), према следећој релацији: 

 

                            g2(𝜏) = 1+ 𝛽 ∣ g1 (𝜏) ∣2                       (4) 

 

где је 𝛽 фактор повезивања. Функција g1 (𝜏) се може изразити као суперпозиција 

експоненцијалних функција: 

 

                            g1(𝜏) = ∫ А (D) 
∞

0
 e-Г𝜏dГ             (5) 

 

где је Γ брзина распада повезана са коефицијентом дифузије D кроз релацију Γ=𝐷𝑞2. 

Да би се решила ова интегрална једначина и добила дистрибуција коефицијента дифузије 

𝐴(𝐷), CONTIN метода користи регуларизацију, чиме се минимизује утицај шума у 

подацима [98]. 

CONTIN метода је идеална за хетеродисперзне, полидисперзне и мултимодалне 

системе који се не могу решити кумулантном методом. Резолуција за раздвајање две 

различите популације честица је приближно фактор пет или већа, а разлика у релативним 

интензитетима између две различите популације треба да буде мања од 1:10−5. Ова метода 

даје прецизнију карактеризацију величине честица у узорцима са комплексним 

дистрибуцијама. Међутим, имплементација ове методе захтева више времена и 

стручности у поређењу са CUMULANT методом, а резултати анализе су врло осетљиви 

на квалитет података. 

CORENN метода (енглески: Constrained Regularization for Exponential Non-

Negative Networks) представља напредну технику за анализу PCS података.  Заснива се  

на решавању инверзних проблема регуларизацијом, користећи мреже са 

експоненцијалним функцијама које су подложне ограничењима да буду ненегативне и на 

тај начин омогућава врло прецизну и детаљну анализу комплексних, полимодалних 

дистрибуција величине честица [99]. 

 

2.2.4. Примена у фармацеутским и биотехнолошким истраживањима 

 
PCS је постала прихваћени аналитички метод у различитим истраживањима у 

оквиру природних, бимедицинских и наука о материјалима, као и индустријским 

процесима контроле квалитета [1]. На основу принципа рада, јасно је да је фотон 

корелациона спектроскопија најпогоднија метода за проучавање деградације 

макромолекула, њихове хомо- и хетеро-олигомеризације, полимеризације (укључујући и 

ензимски катализовану), као и формирање кластера у реалном времену. 

Примери примене ове методе су бројни, као што су праћење: pH-зависне 

дисоцијације и хидролизе апоферитина [100], агрегације хуманог прионског протеина 

(PrP) након специфичног протеолитичког цепања или УВ зрачења [101-103], фазе 

кристализације протеина [104-106], густинe ћелијa у култури [107], формирања липидних 

нано-дискова [108] и кинетике фармацеутских препарата, попут инсулина [109]. Такође 

је показано да се може користити и за праћење кинетике реакције антиген-антитело [87], 

као и за праћење денатурације и термалне стабилности протеина у раствору, јер ова 

техника показује високу сензитивност за праћење малих промена у молекулској 

конформацији протеина [110]. 
Фотон корелациона спектроскопија у спрези са ексклузионом хроматографијом 

високе перформансе представља златни стандард за контролу стабилности 
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моноклонских антитела, посебно код појаве великих агрегата [111]. Oва техника се 

примењује и за испитивање других фармацеутских препарата, пре свега у контроли 

квалитета препарата за парентералну примену, где се мерењем просечне величине 

честица, расподеле величине честица, као и електрокинетичког (зета, ζ) потенцијала 

интравенских емулзија може пратити стабилност ових препарата [112]. 

Електрокинетички потенцијал је мера електричног потенцијала који се развија на 

површини честица у суспензији када се примени спољна електрична струја и представља 

меру колоидне стабилности. Висок електрокинетички потенцијал (позитиван или 

негативан) указује на то да су честице у суспензији добро одвојене једна од друге, што 

доводи до стабилније суспензије и спречава агломерацију честица. Супротно, уколико је 

електрокинетички потенцијал низак, честице лако агрегирају и формирају мање стабилне 

суспензије [84]. Агрегати различитих величина (од малих нпр. димери протеина, до оних 

видљивих голим оком), али и деградациони продукти протеина, могу да се формирају 

током процеса производње, чувања, транспорта или припрема за апликовање (слика 

2.16). Формирање агрегата је најчешће индуковано променом температуре 

(неконтролисано загревање и смрзавање), променом pH пуфера, излагањем светлости, 

оксидацијом, механичким оштећењем током мешања, филтрирањем, хроматографских 

или других сепарација, интeракцијом са деловима опреме од челика, гуме, стакла, 

силикона или других материјала, интеракцијом са растварачима. Овакви агрегати могу 

да покрену нежељене реакције у организму и њихова детекција је саставни део анализе 

квалитета у савременим биотехнолошким процесима добијања природних или 

рекомбинантих протеина.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2.16. Детекција агрегата у препарату албумина применом фотон корелационе 

спектроскопије А) након загревања и Б) препарата моноклонских антитела након 

лиофилизације (модификовано из [113])  
Графици приказују зависност интензитета расуте светлости од пречника честица.  

 

Фотон корелациона спектроскопија се користи и за одређивање величине капи у 

микроемулзијама као носачима лекова, како за оралну [114], тако и за интравенску 

примену [115], за одређивање величине липидних наночестица [116], као и наночестица 

сребра [117]. Величина честица оксида гвожђа стабилизованих полисахаридом, које се 

користе као контрастна средстава за магнетну резонанцу је такође одређивана помоћу 
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фотон корелационе спектроскопије [118]. Проучавани су и процеси агрегације серумских 

протеина са честицама композитних материјала који се користе за испоруку лекова [119]. 

Фотон корелациона спектроскопија се може применити за праћење физичке 

стабилности липозома (честица од фосфолипидног двослоја) као носача биоактивних 

једињења, при чему пораст величине честица током складиштења упућује на агрегацију 

честица током времена. На тај начин се одређује рок трајања формулација на бази 

липозома при складиштењу под одређеним условима [120,121]. 

Значајну примену фотон корелациона спектроскопија нашла је и у 

биомедицинским истраживањима. Праћење корона ефекта након примене албуминских 

наночестица in vivo је вршено применом ове методе, што је од кључног значаја за 

терапијску примену наночестица, како би честице могле да дођу до свог циљног места у 

организму [122]. Мерење величине субмикронских честица присутних у синовијалној 

течности оболелих након реконструкције/замене зглоба је један од главних параметара за 

праћење стања након интервенције, како не би дошло до инфламације, што се такође 

може пратити применом фотон корелационе спектроскопије [123]. Фотон корелационом 

спектроскопијом је праћена и величина PF4 - хепарин комплекса, која је од изузетног 

значаја за патогенезу хепарин индуковане тромбоцитопеније [124]. 

 

2.2.5. Примена фотон корелационе спектроскопије у дијагностичке сврхе 

 

PCS је техника која има значајан потенцијал за примену у дијагностици болести 

људи и животиња, али је њена примена у клиничкој дијагностици још увек у фази 

истраживања и развоја. Проблем у оптимизовању ове методе за употребу у клиничкој 

дијагностици лежи у сложености и хетерогености биолошких узорака, као што су крв, 

урин или ткива, где присуство различитих компоненти може ометати прецизну анализу 

и довести до компликованих корелационих функција [119]. 
Ипак, рађене су студија које су се бавиле анализом компоненти крвног серума 

помоћу фотон корелационе спектроскопије. Показано је да између узорака крвне плазме 

здравих давалаца крви и крвне плазме особа са онколошким обољењима постоји разлика 

у односу на интензитет расуте светлости на молекулима албумина и глобулина. Показана  

разлика  је повезана са повећањем релативне концентрације албумина и смањењем 

глобулина у онколошким стањима [125]. Слична истраживања су показала да се PCS 

може користити за идентификацију особа у ризику од развоја онколошких обољења 

анализом крвног серума, праћењем повећања процента једињења са малом молекулском 

масом (величине 1–10 nm) и смањења процента великих протеина (11–30 nm) и њихових 

агломерата у код оболелих [125]. Поред тога, разматрају се могућности употребе 

динамичког расејања као дијагностичког алата за анализу ризика од настанка дијабетеса 

и кардиоваскуларних болести, као и за одређивање величине честица крвног серума и 

његових промена у процесу деградације протеина. Студије су такође показале да се ова 

метода може користити за детекцију маркера карцинома коришћењем специјално 

припремљених сонди на бази наночестица злата или других метала [119].  

PCS се користи за анализу агрегата протеина као што су амилоидни плакови у 

мозгу који су повезани са болестима као што су Алцхајмерова и Паркинсонова болест, 

што може помоћи у раном откривању и праћењу прогресије ових болести [126]. 

Иако PCS нуди значајне предности у анализи динамичких процеса у биолошким 

узорцима и има велики потенцијал за примену у дијагностици, потребно је развити 

стандардизоване протоколе за њену употребу у клиничкој пракси. 
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2.2.6. Фактори који утичу на резултат мерења фотон корелацоном спектроскопијом 

Како би се добили поуздани резултати мерења потребно је оптимизовати начин 

припреме узорка, тако да конформација и колоидна стабилност препарата остану 

ненарушене. Наиме, познато је да се конформационе промене у молекулима 

имуноглобулина могу индуковати екстремним вредностима рН раствора, променама 

пуферских система, температуре, али и да могу настати као последица интеракције са 

антигенима или (не)специфичне интеракције са другим макоромолекулима [127,128]. 

Уколико се узорак разблажује, неопходан је адекватан избор растварача, јер 

разлике у индексу преламања и вискозности различитих растварача могу утицати 

интерпретацију резултата [75]. Растварач мора бити ефикасан у дисперговању честица и 

потребно је да осигура довољну колоидну стабилност током мерења. Такође, растварач 

не би требао да мења својства узорака. Уколико постоји више адекватних растварача, 

треба изабрати растварач који даје највећи контраст између узорка и растварача, односно 

највећу разлику у индексу преламања, jeр ће се на тај начин добити најбољи сигнал при 

анализираној концентрацији узорка [75]. 

За што прецизније мерење, неопходно је оптимизовати концентрацију узорка. Ова 

концентрација зависи од фактора који се односе на инструмент (нпр. запремина и угао 

расејања светлости, снага ласера, осетљивост детектора) и својства материјала (нпр. 

молекулска маса, компактност) честица. Већа концентрација узорка доводи до 

вишеструког расејања, где расејана светлост једне честице ступа у интеракцију са другим 

честицама пре него што стигне до детектора и губи интензитет. Као резултат тога, 

добијена величина је вештачки мања. Насупрот, коришћење превише разблажених 

узорака неће створити довољно сигнала расуте светлости за анализу [75].  

Узорци за PCS мерења треба да буду хомогени и без замућења. Замућеност, 

контаминација или велике честице могу значајно утицати на прецизност мерења, јер могу 

изменити путању ласерског зрака пре него што прође кроз центар ћелије за мерење и на 

тај начин доведе до непрецизних мерења и анализе података. Овај ефекат узрокује да већ 

расута светлост буде додатно расејана пре него што стигне до детектора, чиме се 

изобличава сигнал. Како би се овај проблем минимизовао, узорак је потребно 

центрифугирати, разблажити или филтрирати [24]. Међутим, филтрација може изменити 

дистрибуцију честица и/или уклонити агломерате, што може потенцијално утицати на 

добијене резултате. Такође, промена концентрације протеина разблаживањем може 

изазвати дисоцијацију реверзибилних агломерата [24]. Резултати мерења могу бити 

непрецизни у узорцима у којима су присутни велики агрегати. Агломерација доводи до 

формирања већих структура и може довести до ширења и деформације врхова у 

дистрибуцији величине честица. Као резултат тога, појављују се шири и мање прецизни 

пикови, што отежава интерпретацију добијених сигнала. Такође, агломерати могу 

маскирати присуство мањих честица у узорку, односно могу смањити осетљивост 

детектора [75]. 

Обојени узорци могу да апсорбују светлост у одређеном опсегу таласних дужина, 

па самим тим је интензитет расуте светлости мањи и измерена величина честица је мања 

од стварне [75].  

Честице неправилног облика обично показују веће хидродинамичке пречнике у 

поређењу са сферним честицама еквивалентног пречника. Такође, честице неправилног 

облика могу показати асиметрично понашање у дифузији светлости у поређењу са 

сферним честицама што може утицати на начин интеракције са светлошћу и расподелу 

интензитета расуте светлости. На пример, честица са оштрим ивицама или неправилним 



Докторска дисертација | Тамара Н. Ђукић 

 

26 
 

површинама могу стварати додатне светлосне ефекте који могу утицати на прецизност 

добијених резултата [84]. Такође, већина комерцијално доступних апарата је опремљена 

софтверима који структуру колоидних честица апроксимирају као сферу. То је 

одговарајући приступ за анализу нпр. молекула албумина чија структура се може 

апроксимирати на овај начин. Међутим, за анализу молекула имуноглобулина, због 

њихове специфичне структуре, оваква апроксимација није увек одговарајућа. 

На резултате анализе утичe трајање мерења, реолошка својства (вискозитет) 

узорка као и математички модели или алгоритми који су коришћени за анализу резултата. 

Због свега наведеног, препоручено је да се, за анализу присуства протеинских 

агрегата, PCS користи у комбинацији са другим техникама (различитим типовима 

хроматографија и електрофореза, UV-VIS спектроскопијом, FTIR и Рамановом 

спектроскопијом, различитим микроскопским методама, итд.) [2, 25-27,24]. 

 

2.2.7.  Предности фотон корелационе спектроскопије методе у анализи величина 

имунокомплекса  

Велика предност PCS у односу на методе које се иначе користе за анализу 

величина имунокомплекса је  у томе што се релативно брзо изводи, не захтева посебну 

припрему узорка, показује широку примењивост за проучавање различитих типова 

протеина, а након анализе узорак се може користити за друге анализе. Такође, потребна 

је мала количина узорка, а омогућени су широк опсег мерења величине честица и 

праћење дистрибуције величине честица у реалном времену, као одговор на различите 

спољашње стимулусе, као што су промене pH, температуре или концентрације. Ова 

карактеристика PCS методе је корисна за проучавање динамичког понашања колоидних 

система и разумевање њихове стабилности и реактивности у различитим условима.  

Joш једна битна предност фотон корелационе спектроскопије јесте исплативост, 

јер у поређењу са другим методама за анализу величине честица, као што је на пример 

електронска микроскопија, ова метода није превише захтевна у смислу 

инструментације и изводи се изузетно брзо, што је чини погодном за примену у 

широком спектру научних области и индустрији за рутинску анализу величине честица 

и на већем броју узорака. Упоредни приказ метода које се користе за анализу величина 

имунокомплекса приказан је у табели 2.4. 
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Табела 2.4. Упоредни приказ метода које се користе за анализу величина имунокомплекса 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Параметри/Метода 
Фотон корелациона 

спектроскопија 

Ултрацентрифугирање 

на градијенту сахарозе 

Гел филтрација на 

ниском притиску 
SEM и AFM 

Трајање анализе 20 минута 

Припрема градијента, 

ултрацентрифугирање и 

анализа фракција: 2 дана 

Релативно спор процес 

до неколико сати 

Припрема узорака и 

снимање: 2 дана 

Припрема узорка и 

опреме 

Минимална, углавном се 

узорци анализирају у 

свом нативном облику 

Припрема узорка је 

минимална; Формирање 

градијента густине и 

скупљање фракција је 

технички и временски 

захтевно 

Припрема узорка је 

минимална; Припрема 

колоне, наношење 

узорка и елуирање и 

анализа фракција су 

временски захтевни 

Специфична припрему 

узорка: фиксација, 

дехидратација (AFM) и 

додатно облагање 

(sputter-coating) за SEM 

Резолуција и 

сензитивност 
Висока сензитивност Умерена Умерена Висока резолуција 

Динамичке 

информације 

Пружа динамичке 

информације о 

дистрибуцији величине 

честица, погодна за 

праћење промена током 

времена 

Омогућава статичка 

мерења након завршетка 

процеса 

ултрацентрифугирања 

Омогућава статичка 

мерења у дискретним 

временским тачкама 

током процеса одвајања 

Обезбеђују статичне 

снимке слике у једној 

временској тачки 

Запремина узорка 
Мала запремина узорка 

(500 µL) 

Веће запремине узорка 

(>1mL) 

Веће запремине узорка 

(>1mL) 

Минимална количина 

узорка (10 µL) 

Цена апарата и цена 

анализе и  

комплексност поступка 

мерења 

Умерена цена и 

једноставност рада 

Умерена до висока цена; 

Захтева специјализовану 

опрему 

Умерени трошкови и 

умерена сложеност у 

погледу рада 

Висока цена, неопходан 

је обучени оператор због 

сложеног рада и 

одржавања опреме 
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3. ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 

 

Циљ ове докторске дисертације је да се испита хипотеза примене фотон 

корелационе спектроскопије као методе за одређивање величине имунокомплекса, тј. 

честица у њиховом саставу, у дијагностици болести за чији су настанак и прогресију 

укључени имунокомплекси. 

У овој докторској дисертацији биће анализирани имунокомплекси здравих особа и 

особа са РА. Иако се у РА имунокомплекси стварају и акумулирају у синовијалној 

течности, у овом истраживању биће анализирани имунокомплекси у серумима 

периферне крви (CIC), који садрже у себи и имунокомплексе који потичу из периферних 

ткива, и као такви представљају одговарајући модел за изучавање имунокомплекса када 

их није могуће изоловати директно са места инфламације. 

Циљ ове дисертације је да се на основу резултата анализе величине колоидних CIC 

честица фотон корелационом спектроскопијом одреди дистрибуција њихове величине 

која је карактеристична за CIC здравих особа, тј. да се формира референтни систем на 

основу кога ће бити показана промена дистрибуције величина колоидних честица CIC у 

РА. На овај начин би се потврдила могућност примене ове методе за анализу величине 

честица у саставу природно формираних имунокомплекса. 

У овој докторској дисертацији експериментални део реализован је кроз три главне 

фазе: 

I) Анализа величине колоидних честица нативних имуноглобулина IgG, in vitro 

аналога имунокомплекса и in vitro формираних имунокомплекса која подразумева: 

➢ Изоловање IgG из периферне крви здравих особа; 

➢ Формирање in vitro аналога имунокомплекса агрегирањем (загревањем) нативних 

IgG; 

➢ In vitro формирање имунокомплекса између IgG и моноклонских антитела миша 

специфичних за κ лаке ланце имуноглобулина човека; 

➢ Анализа величине нативних и агрегираних IgG уобичајеним методама анализе 

величине имунокомплекса: ултрацентрифугирањем, гел филтрацијом и 

микроскопским методама (SEM и AFM); 

➢ Мерење величине колидних честица у препаратима нативних и агрегираних IgG и 

in vitro формираних имунокомплекса  фотон корелационом спектроскопијом и 

поређење  добијених резултата са резултатима добијеним применом других 

метода анализе величине и имунокомплекса; 

➢ Одређивање вредности ζ (електрокинетичког) потенцијала, као мере колоидне 

стабилности, нативних и агрегираних IgG; 

➢ Поређење резултата мерења величине колоидних честица у препаратима нативних 

и агрегираних IgG фотон корелационом спектроскопијом са величинoм колоидних 

честица у препаратаима нативног и агрегираног албумина човека као модела 

глобуларног протеина. 

II) Анализа величине колоидних честица у CIC здравих особа која подразумева: 

➢ Изоловање CIC здравих особа преципитацијом уз примену полиетилен 

гликола и анализа садржаја класа и подкласа имуноглобулина у изолованим 

CIC; 

➢ Анализа CIC здравих особа ултрацентрифугирањем, гел филтрацијом и 

микроскопским методама (SEM и AFM); 
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➢ Мерење величине колоидних честица CIC здравих особа фотон корелационом 

спектроскопијом уз поређење са резултатима добијеним 

ултрацентрифугирањем, гел филтрацијом и микроскопским методама (AFM и 

SEM) нативних и агрегираних IgG; 

➢ Одређивање вредности ζ (електрокинетичког) потенцијала CIC здравих особа. 

III) Анализа величине колидних честица у CIC особа са РА као модел болести 

посредоване имунокомплексима која подразумева: 

➢ Изоловање CIC особа са РА преципитацијом уз примену полиетилен гликола и 

анализа садржаја класа и подкласа имуноглобулина у изолованим CIC; 

➢ Анализа CIC особа са РА ултрацентрифугирањем, гел филтрацијом и 

микроскопским методама (SEM и AFM); 

➢ Мерење величине колоидних честица CIC особа са РА фотон корелационом 

спектроскопијом и поређењем са резултатима ултрацентрифугирања, гел 

филтрације и SEM нативних и агрегираних IgG; 

➢ Дефинисање вредности ζ (електрокинетичког) потенцијала CIC особа са РА. 

Шематски приказ експерименталног дела докторске дисертације приказан је на слици 

3.1. 
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Слика 3.1. Шематски приказ експерименталног дела докторске дисертације  

А) Препарат нативног албумина различитих концентрација и њихово агрегирање 

топлотом; Б) Изоловање IgG из серума добровољних давалаца крви афинитетном 

хроматографијом и агрегирање топлотом; В) In vitro формирање имунокомплекса 

између IgG и моноклонских антитела миша специфичних за κ лаке ланце 

имуноглобулина човека у различитим односима; Г) Изоловање CIC из серума особа са 

РА и здравих особа преципитацијом полиетилен гликолом; Д) Методе које су коришћене 

за анализу величине честица узорака добијених различитим поступцима (А, Б, В и Г) 

(креирано помоћу BioRender.com) 
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4. Експериментални део 
 

 

4.1. Материјали 
 

 

4.1.1. Серуми периферне крви здравих добровољних давалаца крви 

 

У овом истраживању, као биолошки материјал коришћени су серуми перифернe 

крви 300 добровољних давалаца. Серуми су сакупљени на Институту за 

трансфузиологију и хемобиологију Војномедицинске академије у Београду, у периоду 

мај-јун 2022. године. Ови узорци представљају отпадни биолошки материјал који 

заостаје након анализа урађених за потребе процене здравственог статуса давалаца. 

Узорци периферне крви узети су након добијања писмених информисаних пристанака и 

експерименти су урађени у складу са Етичким кодексом Светског медицинског удружења 

(Декларација Хелсинки) и одобрен од Етичкoг комитета Војномедицинске академија 

(Етичка одлука 17/2020; за здраве даваоце крви). Просечна старост добровољаца је била 

38 ± 11 година.  Од серума периферне крви 300 добровољних давалаца крви направљен 

је збирни узорак серума из којих је изолован IgG, који је даље коришћен за in vitro 

формирање агрегата IgG и имунокомплекса. 

 

4.1.2. Серуми периферне крви особа са РА и здравих особа 

 

У овом истраживању као биолошки материјал коришћени су и серуми периферне 

крви 30 пацијената са РА који су стационарно лечени у Институту за реуматологију, 

Београд, Србија. Ниво RF и ACPA у серумима испитаника, као и брзина седиментације 

еритроцита, концентрација Це - реактивног протеина (енглески: c-reactive protein, CRP), 

и степен активности болести (енглески: disease activity score-28, DAS 28) су одређени на 

Институту за реуматологију у Београду. Из овог Института су добијени и подаци о 

терапији специфичној за РА коју су испитаници примали у време узимања крви за 

потребе ове студије. Ниједан од пацијената није лечен терапијским моноклонским 

антителима. Индивидуални подаци о старости и полу испитаника, нивоу серумских RF и 

АСРА, брзини седиментације еритроцита, нивоу CRP и DAS 28, како и примљеној 

терапији  су приказани у табели П1, у Прилогу ове дисертације. 

Осим узорака серума особа са РА у овом раду су коришћени и серуми 30 здравих 

особа који по старости одговарају испитаницима са РА, и који су формирали контролну 

групу ове студије. Испитаници који су формирали контролну групу нису имали 

документоване системске болести и акутне инфекције најмање месец дана пре узимања 

крви. Њихова старост и пол су дати у табели П2, у Прилогу ове дисертације. 

Сви узорци периферне крви здравих донора узети су након добијања писмених 

информисаних пристанака, а експерименти су урађени у складу са Етичким кодексом 

Светског медицинског удружења (Декларација Хелсинки) и одобрени од Етичкoг 

комитета Стоматолошког факултета Универзитета у Београду (Етичка одлука бр. 36/7;12. 

април 2017). 
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4.1.3. Aлбумин 

 

У раду је коришћен препарат 22% албумина за интравенску примену 

(комерцијални препарат, Bovine albumin 22%, CE-IMMUNODIAGNOSTIKA GmbH, 

Немачка). 

 

4.2. Методе 

 

4.2.1. Изоловање крвног серума 

 

Појединачни узорци серума добијени су спонтаном коагулацијом крви током 24 h 

на 37 ºC након чега је течна фаза издвојена центрифугирањем на 22 ºC, при 1257 х g током 

10 min. Један део серума (запремине од 1 mL) је одмах коришћен за изоловање CIC 

(описано у одељку 4.2.6), док је преостали део серума замрзнут на -20 °C за даље анализе. 

 

4.2.2. Изоловање IgG из серума афинитетном хроматографијом 

 

IgG је изолован из узорка збирног серума 300 здравих особа афинитетном 

хроматографијом на колони са протеином А (HiTrap Protein A HP, 1 mL columns, Cytiva) 

и на колони са протеином Ге (HiTrap Protein G HP, 1 mL columns, Cytiva). Збирни серум 

је најпре центрифугиран на 22 ºC на 3000 × g у трајању од 10 min, затим је разблажен у 

односу 1:2 изотоничним фосфатним пуфером концентрације 10 mM, рН 7,2-7,4, 

(енглески: phosphatе buffered saline, PBS).  

Пре почетка хроматографије афинитетни матрикси у хроматографским колонама 

су еквилибрисани PBS пуфером, а затим је на колоне наношен узорак разблаженог 

серума.  Након тога је кроз колону пропуштан PBS у запремини која одговара 5 запремина 

колоне. На овај начин су уклоњени протеини који се нису везали за афинитетни матрикс. 

Елуирање протеина везаних за матрикс је рађено 0,1 М глицинским пуфером pH 2,5. 

Непосредно након елуирања, низак рН елуента је неутралисан додавањем 40 μL  1M TRIS 

pH 8 на 1 mL узорка. Измена пуфера је рађена пропуштањем елуата кроз колону  

(запремине 5 mL) напуњену матриксом за гел филтрацију Sephadex G-25 (опсег 

раздвајања: 1-5 kDа за глобуларне протеине; Cytiva, САД), који је пре измене пуфера био 

еквилибрисан PBS пуфером.  

 

4.2.3. Одређивање концентрације протеина 

 

Концентрација протеина у свим узорцима је одређена комерцијалним тестом 

бицинхонинске киселине (енглески: Bicinchoninic Acid, BCA)(BCA Protein Assay Kit, 

Pierce, САД)  а тест је рађен по упутству произвођача. Као протеински стандард 

коришћен је раствор говеђег албумина у опсегу концентрација од 0,062 до 1000 mg/mL. 

Као слепа проба коришћен је PBS. Тест је извођен у микротитарским плочама са 96 места, 

при чему је на 25 µL стандардних раствора и CIC узорака додавано 200 µL радног BCА 

реагенса. Реакциона смеша је инкубирана 30 min на 37 °C, а на основу очитаних 

вредности апсорбанце на 540 nm таласне дужине  (А540) из једначине праве израчунате 

су концентрације протеина у узорцима.  
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4.2.4. Електрофореза протеина у гелу полиакариламида са додатком  натријум-

додецил-сулфата 

 

Чистоћа препарата серума IgG добијених афинитетним изоловањем на протеину 

А и протеину Ге проверена је дисконтинуираном електрофорезом на гелу од 

полиакриламида са додатком натријум-додецил-сулфата (енглески: SDS polyacrylamide 

gel electrophoresis, SDS-PAGE) у нередукујућим условима [88]. Електрофореза је рађена 

на „SE 260 Mighty Small II Vertical Slab Electrophoresis Unit“ (GE HealthCare LifeScience, 

САД) апарату за вертикалну SDS-PAGE са хлађењем. Електрофореза је рађена у 10% 

геловима дебљине 1 mm, са 10 места за узорке. На гел је наношено 10 μg протеина по 

узорку. На сваки гел су поред узорака, наношени протеински маркери познатих 

молекулских маса у опсегу од 10-250 kDa (PageRulerTM Plus, Thermo Scientific, Rockford, 

IL, САД). Електрофоретско раздвајање је извођено при константној јачини струје од 40 

mА уз непрестано хлађење. По завршетку електрофорезе протеинске фракције су 

визуелизоване бојењем реагенсом Комаси плаво (енглески: Coomassie brilliant blue, CBB), 

након чега је вишак боје уклоњен раствором метанола и сирћетне киселине. 

 

4.2.5. Формирање агрегата протеина топлотом 

 

4.2.5.1. Агрегaција албумина топлотом 

 

Албумин за интравенску примену (22%) је разблажен у физиолошком раствору 

(Natrii chloridi infundibile, 9 g/L; Хемофарм, Србија) до концентрација од 20, 10 и 5 mg/mL 

и агрегиран загревањем на 70 ºC (температура неопходна да би се овај протеин успешно 

денатурисао и агрегирао [129]) у трајању од 10 min. Ефикасност денатурације и 

агрегације албумина је процењена на основу мерења апсорбанције раствора на 350 nm 

(А350), након чега су неагрегирани (нативни) и агрегирани албумин анализирани фотон 

корелационом спектроскопијом (описано у 4.2.10). 

 

4.2.5.2. Агрегaција IgG топлотом - Формирање in vitro аналога имунокомплекса 

 

IgG који је афинитетно изолован на протеину А или протеину Ге је разблажен у 

РВS пуфером до концентрацијe од  1  mg/mL, а затим агрегиран стандардним поступком, 

загревањем на 63ºC у трајању од 10 min. Oва једноставна метода је изабрана, јер је 

познато да молекули IgG агрегирају на температурама вишим од 50 ºC и да на тај начин 

формирају in vitro аналоге имунокомплекса [88,130]. Ефикасност денатурације и 

агрегације је процењена на основу мерења апсорбанције на 350 nm (А350), након чега су 

неагрегирани (нативни) IgG и IgG агрегати анализирани фотон корелационом 

спектроскопијом (описано у 4.2.10). 

 

4.2.6. In vitro формирање имунокомплекса 

 

In vitro имунокомплекси су формирани у реакцији афинитетно изолoвaног IgG и 

моноклонског антитела миша специфичног за  лаке ланце имуноглобулина човека. 

Мишје IgG1 моноклонско антитело, клон 44, је добијено у лабораторији др Љиљане 

Димитријевић, у Институту за вирусологију, вакцине и серуме, Торлак.  

Да би се анализирао ефекат односа антигена и антитела на величину 

имунокомплекса, IgG (антиген) и моноклонско антитело реактивно са   лаким ланцима  

су разблажени у PBS пуферу до концентрације 1 mg/mL и  помешани у запреминском 

односу 1:2 (in vitro имунокомплекси означени како IC1) и 1:3 (имунокомплекси означени 

како in vitro IC2) и анализирани фотон корелационом спектроскопијом (описано у 4.2.10). 
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Да би се пратила динамичка промена величине имунокомплекса зависно од промене 

количине конституената, након анализе фотон корелационом спектроскопијом у IC1 и 

IC2 је додат je антиген (IgG концентрације 1 mg/mL) у запреминском односу 1:1 са IC1 и 

IC2, а новоформирани имунокомплекси (IC1+IgG и IC2+IgG) су анализирани истом 

методом. 

 

4.2.7. Изолација CIC из серума здравих особа и серума особа са РА 

 

CIC из серума здравих особа и особа са РА су изоловани преципитацијом уз 

примену PEG релативне молекулске масе 6000 [131,132] коришћењем финалне 

концентрације PEG 3% (v/v). CIC су исталожени додавањем 2 mL 4,5% PEG у 1 mL свежег  

серума. Ова суспензија је остављена преко ноћи на 4 °C, а затим центрифугирана 20 min 

на 1250 x g, на 4 °C. По завршеном центрифугирању супернатант је одливен, а вишак 

течности из епрувете са талогом је уклоњен капиларно филтер папиром. Талог је 

ресуспендован у 1 mL PBS пуфера и ниво имунокомплекса одређен је мерењем А350 

ресуспендованог PEG талога на спектрофотометру Ultrospec 3300 pro  (Amersham 

Bioscience, Upsala, Шведска). Након тога, по 100 µL сваког од CIC узорка здравих особа 

и РА пацијената су коришћени за прављење збирних CIC узорака обе групе испитаника, 

док је преостала количина коришћена за анализе појединачних CIC. Сви узорци су до 

даље анализе чувани на -20 °C. 

 

4.2.8. Одређивање концентрације имуноглобулина имунонефелометријскoм 

методом 

 

Концентрација IgG, IgA и IgM у збирним серумима и концентрација укупног IgG 

и IgG подкласа, IgA и IgM у препаратима IgG  изолованим афинитетном хроматографијом 

одређена је имунонефелометријском методом (користећи рутинску методу са N 

антисерумима за IgG, IgA, IgM, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 примењену на Siemens BN Pro 

Spec Sistem). 

 

4.2.9. Дот блот анализа 

 

Дот блот анализа је коришћена за детекцију присуства класа имуноглобулина 

(IgG, IgA, и IgM) и подкласа IgG (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) у препаратима IgG 

афинитетном хроматографијом (4.2.2), као и за семиквантитативно одређивање садржаја 

укупног IgG, IgA и IgM и подкласа IgG у свим узорцима CIC (4.2.7) [133,134]. Као 

позитивна контрола и стандард за квантификацију садржаја имуноглобулина у CIC  

служио је разблажени збирни серум здравих особа.  

Дот блот анализа је изведена тако што је по 3 µl  сваког узорка, у одговарајућем 

разблажењу, додато на нитроцелулозну мембрану. Након сушења на собној температури, 

неспецифично везивање је блокирано инкубирањем мембране са 3% говеђим албумином 

раствореним у 50 mM TRIS пуферу, pH 7,5 са 100 mM NaCl (енглески: TRIS buffered 

saline, TBS) у који је додат нејонски сурфактант Tween 20 у концентрацији од 0,01% (TBS-

Tween). Након овога, мембране су  испране 3 пута по 10 min  коришћењем ТBS-Tween 

раствора, а затим су инкубиране 1 h на собној температури са поликлонским антителима 

козе коњугованим пероксидазом специфичним за хумане IgM, IgG или IgA (Boster 

Biological Technology Co., Ltd., Pleasanton, CA, САД) или моноклонским антителима 

миша коњугованим пероксидазом, специфичним за IgG1, IgG2, IgG3 или IgG4 (HP 6186, 

HP 6014, HP 6080, HP 6206, Sigma Nordic, Холандија). Антитела су растварана у 1% 

говеђем албумину у TBS-Tween. Након инкубације, мембране су испране 3 пута по 10 

min  раствором ТBS-Tween, и једанпут TBS, у трајању од 5 min. На мембране је затим 
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додат супстрат пероксидазе (Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent) који у 

присуству H2O2 прелази у једињење које је луминисцентно. Интензитет 

хемилуминисценце је очитан ChemiDoc 2.0 апарату (Bio Rad Laboratories, Inc, САД) и 

квантификован дензитометријски коришћењем Image Master TotalLab softvera (GE 

HealtCare LifeScience). 

Резултати квантификације су исказани као IgА, IgG и IgM индекси, и као IgG1, 

IgG2, IgG3 или IgG4 индекси који представљаjу интензитет дот блот сигнала 

одговарајућег типа или изотипа имуноглобулина нормализован у односу на контролу 

(збирни узорак серума  разблажен до концентрације протеина од 2,1 mg/mL, што је 

одговарало средњој концентрацији протеина CIC здравих особа).  

 

4.2.10. Одређивање величине честица фотон корелационом спектроскопијом 

 

Просечна величина честица, тј. просечан хидродинамички пречник, (енглески: 

intensity-weighted mean diameter, z-average) је одређена фотон корелационом 

спектроскопијом коришћењем уређаја Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Велика 

Британија) повезаним са софтверским пакетом Zetasizer software верзија 7.03, који се 

налази на Технолошко-металуршком факултету, Универзитета у Београду. Мерни опсег 

инструмента је од 0,6 nm до 6 μm. Мерења су рађена на температури од 25 °C, при углу 

расипања од 173°, и уз примену начина мерења означеног као automatic sampling time 

mode. Током мерења коришћен је RI индекс воде од 1,33, с обзиром на чињеницу да 

раствори протеина ниске концентрације (какви су CIC) имају индекс преламања близак 

индексу преламања воде [135]. Анализирана је величина честица следећих узорака: 

нативни молекули IgG и албумин, агрегирани албумин, честице у саставу in vitro аналога 

имунокомплекса (агрегирани IgG), in vitro формирани имунокомплекси и CIC здравих 

особа и особа са РА  

За анализу испитиваних узорака коришћена је пластична полистиренска кивета за 

дијаметра 10 mm. Сви узорци су непосредно пре анализе центрифугирани 10 min, na 3000 

rpm, на 4 °C, да би се уклонили евентуални неспецифично формирани велики агрегати. 

Након центрифугирања, сакупљени су супренатанти и анализирани неразблажени, уз 

употребу одговарајућих оперативних процедура (енглески: Standard оperating procedures, 

SOP). Математичком обрадом криве (кумулантна анализа) софтвером којим је снабдевен 

апарат Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Велика Британија), резултати су 

представљени као појединачни графикони зависности интензитета расејаног светла и 

величине честица нативних IgG и агрегираних IgG, албумина и агрегираног албумина, in 

vitro формираних имунокомплекса и збирних и индивидуалних CIC узорака. За сваки 

узорак мерење је поновљено десет пута.  

 

4.2.11. Мерење ζ потенцијала 

 

ζ потенцијал нативних молекула албумина и IgG, агрегираног албумина IgG, in 

vitro аналога имунокомплекса (агрегирани IgG), и CIC здравих особа и особа са РА 

анализирана је фотон корелационом спектроскопијом на Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments, Велика Британија) aпарату на 25 °C, коришћењем савијених (енглески: 

folded) капиларних ћелија (DTS 1060, Malvern Instruments, Велика Британија) за 

једнократну употребу. Јачина примењеног поља у току мерења износила је 20 V/cm. За 

сваки узорак мерење ζ потенцијала је поновљено десет пута уз коришћење начина 

мерења означеног као auto mode. 
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4.2.12. Гел филтрација 

 

Величина агрегираног албумина, in vitro аналога имунокомплекса (агрегираних 

IgG) и индивидуалних CIC је одређена и гел филтрацијом на Sephacryl S-300 матриксу 

(опсег раздвајања: 10-1500 kDа за глобуларне протеине и 1-400 kDa за декстран; Cytiva, 

САД). Пре почетка хроматографије, колона пречника 1 cm и дужине 15 cm је напуњена 

матриксом који је еквилибрисан пропуштањем PBS раствором. На припремљену гел 

филтрациону колону су наношени узорци у запремини од 500 μL. Концентрација 

протеина у узорцима албумина је била 5 mg/mL, IgG  1 mg/mL, док је у узорцима CIC је 

била 2 mg/mL. Након уласка узорака у колону, протеини су раздвајани пропуштањем РВS 

кроз колону, константним протоком од 0,33 mL/min. Елуент је у порцијама (фракцијама) 

од 1,5 mL сакупљан до укупне запремине од 9 mL. За сваку фракцију измерена је  

апсорбанција А280 и А350 на спектрофотометру Ultrospec 3300 pro (Amersham Bioscience, 

Upsala, Шведска). Присуство IgG, IgA и IgM у елуираним фракцијама је анализирано дот 

блотом.  

  

4.2.13. Ултрацентрифугирање на градијенту сахарозе 

 

Величина нативног и агрегираног албумина, нативног и агрегираног IgG и CIC 

здравих особа и особа са РА је одређивана и ултрацентрифугирањем на континуираном 

градијенту сахарозе, у опсегу  концентрације од 10 до 37% [136]. 

Градијент је прављен у поликарбонатним епруветама за ултрацентрифугирање 

(Beckman Coulter) запремине 32 mL, за ротор Type 70 Ti препаративне ултрацентрифуге 

(Optima XE Ultracentrifuge, Beckman Coulter). У епрувете је у слојевима од по 6 mL, 

додавана сахароза за ултрацентифугирање (Sucrose (saccharose) for density gradient 

ultracentrifugation, Merck) у концентрацијама од 37, 31, 25, 18 и 10% у PBS. Након 

наношења слојева сахарозе, епрувете су остављене 16 h на 4 °C, што је било неопходно 

да би градијент сахарозе дифузијом из дисконтинураног прешао у континуирани. 

Непосредно пре ултрацентрифугирања, по 0,5 mL узорка нането је на врх градијента 

сахарозе. Узорци су центрифугирани na 10 °C na 200.000 x g (44.100 rpm) 4  h и 45min. 

Након тога, фракције од по 0,5 mL су сакупљане од врха ка дну градијента. За сваку 

фракцију измерена је апсорбанца на 280 nm (А280) коришћењем спектрофотометра 

(Ultrospec 3300 pro (Amersham Bioscience, Upsala, Шведска)). 

 

4.2.14. Скенирајућа електронска микроскопија  

 

Скенирајућом електронском микроскопијом анализиране су величина и структура 

агрегираног и нативног албумина, нативних IgG и агрегираних IgG, као и појединачних 

CIC здравих особа и особа са РА. Узорак за анализу је припреман тако што је по 10 μL 

неразблажених узорака нането на поликарбoнатне мембранске филтере пречника 13 mm, 

са величином пора од 0,1 μm (SPI Supplies) и фиксирано 30 min у 2,5% раствору  

глутаралдехида у PBS. Након фиксирања на мембране је додато по 30 μL 1%  раствора 

осмијум-тетроксида у PBS. Након  30 min инкубације, мембране су испране два пута са 

по 80 μL PBS, а затим су узорци дехидрирани превођењем кроз серију раствора етанола 

(10, 30, 50, 70, 95 и 100%) у  трајању од 5 min за сваку концентрацију, а потом подвргнути 

критичној тачки сушења, коришћењем течног угљен-диоксида (Bal-Tech critical point 

dryer, Чешка). Након облагања златом (на уређају Polaron SC502 Sputter Сoater), 

визуелизација је извршена скенирајућим електронским микроскопом са емисијом поља 

(FE-SEM TESCAN MIRA 3 XMU, Tescan, Чешка) на Технолошко-металуршком 

факултету Универзитета у Београду, при напону од 10 kV. 
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4.2.15. Микроскопија атомских сила 

 

Величина и структура нативног и агрегираног албумина, in vitro аналога 

имунокомплекса, (агрегираних IgG), као и појединачних CIC здравих особа и особа са РА 

одређивана је и микроскопијом атомских сила. Узорци су припремљени тако што је на  

плочице од лискуна додато по 10 μL неразблаженог узорка који је затим фиксиран 30 min 

у 2,5%  раствору глутаралдехида  у PBS, а затим 30 min у  1% раствору  осмијум-

тетроксида у PBS. Узорци су након инкубације испрани у PBS два пута и дехидрирани 

растворима етанола  растуће концентрације од 10, 30, 50, 70, 95 и 100% у трајању од 5 

min за сваку концентрацију и чувани у апсолутном етанолу до AFM мерења (максимално 

24h). АFM мерења су урађена на собној температури применом NTEGRA Prima система 

произвођача NT-MDT (NTMDT Co, Русија) на Институту за физику, Универзитета у 

Београду. Снимање узорака је обављено у tapping режиму коришћењем NSG01 сонде, 

вибрирањем носача сонде (побуђене око своје механичке резонанце) изнад површине 

узорка, при чему врх додирује површину једном у сваком циклусу осцилације. За обраду 

AFM слика и за прорачуне дистрибуције величина честица коришћен је Gwydion 

програм.  

 

4.2.16. Математичка обрада резултата 

 

Пикови расподеле величина честица добијених фотон корелационом 

спектроскопијом детектовани су помоћу Excel програмског пакета и R програмског 

језика. Добијени подаци су затим груписани како би се направио систем референтних 

вредности за дистрибуцију величине (хидродинамичког пречника) колоидних честица у 

CIC изолованих из серума здравих особа и на основу тога дефинисала дистрибуција 

величине (хидродинамичког пречника) колоидних честица у CIC. 

 

4.2.17. Статистичка анализа 

 

Израчунавање дескриптивне статистике извршено је за сваки анализирани 

параметар посебно, коришћењем софтвера SPSS v.25. Нормалност дистрибуције одређена 

је Shapiro Wilk тестом. Повезаност између два параметра одређена је, у зависности од 

нормалности њихових дистрибуција, Пирсоновом корелацијом (Pearson product-moment 

correlation) или Спирмановим тестом (Spearman rank-order correlation test). Статистички 

значајна разлика између анализираних група је, на основу нормалности дистрибуције, 

процењена помоћу two-tailed t-теста или Mann–Whitney U тестом. Разлике са p-

вредностима <0,05 сматране су значајним.  

 PCS подаци су анализирани Mann–Whitney U тестом са циљем да се процени 

разлика између РА и контролне групе у укупном броју честица одређене величине (на 

основу 10 поновљених мерења за сваки узорак). Fisher’s exact тест је коришћен да би се 

утврдила разлика између РА и контролне групе у броју CIC узорака који су садржали 

честице одређене величине (независно од броја понаваљања) при чему су р-вредности < 

0,10 сматране значајним. 
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5. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА 

 

5.1. Анализа величине и структуре in vitro формираних агрегата албумина и 

имуноглобулина и in vitro формираних имунокомплекса 

У оквиру ове докторске дисертације пошло се од претпоставке да је применом 

фотон корелационом спектроскопијом, методом која се данас користи у фармацеутској 

индустрији за детекцију присуства агрегата у протеинским терапеутицимa, а самим тим 

и у препаратима терапеутских (моноклонских и поликлонских) имуноглобулина, могуће 

проценити величину колоидних честица у имунокомплексима, који представљају 

агрегате молекула антитела умрежених антигеном, формираним у физиолошким и 

патолошким стањима људи.  

Да би се ова претпоставка потврдила, и да би се показало да je могуће ову методу 

применити за анализу in vivo формираних имунокомплекса, у првој фази овог 

истраживања је фотон корелационом спектроскопијом анализирана: 

 

1) Величинa и структурa нативног и топлотом агрегираног албумина - модела идеално 

глобуларног протеина;  

2) Величинa нативних и топлотом агрегираних IgG молекула, који представљају  in vitro 

аналоге имунокомплекса, са циљем испитивања могућности анализе IgG, али и 

осталих класа имуноглобулина, чија структура одступа од идеално глобуларне; 

3) Величина in vitro формираних комплекса антитела (антитело на  лаке ланце 

имуноглобулина) и антигена (IgG из периферне крви човека)  при различитом односу 

антигена и антитела – што је од значаја за потврду примене ове методе за праћење 

промене структуре имунокомплекса. 

Резултати анализе расподеле величине честице које улазе у састав CIC телади 

фотон корелационом спектроскопијом добијени у оквиру студије спроведене у Групи за 

имунологију Института за медицинска истраживања показали су да су ови узорци 

полидисперзни (индекс полидисперзности у опсегу 0,422-1,000) (непубликовани 

резултати Групе за имунологију Института за медицинска истраживања), па се сличан 

резултат могао очекивати и за расподелу величина честица које улазе у састав CIC човека. 

За полидисперзне и хетерогене узорке би најбоље било применити contin алгоритам за 

анализу података добијених на основу динамичког расејавања светлости [84]. Међутим, 

имајући у виду да овај алгоритам анализе не улази у састав софтверског пакета апарата 

који су широко доступни, а који се користе и за потребе  истраживања и за потребе 

фармацеутске и биотехнолошке индустрије, у овом истраживању коришћена је 

CUMULANT метода, која улазе у састав ових софтверских пакета, иако смо били свесни 

да се овај метод анализе пре свега препоручује за монодисперзне системе. 

У оквиру ове докторске дисертације величина честица у препаратима нативних и 

in vitro агрегираних молекула албумина и имуноглобулина, додатно је анализирана неком 

од метода анализе протеинских агрегата (укључујући и имунокомплексе), које се због 

своје комплексности и трајања извођења користе у истраживачке, али не и у 

дијагностичке сврхе. Конкретно, уз анализу фотон корелационе спектроскопије, 

коришћене су методеје и ултрацентрифугирања, гел филтрације, као и микроскопске 

методе (SEM  и AFM). 
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5.1.1. Анализа величине и структуре in vitro формираних агрегата албумина 

5.1.1.1. Агрегација албумина топлотом 

Да би се добио препарат агрегираног албумина, нативни хумани албумин у 

концентрацији од 20, 10 и 5 mg/mL је загреван 10 min на 70 °С. У oвој студији коришћен 

је високо пречишћен препарат за интравенску употребу, јер је познато да физиолошки 

протеински контаминанти (нпр. хаптоглобин) могу да мењају агрегабилност албумина 

[122] и утичу на добијене резултате. Такође, коришћене су три концентрације албумина 

имајући у виду да концентрација протеина утиче на њихову агрегабилност [137,138]. 

Познато је да протеини у својој нативној конформацији растворени у води или 

физиолошким пуферима не апсорбују светлост на таласним дужинама већим од 320 nm. 

С друге стране, A350 jе апсорбанца светлости која је директно пропорционална количини 

протеинских агрегата [139]. Због ове особине, мерење А350 PEG преципитираних 

протеина серума представља рутински, клинички скрининг метод за процену нивоа CIC 

[140]. 

Непосредно пре анализе фотон корелационом спектроскопијом, мерењем A350 

показано је да загревање на 70 °С доводи до агрегирања овог молекула, и повећања 

вредности A350 (слика 5.1.А), при чему је вредност A350 била пропорционална 

концентрацији албумина (r = 0,996). Након додавања 3% PEG у раствор агрегираног 

албумина, вредност A350 је пала на вредност нижу од оне која је детектована у препарату 

нативног албумина, а овакав резултат је последица селективне преципитације 

протеинских агрегата одређене величине у присуству PEG [141-143]. 

Непосредно пре анализе фотон корелационом спектроскопијом измерен је ζ 

потенцијал у препаратима неагрегираног и агрегираног албумина и показано је да 

агрегирање за последицу има пораст ζ потенцијала (слика 5.1.Б). У фракцији агрегата 

албумина које је било могуће преципитирати применом 3% раствора PEG, ζ потенцијал 

је био два пута већи него у препарату нативног албумина. Иако су измерене вредности ζ 

потенцијала агрегираног албумина биле мање од ± 30 mV, (што је вредност која указује 

на стабилност једног колоидног система [144] повећање вредности након загревања 

говори у прилог повећању колоидне стабилности агрегираног албумина [145,146]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.1.  А350 (А) и ζ потенцијал (Б) нативног и агрегираног албумина 
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5.1.1.2. Анализа величине нативног албумина и албумина агрегираног топлотом 

фотон корелационом спектроскопијом 

 Фотон корелационом спектроскопијом одређена је расподела величина честица у 

препаратима нативног албумина концентрације 20, 10 и 5 mg/mL и агрегираног албумина. 

Дистрибуција величине колоидних честица је приказана као дијаграм зависности 

релативног интензитета расуте светлости од пречника колоидних честица (слика 5.2). У 

препаратима нативног албумина у концентрацијама од 20 и 5 mg/mL предоминирале су 

честице величине 8,7 nm, али су биле присутне и честице величине 7,5 nm (детектоване 

три пута у препарату концентрације 20 mg/mL и једном у препарату концентрације 5 

mg/mL). Број честица детектованих у препарату нативног албумина концентрације 10 

mg/mL је био већи. Најучесталије  честице су пречника 10,1 nm (регистроване у седам од 

10 снимака) и честице пречника 11,7 nm (регистроване у три од 10 снимака), али су 

детектовани и сигнали слабог интензитета који су потицали од честица пречника 78,8, 

104, 190, 220, 255,  342, 712, али и честица већих од 1000 nm.  

 И у препаратима албумина агрегираног топлотом, дистрибуција величине честица 

је зависила од његове концентрације. Широка дистрибуција величина честица је 

детектована једино у препарату агрегираног албумина концентрације 20 mg/mL. У овом 

препарату најинтензивнији сигнал је потицао од честица пречника: 58,8 nm (један од 10 

снимака), 68,0  nm (четири од 10 снимака), 91,2 nm (један од 10 снимака), 122 nm (два од 

10 снимака), 142 nm (један од 10 снимака) и 164 nm (један од 10 снимака). Нешто нижи 

сигнал је потицао од честица пречника 24,4, 37,9, 58,5, 220, 342, 396, 615 и 1281 nm. У 

овом препарату детектоване су у свих 10 снимака честице веће од 2500 nm, али је 

интензитет сигнала који потиче од ових честица био низак. 

У препарату агрегираног албумина концентрације 10 mg/mL као доминантне, тј. 

честице од којих потиче највећи интензитет расуте светлости, се детектују честице 

величине 58,8 nm (пет од 10 снимака) и 68,0  nm (пет од 10 снимака). Само једном је 

детектована честица од 10,1 nm, а у пет од 10 снимака су детектоване честице веће од 

2500 nm. У препарату агрегираног албумина концентрације 5 mg/mL у четири снимка се 

као доминантне детектују честице полупречника од 50,8 nm и шест пута су детектоване 

честице величине 58,8 nm. Детектовано је присуство и честица величине 11,7 и 13,5 nm 

(у по једном од 10 снимака), док је присуство честица већих од 2500 nm није детектовано 

у само једном од 10 снимака. Интензитет сигнала који је потицао од ових честица је био 

низак. 

Да PEG селективно преципитира само агрегате одређене величине видело се на 

основу резултата анализе препарата са највећом концентрацијом албумина коришћеној у 

овој студији (20 mg/mL). За разлику од честица укупних агрегата албумина концентрације 

20 mg/mL, честице PEG преципитабилне фракције ових агрегата са много ужом 

дистрибуцијом величина. Као доминантне су детектоване честице полупречника 78,8 nm 

(један од 10 снимака), 91,2 nm (пет од 10 снимака) и 106 nm (четири од 10 снимака). У 

овом препарату, једанпут је детектована честица од 21,0 nm, а честице веће од 2500 nm 

су детектоване шест пута. У PEG преципитабилној фракцији агрегата албумина 

концентрације 10 mg/mL као доминантне се издвајају честице 58,5 (два од 10 снимака) и 

68,0 nm (осам од 10 снимака). Низак интензитет сигнала је потицао од честица величине 

15,7 nm (у само једном од 10 снимака) и честица већих од 2500 nm (пет од 10 снимака). 

У PEG преципитабилној фракцији агрегата албумина концентрације 5 mg/mL у свих 10 

снимака се као доминантна детектује честица пречника 50,8 nm. Низак интензитет 

сигнала је потицао од честица од 615 nm (само један снимак) и честица већих од 2500 nm 

(пет од 10 снимака). 

 Иако је утицај састава пуфера, pH вредности и јонске јачине на агрегабилност 

протеина добро познат [138,147,148], разлике у степену агрегабилности показане у нашој 

студији се не би могле повезати ни са једним од ових фактора, јер је албумин (иницијалне 
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концентрације 22% w/v) разблаживан до потребних концентрација искључиво у PBS, при 

чему су све припреме и мерења урађени са истом комерцијалном серијом PBS и истог 

дана, тако да је ефекат промене састава пуферског раствора на добијене резултате 

искључен. С обзиром на чињеницу да су сви експерименти урађени са једном серијом 

албумина ефекат различитог степена гликације  на агрегабилност албумина [149], иако 

могућ, је мало вероватан. 

Поред познатог ефекта концентрације протеина на његову агрегабилност 

[140,141] и постојања денатурисаних форми молекула  албумина са различитим степеном 

агрегабилности [150] не треба занемарити ни утицај присуства у траговима 

физиолошких, али термички нестабилних протеина (нпр. хаптоглобин) који 

„заробљавају“ мало албумина и формирају „острва“ у којима, иначе термално стабилан 

албумин, чине подложним агрегацији [151]. 

Који од наведених разлога су од значаја за показане разлике у величини 

доминантних колоидних честица у препаратима албумина (а које смо детектовали фотон 

корелационом спектроскопијом) у овом моменту није јасно и није предмет истраживања 

ове докторске дисертације. Међутим, добијени резултати су показали да се овом методом, 

могу детектовати и мале разлике у величини колоидних честица присутних у  растворима 

албумина. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.2.  Анализа величине колоидних честица у препaратима нативног и топлотом 

агрегираног албумина фотон корелационом спектроскопијом  
Резултати су приказани као зависност процента интензитета расуте светлости од пречника 

честица. DH (nm): хидродинамички пречник колоидних честица. 
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5.1.1.3. Анализа величине нативног албумина и албумина агрегираног топлотом 

ултрацентрифугирањем 

 Ултрацентрифугирање на  градијентима сахарозе је широко коришћен метод за 

раздвајање макромолекула на основу коефицијента седиментације, тј. величине [72]. У 

овом раду су величина нативног и топлотом агрегираног албумина, концентрације 5 

mg/mL, поређене на основу резултата раздвајања ултрацентрифугирањем у 

континуираном сахарозном градијенту концентрације 10-37%. По завршеном 

центрифугирању, сакупљане су фракције у запремини од 0,5 mL и у свакој фракцији је 

садржај протеина процењен на основу А280 (слика 5.3). Иако је познато да протеини 

интензивно апсорбују светлост у UV области и да се на основу А280 може одредити 

концентрација протеина у препаратима нативног албумина (хумани албумин: моларни 

екстинкциони коефицијент хуманог албумина на 280 nm: 35,700 M-1 cm-1;  66439 g/mol; 

А280(1mg/mL) = 0,537), у овој студији то није рађено. Наиме, на 280 nm максимуме 

апсорбанције имају аминокиселине тирозин, триптофан, цистеин и фенилаланин, које 

након денатурације протеина бивају изложене на површину протеина, па се А280 

денатурисаних, тј. агрегираних протеина повећава [152]. Самим тим и одређивање 

концентрације агрегираног албумина, и поређење са концентрацијом нативног албумина  

на основу вредности А280 није поуздано. 

 Након раздвајања нативног албумина ултрацентрифугирањем, највеће вредности 

А280, тј. највећа количина протеина је детектована у фракцијама 8-12 (А280: 0,268 - 0,299), 

али је дистрибуција расподеле била шира и А280 већа од 0,010 у фракцијама од 3 до 

фракције 22. За разлику од резултата фотон корелационе спектроскопије, албумин у 

препарату агрегираног албумина има широку дистрибуцију. На графику који приказује 

А280 у фракцијама агрегираног албумина (слика 5.3) уочавају се два широка врха: први 

који приближно одговара пику неагрегираног албумина (фракције 7-12) и други који 

формирају фракције 23-30. Ипак, највеће вредности А280 су детектоване у фракцијама 31 

и 32, тј. у талогу, где су се акумулирали агрегати највеће молекулске масе. 

 

 

Слика 5.3. Анализа нативног и агрегираног албумина  ултрацентрифугирањем 

 

Резултати анализе нативног и агрегираног албумина добијени фотон 

корелационом спектроскопијом и ултрацентрифугирањем није било могуће директно 

упоредити. Релативно висок садржај „нативног“ албумина у препарату агрегираног 

албумина може се објаснити тиме што агрегирање хуманог албумина топлотом, слично 

агрегирању говеђег албумина (хомологија у аминокиселинској секвенци од 75,52%), 

представља вишестепени процес. Borzova и сар. (2017) су показали да загревање говеђег 

албумина раствореног у PBS раствору у концентрацији 1 mg/mL доводи до формирања 
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две, не-нативне форме које имају различиту „агрегабилност“ [153]. Молекулска форма са 

високим степеном агрегабилности је одговорна за формирање тзв. примарних агрегата са 

хидродинамичким пречником од 10,3 nm. Молекулска форма са ниским степеном 

агрегабилности се или „самоагрегира“ формирајући стабилне агрегате малих димензија 

или се везује за примарне агрегате и формира секундарне агрегате, честице величине 15,1 

nm (при загревању на 70 °С). Даља агрегација и формирање великих полидисперзних 

агрегата представља резултат „слепљивања“ секундарних агрегата. 

 Иако испитивањe фаза у агрегирању хуманог албумина топлотом није предмет 

испитивања ове докторске дисертације, чињеница да је при загревању говеђег албумина 

на 70 °С формирање примарних и секундарних агрегата сразмерно, и да након 10 min 

загревања остаје нешто мање од 20% молекула у нативној форми [156], може да објасни 

широку дистрибуцију расподеле агрегираног хуманог албумина у сахарозном градијенту. 

Такође, не може се искључити могућност распадања реверзибилно формираних агрегата 

под утицајем снажне центрифугалне силе, што за последицу може да има ширу расподелу 

величина добијену ултрацентрифугирањем у односу на ону добијену фотон 

корелационом спектроскопијом. 

 

5.1.1.4. Гел филтрација албумина агрегираног топлотом  

 Гел филтрација је често коришћена метода за раздвајање макромолекула по 

величини (тј. молекулској маси) [72].  У оквиру ове докторске дисертације испитано је да 

ли се овом методом може утврдити да постоје фракције различитих величина у препарату 

агрегираног албумина концентрације 5 mg/mL. 

 Фракционисање гел филтрацијом на Sephacryl S-300 матриксу (опсег раздвајања: 

10-1500 kD за глобуларне протеине) у којој се пуфер кретао гравитационим током је 

праћено на основу А280 и А350 у фракцијама елуента. Препарат агрегираног албумина је 

елуиран у форми једног широког пика, тј. нисмо успели да покажемо присуство фракција 

различите молекулске масе у овом препарату. Међутим, пик на А350 је претходио пику на 

А280, што може да укаже на то да су се (у већем степену) агрегирани молекули албумина, 

који апсорбују на 350 nm, као „тежи“ елуирали пре главнине фракције (у мањем степену 

агрегирани или неагрегирани молекули албумина) (слика 5.4). 

 Резултати анализе агрегираног албумина гел филтрацијом нису могли бити 

директно упоређени са резултатима ултрацентрифугирања и резултатима фотон 

корелационе спектроскопије (слика 5.2). Међутим, не може се искључити могућност да 

би се применом HPLC гел филтрације можда добили резултати који су у већој мери 

усаглашени са наведеним методама.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.4. Гел филтрација агрегираног албумина на Sephacryl S-300 матриксу 
Плава стрелица – почетак елуриање плавог декстрана молекулске масе 1000 kDa  
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5.1.1.5. AFM анализа величине и структуре нативног албумина и  албумина 

агрегираног топлотом 

  AFM анализом добијене су информације о расподели величина честица као и о 

њиховој морфологији у препаратима нативног албумина (слика 5.5.А) и албумина 

агрегираног топлотом (слика 5.5.Б). Честице у препарату нативног албумина су веома 

сличне морфологије и униформне расподеле величина са просечном величином 

15,09±5,92 nm. Агрегација топлотом доводи до пораста величине и промене морфологије 

честица у анализираним препаратима, при чему је одређена  просечна величина честица 

износила 42,47±17,45 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.5. AFM анализа нативног (А) и агрегираног (Б) албумина 

 

5.1.1.6. SEM анализа величине и структуре нативног албумина и албумина 

агрегираног топлотом  

 SEM анализом добијен је јаснији приказ морфологије и величине честица у 

препарату нативног албумина (слика 5.6.А) и агрегираног албумина (слика 5.6.Б). Средња 

вредност величина честица у препарату нативног албумина је била 1-2 μm. И овом 

методом, како и свим претходно приказаним, показано је да се агрегирањем топлотом 

формирају веће честице (3-4 μm), али и да постоји одређен број мањих честица које 

потичу од неагрегираних или делимично агрегираних молекула албумина. Ови резултати 

донекле у корелацији са широком дистрибуцијом расподеле величине честица у 

препарату агрегираног албумина која је детектована ултрацентрифугирањем на 

градијенту сахарозе. Мање честице у овим препаратима су уочене и фотон корелационом 

спектроскопијом. 

 Међутим, мора се нагласити да сам поступак фиксације и остали кораци у 

припреми узорка за микроскопске анализе денатуришу протеине и доводе до њиховог 

агрегирања, и у препарату нативног албумина и у препарату агрегираног албумина. 

Сматрамо да су због тога,  величине честица детектоване микроскопским методама (AFM 

и SEM) вишеструко веће од оних детектованих фотон корелационом спектроскопијом и 

оних које би се реално могле очекивати у физиолошким условима. Однос просечне 

величине агрегираних/нативних молекула албумина се поклапа са оним мереним AFM 

микроскопијом (2:1), иако се измерене величине не подударају, што може бити последица 

другачије припреме узорака које захтевају ове методе.  
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Слика 5.6. SEM анализа нативног (А) и агрегираног (Б) албумина 

 

5.1.2. Анализа величине и структуре нативних и IgG агрегираних топлотом - in vitro 

аналога имунокомплекса 

5.1.2.1. Изоловање и карактеризација хуманих IgG 

 За потребе овог рада IgG  је изолован из збирног узорка серума 300 добровољних 

давалаца крви афинитетним хроматографијама на протеину Ге и протеину А. Иако се 

често ова два протеина користе за изоловање укупних IgG молекула из неке телесне 

течности или ћелијске културе, њихова способност везивања различитих молекулских 

форми није иста, и због тога је одлучено да се у овом раду примене оба матрикса. Наиме, 

протеин Ге (протеин Ге групе (β хемолитичких) бактерија рода Streptococcus) високим 

афинитетом везује све подкласе IgG молекула преко њихових Fc региона и не везује друге 

класе имуноглобулина [154]. Опште прихваћено је да протеин А (протеин Staphylococcus 

aureus) везује хумане IgG1, IgG2 и IgG4 преко Fc фрагмената, али да не интерагује са 

IgG3 [155]. Међутим, протеин А интереагује са неким алотипским (или другим 

молекулским) варијантама IgG3 [156,157], а за разлику од протеина Ге, везује и неке 

молекулске форме хуманих IgM и IgА, али и IgG преко F(ab')2 фрагмената [158,159], као 

и IgЕ [160,161]. Природни протеин А, везује и албумин, преко региона који је удаљен од 

региона којим везује имуноглобулине, и овај регион је уклоњен из рекомбинантних 

форми протеина А, који се данас користе за хроматографске матриксе, и који су 

коришћени у овој студији. 

 Након афинитетне хроматографије на протеину Ге и протеину А, чистоћа 

изолованих IgG је анализирана SDS-PAGE у нередукујућим условима (слика 5.7А). Овом 

методом је у оба изолата показано присуство протеина који по електрофоретској 

покретљивости одговарају молекулу IgG, док албумин и трансферин, као ни други 

серумски протеини нису детектовани. IgG, IgM и IgA  у изолатима су анализирани дот 

блотом (слика 5.7Б). Ова анализа је показала да су се афинитетном хроматографијом на 

протеину Ге изоловали искључиво IgG имуноглобулини, док су у изолатима на протеину 

А налазили и имуноглобулини IgM и IgA. 
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Слика 5.7. Анализа протеина збирног хуманог серума афинитетно изолованих на 

протеин Ге и протеин А сефарози 
(А) SDS-PAGE у нередукујућим условима. 1 - протеини који се нису везали за протеин Ге,  2 - 

протеин који се нису везали за протеин А, 3 - протеини који су се везивали за протеин Ге, 4 - 

протеини који су се везивали за протеин Ге; Alb. – албумин, Tr – трансферин. 

(Б) Дот блот детекција присуства IgG, IgA и IgM у изолатима на протеинима Ге и А. Узорци 

означени белим кружницама: контрола, нефракционисан збирни узорак серума; Узорци означени 

црним кружницама: изолати на протеину А; Узорци означени љубичастим кружницама: изолати 

на протеину Ге. Неозначени узорци: узорци који нису анализирани у овој студији. 

 

Концентрације укупних IgG, IgG подкласа, IgA и IgM у изолатима на протеинима 

А и Ге је одређена имунонефелометријском методом (табела 5.1). У оба изолата били су 

најдоминантнији IgG1 молекули који су и највише заступљена подкласа IgG у серуму 

човека. У добијеним изолатима се налазило више од 60% IgG1, што и одговара уделу 

IgG1 у укупним IgG серума [28,31]. У складу са наведеним карактеристикама матрикса, 

садржај IgG3 је био нижи у изолатима добијеним на протеину А у односу на изолате 

добијене на протеину Ге. У овом раду нису испитиване молекулске варијанте IgG3 које 

су се везивале за протеин А, али би оне могле бити предмет истраживања у будућности 

уз развијање оптималног протокола за изоловање специфичних молекулских форми IgG. 

Такође, битно је напоменути да је ниво концентрације IgA и IgM, како у изолатима на 

протеину Ге тако и у изолатима протеину А, био испод нивоа детекције 

имунонефелометријом (табела 5.1). У овом моменту се не може закључити да ли IgA и 

IgM, (који су били присутни у траговима у изолатима на протеину А и били детектабилни 

само дот блотом) представљају молекуле који су се преко својих F(ab')2 фрагмената 

везали за протеин А или су део имунокомплекса који нормално постоје у циркулацији 

копреципитирали са IgG, или представљају неспецифично адсорбоване протеине. 

Међутим, овакав резултат је потврдио већу осетљивости дот блот анализе у односу на 

имунонефелометрију, што чини дот блот методу избора за детекцију протеина присутних 

у траговима у неком протеинском препарату/изолату. Такође, овакав резултат је потврдио 

боље перформансе за изоловање укупних IgG у матриксу са протеином Ге у односу на 

матриксе са протеином А. 
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Табела 5.1. Концентрација укупних IgG, IgA и IgM и IgG подкласа у фракцији протеина 

збирног узорка серума афинитетно изолованих на протеин Ге или протеин А сефарози 

  Изолати 

  протеин Ге протеин А 

IgG (mg/mL) 2.230 1.230 

IgM (mg/mL) <0.175а <0.175а 

IgA (mg/mL) <0.259а <0.259а 

IgG1 (mg/mL) 1,620 0,874 

IgG2 (mg/mL) 0,741 0,433 

IgG3 (mg/mL) 0,048 0,009 

IgG4 (mg/mL) 0,085 0,061 

IgG1 (%) 65,0 63,5 

IgG2 (%) 29,7 31,4 

IgG3 (%) 1,9 0,6 

IgG4 (%) 3,4 4,5 
 

а Концентрација IgA и IgM - испод границе осетљивости имунонефелометрије. 

 

Изоловани IgG су агрегирани топлотом, 10 min на 63 °С. Након загревања у 

изолатима IgG на протеину Ге и протеину А детектован је пораст вредности А350 од 2,8 и 

3,5 пута, чиме је потврђена успешност агрегације (слика 5.8А). Након агрегације 

топлотом, вредност ζ потенцијала IgG изолованих на протеину Ге је била 10,4 пута већа 

у односу на неагрегиране молекуле. Пораст ζ потенцијала агрегираних IgG изолованих 

на протеину А је био мањи (1,65 у односу на неагрегиране молекуле; слика 5.8Б), што 

може бити последица присуства мање агрегабилних форми IgG у овом изолату [162] или 

присуства већег броја различитих изотипова молекула имуноглобулина. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.8. А350 (А) и ζ потенцијал (Б) нативног и агрегираног IgG 
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5.1.2.2. Анализа величине нативног IgG и IgG агрегираног топлотом фотон 

корелационом спектроскопијом 

 Фотон корелационом спектроскопијом анализирана је расподела величина 

честица у препаратима нативног и агрегираног IgG изолованог афинитетном 

хроматографијом на колонама  протеин А или протеин Ге сефарозе.  

Резултати ове анализе приказани на слици 5.9 и табели 5.2 су показали да се у 

изолатима нативних IgG налазе честице величине од 6,53 до 13,5 nm, при чему су највећи 

број пута (три пута у изолатима на протеину А и четири пута у изолатима на протеину 

Ге) детектоване честице од 11,7 nm,  што по подацима из литературе, приближно одговара 

величини нативних (мономерних) IgG молекули (11,5±0,5nm; [163]). У изолатима на 

протеину Ге, али и на протеину А, су детектоване и честице веће од 1500 nm (по једна 

честица у три од 10 снимака). Дистрибуција величине на слици 5.9 је приказана као 

дијаграм зависности релативног интензитета расуте светлости од логаритма 

хидродинамичког пречника колоидних честица присутних у изолатима IgG. Однос 

процента интензитета расуте светлости и пречника честица је 1:106, па је дистрибуција  

величине по интензитету расуте светлости веома осетљива на присуство великих честица 

или агрегата [164]. Поменута чињеница  управо чини  фотон корелациону спектроскопију 

методом избора за детекцију агрегата у препаратаима протеинских терапеутика. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.9. Анализа величине колоидних честица фотон корелационом спектроскопијом 

у препаратима нативног IgG изолованог на протеину А и агрегираног (А) и у 

препаратима нативног IgG изолованог на протеину Ге и агрегираног (Б) 
Резултати су приказани као зависност процента расуте светлости од пречника честица DH (nm): 

хидродинамички пречник колоидних честица. 
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Табела 5.2. Фотон корелациона спектроскопија: Величинa колоидних честица у 

препаратима нативног и агрегираног IgG 
 

  Протеин А Протеин Г 

 Нативни  Агрегирани Нативни Агрегирани 

 D (nm) број поновака у 10 мерења 

6,53 1    

7,53 2    

8,72 1  2  

10,1 2  2  

11,7 3  4  

13,5 1  2  

24,4    1 

28,2    1 

32,7    1 

37,8    1 

43,8    2 

50,8    4 

68,1  1  1 

78,8  1   

91,2  2  2 

141,8  1   

164    1 

712  1   

955    1 

1281  1  1 

1484  1   

1684  1   

1718   1 1 

1990  2  3 

2305  4  2 

2669  1 1 1 

5560  1 1 3 

Типови 

честица  
6 12 7 16 

 

DH (nm)- хидродинамички пречник колоидних честица 

Типови честица: Број честица различитог хидродинамичког пречника 

 

На слици 5.10 приказани су подаци добијени фотон корелационом 

спектроскопијом представљени као зависност запреминског удела честица од њихове 

величине. Пикови који потичу од великих честица су били веома ниског интензитета 

(скоро на граници детекције). Запремински удео честица добијa се из примарних 

података, на основу Mie-ове теорије [165]. Дистрибуција запреминског удела честица 

одговара дистрибуцији маса тј. тежини честица, веома је осетљива на присуство великих 

честица и користи се за процену релативног удела честица у одређеном пику у односу на 

укупне честице у анализираном узорку. Однос процента запремине расуте светлости и 

пречника честица је 1:103, па је дистрибуција  величине по волумену расуте светлости 

веома осетљива на присуство великих честица или агрегата [164]. Оваквом анализом 

показано је да су и у изолатима на протеину Ге мале честице (8,7 - 13,5 nm) биле главна 

компонента узорка, чинећи до 100% запремине узорка (слика 5.10). 
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Слика 5.10. Анализа величине колоидних честица фотон корелационом 

спектроскопијом у препаратима нативног IgG изолованог на протеину А и агрегираног 

(А) и у препаратима нативног IgG изолованог на протеину Ге и агрегираног (Б) 
Резултати су приказани као зависност запреминског удела честица од пречника.  

DH (nm): хидродинамички пречник колоидних честица. 

 

У препаратима агрегираних PEG преципитабилних IgG, фотон корелационом 

спектроскопијом је детектован померај ка већим честицама, при чему је и број типова 

честица (честице различите величине) био већи него у препаратима нативних IgG (слика 

5.9). Без обзира на хроматографски матрикс коришћен за изолацију IgG, у препаратима 

агрегираних IgG нису детектоване честице које по величини одговарају нативним  

молекулима, али су детектоване  честице мање од 100 nm и веће од 1000 nm. Када су 

подаци представљени као зависност запреминског удела честица од њихове величине 

показано је да главну компоненту оба in vitro формирана IgG  агрегата чине честице веће 

од 1000 nm: 92,8% од запремина узорка за агрегирани изолат на протеину А и 68,4% 

запремине узорка за агрегирани изолат на протеину Гe (слика 5.10).  

Мале разлике у величини честица које формирају главни пик у препаратима 

нативних IgG и пиковима у препаратима агрегираног IgG указује да је фотон корелациона 

спектроскопија детектовала и дискретне разлике у величини нативних IgG молекула 

(подкласе, а вероватно и неке постранслационе модификације) и разлике у 

агрегабилности различитих молекулских форми IgG. 

  



Докторска дисертација | Тамара Н. Ђукић 

 

51 
 

5.1.2.3. Анализа величине нативног IgG и IgG агрегираног топлотом 

ултрацентрифугирањем 

Ултрацентрифугирање на градијентима сахарозе се деценијама користи као метод 

за изоловање и фракционисање природних и in vitro формираних имунокомплекса. 

Како би се проценила аналитичка осетљивост ултрацентрифугирања на 

сахарозном градијенту концентрације 10-37%, прво су упоређени резултати раздвајања 

нативног IgG изолованог на протеину Ге и нативног албумина (слика 5.11А). 

Дистрибуција оба протеина након ултрацентрифугирања је била релативно широка. У 

складу са постојећим литературним подацима, резултати су показали да се албумин због 

своје мање молекулске масе (64 kDa) позиционира у зонама мање густине сахарозе 

(максимум А280 је детектован у фракцијама 8-12) у односу на IgG (максимум А280 је 

детектован у фракцијама 10-14) [166]. Ултрацентрифугирањем, слично као и фотон 

корелационом спектроскопијом, било је могуће показати присуство мале количине 

агрегата у препарату нативног IgG изолованог на протеину Ге (фракција 27). 

 

 

Слика 5.11. Анализа величине ултрацентрифугирањем нативног IgG изолованог на 

протеину Ге и нативног албумина (А) и нативног IgG и IgG агрегираног топлотом (Б) 

 

Када је, након агрегирања топлотом нативних IgG, анализирана дистрибуција 

протеина у сахарозном градијенту, није запажен померај ка већим густинама сахарозе (тј. 

већим масама) агрегираних у односу на неагрегиране IgG (слика 5.11Б). Овакав резултат 

је био очекиван, јер се загревањем на 63 С формирају нестабилни (иреверзибилни) 

агрегати IgG за које је познато да се рaзграђују на мономере под утицајем снажне 

центрифугалне силе [167,168]. Међутим, ако на величину и стабилност агрегата утичу и 

концентрација IgG и време загревања на 63 С, није искључено да би се променом начина 

припреме агрегираног IgG и/или додавањем албумина као протеина стабилизатора 

[167,168] успешно добили стабилни агрегати који би се позиционирали у зонама веће 
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густине сахарозе. За малу количину протеина детектовану у фракцији 32, тј. у талогу се 

претпоставља да представљају стабилне агрегате формиране у нашим експерименталним 

условима (1 mg/mL IgG; 10 min на 63 C).  

5.1.2.4. Гел филтрација IgG агрегираног топлотом  

Величина агрегираних IgG је анализирана гел филтрацијом на Sephacryl S-300 

матриксу (опсег раздвајања: 10-1500 kDа за глобуларне протеине), уз примену маркера 

(плави декстран молекулске масе 1000 kDa). Такође, величина ових агрегата  је упоређена 

са величином агрегата албумина. Резултати приказани на слици 5.12, показују да су се 

IgG елуирали у форми једног оштрог пика, са максимумом апсорпције детектованим у 

шестом милилитру елуента. Препарат агрегираног албумина је елуиран у форми једног 

ширег пика, са максимумом апсорбције у деветом милилитру елеуента, што показује да 

је гел филтрација била довољно осетљива да детектује разлику у масама IgG и албумина. 

На основу позиције маркера гел филтрације, може се закључити да у препарату 

агрегираног IgG нема молекулских врста (агрегата) већих од 1000 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.12. Гел филтрација на Sephacryl S-300 матриксу: 

Фракционисање агрегираног IgG и агрегираног албумина 
Плава стрелица – почетак елуриање плавог декстрана тежине 1000 kDa 

 

Добијени резултати нису упоредиви са резултатима ултрацентрифугирања, ни са 

резултатима фотон корелационе спектроскопије.  
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5.1.2.5. AFM анализа величине и структуре нативног IgG и IgG агрегираног 

топлотом 

AFM анализом је показано да честице у препарату нативног IgG имају просечну 

величину 45,3±22,68 nm, док су честице у препарату IgG агрегираног топлотом веће 

просечне величине која износи 99,18±40,53 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.13. AFM анализа нативног (А) и агрегираног IgG (Б) 

 

5.1.2.6. SEM анализа величине и структуре нативног IgG и IgG агрегираног 

топлотом 

SEM анализом добијени су подаци о морфологији и величини нативних и 

агрегираних молекула  IgG. У препарату нативних IgG све детектоване структуре су биле 

приближно истих облика и просечног пречника 356 nm (слика 5.14А). У препарату 

агрегираних IgG детектоване су структуре 10 пута већег пречника (3484nm) (слика 

5.14Б). 

 

 

 Слика 5.14. SEM анализа нативног (А) и агрегираног IgG (Б) 

 

Иако се и SEM и AFM наводe како методe за анализу структуре и величине 

имунокомплекса [82], пречници нативних и агрегираних IgG молекула детектовани овим 

методама су већи од оних детектованих фотон корелационом спектроскопијом, што је 

последица денатурације и следствене агрегације молекула IgG до којих долази током 

припреме узорка за микроскопске анализе. 
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На основу добијених резултата мерења величина честица различитим методама 

(ултрацентрифугирање на градијенту сахарозе, гел филтрација, микроскопске методе) 

може се закључити да све наведене методе дају значајне, али различите информације о 

величини честица. Међутим, ове методе не омогућавају добијање прецизне дистрибуције 

величина честица због потребе за специфичним припремама узорака и дуготрајне 

процедуре које могу да доведу до денатурације протеина и/или разграђивања 

реверзибилно формираних агрегата. Стога је резултат ових метода  неопходно потврдити 

другим, софистициранијим методама, које не захтевају комплексну припрему узорака и 

који омогућавају анализу протеина и њихових агрегата у нативној конформацији. Наши 

резултати показују да је фотон корелациона спектроскопија једна од таквих метода. 

Резултати овог дела истраживања су недвосмислено показали да је фотон 

корелационом спектроскопијом могуће за релативно кратко време анализирати величину 

колоидних честица у препаратима нативних и агрегираних IgG. 

5.1.3. Анализа величине и структуре in vitro формираних имунокомплекса фотон 

корелационом спектроскопијом 

 Имунокомплекси су реверзибилно формиране структуре и познато је да се  њихова 

величина у in vitro условима, али и in vivo може мењати уз додатне количине антигена 

или антитела [169]. Ова динамична промена величине имунокомплекса, која зависи од 

односа локално присутних антигена и антитела и која се непрестано дешава на месту 

инфламације или у лимфним ткивима, је од значаја за остваривање њихових биолошких 

ефеката. Поред тога, праћење промене величине имунокомплекса је од значаја за праћење 

и предикцију тока неких инфективних/аутоимуних болести или неких форми 

физиолошких одговора организма [170]. Без обзира на наведени значај, анализа промене 

величине имунокомплекса при промени односа антиген: антитело се не ради за потребе 

клиничке дијагностике, пре свега због методолошких ограничења. Осим наведених 

„природно“ формираних имунокомплекса било би веома битно анализирати и динамику 

промене величине имунокомплекса који се стварају као одговор на терапеутска антитела, 

а које би биле од значаја за предикцију терапеутских или нежељених ефеката ових 

антитела.  

Да би се испитала могућност примене фотон корелационе спектроскопије за 

анализу утицаја односа антиген:антитело на промену величине имунокомплекса у овој 

студији су најпре in vitro формирани имунокомплекси између IgG (антиген) и мишјег 

моноклонског антитела реактивног са  лаким ланцима имуноглобулина у односу 1:2 

(имунокомплекси означени као in vitro IC1) и 1:3 (имунокомплекси означени као in vitro 

IC2). Тако добијени имунокомплекси су анализирани фотон корелационом 

спектроскопијом. Један од циљева ове дисертације је био утврдити да ли је овом методом 

могуће пратити и динамичку промену величине имунокомплекса зависно од промене 

количине конституената. Због тога је IgG узорак додат у IC1 и IC2, након чега су и 

новоформирани имунокомплекси (IC1+IgG и IC2+IgG) поново анализирани истом 

методом. 

 Резултати фотон корелационе спектроскопије су приказани као зависност 

процента расуте светлости од пречника честица (слика 5.15). Могуће је уочити разлике у 

дистрибуцији колоидних честица у IC1 и IC2, и детектовати промену величине у честица 

након додавања антигена (IC1+IgG и IC2+IgG). Затим су резултати изражени као 

зависност броја честица од њихове величине тј. хидродинамичког пречника (слика 5.16). 

Показано је да се у IC1 узорку налазило 13 различитих типова честица, при чему је 

већина честица заступљена у распону пречника од 15 до 255 nm. Након додавања 

антигена (IgG у коме су предоминантне биле  честице од 18,2 nm) детектовано је 16 

типова честица, при чему шест од њих - пречника од 255 nm до 1484 nm, није детектовано 

ни у IC1 ни у узорку IgG. У IC2 је идентификовано укупно 15 типова честица, при чему 
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је већина честица акумулирана у опсегу пречника од 15,7 nm до 164 nm. Након додавања 

антигена (IgG), број типова честица је смањен на 7, а већина њих је била пречника 28-50 

nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.15. Анализа величине колоидних честица у имунокомплексима формираним in 

vitro између IgG (антиген) и мишјег моноклонског антитела реактивног са  лаким 

ланцима имуноглобулина човека фотон корелационом спектроскопијом 
Резултати су приказани као зависност процента расуте светлости од пречника честица средња 

вредност десет мерења. DH (nm): хидродинамички пречник колоидних честица. 
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Слика 5.16. Број честица одређен фотон корелационом спектроскопијом у 

имунокомплексима формираним in vitro између IgG (антиген) и мишјег моноклонског 

антитела реактивног са  лаким ланцима имуноглобулина човека 
DH (nm): хидродинамички пречник колоидних честица 

 

Резултати овог дела истраживања показују да је фотон корелационом 

спектроскопијом било могуће детектовати прецизне промене у дистрибуцији величине 

честица у имунокомплексима које су зависне од односа антигена и антитела, као и да је 

било могуће детектовати промене дистрибуције честица након промене односа антигена 

и антитела.  

Ови резултати отворили су могућност за примену ове методе у даљим фазама 

истраживања, за анализу величине честица у имунокомплексима који се природно 
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стварају у физиолошким или патолошким стањима или се формирају као одговор на 

терапеутска антитела. Брзина извођења и прецизност чине ову методу супериорном у 

анализи величине имунокомплекса у односу на друге методе које имају одређена 

методолошка ограничења.  

 

5.2. Анализа величине и структуре CIC здравих особа и особа са РА 

 

У резултатима приказаним у претходним поглављима потврђено је да је могуће 

прецизно анализирати величину колоидних честица у саставу in vitro аналога 

имунокомплекса (IgG агрегираних), да је могуће детектовати разлику у величини 

колоидних честица in vitro формираних имунокомплекса при различитом односу 

антигена и антитела, као и да је могуће пратити динамичку промену величине ових 

имунокомплекса до које долази због промене односа антигена и антитела. У овој фази 

истраживања анализирана је величина честица које улазе у састав CIC изолованих из 

серума периферне крви особа са РА, болести за чији настанак и прогресију су одговорни 

између осталог и имунокомплекси. Поредећи дистрибуцију величине честица CIC 

комплекса здравих и болесних особа могуће је дефинисати величине честица које се 

појављују само код оболелих. Такође, циљ је наћи везу између величина честица и 

садржаја имуноглобулина, као главних молекулских конституената CIC комплекса.  

Познато је да концентрација имунокомплекса у синовијалној течности особа са 

РА може да буде виша од њихове концентрације у периферној крви, али и да ниво 

имунокомплекса у периферној крви не мора бити повишен, нарочито у раним фазама 

болести [57-60]. Ипак, у овом истраживању анализиране су величине честица у 

имунокомплексима периферне крви, а не у имунокомплексима синовијалне течности, 

зато што узорковање синовијалне течности представља инвазивнију процедуру од 

рутинског вађења периферне крви. У састав имунокомплекса у циркулацији (тј. CIC) 

улазе и имунокомплекси који „цуре“ из  ткива под инфламацијом, и као такви они су 

добар модел за изучавање структуре и функције имунокомплекса које је тешко, или није 

могуће изоловати са места инфламације [171]. Такође, познато је да и најмање промене у 

структури имунокомплекса могу да утичу на њихове функционалне карактеристикe, што 

указује на потребу анализе структуре имунокомплекса, чак и када им концентрација није 

повишена [61]. У овој студији није анализирана још једна специфична категорија 

имунокомплекса који се у периферној крви људи налазе везани за еритроците преко 

рецептора за С3 компоненту комплемента (CR1 receptor; CD35), и који се на тај начин 

уклањају из циркулације методом имуноадхеренце. Иако су резултати бројних 

истраживања повезали ову категорију имунокомплекса са аутоимуним (системски лупус, 

реуматоидни артритис, инсулин зависни дијабетес мелитус, итд.) и инфективним 

болестима (маларија, туберкулоза, итд.) [172], величина колоидних честица у њиховом 

саставу није анализирана у овој студији, пре свега зато што је њихово изоловање 

компликовано, па се њихов ниво не анализира ни за потребе рутинске дијагностике 

наведених болести. 

У овом истраживању анализирани су CIC изоловани из серума периферне крви 30 

особа са РА и 30 здравих особа (контролна група) који по старости одговарају особама са 

РА  преципитацијом помоћу 3% PEG. Подаци за ниво RF и ACPA аутоантитела у 

серумима, вредности основних клиничких параметара (брзине седиментације 

еритроцита, нивоа CRP и степена активности болести - DAS 28), као и терапије које су 

примали у време узорковања крви су дати су у табели П1, у Прилогу ове дисертације, а 

сумарни приказ нивоа аутоантитела дат је на слици 5.17. На основу присуства ACPA и RF 

у серумима, особе са РА су подељене у две групе: ACPA+ RF+ (20 особа) и ACPA-RF- (6 

особа). Поред наведених, три особе су у својим серумима имале само ACPA, али не и RF- 

(ACPA+RF-), док је једна особа у свом серуму имала само RF, али не и ACPA (ACPA-
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RF+). Ни један од испитаника са РА није примао терапијска моноклонска антитела, чије 

присуство би могло да утиче на дистрибуцију величине честица у CIC. 

Испитаници који су формирали контролну групу нису имали акутне инфекције 

најмање месец дана пре узимања крви. Такође нису имали ни документоване системске 

болести. Старост и пол ових испитаника као и ниво RF у серумима су дати у табели П2. 

С обзиром на то да пролазан пораст нивоа RF може да буде део нормалног имунског 

одговора на неки антиген, измерен је и ниво RF у 20 серума здравих особа. У 19 од 20 

анализираних узорака ниво RF је био нижи од граничне вредности примењеног теста (14 

IU/mL), а само у једном узорку је био само незнатно виши од нивоа граничне вредности 

(16,9 IU/mL) (табела П2, слика 5.17), тако да се контролна група сматрала одговарајућом 

за ову студију. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.17. RF и АСРА у серумима особа са РА и RF у серумима здравих особа. 

Црвена линија: медијана за вредности титра RF и АСРА. Плава линија: граничне вредности за 

титре аутоантитела. RF -  гранична вредност теста: 14 IU/mL, узорак са вредностима мањим 14 

IU/mL се сматра RF негативним; ACPA: гранична вредност теста:5 RU/mL; узорак са 

вредностима мањим 5 IU/mL се сматра АСРА негативним. Титри RF и АСРА су одређени за свих 

30 особа са РА. Код здравих особа  титар RF је измерен у серумима 20 од 30 испитаника, а титар 

АСРА није одређиван. Нумерички подаци за слику дати су у Прилогу, табеле П1 и П2. 
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5.2.1. Ниво и садржај имуноглобулина у CIC особа са РА и здравих особа 

Постоји релативно велики број метода за изоловање и одређивање нивоа 

имунокомплекса [173], при чему су у овој студији анализиране величине честица које 

улазе у састав CIC изолованим селективном PEG преципитацијом високе молекулске 

масе. Иакo је одавно познато да PEG не преципитира све категорије имунокомплекса 

[144] и да поред имунокомплекса (тј. имуноглобулина агрегираних антигенима) може да 

таложи и друге серумске протеине [142,143] овај метод је изабран, јер се преципитација 

PEG користити када је потребно не само квантификовати имунокомплексе већ и одредити 

њихов састав и анализирати њихову функцију [88, 132,174,175]. Такође, познато је да од 

концентрације полиетилен гликола зависе величина [176], састав и количина [177,178] 

преципитираних имунокомплекса.  У овој студији преципитација је урађена раствором 

полиетилен гликола концентрације 3%,  јер се овај метод најчешће користи у 

дијагностици као скрининг тест за откривање повишеног нивоа CIC [140,173]. Још један 

разлог за одабир ове методе је био и то што су Poulton и сар. (1983) гел филтрационом 

хроматографијом показали присуство  већег број колоидних честица различите величине 

у PEG преципитабилним имунокомплексима у неким малигним болестима људи, што је 

дало основу за анализу величине ових честица код РА применом фотон корелационе 

спектроскопије [141]. 

Резултати добијени у овој студији су показали да се ниво CIC (изражен као А350 

ресуспендованих PEG преципитата) особа са РА (0,593±0,457; медијана:0,407) није 

статистички значајно разликовао од нивоа CIC изолованих из серума здравих особа 

(0,464±0,307; медијана: 0,450) (Слика 5.18А). Индивидуални нивои CIC дати су у табели 

П1.  

Применом дот блот есеја показано је присуство IgA, IgG, и IgM, као и све четири 

подкласе IgG, у свим анализираним CIC. Такође,  потврђено је да су CIC особа са РА, у 

односу на здраве особе, садржале више IgA и IgG, али не и IgM (Слика 5.18Б1, табела 

П1). Повећан ниво укупног IgG је био последица повећања нивоа IgG1, IgG3 и IgG4, али 

не и  IgG2 (Слика 5.18Б2, табела П1). Корелациона анализа је показала да у контролној 

групи ниво CIC позитивно корелирао са нивоом свих испитиваних класа имуноглобулина 

и свих IgG подкласа, с изузетком IgG3. С друге стране  у групи РА показано је да је  ниво 

CIC позитивно корелирао само са  садржајем IgM (r = 0,65, p< 0,001) (Слика 5.18В). 

У групи РА особа анализираних у овом раду, ниво RF и ACPA аутоантитела у 

серумима није утицао на ниво CIC (A350 za CIC ACPA+RF+ је износио 0,602±0 386 

/медијана 0,508/ док је  A350 za CIC ACPA-RF- 0,671±0 705 /медијана 0,370). У 

анализираној групи особа са РА ниво CIC није статистички значајно корелирао са 

активношћу болести (тј. вредностима DAS28), нити са анализираним параметрима 

инфламације (брзином седиментације еритроцита и нивоом CRP). Такође ни примењена 

терапија (метотрексат и преднизон / метотрексат, преднизон и лекови из групе disease-

modifying antirheumatic drugs - DMARDs / метотрексат и DMARDs) се није могла 

повезати са нивоoм CIC (p=0,73). Одсуство утицаја присуства RF и ACPA на ниво CIC, 

као и одсуство корелације клиничких параметара и терапије са нивоом CIC потврђује да 

се у анализираној групи особа са РА индивидуалне варијације нивоа CIC могу сматрати 

последицом њихових структурних одлика, а не утицајем наведених фактора. Због тога се 

ови CIC узорци могу сматрати добрим моделом за анализу у овој студији. 
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Слика 5.18. Ниво CIC (А), релативни садржај IgA, IgG и IgM  (Б1) и подкласа IgG (Б2) у 

CIC особа са РА и CIC здравих особа и корелација нивоа CIC и релативног садржаја 

имуноглобулина (В) 
Црвена линија: медијана. Хоризонтална линија – статистички значајна разлика између 

CIC особа са РА и CIC здравих особа. Нумерички подаци за слику дати су у Прилогу, 

табеле П1 и П2. 

 

5.2.2. Анализа величине колоидних честица CIC здравих особа и особа са РА фотон 

корелационом спектроскопијом 

 

5.2.2.1 Анализа величине колоидних честица у збирним узорцима CIC 

Имуноглобулини, који су основни „градивни елеменат“ имунокомплекса, су 

изузетно хетерогена група макромолекула (у циркулацији се налази 1x106 - 1x109 

различитих молекулских форми антитела; [10]) што, заједно са великом хетерогеношћу 

и осталих молекулских конституената имунокомплекса [88], резултује у великим 

индивидуалним варијацијама у саставу CIC. Да би се смањио ефекат ове природне 

хетерогености, пре анализе индивидуалних CIC, анализирани су збирни узорци CIC 

здравих особа и особа са РА.  Да је овај приступ валидан потврдили су резултати [4], где 

је методом фотон корелационе спектроскопије у збирним узорцима афинитетно 

изолованих IgG и IgМ имунокомплекса,  показано присуство колоидних честица 

различите величине. 

Резултати анализе фотон корелационом спектроскопијом  су показали да узорци 

CIC имају изузетно висок индекс полидисперзности (контрола:0,96; РА:0,86) што 

показује да се у њима налазе честице широке расподеле величина.  У збирним узорцима 
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CIC здравих особа и CIC особа са РА честице су, на основу величине, груписане у два 

велика скупа, али је расподела величина CIC честица особа са РА била хомогенија него 

код здравих особа (слика 5.19, табела 5.3). У CIC особа са РА средња вредност пречника 

прве групе честица је износила 41±8 nm (медијана 38 nm) и није се статистички значајно 

разликовала од средње вредности пречника ове групе честица у CIC здравих особа (43±10 

nm; медијана 44 nm). Међутим, средња вредност пречника друге групе CIC честица особа 

са РА је износила 308±142 nm (медијана 255 nm) и била је статистички значајно већа од 

оне у CIC здравих особа (472±25 nm, медијана 459 nm) (p=0,006). Однос пречника 

честица друге и прве групе је код здравих особа износио 7,1±2,5, док је код особа са РА 

био значајно већи (p<0,006) и износио је 11,7±1,5 (слика 5.19, табела 5.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.19. Анализа величине колоидних честица у збирним узорцима CIC особа са РА 

и CIC здравих особа фотон корелационом спектроскопијом 
Резултати су приказани као зависност процента расуте светлости од пречника честица. DH (nm): 

хидродинамички пречник колоидних честица. 
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Табела 5.3. Величинa колоидних честица у збирним узорцима CIC здравих особа и особа 

са РА одређена фотон корелационом спектроскопијом 

 
  Здрави РА 

DH (nm) Број поновака у 10 мерења 

 7,73   

11,7 1  

13,5 1  

15,7   

21,0   

24,4 1 1 

32,7   1 

37,8 2 4 

43,8 2 2 

50,7 4 1 

58,8 1 1 

68,1   

106   

142   

164 2  

190    

220 2  

255 2  

342 1 1 

396 1 2 

459   3 

531 1 4 

955   

1280   

1480   

1720   

1990   

4150   

5560   

Типови 

честица 
13 10 

 

DH (nm)- хидродинамички пречник колоидних честица 

Типови честица: Број честица различитог хидродинамичког пречника 

 

Када су подаци представљени као зависност запреминског удела честица од 

њихове величине уочава се да је код CIC здравих особа и CIC особа са РА највећи удео 

честица прве групе (91,6 и 88,5%, редом), тј. честица мањих од 100 nm (слика 5.20). Треба 

нагласити да трансформација резултата мерења из удела интензитета расуте светлости у 

запремински удео није једноставна и да оптичка својства мерених честица (стварне и 

имагинарне компоненте индекса преламања) морају бити позната како резултати не би 

били погрешно интерпретирани [179], посебно приликом анализе сложеног система као 

што је CIC. У литератури постоје подаци о методама израчунавња релативног индекса 

преламања и моделовању CIC система [23]. Међутим, у овом истраживању нису 

примењиване ове методе, јер је дистрибуција запремине изведена из мерења интензитета 

расуте светлости коришћена само у сврху поређења и за процену релативних количина 

мултимодалних дистрибуција величина, пре свега по препоруци произвођача 

коришћеног инструмента [180], и као што је наведено у раду Faggiano и сар. (2010) [181]. 

У овом истраживању, као параметар мерења фотон корелационом спектроскопијом, 

коришћена је вредност рефракторног индекса воде (RIН2О = 1,33) имајући у виду да 

протеински раствори ниске концентрације (као што су CIC колоидни системи са 
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протеинима као главним конституентима) имају вредности рефракторног индекса блиске 

рефракторном индексу воде [135]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.20. Фотон корелациона спектроскопија: Анализа величине колоидних честица 

у збирним узорцима CIC особа са РА и CIC здравих особа 
Резултати су приказани као зависност запреминског удела честица од пречника.  

DH (nm): хидродинамички пречник колоидних честица. 

 

Према нашим сазнањима, резултати приказани у овом поглављу представљају 

прве резултате мерења величине CIC фотон корелационом спектроскопијом.  György и 

сар. (2011) су методом фотон корелационе у збирним узорцима афинитетно изолованих 

IgG имунокомплекса синовијалне течности болесника са реуматоидним артритисом 

идентификовали честице величине 4, 210 и 2000 nm, а у узорцима афинитетно 

изолованих  IgM имунокомлпекса детектовали су честице величине 12, 40, 210 и 2100 nm 

[4]. Неслагања између величине честице у имунокомплекса између поменуте и овог 

истраживања могу да буду последица различитих структурних одлика имунокомплекса 

серума периферне крви у односу на оне из синовијалне течности или могу бити 

последица коришћења различитих метода за изолацију CIC. Наши резултати [182] указују 

да би и разлика у годинама учесника ове студије и студије György и сар. (2011) могла бити 

разлог за неслагање у величини честица које улазе у састав CIC. 

Непосредно након анализе збирних CIC узорака фотон корелационом 

спектроскопијом, на истом апарату oдређен је и њихов ζ потенцијал. Резултати су 

показали да је ζ потенцијал CIC пацијената са РА износио -6,95 ± 0,51 mV и био је 

значајно нижи ζ потенцијал  CIC здравих особа који је износио -8,07 ± 0,47 mV (слика 

5.21). Овакви резултати указују да РА може да буде праћен и смањењем колоидне 
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стабилности имунокомплекса, која може бити последица различитих фактора [84], и 

између осталог њиховог различитог имуноглобулинског састава. Знајући да способност 

агрегације различитих молекуларних варијанти имуноглобулина није иста [183,184], 

уочене разлике у величини CIC честица могу бити, барем делимично, резултат 

откривених разлика у саставу изотипова имуноглобулина (слика 3.19) и присуство других 

молекула специфичних за болест или старост испитаника [185]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.21. ζ потенцијал збирних узорака CIC особа са РА и CIC здравих особа 

 

Резултати анализе збирних CIC узорака добијени у овој фази истраживања су 

показали да је фотон корелационом спектроскопијом било могуће детектовати присуство 

колоидних честица различитог пречника, и да се пречник честица у узорцима пореклом 

од особа са реуматоидним артритисом разликовао од оних добијених од здравих особа. 

Због тога је било оправдано у следећој фази истраживања анализирати појединачне CIC 

узораке, без обзира на очекивану хетерогеност. 

5.2.2.2. Анализа величине колоидних честица у појединачним узорцима CIC 

здравих особа и особа са РА 

Како је у претходној фази истраживања показано да је могуће измерити величину 

колоидних честица који се налазе у збирним CIC узорцима здравих особа и особа са РА, 

даљи ток истраживања је усмерен на анализу хидродинамичког пречника колоидних 

честица у сваком појединачном CIC узорку како би се добила прецизнија слика расподеле 

величине честица, и елиминисао утицај евентуалне алогене интеракције молекулских 

конституената CIC различитих донора на резултате мерења величине честица. 

У овој фази рада фотон корелационом спектроскопијом је анализирано свих 30 

CIC узорака здравих особа и 30 CIC узорака особа са РА, при чему је сваки узорак 

измерен 10 пута, тако да је добијено укупно по 300 мерења за сваку групу. Сви измерени 

подаци засновани на процентуалном интензитету расипања светлости дати су у табелaма 

П3 и П4, у прилогу ове тезе. 

У обе CIC групе детектовано је 50 типова честица које су се разликовале на основу 

свог хидродинамичког пречника (слика 5.22А). У CIC узорцима контролне групе 

детектовано је укупно 944 честица, просечно 3,15 честица по снимку. У CIC РА групи 

забележено је 938 честица, просечно 3,13 честица по снимку.  Број честица детектован у 

индивидуалним CIC узорцима особа са РА се кретао у опсегу од 20 до 46, што је просечно 

износило 31±7 (медијана 32) (слика 5.22А). Број честица у CIC контролне групе није се 

разликовао од броја честица у CIC РА, а кретао се у опсегу од 16 до 42, што је просечно 

износило 31±6 (медијана 32). Независно да ли се радило о CIC узорцима особa са РА или 

о CIC узорцима здравих особа, у сваком појединачном CIC су током 10 поновљених 
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мерења неке честице детектоване само једном, а неке регистроване као поновци, тј. 

регистроване су од два до највише шест пута и истом узорку. У CIC РА, у односу на CIC 

контролу, није примећен значајна промена броја било ког од ових поновака. (Прилог, 

слика П1). 

У обе испитиване групе могло се уочити да се на основу величине честице 

групишу у два скупа: први са честицама пречника од 7,5 nm до 164 nm (606 и 594 честица 

у контролној и РА групи) и други са честицама пречника од  342–1718 nm (229 и 236 

честица у контролној и РА групи), (слика 5.22А) што је одговарало резултатима који су 

добијени анализом збирних узорака CIC (слика 5.19). Најзаступљенија честице у CIC 

здравих особа је била честица пречника 78,8 nm, док је у CIC у особа са РА 

најзаступљенија била честица пречника 122 nm. Прелиминарна статистичка анализа 

(Mann-Whitney тест) показала је да се CIC здравих особа и особа са РА значајно разликују 

у броју честица опсега величине 100-200 nm (p=0,001) и 500-750 nm (p=0,023). Овакав 

резултат нам је био основа за даљу статистичку анализу (Mann-Whitney тест) која је  

показала да су CIC особа са РА, у поређењу са CIC контролне групе, садржали значајно 

већи број честица пречника од 28,2, 531, 712, и 1718 nm. Истовремено присуство ове 

четири честице детектовано је у само четири узорка CIC особа са РА. Исти статистички 

тест је показао да CIC особа са РА садрже мањи број честица са пречником од 43,8 nm у 

поређењу са CIC контролне групе (слика 5.22А, Прилог, табела П5). 

 У следећем кораку Fisher’s exact тестом испитивано је да ли се у анализираној 

групи особа са  РА, у односу на контролну групу, налази различит  број особа чији CIC 

садрже честицу одређене величине. Примена овог теста је била потребна јер су разлике 

у броју честица детектоване Mann–Whitney тестом могле бити последица накупљања 

честица одређене величине (тј. поновака честица) у мањем броју CIC и нису 

представљале карактеристику целе анализиране групе. Fisher’s exact тест је показао да 

постоји значајно већи број особа у РА групи у односу на здраве особе чији су CIC 

садржали честице полупречника 28,2, 531 и 712 nm. Применом истог теста добијени су 

резултати који су показали да су се само CIC који садрже честице пречника од 78,8 nm 

чешће јављали код особа у контролној у односу на РА групу (Слика 5.22Б; Прилог, табела 

П5). 
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Слика 5.22. Дистрибуција величине колоидних честица CIC особа са РА и здравих 

особа одређена фотон корелационом спектроскопијом; А) Укупан број снимљених 

честица одређене величине; Б) Број индивидуалних  CIC узорака у којима су 

детектоване честице одређене величине 
Црвеном бојом су означене честице које су у статистички значајно различитом броју биле 

присутне у CIC РА у односу CIC здравих особа. Нумерички подаци за слику су дати у Прилогу, 

табела П5. 
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5.2.2.2.1. Повезаност величине колоидних честица и IgA, IgG и IgM антитела у CIC 

популацији особа са РА и здравих особа 

Након одређивања дистрибуције величине честица у индивидуалним CIC 

узорцима (слика 5.22), а знајући релативни садржај имуноглобулинских класа и подкласа 

у свим анализираним  CIC (слика 5.18) фокус даљег истраживања је био да се потврди 

или оповргне претпоставка да постоји повезаност између дистрибуције величине CIC 

честица и концентрације имуноглобулина која је измерена у њима.  

У првом кораку овог дела истраживања испитивано је да ли постоји статистички 

значајна разлика у нивоу IgA, IgG и IgM класа и подкласа IgG између CIC особа са РА и 

здравих особа, а који садрже честице величине 28,8, 43,8, 78,8, 531, 712 и 1718 nm за које 

је показано да су у статистички значајно различитом броју понављања биле заступљеније 

у CIC особа са РА у односу на CIC здравих особа. Од ових шест група честица, честице  

пречника 43,8 и 78,8 nm су биле више заступљене у контролним CIC, а честице величине 

28,8, 531, 712 и 1718 nm су биле заступљеније у CIC особа са РА. 

Резултати приказани на слици  5.23А показују да је у CIC РА у односу на CIC 

здравих особа ниво IgA био значајно виши у CIC популацији која садржи неку од 

наведених честица, с изузетком честице од 1718 nm. Повећање релативног садржаја 

укупног IgG у РА детектовано је само код CIC који садрже честице од 712 nm, док је IgM 

био повећан CIC који садрже честице од 43,8 или 712 nm. С обзиром да је промена 

концентрација укупног IgG последица промене концентрације четири подкласе овог 

молекула, као и да промене концентрација свих подкласа не морају бити „истог смера“, 

било је неопходно анализирати повезаност сваке од подкласе IgG са величином 

наведених честица. Резултати приказани на слици 5.23Б показују да је у CIC РА, у односу 

на CIC особа контролне групе,  ниво IgG1 био значајно виши у CIC који садрже неку од 

шест честица чија је заступљеност статистички значајна у ове две категорије CIC. 

Садржај IgG3 је био значајно већи у CIC РА у односу на CIC здраве особе који садрже 

честице величине 28,8 nm. Повезаност величине честица са порастом/променом/ нивоа 

IgG2 и IgG4 у CIC у РА није потврђена за групу испитаника који су били укључени у ову 

студију. 

Као главни закључак овог дела истраживања намеће се чињеница да се промене у 

нивоима имуноглобулина у CIC код РА не подударају са обрасцем расподеле величина 

честица, показујући различиту експресију између контролне и РА групе. На пример, ниво 

IgA, IgM и IgG у CIC који садрже честице од 43,8 nm или ниво IgA и IgM и IgG у CIC 

који садрже честице од 78,8 nm честице је у РА био виши у односу на контролу, без обзира 

што су ове честице биле заступљеније у контролним CIC. На основу оваквог резултата, 

одлучено је да се анализира разлика у нивоима имуноглобулина између CIC особа са РА 

и контролних CIC за све честице које су биле присутне у довољном броју за статистичку 

анализу, тј. за 43 честице, пречника од 5,6 nm до 2669 nm. Подаци приказани на сликама 

5.24 и 5.25 и табелама П6 и П7, показују да је значајно повећан ниво IgA у РА у поређењу 

са контролним CIC повезано са 28 честица. У поређењу са контролним CIC, значајно 

повишени ниво укупних IgG у CIC особа са РА је био повезан са осам величина честица 

(7,5, 18,2, 21,0, 24,0, 220, 396, 712, и 812 nm). Насупрот томе, повећани ниво IgM је био 

повезан са честицама које имају пречникрадију од 32,7, 43,8, 220, 396, 531 и 1281 nm.  

Иако се повећан садржај укупног IgG детектовао код осам типова честица, повећан 

садржај IgG1 је детектован на нивоу 22 типа честица, док је број типова честица које се 

повезују са променом садржаја IgG био знатно мањи (један, осам и десет типова честица 

за IgG2, IgG3 и IgG4), при чему ниједна честица није могла бити повезана са променом 

садржаја све четири подкласе IgG. Интересантно је да је истовремено повећање нивоа 

IgG, IgA и IgM у РА у поређењу са контролом било повезано само са CIC који садрже 

честице од 220 и 396 nm. 
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Слика 5.23. Релативни садржај IgA, IgG и IgM (А) и подкласа IgG (Б) у CIC здравих 

особа и особа са РА, а који у себи садрже честице које се у статистички значајно 

различитом  броју налазе у ове две групе CIC 
Ниво имуноглобулина је одређен дот блот анализом. Резултати су приказани као x̄ ± стандардна 

девијација. ↑↓ - Однос релативног садржаја имуноглобулина у CIC особа РА, а који садрже 

честице пречника наведеног у односу на одговарајуће CIC здравих особа; Све -  Однос релативног 

садржаја имуноглобулина у свим анализираним CIC особа РА и контролним CIC. *- Статистички 

значајна разлика у нивоу имуноглобулина између CIC особа РА и контролних CIC. 
Нумерички подаци за слику су дати у Прилогу, табела П6 
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Слика 5.24. Дистрибуција релативног садржаја IgA, IgG и IgM у CIC особа са РА и CIC 

здравих особа, зависно од хидродинамичког пречника честица, DH (nm) 

Ниво имуноглобулина је одређен дот блот анализом. Подаци су представљени како однос нивоа 

IgA, IgG и IgM за CIC особа са РА и CIC здравих особа. Бројеви написани плавом бојом: значајна 

разлика у нивоу имуноглобулина;  Бројеви у сивим пољима: честице које су у статистички 

значајно различитом броју присутне у CIC особа са РА у односу на контролне CIC. Сиве линије: 

Два главна скупа честица CIC. Нумерички подаци за слику су дати у Прилогу, табела П6. 

 

 

 



Докторска дисертација | Тамара Н. Ђукић 

 

70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.25. Дистрибуција релативног садржаја подкласа IgG у CIC особа са РА и CIC 

здравих особа, зависно од хидродинамичког пречника честица, DH (nm) 

Ниво имуноглобулина је одређен дот блот анализом. Подаци су представљени као однос нивоа 

IgA, IgG и IgM за CIC особа са РА и CIC здравих особа. Бројеви написани плавом бојом: значајна 

разлика у нивоу имуноглобулина; Бројеви у сивим пољима: честице које су у статистички 

значајно различитом броју присутне у CIC особа са РА у односу на контролне CIC. Сиве линије: 

Два главна скупа честица CIC. Нумерички подаци за слику су дати у Прилогу, табела П7. 
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С обзиром на ниску преваленцу особа са РА који у својој периферној крви немају 

детектабилне количине АСРА и RF аутоантитела (тзв. АСРА-RF-), број пацијената 

укључених у ову студију није био довољан да се са сигурношћу потврди веза између 

титра серумских АСРА и RF и величине честица у CIC узорцима. Прелиминарна 

статистичка анализа показала је да је у поређењу са серонегативним РА, у групи 

АСРА+RF+ (тзв. серопозитивним) РА била значајно већa заступљеност особа чији су CIC 

садржали честице од 32,7, 1218 и 1718 nm и мањи број особа чији су  CIC у себи имали 

честице од  396 nm. Занимљиво је да се ове честице нису могле повезати са статистички 

значајним порастом/променом/ у нивоу било које класе имуноглобулина у CIC особа са 

РА у односу на контролне CIC [186].   

У овом делу истраживања показано је да је могуће одредити дистрибуцију 

величина честица и мапирати честице које су највише заступљене унутар CIC особа са 

РА и здравих особа, као и да је могуће показати да постоји значајна разлика у 

заступљености честица које улазе у састав CIC РА у односу на CIC особа контролне 

групе. Иако су имуноглобулини главни конституенти имунокомплекса, и иако су познате 

вредности хидродинамичких пречника молекула имуноглобулина (IgG – 5,29 nm; IgA – 

6,50 nm; IgM – 12,6 nm), као и њихових протеолитичких фрагмената (F(ab′)2 – 4,48 nm; Fc 

– 3,19 nm; Fab – 2,19 nm) [187], у овом моменту не можемо да претпоставимо молекулски 

састав доминантних колоидних партикула у CIC узорцима особа са РА или здравих особа. 

Разлог за то је чињеница да се конформација и хидродинамички пречник молекула 

имуноглобулина мења зависно од састава и рН пуфера у коме се налази, али и као 

последица интеракције са антигеном [127,166]. Такође, треба имати у виду да 

хидродинамички пречник агрегираног молекула имуноглобулина (као и било ког другог 

протеина) није једнак збиру пречника мономера [188]. 

Иако добијени резултати указују да је фотон корелационом спектроскопијом 

могуће детектовати промене у величини честица CIC особа са РА у односу на здраве 

особа и корелисати величину честица са садржајем молекула имуноглобулина, неопходне 

су обимније студије како би се побољшала поузданост и прецизност одређивања 

величине честица у саставу CIC и како би добијени подаци могли да се примене као 

критеријум у дијагнози или праћењу РА. Ове студије би требало да буду праћење 

напредним биохемијским, физичко-хемијским и имунохемијским методама анализе 

молекуларног састава CIC и математичког моделовања резултата фотон корелационе 

спектроскопије у складу са специфичном геометријом молекула имуноглобулина и 

имунокомплекса у целини. 

 

5.2.2.3. Ефекат замрзавања и утицај на величину честица имунокомплекса мерених 

фотон корелационом спектроскопијом. 

 С обзиром да је предмет ове дисертације испитивање могућности коришћења 

фотон корелационе спектроскопије у дијагностичке сврхе, као посебан сегмент издвојено 

је и испитивање утицаја замрзавања имунокомплекса на величину честица у њима, 

имајући у виду да клиничке лабораторије нису опремљене фотон корелационим 

спектрофотометрима. По правилу, узорци се за специјализована истраживања чувају 

замрзнути и у таквом облику транспортују у специјализоване лабораторије. 

Познато је да замрзавање доводи до сложених физичких и хемијских промена у 

протеинима који се налазе у раствору. Ове промене укључују стварање нових површина 

на граници фаза лед/раствор, адсорпцију на површину суда, криоконцентрацију протеина 

и растворених материја, као и промене pH вредности услед кристализације компоненти 

пуфера [24]. Главни конституенти имунокомплекса су протеини који су осетљиви на 

промене температуре, при чему замрзавање може да доведе до њихове денатурације. 

Денатурисани протеини често имају тенденцију да формирају агрегате, што може 
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значајно утицати на резултате добијене фотон корелационом спектроскопијом јер се тако 

региструје повећање величине честица, какво реално не постоји у физиолошким 

условима [139]. 

Како до сада нису објављени резултати студија о утицају замрзавања и одмрзавања 

на величину колоидних честица CIC особа са РА, у овој фази истраживања применом 

фотон корелационе спектроскопије је анализирана расподела величина честица у 10 CIC 

особа са РА и 10 CIC здравих особа након замрзавања и чувања на -20 С, у периоду од 

две године (март 2021. – април 2023).  

Након одмрзавања су поново измерене вредности А350 за све узорке, и показано је 

да је су ове вредности у 7 од 10 узорака CIC здравих особа и 5 од 10 узорака CIC особа 

са РА биле веће у односу на вредности пре замрзавања (табела 5.4).  

 

Tабела 5.4. Промена вредности A350 CIC здравих особа и CIC особа са РА након две 

године стајања на -20 С.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фотон корелационом спектроскопијом је детектована промењена дистрибуција 

величине честица након одмрзавања узорака, при чему се уочава тренд повећања 

интензитета расуте светлости у правцу честица веће хидродинамичког пречника у обе 

групе CIC (слика 5.26). Овакав резултат указује да је током замрзавања, чувања и 

поновног одмрзавања узорака дошло до денатурације и агрегације протеина који улазе у 

састав CIC, а који су детектовани овом методом.  

Ови резултати јасно показују да је за потенцијалну примену фотон корелационе 

спектроскопије у дијагностичке сврхе неопходно анализирати узорак одмах након 

њиховог изоловања из серума пацијената. Како је анализа одмах по изоловању CIC у 

нашој земљи доступна клиникама и болницама у већим градовима, потребно је у будућем 

раду развијати поступке стабилизације CIC који би омогућили њихову поуздану анализу 

фотон корелационом  спектрометријом и након замрзавања узорка. 
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Слика 5.26. Фотон корелациона спектроскопија: Анализа величине колоидних честица  

збирним узорцима CIC особа са РА и CIC здравих особа након изоловања (t0) и након 

две године стајања на -20 С 
Резултати су приказани као зависност процента расуте светлости од пречника честица. DH (nm): 

хидродинамички пречник колоидних честица. 

 

5.2.3. Поређење резултата анализе величине колоидних CIC  честица добијених 

фотон корелационом спектроскопијом са резултатима добијеним 

ултрацентрифугирањем на гелу сахарозе, гел филтрацијом и микроскопским 

методама (SEM и AFM)   

У последњих десетак година публикован је већи број радова у којима су применом 

напредних метода, пре свега методе течне хроматографије у комбинацији са масеном 

спектроскопијом [45, 189] и напредних микроскопских метода, добијени веома важни 

подаци о структури и саставу имунокомплекса [4, 79, 82, 190]. Међутим, примена ових 

метода у дијагностичке сврхе, с обзиром на цену инструмената, комплексност извођења, 

потребу за високообученим кадром, као и на време потребно за извођење, се не може 

очекивати у блиској будућности. Неке мање „захтевне“ методе, као што су 

ултрацентрифугирање [55] или гел филтрација [144] које се деценијама примењују за 

анализу величине и састава, такође имају релативно дуго време извођења. 

У завршном делу ове докторске дисертације, резултати анализе величине честица 

које улазе у састав имунокомплекса добијени фотон корелационом спектроскопијом 

упоређени су са резултатима добијеним ултрацентрифугирањем на градијенту сахарозе, 

гел филтрацијом, као и са резултатима добијеним микроскопским методама (SEM и 

AFM), имајући у виду да су то ипак најчешће коришћене методе анализе величине 

имунокомплекса за потребе научних истраживања, да су данас доступне већини 

истраживачких лабораторија, и да су на основу резултата ових метода произашла главна 

сазнања о имунокомплексима. 
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С обзиром на то да је у претходном делу рада показано да замрзавање утиче на 

величину честица које улазе у саставу имунокомплекса, а да је било немогуће одмах по 

завршеној фотон корелационој спектроскопији урадити и ултрацентрифугирање, гел 

филтрације, SEM и AFM, узорци CIC су замрзавани и непосредно пре наведених анализа 

су одмрзнути и поново је анализирана величина CIC честица фотон корелационом 

спектроскопијом. С обзиром на то да је запремина једног узорка CIC била 0,5 mL, и да се 

гел филтрацијом и ултрацентрифугирањем узорци веома разблажују и не могу се даље 

користити, није било могуће анализирати један узорак CIC свим наведеним методама, 

тако да је свака анализа рађена са по два одабрана узорака.   

На слици 5.27 показани су резултати упоредне анализе величине честица CIC 

фотон корелационом спектроскопијом и ултрацентрифугирањем на континуираном 

градијенту сахарозе распона 10-37%. Фотон корелациона спектроскопија је у CIC здраве 

особе детектовала присуство две групе честица, чија је средња величина била 13,5 и 141 

nm. У CIC здраве особе је такође детектовано присуство две главне групе честица од 13,5 

и 78,8 nm, али је било детектован и сигнал слабог интензитета који је потицао од честица 

величине 458-712 nm (слика 5.27 А1 и Б1). Ипак, честице мањег пречника су у оба 

анализирана CIC биле главна компонента узорка (слика 5.27 А2 и Б2). Након 

фракционисања ултрацентрифугирањем и за CIC здраве особе и за CIC особе са РА 

детектована је широка дистрибуција конституената, а највећа вредности А280, тј. највећа 

количина протеина у оба узорка CIC је детектована у фракцијама 10-13, што је одговарало 

и максималној А280 и нативних молекула IgG раздвојених ултрацентрифугирањем. 

Овакво позиционирање максималне количине протеина рефлектује реверзибилну 

природу CIC која чини основу њихове нестабилности под утицајем јаке центрифугалне 

силе. Количина протеина детектована у фракцији 32 (талогу), је била већа у CIC особе са 

РА него у контролном CIC, што би могло да укаже да је анализирани узорак  CIC особе 

са РА садржао више стабилних агрегата од контролног CIC (слика 5.27 А3 и Б3).  

Ултрацентрифугирање се, барем у овим експерименталним условима, показало 

мање „прецизним“ од фотон корелационе спектроскопије. Ово, заједно са трајањем 

поступка ултрацентрифугирања од најмање два дана (припрема градијента, 

центрифугирање, анализа фракција), чини ову методу мање прикладном од фотон 

корелационе спектроскопије за дијагностичко одређивање величине колоидних честица 

у саставу имунокомплекса. 
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Слика 5.27. Анализа величине колоидних честица CIC здраве особе (А) и особе са РА 

(Б) фотон корелционом спектроскопијом и ултрацентрифугирањем на градијенту 

сахарозе 

Резултати су фотон корелционе спектроскопије су приказани као средња вредност 10 мерења 

зависности процента расуте светлости од пречника честица (А1 и Б1) и као средња вредност 10 

мерења зависност запреминског удела честица од пречника (А2 и Б2). D (nm): хидродинамички 

пречник колоидних честица. А3 и Б3: Фракционисање CIC здраве особе и особе са РА на 10-37% 

континуираном градијенту сахарозе.  

 

На слици 5.28 приказани су резултати упоредне анализе величине честица CIC 

фотон корелационом спектроскопијом и гел филтрацијом на Sephacryl S-300 матриксу. 

Фотон корелационом спектроскопијом је у оба узорка детектован већи број честица који 

су у CIC здраве особе били груписани у пет издвојених врхова, а у CIC особе са РА у пет 

делимично суперпонираних врхова  (слика 5.28 А1 и Б1). Ипак, честице пречника 10-11 



Докторска дисертација | Тамара Н. Ђукић 

 

76 
 

nm су у оба анализирана CIC биле главна компонента узорка (слика 5.28 А2 и Б2). Гел 

филтрација ових узорака је показала да иако је елуција протеина CIC здраве особе била 

оштрија и, за разлику од CIC особе са РА, није се могла јасно уочити елуција агрегата у 

првим фазама хроматографије (праћена на основу А280 и А350), ипак је главни део 

протеинског садржаја оба анализирана CIC детектован у 4. фракцији (одговара елуенту 

запремине 6 mL). То значи да је  молекулска маса оба узорка била мања од молекулске 

тежине маркера гел филтрације, плавог декстрана тежине 1000 kDa, који је детектован у 

другој фракцији (одговара елуенту запремине 6 mL) (слика 3.12). Дот блот анализом 

показана је различита дистрибуција класа имуноглобулина у CIC здраве особе и CIC 

особе са РА након фракционисања ових CIC гел филтрацијом (слика 5.28 В). Из тог 

разлога гел филтрација би могла да се примењује, ако би се показало да је то 

дијагностички потребно, након анализе фотон корелационом спектроскопијом која не 

мења структуру узорка CIC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5.28. Анализа величине колоидних честица CIC здраве особе (А) и особе са РА 

(Б) фотон корелационом спектроскопијом и гел филтрацијом на Sephacryl S-300 

матриксу. 

Резултати су фотон корелционе спектроскопије су приказани као средња вредност 10 мерења 

зависности процента расуте светлости од пречника честица (А1 и Б1) и као средња вредност 10 

мерења зависност запреминског удела честица од пречника (А2 и Б2). DH (nm): хидродинамички 

пречник колоидних честица. А3 и Б3: Фракционисање CIC здраве особе и особе са РА гел 

филтрацијом на Sephacryl S-300 матриксу. В: Дот блот анализа IgM, IgG и IgA фракција CIC 

добијеним раздвајањем на Sephacryl S-300 матриксу. В1 – дот блот; В2 –садржај IgM, IgG и IgA 

одређен дензитометријском анализом. 
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 За упоредну анализу расподеле величина СIC честица добијене фотон 

корелационом спектроскопијом и микроскопским методама (SEM и AFM) коришћен је 

узорак СIC здраве особе у коме су детектоване две групе честица средње величине 13,5 

и 58,8 nm (слика 5.29 А1) и узорак СIC особе са РА у коме су детектоване две главне групе 

честица средњег пречника од 78,8 и 955-1718 nm, и честице од 13,5 и 28,2 nm (слика 5.29 

Б1). FE-SEM је показала разлику како у морфологији, тако и у величини честица које улазе 

у састав CIC контролне групе и CIC РА групе, при чему се у CIC особе са РА уочавао већи 

број честица различитих величина, у односу на CIC контролну групу (слика 5.29 А2 и Б2). 

За разлику од FE-SEM анализе, AFM метода је показала присуство већег број честица 

које улазе у састав CIC контролне групе (слика 5.29 А3) у односу на CIC РА (слика 5.29 

Б3). Такође се може приметити да су честице у CIC контролне групе равномерно 

распоређене, док у CIC РА та дистрибиција није уједначена као ни величина честица. 

 На основу ових резултата анализе величина CIC честица микроскопским 

методама у поређењу са резултатима добијеним фотон корелационом спектроскопијом 

може се закључити то, да обе микроскопске анализе детектују величине честица које 

превазилазе величину доминантних честица детектовану фотон корелационом 

спектроскопијом (највећу запремину заузимају честице мањих величина), а чак и 

физиолошку величину имунокомплекса која се креће у опсегу 100-1000 nm [89]. Ово је 

последица денатурације и агрегације протеина током поступка обраде узорка за 

микроскопску анализу, и на микрографијама се уочава „слепљивања“ градивних 

елемената у структуре које не постоје у физиолошким условима. Према подацима из 

литературе, применом различитих типова електронске микроскопије могуће уочити „Y“ 

структуру појединачних молекула имуноглобулина и структуру агрегата у којој је јасно 

могуће разликовати појединачне молекуле имуноглобулина [191-196]. Међутим, у нашим 

експерименталним условима то није било могуће. 
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Слика 5.29. Анализа величине честица CIC здраве особе (А) и особе са РА (Б) фотон 

корелационом спектроскопијом, и микроскопским методама (SEM и AFМ) 

А1 и Б1: Резултати фотон корелаационе спектроскопије приказани су као средња вредност 10 

мерења зависности процента расуте светлости од пречника честица. DH (nm): хидродинамички 

пречник колоидних честица.  А2 и Б2: FE-SEM; А3 и Б3: AFM.  
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

У овој докторској дисертацији испитана је претпоставка да је применом фотон 

корелационе спектроскопије могуће одредити величину колоидних честица у 

имунокомплексима формираним у физиолошким и патолошким стањима људи.  

 

На основу приказаних резултата могу се извести следећи закључци: 

➢ Фотон корелационом спектроскопијом могуће је детектовати промену величине 

колоидних честица у агрегираним IgG у односу на нативне IgG. Промену величине 

могуће је детектовати и ултрацентрифугирањем, гел филтрацијoм, микроскопским 

методама (AFM и SEM), али резултате добијене применом различитих метода није 

могуће директно упоредити.  

 

➢ Фотон корелационом спектроскопијом могуће је детектовати динамичке промене 

величине колоидних честица у in vitro формираним имунокомплексима које настају 

као последица промене односа антигена и антитела. 

 

➢ Циркулишући имунокомплекси  здравих особа и особа са реуматоидним артритисом  

се могу изоловати преципитацијом полиетилен гликолом, а величина колоидних 

честица у изолованим  циркулишућим имунокомплексима се може 

одредити/проценити фотон корелационом спектроскопијом. 

 

➢ Мерењем величине колоидних честица циркулишућих имунокомплекса  здравих 

особа и особа са РА фотон корелационом спектроскопијом могуће је формирати 

референтни систем дистрибуције величине честица које улазе у састав 

циркулишућих имунокомплекса у физиолошким условима и код реуматоидног 

артритиса. И у циркулишућим имунокомплексима контролне групе и у 

циркулишућим имунокомплексима  особа са реуматоидним артритисом детектује се 

50 честица различитог пречника, које се највећим делом групишу у два скупа: први 

са честицама од 7,5 nm до 164 nm и други са честицама од 342 nm до 1718 nm. У 

циркулишућим имунокомплексима особа са РА детектује се већи број честица од 

28,2, 531, 712 и 1718 nm, и мањи број честица а од 78,8 nm, у односу на контролу. 

 

➢ Промене у нивоима имуноглобулина у циркулишућим имунокомплексима особа са 

РА се не подударају са обрасцем расподеле величина честица детектованим фотон 

корелационом спектроскопијом.  Повећан ниво IgA у циркулишућим 

имунокомплексима особа са реуматоидним артритисом, у односу на контролну групу 

повезан je са појавом код више од 50% детектованих  честица различитих величина. 

При томе је значајно повишен ниво укупних IgG у циркулишућим 

имунокомплексима особа са реуматоидним артритисом повезан са оним 

цирулишућим имунокомплексима који садрже честице пречника 7,5, 18,2, 21,0, 24,0, 

220, 396, 712, и 812 nm. Повећан ниво IgM је детектован у циркулишућим 

имунокомплексима који садрже честице пречника 32,7, 43,8, 220, 396, 531 и 1281 nm.  

Истовремено повећање нивоа све три класе  имуноглобулина у цирулишућим 

имунокомплексима особа са реуматоидним артритисом, у поређењу са цирулишућим 

имунокомплексима здравих особа, показано је само у цирулишућим 

имунокомплексима који истовремено садрже честице од 220 и 396 nm. 

 

➢ Резултати анализе величине честица у саставу циркулишућих имунокомплекса 

добијени фотон корелационом спектроскопијом, ултрацентрифугирањем, гел 
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филтрацијом и микроскопским методама (AFM и SEM) се не могу директно  

упоредити. Међутим,  фотон корелациона спектроскопија превазилази ограничења 

других метода, пре свега дуго време извођења анализе, денатурацију  и разблаживање 

узорка. 

Истраживања у оквиру ове докторске дисертације показала су да је применом фотон 

корелационе спектроскопије могуће проценити величину колоидних честица у 

имунокомплексима формираним у физиолошким и патолошким стањима. За поуздану 

примену у клиничкој дијагностици потребно је спровести студије већег обима како би се, 

уз примену машинског учења, направио поуздан модел који дефинише величине честица 

карактеристичне за одређене болести. Ови подаци би се затим могли користити за 

дијагнозу, праћење прогресије болести и тестирање ефикасности различитих терапијских 

протокола, укључујући класичне лекове и биотерапеутике. 
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ПРИЛОГ 1 

Табела П1. Демографски и клинички подаци, ниво CIC и релативни садржај имуноглобулина у CIC особа са реуматоидним артритисом и 

терапија која је примана у време узимања узорка крви. 

 

SE - Брзина седиментације еритроцита; CRP - Ниво C-реактивног протеина у периферној крви; DAS 28 - Активност болести (Disease activity score 28). 

RF - Ниво укупних реуматоидних фактора у серуму одређен нефелометријски, комерцијалним RF II тестом (Mindray, Кина); Гранична вредност теста: 14 IU/mL, узорак са вредностима 

мањим 14 IU/mL се сматра RF негативним; Изотип RF није одређиван. 

ACPAs - Ниво серумских IgG антитела на цитрулинисане пептиде одређен комерцијалним ELISA тестом (EUROIMMUN Schweiz AG, Швајцарска). Циљни антигени: циклични 

цитрулинисани ппетиди;Гранична врдност: 5 RU/mL; узорак са вредностима мањим 5 IU/mL се сматра АСРА негативним. 

CIC OD350 - Ниво CIC, изражен као апсорбанција на 350 nm (А350) протеина серума преципитираних 3% PEG  након ресолубилизације фосфатним пуфером. 

Старост Пол RF ACPA SE CRP DAS 28 CIC IgM IgA IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 Терапија

(године) (IU/ml) (RU/ml) (mm/h) (mg/l) (А350)

56 Ж 4 291 18  / 3,83 0,350 0,54 1,08 0,88  /  /  /  / метотрексат, лефлуномид

57 Ж 86 619 18 5,4 3,41 0,250 0,57 1,07 0,91  /  /  /  / метотрексат, преднизон

26 Ж 123 500 4 4,5 1,25 0,246 1,11 1,56 1,17  /  /  /  / без терапије

67 М 46 220  /  /  / 0,312 0,59 0,79 0,75 0,76 0,98 0,59 0,70 метотрексат, преднизон

49 М 0 0 14 10,0 3,06 0,352 0,93 0,82 0,85  /  /  /  / метотрексат, преднизон, фебуксостат, хидроксихлорокин

56 М 121 447 12 4,9 2,95 0,911 1,4 1,32 1,02 0,62 0,77 0,92 0,68 лефлуномид

62 Ж 0 0 6 5,7 3,26 0,387 1,01 0,88 1,02 1,01 0,91 1,05 0,76 метотрексат, преднизон

53 Ж 277 113 10 2,1 1,61 0,418 1,15 1,20 0,81 0,64 0,69 0,74 0,56 лефлуномид, преднизон, хидроксихлорокин

76 Ж 74 47 68 27,5 5,61 1,223 1,36 1,49 0,65 2,16 1,07 1,50 0,83 сулфасалазин

62 Ж 74 67 28 16,0 5,04 0,492 1,69 1,25 1,17 2,65 0,86 1,64 0,96 метотрексат, преднизон

64 Ж 62 793 28 38,7 4,28 0,621 1,92 2,14 1,40 2,20 1,36 2,26 1,43 метотрексат, преднизон

67 Ж 108 328 50 102,3 4,95 0,615 1,17 1,23 1,27 1,28 1,06 1,20 0,59 метотрексат, преднизон

74 Ж 51 167 50 19,1 5,04 0,267 0,79 1,56 0,98 1,32 0,81 1,42 1,13 метотрексат, преднизон

71 Ж 91 50 28 11,5  / 0,857 1,19 0,98 0,87 0,62 0,69 0,71 0,37 метотрексат, преднизон

68 Ж 68 33 50 36,4 4,44 1,699 1,2 1,35 0,96 0,99 1,10 0,69 1,08 метотрексат, преднизон

70 Ж 33 1 52 24,1 4,17 0,720 0,98 0,84 0,78 0,85 0,96 0,78 0,60 метотрексат, преднизон, хидроксихлорокин

30 Ж 11 304 28 4,1 4,26 0,482 0,87 1,15 1,10 1,40 1,39 1,47 1,25 метотрексат

63 Ж 1 25  /  / 3,14 0,173 0,53 0,87 0,81 0,65 0,42 1,56 0,28 метотрексат, сулфасалазин

65 Ж 0 0 32 4,1  / 2,228 0,97 1,69 1,21 1,84 1,15 1,24 0,97 без терапије

69 Ж 128 298 42 10,5 5,51 0,789 1,59 2,1 1,64 3,67 2,66 2,83 1,40 метотрексат, хидроксихлорокин

70 Ж 142 1180 10  /  / 0,314 0,85 1,97 1,13 3,30 1,77 0,91 1,08 преднизон

64 Ж 198 174 56 17,9 2,85 1,021 1,33 1,67 1,24 1,33 1,03 2,46 1,24 метотрексат, преднизон, хидроксихлорокин

70 Ж 0 0 11 9,5 3,96 0,549 1,15 1,34 1,28 2,04 0,91 1,61 1,06 метотрексат, преднизон, хидроксихлорокин

69 Ж 361 500 50 0,00 5,65 0,213 0,71 1,55 1,00 1,25 1,56 1,19 1,14 метотрексат, хидроксихлорокин

62 Ж 0 0 14 5,4 3,24 0,18 0,36 1,18 0,90 0,87 0,63 0,97 0,95 метотрексат, хидроксихлорокин

57 Ж 140 485 18 3,2 5,32 0,273 0,68 1,13 1,00 1,06 0,35 1,05 0,34 метотрексат, преднизон, хидроксихлорокин

62 Ж 4 1 8 18,9  / 0,331 0,51 0,61 0,83 0,72 0,46 1,56 0,42 без терапије

60 Ж 76 759 46 12,9 2,82 0,219 0,56 1,43 0,89 1,08 0,94 1,07 1,63 метотрексат, преднизон, хидроксихлорокин

74 Ж 69 27 12 7,1  / 0,781 0,42 1,01 0,91 1,83 0,55 0,46 1,07 метотрексат, сулфасалазин, хидроксихлорокин

74 М 136 432 54 30,0  / 0,523 1,42 1,59 1,18  /  /  /  / лефлуномид, хидроксихлорокин

(релативни садржај у CIC )(IU/mL) (RU/mL) (mg/L) 
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ПРИЛОГ 2 

Табела П2. Старост, пол, титар серумских RF, ниво CIC и релативни садржај 

имуноглобулина у CIC здравих особа. 

 

CIC OD350 - Ниво CIC, изражен као апсорбанција на 350 nm (А350) протеина серума преципитираних 3% 

PEG, након ресолубилизације фосфатним пуфером. 

Релативни садржај имуноглобулина у CIC одређен је дот блотом. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Старост Пол RF CIC IgM IgA IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

(године) (IU/ml) (А350)

64 Ж 1,5 0,201 0,16 0,09 0,43 0,39 0,44 0,55 0,34

66 М / 0,075 0,14 0,23 0,62 0,37 0,48 0,95 0,34

53 Ж 3,2 0,032 0,04 0,06 0,27 0,33 0,43 0,47 0,34

65 Ж / 0,697 0,98 1,79 1,23 1,86 1,70 1,44 1,26

67 М / 0,919 1,51 1,23 1,06 1,11 1,66 1,18 0,97

58 Ж / 0,934 1,61 1,02 1,28 1,29 1,60 1,06 0,84

64 М / 0,833 1,46 1,22 1,12 1,80 1,30 1,40 1,04

28 Ж / 0,424 0,88 0,69 0,89 1,33 1,32 0,68 0,90

67 М / 0,540 0,34 1,17 0,78 0,59 1,47 0,74 1,06

55 Ж / 0,215 0,71 0,79 0,79 0,82 0,69 0,73 0,78

52 Ж 2,3 0,237 1,16 0,93 0,85 1,25 1,09 0,77 0,84

58 Ж 4,5 0,510 1,16 1,32 0,82 0,62 1,23 0,40 1,08

69 М 1,0 0,261 0,8 1,41 1,01 0,92 0,88 0,58 0,97

67 М 16,9 0,392 0,97 1,19 1,15 0,69 1,55 0,49 0,99

71 Ж 0,0 1,202 1,07 1,55 1,13 1,71 1,32 0,84 0,86

48 М 1,8 0,293 0,58 0,78 0,88 0,76 0,83 0,45 0,77

45 Ж 0,6 0,421 1,02 0,65 1,00 0,82 0,71 0,49 0,53

61 М / 0,967 0,66 1,43 1,11 0,92 0,92 0,59 0,81

43 М 1,0 0,182 1,08 0,52 0,86 0,55 0,36 0,56 0,31

22 Ж 3,7 0,450 0,54 0,41 0,63 0,42 0,35 0,60 0,56

50 Ж 1,2 0,535 0,59 1,04 0,74 0,39 0,37 0,44 0,23

60 Ж 4,2 0,391 0,74 0,88 0,83 0,38 1,63 1,70 0,26

51 Ж 4,2 0,285 0,47 0,65 0,73 0,62 1,15 1,74 0,53

35 Ж 4,5 0,153 0,62 0,55 0,67 0,20 0,53 1,42 0,68

65 М 3,3 0,430 0,53 0,45 0,8 0,86 0,88 1,46 0,54

22 Ж 1,3 0,254 0,71 1,07 0,78 0,71 0,99 0,98 0,95

34 Ж 0,7 0,118 0,49 0,87 0,87 0,39 1,31 1,27 0,51

50 Ж 6,0 0,354 1,07 0,48 1,02 1,07 0,64 1,01 0,28

69 М 3,6 1,108 0,88 1,27 1,22 1,74 2,91 2,78 0,85

62 Ж / 0,503 1,28 1,41 1,29 1,33 0,68 2,93 0,35

(релативни садржај у CIC )(IU/mL) 
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ПРИЛОГ 3 

Табела П3. Фотон корелациона спектроскопија: Анализа појединачних CIC здравих особа 

 

?c 
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ПРИЛОГ 4 

Табела П4. Фотон корелациона спектроскопија: Анализа појединачних особа са РА 

 

?c 
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ПРИЛОГ 5 

 

 

Слика П1. Фотон корелациона спектроскопија: Средњи број поновака честица истог 

хидродинамичког пречника у CIC особа са РА и CIC здравих особа. 
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ПРИЛОГ 6 

Табела П5. Фотон корелациона спектроскопија: Нумерички подаци за слику 5.22. 

(a) CIC честице (б)   Појединачни CIC 

   Број 
p   Здрави РА 

p 
  DH (nm) Здрави РА  DH (nm) са без са без 

  1,7 1   n.s.  1,7 29 1 30 0 n.s. 

  2,7   1 n.s.  2,7 30 0 29 1 n.s. 

  3,6   4 n.s.  3,6 30 0 26 4 n.s. 

  4,2 1 1 n.s.  4,2 29 1 29 1 n.s. 

  4,8 1 1 n.s.  4,8 29 1 29 1 n.s. 

  5,6 4 5 n.s.  5,6 27 3 26 4 n.s. 

  6,5 6 9 n.s.  6,5 26 4 24 6 n.s. 

  7,5 11 11 n.s.  7,5 22 8 21 9 n.s. 

  8,7 19 25 n.s.  8,7 17 13 16 14 n.s. 

  10,1 23 28 n.s.  10,1 18 12 16 14 n.s. 

  11,7 17 21 n.s.  11,7 18 12 18 12 n.s. 

  13,5 28 23 n.s.  13,5 14 16 13 17 n.s. 

  15,7 31 27 n.s.  15,7 11 19 15 15 n.s. 

  18,2 29 23 n.s.  18,2 15 15 14 16 n.s. 

  21,0 26 30 n.s.  21,0 14 16 14 16 n.s. 

  24,4 35 30 n.s.  24,4 11 19 12 18 n.s. 

  28,2 19 36 0,019  28,2 20 10 10 20 0,019 

  32,7 26 33 n.s.  32,7 13 17 10 20 n.s. 

  37,8 35 27 n.s.  37,8 14 16 15 15 n.s. 

  43,8 42 25 0,081  43,8 8 22 14 16 n.s. 

  50,8 30 32 n.s.  50,8 13 17 16 14 n.s. 

  58,9 26 24 n.s.  58,8 15 15 15 15 n.s. 

  68,1 25 26 n.s.  68,1 12 18 15 15 n.s. 

  78,8 49 32 n.s.  78,8 6 24 13 17 0,095 

  91,3 31 25 n.s.  91,3 12 18 18 12 n.s. 

 106 25 29 n.s.  106 18 12 12 18 n.s. 

 122 30 39 n.s.  122 10 20 11 19 n.s. 

 142 23 26 n.s.  142 16 14 12 18 n.s. 

 164 26 22 n.s.  164 16 14 15 15 n.s. 

 190 13 12 n.s.  190 19 11 22 8 n.s. 

 220 15 15 n.s.  220 20 10 16 14 n.s. 

 255 10 11 n.s.  255 23 7 23 7 n.s. 

 295 14 13 n.s.  295 19 11 20 10 n.s. 

 342 13 16 n.s.  342 21 9 16 14 n.s. 

 396 20 15 n.s.  396 19 11 18 12 n.s. 

 459 17 21 n.s.  459 17 13 16 14 n.s. 

 531 14 26 0.067  531 21 9 13 17 0,067 

 615 22 32 n.s.  615 18 12 13 17 n.s. 

 712 15 24 0.069  712 18 12 10 20 0,069 

 825 35 24 n.s.  825 13 17 14 16 n.s. 

 955 36 22 n.s.  955 15 15 16 14 n.s. 

 1106 29 19 n.s.  1106 13 17 17 13 n.s. 

 1281 15 21 n.s.  1281 18 12 15 15 n.s. 

 1484 15 14 n.s.  1484 19 11 20 10 n.s. 

 1718 7 18 n.s.  1718 23 7 17 13 n.s. 

 1990 10 8 n.s.  1990 21 9 23 7 n.s. 

 2305 6 3 n.s.  2305 25 5 27 3 n.s. 

 2669 3 3 n.s.  2669 27 3 27 3 n.s. 

 3091 1 2 n.s.  3091 29 1 29 1 n.s. 

 3580 8 2 n.s.  3580 26 4 28 2 n.s. 

 4145 3 2 n.s.  4145 27 3 28 2 n.s. 

 4801 4   n.s.  4801 27 3 30   n.s. 

 Max 49 39   Max  24  20  
                                                     n.s. - p >0,10; разлика није статистички значајна
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ПРИЛОГ 7 

Табела П6. Фотон корелациона спектроскопија: Нумерички подаци за слику 5.24. 

 

rh IgA p rh IgG p rh IgM p

(nm) x̄ SD x̄ SD RA/Ctrl (nm) x̄ SD x̄ SD RA/Ctrl (nm) x̄ SD x̄ SD RA/Ctrl

1,7 1,41 1,7 1,29 1,7 1,28

2,7 1,56 2,7 0,98 2,7 0,79

3,6 1,54 0,34 3,6 0,97 0,22 3,6 0,97 0,26

4,2 0,06 1,97 4,2 0,27 1,13 4,2 0,04 0,85

4,8 0,87 0,87 4,8 0,87 0,81 4,8 0,49 0,53

5,6 0,76 0,49 1,44 0,46 1,88 n.s 5,6 0,88 0,27 1,10 0,20 1,25 n.s 5,6 0,53 0,42 0,91 0,29 1,71 n.s

6,5 0,79 0,49 1,33 0,32 1,68 0,054 6,5 0,88 0,18 1,03 0,11 1,17 n.s 6,5 0,61 0,38 0,83 0,42 1,36 n.s

7,5 0,79 0,46 1,32 0,40 1,67 0,024 7,5 0,77 0,24 1,05 0,28 1,36 0,045 7,5 0,54 0,34 0,85 0,43 1,60 n.s

8,7 0,97 0,50 1,28 0,35 1,32 n.s 8,7 0,94 0,28 1,00 0,17 1,07 n.s 8,7 0,90 0,46 0,93 0,33 1,03 n.s

10,1 0,93 0,43 1,43 0,43 1,54 n.s 10,1 0,98 0,19 1,08 0,26 1,10 n.s 10,1 0,90 0,41 1,03 0,43 1,15 n.s

11,7 1,07 0,37 1,39 0,44 1,30 n.s 11,7 0,94 0,16 1,09 0,24 1,16 n.s 11,7 0,84 0,25 1,05 0,48 1,25 n.s

13,5 0,87 0,30 1,33 0,42 1,52 0,001 13,5 0,90 0,17 1,01 0,21 1,12 n.s 13,5 0,80 0,36 0,93 0,41 1,16 n.s

15,7 0,97 0,41 1,37 0,46 1,42 0,010 15,7 0,95 0,22 1,05 0,26 1,10 n.s 15,7 0,96 0,37 0,98 0,43 1,03 n.s

18,2 0,82 0,35 1,18 0,33 1,43 0,007 18,2 0,84 0,18 0,99 0,17 1,18 0,023 18,2 0,73 0,35 0,96 0,39 1,32 n.s

21,0 0,91 0,40 1,43 0,39 1,57 0,001 21,0 0,92 0,20 1,09 0,23 1,19 0,026 21,0 0,87 0,33 1,02 0,39 1,17 n.s

24,4 0,95 0,45 1,33 0,40 1,40 0,009 24,4 0,92 0,23 1,10 0,22 1,20 0,015 24,4 0,82 0,39 1,04 0,45 1,27 n.s

28,2 0,93 0,43 1,27 0,41 1,36 0,045 28,2 0,95 0,19 1,02 0,25 1,07 n.s 28,2 0,83 0,42 1,04 0,41 1,26 n.s

32,7 1,09 0,49 1,31 0,40 1,20 n.s 32,7 0,97 0,24 1,03 0,25 1,06 n.s 32,7 0,80 0,37 1,11 0,40 1,38 0,020

37,9 0,99 0,48 1,41 0,41 1,43 0,013 37,9 0,94 0,25 1,05 0,24 1,12 n.s 37,9 0,87 0,40 0,97 0,43 1,12 n.s

43,8 0,98 0,43 1,43 0,40 1,46 0,002 43,8 0,92 0,24 1,07 0,26 1,17 n.s 43,8 0,81 0,41 1,11 0,38 1,38 0,024

50,8 0,88 0,38 1,34 0,35 1,52 0,002 50,8 0,88 0,24 1,02 0,24 1,16 n.s 50,8 0,78 0,43 1,00 0,39 1,28 n.s

58,8 0,92 0,43 1,21 0,40 1,32 n.s 58,8 0,90 0,22 0,99 0,25 1,10 n.s 58,8 0,83 0,43 0,99 0,42 1,19 n.s

68,0 0,93 0,40 1,29 0,39 1,38 0,013 68,0 0,92 0,22 0,99 0,24 1,07 n.s 68,0 0,82 0,37 0,93 0,37 1,14 n.s

78,8 0,95 0,39 1,30 0,44 1,37 0,009 78,8 0,93 0,19 1,03 0,23 1,11 n.s 78,8 0,85 0,38 0,86 0,43 1,01 n.s

91,2 0,87 0,37 1,37 0,47 1,57 0,003 91,2 0,90 0,21 1,06 0,27 1,18 n.s 91,2 0,75 0,35 1,02 0,46 1,36 n.s

106 0,87 0,38 1,25 0,46 1,44 0,024 106 0,89 0,18 1,03 0,24 1,16 n.s 106 0,87 0,32 0,95 0,41 1,09 n.s

122 0,96 0,47 1,26 0,45 1,31 0,053 122 0,94 0,27 1,02 0,23 1,09 n.s 122 0,91 0,42 0,91 0,41 1,00 n.s

142 1,00 0,48 1,35 0,41 1,35 0,035 142 0,95 0,21 1,02 0,24 1,07 n.s 142 0,83 0,34 1,02 0,43 1,23 n.s

164 1,07 0,49 1,34 0,40 1,25 n.s 164 0,92 0,28 1,02 0,22 1,11 n.s 164 0,77 0,47 0,98 0,40 1,27 n.s

190 1,09 0,35 1,29 0,32 1,18 n.s 190 1,00 0,19 1,01 0,19 1,01 n.s 190 0,97 0,38 0,93 0,35 0,96 n.s

220 0,99 0,41 1,34 0,34 1,36 0,030 220 0,88 0,28 1,09 0,23 1,24 0,056 220,0 0,75 0,41 1,10 0,35 1,47 0,032

255 0,94 0,36 1,42 0,45 1,50 0,051 255 0,86 0,21 1,06 0,29 1,23 n.s 255 0,70 0,44 1,00 0,38 1,42 n.s

295 0,94 0,43 1,20 0,30 1,28 n.s 295 0,89 0,28 0,96 0,19 1,07 n.s 295 0,70 0,37 0,83 0,31 1,19 n.s

342 0,93 0,43 1,35 0,37 1,44 0,022 342 0,93 0,32 1,07 0,23 1,15 n.s 342 0,89 0,46 1,07 0,33 1,21 n.s

396 0,71 0,49 1,18 0,33 1,67 0,012 396 0,77 0,26 1,01 0,15 1,32 0,010 396,0 0,54 0,33 0,83 0,30 1,54 0,040

459 1,01 0,28 1,23 0,44 1,22 n.s 459 0,99 0,19 1,05 0,25 1,05 n.s 459 0,97 0,34 1,04 0,46 1,07 n.s

531 0,87 0,32 1,21 0,36 1,39 0,027 531 0,90 0,14 1,02 0,19 1,13 n.s 531,0 0,74 0,19 1,03 0,40 1,39 0,025

615 0,93 0,35 1,31 0,38 1,41 0,009 615 0,96 0,18 1,04 0,19 1,09 n.s 615 0,86 0,27 1,04 0,38 1,22 n.s

712 0,76 0,37 1,31 0,43 1,74 0,001 712 0,84 0,15 1,03 0,23 1,24 0,013 712 0,74 0,30 1,00 0,40 1,34 n.s

825 0,76 0,45 1,30 0,45 1,70 0,002 825 0,80 0,23 1,06 0,25 1,33 0,004 825 0,72 0,38 0,95 0,45 1,31 n.s

955 0,92 0,36 1,33 0,44 1,45 0,010 955 0,91 0,21 1,03 0,22 1,14 n.s 955 0,86 0,37 1,01 0,42 1,17 n.s

1106 0,97 0,46 1,49 0,42 1,55 0,003 1106 0,92 0,25 1,08 0,27 1,18 n.s 1106 0,86 0,34 1,12 0,42 1,29 n.s

1281 1,11 0,39 1,35 0,47 1,22 n.s 1281 0,92 0,20 1,06 0,25 1,14 n.s 1281,0 0,76 0,26 1,05 0,44 1,38 0,054

1484 1,13 0,37 1,37 0,29 1,21 n.s 1484 0,94 0,17 0,97 0,18 1,03 n.s 1484 0,90 0,32 1,00 0,37 1,11 n.s

1718 1,20 0,28 1,42 0,43 1,19 n.s 1718 1,06 0,19 1,07 0,28 1,00 n.s 1718 1,10 0,34 1,17 0,42 1,06 n.s

1990 1,18 0,49 1,42 0,43 1,21 n.s 1990 0,93 0,26 1,09 0,29 1,18 n.s 1990 0,76 0,39 1,04 0,40 1,37 n.s

2305 1,25 0,23 1,32 0,35 1,06 n.s 2305 1,08 0,20 1,04 0,19 0,97 n.s 2305 1,08 0,46 1,31 0,11 1,21 n.s

2669 1,29 0,23 1,16 0,44 0,90 n.s 2669 1,23 0,10 0,96 0,24 0,79 n.s 2669 1,18 0,48 1,17 0,18 0,91 n.s

3091 1,22 1,67 1,37 3091 1,12 1,24 3091 1,46 1,33

3580 1,25 0,26 1,38 3580 1,11 0,20 1,06 3580 0,89 0,28 0,94

4145 1,16 0,28 1,09 4145 0,91 0,18 0,91 4145 0,58 0,21 1,07

4801 0,67 0,59 4801 0,88 0,41 4801 0,69 0,46

Ctrl IgG RA IgG Ctrl IgM RA IgMRA IgACtrl IgAD
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Табела П7. Фотон корелациона спектроскопија: Нумерички подаци за слику 5.25. 

Ctrl RA

rh  x̄ RA/ x̄ Ctrl p  x̄ RA/ x̄ Ctrl p  x̄ RA/ x̄ Ctrl p  x̄ RA/ x̄ Ctrl p

(nm) xↄ SD xↄ SD x̄ SD xↄ SD x̄ SD xↄ SD x̄ SD xↄ SD

5,6 4 3 0,46 0,27 1,08 0,30 2,35 n.s. 0,88 0,47 1,00 0,47 1,14 n.s. 1,05 0,53 1,74 0,53 1,66 n.s. 0,52 0,23 0,90 0,44 1,72 n.s.

6,5 7 6 0,60 0,21 1,33 0,44 2,23 0,004 1,07 0,39 0,85 0,36 0,80 n.s. 0,96 0,39 1,58 0,43 1,64 0,030 0,66 0,30 1,03 0,61 1,56 n.s.

7,5 9 9 0,96 0,53 1,72 1,06 1,80 n.s. 1,17 0,73 1,04 0,73 0,89 n.s. 1,05 0,69 1,40 0,73 1,33 n.s. 0,78 0,28 0,87 0,42 1,12 n.s.

8,7 14 10 0,70 0,45 1,36 0,87 1,94 0,013 1,02 0,49 1,07 0,61 1,04 n.s. 1,00 0,45 1,53 0,64 1,54 0,031 0,68 0,30 0,87 0,36 1,28 n.s.

10,1 14 13 0,82 0,44 1,63 0,97 1,99 0,025 1,01 0,45 1,12 0,61 1,11 n.s. 0,98 0,41 1,47 0,66 1,49 0,034 0,71 0,28 1,04 0,47 1,46 0,041

11,7 12 11 0,96 0,44 1,74 1,02 1,81 0,043 1,13 0,67 1,02 0,65 0,90 n.s. 1,12 0,64 1,32 0,59 1,17 n.s. 0,72 0,23 0,98 0,49 1,36 n.s.

13,5 17 14 0,94 0,44 1,36 0,63 1,44 n.s. 1,13 0,62 0,86 0,31 0,76 n.s. 1,09 0,58 1,29 0,57 1,18 n.s. 0,67 0,29 0,96 0,52 1,43 n.s.

15,7 15 14 0,82 0,47 1,43 0,75 1,74 0,021 1,07 0,61 0,94 0,39 0,88 n.s. 1,11 0,64 1,28 0,47 1,15 n.s. 0,62 0,27 1,00 0,47 1,60 0,022

18,2 16 12 0,89 0,53 1,42 0,86 1,58 n.s. 1,13 0,66 1,02 0,56 0,91 n.s. 1,06 0,59 1,24 0,60 1,17 n.s. 0,74 0,30 0,92 0,38 1,24 n.s.

21,0 16 13 0,74 0,47 1,57 0,76 2,14 0,002 1,05 0,62 0,97 0,37 0,92 n.s. 1,07 0,64 1,34 0,55 1,25 n.s. 0,65 0,29 0,94 0,31 1,46 0,015

24,4 18 16 0,87 0,52 1,69 0,89 1,95 0,003 1,03 0,62 1,08 0,55 1,05 n.s. 1,05 0,56 1,35 0,57 1,28 n.s. 0,70 0,29 1,05 0,44 1,50 0,012

28,2 20 18 0,86 0,45 1,32 0,75 1,54 n.s. 1,11 0,42 0,95 0,37 0,86 n.s. 0,87 0,40 1,28 0,50 1,47 0,009 0,79 0,28 0,85 0,46 1,08 n.s.

32,7 20 16 0,85 0,51 1,52 0,94 1,79 0,012 1,05 0,48 1,11 0,52 1,06 n.s. 0,86 0,38 1,28 0,66 1,48 0,040 0,75 0,30 0,86 0,33 1,14 n.s.

37,9 15 13 0,81 0,38 1,49 0,77 1,83 0,008 1,04 0,62 0,92 0,39 0,88 n.s. 0,90 0,63 1,32 0,55 1,47 n.s. 0,68 0,27 0,97 0,48 1,43 n.s.

43,8 16 15 0,84 0,41 1,61 0,94 1,92 0,011 1,11 0,65 1,11 0,56 0,99 n.s. 0,96 0,61 1,37 0,66 1,43 n.s. 0,70 0,26 0,95 0,49 1,36 n.s.

50,8 14 11 0,73 0,33 1,48 1,03 2,03 0,048 0,96 0,43 1,01 0,66 1,06 n.s. 0,88 0,41 1,35 0,55 1,53 0,029 0,65 0,26 0,87 0,53 1,33 n.s.

58,8 16 14 0,91 0,47 1,20 0,76 1,32 n.s. 1,06 0,41 0,90 0,36 0,85 n.s. 1,04 0,65 1,11 0,35 1,07 n.s. 0,75 0,28 0,75 0,28 1,01 n.s.

68,0 16 12 0,92 0,53 1,25 0,77 1,36 n.s. 1,12 0,64 0,89 0,40 0,79 n.s. 1,05 0,60 1,05 0,39 1,00 n.s. 0,69 0,28 0,85 0,29 1,22 n.s.

78,8 18 15 0,82 0,47 1,36 0,75 1,65 0,021 1,02 0,64 0,92 0,40 0,90 n.s. 1,11 0,72 1,22 0,48 1,10 n.s. 0,63 0,31 0,90 0,52 1,44 n.s.

91,2 13 13 0,92 0,49 1,48 0,77 1,62 n.s. 1,22 0,65 0,98 0,38 0,81 n.s. 1,06 0,63 1,22 0,58 1,15 n.s. 0,77 0,31 0,95 0,38 1,24 n.s.

106 18 15 1,04 0,51 1,42 0,75 1,36 n.s. 1,11 0,61 1,03 0,35 0,93 n.s. 1,15 0,70 1,23 0,56 1,07 n.s. 0,70 0,29 1,07 0,44 1,51 0,011

122 19 14 0,95 0,52 1,49 0,75 1,57 0,024 1,04 0,63 1,00 0,34 0,96 n.s. 1,06 0,71 1,17 0,58 1,10 n.s. 0,65 0,32 0,98 0,51 1,52 0,033

142 18 17 1,06 0,49 1,49 0,92 1,41 n.s. 1,18 0,58 1,02 0,54 0,87 n.s. 1,05 0,73 1,29 0,66 1,23 n.s. 0,78 0,28 0,93 0,47 1,19 n.s.

164 15 13 0,91 0,48 1,47 0,87 1,62 n.s. 0,90 0,42 1,14 0,54 1,27 n.s. 1,04 0,64 1,42 0,69 1,36 n.s. 0,65 0,27 0,99 0,50 1,51 0,054

190 8 8 0,91 0,39 1,57 0,93 1,74 n.s. 0,84 0,32 1,10 0,67 1,31 n.s. 0,67 0,16 1,48 0,69 2,20 0,017 0,76 0,21 0,82 0,47 1,08 n.s.

220 14 14 0,89 0,44 1,51 0,74 1,69 0,016 1,12 0,63 1,04 0,37 0,92 n.s. 0,93 0,63 1,19 0,46 1,29 n.s. 0,73 0,24 0,94 0,48 1,28 n.s.

255 7 7 0,81 0,27 1,35 0,89 1,66 n.s. 0,83 0,39 0,93 0,40 1,11 n.s. 0,73 0,35 1,11 0,27 1,52 n.s. 0,64 0,26 0,71 0,33 1,12 n.s.

295 10 9 0,79 0,46 0,99 0,36 1,25 n.s. 0,89 0,34 0,79 0,37 0,89 n.s. 0,98 0,37 1,13 0,28 1,15 n.s. 0,69 0,24 0,59 0,29 0,86 n.s.

342 14 13 0,81 0,55 1,54 0,92 1,89 0,024 0,93 0,45 1,16 0,54 1,26 n.s. 0,86 0,42 1,23 0,55 1,42 n.s. 0,73 0,31 0,84 0,31 1,16 n.s.

396 12 9 0,98 0,48 1,67 0,83 1,71 n.s. 1,03 0,69 1,14 0,62 1,10 n.s. 1,21 0,79 1,48 0,66 1,23 n.s. 0,63 0,28 1,14 0,56 1,82 0,037

459 14 12 0,75 0,39 1,50 0,85 2,00 0,017 0,93 0,39 1,07 0,58 1,15 n.s. 0,92 0,38 1,36 0,51 1,48 0,024 0,71 0,27 0,98 0,51 1,39 n.s.

531 17 14 0,89 0,43 1,31 0,59 1,48 0,034 0,92 0,34 0,98 0,30 1,07 n.s. 0,92 0,60 1,25 0,41 1,35 n.s. 0,72 0,27 0,99 0,49 1,38 n.s.

615 17 15 0,91 0,51 1,44 0,81 1,57 n.s. 1,00 0,45 1,12 0,50 1,12 n.s. 0,98 0,63 1,34 0,66 1,36 n.s. 0,73 0,29 0,92 0,49 1,25 n.s.

712 20 17 0,81 0,49 1,49 0,89 1,83 0,012 1,06 0,64 1,08 0,53 1,01 n.s. 0,96 0,56 1,22 0,62 1,27 n.s. 0,67 0,30 0,93 0,49 1,39 n.s.

825 16 13 0,89 0,54 1,46 0,79 1,64 0,034 1,00 0,65 0,94 0,38 0,94 n.s. 1,23 0,72 1,08 0,35 0,88 n.s. 0,63 0,30 0,82 0,37 1,31 n.s.

955 14 12 1,01 0,49 1,61 0,86 1,59 n.s. 1,13 0,69 1,16 0,54 1,02 n.s. 1,24 0,75 1,41 0,73 1,13 n.s. 0,67 0,29 1,11 0,50 1,65 0,014

1106 13 12 0,93 0,41 1,60 0,83 1,73 0,019 1,16 0,65 0,96 0,32 0,83 n.s. 1,15 0,84 1,26 0,61 1,10 n.s. 0,66 0,27 0,88 0,35 1,32 n.s.

1281 15 14 0,98 0,54 1,57 0,76 1,60 0,028 1,17 0,64 1,01 0,30 0,86 n.s. 1,05 0,61 1,20 0,57 1,14 n.s. 0,71 0,34 0,93 0,37 1,30 n.s.

1484 10 9 0,88 0,42 1,36 0,57 1,56 n.s. 1,34 0,62 0,88 0,25 0,65 n.s. 1,06 0,70 1,30 0,65 1,23 n.s. 0,78 0,28 0,91 0,33 1,17 n.s.

1718 13 11 0,83 0,40 1,77 0,78 2,14 0,001 1,25 0,64 1,03 0,34 0,83 n.s. 0,98 0,67 1,36 0,61 1,39 n.s. 0,72 0,29 1,04 0,47 1,44 n.s.

1990 7 5 0,67 0,39 1,75 0,93 2,61 n.s. 0,98 0,51 1,20 0,34 1,23 n.s. 0,84 0,42 1,55 0,67 1,85 n.s. 0,56 0,32 1,01 0,33 1,80 n.s.

2305 3 3 0,87 0,30 1,09 0,67 1,26 n.s. 1,43 0,20 0,87 0,16 0,61 0,016 1,10 0,51 0,98 0,37 0,90 n.s. 0,79 0,19 0,80 0,29 1,01 n.s.

Ctrl RA 

IgG1

број

честица

IgG4

Ctrl RA 

IgG2

Ctrl RA 

IgG3

Ctrl RA 

 

DH 



 

 

 

Листа скраћеница и ознака коришћених у доктроској дисертацији 

ACPA Anti-citrullinated peptide antibodies; Антитела против цитрулинисаних пептида 

АFM Atomic Force Microscopy; Микроскопија атомских сила 

BCA Bicinchoninic Acid; Бицинхолинска киселина 

C1q Component 1q; Компонента 1q (део комплекса у систему комплемента) 

CBB Coomassie brilliant blue; комаси плаво 

CH Constant region of the Heavy chain; Це терминални домен тешког ланца 

имуноглобулина 

CIC Circulating immune complexes; Циркулишућих имунокомплекси 

CL Constant region of the Light chain; Це терминални домен лаког ланца имуноглобулина 

CR1 receptor Complement receptor type 1 (CD35); Рецептор за комплемент тип 1 (CD35) 

CRP C-Reactive Protein; Це реактивни протеин 

DAS 28 Disease activity score-28; Скор активнисти болести-28 

DLS Dynamic light scattering; Динамичко расипање светлости 

DMARDs Disease-modifying antirheumatic drugs; Лекови који модификују ток реуматске 

болести  

ECL Enhanced chemiluminescene; Појачана хемилуминисценција 

FcR Fragment crystallizable receptor; Рецептор за кристализабилни фрагмент 

FcαRI: Fc alpha receptor I; Рецептор за Fc део имуноглобулина IgA 

H Heavy; тешки ланци молекула имуноглобулина 

HPLC High-Performance Liquid Chromatography; Течна хроматографија високих 

перформанси 

IgG Immunoglobulin G; Имуноглобулин Г 

IgM Immunoglobulin M; Имуноглобулин М 

IgA Immunoglobulin A; Имуноглобулин А 

IgD Immunoglobulin D; Имуноглобулин Д 

IgE Immunoglobulin E; Имуноглобулин E 

L Light; лаки ланци молекула имуноглобулина 

NET neutrophil extracellular traps; Неутрофилнe екстрацелуларнe мрежe 

PBS Phosphate buffered saline; Пуферисани физиолошки раствор 

PCS Photon Correlation Spectroscopy; Фотон корелациона спектроскопија 

PEG Polyethylene Glycol; Полиетилен гликол 

РА Rheumatoid arthritis, Реуматоидни артритис 

RF Rheumatoid factor; Реуматоидни фактор 

S-S Disulfide Bonds; Дисулфидне везе 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; Натријум 

додецилсулфат полиакриламид гел електрофореза  

SEM Scanning electron microscope; Скенирајућа електронска микроскопија 

TBS Tris buffered saline; Раствор NaCl пуферизован TRIS 

TBS-Tween Tris Buffered Saline with Tween-20; Раствор NaCl пуферизован TRIS са 

додатком Tween-20 

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane; Трис-хидроксиметил-аминометан 

V Variable domain of immunoglobulin molecule; Варијабилни домен молекула 

имуноглобулина 

VL Variable domain of the Light chain; Варијабилни домен лаког ланца молекула 

имуноглобулина 

VH Variable domain of the Heavy chain; Варијабилни домен тешког ланца молекула 

имуноглобулина 

ζ;  Електрокинетички (зета) потенцијал 
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• резултат сопственог истраживачког рада; 
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дипломе према студијским програмима других високошколских установа; 

• да су резултати коректно наведени и  
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Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској верзији 

коју сам предао/ла ради похрањена у ɼʠʛʠʪʘʣʥʦʤ ʨʝʧʦʟʠʪʦʨʠʿʫʤʫ ʋʥʠʚʝʨʟʠʪʝʪʘ ʫ 

ɹʝʦʛʨʘʜʫ.  

Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског назива 

доктора наука  као што су име и презиме  година и место рођења и датум одбране рада   

Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне библиотеке  у 

електронском каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду  

 

            ʇʦʪʧʠʩ ʘʫʪʦʨʘ  

У Београду       0  202   
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Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у Дигитални 

репозиторијум Универзитета у Београду унесе моју докторску дисертацију под насловом: 

Ăʉʪʘʥʜʘʨʜʠʟʘʮʠʿʘ ʬʦʪʦʥ ʢʦʨʝʣʘʮʠʦʥʝ ʩʧʝʢʪʨʦʩʢʦʧʠʿʝ ʢʘʦ ʤʝʪʦʜʝ ʟʘ ʦʜʨʝʹʠʚʘˁʝ 

ʚʝʣʠʯʠʥʝ ʠʤʫʥʦʢʦʤʧʣʝʢʩʘ ʫ ʜʠʿʘʛʥʦʩʪʠʯʢʝ ʩʚʨʭʝñ 

која је моје ауторско дело   

Дисертацију са свим прилозима предао/ла сам у електронском формату погодном за 

трајно архивирање   

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигиталном репозиторијуму Универзитета у 

Београду и доступну у отвореном приступу могу да користе сви који поштују одредбе 

садржане у одабраном типу лиценце Креативне заједнице (C e tive Commons) за коју 

сам се одлучио/ла  

   Ауторство (CC BY) 

2  Ауторство – некомерцијално (CC BY-NC) 

   Ауторство – некомерцијално – без прерада (CC BY-NC-ND) 

   Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима (CC BY-NC-S ) 

   Ауторство –  без прерада (CC BY-ND) 

   Ауторство –  делити под истим условима (CC BY-S ) 

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци  

 Кратак опис лиценци је саставни део ове изјаве)  

 

                                                                                              ʇʦʪʧʠʩ ʘʫʪʦʨʘ 

У Београду       0  202   

                       

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Оцена извештаја о провери оригиналности докторске дисертације 

 

На основу Правилника о поступку провере оригиналности докторских 

дисертација које се бране на Универзитету у Београду и налаза у извештају из програма 

IThenticate којим је извршена провера оригиналности докторске дисертације 

„Стандардизација фотон корелационе спектроскопије као методе за одређивање 

величине имунокомплекса у дијагностичке сврхе“ аутора и кандидата Тамаре Н. 

Ђукић, магистра фармације,  констатујемо да утврђено подударање текста износи 6%. 

Од тога највећи део подударности произилази из докторске дисертације др Маријане 

Ковачић из 2018. године (389 речи, око 1%). С обзиром на то да су обе докторске 

дисертације имале за циљ испитивање истог типа макромолекулских комплекса 

(имунокомплекса), али који су потицали из различитих врста (човек и говеда), у 

различитим патолошким стањима (реуматоидни артритис и бронхопнеумнија) и 

применом различитих метода, овај проценат је последица коришћења стандардизованих 

стручних термина и назива коришћених метода и њихових скраћеница, инструмената и 

цитата који су наведени у доктроској дисертацији. Део подударности се односи и на 

претходно публиковане резултате истраживања који су проистекли из дисертације 

докторанда. Ни са једним литературним наводом није установљено подударање веће од 

1%.  

На основу свега изнетог, а у складу са чланом 8. Став 2. Правилника о поступку 

провере оригиналности докторских дисертација које се бране на Универзитету у 

Београду, изјављујемо да извештај указује на оригиналност докторске дисертације, те се 

прописани поступак припреме за њену одбрану може наставити. 

 

Београд, 26. септембар 2024. 
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