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Cranpapausanuja poToH KopejaluoHe CIIEKTPOCKOINje Kao MeToe 3a oapehuBame
BeJIMYMHE HMYHOKOMILJIEKCA Y INjarHOCTHYKE CBPXe

Caxerak

Y O0BOj JOKTOPCKOj HOWCEpPTAlMjH HWCIUTaHA je mpuMeHa (OTOH KOpealroHe
CHEKTpockonuje 3a oapehuBame BeIMUYMHE KOJIOMAHMX YECTUIAa HMMYHOKOMILIEKCA Y
JTNjarHOCTUYKE CBPXE.

Hakon nmotBpne na je ¢GOTOH KOpenaluoHOM CIEKTPOCKonujoM Moryhe aHanu3upatu
BEJIMYMHY Tj. XUAPOJUHAMHYKH TPEYHUK KOJIIOWJHUX YECTUIA Yy in vitro (popMupaHuUM
MMYHOKOMITJIEKCMMa, OBOM METOJIOM j€ aHalM3MpaHa BEeJIWYMHA YECTHIA y UUPKYIHIIyhum
umyHokomiiekcuma (CIC) 30 ocoba ca peymaronnaum aprputucom (PA) u 30 3apaBux ocoba.
N y xoutpomaum CIC y3opmuma u CIC y3opuuma ocoba ca PA je Ha OCHOBY BeTWYHHE
netektoBano 50 tumnosa yectuna. 3a CIC y3opke ocoba ca PA je, y ogHOCY Ha KOHTpOITY, Onia
KapaKTepUCTHYHA 3Ha4ajHO Beha 3acTynbeHOCT yecTuila npeunuka 28,2, 531, 712 u 1718 nm
W Mama 3aCTYIUbCHOCT decThile mpeunuka 78,8 nm. [IlpomeHe y HHBOy caapikaja
umyHoroOynuHa y CIC y3opiuma ocoba ca PA ce Hucy noaynapane ca odpaciieM pacrnojaene
BEJIMYMHA JICTCKTOBAaHUX yecTuia. 3Hadajuo nosehan auBo IgA y CIC y3opmuma ocoba ca PA
y nopehemy ca KOHTPOJIOM je MoBe3aH ca 28 THUIOBa 4YecTUIla. 3HA4YajHO IMOBUIIEH HHUBO
ykymanx IgG y CIC y3opmuma ocoba ca PA je moBe3an ca dectunama npednuka 7,5, 18,2,
21,0, 24,0, 220, 396, 712, u 812 nm, a noBehan HuBo IgM je moBe3aH ca yecTUIIaMa MPEYHUKA
32,7, 43,8, 220, 396, 531 u 1281 nm. HcroBpemeno mnosehame HHBOa CBE TPH KJace
umyHoroOynuHa y CIC y3opuuma ocoba ca PA, y mopehemy ca KOHTpOJIOM, IOKA3aHO je caMo
y CIC y3opruma koju caapke dectuie ox 220 u 396 nm.

JloOujenu pe3yaTaru cy nokasainu jia ce (POTOH KOpeIalMOHOM CIIEKTPOCKOIIH]OM MOXKeE
onpenuTH BeiarmurHa kosionaHux dectuna y CIC y ¢pu3nonomkum 1 maTolIomKNM CTambuMa 1
TH Mojauy Ou ce, HAaKOH MOTBpJIE Yy cTyArjama Beher o0Mma, MOTIIM KOPUCTUTH 3a J1jarHosy,
npaheme mporpecuje O0JIECTH U TeCTHPake e(HUKACHOCTH TEPAITUjCKUX MTPOTOKOJIA OOJIECTH Y
YHjy IAaTOT€HEe3y CY YKJbYUYEeHH UMYHOKOMILICKCH.

Kibyune peuu: chomown Kopenayuona cnekmpockonuja; uUMYHOROOYIuUHU; Yupkyauuyhu
UMYHOKOMNIEKCU, PEYMAMOUOHU aPMPUMUC,

Hayuna o0sacT: TeXHOJIOIKO NHKEHEPCTBO
Yika Hay4Ha o0s1acT: BHOXeMUjCKO MHKEHEePCTBO U OMOTEXHOJIOTHja



Standardization of photon correlation spectroscopy as a method for determining the size
of immunocomplexes for diagnostic purposes

Abstract

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
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lloxmopcka oucepmayuja | Tamapa H. Byxuh

1. YBOJ

[Ipeamer ucTpakuBama OBE AWCEpTAIMje MPEACTaB/ba HCIUTUBAKE MpPUMEHE (POTOH
KOpeJaluoHe CreKTpockonuje (eHrnecku: photon correlation spectroscopy, PCS) y ananmmsu
BEIIMYMHE KOJIOMIHUX YECTHIAa KOje yJa3e y cacTaB HMMYHOKOMIUIEKCA, IMPH YeMy CY
aHAJIM3UPAHU HMYHOKOMIUJIEKCH IepudepHe KpBH, Tj. LUPKYIMIIYhUX HMYHOKOMILIEKCH
(errnecku: circulating immune complexes, CIC) 3apaBux ocoba u ocoba ca peyMaTOUTHUM
apTPUTHUCOM.

@DOTOH KOpeJalMoHa CHEKTPOCKONHja, Takoe IO3HaTa Kao JAWHAMHYKO pPaCUIIame
cBeTIoCTH (eHIIecKu: dynamic light scattering, DLS; cunonuM: quasi-elastic light scattering)
je TeXHHKa KOjOM C€ y KOJIOMJHUM CHUCTeMHMa oapelyjy BelnMyMHa 4ecTHla M pacrojena
yecTuua no BequduHU. [lIupoko ce mpuMemyje y UCTpaXUBamUMa y OKBUPY NPHUPOIAHUX,
OMMEIMIIMHCKUX HayKa, HayKe O MaTepHjajinMa, Kao U MHyCTPHjCKUM IpoliecuMa KOHTpPOJIe
kBaymreta [1,2]. PCS ce mpumemyje kao MHAMPEKTHA METOJa 3a JETEKIH]y U Ipaheme
JeTpajialiije MaKpOMOJICKYa, lbUXOBE XOMO- H XETepO- OJIMTOMEpH3aIlHje, TOTMMEpU3aInje
(Ykobyuyjyhu M €H3MMCKH KaTallu30BaHy MOJUMeEpU3alnjy), kao u 3a npaheme hopmupame
MaKpOMOJIEKYJICKHX KJIacTepa y peajHoM BpeMeny [1].

[Toctoju mManu Opoj cTynuja YMju cy pe3yaTaTd NOTBpAWIM fa ce npumeHoM PCS moxe
JIETEKTOBAaTH TNPHUCYCTBO M aHAJIM3UPATH BEIMYMHA HWMYHOKOMILUIEKCA, MaKPOMOJEKYJICKUX
arperara (opMHpaHMX HaKOH Be3WBama aHTUreHa u antutena [3-9]. CrBapame
MMYHOKOMIIJICKCA je CACTaBHHU JI€0 MIMYHCKOT OIFOBOPA U HEOIIXOIHO j€ 32 YKJIamhamkhe aHTUTeHa
u3 opranusma [10]. buonmomka ¢yHkIMja MMyHOKOMIUIEKCA je ofapeheHa CTpyKTypoM Hu
KOJIMYMHOM aHTHTEJNA KOja X GOPMHUPA]Y, CTPYKTYPOM M KOJTMYMHOM aHTHT€HA Ka0 U CACTaBOM
JPyTUX MOJIEKYJICKHX KOHCTUTYEHATa KOju ce Hajase y cactaBy uMmyHokomiuiekca [11]. ITopen
MOJIEKYJICKOT cacTaBa, Ouoiomka (yHKIMja HUMyHOKOMIUIEKCa je oxapeheHa U HHXOBOM
BenuurMHOM. O] BeJIMYMHE MMYyHOKOMIUIEKCA 3aBUCU U €(PUKACHOCT HUXOBOI yKIIamama U3
UpKyJalyje MTO TMPENCTaB/ba HOpMaIHY (asy y MMYHCKOM OJITOBOPY KOjOM 3allOuHibe
eJIMMUHAIIMja aHTUIeHa U3 opraHu3Ma. MelhyTuM, ol BeIMUMHE UMYHOKOMIUIEKCA 3aBHCU U
BUXOB TMATOTEHW TMOTEHIMjajl KOjH HacTaje Kao pe3yaTar Hee(pHUKacHOT YKIIamama
UMYHOKOMITJIEKCA W HUXOBOI Tajoxewa y TkuBuMa [12-14]. YoOuuajeHe KIMHUYKE
MaHH(pecTalyje 60JIeCT NOCPEJOBAHUX UMYHOKOMIUIEKCHMA YKIbYUY]y IIIOMepyI0He(hPUTHC,
CHHOBUTHC M JIepMalHU BacKyimuTuc. CepymMcka OOJECT, CHCTEMCKH €pUTEMAaTO3HU JYyIyC U
XpPOHMYHM BAaCKyJUTHC IOB€3aH ca HMH(MEKLUUjoM Cy MPOTOTUIICKE OOJIECTH IOCPEIOBaHEe
UMYHOKOMITJICKCHMA, MaJia jé ¥ HU3 APYTUX OOJIECTH MOBE3aH ca HEe(PUKACHUM YKIIAmhambeM
MMyHOKoMILIekca [ 15].

Peymarongau apTpuTHC KapakTepHIe MPHCYCTBO JIBE BPCTE AyTOAHTHUTENA 32 KOj€ je
nokazaHo na (opmupajy uMyHokomiuiekce. To cy: 1) peymarougHu (akTopu (€HIVIECKH:
rheumatoid factor, RF), ayToaHTutena kKoja pearyjy ca corncrBeHuM IgG anTutenuma, Tj.
enuronuMa IgG Mornekyna Koje ce Ha BUMa HCI0JbaBajy HAaKOH BE3MBamba Ca aHTUTECHOM U 2)
ayTOaHTUTENa NPOTHB LUTPYJIMHUPAHUX TMentuna (eHmiecku: anti-citrullinated protein
antibody, ACPA) [16,17]. KonuunHa, cactaB ¥ BeIWYMHA UIMyHOKOMIUIEKCA Y LUPKYJIALUH Y
peyMaTouHOM apTpuTHUCy oapehyje, n3mely ocranux daxkropa, TeKUHY KIUHUUKE ciauke [18].
N3yuaBame BeIMYUHE U CTPYKTYpe MMYHOKOMILJIEKCA HUj€ caMO Off 3Hayaja 3a UCIUTHBAE
MaToreHe3e U IMjarHOCTHKY IPUPOIHO HACTAIHNX OOJIECTH TOCPEIOBAHUX HMYyHOKOMILIEKCHMA,
Beh mMMa Benuku 3Hayaj 3a npaheme edekara (M MO3UTUBHUX M HETaTMBHUX) MPOTEMHCKHX
ouoreparneytuka. Harme, o kako je nouena MHTEH3WBHU]a TPUMEHA MOHOKJIOHCKMX aHTHUTENa
Kao TepareyTuka, CBe BHIlle ce oOpaha maxkma W Ha GopMupame UMyHOKOMILIeKca u3mely
TeparneyTCKOr aHTUTeNa (KOju y OBOM Cilydajy Ipe/cTaB/ba aHTUIEH) U aHTUTeNa AoMahuHa,
jep OHM yTHYY M Ha e(pUKACHOCT Tepalluje U IM0jaBy HeXeJbeHUX MH(IaMaTOPHUX peakiyja,
KOj€ Y MHOTOME 3aBHUCE M 01 BeJTMunHe (hOpMUpaHUX UMYHOKOMIUIekca [19].
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OnpehuBame BeTMIMHE UMYHOKOMITJIEKCA Y CUCTEMCKO] IUPKYJIAIlUj1 HHjE €0 PyTHHCKE
JIMjarHOCTUKE O0JIECTH OCPEI0BAaHNX UMYHOKOMILIEKCUMa. MeTojie Koje ce Hajuenrhe Kopucre
3a aHAJIM3Y BEJIMYMHE UMYHOKOMILIEKCA Cy YITpaleHTpudyrupame Ha TpaJujeHTy caxapose,
ren guitpanuja, ynrpapuirpaiuja, exekrpogopesa u eneKTpoPoKyCUpame 1 MUKPOCKOIICKE
texnuke [20-23]. BehnHa oBux Merojma Cy pelaTUBHO KOMIUIMKOBAaHE W 3aXTEBajy BHIIIC
BpeMeHa 3a u3Boheme. 300r MOMEHYTUX METOAOJIOIIKUX OrpaHHuCHa, OHE CE MPUMEY]Y Y
OCHOBHHMM HMCTPaXMBabUMa CTPYKTYpe U (DYyHKIMje UMYHOKOMILIEKCA, alli HUCY HalllIe CBOje
MECTO y PYTHMHCKO] AMJarHOCTHLM OOJECTH KOje Cy IOCPEIOBaHE HMYHOKOMIUIEKCHMA.
Pesynrarn manor 6poja cryauja cy mokasaiad Ja ce u (JOTOH KOpenalroHa CIEKTPOCKOIH]ja
MOJXKE MPUMECHHUTH 3a aHAIM3Yy BEIUYHMHE YECTUIlA KOje yia3e y cacTaB in Vitro u in vivo
dbopmMupaHux UMyHOKOMIUIEKca. Benuka npeqHoct GoToH KopellalnoHe CIIEKTPOCKOIH]j€e je TO
IITO CE PeJIATUBHO OP30 M3BOJIHU, HE 3aXTEeBA MOCEOHY MPUTIPEMY Y30pKa, TOKOM aHAIHM3€E Y30paK
ce He pa3diaxyje ¥ He ICHaTypHUIlle U MOXKe C€ KOPUCTUTH 3a JlaJbe aHanuse [2, 24-27].

[{usp ucTpakuBama OBE JUCEpTalldje j€ CTaHaapau3anuja (OTOH KOpenanuoHe
CIEKTPOCKOIIH]je Kao MeTo/ie 3a ofpehrBame BeIMYNHE UMYHOKOMILIEKCa KO JbY/H, 3a HoTpede
JIMjarHOCTUKE OOJIECTH M CTama Koja Cy NOCpeaoBaHa HMMyHOKOMIUIEKcMMa. Ha ocHoBy
mucTpuOynyje Bennunae konounnux yectuna CIC 3apaBux ocoba, kao peepeHTHOT CUCTEMA,
6uhe npouemeHa npoMeHa BenuuuHe konouaHux yecrtuna CIC y Gonectuma nocpeaoBaHuM
MMYHOKOMITJIEKCMMa (Ha MOJENy pEyMaToOMJHOI apTpuTHca), yuMe he ce MOTBPIUTH
MOryhHOCT NpHMEHE OBE METOJe 3a aHaJW3y BEIMYMHE YECTHUIA y CacTaBy NPHUPOTHO
dbopMuUpaHUX HMYHOKOMIUIEKCA y APYTUM HHGEKTUBHUM H ayTOUMYHUM OOJIeCTUMA, WU
UMYHOKOMITJIEKCa (POPMHUPAHHMX Kao OJrOBOP OpraHM3Ma Ha KOHBEHIIMOHAIHE JIEKOBE WIIH
CaBpeMeHe MMPOTEHHCKE OUOTepaneyTHKE.
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2. TEOPUJCKU JEO

2.1. UMyHOKOMILTIEKCH

2.1.1. UmyHOr100y 1TMHI

HmyHornoOynuHu cy BpcTa MPOTEHHA KOJU UT'PAjy KIbYUYHY YJIOTY Y UMYHCKOM CUCTEMY
4oBeKa, jep uMajy GyHKuujy antutena. Hamasze ce unm Be3anu Ha memOpanu be nmumdonura
I7le yJla3e y cacTaB aHTUI€HCKOT pelenTopa oBUX henvja, MU y KPBU U Y IPYTUM TEJIECHUM
TEYHOCTUMA TI/I€ C€ HAaKyIJbajy Kao MPOAYKT CeKpeluje IuiazMa henuja, TEpMHHAIHO
mudepentoBanux be numdornura. OHM cy T7IaBHU €(EKTOPCKHM MOJIEKYJIH XyMOPAJIHOT
UMYHCKOT OJIrOBOpa, OJAroBapajyhn Ha MNPHCYCTBO aHTUTeHa M omoryhaBajyhu HBHXOBO
yKJIamame H3 opraHuzMa. buxoBa mnpumapnHa Ouoinomka (yHKIMja je IMpEeno3HaBambe MU
BE3MBAC AHTUTCHA, HAKOH Yera ce y MOJICKYJy HMYHOTJI00yJIMHA JIelIaBajy KOHPpOpMaIoHe
poMeHe Koje oMoryhapajy meroBe CeKkyHAapHe WiH epekTopHe (PyHKIHje Koje AOBOAE 10
HeyTpasiu3allije 1 eIMMHUHAIM]e aHTUreHa u3 opranusma [10].

OcHOBHa  (yHKIMOHANHA jeIMHHMIIA HUMYHOIJIOOYJMHA jé  T3B. MOHOMEDp
UMYHOIJIOOyJIMHA, MaKpOMOJICKYJI KOjH j€ cacTaB/beH ON JaBa Jaka (eHrieckw: light, L)
MOJUIIENTH/IHA JaHIla cBakK ca 220 aMUHOKHUCEIMHA U MOJleKyJckoM MacoM ofl 24 kDa, u nBa
temka (eHmiecku: heavy, H) mnonunentuaHa naHna cBaku ca 440 aMUHOKHUCEIMHA U
MonekyacoM macom o1 55 kDa [10,28]. Jlaku u TeIIKM JaHIM, Ka0 U TEIIKHU JIaHu Mel)ycoOHo,
MOBE3aHU Cy KOBaJeHTHHM mucyidumaum (S-S) Beama W OpOJHUM HEKOBAJICHTHUM
MHTEpaKijama. TelKy JaHIM ce Y CPEIUIITY MOJIEKYIa CIajajy y T3B. 3IO0HH MENTUI, KOju
MOJIEKYJTy Jaje moTpedny diexcudunHoct (ciuka 2.1).

Jlaku nmaHnM campske MO JBa JOMEHA, JOK TEIIKH JIAHIU CaJApKe [0 YeTUPH WU TET
JIOMEHa, TMpU YeMy CBakM JIOMEH JONPUHOCH CHeuu(UYHO] OHOJIOUIKO] aKTUBHOCTHU
umMyHoroOynuHa. C-tepMUHaIHU JToMeH Jakor JaHa (CL) u Tpu C-1oMeHa TeLKor JaHa
(CH1, CH2 u CH3) umajy HEelpoOMEHJbMBE HU30BE aMUHOKHCEIMHA U Ha3UBaj]y C€ KOHCTAHTHU
noMeHH. IIpeko OBMX KOHCTAHTHHMX JIOMEHA TEHIKUX JIaHalla UMYHOINIOOYJIMHHM H3BpIIABajy
cBoje epexropcke dynkuuje [29,30].

N-TepMUHATHU JOMEHU TEIIKMX M JaKuX JaHama (GopMupajy ABa aHTUTEH-Be3yjyha
Mecta (To3HaTa Kao aKTHMBHA MECTa WJIM TapaTronu) Koja omoryhaBajy WHTEpakivjy ca
anturennMa. OBHM JIOMEHM ce Ha3HMBajy BapujaOuiaHuM (eHmiecku: variable, V) 360r
IPOMEHJBUBOT peAocIiea aMUHOKHCEIHA. BaprjaOriiHi TOMEHH JIaKUX JIaHalla O3HAYEeHH CY
kao VL, 1ok cy BapujaOMIIHU JOMEHHU TEUIKUX JIaHala o3HaueHu kao VH. KomOuHaiujom oBux
JIOMEHa y TIapOBE HACTA]y TpU TIO0YIapHe CYOCTPYKTYpe Y UMYHOTTIOOYTHHCKHUM MOJICKYTHMA!
nBa uneHtnuHa Fab peruona (cacrassena oq VH/VL u CH1/CL nomena) u jenan Fc peruon
(ca CH2/CH2, CH3/CH3, u CH4/CH4 nomenuma), xoju cy melycoOHO MoBe3aHH 3ITI00HUM
nentugoM. OBakBa CTpyKTypa 3[I00HOT MenTuaa omoryhasa (uiekCHOUIHOCT MOJIEKYIIa, IITO
My J103BOJbaBa Jla UCTOBPEMEHO OCTBApH BUIIIE pa3anuuTuX UHTepakuuja [10,28].
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Cauka 2.1. Ctpykrypa MoJIeKyj1a UMYHOIIIOOyJIMHA
(xpeupano momohy BioRender.com)

Ha ocHOBy pasnuka y KOHCTAaHTHUM JOMEHHMa TEUIKUX JIaHAIa, UMyHOIIOOYIHHU Cy
NoZIeJbeHN Ha Kiace W moxkiace. OBe BapujaHTEe C€ HA3MBAajy W3OTUIICKE BapHjaHTE WIN
n3otunoBu. Kop 4yoBeka mocToju meT TUIOBA TEIIKUX JlaHAlla M, CXOJHO TOMe, MeT Kiaca
umyHornoOynuHa: IgM ca p Temkum nannmMa, IgG ca vy, IgA ca a, IgE ca € m IgD ca o temxum
nanmuma [19] (cnuka 2.2).

Y

w IgM
‘ g
7

igD IgA

Cauka 2.2. Knace umyHormooynnHa
(xpeupano nmomohy BioRender.com)

VY naseem aeny TeKcTa JieTalbHUje Cy IpUKa3aHe OCOOMHE TP Kllace UMYHOITIOO0yInHA
(IgG, IgA u IgM) koje cy Haj3acTymIbeHH]e Y Iepu(epHO] KPBU U YHJU Cy HUBOH, T]. peTIaTHBHE
4
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KOHIIEHTpAIlMje 1 MOBE3aHOCT ca MojaBoM dyectunia onpehene Benumunae y CIC 3apaBux ocoda
u ocoba ca PA aHanu3upaHu y OBOM UCTPaKUBAbY.

IgG cy Haj3acTymibeHMja Kjlaca UMYHOIVIOOYJIMHA Y KPBU M Yy EKCTpalelylapHUM
TEYHOCTUMA 3/IpaBUX 0c00a, YnHehW OKO TpU YETBPTHHE CBUX CEPYMCKHX MMYHOIIOOYIHHA.
[To cTpykTypu u GyHKIMjH Cy HajXeTepOTCHHja Kjlaca MMYHOITIOOyIMHA. Y KPBU OAPACIIOT,
3apaBor yoBeka Hanasu ce ox 8 mo 17 g/L IgG. Ha ocHOBY pa3nuka y NpuMapHOj CTPYKTYpH
TEIIKKUX JIaHaIlla rmojaesbeHu cy Ha yetupu noakiace (IgGl, 1gG2, 1gG3 u IgG4) [19,28,31,32].
Naxo paznuke y cTpykTypu u3mely noakiaca unHe mMame o 5% yKynmHe CTPYKType, OHE ce
3HA4YajHO OfpakaBajy Ha (PU3MYKO-XEMH]CKE M OHOJIOIIKE KapaKTEPUCTHKE JATUX TOIKIIaca
(Tabena 2.1).

Ta6esa 2.1. dusnuko-xeMujcke U OHoIoNIKe KapakTepuctuke xymanux 1gG [19,28,31,32]

Ocobune IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Turm Temkor JaHia vl v2 v3 v4
Mornekyicka Maca TEUIKOT JIaHIa 50 50 57-60 50
(kDa)
Tun nakor naHua K WM A K WM A K WIH A K WIH A
Monekyiicka Maca jakor janna (kDa) 25 25 25 25
VYkymHa Monekyicka Maca (kDa) 146 000 146 000 170 000 146 000
AMHWHOKHCEIINHE Y 3TTI00HOM PETHOHY 15 12 62 12
OrekcHOMITHOCT 3II00HOT peTHOHA no0pa Orpannuena = HMzyzerna = OrpaHndeHa
Wntepnanuane aucynduane Bese 2 4 11 2
K/A omHOC 2,4 1,1 1,4 8,0
Nzoenexrpuuna tauka (pl) 8,6+0,4 7,4+0,6 8,3+0,7 7,2+0,8
% on ykymaux IgG cepyma 60-72 19-31 6-8 1-4
[Ipoceuna KoHIIEHTpaLIKja y cepyMy 3 4 0.8 0.4
(g/L)
Oncer koHeTpanyja y cepymy (g/L) 5-12 2-6 0,5-1 0,2-1
Juctpubynuja Ha moBpImuHU be

40 48 8 1
mumponura nepudepne kpeu (%)
Huctpubyuuja y miazmMonuTumMa

64 26 8 1
KOCTHE CPKH, TOH3WIA U clie3uHe (%)
Bp3una karabonusma (1aHu) 21-23 20-23 7-8 21-23
IIpona3z kpo3 miaeHTy + + + +
anKcaimja KOMIUIEMEHTA KIIACHYHUM i n i 0
myTeM
BesuBame 3a:
FcRyI** + - + +
FcRyIT** + - + -
FcRyIIT** + - + -
Peakmuja ca mporenHoM A + + - +
@DyHKIMOHAIHA BaJIeHTHOCT*** 2 2 2 2

Bbnokupajyha aktuBHOCT y aneprujama - - - +
*Ipoliec akTHBAIMje CHCTeMa KOMIIJIEMEHTa, Tj. CUCTEMa KOjH je JIe0 XyMopaJlHe TpaHe HMYHCKOT O/Ir0BOpa
**FcRy (Fc-gamma receptor) - MpoTeMHN KOju Npeno3Hajy U Be3yjy ce 3a Fc ¢parment IgG. IlocToje Tpu Tuma
peuenrtopa (FcRyl, FcRyIl u FcRylIl) koju ce pasziaukyjy mo cTpyKTypH, apUHUTETY 3a Be3uBame 1gG u tumy
henuja Ha KojuMa ce Hajaze
***0poj aHTUTEHCKUX MecTa (€MUTOIMa) KOje jeTHO aHTUTENI0 MOXKEe HCTOBPEMEHO J1a BEKe

IgA je Haj3acTymbeHHja KJlaca UMYHOIIIOOYJIMHA Yy KOXKH U CIY30K0XH, U Y JbYJICKOM
OpraHU3My C€ TOKOM jeIHOT JlaHa CUHTeTUIle y konnuruHu oa 60 mg/kg TenecHe mace, MITO je
KonuunMHa Beha o CBUX JApYruMX Kiaca HUMyHornmoOynuHa 3ajenqHo. Koka M cimy3okoxka
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MIPEICTaBJbajy yila3Ha BpaTa 3a MaToreHe MPHUCYTHE y CIOJballlboj cpennuuu, a IgA y dopmu
T3B. cekpeTopHor IgA (sIgA) je cactaBHu 1i€o0 ,,[IpBE JIMHUj€ 0A0paHe’ OpraHu3Ma Ojf MaTOreHa.
VY nepudepHoj KpBU HaIa3u ce y KOHIEHTpauju ox 2 A0 3 g/L, mo 3acTyIJbeHOCTH je pyra
KJlaca UMyHOTII00yiHa, oqmax nocine [gG [33,34].

Kon sbymu moctoje nBe moxaknace IgA monekyna, IgAl 1 IgA2 (tabena 2.2). buxoBu
TEIIKH JIAHIIM CY BUCOKO XOMOJIOTH 110 CBOjOj aMHHOKHCEITMHCKO] CEKBEHIH, a HajBeha pa3imka
u3Mehy ol 1 02 TemKuX JaHala ce HaJla3u y peruoHy 3mio0a, rjae y o2 JaHIly HeJoCcTaje HU3
o7 13 aMMHOKHCENIMHA IITO YNHHU OBAj MOJIEKYI Mambe (IEKCUOUITHUM, aJTi U MaHbe TIOAJIOKHIM
MIPOTEOIMTHYKO] JAeTrpaaiuju. 3a pa3auky ox moiekyia IgG, monekynu IgA mocToje HE caMo
y 00nuKy MoHOMepa Beh 1 y 00uKy aumepa. Y nepudepHoj KpBU OMUHHPAa MOHOMEPHHU OOJIHK,
a auctpubynuja noaknaca je npuommkao 90% IgAl u 10% IgA2. I'maBHa Monekysncka ¢popma
IgA y xoxxu u cimy30k0xH je sIgA xoju npencraiba numepHy ¢opmy. OgHoc nzorumona IgA y
CIIy30KOXH C€ pa3jiMKyje o] OHOT y nepudepHoj KpBu U u3Hocu npudnmxHo 40% IgAl u 60%
IgA2[29,35].

Tadena 2.2. PU3NUKO-XEMHjCKE U OUOJIOIIKE KapaKTEPUCTUKE TIO/IKJIaca XyMaHux IgA

[29,33-35]
Oco0une IgAl IgA2
Tun Tewkor naHua al 02
Monekyicka maca temkor janna (kDa) 50 50
Tumn naxor naHna K WJIH A K WK A
Monekyiicka maca jiakor janna (kDa) 25 25
VYKyIHa MOJIEKYJICKa Maca MOHOMEpa 160 160
(kDa)
Monekyncka maca sIgA (kDa) 385 385
AMHHOKHUCENTUHE y 3IJI00OHOM PETHOHY 22 9
@DrekCHOMITHOCT 3II00HOT pernoHa no0pa orpaHuyueHa
Wntepnanuane aucynduane Bese 2 1-2
K/A ogHOC 1,5 1,5
Nzoenexrpuuna tauka (pl) 5+0,3 4,7+0,3
% on ykymuux IgA cepyma 90 10
[IpoceuHa KoHIIEHTpalKja y cepyMy 2,53 0.5-1
@)
Omncer xoHLeTpanuja y cepymy (g/1) 1-4 0,1-1
Huctpubynmja Ha moBpmuHU be 75.80) 20-25

mumpornmra nepudepue kpeu (%)
Juctpubynuja y mia3MoIUTiMa KOCTHE
Cpu, ToH3MIA U cne3uHe (%)

bp3una xarabonmu3ma (aHmn) 5-6 3-5
IIpona3 kpo3 miaeHTy - -
duxcarnmja KOMIUIEMEHTa KITACHYHUM

80-85 15-20

myTeM
Besusame 3a FcoRI + +
Peaxkiuja ca mporenHoM A - -
QDyHKIHOHAIHA BAJIEHTHOCT 2/4 2/4
Bbnokupajyha akTuBHOCT y aneprujama + +

IgM je mpBa ki1aca UMyHOTTIOOYTMHA KOja C€ CEKPETY]je HAKOH IMPBOT CyCpeTa Oprann3ma
ca aHTUTEHOM Y T3B. MPUMAapHOM HMMYyHCKOM oaroBopy. Kon sbyau, Hamaszu ce y ¢opmu
neHTtamepa win pehe xekcamepa. Heke o OCHOBHUX (PU3MUKO-XEMHJCKHUX M OHOJOIIKAX
kapakrepuctika IgM cy npukazane y Tabenu 2.3 [36].
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Ta6esa 2.3. Du3nUKo-XeMHU]jCKEe B OUOJIONTKE KapaKTepucTuke xymanux IgM [36]

OcobOune Mentamep IgM
Tum Temkor gaHma M
Mounekyicka Maca Teukor Jianna (kDa) 65-70
Tun nakor ianna K WJIH A
Mounekyncka mMaca sakor janna (kDa) 25
YKynHa MOJIEKYJICKa Maca 900 000
WnTepnanyane nucynduaHe Be3e 10-20
K/A ogHOC 1,5
N3oenextpuuna Tauka (pl) 6,5+0,9
ITpoceuna konneHTpanmja y cepymy (g/l) 10-15
Pacrion koHnnerparmja y cepymy (g/l) 0,4-23
Huctpubynuja Ha nospwmHA be muMdormra 50 _ 60
nepudepue kpau (%)

bp3una katabonuzma (1aHm) 5

[Ipona3 kpo3 MIaLeHTy -
®dukcaryja KOMITIEMEHTA
KJIACUYHUM ITyTEM
Besusame 3a:

FcRo/p +
plgR +
FcRu +
Peaxmmja ca mpotenHom A -
OyHKIIMOHATHA BaJIEHTHOCT 10
briokupajyha akTuBHOCT y aneprujama -

2.1.2. CTpykTypa M (pyHKIHja MMYHOKOMILIEKCa

HNmyHokoMIuiekcH ce (GopMHpajy HAaKOH Ipero3HaBamba M Be3MBamka aHTHUTENA 32
cnenuuyaH aHTUTE€H. AHTUTEHOCT BEITMKUX MOJIEKYJIa 3aBHCH O]l pacropeia CTPYKTYpPHHX
rpyna 3BaHUX EMUTONM WJIM AHTUTE€HE JEeTePMHMHAHTe Ha HMXOBOj IMOBPILIMHM, jep OHHU
NPEJICTaBIbajy AEJI0BE MOJIEKYJIa AUPEKTHO YKIbYUEHE Y BE3UBAE Ca MOJICKYJIMMa aHTUTENA U
oJlpaXkaBajy Creln(UIHOCT peaKlije aHTUTeH-aHTUTENO.

Kommiekcu anTtrurena u antutena GopmMupajy TpOIUMEH3UOHAIHY CTPYKTYPY KOja uMa
00Uk perieTke (€HeCKu: lattice-type), uija BEIMYMHA 3aBUCH TP CBEra 071 OAHOCA aHTHUTENa
¥ aHTUTEHA, aJM W Off BEJMYMHE aHTUTeHA, TYCTHHE ENHUTOIa, Kjace W TOJKIAce aHTUTeNa,
aduHUTETa U MOJUKIOHATTHOCTH/MOHOKJIOHAIIHOCTH aHTUTena. M3mel)y anTturena u aHturena
dbopmupajy ce pa3InynTe HEKOBAJIEHTHE UHTEpaKlvje (BOMOHUYHE, joHCKe, Ban aep Bancose,
UTI.), a (QU3NUYKO-XEMHUjCKE KapaKTEpPUCTHUKE HMYHOKOMILIEKCA Cy 3alpaBO pe3ysrar
JMHAMAYKOT TIporieca (hopMHpama U pasrpabe OBUX Be3a y HETIOCPETHUM YCIOBIMA JOHCKE
jauuHe ¥ pH, mTo nMa 3a nocneAnIly HeMpeKUAHY IPOMEHY CBOJCTBAa UMYHOKOMILIIEKCA in Vivo.
Hakon Be3uBama aHTUTEHa, CTPyKTypa mojekyna IgG ce mema, a mHXOBa KOH(UTypaIyja
(0ONUK JIAaTUHUYHOT clloBa Y) ca OpOjHHUM ,,0TBOPEHHUM * HETIOJIAPHUM Ipynama, Koje HCTUCKY]Y
BOJY, (paBOpH3yje ayToarperaujy MojeKysia IMyHOrI00yarHa y pactBopy (ciuka 2.3) [37].
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aHTUTeNno aHTUreH aHTUTeNno
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Cuauka 2.3. CtpykTypa UMyHOKOMILIEKCA
(xpeupano momohy BioRender.com)

CrBapambe MMYHOKOMIUIEKCA j€ CacTaBHHU J€0 HOPMAIHOT UMYHCKOT OIrOBOpa M
HEOIXOJJHO j€ 3a YCICIIHY CIUMHHAIMjy aHTureHa wu3 opranmmsMa [10]. Y ynosu
UMYHOMOJYJIaTOpa,  MMYHOKOMIUIEKCH  MOTY  HWHHUIMpPATH  NpOWH(IAMAaTOpHE WU
aHTUMH(IAMaTOpHE peakuuje. Tum peakuuje koja he OUTH MOKpEHyTa 3aBUCHU O]l HUXOBE
BEJIMYMHE, CACTaBa M CTPYKTYPHHX KapaKTEPUCTHKA MOJICKYJIa KOjU YMHE MMYHOKOMILICKCE,
yKJbyuyjyhn TIpoTeWHe, HYKICHHCKE KHUCEIIMHE, MOHocaxapuae W Jjunuue (ciauka 2.4)
[10,11,38,39]. Takohe, pesynratm OpOjHHX JTA0OPATOPUJCKUX M KIMHUYKHX CTyAHja Cy

[OKa3alu Aa OM ce MMYHOKOMIUIEKCH MOIIM KOPUCTHTH y Tepanuju MH(EeKTUBHUX OojecTu
[40].

HMyHODNATOI0IKH
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AHTHTCINMA Te mumdonnra Be aumbounra

Cauxa 2.4. VIMyHOperynaTopHd ¥ UMyHONIATOTEHU €(EKTH UMYHOKOMILIIEKCA.
IC: mmynoxkommiekcu; DC: nennputcke henuje; FCD: donukynonenaputcke henuje; FcyR:
peuentopu 3a Fc pparment IgG (Monudukosano u3z [39])

Buonomka ¢yHKIMja UMyHOKOMIUIEKca je ojpeheHa H30THUIIOM aHTUTENa Koja HUX
dbopMupajy 1 XeMHU]CKOM CTPYKTYpOM aHTUT€HA M KOHCTUTYEHaTa KOjU y OBE KOMILIEKCe yiase,
Ka0 ¥ MaKpOMOJIEKYJICKUM Be3aMa Koje ce (hopMHpajy He3aBUCHO Of1 Be3a (hopmupanux usmehy
anturena u antutena [11]. Tlopen xemujcke CTpYKType aHTHTeHA M IPYTUX KOHCTHTyeHATa
(MpoTenHHU, JUMUIM, HYKJIEWHCKE KucenuHe, mehepu) Ouonomka (yHKIMja aHTUTena je
onpeheHa M HUXOBOM BemMUMHOM. Oy BETMYMHE MMYHOKOMITJIEKCA 3aBHCE M €(PHKACHOCT
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IUXOBOT YKJIakhabkha U3 MUPKyIanuje (HopMaiHa (a3a y IMyHCKOM OJrOBOPY KOja 3alOvuHEHE
HAaKOH eJIMMHUHAIMje aHTUTe€Ha U3 OpPraHu3Ma) W MaToreH! MOTeHIMjaj (HacTaje Kao pe3yaTar
Hee(PUKACHOT yKJIakhamha HMyHOKOMIUIEKCA M FbUXOBOT TaJIOXKEHa Yy TKMBUMA IIITO je OCHOB 3a
3aMOYNbAbE HEKEIHEHOT MH(IAMAaTOPHOT MpoIieca).

EdukacHOCT yKkIamame UMYHOKOMIUIEKcA je oipeheHa KBaHTHTATHBHHM OIHOCOM
auTureHa u a"tutena. Kao mro je Ha caumu 2.5 TpUKa3aHO, BEIWYMHA H
COYOHMITHOCT/TIPEIUIUTA0MIIHOCT WMYHOKOMILJICKCA 3aBHCE Ol OJHOCAa AaHTHICHA W
cneuuduyHor antutena. Ca mopacToM KOHIEHTpAIMje aHTUTEHA KOJMYMHA aHTUTENA Koja ca
JIATUM aHTHTCHOM ()OPMHUPAjy UMYHOKOMILIEKCE, H BeIMYMHA (HOPMHUPAHIX UMYHOKOMILIEKCA
MOCTETICHO pacTe (30HA BUINKA aHTUTEIIA), HAKOH TOTa JOCTHIKY TIATO (30HA €KBUBAJICHIIE, Tj.
Tayka MaKCHMMaJIHE MTPEIUITUTAIIN]E), a [IOTOM OlaJia (30Ha BUIIKA aHTUreHa). Kaia cy antuteno
U aHTUTEH Y OJHOCY MOJIapHE E€KBMBaJeHLe, (OpMHpajy Ce BEIHKH, HEPACTBOPHH, Tj.
NPEIUIUTA0MIHU UMYHOKOMITIICKCH. IMyHOKOMILIEKCH KOje c€ (pOPMHPA]y Y BUIIIKY aHTHUTEIIA
Cy Taxkolhe BeTMKH, aJli HUCY MATOTEHH jep Ce JIaKO YKJamajy U3 opranuima. iMyHokoMIiekcu
(dbopMHpaHH y BEIUKOM BUIIKY aHTHICHA Cy Malld, 10 IPABUIY OCTajy y IHUPKYJIAIUjH WU Ce
Op30 yKIamajy, U MPEACTaBIbajy MU PU3UK 32 MMOKPETame HH(IAMATOpHE peakinje koja ou
noBena no omrtehema TkuBa. MelyTuM, MMyHOKOMIUIEKCH (GOPMUpAaHU Yy OJaroM BHILIKY
AQHTHUTEHA, Tj. UMYHOKOMILJIEKCH CPE/be BEJIMUMHE MMajy BEJIHMKH NaToreH! MmoTeHuujan. OBu
UMYHOKOMILJICKCH Cy COJYOWJIHM, IUPKYJAIMjOM CE€ Pa3HOCE IO OpraHH3My, TaJlOXe C€ Y
TKHBHUMA (HIIP. HA CHHOBHjaJTHUIM MeMOpaHaMa 3171000Ba) U aKTHBHPAjy CUCTEM KOMIUIEMEHTA
(rpymy mpoTewHa IUIa3Me) YMME CE 3aloudiby WHQIAMATOPHH IPOIECH KOjH OBOAE JO
omrehema TkiBa. 300T CBOj€ BETMYMHE OBU MMYHOKOMILJIEKCH CE€ HE MOTY €(DMKACHO YKIOHUTH
U3 opraHuzMa (IpolecMMa HWMYHOAIXepeHie u (aromurose) Tako Ja HHU 3amodera
uH(IIaMaTOpHa peakiiija He MOXe OUTH ,,yramena [12-14].

Yz; ,/I .}//\:
o o X

alnmcm/{ ﬁ&\( 4 \\. \
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AHTHTEIA CKBHBAJICHIIE AHTHICHA

e /_\
=
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g NpenHnuTAOHIHI NPEHUNHTAGHINH COTyOHJIHH
E HMYHOKOMILIEKCH HMYHOKOMILIEKCH!  MMYHOKOMILIEKCH
S
=

Konu4yuHa aHTHIeHa

Cauka 2.5. BennuuHa ¥ NperUnUTaOMIHOCT UMYHOKOMILIEKca ofipel)eHu 0JHOCOM aHTUTeHa
u anTuTena (MoaudukoBano u3 [12,13])

Cagpxaj UMyHOKOMIUIEKca ce roBehaBa y KpBHOM cepyMy M Yy JPYTHUM TEJIE€CHUM
TEYHOCTHUMA TOKOM pa3inuuuTux cucreMckux o6onectu. Huso CIC ce Mewa TOKOM maroreHese,
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Kao U BHUXOBa CTPYKTypa. PU3MUKO-XEMHjCKa CBOjCTBa (HAjIpe BEJIMYMHA) U OWOJIONIKA
AKTUBHOCT HMMYHOKOMIUIEKCA 3aBUCE OJI KapaKTepUCTHUKAa AaHTUTeHa M (DYyHKIIMOHAITHHX
KapaKTEePUCTHKA aHTHUTENa (M30TUIIA, TNIMKO3HMIIAIM]E U CIIOCOOHOCTH BE3MBabha KOMIUIEMEHTA).
W3 HaBenenux pasiora, ananusa senuunHa CIC Moxke OCTy)KUTH Kao OCHOBA 32 AMjarHOCTUKY
MHOTHIX TATOJIOTHja TOBE3aHUX ca (DyHKIIMOHHCAKEeM HWMYHCKOT CHCTEMa M MOXE Ja MMa
IPOTHOCTUYKY BPEIHOCT, MJIH Jia C€ YHOTpeOH Kao mapameTap 3a MOHUTOPHHI €(HKACHOCTH
NPUMEHCHE Tepamnuje. Y3 To, NIETeKIMja IMyHOKOMIUIEKCA y OMOJIONIKUM y30plIuMa, MpoleHa
IBPUXOBE JIMMEH3UOHATHOCTH M oApehuBame M30THIICKOT CcacTaBa HMYHOITIOOYJTUHCKHX
komnoHneHTa y CIC moxe gonpuHeT 60JbeM pasyMeBamy onpeheHrx MeTaboIMIKKX Tmpoiieca
KOJI JbyJIU U )KUBOTHUHA [9].

2.1.3. bosecTH mocpeaoBaHe MMYHOKOMILIEKCMMA — J0KA3MBambe€, KBAHTHU(UKANMja U
H30/10Bal-€ HMYHOKOMILJIEKCa

bonectn mocpenoBaHe MMYyHOKOMIUIEKCHMMA HACTajy ycCJed JEMO3UIUje UMYHCKUX
KOMIUIEKCAa Yy pa3IUYUTUM TKHBHMa YHME 3allOYMbY HEKOHTPOJIMCaHE WH(IaMaTOpHE
peakuuje. bonectu koje ce 4ecTo jaBibajy Kao Mocjennila OBaKBe HEKOHTPOJIMCAHE UMYHCKE
peaKIyje Cy CUCTEMCKH €pUTEMATO3HH JIYITyC, TIIOMEPYJIOHE(PPUTHC, peyMaTOUTHH aPTPHUTHUC,
cepyMmcka OoisiecT, BacKynuTHC. bonectu mocpenoBaHe MMYyHOKOMIUIEKCHMMA MPENCTaBIbajy
XETEepOreHy IpyIly CTama K0ja 3aXTeBajy KOMIUIEKCHY IHjarHOCTUKY M MYJITHIUCIUILTHHAPHH
npuctyn 'y Jeuewy [15]. PasymeBame MexaHumzama (GopMmHpama W JICTIO3HUIIH]jE
MMYHOKOMIUIEKCA, Ka0 M TMPUMEHA CaBPEMEHHX JWJarHOCTUYKUX TEXHHUKA, OJ KJbYYHOT CY
3Hayaja 3a eQukacHo npaheme TOKa pa3Boja U Jiedyemha OBUX OOJIECTH, jep paHa OUjarHo3a u
aJICKBAaTHO JICUCH-€ MOTY 3Ha4ajHO MOOOJBIIATH MPOTHO3Y M KBAJUTET )KMBOTA TMAIlH]jCHATA.

[TprcycTBO MMYHOKOMILIEKCA C€ MOXE JOKa3aTH aHaIU30M TKUBAa WIA aHAIH30M
TEJIECHUX TEYHOCTU. Mako HMMyHOXHCTOXEMHjCKe METOJIe 3a caja jenanHe omoryhasajy
JUPEKTHY aHallM3y MMYHOKOMILJIEKCA JIETTOHOBAHUX Y TKUBHMA, TJIABHU HEIOCTaTaK OBHUX
METO/Ia JIEKH Y KOMIUTMKOBAHOM TOCTYIIKY J00Hjaa TKHBHHUX y30paka (Y30pKOBame TKHBA
HHje PYTHHCKH IMOCTYIAK), Ma je aHalK3a TeJIeCHUX TEYHOCTH (CepyM U Iuia3Ma repudepHe
KpBH, IIepeOpOoCIMHAIHA TEYHOCT, CaJliBa) METOIa U300pa y n3yuaBamy MmaToreHese 00JecTH
NOCpeIoBaHNX UMyHOKOMIUTekcuma [41,42].

3a moTtpebe aHanM3e MMYHOKOMIUIEKCAa y OHMOJIOIIKMM TEUYHOCTHUMA, Pa3BHjeHE Cy
METO/IE 3aCHOBAHE Ha HUXOBUM (U3NYKO-XEMHJCKUX CBOjCTBMMa (MOJIEKYJICKa Maca M
NPEUUIUTA0MIIHOCT) WJIM MHTEpakluje ca JApyruM OHONOmKUM Mosekyiauma. Hajsuine
NpUMEHBUBaHE METOIE 3a M30JI0Bake MMYHOKOMILIEKCA M3 OMOJIOIIKUX TEYHOCTH, a KOoje Cy
3aCHOBAHE Ha FEUXOBUM (PH3MUKO-XEMH]CKIUM KapaKTePUCTUKaMa Cy yATPaleHTPUPYTHpamhe U
nperunuTadja moauetuieH riuukonom (enrmecku: polyethylene glycol, PEG). PEG ce Beoma
YeCTO KOPUCTH 3a U3/Bajalb€ MMYHOKOMIUIEKCA W3 OHOJIOIIKMX TEYHOCTH, jep eduKacHO
TaJI0OKU UMYHOKOMIUIEKCE, Tj. arperupaHe UMYHOIJI00yJIMHE U MOJIEKYJe KOjU yJa3e y cacTaB
OBHX arperarta, JOK je e(QHKacHOCT TaJOXemha HATUBHUX HMMYHOTJIOOYJIMHA ¥ JAPYTHX
O6romakpomosieKkyia HucKa. EukacHOCT U CENeKTUBHOCT TalloKeHha MMYHOKOMIUIEKCA 3aBHCH
ox xonnenrpamje PEG. Bucoke xonnentpanuje PEG npenunutupajy Mmonomepre 1gG, mox
KoHIeHTpauuje ox 2% no 5% mnpenunutyjy arperupane |gG [43]. Tlpeumnuranmja
UMyHOKOMIUIeKca pacTBopoM PEG je maka 3a m3Boheme W HE JOBOJIU JIO JICHATypaIdje
MaKpoMoJIeKyJa, ITo oMoryhaBa \BUXOBY Jajby aHAIM3Y WK MpeuninhaBame. Mehytum, nako
Cce KOPUCTH W 3a KBaHTH(HUKAIHM]y HWMYHOKOMILJIEKCAa, OBa METOJa CE€ HE cMarpa HU
cnenuGUIHOM HU OceT/bHBOM [44].

Jlpyra Benmka Tpyna MeToja Koja ce KOPHCTH 33 KBAaHTH()HKOBAKE W H30JI0BAHC
MMYHOKOMIUIEKCA je 3acCHOBaHa Ha HHMXOBO) MHTEpaknMju ca Behum OpojeM OMOIOMIKMX
monekyna (Clg, konrmytuauH, FC penenirop, RF, cradmiokokHu nmpoTenH A, CTpENITOKOKHH
npoteud I'e u 1pyru). Y HajBeheM Opojy TecToBa OB MPOTEHHHU CE MPUMEY]Yy U30JI0BAHU U
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,ITOHYheHn WMYyHOKOMIUIEKCMMAa y cacTaBy Te4yHe WM 4BpcTe ¢asze oapehenor recra.
MebhyTtum, kBaHTH(UKOBaKHE UMYHOKOMIUIEKCAa MOXKeE 2 ce paau U hennjckuM TeCToOBUMa, Te
Cce BHXOB HMBO MEpPUM HA OCHOBY HWHTEpakiMja ca henwjama Koje eKCIPHUMHPA]y HEKH O
HaBe/leHNX MoJiekyia. Hajuemihe ce 3a oBe cBpxe KOpHUCTE TECTOBH 3aCHOBAaHU HA MHTEPAKIIHjU
umyHOKoMIUIekca ca Raji henujama (mumdobiactonana henujcka THHUja) Wik TpPOMOOIUTHMA
[45].

HNako mocroju penaTMBHO BEIUKH Opoj MeToda 3a H30JI0BalkbEe M JICTEKIU]Y
MMYHOKOMIUIEKCa, IPUMEHOM je/IHe MeTo/ie Hije Moryhe n30710BaTH HU KBaHTU(UKOBATH CBE
UMYHOKOMIUIEKCE MPUCYTHE Y jEJIHOM Y30pKY 300T EBbUXOBE BEJIMKE XETEPOrCHOCTH — U Y
MOJICKYJICKOM CacTaBy U y BEITHMYUHH.

2.1.3.1. AyroanTHTeJa 1 HMYHOKOMILJIEKCH Y PeyMATOMIHOM apTPUTHCY

Y 0BOM HCTpaXHBamy aHAIM3UpPAHE Cy BEIMYMHE KOJOWJHHMX UYECTHIA KOje yia3e y
cacras CIC y kpBH namujeHara 000JIelMX Ol peyMaTOMAHOT apTpUTUCa, Kao Mojena 6oiecTu
y 4Hjy aTOTeHEe3y Cy YKJbYUYeHH HMYHOKOMILUICKCH.

PA je xponununa ynana 3rmio060Ba koja noraha 0,5-1% cBercke nomynanuje, Ipu 4emy je
yUeCTaJIMj1 KOJI )K€Ha HETo Ko MymiKkapaia y ogHocy 3:1. [IpBu cumntomu ce 00WYHO jaBibajy
usmehy 35. u 65. rogune, a Gonect ce MaHudecTyje 00JI0M, OTHIAKHEM, yKOueHOUhy u
NOCTENeHUM IyOuTKOM (hyHKIHMje 3ro0oBa [46], kao mTo je mpukazaHo Ha ciaumm 2.6. Kox
Behune obonenux, PA je temka Oonect koja JoBOAM 10 mporpecuBHoOr omrehema 3r1000Ba,
ciabibera WK TyOUTKa paJHe CIOCOOHOCTH M CAMOCTAIIHOCTH, IITO HA KPajy MOXKE JOBECTH
1o uHBanmuautera. JKuBotu Bek oboinenux on PA moxe nma Oyne m no 15 roguna kpahu ox
ouekuBaHor [46,47].
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Cauka 2.6. Knuanuke manudecTalyje peyMaToOUuIHOT apTpUuTHCa
(xpeupano nmomohy BioRender.com)

PeymarougHu apTpUTHC KapakTepHIle MPHCYCTBO JIBE BPCTE ayTOAHTHUTENA 3a Koje je
nokaszaHo na ¢opmupajy umyHokomiiekce, RF u ACPA [16,17]. Ha ocHOBy HalmoHaIHOT
BOJIMYa J0Ope KIIMHUYKE MPaKce 3a IMjarHOCTUKOBAE U JIEUeHE PEyMaTONIHOT apTpUTHCa U3
2013. ronune, npucyctBo RF u ACPA y kpBuU U Hana3 epo3uje TKMBa MOTBPhyjy AUjarHosy, a
IbHUXO0BO OZICYCTBO HE HCKJby4yje TIoCTOjambe Oonectu. Eposuje ce kom 50% mnarujenara mory
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OTKPHUTH Beh y mpBa 4e€TUPH Mecelia of] MoYeTKa O0JIeCTH, IITO yKa3yje Ha 3Ha4ajHO omTeheme
3moboBa [46]. Bepyje ce ma cy oBa ayToaHTHTENa 3HayajHU OMOMapKepH y IpeaBubamy
KJIMHUYKOT TOKa 00JIECTH, aIi YIIPKOC OOMMHUM UCTPaXXKMBamba, J00U]EHU Pe3yaTaTu Cy U Jajbe
KOHTpaAUKTOpHU [48-54].

Nako je nernenrjama mo3HaTo nNprucyCcTBO UMyHOKOMILTIeKca koju canapke RF [55] u ACPA
[56] y mnepudepHo] kpBM U wuH(pIaAMaropHuM 3r1000BMMa manujeHara ca PA, 30or
METOJI0JIOUIKUX OIpaHHUYEHA IPOyYaBakbe HUBOA U CACTaBa MMyHOKOMIUIEKCA Y PEyMaTOUIHOM
apTPUTUCY Ce KOPHCTU TIpe CBEra y MCTpa)kuBauke CBpxe. PaHuje cryamje cy mokasaine aa
CHMHOBHjaJIHA TEYHOCT Cap>KU Beh HUBO MMYHOKOMIIJIEKCA OfI CEpyMa UCTUX 0C00a, U /1a HUBO
MMYHOKOMILJIEKca Y meprdepHoj KpBH HUje HY>kHO noBehaH, moceOHo y panum (dazama PA [57-
60]. MehyTtum, MyHOMOYy/IaTOpHE (YHKIMjEe UMyHOKOMIUIEKCA HE 3aBUCE CaMO O]l HbUXOBE
KOHIIEHTpaIuje, Beh 1 o7 ibuXxoBe BEIMYMHE U MOJIEKyJIapHOT cacTasa. [loka3aHo je ma u maie
IPOMEHE Yy CTPYKTYPHU UMYHOKOMILJIEKCA 3HAaYajHO yTUUY Ha BUXOB (DYHKLMOHAIHU KallaluTeT
[61], mTO yKa3yje HAa HEOMXOJHOCT MPOyYaBama CTPYKTYpe MMYHOKOMILIEKCA, YaK M aKo
HHUX0Ba KOHIIEHTpaIMja HUje 3Ha4ajHOo moBehaHa.

HIMyHOKOMITJIEKCH JIOBOZAE /O JIOKadHEe M cucteMcke mHbuamuje y PA, amu muxoBa
npenu3Ha yiora y naroreHe3u PA join yBek HHje AeTajbHO pasjaiimeHa. [Ipernocrassba ce na
UMYHOKOMITJICKCH Y CHHOBHjATHOj TE€YHOCTH JOMpPHUHOCE TaroreHe3n PA Kpo3 akTUBaIMjy
KacKaJle KOMILJIEMEHTa, akTHBallMjy MMyHCKuUX henuja mpexko Fc peuentopa, QUpEeKTHUM
VHHUIITABakbeM XPCKABHIIE W TPOM3BOAKE (aKTOpa HEKpo3e TymMopa H  JIPYyTUX
nporH(pIAMaTOPHUX MEAMJaTOpa y CHHOBMjAIHUM TKMBUMa [62]. Mako cy MMyHOKOMILJIEKCH
KOjU C€ CTBapajy y CHHOBHjaJIHO] TEYHOCTH OATOBOPHHM 3a T0jaBy KIMHHYKUAX MaHU(ecTaImja
KapakTepucTHUHUX 3a PA, cakynspame y30pka CHHOBHjaJIHE TEUHOCTH j€ MHBA3UBHO, M HE AU
ce pyTHHCKH, Beh y crienujaan30oBaHuM KIMHUKaMa. M3 Tux pasnora, y 10cTa HAyYHHUX CTYIHja
aHanu3a UMyHokoMmIuiekca y PA je ypahena ,,iocpenno ananuzom CIC koju y ceOu canpxe
UMYHOKOMITJICKCE KOjU CY M3 CHHOBHjAJIHE TEYHOCTU JIOCHENH y CHUCTEMCKY LHPKYIAIHUjy
[55,63-66].

3Ha4aj U30TUIIOBAa UMYHOIIOOY/IMHA Kao cTpykTypHux enemenara CIC y PA nmorBpheno
je cTyaMjaMa Koje Ioka3yjy Jla MMyHOKOMIUIEKCH Koju canpxe IgG perynumry xomeocrasy
KocTHjy [67], JOK HMYHOKOMILJIEKCH KOjU caapxe [gA HHIyKyjy pecopruujy KOCTH]Y
MocpeioBaHy octeokynactuma kpo3 uHTepakiujy IgA-FcaRI [68]. NMmyHOoKOMILIEKCH KOjU
caapxxe IgA cy Ttakohe MohHu akTuBaTopu HeyTpoduiaa W HMHIYKTOPH (opMupama
HEYTPOMUITHUX EKCTpalleNlylapHuX Mpexa (eHryiecku: neutrophil extracellular traps, NET)
[69] n nokanne uHpraamanuje y PA.

Konnuuna, cacraB u BenumuuHa CIC y peymarougHoMm aprputucy onpelhyje, usmehy
ocranux (akrtopa, Texxkuny knuHuuke ciuke [18]. Bemnumna CIC y PA go cama Huje
WHTCH3MBHO H3ydYaBaHa M HE IOCTOjU PYTHMHCKH JHMjarHOCTHYKH METON 3a onpehuBame
BEJIMYMHE HMMYHOKOMIUIEKCA Y OBOj MJIM y JpyruMm OojecTMMa Koje Cy IOoCpeloBaHe
UMYHOKOMITJICKCHMA.
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2.1.4. Mertoze Kkoje ce y HAayYHHM HCTPAa)KMBalbMMA NPHUMEYjy 32 aHAJIU3Y BeJMYHHE
HMYHOKOMILJIEKCA

MeTtone koje ce Hajuenihe MpUMEHY]y 3a aHAIW3y BEJIMYMHE UMYHOKOMIUICKCA CY
yATpaeHTPUPYTUpakbe Ha TPaJIUjeHTy caxapose, rell (punrpaiyja, MUKpOCKOIICKE METO/E, Ko
u Metofie OasupaHe Ha nudpakmuju (pacumnamy) cBemioctu [20-23]. Behuna oBux merona
3axXTeBajy KOMIUIEKCHY NpPUIIPEMYy y30paka, Kao M BHIIE BpEeMEHa 3a H3BOheme, ma ce
onpehuBame BeIMUNHE UMYHOKOMIUIEKCA Y CHCTEMCKO] LUPKYIAlMjU BPIIA camMo 3a MoTpede
HayYHUX UCTPAKMBaa, ajli HE U 'y PYTUHCKO] aujarHoctui [70,71].

Vrnrpanentpudyrupambe Ha TPaJAMjeHTy caxapo3e je MeTola Koja Ce 3acHHMBa Ha
CeMMEHTANUjU (TAIOXKEHhY) YECTHIIA y IUCIEP3HUM CHCTeMHMa (Kao IITO Cy KOJOWUTHU
CHUCTEMHU MaKpOMOJIeKyJia). 3aCHUBA ce Ha IEHTPHU(YTaTHO] Cemapalrju YeCTUIla y TPaIujeHTY
TYCTHHE KOju ce (opMHpa O pa3IMYUTHUX KOHIEHTpamnuja caxapose. Kopucre ce pactBopu
caxapose jep oHM ¢GopMHpajy CTAOWIaH TPATUjeHT TYCTHHE NpH IEHTPUPYTUpamby, IMITO
oMoryhaBa mpenu3HO pa3[aBajambe YECTHUI]Aa HAa OCHOBY MHMXOBUX (DM3WYKHX CBOjCTaBa.
Vnrpanentpudyrupamem ce pa3Bujajy BeoMa BUCOKE Op3uHE poTalirje Kako Ou ce reHepucana
cHakHa mneHTpudyramna cuima. Tokom ynaTpaneHTpudyrupama YeCTULE MHUTPUPA]y Kpo3
TPaJMjeHT 70 OHE TYCTHHE PacTBOpa caxapo3e Koja OAroBapa BHUXOBOj rycTuHH. Behe u Texe
yectuie he ceaumentuparu Opke u Hahu he ce Ha Behoj 1yOuHU rpajujeHTa caxapo3e HaKOH
neHTpudyrupama [72], ka0 mMTO je MpukazaHo Ha ciuiy 2.7. Ha Taj HaumH ce uecTHie
pas3zBajajy mpeMa CBOjOj BEIMYMHM U TYCTUHH. YITpaueHTpudyrupame ce KOPUCTH 3a
JETCKIN]y UMYHOKOMIUICKCA, jep C€ MMYHOKOMIUICKCH Y Pa3TUIUTUM OUOJIOIIKAM TCUHOCTHMA
Tajoxe 300r Benuke Op3uHe ceauMenTtanuje. Mehytum, oBa MeTona 3a pas/Bajame 4eCTUIIA
HUje CEJICKTHBHA, jep M JIPYTH BEJIIMKH OMOMOJICKYJIH NPUCYTHH Yy TEYHOCTH Takohe Mory aa
npeuunutupajy [45]. OBom meromom cy Magdeed u cap. (1991) ompenunu Benu4HHY
MMYHOKOMITJIEKCA MPUCYTHHUX Y IIUPKYIIALUjH nanyjenara ca PA mpu uemy je moka3aHo je 1a je
MPUCYCTBO BehuX MMyHOKOMILIEKCA MMOBE3aHO ca 030MJbHHUJUM KOMIUIMKaIMja OonecTu (T3B.
eKCTpaapTUKyJIapHUM MaHudecTanujama)[55].
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Cauxa 2.7. Pa3iBajame yecTHIla KOMILIEKCHE CMellle YITpaleHTpudyrupame
Ha TpaJujeHTy caxapose (kpeupano nmomohy BioRender.com)

I'en dunTpamnmja, mo3HaTa M Kao MOJEKYJCKO C€jame, eKCKIIy3MOHa Xpomarorpaduja

WA Tenl XxpoMmarorpaduja, je MeToJa Koja ce KOPUCTH 3a paslBajarbe MOJIEKyJla Ha OCHOBY

Moisiekyiicke Mace. Komona 3a rem ¢uaTpanujy je HamymeHa MOJUMEPHHUM 3pHHMaA ca

KOHTPOJMCAaHUM BeTUYMHaMa mopa. Momnekynu Behu o BelnuuHe 1mopa mposiase Kpo3 ren 6e3
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3a/ipKaBama U OMBajy eIyrpaHu (UCIIPaHK) y MMPBOM XpoMaTorpadckoM muKy. MoJIeKyH KOju
Cy 3HAaTHO MamH O] BEJIMYMHE ITOpa JIAKO ylla3e y Mope rela, 3aJpxKaBajy ce y beMy ma Jayxe
MyTY]y KpO3 TeJl U eyupajy c€ Y HapeIHUM XpPOMaTorpa)CKUM BPXOBHUMA Tj. IITO j€ MOJIEKYJ
MamH, Jyxe My Tpeba ma mpohe kpo3 kxomony [73] (cnuka 2.8). OBOM MeTOIOM ce€ MOTY
Pa3IBOJUTH MPABH OJ1 KOJIOMIHUX PACTBOPA, MOTY CE€ YKJIOHUTH COJIA HITM M3MEHUTH ITy(hepCKH
CHUCTEMH Yy TPOTEMHCKHM pacTBOPHMA, WJIM pa3lBOjUTH HA OCHOBY HHXOBE BEIWYHHE
MaKPOMOJICKYJICKH KOHCTUTYEHTH y CacTaBy KOMIUIEKCHE CMeIle, KaKBy NpEACTaBIbajy U
UMyHOKOMITIEKCH [74]. Mehytum, cama mpumpema eKCIiepuMeHTa je 3aXTeBHA, jep 3aXTeBa
NaXJbUBY ONTHMHU3AIU]y MapaMeTapa Kao mTo cy n30op marpukca, mydepa 3a enyupame U
Op3une npotoka. Takole, UIMyHOKOMIUIEKCH MOTY OUTH CKJIIOHH arperalyji TOKOM Ipolieca rei
GuiITpanyje U MOTy MHTEparoBaTé ca MaTPUKCOM, IITO 32 MOCIEIUILy MOXKE J1a MMa HETauHy
NPOIICHY BEIMYMHE YECTHIIA MM TyOUTaK y3opka. ['en ¢unrpanuja Moxke OUTH OCETIbHUBA HA
npoMeHe pH, joHCKe jadrHe U TeMIeparype, ITo Takohe MoXKe yTUIIATH Ha I00UjeHe pe3yiTare
[75].

Haxo je ren ¢puirpanrja Beoma KOpucHa MeToja 3a (ppakHoOHUCAmhEe MaKPOMOJIEKYIIa,
300r HaBeNEHMX HENOCTaTaka M BpEeMEHa IOTPEeOHOTr 3a WEHO u3Boheme, oapehuBame
BEJIMYMHE UMYHOKOMIUIEKCA OBOM METOJIOM C€ MPHUMEHYje camo 3a oTpede UCTpakUBama U
Ha MaJIOM Opojy y30paka.
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Cauka 2.8. I'en punrpanuja
(xpeupano nomohy BioRender.com)

Mukpockomija aTOMCKHX cuiia (eHrecku: Atomic Force Microscopy, AFM) je TexHuka
MHUKpPOCKOIHj€ Koja oMoryhaBa BH3yaju3all{jy IOBpUIMHE Yy30pKa Ha AaTOMCKOM HHBOY.
Kopuctu ce 3a nerasbHy aHanmu3y Ttomorpaduje, Mophojoriuje ¥ MEXaHMYKUX CBOjCTaBa
paIMYUTHX Marepujaia, ykbydyjyhu u Ouosnoimike y3opke. 3acHHMBA C€ Ha Mepewmy
Meh)yMOoNeKylncKuX cuiia Koje Jenyjy u3Mmel)y aromMa MCIMTHBAHOT Y30pKa M aToMa Ha BpXY
MepHe coHje. MHTeH3uTeT (HemomapHux) MelyMOJNEKYJICKHX CHJIa 3aBHCH O]l pacTojama
u3Mely yectuna y MHTepakLuju, TO oMoryhasa J1a ce MepemheM HHTEH3UTEeTa CUle IPELU3HO
OJIpeIU pacTojame oJ] aToMa y3opka. Ha ocHOBY Tako onpeheHunx BpeaHocTu popmupa ce ciiuka
[76]. Kana ce uHTeH3uTeT Mel)yMOJIEKyJICKUX CHJIa U3MEpPHM Ha BUIIIE Tayaka HA TMOBPILIUHH
HEKOT y30pKa M HaKOH HHUXOBOT CIajama, J00Hja ce nHpopmalja o MophoIoruju y30pKa.
Mepema ce u3BoJIe TOMONY COH/Ie HalpaBJbeHe O] CUIMILIMjyMa WIN CUITUIM]YM-HUTPHJIA KOja
Ha CBOM Kpajy MMa BeoMa OIITap BpPX M Haja3W ce Ha Hocady. Kama ce Bpx mpuOMmKu
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MOBPIIMHM Y30pKa, aTOMCKe cujie u3Mel)y Bpxa 1 y30pka n3a3uBajy rmomak Hocada. OBaj moMak
Ce JIETeKTyje MPEKO JIACEPCKOT 3paka Koju ce 070uja O] TOpH-E MOBPIIMHE HOCAya W Maja Ha
dotonerekTop (cnmmka 2.9). Ilpomene y mosoxajy Jacepckor 3paka Ha (OTOAETEKTOPY
oMoryhagBajy Mepeme momaka Hocada U Tako JOOHMjeHU CUTHAJI Ce KOPUTYje TOMONyY HeraTuBHE
noBparHe crpere. TOKOM CHUMama, COH/Ia BPIIIA UHTEPAKIIU]y ca MOBPIIMHOM Y30pKa KOjH Ce
HaJIa3¥ Ha MMHje30eJeKTPUYHOM CKEHEPY U J1aje nHpOopMaInjy o TMMeH3HujaMa y3opka [76,77].

doTtoaunona nacep
oceT/bUBa Ha

nonoxaj

y3opaK ------zees > TpnF - -
curHan

nospartHe "
cnpere » | ckeHep

(] |

pauyHap
Cauka 2.9. llemarcku npuka3z AFM cuctema (MoaudukoBano u3 [78])

AFM ce MOXe KOPUCTHTHU 3a MCTPAKUBaHkE BEIMUUHE, CTPYKTYpe M JUCTpUOyLHje
arperara u KopuiheHa je, Ha mpuMep, 3a IpoydaBambe HHCYJIUHCKUX (uOpriIa M KOBbYTOBaHUX
IgG arperara [24]. Kama ce xopucTe TeXHHKE CHUMama 3a BH3YyelIHM3alljy arperamuje
IpOTENHa, MpUIpeMa y30pKa je HajOUTHUJU KOpak, jep OHa Hajuyemihe JOBOJM /10 MPOMEHA,
KaKO BEJIMYMHE TaKO M CTPYKTYpe MOJIEKYJIa, U Ha Taj HAYMH C€ MOT'Y JJ0OUTH pe3yaTaTH Koju
HE 0JroBapajy (pU3MOJOLIKUM OAHOCHO pPEealHUM BpeAHOcTUMA. Takohe, MPUIIMKOM aHaIn3e
CJIMKa MOTPeOHO je MaKJbUBO Pa3MOTPUTU M3abpaHy 00JacT CiIMKe Kako OM ce ocurypaia
WCTUHUTA peripe3eHTalja 1eIor y30pKa Koju ce ananusupa [24]. Y Behunu ctynuja xoje cy
ce OaBuie KapakTepuzauujoM HMyHOKoMmIulekca AFM mertomom, mnpaheHu cy HauumHH
BE3WBama aHTUTENA 32 crienuuann anturex [79-82].

[Ipumenom AFM wMeroze je TEIIKO pa3lMKOBATH arperupaHe oj HearperupaHux
CTPYKTypa U BeoMa je 3aXTeBHO M30pojaTu T0BOJHHO BEIUKU Opoj uectuia fa ou ce godunia
pernpe3eHTaTuBHA pacnozesa BenuurHa [83]. V3 HaBeeHUX pasiiora je HeOMXoAHa U IpUMeHa
npyrux metozaa (kao mto je PCS) 3a npennsHuje onpehuBame pacmozenie BeIMYnHa YeCTUIIA
MCIIUTUBAHOT y30paka [84].

Ckenupajyha enexkTpoHCKka MUKpOCKONHja (€HINIECKU: scanning electron microscopy,
SEM) nipy>ka BUCOKY ITPOCTOPHY Pe30JIyLHjy U oMoryhasa JieTajbHy BU3yallM3alijy 4YecTula
YHyTap UMyHOKOMILJIEKCA. EJIEKTpOHCKH CHOMOBU OMOTYNY]y jaCHO pa3iuKOBAHE BEIIMUNHE
YyecTula yHyTap MIMyHOKOMIUIEKCA, pyxajyhu nerasbHe nHpopMalmje o lUXOBOj BEIUYHHH,
00Ky M pacIiofiesy.
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[Mpunnun paga SEM-a 3acHMBa ce Ha WHTEPAKIMjH IOBPIIMHE Marepujaja ca
NPUMAapHUM EIIEKTPOHCKHM CHOMOM, IITO omoryhaBa Qopmupame CIHKEe CTPYKType
noBpiuHe. [Ipy MHTEpakiuju cHOma ca aToMUMa MOBPILMHE MarepHjajia, TeHEpUIly ce
pa3IMYUTH TUIOBHM CHUTHANA, YKJbY4dyjyhu mOBpaTHO pacejaHe eleKTpOHE, CEKyHIapHe
€JICKTPOHE M KapakTepuctuuHe X-3pake (cnuka 2.10). [ToBpaTtHo pacejaHu eIeKTpOHH HACTA]y
KaJa MPUMapHU EJIEKTPOHU O70Wjajy Ha3aJl ca MOBPIIMHE Marepujalia, JOK CEKyHIapHU
CJIEKTPOHM HAacTajy wu30aluBambeM €JIeKTpOHAa U3 aTOMCKHUX opOuTana marepujaia.
Kapakrepuctnunn X-3panu HacTajy Kaaa u30aueHH eNeKTPOHH OCTaBJbajy MpasHUHE Y
aTOMCKHUM JbyCKaMa Koje Ce MOIyHaBajy €JIeKTPOHHUMA U3 BUIIUX €HEPreTCKUX HUBOA, LITO
JIoBOAM 110 emucHje (HoToHa ca crenupUIHOM EHEPrUjoM 3a CBaKH elleMeHT. JleTexkropu 3a
MOBpPAaTHO pacejaHe W CEKyHJapHe eleKTpoHe omoryhaBajy Kpeupame CIHKa MOBPIIMHCKE
Mop(osioruje BHCOKE pe3oiynHje u Tomorpaduje Marepujana, IOK JIeTEKTOpU 3a
KapakTepucTuuHe X-3pake oMoryhaBajy aHajau3y €JIEeMEHTHOT cacTaBa MmoBpIiuHe [85].

Kao u AFM, u SEM ce gaeneHmjama KOPHUCTH, Kako 3a MOP(DOJIOIIKY aHaIu3y
UMyHOKOMIIIEKca [86] Tako u 3a oapehuBame wuxoBe BenuuuHe [3].
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Cauka 2.10. [lemarcku npuka3 SEM cucrema
(xpeupano nomohy BioRender.com)

[TocToju Manu 6poj cTynuja Koje cy nokasaie na ce u PCS Moxe IprMEHUTH 3a aHATTU3Yy
BEJIMYMHE YECTHUIIa KOj€ ylla3e y cacTaB in vitro W in vivo popMupaHux UMyHOKoMILIekca [3-9].

Kako MMyHOKOMIUIEKCH TIpeNCcTaBibajy in vivo (OpMHpaHe arperare aHTHTENa M
aHTUTeHa, OBOM METOJIOM je MOryhe MpaTUTH KUHETUKY (pOopMHUpama KOMIUIEKCa aHTUTeHa U
antutena [87], IeTEeKTOBaTH UMYyHOKOMIUIEKCE Y CEPYMy M CHHOBHjaJIHO] TEUHOCTH 0ocoba ca
peymarouHuM apTputHcoMm [4], nerekroBatu mnpucyctBo LDL-IgG nMyHOKOMIUIEKCA KOJ
ocoba ca arepockiepo3oM [7] aHamm3uparH TPHUPOAY HMYHOKOMIUIEKCa Koix ocoba ca
CapKoJM030M U MIyhHOM TyOGepKyino3oM [8] v mpaTHTH M0jaBy M yKJIambamke UMyHOKOMILIEKCa
y KpBY HaKOH 00pOKa, KOJI Jby/IM U €KCIIEpUMEHTAIHUX XKUBOTHIbA [9]. Takolhe, mokaszaHo je na
ce OBOM METOZIOM MOXKE aHaJM3UpaTH BeanuuHa HatuBHUX rosehux IgG u IgG arpernpanux
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TOILTIOTOM (in Vitro MOAENl UMYHOKOMIUIEKCA) Kao M BEJIMYMHA KOJIOMJIHUX YECTHUIIA y CacTaBy
CIC 3nmpase tenaau u Tenaau odosene ox OpouxonHeymonuje [88].

Gyorgy u cap. (2011) cy nmokazasm moryhHoct npumene PCS 3a mepeme BennunHe
MMYHOKOMIIJICKCA Y CHHOBM]jAJHOj TEUHOCTH Ko mamnujeHara ca PA [4], amu cy Williams u
Mackman (2011) yka3anu aa je 3a aaekBaTHy OMO(PHU3HUKY KapaKTEPU3allh]y UMyHOKOMILIEKCa
ko1 PA morpeOHO kopuinheme BUIIE METOAA, Ka0 M CTaHAapIu3alija MpeaHaTUTHIKUX U
AHAJIMTUYKUX Kopaka [89].

2.2. @OTOH KOpeJALMOHA CIIEKTPOCKONNja

2.2.1. Uctopujar pa3Boja

[IpBa ucTpakMBama METONIE pacUIlaka CBETIOCTH narupajy m3 XIX Beka, kama cy
HAyYHHIIA TIOYETH Ja TPOyYaBajy MHTEPAKIU]y CBETIOCTH ca marepujayioMm. Pane crymuje
ykJbyuyjy paz [lona Tunnana (John Tyndall) ca kononaaum cycnensujama yectuna Behux ox
TajacHe qykuHe ynaaHe ceemioct (Tunaanos edexar) u pag Jlopaa Pejnuja (Lord Rayleigh)
ca KOJIOWJHUM CyCIIeH3MjaMa KOje cajpiKe YeCTHIIe Mame Of TaJacHe y)KHHE CBETIIOCTH
(PejmujeBo pacejame). [louetkom XX Beka Anbept AjumrtajH (Albert Einstein) je pa3suo
TEOPHUjCKU OKBUP 3a bpayHOBO KpeTame, Koje Onucyje CIy4ajHO KpeTame YeCTHIA Y TEUHOCTH.
OBoO ucTpaxHBame je OMII0 KIbYYHO 3a KaCHHMJU Pa3BOj METO/a pacullamba CBETIOCTH, jep je
oMoryhmiio 0osbe pasymeBame IUHAMHKE decTulia y pactBopy. I'yctas Muj (Gustav Mie) je
1908. romune pasBuo Teopujy (MujeBa Teopuja) koja mpomupyje PejnujeB monmen Ha Behe
YecTHIIe Y Topel)eby ca TaJacHOM JIy’)KHHOM CBETJIOCTH, y3uMajyhu y 003up o0nuK yecture u
pa3iiKe y MHJAEKCY Ipenamama n3Mely yectuna u cpenute y Kojoj Cy 4ecTHIle MPUCyTHE. Y
ucroM nepuony, AjHmrajH U CmomydoBcku (Smoluchowski) cy pa3Buim (uykTyanuony
TEOpH]y pacejama CBETIOCTH, IMPeMa K0joj ce TEYHOCT Tpeba mocMarparu Kao KOHTHHYaITHU
MEIUjyM TIle TOIUIOTHE (UIyKTyaldje CTBapajy HEXOMOTEHOCTH, KOj€ pe3ylTupajy
dykryarujama ryctuae u konientpamuje. [lap roquna kacuuje Ilerep ebu (Peter Debye) je
710 TEOPH]y Ja CE pacHIIakhe MOXKE TPOyIaBaTH HE3aBUCHO OJI MPETIIOCTABKH O MACH, BETTHUUHH
nuin oonmuky. Kabanes (Cabannes) u Pokapa (Rocard) (1929), kao u I'anc (Gans) (1921;1923)
Cy ce OaBWJIM TEOPHjOM ONTHYKM AHW3OTPOITHOT pacejarba Kao M HErOBUM YTHIAjeM Ha
nojapuszanujy pacejase cemioctd. CpeanHom XX Beka Hum (Zimm) je mMoau¢ukoBao
Rayleigh—Gans—Debye Teopujy, koja je nana TeMesb MOAEPHOT IPHUCTYIIAa pacHUIlamba CBETIOCTH
KOJU C€ KOpHCTEe 3a opehuBame BelIMUMHE, 00IMKAa U MOJEKYJICKE Mace MaKpOMOJEKyna y
pactBopy. [llezneceTnx roquua XX Beka 1mojasa jacepa oMoryhuia je n3y3eTHO KOXepEeHTaH U
MHTEH3MBaH W3BOP CBETJIOCTH, LITO j€ JOBEJIO JI0 pa3Boja HOBUX METOJIa pacejama CBETJIOCTH
3a MMPOyYaBamke MOJIEKyJa Y TeYHOCTUMA, & Pa3BHjEHU CY U MPBU JUTUTAIHU ayTOKOPEIATOPH.
MHoru ucTpakxuBauu Cy 3aTUM TOKOM TOAMHA Pa3BUIIM PAa3IMUUTE MPHUCTYIIE 3a oapehuBame
xkoeduuujenTa qudysrje MojieKysa y pacTBOpY M CBOJUM MCTpaKUBambUMa JOBENHU JI0 pa3Boja
CaBpEeMEHHX MHCTPYMEHAaTa 3a JIMHAMHYKO PACHUIame CBETIOCTU KOjU JaHAC UIPajy KIbYUHY
yJOTY Y HHTEpaKLUju IPOTEHHA Ca MaJIUM MOJIEKYJIMMA, IPYTUM IIPOTEMHUMA, 1 HYKJIEHHCKUM
KHCEIMHAMa, aJld U 3a UCIUTHUBAKE OCTAIMX THIIOBA MaKPOMOJIEKYJICKUX MHTEPAKIIMja Kao U
aHanu3y HaHomarepujaia [2,90].
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2.2.2. llpynuunu GoTOH KopeJallHOHe CIIEKTPOCKONNje

@DOTOH KOpenanHroHa CIEKTPOCKONHUja jeé TEXHHWKa KOjOM C€ y KOJIOMJIHHUM CHUCTEeMHMa
oapehyje BenmumHa YecTHIa W pacnojena dectuna no BenuunHu. OnpehuBame BenmuunHe
YEeCTHIIA OBOM TEXHHKOM M3BOJIM CE€ MEPEHEM HHTEH3UTETA PAcyTe CBETIIOCTH IOJ] YIJIOM O]
90° u 173° y 3aBucHocTH of] TuTia ypehaja koju ce kopuctu. CTaHgapiHe KOMIIOHEHTE ypehaja
3a IMHAMUYKO PACUIIAEhEe CBETIIOCTH CY:

» MU3Bop cBemiocT, Hajuerthe gacep (HeNe)
» 'henwuja 3a y3opak, Hajuenrhe MUIMHAPUYHA KMBETa ca pedyHukoM u3mehy 10-30
mm
» JlerexTop, GOTOMYNTHILTHKATOPCKA IIEB HIIM BPJIO OCET/hUBA HarpeaHa (oToauoa,
3a KOjH je MOBe3aHa ONTHKA
>

XapzBep KOMITOHEHTE ITOBE3aHe Ha JAETEKTOp Koje ce KOpHCTe 3a 00paay cHrHaga
(cmuka 2.11).

Kusera 3a DetexTop
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Cauxa 2.11. lllemarcku nmpuka3 rpahe ypehaja 3a GoToH Kopenannony CeKTPOCKON]jy

Pacumame cBeTIOCTH je pe3ynTaT MHTEpaKIUje CBETIOCTH Ca €IEKTPUYHHUM I0JHEM
YyecTHulla WIK MOJIeKysIa. YNaaHu 3pak (JOTOHA MHIYKYje OCIMIALHU]y JUIOJA Y €JIeKTPOHCKOM
o0naky, a 300r mpoMeHe AUIoIa, eHepruja ce ociodaha y CcBUM MpaBluMa U Ta €HEpruja ce
30B€ pacyTa CBETIOCT. IHTEH3UTET pacyTe CBETIOCTH MPOIMOPIHOHAIAH j€ IIECTOM CTENEHY
nosynpeyHuka yectuiie [91]. 3a mane yecTuile, 4uju je MPEYHUK MambU O IECETUHE TaJlacHe
Iy’KMHE yTaJJHe CBETJIOCTH, IpUMemYyje ce PejiujeBa Teopuja pacunama cBeTaocTu. Pejnujeso
pacuname je U30TPOIHO, Tj. OAJETHAKO Y CBUM INpaBIUMa, HOCH UCTY €HEpPIrujy Kao ymajaHa
CBETIIOCT (€JTaCTUYHO pacHIlamke) U He 3aBHcH o/ yria [84]. MehyTuM, kaja BeIMYMHA YeCTULIA
npesnia3u oBaj mpar o A/10 onja je PejnujeBo pacumname 3aMeHEHO aHU30TPOITHIM, MUjeoBUM
pacunameM, I7ie je pacyTa CBETIOCT HejeTHaKa y eHepruju (HeeIacTUYHO PacuName) y OTHOCY
Ha yIajHU 3paKk ¥ 3aBUCH O]l yMamgHor yria (cimka 2.12), mpu yeMy je pacyTa CBETJIOCT Y
npaBlly ynajHe CBeTIOCTH Hajseher nHTeHsurera [92].

Pejnuie;:llza;:nawe Pejnun-fle6ajeso
BenuumHa vectuue pacunatbe. CBeTAOCTH

<MN10 BennunHa yectuue
>M\/10

Mujeoso pacunare
cBeTnNoCTH
BenuuunHa yectuue
>>A/10

YnapgHa ceetnocr

v

TanacHa gy»uHa A

Cuamka 2.12. Illemarcku npuKa3 pacHuiama CBETJIOCTH Y 3aBUCHOCTH O] BEJIMYMHE YECTHIIE
(MonuduroBano u3 [84])
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@DOTOH KOpENAIMOHOM CIIEKTPOCKOIHjOM C€ 3alpaBO Mepe BPEMEHCKH 3aBUCHE
duykTyanje y HWHTEH3UTETy pacyTe€ CBETIOCTH YeCTHUIa YCJel HHUXOBOT CIIOHTAaHOT
(BpayHoBOT) KpeTama y TEUHOCTH, Y BeOMa KPaTKUM y3aCTOITHUM BPEMEHCKUM HMHTEpPBAIMMA
KOjH H3HOCE HEKOJIUKO HAHOCEKYH/IW WM MHUKpOCeKyHaHu. [IpoMeHa y WHTCH3UTETY
duyKTyaruje pacyTe CBETIOCTH y (DyHKIMjU BpEMEHa, Ha3WBa C€ KopenamuoHa (yHKIIHja
(cnuka 2.13).
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ayToxkopesaunone GyHkuuje:
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0.2 Iouernu Huso
WBaseline™

: I

0.0
0.1 10 1000 100000

Bpeme (us)

Cauka 2.13. YTunaj BenmyuHe KOJOWIHUX YECTUIA HA eMUTOBAHH CUTHAJI pacHUIamba
CBETIIOCTH y BPEMEHY M KopenannoHy GpyHKiujy A) mane uectuiie, b) Benmuke uecrure, B)
Kopenammona ¢ynkimja — objammemne (MoaudukosaHo u3 [93,94])

Kopenatop cranHo gonaje u yMHOXkaBa (QIyKTyalyje y U3MEpeHOM UHTEH3UTETY pacyTe
CBETJIIOCTH W TeHepuIe (ayTo)kopenanuoHy (yHKIH]y 3a JaTH y30pak. AyTOKOpelalroHa
dyHKIIHja ce TOTOM ,,puTyje’ y TeOpHjCcKy KopelaanuoHy GyHKIHU]Y g(7) IPeKo jeJHaYNHE:

g(r) = 72074 (1)

rae je D nu¢dy3uoHun KoepUIUjeHT, ¢ je alcollyTHAa BPeIHOCT BEKTopa pacyTe (yHKIHje

u 7 je BpemeHcku nomepaj (lag time). Ha aytokopenanuony (QyHKIH]y c€ MPUMEHY]e

aJlropuTaMm, Ha OCHOBY uera ce oxpelyje BeIMUMHA YecTUIA M pacrojesia 4ecTHUla Io
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BenMuuHU. BenmnunHa dectwma koja ce 100Mja OBOM TEXHHKOM IIO3HAara je Kao
XUAPOJUHAMHUYKA BeWYMHA (TMPEUHUK, NujaMeTap), (eHmiecku: Z-ave, Z—average size, Z-
average mean, cumulant mean). Kon cepHux dectuia je XuIpOAWHAMUYKA BEIMYMHA
YECTHIIC jeJJHAKA CTBAPHO] BEJIMYMHHU YECTHUIA, alld C€ XUIAPOIMHAMHYKH MPEUYHUK MOIKE
nedUHUCATH W 32 YECTHUIE HEMPABWJIHOT OOJNHMKa Kao MTO Cy dectuie mojekyna 1gG [94]
(cnuka 2.14).

IgG
Mw=160kDa
D«=7,1 nm

Cimuka 2.14. llemaTcku npuKa3 XUApOoJIMHAMUYKOT IIpeyHrKa Mosekyna [gG;
Mw-monexyncka Maca (eHriecku: molecular weight); Dy-XuIpOInHAMUYKH IPEYHUK
(MomudukoBaHo u3 [94])

JeaHaunHa K0joM ce IPeBOJIE BPEMEHCKH 3aBUCHE (PIyKTyalije y MHTEH3UTETYy pacyTe
CBETJIOCTH Tj. TPaHCIATOPHH IU(PY3HMOHH KOoePHIHjeHT (D) y XUAPOIMHAMUYKH TPEUHUK
yectuna (Dy), je Llltokc-AjHirajHoBa (Stokes — Einstein) jeqHaunHa:

kT
- 6mnDy

2

e je k Bommanosa (Boltzmann) xoucranTta (1,38064852 x 1072 J/K), T amconyTHa
TeMIIepaTypa MpHu KOjoj C€ M3BOJE MEPEHa U 7 BUCKO3HOCT MeIUjyMa y KOME Cy YeCTHIIe
cycnienioBane. Onucane MaTeMaTlykKe jelHaYMHe YKa3y]y Ja pe3yinTard (JOTOH KoperainoHe
CIIEKTPOCKOIIMj€ 3aBUCE Off HEKOJHKO MPOMEHJbUBUX, YKIJbYyUyjyhH BHCKO3HOCT pacTBapaya
(mucnep3anTa), KOpuIIheHn HHCTPYMEHT, TeMIIepaTypy, MHIEKC pedpakiiyje MaTepyjaia uTa.
[84].

LImoxkc-Ajnuumajnosa jenHadnHa ToBe3yje AUQPY3MOHH KOCPHUIIMjEHT 4YecThlla ca
BEJIMYMHOM YECTHIA YKOJIMKO CYy IO3HATH BHMCKO3HOCT MEAMjyMa y KOME CYy 4YeCTHulle
CYCIIeHJIOBaHe, 1 aliCOJIyTHA TeMIeparypa IpH Kojoj ¢€ U3BO/Ie Mepema.

Pesynratn ananmsze BenmuunMHE decTHIa (OTOH KOPENAIMOHOM CIIEKTPOCKOITHjOM Ce
npukazyjy y OONMKy JAujarpaMa 3aBHCHOCTHM HWHTEH3UTETa pacyTe CBETIOCTH Off
XHIPOTMHAMUYKOT MPEYHUKA YEeCTUIAa TIPUCYTHHX Yy Y30pKy. Ha ocHOBY oBuX monmaraka
u3padyHaBajy ce 3alpeMuHa U Opoj uecTuia ofpeheHor 1ujaMerpa y aHaIu3upaHoOM Y30pKY
(cnuka 2.15).
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\
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Cauxa 2.15. [Tpuka3 pe3ynrara aHaqu3e BeIUYMHE YecTrlla (POTOH KOPETaluOHOM
CHEKTPOCKOMHjoM: JIeTeKTOBaHA 3aBUCHOCTH HHTEH3UTETA PACyTe CBETIIOCTH O] BEIIMIMHE
YeCcTUIa M U3padyHara 3anpeMiHa u Opoj yectuna onpeheHe BeTMInHe (XUMOTSTUYKH
JFjarpaMu 3a y30pak y KoMe ce Hayase cepHe yecTulle npeynnka S nm u 50 nm y jeanakom
Opojy) (MonuduxoBano u3 [95])

2.2.3. MaremaTM4Ku MOJeJH KOjU ce IpUMemYjy Yy aHaau3u pe3yiarara (oToH
KOpeJIaHOHE CIIEKTPOCKOINHje

3a aHanM3y BEIMYMHE YECTHIA M JTUCTPHUOYIMje YeCTUIla 10 BEIMYUHN YOOUYajeHO ce
kopucti kymynantHa merofa (enrecku: CUMULANT) koja je nedunucana y mehynapoaHom
CTaHaaply O JUHAMHUYKOM pacHumamy cBemiocTd [96]. 3a onpehuBame BennuuMHE YecTHLA
KyMYyJaHTHOM METOJIOM MOTPEOHO je 3HaTH MHJEKC pedpakiuje nucrep3aHTa U BUCKO3UTET
JUCTIEP3UOHOT MEIHjyMa.

ITopen moryhHocT oapehrBama cpeme BpeIHOCTH MTPEYHUKA Y€CTUIA U3 KyMYyJIaHTHE
aHajiu3e, OBOM TEXHHUKOM C€ MOXE OJPEAUTH M HHAEKC MOJUAMCIEP3HOCTH (CHIVIECKH:
polydispersity index; PI), 6e3n1uMeH3M0Ha BETUYNHA, KOJOM ce J00uja AUCTpUOyIrja YeCTHIIA
10 BEJIMYMHM M3 KyMyJaHTHe aHanuse. Pl 3ampaBo omnmcyje MaTeMaTH4KO OJCTYINambe CTBapHE
ayToKopenannoHe (GyHKIUje o1l Teopujcke (puToBaHe) Kopenauone pyHkiuje g(7). Oacryname
ayToKopenanuoHe (yHKIje o puToBaHe KopenalnuoHe (QyHKIMje ce CMamyje ca CyKaBambeM
pacrozieyie 4ecTulla Mo BeJIMYMHHU, Tj. ca cMamemeM Pl. MHaekc moaumaucrnep3HoCcTH MOxke
UMaTH BpeHOCT Y uHTepBaiy ox 0 go 1.

CUMULANT wmeTox je 3acHOBaH Ha MPETIOCTaBIM Jla j€ NPHUCyTHA CaMoO jeIHa
nomnyJsanyja yectuua (MOHOMOJIalHa), Koja uMa ['aycoBy pacrofienny Oko IpOCeyHe BeIUYHHE
YecTUIla. YKJIamameM ToJuHOMa Tpeher cremeHa y JlorapuraMm KOpenamuoHe (QyHKITH]e
UMHTEH3UTeTa 1o0uja ce 6p3uHa pacnaga I' (1. kymynasr).
bp3una pacmana je mupexTHO moBe3aHa ca koedunujeHToM audysuje D:

r=Dq’ 3)
TJIE j€ q je TalacHU BEKTOp, KOjU 3aBUCH OJ1 yIJIa pacejarma. Builiu peoBu pesynrara yKianama
(2. m 3. xymynaHT) Aajy WHACKC MOJHAUCIIEP3HOCTH y30pka. Behmna caBpemenux PCS

uHcTpyMeHara aytomarcku Bpmm CUMULANT ananusy, jep je jeAHOCTaBHa 3a
UMITJIEMEHTAIN]y 1 0p30 naje pesyarare [97].
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AnTepHatBHA MeToa 3a aHanu3y ayTokopenanuone gynkmuje je CONTIN, koja ce
3acHMBa Ha MHBep3HO] JlammacoBoj Tpancopmaiuju (QyHKIHMje Kopenauuje UHTEH3UTEeTa
nooujeHe u3 PCS mepema. DyHKIMja Kopesalyje HMHTCH3UTETa, g2(7) je ToBe3aHa ca
(GYHKIIH]OM KOpelalyje eleKTPUIHOT 1M0Jba, g/(7), mpeMa cienehoj penamuju:

gO=1+p1a () ? “)

rae je [ dakrop moBesuBama. DyHKIHMja g1 (T) C€ MOXKE HM3PA3UTH KAo CyIEpPIIO3UIIM]a
EKCTIOHCHIIM]aTHUX (PYHKIIH]ja:

gi(t)=J, A (D) eTrdr (5)

rae je I' 6p3una pacnana nosesana ca koeduuujentom audysuje D kpos penamujy I'=Dg>.

Jla 6u ce pemmia oBa MHTETpaliHa jeJHAYMHA U [o0mIa AucTpudynuja koedunujenra nudysuje
A(D), CONTIN merona KOpUCTH peryjiapusanujy, YiMe ceé MUHHUMM3Yje YyTHILa] HIymMa y
nomaruMma [98].

CONTIN metofa je uaeanaHa 3a XeTepoAuciep3He, NOIUIUCIIEP3HE U MYITUMOJATHE
CHCTEME KOjH C€ HE MOTY PEIIMTH KyMYyJaHTHOM MeToioM. Pe3onymuja 3a pasaBajame /Be
pa3aruurTe MOMyJallkje YeCTUIa je MPUOIMKHO GakTop neT win Beha, a pa3nuka y pelaTuBHUM
MHTEH3UTeTUMA u3Mel)y iBe pasauuuTe nomysanuje Tpeda aa 6yae mama oz 1:107°. OBa MeTona
Jaje TMpelu3HUjy KapaKTepusallijy BeIHMYMHE 4YeCTUIa y Yy30plHUMa ca KOMIUIEKCHUM
muctpulOynujama. MehyTuMm, WMIUIEMEHTalMja OBE METO/IE 3axXTeBa BHIIE BpEMEHA H
crpyuHocty y nopehewy ca CUMULANT metonoM, a pe3yiTaTi aHajau3e ¢y Bpio OCETJbUBU
Ha KBAJIUTET MOJATaKa.

CORENN wmerona (enrnecku: Constrained Regularization for Exponential Non-
Negative Networks) nipeacTaBiba HalpeIHy TeXHUKY 3a aHanu3y PCS momaraka. 3acHuBa ce
HAa pellaBakby HWHBEP3HUX Tpobiema  perymapuszanujoM, Kopuctehm wMpexe ca
EKCIIOHEHIIU]AJIHUM (PyHKIIMjama Koje Cy MOJIOKHE OrpaHudYeHhuMa a Oy/ly HEHEraTUBHE U Ha
Taj HauuH oMoryhaBa BpiiO Mpenu3Hy U JleTajbHy aHAJIN3y KOMIUIEKCHMX, HMOJIMMOJAIHUX
IUCTpUOyIMja BenudrHe yectura [99].

2.2.4. Ilpnmena y papManeyTCKUM H OHOTEXHOJIOIIKUM HCTPAKHUBAKBLUMA

PCS je nmocrana npuxBaheHu aHATUTHYKH METOA y Pa3IMUUTUM HUCTPAKUBAKBLUMA Y
OKBUPY HIPUPOJHHUX, OMMEIUIIMHCKUX W HayKa O MarepujajiuMa, Kao U UHAYCTPH]CKUM
nporecuMa KoHTpojie kBaimutera [1]. Ha ocHOBy mpuHmMna pazaa, jacHo je na je (oToH
KOpenaluoHa CIEeKTPOCKOINHWja HAJIoOTOHHja METoJa 3a TMpoydyaBame JIerpajaaiuje
MaKpOMOJIEKYJIa, BbUXOBE XOMO- U XeTepo-0JIMroMepu3aliyje, noaumepusanuje (ykpydyjyhu u
€H3UMCKHU KaTaJIM30BaHYy), Kao U (opMupame KjIacTepa y peaiHOM BpEMEHY.

[Ipumepu npuMeHe oBe MeToae Cy OpojHM, Kao mrTo cy mnpaheme: pH-3aBucHE
nucorjanyje U xuapommse anodeputuna [100], arperanuje XymaHOT TPUOHCKOT MPOTEHHA
(PrP) nakon crenupuUYHOr MPOTEOTUTHUKOT Ienama uiu YB 3pauema [101-103], daze
kpuctanuzanuje nporeusa [ 104-106], rycrune henuja y kyntypu [107], bopmupama TunuIHUX
HaHo-/1ucKkoBa [108] u kuHeTHKe (apmaleyTcKuX mpemnapara, nonyT uncynuHa [109]. Takohe
j€ TTOKa3aHo Jia C€ MOXe KOPUCTUTH | 3a nMpaheme KUHETUKE PeaKIlfje aHTUTeH-aHTuTeno [87],
Kao W 3a mpaheme JeHaTypaluje U TepMajHe CTaOWIHOCTH MPOTEHHA Yy pacTBOpY, jep OBa
TEXHMKa II0Ka3yje BHCOKY CEH3UTHBHOCT 3a IMpaheme Majux NpOMEHa Yy MOJEKYICKO]
KkoH(popmanuju nporeuna [110].

®DOTOH KOpealroHa CIEKTPOCKOMH]ja Y CIPE3N ca eKCKIY3MOHOM XpomMartorpadujom
BUCOKEe TnepdopMaHce TMpeACTaBba 3JaTHU CTaHAApA 3a KOHTPOIY CTaOMIIHOCTH
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MOHOKJIOHCKHX aHTHTeJa, MoceOHO Kox mojaBe Benukux arperata [111]. OBa TexHuka ce
NpUMemYyje U 32 HCIHTHUBAKE IPYruX (hapMmameyTCKuX mpernapara, mpe cBera y KOHTPOIU
KBaJIMTETa Tpernapara 3a HapeHTepaliHy MPHMEHY, e Ce MEPEHEM IMPOCECYHE BEINYHHE
YEeCTHIIA, PACIO/eic BEIIMYMHE YECTUIA, KA0 U EJICKTPOKMHETHYKOT (3eTa, () MmoTeHImjana
WHTPAaBEHCKUX  €MYJI3Mja MOXK€ TIpaTUTH CTa0WIHOCT oBHX npemapara [112].
ENeKTpOKMHETHYKHM TOTEHIMjal jé Mepa eJIeKTPUYHOT IMOTEHIMjajia KOju Ce pas3BHja Ha
MOBPIIMHYU YECTUIIA Yy CYCIICH3HjH KaJia ce IPUMEHH CIIOJbHA EJICKTPUYHA CTPYja U MPEIICTaBIba
Mepy KOJIOWJHE CTaOWITHOCTU. BHCOK €NeKTPOKMHETWYKM TOTEHIMjasl (MO3UTHUBAH WIIN
HeraThBaH) yKasyje Ha TO Jia Cy YeCTHIIC y CYyCIeH3Uju J0OpO OJBOjEHE jeHa O] ApyTe, IITO
JIOBOJIM JI0 CTA0WIIHH]jE CYCIICH3H]je U CIpedaBa armoMepanujy dectuna. CympoTHO, YKOJIUKO je
€JICKTPOKUHETUYKH IMMOTEHITM]aJll HU3aK, YECTHUIIE JIAKO arperupajy u GopMHupajy Mame CTaOMITHE
cycrieHsuje [84]. Arperat pa3MduTUX BeIHMYKHA (O] MAJTUX HIIP. IUMEPH MIPOTEUHA, 10 OHUX
BUJIJBMBHX TOJIMM OKOM), alld M JIETPaJallHOHU MPOAYKTH MPOTEUHA, MOTY Ja ce GOpMUPaAjy
TOKOM IIpOIeca MPOM3BOAIE, UyBama, TPAHCIOPTA MM IpPUIPEMa 32 alUIMKOBame (CIHMKa
2.16). dopmupame arperara je Hajuemhe WHIYKOBAaHO TIPOMEHOM TeMIIepaType
(HEeKOHTPOJIMCAHO 3arpeBame M cMp3aBame), npomeHoMm pH mydepa, u3narameM CBETIOCTH,
OKCHJIAIMjOM, MEXaHUYKHM OITehelheM TOKOM Mellama, GUITpupameM, XpoMarorpadckux
WIA JPYTHX Celapainuja, WHTEPaKIHjOM ca JeIOBHMa OINpeMe Of 4YellnKa, 'yMe, CTakia,
CHJIMKOHA WJIM JIPYyTUX Marepujajia, HHTEPAKIMjoM ca pactBapadnma. OBaKBH arperaTd MOTy
Jla TIOKPEHY HEXEJbEHE peakifje y OpraHu3My M HBHX0Ba JETEKIMja je CAaCTaBHU JIe0 aHAIIN3e

KBAJINTETa y CAaBPEMEHHM OHOTEXHOJOIIKAM TIpOoLleCMMa J00Wjama MPHUPOIHUX WU
PEKOMOMHAHTUX MTPOTEHHA.

A
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Canka 2.16. Jlerexuyja arperara y npenapary aadyMruHa IpUMEHOM (DOTOH KOopeslalioHe
CIeKTpocKonuje A) HAKOH 3arpeBama U b) mpenapara MOHOKIIOHCKUX aHTUTENA HAKOH
mopunnzanyje (MogudukoBano u3 [113])

I'padunm nprkasyjy 3aBHCHOCT HHTEH3UTETA pacyTe CBETIIOCTH O IPEYHHKA YECTHUIIA.

@DOTOH KOpenanruoHa CIeKTPOCKONHja Ce KOPUCTH U 3a olpehuBame BeTUYNHE KAl y
MHUKpOEMyJI3HjaMa Kao HOcaunma JIEKOBa, Kako 3a opayiHy [114], Tako W 3a MHTpaBEHCKY
npumeny [115], 3a ogpehuBame BenuyrHe TUIUAHUX HaHodecTuna [116], kao 1 HaHOYeCTHIIA
cpebpa [117]. Bennunna decTuiia okcuaa reokha ctabuin30BaHuX MONKMCaxapuaoM, Koje ce
KOPHUCTE Kao KOHTpPACTHA CpeJCTaBa 3a MarHeTHY pe30HaHIly je Takohe ompehuBaHa momohy

23



Jlokmopcka oucepmayuja | Tamapa H. 'Byxuh

doTtoH kopenanuone cnekrpockomnuje [ 118]. [I[poyuaBanu cy v mpoiiecu arperaimje CepyMCKux
IpOTEHHA Ca YeCTHIlaMa KOMITIO3UTHUX MaTepujaja Koju ce KOPUCTE 3a UCTIOpYKY JiekoBa [119].

@DOTOH KOpenaloHa CIEKTPOCKONHja ce MOXKe NPUMEHUTU 3a mnpaheme (usmuxe
cTabuiHOCTH JHITo30Ma (decturia oa GochOIUIUAHOT JBOCIOja) Ka0 HOocada OMOAKTUBHHUX
jenumea, pH YeMy MopacT BeJIMYMHE YeCTUIa TOKOM CKIIJHIITeHha yiyhyje Ha arperauujy
yecTulla TOKOM BpemeHa. Ha Taj maumn ce oxapelhyje pok Tpajama ¢opmynanuja Ha 0azu
JUTI030Ma MPHU CKIIAIMINITEY 1moa oapeherum ycemosuma [120,121].

3HayajHy TpUMEHY (OTOH KOpenalMoHa CIEKTPOCKONHja Haluia je ©u Yy
OMOMEIMIIMHCKUM UCTpaxuBamuma. [Ipaheme kopoHa edekra HaKOH MPUMEHE aTOYMUHCKUX
HAHOUYECTHIIA in Vivo je BPIIEHO NMPHUMEHOM OBE METOJE, IITO je O KJbYYHOI 3Hauyaja 3a
TepanujcKy IpUMEHYy HAaHOUECTHUIIa, KaKo OM YeCTHUIIE MOIVIE J1a 10h)y 10 CBOT IIUJBHOT MECTa Y
opraam3my [122]. Mepeme BennunHe CyOMUKPOHCKHMX YECTHUIA IPUCYTHUX Yy CHHOBH]AIIHO]
TEYHOCTH 000JIEIMX HAKOH PEKOHCTPYKITH]e/3aMeHe 3171004 je je/laH o/ INIaBHHUX MapaMeTapa 3a
npaheme cTamba HAKOH MHTEPBEHIHjE, Kako He Ou Jouuto 10 uHpIaMalyje, mTo ce Takohe
MOJKE MPATUTH TPUMEHOM (POTOH KopesaruoHe crnekrpockonwje [123]. doTon KopenarmoHoM
CrHeKTpockonujoM je mpahena u BenmuunHa PF4 - xemapun komIuiekca, Koja je o M3y3eTHOT
3Ha4aja 3a MaToreHe3y XemnapuH HHAyKoBaHe TpoMmOouuTonenuje [ 124].

2.2.5. lIpuMeHa (pOTOH KOpeIanMOHEe CIIEKTPOCKONMje Y TUjarHOCTHYKE CBPXe

PCS je TexHuka koja UMa 3HayajaH MOTEHLUjaJl 3a IPUMEHY Y JUjarHOCTUIM O0JIeCTH
JbyAM W KUBOTHIGA, AIH j€ HeHAa NMPUMEHA y KIMHWYKOj AMJarHOCTHIM JOII yBeK y (azu
UCTpakuBamwa U pa3Boja. [IpobieM y onTUMH30Bamby OBE METOAE 3a YHOTPeOy Y KIMHHYKO]
JIMjarHOCTUIH JISKU Y CIIOKEHOCTH M XETEPOreHOCTH OMOJIOIIKUX y30paKa, Kao IITO Cy KpB,
YPUH WIN TKMBA, [JIe IPUCYCTBO Pa3IMYUTUX KOMIIOHEHTH MOXKE OMETaTu MPELU3Hy aHalu3y
Y JIOBECTH JI0 KOMIUITMKOBAaHUX KopenanuoHux ¢gynknuja [119].

Nnak, pahene cy crynuja koje cy ce O0aBuie aHajIM30M KOMIIOHEHTH KPBHOI cepyma
nomohy ¢oToH KopenaimoHe crekrpockonuje. [Tokazano je na n3mel)y yzopaka KpBHE Mia3me
3paBHX JlaBajialia KpBU U KpBHE IJIa3Me 0c00a ca OHKOJIOIIKUM 000JbeHhHMa IOCTOJU pa3inKa
y OIHOCY Ha MHTEH3UTET pacyTe CBETIIOCTH Ha MOJIeKyaIuMa ajabyMuHa 1 mooynuHa. [lokazana
pasznuka je moBe3aHa ca mnoBehameM pellaTUBHE KOHIIEHTpaluje alOyMHHA U CMambeHheM
100yJMHA Y OHKOJOWIKUM cTambuMa [125]. CnuyHa ucTpaxkuBama cy nokaszana ga ce PCS
MOXKE€ KOPUCTHTH 3a UIeHTU(]UKAIHM]y ocol0a y PH3UKY O]l pa3Boja OHKOJIOIIKUX 000JbeHa
aHaJIM30M KpBHOT cepyMa, pahemeM nosehama MpoLEeHTa JeANbEHha ca MaJIOM MOJIEKYJIICKOM
MacoM (BennuuHe 1-10 nm) u cMamemwa nporeHTa Beaukux nporenHa (11-30 nm) u BUXoBUX
aroMmepara y kox ob6ornenux [125]. Ilopen Ttora, pasmarpajy ce moryhHocTH ymoTpebe
JUHAMHUYKOT pacejama Kao AMjarHOCTUYKOT ajlaTa 3a aHaJIu3y pyU3HKa o7l HacTaHKa Jujabereca
U KapAMOBacKyJlapHUX Oo0JecTH, Kao U 3a ofpehuBame BEeIMUMHE YECTHULA KPBHOI cepyma U
IETOBHX MPOMEHA Y TIpoIiecy Aerpaaanuje nporenHa. Ctyauje cy Takohe mokaszasie 1a ce oBa
MeToJla MOXKE€ KOPHCTUTH 3a JETEeKIM]y MapKepa KapuuHoMa KopullhemeM CHelHjaTHo
MIPUITPEMIBEHUX COHJIM Ha 0a3W HAHOUECTHUIIA 3J1aTa WK ApyTrux metana [119].

PCS ce xopuctu 3a aHanu3y arperara NpOTEMHA Kao IITO CYy aMMWJIOMJHU IIJIAKOBH Y
MO3Ty KOjU Cy TIOBE3aHH ca OojecTuMa Kao mTo cy AnixajmepoBa u [lapkuHcoHoBa Ooect,
IITO MOYXe MoMohu y paHOM OTKpHBamwy U Ipahemy nporpecuje oBux 6oxectu [126].

Nako PCS Hynu 3Ha4ajHE IPETHOCTH Y aHAIM3U TUHAMUYKHUX MPOIeca y OMOIOMKIM
y30pLMMa U UMa BEJIHUKH MOTEHIMjall 3a NMPUMEHY y AMjarHOCTHIIM, MOTPEeOHO je pa3BUTU
CTaHJapJ130BaHe MPOTOKOJIE 3a IeHY YNOoTpedy y KIMHUYKO] PAKCH.
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2.2.6. PaKkTOpH KOjH YTHUY Ha Pe3yJTaT Mepera (OTOH KOpPeJAall0HOM CIIEKTPOCKOINjOM

Kako Ou ce moOwim moy3gaHu pe3ysiTaTd Mepema MOTPEOHO je ONTUMH30BAaTH HAYMH
NpUIlpeMe Y30pKa, Tako Ja KoHpopMaluja W KOJOHAHA CTAOMIIHOCT Iperapara OCTaHy
HeHapynieHe. Hawme, mo3Harto je nga ce KoH(opMmaluoHe TPOMEHE Yy MOJICKYJIMMa
UMYHOTIIOOYJTMHA MOTY HMHIYKOBAaTH EKCTpEeMHHM BpeaHoctuma pH pacTBOpa, mpomeHama
ny(depcKkux cucTeMa, TeMIIeparype, ajli W Jia MOTY HACTAaTH Kao MOCJenuIla MHTEpaKIuje ca
aHTUTEHUMA WM (HE)crenupuIHe HHTEPAKIIHje ca APyruM MakopoMoliekynuma [127,128].

VYKoIMKO ce y30pak pa3dnaxcyje, HEONXoJaH je aJeKBaTaH HM300p pacTBapaya, jep
pasiiiKe y WHJAEKCY IpeliamMarma M BUCKO3HOCTH PA3IMUMTHX pacTBapaya MOTY YTHULATH
WHTepHIpeTanujy pesyiarara [75]. PactBapau Mmopa Outu eprikacaH y IUCIIEproBamy YECTUIIA U
noTpeOHO je /1a OCUTypa JIOBOJbHY KOJIOMJIHY CTa0MIIHOCT TOKOM Mepema. Takohe, pacTBapad
He OM Tpebao /Ja Mema CBOjCTBA y30paka. YKOJIMKO MOCTOjU BHILE aJeKBaTHUX pacTBapaua,
Tpeba n3abpaTu pacTBapad Koju Jaje Hajsehu koHTpacT m3mel)y y30pka u pacTBapada, OJHOCHO
HajBehy pa3iuKy y MHAEKCY MperaMama, jep he ce Ha Taj HaYuH JOOUTH HajOOJbH CUTHAI MPU
aHAIM3UPAHO] KOHIIEHTpAIUjU y30pKa [75].

3a mITO Mpeu3Huje MEepemhe, HEOMTXOIHO j€ ONITUMU30BATH KOHIIEHTpalK]jy y30pka. OBa
KOHIICHTpAIlHja 3aBUCH O] aKkTopa KOju C€ OAHOCE Ha MHCTPYMEHT (HIIp. 3allPpEeMHHA U yTrao
pacejama CBETJIIOCTH, CHara Jiacepa, OCETJbUBOCT JCTEKTOpa) U CBOjCTBA MaTepujayia (HIIp.
MOJIEKYJICKa Maca, KOMIIAaKTHOCT) dYecTHna. Beha KoHIeHTpamuja y3opka JOBOAHM [0
BUIIIECTPYKOT pacejama, I7e pacejaHa CBETIOCT jeIHE YSCTUIIE CTyIIa Y MHTEPAKIIUjy ca IPyTUM
YyecThllama Ipe HEero INTO CTUTHE J0 JeTeKTopa W ryom mHTeH3uTeT. Kao pesynrar Tora,
noOujeHa BeNMYMHA je BelTayku Mama. HacynpotT, kopumiheme mpeBulle pazOmakeHuX
y30paka Hehe CTBOPUTH J0BOJHHO CHUTHAJIA pacyTe CBETJIOCTH 3a aHanu3zy [75].

VY3opuu 3a PCS mepemwa Tpeba ma Oyay xomoreHu u 0Oe3 3amyhema. 3amyheHocT,
KOHTaMHHAIIMja WM BEJIMKE YECTUIIE MOTY 3Ha4YajHO YTHIIATH Ha MPEIM3HOCT Mepemha, jep MOTY
U3MEHHUTHU IyTamy JacepCKOr 3paka Ipe Hero IITo Mpohe Kpo3 LeHTap henuje 3a Mepeme U Ha
Taj HAYMH JIOBEJE 10 HETIPEIM3HUX Mepema U aHanu3e nogaraka. OBaj edekar y3pokyje aa eh
pacyTa cBeTiocT Oyzne JONAaTHO pacejaHa Ipe HEro IITO CTUTHE 0 JAETEKTOpa, YhMe ce
n3obmmuuaBa curHan. Kako Om ce oBaj mpobieM MHUHUMH30BAO, Y30paKk je TOTpeOHO
HeHTpudyruparu, pazonaxutu wim punrpupatu [24]. Mehytum, punrpannja Moxxe H3MEHUTH
JUCTpUOYLIM]y YeCTULa /WM YKIIOHUTHU arioMmepare, ILTO MOXKE MOTEHLUJaTHO YTULATH Ha
nobujeHe pesynrare. Takole, MpoMeHa KOHIIEHTpallMje MPOTEHHA paz0iaXUBABEM MOXKE
M3a3BaTu JUCOLMjaIljy peBep3uOMIHUX arioMepara [24]. Pesynraru mepema Mory OUTH
HEMpel3HH Y y30pluMa y KOjuMa cy IPUCYTHH BEJIMKH arperatu. ArioMepaluja JOBOIU J10
dopmupama Behux CTpyKTypa M MOXE JOBECTH A0 WIMpewma U Jedopmallije BpxoBa y
JUCTpUOyLMju BennurHe yectuia. Kao pesynrar tora, nojaBsbyjy ce IIMPU U Mambe MPELU3HU
MUKOBM, IITO OTEXaBa MHTEpHpeTanujy noOujeHux curHaia. Takohe, ariomepaT MOTy
MacKHpaTH TMPHCYCTBO MamHUX YECTHIAa Y Y30pPKYy, OJHOCHO MOIY CMamHUTH OCETJbUBOCT
netekropa [75].

O06o0jenu y3opIu Mory J1a ancopOyjy CBETIOCT y opel)eHOM ofcery TallacCHUX Ty>KUHa,
ra CaMUM THM j€ HHTEH3UTET PacyTe CBETIIOCTH Mamby M U3MEpeHa BeJIMUMHA YECTUIIA j€ Mamba
o]l cTBapHe [75].

YecrTuile HEMpaBUWIIHOT 00IMKa OOMYHO MOKa3yjy Behe XuIponnHaMUYKe MPEYHUKE Y
nopehemy ca chepHUM decTuIlaMa eKBUBAJICHTHOT MPeYHHKa. Takolhe, yecTuiie HermpaBuiIHOT
00MKa MOTY TMOKa3aTH aCHMETPHYHO TOHAMmame y nudy3uju cBeTmiocTu y mopehemy ca
c(hepHUM YecTHIlama IITO MOXKE YTHIIATH Ha HaYWH WHTEPaKIHje ca CBeTIOmNY U pacroiery
WHTEH3HUTETA pacyTe CBeTIOCTH. Ha mpuMep, uecTuria ca omTpuM HBUIIAMa HITH HENPaBUITHUM
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MOBpIIMHAMa MOTY CTBapaTy JOAATHE CBETIOCHE €(eKTe KOjU MOTY YTHULATH Ha MPEHU3HOCT
nobujeHux pesynrara [84]. Takohe, BehrHa KOMEpIMjaTHO JOCTYITHUX arapara je onpemMbeHa
copTBepUMa KOJU CTPYKTYpy KOJIOMJHUX HYECTHIIAa amnpoKcUMHpajy kao cdepy. To je
oarosapajyhu mpuCTyn 3a aHajau3y HIP. MOJIEKyJla ajJOyMHHAa 4dja CTPYKTypa ce€ MOXKe
anpOKCUMUPATH HA OBaj HauWH. MelyTum, 3a aHanu3y MoJeKyjda HMYHOIIOOy/lHHa, 300T
IUXOBE ClieM(pUIHE CTPYKTYpe, OBaKBa allpOKCUMallrja HAje YBEK oarosapajyha.

Ha pesynrare ananuse yThue Tpajambe MEpEma, PEOoJIONIKa CBOjCTBA (BHCKO3ZUTET)
y30pKa Kao ¥ MaTeMaTU4IK{ MOAEIIH WX aJITOPUTMHU KOjH Cy KOpUIINEeHHU 3a aHATN3Y pe3yiTaTa.

300r cBera HaBEIEHOT, NMPEMOPYUYEHO je Ja ce, 3a aHaJu3y IPUCYCTBA MPOTEHHCKUX
arperara, PCS xopucty y KOMOMHALMjU ca APYTHMM TEXHHKaMa (pa3IMYUTHM THUIIOBHMA
xpomatorpaduja u enekrpodopesa, UV-VIS cnekrpockormjom, FTIR u PamanoBom
CHEKTPOCKOIH]OM, PA3IMYUTUM MUKPOCKOIICKMM MeToziama, utx.) 2, 25-27,24].

2.2.7. Ilpeanoctu (pOTOH KopealliOHe CIIEKTPOCKONMje MeTo/le Y AHAJIM3H BeJUYHHA
HMYHOKOMILIEKCa

Bemuka npennoct PCS y omHocy Ha MeTole Koje ce MHauYe KOPHCTE 3a aHaJIU3y
BEJIMYMHA UMYHOKOMIUIEKCA je Y TOME IITO C€ PETaTUBHO Op30 M3BOAM, HE 3aXTeBa NOCEOHY
NpUIpeMy y30pKa, IMoKasyje MIHUPOKY MPUMEHHBOCT 3a MPOyYaBambe Pa3IMYUTUX THIIOBA
MIPOTEHHA, 2 HAKOH aHAJIN3€ y30paK ce MOKe KOPUCTHUTH 3a ipyre aHanuse. Takohe, moTpedHa
je Mayia KOJMYMHA Y30pKa, a OMOTYheHH Cy IIMPOK OICeT Mepema BEIMYMHE YeCTHIA W
npaheme AUCTpUOyIHje BEINYNHE YECTHIIA Y PEATHOM BPEMEHY, Kao OJIrOBOP Ha pa3IMIUTe
CIIOJBAIIE CTUMYITYCE, Kao IITO cy npomeHne pH, temmeparype mimm koHneHtpanuje. Opa
kapakrepuctuka PCS MeToze je kopucHa 3a mpoydJaBame THHAMUYKOT [TOHAIIAkha KOJIOUIHUX
CHCTEMA U pa3yMeBabe IbHXOBE CTAOMIIHOCTH U PEAKTUBHOCTH Y Pa3IMUUTHM YCIOBUMA.

Jour jemHa OWTHA MPETHOCT (POTOH KOPEITANMOHE CIIEKTPOCKOIH]E jeCTe UCILIaTUBOCT,
jep y nopehemy ca Apyrum MeTonaMa 3a aHaJi3y BeJIMYHHE YECTHUIIA, Kao LITO je Ha IIPHMEp
EIEKTPOHCKA MHUKPOCKOIHMja, OBa MeETOla HHj€ TMPEBUIIE 3axXTeBHA Y CMHCIY
MHCTPYMEHTAIMje M H3BOJIU C€ M3Y3€THO Op30, LITO jé YMHM MOTrOJHOM 3a NPUMEHY Yy
LIMPOKOM CIIEKTPY HAyYHHX OOJIACTH U UHIyCTPHUjH 3a PYTUHCKY aHaJIM3y BEJIMUMHE YeCTHUIla
1 Ha BeheM Opojy y3opaka. YIopeaHH IpHUKa3 METo/1a Koje ce KOPUCTE 3a aHAJIN3Yy BEIMYHHA
MMYHOKOMIUIEKCA IPUKa3aH je y Tabenu 2.4.
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Tabena 2.4. Ynopeanu npuka3 METoAa Koje ce KOPUCTE 3a aHAJIM3Y BeTMYMHA UMYHOKOMIUIEKCA

ITapamerpu/MeTtona

Tpajame ananu3ze

IIpunpema y3opka u
onpeme

Pe3onyuuja n
CEH3MTUBHOCT

Jdunamuuke
uHpopmanmje

3anpemMuHa y30pKa

ena anapara u ueHa
aHaJIu3e u
KOMILIEKCHOCT IOCTYIIKA
Mepemha

DoTOH KopeJaluoHa
CIIEKTPOCKOMNHMja

20 MuHyTa

MuHuManHa, yIjiaBHOM ce
y30pILH aHATTU3UPA]Y Y
CBOM HAaTHBHOM OOJIHIKY

Bucoka ceH3uTHBHOCT

IIpyxxa nuHamuuke
uHpOopMaImje o
JTUCTPUOYIIV]H BETHINHE
4ecTuIa, IoroHa 3a
npaheme NpoMeHa TOKOM
BpeMeHa
Mauta 3anpemMuHa y30pKa
(500 pL)

YMmepeHa ueHa u
JEIHOCTAaBHOCT pajia

Yarpauentpudyrupame
HA IPajiljeHTy caxapo3e

[Mpunpema rpaaujeHTa,
yaTpaneHTpudyrupame u
aHanm3a (hpaknmja: 2 gaHa

[Tpunpema y3opka je
MuHuMaiiHa; opMupame

rpajijeHTa TyCTHHE U

CKyIUbame ()paKiuja je

TEXHUYKU U BPEMCHCKU

3aXTEBHO

Ymepena

OwmoryhaBa crarnuka
Mepera HAaKOH 3aBpIIeTKa
poleca
yATpaueHTpudyrupama

Behe 3anpemune y3opka
(>1mL)

YmMepeHa 10 BUCOKA 1I€Ha;
3axTeBa cIielujaan30BaHy
onpemy

27

I'ex puarpanuja na
HHUCKOM MPUTHUCKY

PenaruBHO criop mpoiiec
JIO HEKOJIMKO CaTh

[Ipunpema y3opka je
MuHuManHa; [Ipunpema
KOJIOHE, HAHOIIICHHC
y30pKa U eNyupame u
aHanm3a pakuuja cy
BPEMEHCKH 3aXTEBHU

YmMmepena

OwmoryhaBa crarndka
Mepema y TUCKPETHUM
BPEMEHCKHM TauKkama
TOKOM TIpOLIECa O/1Bajamba

Behe 3anpemune y3opka
(>1mL)

YMepeHu TPOLIKOBU U
yMEepeHa CIIOKEHOCT Y
norieny paga

SEM u AFM

IIpunpema y3opaka u
CHUMam€: 2 JaHa

Crneruduyna npunpemy
y30pka: (hukcanyja,
nexuaparanuja (AFM) n
JTIOJIATHO OOJarame
(sputter-coating) 3a SEM

Bucoxka pesonyiuja

00e30elyjy crarnuHe
CHUMKE CITUKE Y jeITHO]
BPEMEHCKO] TaYKH

MuHrMaHa KOJIUYHAHA
y3opka (10 puL)
Bucoka niena, HeonxonaH
je oOyuenu omneparop 300r
CJIOKEHOT pajia u
OJIpKaBara ornpemMe
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3. /b UCTPA’KNBAIbBA

[{usp OoBe MJOKTOpPCKE AMCepTalyje je Ja ce€ HCIUTa XWUIoTe3a NpuMeHe (oToH
KOpeJalfoHe CIEKTPOCKOMHUje Kao MeToze 3a oapehuBame BelWYMHE UMYHOKOMILICKCA, Tj.
YECTHUIlAa Y HUXOBOM CaCTaBy, Y JUJarHOCTUIM OOJECTH 3a YMjU Cy HACTaHAK U MPOTPECHjy
YKJbYYEHH UMYHOKOMILJICKCH.

Y 0BOj TOKTOPCKOj aucepTaluju ouhe aHaTM3upaHd UMYHOKOMILJIEKCH 3/IpaBUX 0co0a 1
ocoba ca PA. Mako ce y PA MMyHOKOMIUIEKCH CTBapajy M akyMyjiHupajy y CHHOBH]aIIHO]
TEYHOCTH, Yy OBOM HCTpakuMBamy Ouhe aHaIM3upaHU HUMYHOKOMIUIEKCH Y CepyMHUMa
nepugepne kpsu (CIC), koju canpke y ceOM 1 UMYHOKOMITJIEKCE KOjU TIOTHYY U3 epupepHuX
TKHBA, U Ka0 TaKBU MPEJCTaBJbajy OAroBapajyhu mMonen 3a nu3ydyaBambe HIMyHOKOMIUIEKCA Kajia
uX HUje Moryhe M3010BaTu AUPEKTHO ca MecTa nH(IamaIuje.

[{uss oBe aucepralyje je 1a ce Ha OCHOBY pe3yniTara aHaiuse Beauunne konouanux CIC
yecTula (pOTOH KOpeNaroHOM CHEKTPOCKOIHjOM OIPE AUCTPHOYIHja HUXOBE BEIHMYUHE
koja je kapakrepuctuuna 3a CIC 3apaBux ocoba, Tj. n1a ce popmupa pedepeHTHH CUCTEM Ha
OCHOBY Kora he OuTH mokazaHa mpoMeHa IUCTpuOynuje BeanuuHa komonaaux yectuna CIC y
PA. Ha oBaj HaunH 6u ce moTBpAWsIa MOTYRHOCT MPUMEHE OBE METOJIC 32 aHAIM3Y BEIMYMHE
YEeCTHLIA Y CacTaBy MPUPOAHO (POpMUPAHUX UMYHOKOMILIEKCA.

VY 0BOj IOKTOPCKO] AUCEPTAIUjU EKCIIEPUMEHTAIHU J€0 PEealu30BaH je Kpo3 TpU IVIaBHE
daze:

I) AHaqm3a BeIMYMHE KOJOMWIHHMX YeCTHLIA HATHBHHMX MMYHorioOynauna IgG, in vitro
aHAJI0Ta HMYHOKOMILIEKCA M in vitro (popMUPAHUX HMYHOKOMILIEKCA KOja TIO/[pa3yMeBa:

» W3onoame IgG u3 nepudepHe KpBH 31paBUX 0co0a;

» @opmupame in vitro aHajaora UMyHOKOMILJIEKCA arperupameM (3arpeBambeM) HaTHBHUX
IgG;

» In vitro popmupame numyHokomIuiekca u3mely IgG 1 MOHOKIIOHCKHX aHTHTENa MU
crenn(UYHMX 3a K JIaKe JIaHIle UMYHOITIOOYIMHA YOBEKa;

» AHanu3a BeJIMYMHE HAaTUBHUX M arperupaHux IgG yoOWyajeHMM MeTofaMa aHaim3e
BEIMYMHE MMYHOKOMIUIEKCA: yATpaleHTpU(yrupamem, Ten QWITpauujoM |
Mukpockornckum Merogama (SEM u AFM);

» Mepemwe BeMunHe KOJTUIHUX YECTHIA Y TIperapariMa HaTUBHUX U arperupanux 1gG u
in vitro pOopMHpaHUX UMYHOKOMILIEKCA (DOTOH KOPENIALMOHOM CHEKTPOCKONH]OM H
nopeheme 100MjeHUX pe3ylnTara ca pesylTaTiMa J0OWjeHHM NPUMEHOM JPYIUX
METO/1a aHaJIN3€ BEIMYMHE U UMYHOKOMILIEKCA;

» OnpehuBame BpeaHOCTH ( (SIEKTPOKUHETUYKOT) TOTEHIIMjala, Kao Mepe KOJOWIHE
CTa0MITHOCTH, HATUBHUX U arperupanux 1gG;

» Tlopeheme pesynrara Mepera BeTHUMHE KOJOUIHIX YECTHIIA y TIperapaTiMa HaTHBHUX
u arperupanux IgG (GoToH KopenanroHOM CIIEKTPOCKOIIN)OM Ca BETMYMHOM KOJIOMIHUX
YyecTulla y IpernaparauMa HaTUBHOI M arperupaHor aj0yMHHa YOBEKa Kao Mojena
100yJIapHOT MPOTEHHA.

IT) Anaan3za BesnunHe koouaHux yectuna y CIC 3apaBux ocoda koja rnoapasymena:

» WzonoBame CIC 3mpaBux ocoba TpPEUNHUTAIjOM Y3 TPUMEHY MOJHETHUIICH
IJIMKOJIA M aHaJIM3a cajjpXaja Kjlaca M MOJKIaca UMYHOINIOOyIMHA Y M30J0BaHUM
CIC;

» Amnammza CIC 3gpaBux ocoba ynTpaneHTpuyrupameMm, Ten (QUITPalujoM |
Mukpockornckum Merogama (SEM u AFM);
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» Mepeme Benmmuune kotonaaux yectuna CIC 3apaBux ocoda GOTOH KoperanrnoHOM
CIIEKTPOCKOTIH]OM y3 nopeheme ca pe3yiraruma N00HujeHUM
YATpaLEeHTPUPYTHpabEeM, Tel (PUITpaIKjoM 1 MUKpOCKOIICKUM MeTtonama (AFM u
SEM) natuBHuX U arperupanux IgG;

» OpnpehuBame BpenHoctH ( (enekrpokuHeTrakor) noteHmnujana CIC 3apaBux oco0a.

II1) Ananusza BeanumnHe xkoauanux yectuna y CIC ocoda ca PA kao monen 6oJiectu
nocpei0BaHe MMYHOKOMILIEKCMMA KOja MoJIpa3yMeBa:

» MUzonoBame CIC ocoba ca PA mpenumuranujoM y3 MpUMEHY MOJUETUIICH IIIUKOJIA H
aHasM3a caJipkaja Kiiaca u Mmojkiaca uMyHorooyiauaa y nzonosanum CIC;

» Awnammza CIC ocoba ca PA yarparnentpudyrupamem, reil  (QUITPALMjOM |
MUKpocKornckum metoaama (SEM u AFM);

» Mepewe Benmuunne konowanux udectuiia CIC ocoba ca PA ¢doton kopemaroHoM
CHEKTPOCKONHjOM U TopehemeM ca pesynraruma yiTpaneHTpudyrupama, Teil
¢mnrpanuje m SEM HatuBHUX 1 arperupanux 1gG;

» Jledbunucame BpeqHoctu ( (enekrpokuHeTndkor) nmoteHiujana CIC ocoda ca PA.

[Ilemarcku mpHKa3 eKCIIEPUMEHTAITHOT Jiea JOKTOPCKE JUCepTaIije NMpuKa3aH je Ha CIHUIH
3.1.
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Cauka 3.1. [llemarcku npukas eKCIIEPUMEHTAITHOT Jiefia JOKTOPCKE AUcepTaIlje
A) Ipenapar HaTUBHOT aJIOyMHUHA PA3IMYUTHX KOHIIEHTPAIM]a U b UXOBO arperupame
tororom; b) N3onoBame IgG u3 cepyma n106poBOJbHUX /aBanana KpBu ahUHUTETHOM
xpomatorpadujoM U arperupame ToriotoM; B) In vitro dopMupame "MyHOKOMITIIEKCA
u3Mehy IgG 1 MOHOKJIOHCKHMX aHTHUTEJa MUIIIA CIEU(PUIHUX 32 K JIaKe JaHIle
MMYHOTJIOOYyJIMHA YoBeKa y pazmuutuM onHocuma; [') M3onoBame CIC u3 cepyma ocoba ca
PA u 31paBux ocoba mpenunuTaIyjoM MoJMeTUIeH mukoiom; /1) Merone koje cy kopuitheHe
3a aHAJIN3Y BEITMYMHE YECTHIIA yY30paka qoOujeHnX paznuautuM noctynmuuma (A, b, B u I')
(xpeupano nomohy BioRender.com)
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4. EKciepuMeHTAJIHH [1€0

4.1. Marepujaau

4.1.1. Cepymu nepugepHe KpBH 3IPaBUX J00POBO/bHUX 1aBaJIalla KPBH

VY 0BOM HCTpaKUBamy, Ka0 OHOJIOIIKH MaTepujai KOpUIIheHu ¢y cepyMu mnepudepHe
kpBu 300 goOpoBospbHMX pgaBajana. Cepymu Cy cakymubeHH Ha MHcTHTYTY 3a
TpaHcdy3nonorujy u xemoobuonorujy BojHomenuimacke akagemuje y beorpany, y nepuomy
Maj-jyH 2022. rogune. OBU y30plM NPENCTaBJbajy OTHAAHU OHOJIOIIKKA MaTepujall KOjH
3a0CTaje HaKOH aHajm3a ypaleHux 3a morpeOe HpOIEHE 3PaBCTBEHOI CTaTyca JaBajala.
VY3opuu nepudepHe KpBU y3€TH Cy HAKOH Jo0Oujamka MUCMEHNX HH()OPMUCAHUX MPUCTAaHAKA U
eKCIIEpUMEHTH ¢y ypaheHu y ckiiany ca ETmukum kogpekcom CBETCKOT METUIIMHCKOT YIIPYKeHha
(dexnmapanuja Xencunku) u ogodpen on Etwukor xomutera BojHOMenuiMHCKe akajemuja
(Ernuxa ommyka 17/2020; 3a 3npaBe maBaorie kpBH). [Ipoceuna crapoct noOpoBoJskana je ouma
38 = 11 romquna. On cepyma nepudepre kpu 300 1oOpoBOJbHUX JaBaialia KPBU HAIMlPaBJbEH
je 30upHH y30pak cepyma M3 Kojux je m3ojoBaH IgG, xoju je majbe KOpuIIheH 3a in Vitro
dbopmupame arperara [gG u ”MyHOKOMILTEKCA.

4.1.2. Cepymu nepugepne kpBu ocoda ca PA u 3npaBux ocoda

Y 0BOM HCTpakMBamy Kao OMOJIOIIKK MaTepHjall KopulheHu ¢y u cepyMu nepudepHe
kpBu 30 manujeHara ca PA koju cy cramumoHapHo jedeHun y MHCTUTYTY 3a peymaroniorujy,
beorpan, Cpouja. Huso RF u ACPA y cepyMuma ucnuTaHuka, Kao U Op3MHa ceJMMEHTALH]je
epuTponrTa, KOHIeHTpamuja Lle - peakTHBHOT NpoTenHa (SHIIeCKu: c-reactive protein, CRP),
U CTETeH aKTUBHOCTH OosiecTu (eHIVIeCKU: disease activity score-28, DAS 28) cy oapehenu Ha
Wuctutyty 3a peymaronorujy y beorpagy. M3 oBor MHctutyta cy no0ujeHM W mojanu o
Tepanuju crneuupuuHoj 3a PA kojy Cy MCHHMTaHUIM NpUMalld y BpeMe y3uMama KpBU 3a
notpede oBe cryauje. Hujeman ox mamujeHata HUje JIEYEH TEPANHjCKUM MOHOKJIOHCKHM
a"HTuTenuMa. HAMBUyalHU TOJIAIM O CTAPOCTH M MOJTy UCTIMTaHUKa, HUBOY cepyMckuXx RF u
ACPA, 6p3unn cenumenranuje eputpounta, HUBoy CRP m DAS 28, xako u nmpuMIibeHO]
Tepanuju cy npukaszanu y tabenu [11, y IIpuiory oe nucepranuje.

OcumMm y3opaka cepyma ocoba ca PA y oBoM pany cy xkopunthenn u cepymu 30 31paBux
0c00a KOjH MO CTapOCTH OJroBapajy ucnutaHuuuma ca PA, u koju cy ¢popMupanu KOHTPOJIHY
rpymy oBe cryauje. VcnuTtaHMIM Koju cy (GOpMHpaTd KOHTPOJHY TpYyNy HHCY HMAald
JIOKYMEHTOBaHE CHCTEMCKe OOJIECTH M aKyTHe MH(EKIIM]je HajMambe Mecel] 1aHa IIpe y3uMama
kpBu. tbuxoBa crapocT u mon cy garu y Tadenu [12, y Ilpunory oe nucepraruje.

CBu y3opuu nepugepHe KpBH 3IpaBUX JIOHOPA y3€TH Cy HaKoH JoOHjamba MUCMEHUX
WHPOPMHCAHUX TMPHCTaHaKa, a eKCIIEPUMEHTH Cy ypaheHn y ckiiaay ca ETHUkuM Kojexcom
Ceerckor MeOUIMHCKOT yapyxkema (Jlexnmapanuja XencuHku) W ofgoOpeHu oj Ertmukor
komuTeTa CToMaToomKkor akynrera YauBep3uteta y beorpany (Etuuka ommyka 6p. 36/7;12.
anpun 2017).
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4.1.3. Anoymun

Y pany je xopumthen mpenapar 22% anOymMuHa 3a UWHTPABEHCKY MPUMEHY
(komeprjanau npenapar, Bovine albumin 22%, CE-IMMUNODIAGNOSTIKA GmbH,
Hemauka).

4.2. Metone
4.2.1. N30/10Bam-€ KPBHOT cepymMa

[TojequHauHy y30pim cepyma T0O0MjeHU Cy CIIOHTAaHOM KOaryJjamujoM KpBU TOKOM 24 h
Ha 37 °C HakoH 4era je TeuHa (pa3a u3nBojena uentpudyrupamem Ha 22 °C, pu 1257 X g TOkOM
10 min. Jeman aeo cepyma (3ampemuue ox 1 mL) je ommax kopumiheH 3a u3onoBame CIC
(omucano y oziesbKy 4.2.6), TOK je mpeocTanu aeo cepyma 3amp3uyT Ha -20 °C 3a najpe aHanmse.

4.2.2. M3os0Bame I1gG u3 cepyma apMHUTETHOM XpomaTorpadujom

IgG je wm3omoBaH w3 y3opka 30upHOr cepyma 300 3apaBux ocoba apuHHTETHOM
xpomarorpadujoM Ha koionu ca mporernHoM A (HiTrap Protein A HP, 1 mL columns, Cytiva)
u Ha kosonu ca nporenHoM I'e (HiTrap Protein G HP, 1 mL columns, Cytiva). 30upau cepym
je Hajmpe nentpudyrupan Ha 22 °C Ha 3000 X g y Tpajamy ox 10 min, 3aTuM je pa3zdnaxeH y
ogHocy 1:2 wm3oronmynuMm ¢Qocharaum mydepom konuentpamumje 10 mM, pH 7,2-74,
(enrnecku: phosphate buffered saline, PBS).

[Tpe moyetka xpomarorpaduje ahUHUTETHH MaTPUKCH y XpoMaTorpad)CKuM KoJoHaMa
cy exkBunuOpucanu PBS nycdepom, a 3arum je Ha KOJOHE HAHOIIEH Yy30paK pa30iia)KeHor
cepyma. Haxkon Tora je kpo3 kosioHy npomyiitad PBS y 3anpeMunu koja oarosapa S 3anpeMuHa
KosioHe. Ha oBaj HauMH Cy YKJIOBEHU IPOTEHHHU KOjU C€ HUCY Be3aJIH 32 aUHUTETHH MaTPHUKC.
Enyupame nporenHa Be3aHux 3a marpukc je paheno 0,1 M mmuumuckum mydepom pH 2.5.
HenocpenHo HakoH enyupama, Hu3ak pH enyenra je Heyrpanucan gogasamem 40 pL 1M TRIS
pH 8 na 1 mL y3opka. M3mena nydepa je pahena mpomymramem eiyaTa Kpo3 KOJOHY
(3anpemune 5 mLl) HanymeHy MmarpukcoM 3a ren ¢unrpaunjy Sephadex G-25 (omcer
pasnBajama: 1-5 kDa 3a rmo6ynapne nporeune; Cytiva, CAJl), koju je nmpe uzmene mydepa o6uo
exBuinOpucan PBS mydepom.

4.2.3. OnpehuBame KOHIEHTPAIHje MPOTEUHA

Konnenrparuja nporemHa y CBUM y30pHHMa je olpeheHa KOMEpIHjaIHUM TEeCTOM
OMIIMHXOHWHCKE KucenuHe (eHrnecku: Bicinchoninic Acid, BCA)(BCA Protein Assay Kit,
Pierce, CAJl) a Tectr je pahen mo ymyTcTBY mnpousBohaua. Kao mpoTenHCKH cTaHmapn
kopuiheH je pactBop roeelher anOymuna y oncery koHueHntpanuja og 0,062 no 1000 mg/mL.
Kao crena nmpo6a xopuithen je PBS. Tect je u3Bohen y MukpoTutapckum miodama ca 96 mecra,
npu yemy je Ha 25 pL crangapanux pactBopa u CIC y3opaka goxaBano 200 uL pagnor BCA
pearerca. Peakmmona cmema je mHkyoupana 30 min Ha 37 °C, a Ha OCHOBY OYMTAHHX
BpeaHocTH ancopOaniie Ha 540 nm TanacHe ayxuHe (As4o) U3 jeJHAUMHE TpaBe U3payyHaTe
Cy KOHIIEHTpaIl}je MPOTEenHa Y y30pIumMa.
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4.2.4. Eaextpodope3a nporenHa y rejy noJuaKkapwjiamMuaa ca A0JaTKOM HaTPHjyM-
poxeum-cyiagara

Uucroha mpenapara cepyma IgG no6ujeHnX aUHUTETHUM H30JI0BAEEM HA TIPOTCHHY
A wu mnporeuHy [e mpoBepeHa je ITUCKOHTHHYHPAHOM eJIEKTpo(ope3oM Ha Tely ol
MoJIMaKpHJIaMyIa ca JAO0AAaTKOM HaTpwjyM-aoxeuwi-cynadara (enrnecku: SDS polyacrylamide
gel electrophoresis, SDS-PAGE) y nepenykyjyhum ycinosuma [88]. Enexrpodopesa je pahena
Ha ,,SE 260 Mighty Small II Vertical Slab Electrophoresis Unit*“ (GE HealthCare LifeScience,
CAJl) anapary 3a Beptukanny SDS-PAGE ca xnahemwem. Enexrpodopesa je pahena y 10%
renoBuMa niebsbrae 1 mm, ca 10 mecra 3a y3opke. Ha rexn je nanomeno 10 pg nporenHa mo
y30opky. Ha cBaku rem cy mopen y3opaka, HaHOUICHH IPOTCHMHCKA MapKEpH IO3HATUX
MoJieKynckux Maca y oncery ox 10-250 kDa (PageRulerTM Plus, Thermo Scientific, Rockford,
IL, CALl). Enexrpodopercko pa3aBajame je n3BOheHO MpHU KOHCTAHTHO] jauuHH CTpyje o 40
mA y3 Hempecrano xiaheme. [lo 3aBpmieTky enekTpodope3e MpoTeUHCKe (pakiuje cy
BHU3yeIn30BaHe 00jemeM peareHcoMm Komacu miaBo (enrnecku: Coomassie brilliant blue, CBB),
HAKOH Yera je BHIIaK 00je yKIOHkEeH PacTBOPOM METAaHOJIA i CUpheTHE KUCEInHE.

4.2.5. ®opmupame arperara nporeMHa TOnJa0ToOM
4.2.5.1. Arperanuja aj0ymMuHa TOMJIOTOM

AnOyMHUH 32 MHTpaBEHCKY npuMeny (22%) je pa3z0naxkeH y (DU3HOJIOLIKOM PacTBOpPY
(Natrii chloridi infundibile, 9 g/L; Xemodapm, Cpbuja) no konuentpauuja ox 20, 10 u 5 mg/mL
U arperupa 3arpeBameM Ha 70 °C (Temmnepartypa HEONXoHa J1a OM ce 0Baj MPOTEHH YCIECIITHO
neHarypucao u arperupao [129]) y tpajamy o 10 min. EdukacHocT aenarypanuje u
arperanuje anOyMrHa je MPOICHEeHa Ha OCHOBY Mepema arcopOaHiyje pacteopa Ha 350 nm
(A3s0), HAKOH yera cy HearperupaHul (HaTUBHH) M arperupaHu aqOyMUH aHamu3upaHu (OTOH
KOpPEJAIMOHOM CIIEKTPOCKOMHUjoM (onucano y 4.2.10).

4.2.5.2. Arperanuja IgG Toniorom - @opmupamse in vifro aHaJa0ra HIMyHOKOMILIEKCA

IgG koju je ahuHUTETHO M30JI0BaH Ha MPOTeHHY A miu npoteuny ['e je pa3zdnaxkeH y
PBS nydepom o xonnentpanyje og 1 mg/mlL, a 3aTum arperupan ctaHgapIHUM ITOCTYIIKOM,
3arpeBambeM Ha 63°C y Tpajamy of 10 min. OBa jenHocTaBHa MeToja je u3abpaHa, jep je
no3Haro na monekyau IgG arperupajy Ha remneparypama sutum o 50 °C u 1a Ha Taj HAYUMH
dopmupajy in vitro ananore umyHokomriuiekca [88,130]. EdwuxacHocT nenartypauuje u
arperaiyje je mpolemheHa Ha OCHOBY Mepema arcopOaniije Ha 350 nm (A3so), HAKOH yera cy
Hearperupanu (HatuBHu) IgG um IgG arperarm aHamu3upaHu (OTOH KOPEIAMOHOM
cnekTpockonujoM (onucano y 4.2.10).

4.2.6. In vitro ¢popmupame HMyHOKOMILTIEKCA

In vitro *MYHOKOMILJIEKCH CY (POPMHUpPAHU Yy peakuuju apuHUTETHO u3osnoBaHor 1gG u
MOHOKJIOHCKOT aHTHTEJa MHIIA CIeUu(UYHOr 3a K JIaKe JaHIle UMYHOINIOOyJIMHA 4YOBEKa.
Mumije IgG1 MOHOKJIOHCKO aHTHTENO, KJIOH 44, je mobujeHo y naboparopuju np Jbubane
Jumutpujesuh, y MHCTUTYTY 3a BUPYCOJIOTH]Y, BaKIIMHE U cepyme, Topiak.

Ha Oum ce anamm3mpao edexkar omHOCAa AHTUTEHA H AaHTUTENIa HAa BEJIMYUHY
UMYyHOKOMITIIEKca, IgG (aHTUreH) 1 MOHOKJIOHCKO aHTHTENIO PEaKTUBHO Ca K JIAKUM JaHIIMMa
cy pasonaxenu y PBS nmydepy no xonuentpauuje 1 mg/mL 1 momerianu y 3anpeMHUHCKOM
onHocy 1:2 (in vitro umyHokoMIIiekcu o3HaueH! Kako IC1) u 1:3 (uMyHOKOMIUIEKCH O3HAaUY€HU
Kako in vitro IC2) u ananuzupaHu (OTOH KOPEIAIMOHOM CIIEKTPOCKOIHjoM (omucano y 4.2.10).
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Jla Ou ce mparuna JMHaAMUYKa NMPOMEHA BEIMYMHE MMYHOKOMIUIEKCA 3aBHCHO Off IPOMEHE
KOJIMYMHE KOHCTUTYyEHAaTa, HAaKOH aHanu3e (PoToH KoperaunoHoM crnekrpockonujoM y IC1 u
IC2 je nonar je anturen (IgG konuentpanuje 1 mg/mL) y 3anpemunckom ogHocy 1:1 ca IC1 u
IC2, a noBoopmupanu umyHokomiiekcu (IC1+IgG u IC2+IgG) cy ananu3upaHu HCTOM
METO/IOM.

4.2.7. N30aanuja CIC u3 cepyma 3apaBux ocoda u cepyma ocoda ca PA

CIC u3 cepyma 3apaBux ocoba m ocoba ca PA cy M3070BaHM NPEHUIHUTAIIA]OM Y3
npumeny PEG penatuBae monekyincke mace 6000 [131,132] xopumhemem ¢(unanne
koHuentpanuje PEG 3% (v/v). CIC cy ucranoxenu nonasamweM 2 mL 4,5% PEG y 1 mL cBexer
cepyma. OBa cycrieH3Hja je ocTaBJbeHa npeko Hohu Ha 4 °C, a 3atum nentpudyrupana 20 min
Ha 1250 x g, Ha 4 °C. Ilo 3aBpuieHOM HEHTPUPYTUPAKBY CYNEPHATAHT j€ OMJIMBEH, a BHIIAK
TEYHOCTH W3 CIPYyBETE Ca TaJOrOM je YKIOHEH KamwiapHo ¢uirep manupoM. Tamor je
pecycnenaoBad y 1 mL PBS mydepa u HuBo mMmyHokoMmIuiekca oapehen je mepemeM Asso
pecycniengoBanor PEG Ttanora Ha cnekrpodoromerpy Ultrospec 3300 pro  (Amersham
Bioscience, Upsala, [1IBencka). Hakon Tora, mo 100 pL cBakor ox CIC y3opka 3apaBux ocoda
u PA nanwmjenara cy kopumhenu 3a npasibere 30upaux CIC y3opaka 06e rpyre UCIIUTaHHKA,
JIOK je mpeocTasia Konmu4rHa kopuirheHa 3a ananusze nojenuHadnux CIC. CBu y3opuu cy 10
Jajbe aHanuse yyBanu Ha -20 °C.

4.2.8. OgpehuBame KOHUEHTpaUuje HMYHOIIO0YJHMHA HMYHOHe(eJOMETPUjCKOM
MeTO/I0M

Konnenrpanuja IgG, IgA u IgM y 30upHum cepymuma 1 KoHIeHTpanuja ykynHor IgG
u [gG noaxunaca, IgA u IgM y npenaparuma [gG n3onoBanuM apUHUTETHOM XpoMaTorpadujoM
onpehena je uMyHOHe(hEIOMETPUJCKOM MeTonoM (kopuctehu pyTHHCKY Metoqy ca N
antucepymuma 3a IgG, IgA, 1gM, IgG1, 1gG2, IgG3, [gG4 npumeweny Ha Siemens BN Pro
Spec Sistem).

4.2.9. 1ot 6s10T aHa/IU3a

Jlor 610T aHanu3a je xopuilheHa 3a JIETEeKLH]y MPUCYCTBa Kilaca MMYHOITIOOyJIMHA
(IgG, IgA, u IgM) u noanknaca IgG (IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4) y mnpenaparuma IgG
aduHUTETHOM XpoMaTorpadujom (4.2.2), kao 1 3a CEMUKBAaHTUTAaTUBHO ofjpehuBame caapikaja
ykynHor IgG, IgA u IgM u noaxnaca IgG y cBum y3opuuma CIC (4.2.7) [133,134]. Kao
MO3UTHBHA KOHTPOJa M CTaHAapj 3a KBaHTH(HUKALU]y caapkaja uMmyHornoOymmHa y CIC
CITy’KHO je pa30iiakeHu 30UpHU CepyM 3paBUX 0coba.

Mot GnoT aHanu3a je u3BeneHa Tako WTo je no 3 pul cakor y3opka, y onrosapajyhem
pasz0naxemy, 101aTO Ha HUTPOLETyI03HY MeMOpaHy. HakoH cymiewma Ha cOOHO] TeMIeparypH,
Hecnenu(puIHO Be3HBambe je OIOKMpaHo HHKYOupameM MemOpane ca 3% rosehum anbymuHoM
pactBopenum y 50 mM TRIS nydepy, pH 7,5 ca 100 mM NaCl (eurnecku: TRIS buffered
saline, TBS) y xoju je noaart HejoHCKHU cypdakTanT Tween 20 y kontienTparuju og 0,01% (TBS-
Tween). Hakon oBora, memOpane cy ucmopane 3 myta no 10 min xopumhemem TBS-Tween
pacTBopa, a 3aTUM cy UHKyOupaHne 1 h Ha coOHO] TeMIepaTypu ca MOJUKIOHCKUM aHTUTEITNMa
KO3€ KOHYTOBaHUM IepokcuaazoM cnenuduuauM 3a xymane IgM, IgG umm IgA (Boster
Biological Technology Co., Ltd., Pleasanton, CA, CAJl) ui1 MOHOKJIOHCKHM aHTHUTeInMa
MHUILIAa KOBbYTOBAaHUM MepoKkcHa3zoM, crienupuunnm 3a IgG1, 1gG2, 1gG3 unum IgG4 (HP 6186,
HP 6014, HP 6080, HP 6206, Sigma Nordic, Xomannuja). AaTutena cy pactBapada y 1%
rosehem anbymuny y TBS-Tween. Hakon unky6auuje, memOpane cy ucnpane 3 myta rno 10
min pactBopoM TBS-Tween, u jenaunyt TBS, y Tpajamy ox 5 min. Ha memOpane je 3atum
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nonat cyncrpar nepokcuaase (Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent) xoju y
npucyctsy H>O; mpenasu y jenumeme Koje je  JIyMHHHUCHEHTHO. MHTeH3urter
xemuyMunaucienie je ountan ChemiDoc 2.0 amapaty (Bio Rad Laboratories, Inc, CAJl) u
KBaHTHU(HUKOBaH JeH3UTOMeTpHjcku kopuithemem Image Master TotalLab softvera (GE
HealtCare LifeScience).

Pesynrarn kBantudukanuje cy uckazanu kao IgA, IgG u IgM unnekcu, u xao I1gGl,
IgG2, 1gG3 wumum IgG4 wuHAEGKCH KOjU TPEACTaB/bajy HMHTEH3UTET JAO0T OJOT CHrHaia
ofrosapajyher Tuna wiM M30TUIIA UMYHOIIIOOYTMHA HOPMAJIU30BaH Y OAHOCY HAa KOHTPOILY
(30upHM y30pak cepyma pa30iaxeH A0 KOHIIEHTpalje nporewHa o 2,1 mg/mL, mTo je
OJIroBapaio cpenmoj konneHTpanuju nporeuHa CIC 3apaBux ocoba).

4.2.10. OnpehuBame BeuunHe YecTUA GOTOH KOpPEJIALMOHOM CIIEKTPOCKOIHNjOM

[Ipoceuna BenMUYMHA YeCTHUIA, Tj. MPOCEYAH XUIAPOJUHAMUYKHU MPEYHUK, (CHIIECKH:
intensity-weighted mean diameter, z-average) je oxapehena (oToH KOpeIarOHOM
CHEeKTpocKonHjoM KopumihemeM ypehaja Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Bemmka
bputanuja) noe3anum ca coTBepcKuUM makeToMm Zetasizer software Bep3uja 7.03, koju ce
Hasa3n Ha TexHomomKo-MeTanypmkom (akynarery, YHuBep3urera y beorpany. Mepuau orcer
uHcTpyMeHTa je ox 0,6 nm 10 6 um. Mepema cy pahena Ha Temneparypu ox 25 °C, npu yniry
pacunama oa 173°, u y3 npuMeHy Ha4MHA MEpPema 03HAUCHOT Kao automatic sampling time
mode. Toxom Mepema kopuithen je RI mnaexkc Bome on 1,33, ¢ 003upoM Ha YHMILEHUILYy N1a
pacTBopH NpoTenHa HUCKe KoHmeHTpanuje (kakpu cy CIC) nmajy uHAeKC mperiaMama Onu3ak
WHJCKCY mpenaMama Boae [135]. Ananu3upaHa je BeIMYMHA yecTula cienehux ysopaka:
HaTUBHU MoJiekynu [gG u anGymuH, arperupanu aliOyMuH, YECTHIIE y CacTaBy in Vitro aHajaora
umyHokoMmILiekca (arperupanu I1gQG), in vitro dopmupanu umyHokomruiekcu u CIC 3npaBux
ocoba u ocoba ca PA

3a aHa/M3y UCIUTUBAHUX y30paka KopHuIinheHa je IiacTuYHa MOJUCTUPEHCKA KUBETa 3a
nujametpa 10 mm. CBH y30p1u ¢y HenmocpenHo npe ananuse nentpudyrupanu 10 min, na 3000
rpm, Ha 4 °C, 1a 61 ce YKJIOHWIM €BEHTYaJIHHU HecleupruuHO GOPMUPAHU BEIUKH arperaru.
Hakon nentpudyrupama, CakylJbeHU Cy CYNpPEHATaHTH W aHAJIU3WPAHU Hepa3OlmaxeHwu, y3
ynotpeOy oaroapajyhux oneparuBHuX npouenypa (eHmecku: Standard operating procedures,
SOP). MaremaTrukoM 00paioM KpuBe (KyMyJIaHTHA aHalln3a) cOPTBEpOM KOjUM je CHaO/IeBeH
anmapar Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Bemnuka bpurtanuja), pesyarata cy
NPEeACTaB/bEHN Kao MOjeMHAYHU Ipa)MKOHM 3aBHCHOCTH MHTEH3HMTETa pacejaHor CBeTIa U
BennurHe yectua HatuBHUX IgG u arperupanux I1gG, anbymuna u arperupasor anOyMuHa, in
vitro popMupaHuX UMyHOKOMIUIEKca U 30upHuX U uHauBHayanHux CIC y3opaka. 3a cBaku
y30paK MEpeme j€ TTOHOBJHEHO JIECET MyTa.

4.2.11. Mepeme { noreHumjaaa

{ moTeHMjan HaTUBHUX MOJeKyna andymuHa u IgG, arperupanor andymuna IgG, in
vitro ananora uMmyHokoMmIuiekca (arperupanu IgG), u CIC 3mpaBux ocoba um ocoba ca PA
aHajgu3upaHa je (OTOH KOpeNalrMoHOM CIIEKTPOCKOMUjoM Ha Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Benuka bpuranuja) amapary Ha 25 °C, xopumhemeM CaBHUjEHUX (EHIJIECKU:
folded) wanunapamx hemuja (DTS 1060, Malvern Instruments, Benuka bpurtanuja) 3a
JemHOKpaTHY ynoTpely. JaunHa MpUMEmEHOT MMoJba y TOKY Mepema u3Hocuna je 20 V/em. 3a
CBaKM y30paKk Mepeme ( MOTEHIHjana je TOHOBJHEHO JECeT MyTa y3 KOpUIhewme HadynHa
Mepema 03HAuYeHOT Kao auto mode.
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4.2.12. I'ea puarpaunmja

Bennuuna arperupanor anOyMuHa, in vitro aHaiora UMYHOKOMILIEKCA (arperupaHux
IgG) u uaauBuayannux CIC je ogpehena u ren ¢punrpanujom Ha Sephacryl S-300 marpukcy
(omcer paszaBajama: 10-1500 kDa 3a mmo6ynapue nporenne u 1-400 kDa 3a nekcrpan; Cytiva,
CAJl). [Ipe moyetka xpomarorpaduje, kojJoHa npeuynuka 1 cm u gyxuHe 15 cm je HanmymeHa
MaTPUKCOM KOjH je ekBwimOpucaH mpomymratbem PBS pactBopom. Ha mpunpemibeHy ren
GunTpanMony KOJIIOHY Cy HaHOmIeHW y3opuu y 3ampemunu on 500 plL. Konmernrparuja
MIPOTEHHA y y30puumMa aoymuna je omna 5 mg/mL, I[gG 1 mg/mL, 1ok je y yzopruma CIC je
ouna 2 mg/mL. Hakon ynacka y3opaka y KOJIOHY, IPOTEHHHU Cy pa3/iBajaHu IporyiTameMm PBS
KpO3 KOJIOHY, KOHCTaHTHUM MPoTokoM oA 0,33 mL/min. EnyenT je y moprujama (dpakmujama)
on 1,5 mL cakymspan o ykymHe 3ampemuHe of 9 mL. 3a cBaky Qpakumjy u3mepeHa je
ancopOannuja Azgo U Azso Ha criekrpodotomerpy Ultrospec 3300 pro (Amersham Bioscience,
Upsala, IlIsencka). [Tpucyctso IgG, IgA u IgM y enyupanum dpaxnujama je aHaTu3upaHo 0T
0510TOM.

4.2.13. YarpaueHTpu(yrupame Ha rpaujeHTy caxapo3se

BenuunHa HaTUBHOT M arperupaHor andymuHa, HaTuBHOT U arperupanor IgG u CIC
3apaBux ocoba u ocoba ca PA je onpehuBana n yntpaneHTpudyrupameM Ha KOHTUHYHPAHOM
rpaaujeHTy caxapose, y orncery KouueHtpauuje on 10 mo 37% [136].

['pamujeHT je mpaBJbeH y MONTHKApOOHATHUM eIpyBeTaMa 3a YJITpaleHTpUudyrupame
(Beckman Coulter) 3anpemune 32 mL, 3a porop Type 70 Ti npenaparuBHe ynrpareHTpudyre
(Optima XE Ultracentrifuge, Beckman Coulter). ¥V emnpysere je y ciojeBuma o mo 6 mL,
JIoJaBaHa caxaposa 3a yiatpaueHtudyrupame (Sucrose (saccharose) for density gradient
ultracentrifugation, Merck) y konmnentpanujama ox 37, 31, 25, 18 u 10% y PBS. Hakon
HaHOIIEHA CJI0jeBa caxapose, enpyBeTe cy ocraBibeHe 16 h Ha 4 °C, mTo je 6UI0 HEONXOIHO
na Ou rpaaujeHT caxapo3e AU(y3ujoM U3 AUCKOHTHHYPAHOI Mpelao y KOHTHUHYUpPAHHU.
Henocpenno npe yntpaunentpudyrupama, mo 0,5 mL y3opka HaHeTo je Ha BpX IpajujeHTa
caxapose. Y3opuu cy uentpudyrupanu na 10 °C na 200.000 x g (44.100 rpm) 4 h u 45min.
Haxon Ttora, ¢paxuuje ox mo 0,5 mL cy cakynsbane o BpxXa Ka JHYy IpaJujeHTa. 3a CBaKy
¢dpakuujy usmepena je amcopbanua Ha 280 nm (Azg0) KopumhemeMm crekTpodoTomerpa
(Ultrospec 3300 pro (Amersham Bioscience, Upsala, I1IBencka)).

4.2.14. Cxenupajyha ej1eKTpoHCKa MUKPOCKOIIHja

CxeHnupajyhom eneKTpoOHCKOM MUKPOCKOIIN]OM aHAJIU3UPaHE Cy BETMUHUHA U CTPYKTypa
arperupaHor ¥ HaTUBHOT andymuHa, HaTuBHUX I1gG u arperupanux IgG, kao u nojeJMHAYHUX
CIC 3apaBux ocoba u ocoba ca PA. Y3opak 3a ananmsy je nmpurpemMan Tako mro je mo 10 pulL
Hepa3z0aXeHUX y30paka HAaHEeTO Ha MoJIMKapOoHaTHe MeMOpaHcke ¢puiitepe npeuHuka 13 mm,
ca BenuuuHoM mopa ox 0,1 pum (SPI Supplies) u ¢ukcupano 30 min y 2,5% pactBopy
mytapannexuna y PBS. Hakon ¢uxcupama Ha memOpane je noxaro no 30 pL 1% pactBopa
ocmujym-TeTpokcuna y PBS. Hakon 30 min maKyOaruje, MemOpaHe Cy HCIpaHe JiBa MyTa ca
no 80 pL. PBS, a 3atum cy y3opuu AexuapupaHy peBohemeM Kpo3 Ceprjy pacTBOpa eTaHoa
(10, 30, 50, 70,95 1 100%) y Tpajamy oa 5 min 3a CBaKy KOHIEHTpPAIIH]y, & [IOTOM MOJIBPIHYTH
KPUTUYHO] Ta4KH CyIllema, KopuIlhemeM TedHor yribeH-nunokcuaa (Bal-Tech critical point
dryer, Yemka). Hakon oOnarama 3matom (Ha ypehajy Polaron SC502 Sputter Coater),
BU3yeJIM3allMja je U3BPIICHA CKEHUPajyhUM eJIeKTPOHCKMM MHKPOCKOIIOM Ca €MHCH)jOM I0Jba
(FE-SEM TESCAN MIRA 3 XMU, Tescan, Yemka) Ha TeXHOJIONIKO-METATypPITKOM
daxynrery YHusep3urera y beorpany, npu Hanony ox 10 kV.
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4.2.15. MUKpOCKONHja aTOMCKHX CHJIA

BenuunHa M cTpyKTypa HAaTMBHOI W arperupaHor ajabyMmuHa, in Vifro aHajiora
UMYHOKOMILIeKca, (arperupanux IgG), kao u nojenqunaunux CIC 3npaBux ocoba u ocoda ca PA
onpehuBaHa je ¥ MUKPOCKOIH]OM aTOMCKHX CHJIA. Y30pLU Cy MPUIIPEMJbEHH TakKo IITO je Ha
TUIOYHIIe O] TMCKyHa foaato o 10 pl HepazonakeHOTr y30pKa Koju je 3aTuM ¢pukcupan 30 min
y 2,5% pactBopy miyrapangexuna y PBS, a zarum 30 min y 1% pactBopy ocMuUjyMm-
teTpokcuaa y PBS. Y3opuu cy Hakon unkyOanuje ucnpanu y PBS nBa myta u nexuapupanu
pactBopuMa etaHona pactyhe konmnenrpanuje ox 10, 30, 50, 70, 95 u 100% y tpajamy on 5
min 3a cBaKy KOHIIEHTPAIIM]y U YyBaHHU Y aliCOIYTHOM eTanoiry 10 AFM mepema (MakcuMaliHO
24h). AFM Mmepema cy ypahena Ha coOHoj TemmiepaTypu npumeHoM NTEGRA Prima cucrema
npousBohagsa NT-MDT (NTMDT Co, Pycuja) na Uucruryty 3a ¢usuky, YHuBep3urera y
beorpany. CHuMame y3opaka je 00aBbeHO y fapping pexxumy kopumhemeM NSGO1 conne,
BUOpHpameM Hocada coHje (moOyheHe oko cBOje MEXaHWUYKE PE30HAHIIE) M3HAJ MOBPIIUHE
y30pKa, IpU YeMy BpPX J0JMpYje NOBPLIMHY j€HOM y CBAKOM LIMKIIyCY ocLuanuje. 3a oopary
AFM cnuka w 3a mpopadyHe AUCTpUOyIHje BeludyMHa uecThia kopuirtheH je Gwydion
nporpam.

4.2.16. Maremaruuka o0pajaa pesyarara

[TukoBu pacnozgene BelIMYMHA dYecTUla JOOMjeHMX (OTOH  KOpEIalloOHOM
CIIEKTPOCKONHjOM JeTeKToBaHU cy momohy Excel mporpamckor makera u R mporpamckor
je3uka. JloOujeHu mojany cy 3aTUM IpyHHCAHU Kako OM ce HalpaBHO CHCTeM pedepeHTHUX
BPEIHOCTH 32 AUCTPHOYINjy BETHMUUHE (XUIPOIMHAMUYKOT MPEYHHUKA) KOJOUIHUX YECTHIIA Y
CIC wu3on0BaHMX M3 cepyma 37paBUX 0coba M Ha OCHOBY Tora jaeduHucana auctpubynuja
BEJIMUYMHE (XUAPOIMHAMUYKOT MTpeYHuKa) kosnouanux yecruna y CIC.

4.2.17. CTaTUCTHYKA aHAJIN3A

W3padyHaBame [ECKPUITHBHE CTAaTHCTHUKE W3BPIIEHO je 3a CBaKW aHAIM3HpAHH
napameTap nocebHo, kopuirhemwem coprrepa SPSS v.25. Hopmannoct nuctpubyuuje ogpehena
je Shapiro Wilk tectom. IToBezanoct uzmely aBa napamerpa oapehena je, y 3aBUCHOCTH O]
HOPMAaJTHOCTH BUXOBUX NUCTpuOynuja, [lupconoBom xopemnarujom (Pearson product-moment
correlation) unu CipmaHoBUM TecToM (Spearman rank-order correlation test). CTaTUCTUUKU
3HauajHa pasiivka u3Mely aHalIM3upaHUX rpymna je, Ha OCHOBY HOPMAJIHOCTH JTUCTPUOYIIH]E,
npolewmeHa nomohy two-tailed t-recta win Mann—Whitney U TtectoM. Pazmuke ca p-
BpeaHoctuma <0,05 cmarpaHe cy 3HaUajHUM.

PCS mnonanu cy ananusupanu Mann—Whitney U TecToM ca 1IuJbeM Jia ce€ MPOLIEHU
pasnuka usMely PA u koHTposiHE Tpyrie y yKynHOM Opojy yecTHiia oapehene BenuuuHe (Ha
ocHOBY 10 MOHOBJbEHUX MEpEHA 3a CBAKH y30pak). Fisher’s exact Tect je kopuiheH aa 6u ce
yTBpamwia pasnuka usMel)y PA u xontponne rpyme y 6pojy CIC y3opaka koju cy caapkainu
yectulle oapehene BennunHe (HE3aBUCHO 07 Opoja MOHaBaJbamka) MPU YEMY Cy p-BPEAHOCTH <
0,10 cmaTpaHe 3Ha4ajHUM.
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5. PE3YJIITATU U JUCKYCHJA

5.1. AHaimu3a BeJIMYHMHE M CTPYKType in vitro ¢opMHpaHuX arperara ajJOyMuHa W
HMYHOIJI00YJIMHA U in vitro popMHUPaHUX UMYHOKOMILIEKCA

VY OKBHpY OBE JOKTOPCKE AMCEPTaLMje MOLUIO c€ O] MPETIOCTaBKe J1a j€ IPUMEHOM
($OTOH KOpENarMOHOM CIIEKTPOCKOIH]OM, METOIOM KOja C€ JIaHac KOPUCTH Yy (papMarieyTckoj
WHIYCTPHjH 32 IETEKIHMjy IPUCYCTBA arperara y NpOTeMHCKUM TepaneyTHLUMa, a CAMUM THM
U y TIpenaparuMa TepaneyTcKux (MOHOKJIOHCKHMX U IMOJIMKIOHCKUX ) HIMYyHOIIIOOyiHHa, Moryhe
NPOICHUTH BEJIMYUHY KOJIOMIHUX YECTHIIA Yy HMYHOKOMIUIEKCHMA, KOJH MpPEICTaBIbajy
arperare MOJICKyJla aHTUTENIA YMPEXKEHUX AHTUTeHOM, (OPMHpPAHHM Y (DHU3HOJIOIIKAM H
MaTOJIOUIKUM CTabHMa JbY/IH.

Jla O6u ce oBa mpeTnocTaBKa MOTBPAWIIA, M 1a O ce TI0Ka3ajo Jia je Moryhe oBy MeTomy
OPUMEHUTH 3a aHalu3y in Vvivo (QOPMHUPAHUX HMYHOKOMIUIEKCA, y TpBOj (a3u OBOT
UCTPaXKHBama j¢ (POTOH KOPEJIAIIMOHOM CIIEKTPOCKOIIH]OM aHAIU3HPaHA:

1) BenuunHa 1 CTPYKTypa HATUBHOT U TOIUIOTOM arperupaHor ajiOyMuHa - Mojielia HICaTHO
100yJIapHOT POTENHA;

2) BenuunHa HaTUBHMX U TOIUIOTOM arperupanux [gG mMonekyna, Koju npeacTaBibajy in vitro
aHaJiore MMYHOKOMILJIEKCA, ca IIMJbeM HCIuTHBama MoryhHoctu anammse IgG, amu u
OCTaJIMX KJIaca UMYHOITIOOYJIMHA, YHja CTPYKTypa OJICTYIIA O/ UACAITHO TI00YIIapHe;

3) Benmnunna in vitro ¢GopMHpaHHX KOMIUIEKCA aHTHTENa (QHTHTENO Ha K JIAKe JIaHIE
uMmyHoro0ynuHa) u anturera (IgG u3 nepudepHe KpBu YoBeKa) MPH Pa3IMUUTOM OJHOCY
AaHTUTeHA W aHTUTEINIAa — IITO j€ O] 3Ha4yaja 3a MOTBPAY MPHMEHE OBE METOJIe 3a mpaheme
POMEHE CTPYKTYPE UMYHOKOMILICKCA.

Pesynrarn ananmse pacrozene BelIWYHMHE decTHIe Koje ynase y cacraB CIC tenamu
(OTOH KOpENalMoHOM CHEKTPOCKOIH]OM J00MjeHU Yy OKBUPY CTyaHje cripoBezieHe y I'pymnu 3a
uMyHonorujy MHCTUTYyTa 3a MEIUIMHCKAa HCTpakMBama IO0Ka3alu Cy Ja Cy OBU Yy30pLU
HNOJUIUCTIEP3HU (MHIEKC noauaucnep3Hoctn y omcery 0,422-1,000) (nenybnuxosanu
pesynimamu I pyne 3a umyHnonozujy Hncmumyma 3a MeOUYUHCKa UCMPadicuéarba), na ce CIm4aH
pe3yJITaT MOTrao OYEKMBATH U 32 PACHoeTy BeJIMUMHA yecTulla koje ynase y cacras CIC yoBeka.
3a nmonuancCIep3He U XETEPOTreHe y30pKe OU Haj0oJhe OUII0 MPUMEHUTU CONtin ajaropuTam 3a
aHaJu3y rojaTaka JOOMjeHUX Ha OCHOBY TMHAMMUKOTI pacejaBama cBeTiaoctu [84]. Mehytum,
uMajyhu y BUay /1a 0Baj ajaropuraM aHaju3e HE ylla3H y cacTaB cO(TBEPCKOT MaKeTa amapara
KOJU Cy HIMPOKO JOCTYIHH, a KOJU C€ KOPHCTE U 3a MoTpede HCTpakuBama U 3a MOoTpede
dapmManieyTcke M OMOTEXHOJIONIKE HWHAYCTPHje, Yy OBOM MHCTpaXuBamy KopullheHa je
CUMULANT metopa, koja yaa3e y cacTaB OBUX COPTBEPCKUX MaKeTa, Mako CMO OMJIM CBECHU
Jla ce 0Baj METO]l aHaJIM3€e Mpe CBEra npenopydyje 3a MOHOAMCIIEP3HE CUCTEME.

Y okBHpY OBE TOKTOPCKE AMCEPTallMje BEIMYMHA YECTHIIA Y IIpernapaTiMa HaTUBHUX U
in vitro arperupaHux MoJjekyia ai0yMiuHa 1 UMYHOIIIOOYIMHA, T0JaTHO j€ aHAJIM3UPaHa HEKOM
O]l METO/Ia aHAJIN3e MPOTEHHCKUX arperata (YKJbydyjyhul U UMyHOKOMILIEKCE), KOje ce 300T
CBOjeé KOMIUIEKCHOCTH M Tpajama H3BOhema KOpPHCTE Yy HCTpaXHBauyke, ald HE H Yy
nujarHoctuuke cBpxe. KoHkpeTHo, y3 aHamu3y (OTOH KOpenaluoHe CIEKTPOCKOIIHje,
KopuirheHe cy MeTrozeje U yiaTpaueHTpudyrupama, ren Guirpaimje, Ka0 U MUKPOCKOIICKE
metoze (SEM u AFM).
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5.1.1. AHasu3a BeJIMYMHE M CTPYKTYPpe in vitro popMupaHUX arperara ajd0yMuHa
5.1.1.1. Arperanuja aJ0yMHuHa TOIJIOTOM

Jla Ou ce mobuo mpemapar arperupaHor ajaOyMuHa, HAaTUBHU XyMaHH ajJOyMHH Yy
kouteHrpamuju ox 20, 10 u 5 mg/mL je 3arpean 10 min Ha 70 °C. Y 0BOj cTyauju kopuirheH
j€ BHCOKO IpeuuiineH mpernapar 3a HHTPaBEHCKY ynoTpeOy, jep je mo3HaTo ja (U3HOJIOMIKH
MPOTEUHCKH KOHTAMUHAHTH (HIIP. XalTONIOOMH) MOTY J1a MEHajy arperabuiHocT andyMuHa
[122] n ytuuy Ha nobujene pesynrare. Takohe, kopumrheHne cy Tpu KOHIIEHTpaIije aloyMruHa
uMajyhu y BHIy /Ja KOHLIEHTpallija IpOoTenHa yTU4e Ha HHUXOBY arperadminoct [137,138].
[To3Haro je na MPOTEMHW y CBOjOj HAaTUBHO] KOH(OPMAIHMjH PACTBOPCHH Yy BOIU WIIH
dusnonomkuM mydeprma He ancopOyjy CBETIOCT Ha TalaCHUM AykuHama Behum ox 320 nm.
C npyre ctpane, Asso je aricopOaHIla CBETIOCTH KOja je IUPEKTHO MPOMOPLUUOHATIHA KOTUYUHU
nporenHckux arperara [139]. 36or oBe ocobune, mMepeme Aszso PEG mpenumurupanux
MPOTENHA cepyMa IMpe/ICTaB/ba PYTUHCKHU, KIMHUYKA CKPUHUHT METO] 3a npoieny HuBoa CIC
[140].

Henocpeano mnpe ananuse (OTOH KOPENAIMOHOM CIIEKTPOCKOIH]OM, MepemeM A3so
MOKa3aHo je jJa 3arpeBame Ha 70 °C moBomu 10 arperupama OBOT MOJEKyJa, W moBehama
BpenHocTH Ajzso (cmuka 5.1.A), mpu dyemy je BpemHOCT Ajsso Ouiia IPOMOPLIUOHATHA
KoHIeHTpanuju anoymuna (r = 0,996). Hakon nomaBama 3% PEG y pactBop arperupaHor
anOyMuHa, BpeIHOCT A3so je majia Ha BpeAHOCT HIDKY O OHE KOja je IETeKTOBaHa y Ipernapary
HAaTUBHOT ai0OyMHHA, a OBakaB pe3ylTar je MOCIeNula CeJeKTHBHE MPEIUITUTAIIN]e
POTEUHCKUX arperara oapehene senuunne y npucyctsy PEG [141-143].

Hemocpenno mpe anamm3e (OTOH KOPEIAMMOHOM CIEKTPOCKOMHUjOM H3MepeH je (
MOTEHIMjaJl y IpernapariMa HearperupaHor M arperupaHor ajibyMHHa W TOKa3aHO je Ja
arperupame 3a nocyequily uMa nopact { norennujana (cimka 5.1.6). ¥V dpakmuju arperara
anbymuHa koje je ouino moryhe npenunuruparu npumerom 3% pactsopa PEG, { notenuujan
je 6wo nBa myTa Behw Hero y mpenapary HaTUBHOT ajnOymuHa. Mako cy u3mepeHe BpeqHoCTH (
MOTEHIMjaja arperupator andymuHa ouse mame of = 30 mV, (To je BpeIHOCT Koja yKasyje
Ha CTaOWMITHOCT jeHOT KoJowaHor cucrteMa [144] moBehame BpemHOCTH HAKOH 3arpeBamba
TOBOpPHU y MPUJIOT NoBehamy KOJIOUHE CTAOMITHOCTHU arperupaHor anoymusa [ 145,146].
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Camka 5.1. Asso (A) u { notenyjain (b) HaTuBHOT U arperupaHor andyMHHa
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5.1.1.2. Ananu3a BeJJMYMHE HATUBHOI AJOYMHMHA M aJI0yMHMHA arperupaHor TOIJIOTOM
()OTOH KOpETAIHOHOM CIIEKTPOCKONHjOM

@DOTOH KOpENAIMOHOM CIIEKTPOCKOIMjOM ofipeleHa je pacrojena BeIMYnHa YeCTULA Y
npernapaTiMa HaTUBHOT anOymuHa koHenTpanuje 20, 10 u 5 mg/mL u arperupanor aaOymuHa.
Juctpubynuja BelMYMHE KOJOUJHUX YECTHIA je NpHUKa3aHa Kao JujarpaM 3aBHUCHOCTHU
pEJIaTUBHOT MHTEH3UTETA PACYTE CBETIOCTU OJf PEYHUKA KOJIOUAHUX decTula (ciauka 5.2). Y
npenaparuMa HaTUBHOT anOyMHHa y KoHIeHTpaurjama o 20 u 5 mg/mL npenomunupane cy
YEeCTHIIC BEIMYMHE 8,7 nm, anu Cy OWiie MPUCYTHE M YeCTUIIC BETUIHUHE 7,5 nm (IeTeKTOBaHE
TP IyTa y npenapaty koHieHTpauuje 20 mg/mL u jeaHoMm y mpemnapary KOHILIEHTpanuje 5
mg/mL). bpoj yecTuna qeTeKTOBaHUX Y IMpenapary HaTHBHOT alOymMHHa KOoHLeHTparuje 10
mg/mL je 6uo Behu. Hajyuecranuje dectuiie cy npeynuka 10,1 nm (peructpoBaHe y ceaam o
10 caumaka) u yecrune npeunuka 11,7 nm (perucrtpoBane y Tpu on 10 cHumaka), anu cy
JNETEKTOBAaHU M CUTHAJIM CJIa0OT MHTEH3UTETa KOjU Cy MOTHULIAIU Of YECTHIIA IpeyHuka 78,8,
104, 190, 220, 255, 342, 712, anu u yectuua sehux ox 1000 nm.

U y npenapaTtima andyMuHa arperupaHor TOIUIOTOM, AUCTPUOYIIHja BEIUUYMHE YECTUIA
je 3aBucmia ox merope KoHmeHTpamuje. lllmpoka muctpmOynuja BelIWYMHA YeCTUIA je
JIETeKTOBaHa jJeMHO y Tpernapary arperupasor andymuHa konueHntpanuje 20 mg/mL. Y oBom
npernapaTty HajHHTEH3WBHUJH CUTHAJ je TIOTHIIA0 O YecTula npednuka: 58,8 nm (jeman ox 10
cHumaka), 68,0 nm (uetupu ox 10 caumaka), 91,2 nm (jenan ox 10 cuumaka), 122 nm (z1Ba of
10 canmaxka), 142 nm (jenan ox 10 cuumaxa) u 164 nm (jenan oxn 10 caumaka). Hemro Humku
CUTHAJ je IOTUIA0 of] YecTuila npeynuka 24,4, 37,9, 58,5, 220, 342, 396, 615 u 1281 nm. ¥
OBOM TIpemnapary JaeTekToBaHe cy y cBux 10 cHumaka uectune Behe ox 2500 nm, amm je
WHTEH3UTET CUTHAJIa KOjU MTOTUYE O] OBUX YECTHUIIa OMO HU3AK.

VY npenapary arperupasor anoymuHa koHuneHntpanuje 10 mg/mL kao jomuHaHTHE, Tj.
YeCcTHIle Off KOjUX IMOTHYe HajBehu MHTEH3UTET pacyTe CBETIOCTH, CE JETEKTYy]y UYecTHulle
BenmanHe 58,8 nm (et ox 10 cammaka) u 68,0 nm (mer ox 10 caumaxka). Camo jeqHOM je
netekToBana yectuna ox 10,1 nm, a y et on 10 cHuMaka cy neTekToBaHe uectuile Behe of
2500 nm. Y npenapaty arperupaHor ajiOyMuHa KOHIEHTpauyje 5 mg/mL y yeTupu cCHUMKa ce
Kao IOMMHAHTHE JETEKTY]y YecTHlle noiynpeyHuka ox 50,8 nm u miect myTta cy JIeTeKTOBaHe
yecTuile BenuuuHe 58,8 nm. JleTekToBaHO je MpUCycTBO U yectuua BennuuHe 11,7 u 13,5 nm
(y mo jennom o 10 cHumaka), 10K je npucyctBo yectuna sehux ox 2500 nm HuUje 1€TeKTOBaHO
y camo jeqHoM oft 10 cHuMaka. IHTeH3UTeT CUrHana Koju je MOTHILAa0 O]l OBUX YECTHIIA je O1o
HU3aK.

Ha PEG cenexkTuBHO NMpeluIMUTHpa caMo arperare ozapeleHe BelInunHe BUENO c€ Ha
OCHOBY pe3yJTara aHaJIM3e Mpernapara ca HajBehoM KOHIEHTPalljoM aJOyMHuHa KopuitheHoj y
0BOj cTyauju (20 mg/mL). 3a pa3nuKy o yecTHIa yKYITHUX arperara aJoyMHHa KOHLIEHTpalyje
20 mg/mL, ugectunie PEG mnpenunurabunHe ¢pakiuje OBUX arperara ca MHOTO YXOM
JucTpuOyLujoM BennurHa. Kao JOMUHAHTHE Cy IeTEKTOBaHe YeCTUIIE MOyNpeyHuka 78,8 nm
(Jeman oxn 10 cuumaxka), 91,2 nm (met ox 10 cuumaka) u 106 nm (getupu oxn 10 cHumaka). Y
OBOM Mpenapary, jeJJaHIyT je JAeTekToBaHa yectuna oxa 21,0 nm, a yectuine Behe og 2500 nm
cy nerekroBane Imect nyra. Y PEG mnpeuunurabminoj ¢pakuuju arperara ajnOyMuHa
koHueHnTpanuje 10 mg/mL xao nomMmuHaHTHE ce u3aBajajy yectuie 58,5 (nBa o 10 cHuMaka) u
68,0 nm (ocam ox 10 cHumaxka). Hu3ak MHTEH3UTET CUTHAJIA j€ TIOTHIIA0 OJ1 YECTHUIIA BETMINHE
15,7 nm (y camo jennom of 10 caumaka) u yectuna Behux og 2500 nm (et ox 10 cHumaka).
VY PEG npenunuradunnoj ¢ppakmuju arperata anoyMruHa KoHIIeHTpalyje S mg/mL y ceux 10
CHMMaKa ce Kao JOMMHAaHTHa JeTeKkTyje uyectuua npeunuka 50,8 nm. Huzak uHTEH3UTET
CUTHAJIA je IOTHIIA0 OJ] YecThIia o1 615 nm (camo jenan cHuMak) u yectuna Behux ox 2500 nm
(et ox 10 cHuMaxa).

Haxo je ytuuaj cacraBa mydepa, pH BpeaHOCTH U JOHCKE jauyMHE Ha arperadMIHOCT
npotenHa 106po nmo3Har [138,147,148], pa3nuke y cTeneny arperabMIHOCTH MMOKa3aHe y HaIIO]
CTY/IM]H c€ He OM MOTJIe IIOBE3aTH HU Ca JeIHUM O] OBUX (paKTOpa, jep je allOyMuH (MHUITN]aTHE
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KOHILIeHTpatuje 22% w/v) pa30bnakuBaH 10 TOTPEOHUX KOHIIEHTpalyja ucKiby4urBo y PBS, npu
yeMy Cy CBE MpHUIIPEME U Mepema ypal)eHu ca ucTtoM koMepuujaaHoMm cepujom PBS u uctor
JlaHa, Tako Ja je edekar MpoOMEeHe cacTtaBa My(epckor pacTBopa Ha J00WMjeHE pe3yiTare
uckipydeH. C 003MpOM Ha YMICHUILY J1a Cy CBU €KCIIEPUMEHTH ypal)eHH ca jellHOM CepHjoM
anOymuHa edekar pa3IMIUTOT CTENeHa NIMKAIMje Ha arperaduiaHocT andymuHa [149], nako
Mmoryh, je Mano BepoBaraH.

[Topen mno3Haror edekra KOHIEHTpallMje MPOTEeMHA Ha HEroBy arperabuiIHOCT
[140,141] u mocTojama neHaTypucaHux (JOpMH MOJIEKyJIa aJIOyMHHA ca pa3IMYUTUM CTEIICHOM
arperadmwiHoctn [150] He Tpeba 3aHeMapuTH HU YTHIA] NPHUCYCTBA Yy TparoBuma
(U3UONOMIKIX, ald TEPMUYKH HECTaOWJIHUX TMPOTEHMHA (HOpP. XalnTOIOOMH) KOjU
,»,3apo0JbaBajy* Maso anoymuHa u GOpMHpPajJy ,,0CTpBa‘ y KOjuMa, HHA4YE TEPMaJTHO CTaOuIaH
aNOyMHH, YMHE TOAJI0KHUM arperauuju [151].

Koju on HaBemeHux paszjora cy O 3Hadaja 3a IOKa3aHE pa3jUKe Yy BEJIMYHHU
JOMUHAHTHUX KOJIOMIHUX YeCTHUIIa Y Mpernaparuma anOyMuHa (a Koje MO JIeTeKTOBaIN (POTOH
KOPEJAIMOHOM CIIEKTPOCKOIIHM]OM) Y OBOM MOMEHTY HHj€ JaCHO U HH]j€ MPEAMET UCTPAKUBAHA
OBE JIOKTOpCKE aucepraije. Mehytum, moOujeHn pe3yinTaru Cy MoKas3aliy Jja € OBOM METOIOM,

MOT'Y JIETEKTOBATH M MaJjie Pa3jInKe y BEIMYMHN KOJIOMIHMX YeCTHUIIA TPUCYTHUX Y PACTBOPUMA
anbyMmuHa.
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Cauka 5.2. AHanu3za BelIMUYMHE KOJIOUJAHMX YECTULIA y MTpenapaTiMa HaTUBHOT U TOIIOTOM
arperupaHor andyMuHa GOTOH KOPETaluOHOM CHEKTPOCKOIIH]OM
Pe3y.HTaTI/I Cy IpUKa3aH! Kao 3aBUCHOCT ITPOLCHTAa MHTCH3UTETA PACyTE CBECTJIOCTH O NIPCUYHUKA
yecTuna. Dy (nm): XUAPOANHAMHUYKH MTPEYHUK KOJIOUIHUX YECTHIIA.
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5.1.1.3. Anaqu3a BeJJMYMHE HATUBHOI aJI0yMHMHA M aJI0yMHMHAa arperdpaHor TOIJIOTOM
yaTpaueHTpudyrupameM

VnTpaneHTpudyrupame Ha TpaJdjeHTHMa caxapos3e je MIMPOKO KOPUIINeH METon 3a
pa3aBajambe MAaKpOMOJICKYJIa HA OCHOBY Koe(HIIMjeHTa ceIMMEHTaIuje, Tj. Benuaunae [72]. ¥
OBOM pajly Cy BEIMYMHA HATHBHOT W TOIUIOTOM arperupaHor aJiOyMHHa, KOHIEHTpaluje 5
mg/mL, mnopeheHe Ha OCHOBy pe3ynrata pasaBajamba YITpaleHTpUudyrupameMm Y
KOHTUHYHPAHOM Caxapo3HOM rpaaujeHty KoHueHtpamuje 10-37%. Ilo 3aBprieHom
HeHTpUyTUpamy, caKylbaHe cy ¢pakuuje y 3anpemMunu ox 0,5 mL u y cBakoj ¢pakuuju je
caJip)kaj TPOTEHHA MPOICHEH Ha OCHOBY Anzgo (cimka 5.3). Mako je mo3HATo Ja MpOTEeUHH
MHTEH3UBHO arcopOyjy cBemioct y UV obnactu u Ja ce Ha OCHOBY A2go MOXKE OJIPEIUTH
KOHIIEHTpAIlMja MPOTEHHA Yy IMperaparuMa HaTHBHOT all0yMUHA (XyMaHd ajOyMHUH: MOJIAPHU
eKCTMHKIMOHU KOe(PULMjEHT XyMaHoT an0ymuna Ha 280 nm: 35,700 M! cm™; 66439 g/mol;
A280(1mgmL) = 0,537), y oBoj ctyauju TO Huje paheno. Hamme, nHa 280 nm makcumyme
aricop0aHIMje UMajy aMUHOKHCEIMHE TUPO3UH, TpUnTo(haH, IUCTEHMH U (PeHUIIaIaHUH, KOje
HAKOH JICHATypallMje NMPOTEHHA OWBajy HW3JIOKEHE Ha IMOBPIIMHY MPOTEHHA, ma ce Aago
JICHATypUCaHUX, Tj. arperupaHux mnporemHa mosehaa [152]. Camum THM um onpehuBame
KOHIIEHTpAIIHj€ arperupaHor aioyMuHa, u mopeheme ca KOHIEHTPAIjOM HaTHBHOT alI0yMHHA
Ha OCHOBY BpeTHOCTH A2go HHUjE TIOY3aHoO.

HakoH pasnBajama HaTUBHOT anOyMUHa yATpaleHTpU(pyTrHpameM, HajBehe BpeqHOCTH
A2go, Tj. HajBeha KOTMYMHA IPOTEHHA je IeTeKTOoBaHAa y (hpakuujama 8-12 (Azgo: 0,268 - 0,299),
anu je nuctpulyuuja pacnonene Ouna mupa u Azgo Beha o 0,010 y dpakuujama ox 3 1o
dpakmuje 22. 3a pa3nuKy on pesyinrara (JOTOH KOpEIAIMOHE CICKTPOCKOIHje, ajJOyMHH Y
mpernapary arperupaHor ajabyMuHa uma mupoky nuctpudyuujy. Ha rpaduky koju npukasyje
Azgo y (paknujama arperupanor anOymuHa (ciauka 5.3) yodaBajy ce JBa MIUPOKa BpXa: MPBH
KOju MPHOMIKHO OJroBapa MUKy HearperupaHor anOymuHa (ppakuuje 7-12) u apyru koju
dopmupajy dppakmnuje 23-30. Unak, majehe BpemnocT Azgo Cy JeTeKToBaHe y dpakiujama 31
u 32, Tj. y Tajory, rae cy ce akyMyJIHupalli arperatu Hajpehe MoJieKyicke mace.

0,50 0,35
0,30
0,40 == 70 °C
o 0.25 > ——22°C
Q 030 0,20 I%
2 S
AN 0,15 %
S o020 o
0,10
0,10

o "

135 7 91113151719212325272931
dpakumja

Cauka 5.3. AHanu3a HaTUBHOT U arperupaHor ajJOyMuHa yiaTpaleHTpudyrupamem

Pesynratm ananm3ze HaTHUBHOI M arperupaHor ajnOymuHa JoOHjeHH (OTOH
KOpEJIallMOHOM CHEKTPOCKOMHMjOM U yATpalueHTpudyrupamem HHUje Ouio Moryhe TUpeKTHO
yrnopeauTu. PenaTuBHO BHCOK caapiKaj ,,HaTMBHOT alOyMHHa y Mpenapary arperupaHor
an0yMrHa MOXke ce 00JaCHUTH TUME LITO arperupame XyMaHOT aJlOyMUHA TOIJIOTOM, CITMYHO
arperupamy roseher ajOymuHa (XOMOJIOTHja Y aMHHOKHMCEIMHCKO] CEKBEHLHU of 75,52%),
Mpe/ICcTaBJba BUIIECTEIICHH mporiec. Borzova u cap. (2017) cy mokasanu fa 3arpeBame roseher
anbymuHa pactBopeHor y PBS pactBopy y xoHuenTpanuju 1 mg/mL noBonu 1o ¢popmupama
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JIBE, HEe-HaTUBHE (POopME KOje MMajy pa3iuuuTy ,,arperadminoct™ [153]. Monekysncka ¢popma ca
BUCOKHM CTEIICHOM arperabuiIHOCTH j€ OrOBOpHA 3a (OpMHUpamkEe T3B. IPUMApHUX arperara ca
XUJIPOANHAMHYKAM mpedHukoM o 10,3 nm. Monekyncka ¢opma ca HHCKAM CTEIICHOM
arperabuIHOCTH ce WM ,,camoarperupa’ popmupajyhu crabuiiHe arperare Majaux TUMEH3H]a
WJIY Ce Be3yje 3a MpUMapHe arperare 1 opMupa CeKyHIapHe arperare, uecTuiie Benuunne 15,1
nm (mpu 3arpeBamy Ha 70 °C). Jlasba arperanuja u GopmMupame BEITUKUX HOIUAIUCICPIHUX
arperara npezcTaBJba pe3yiTar ,,clelJbHBamka’ CeKYHIapHHUX arperara.

Nako ucnutuBame (asza y arperupamy XyMaHOT aqOyMHHA TOIUIOTOM HHjE MPEeIMET
UCIIMTHBAKba OBE JIOKTOPCKE JAMCEPTalllje, YNHCHULIA A je TIPU 3arpeBamy roseher anOymuHa
Ha 70 °C ¢opmupame IpUMapHUX U CEKyHIAPHHUX arperara cpa3MepHo, u J1a HakoH 10 min
3arpeBama ocTaje HelTo Mame o1 20% Mouekyna y HaTuBHO] dopmu [156], moxe na o6jacHU
HMIMUPOKY AUCTPHOYIHjY pacroiesie arperupaHor XyMaHoT ajl0yMHHA Y CaxapO3HOM TPaJinjeHTYy.
Takole, He MOXKe ce HCKJBYYHTH MOTYRHOCT pacrajiamka peBep3uOmiIHO popMupaHux arperara
N0/l YTHIIajeM CHa)KHE [IEHTPU(yTaliHe CUJIe, IITO 3a MOCIEIUIy MOKE /1a UMa IUPY PACHIOACITY
BEIIMYMHA JIOOMjeHY yATpaleHTpUYTrupameM Yy OAHOCY Ha OHY 1o0ujeHy (OTOH
KOPEJTAIIMOHOM CIIEKTPOCKOIIH]OM.

5.1.1.4. I'ea puarpaumja aadyMuHa arperupaHor TonjaoToM

['en ¢untpanuja je yecto kopuinheHa MeTola 3a pa3liBajarbeé MaKpOMOJIEKyNa IO
BEJIMYMHHU (Tj. MOJICKYJICKO] MacH) [72]. Y OKBHpY OBE JOKTOPCKE AMCEPTAIUje HCITUTAHO j& J1a
JIM C€ OBOM METOJIOM MOX€ YTBPAUTH J1a IOCTOj€ PpaKIlije pa3InuyuTHX BEIMYHHA Y TIpernapary
arperupaHor anOyMruHa KOHIIEHTpanuje S mg/mL.

Opakiuonucame ren ¢unrpamujom Ha Sephacryl S-300 matpukcy (omcer pa3iBajama:
10-1500 kD 3a mmoOymapHe MpoTenHe) y K0joj ce mydep KpeTao TPaBUTAIMOHUM TOKOM je
npaheHo Ha ocHOBY A2go U A3zso y dpakiujama enyeHTa. [Ipenapar arperupanor andymuHa je
exyrpat y GOopMH jeTHOT MIMPOKOT MTUKA, Tj. HICMO YCIIENN J1a TOKaXeMO MPHUCYCTBO (hpaKimja
pa3InurTe MOJIEKYJICKEe Mace Yy OBOM mpenapary. MelhyTtum, nuk Ha Asso je MPeTXoauo MUKy Ha
Ango, IITO MOXKE J1a YKaXke Ha TO Ja cy ce (y BeheM cTeneny) arperupanu MOJIEKYJId alOyMUHa,
Koju arcopOyjy Ha 350 nm, kao ,,TeKU* eTyupaiy rnpe rMaBHUHE Qpakurje (y MambeM CTEHEeHY
arperupaHu Wik Hearperupanu MOJICKY/IH ali0yMuHa) (ciuka 5.4).

Pesyntatu ananmse arperupaHor ajOymMuHa ren (GUITPAIjoM HHUCY MOIJIH OUTH
TUpEKTHO yropeheHu ca pesyaTaTuma yiaTpaueHTpudyrupama U pesyararuma ¢GOTOH
KOpeNnaluoHe cuekTpockonuje (cnuka 5.2). Mehytum, He MOXke ce UCKIbYUYUTH MOTYNHOCT 1a
6u ce npumenom HPLC ren ¢unrpauuje moxkna noOuinm pesyiratu koju cy y Behoj mepu
ycariaiieH ca HaBeJIeHMM MeTojlama.
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Cauka 5.4. T'en ¢puntpanuja arperupasor anoymuna Ha Sephacryl S-300 matpukcy
[TnaBa crpenuila — oveTak elypHame IIaBor AeKkcTpana Mojiekyicke mace 1000 kDa
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5.1.1.5. AFM anaau3a BeJlMYMHe W CTPYKType HATHBHOI AJOyMHMHA W  aJOyMHHAa
arperupaHor TOmJIoToM

AFM ananuzoMm gobujeHe cy nHpopmalmje o pacioe/ii BeJIMYuHa YeCTHIIA Kao U O
BUXOBO] MOpQOJOTHjH y MpernapariMa HAaTHBHOTI anOymuHa (ciuka 5.5.A) m anOymuHa
arperupasor TorioroM (ciuka 5.5.5). Uectuie y npenapaty HaTUBHOTr ajiOyMHHa cy BeoMa
ciuuHe Mopdolioruje W yHH(POPMHE pacrojesie BEIMYMHA Ca TPOCEYHOM BEIMYMHOM
15,09+5,92 nm. Arperaiigja TOIJI0TOM JOBOJIH JI0 OpacTa BEJIMYMHE U POMEHE MOPQOJIOTH]e
YecTUIa Y aHAJM3UPAaHUM IIpernapaTuMa, Ipyu 4eMy je ofpeheHa mpocedHa BeIMYMHA YeCTUIa
n3Hocwna 42,47+17,45 nm.

b

Cauka 5.5. AFM ananu3za HatusHoT (A) u arperupanor (b) anGymuna

5.1.1.6. SEM anagmu3a BeJMYHHE M CTPYKType HATHBHOI aJOyMHMHA M aJ0ymMHHA
arpermpaHor TomjioToM

SEM ananu3oMm J00MjeH je jaCHMjU NpuKa3 Mopdosioruje W BeTUUMHE YecTUla y
npenapary HaTUBHOT asiOyMuHa (ciuka 5.6.A) u arperupanor andymuHa (cinuka 5.6.5). Cpenma
BpPEIHOCT BEIMYMHA YECTHULAa y Mperapary HaTUBHOI anOymuHa je Omma 1-2 um. 1 oBom
METOJIOM, KaKO M CBHM IPETXOTHO MPUKA3aHUM, TIOKA3aHO je Jla CE arperuparmeM TOTUIOTOM
dopmupajy Behe yectuue (3-4 um), anu 1 Aa noctoju oapehen Opoj MamUX yecTula Koje
MOTUYY OJ] HearperupaHuXx Wi JSTUMIYHO arperupaHux MoJieKyina anoymuHa. OBH pe3ynTaru
JIOHEKJIE Yy KOpENalMju ca IIMPOKOM AUCTPUOYIMjOM pacrojelie BEIMYMHE YEeCTHIa Y
npenapary arperupaHor anOyMuHa Koja je JEeTeKTOBaHa YITpaleHTpudyrupameMm Ha
IpaJMjeHTy caxapo3e. Mame YeCTHIIe Y OBUM IperapaTimMa cy youeHe ¥ (POTOH KOpeTarnoHOM
CHEKTPOCKOIH]OM.

Mebhytum, Mopa ce HarIacUTH Ja caM IOCTyHakK (puKcalyje W OCTalId Kopaumu y
IPUIIPEMHU y30pKa 3a MUKPOCKOIICKE aHaJIM3€ JEHATYPHILy MPOTEHHE U J0BOAE IO HUXOBOT
arperupama, ¥ y Ipernapary HaTHBHOT ajJOyMWHAa M y TpenapaTry arperupaHor ajaOyMHHA.
Cwmarpamo f1a cy 300r Tora, BeIMYMHE YECTULIA JETEKTOBAaHE MUKPOCKOIICKUM MeTosiama (AFM
u SEM) BumecTpyko Behe o1 OHUX JETEKTOBAaHUX (POTOH KOPEIAIIMOHOM CIIEKTPOCKOITHjOM 1
OHUX KOje OM ce peajHO MOIVIe OYEKMBATH y (HU3UOJIOMKUM ycioBuMa. OIHOC MpoCceyHe
BEJIMYMHE arperupaHuX/HaTHBHUX MOJIEKYJa all0yMHUHA ce TIOKJIana ca OHUM MepeHnM AFM
MHUKpOCKoIujoM (2:1), nako ce u3MepeHe BeTMUrHE He TOAYAapajy, ITO MOXe OUTH TocIeIuIa
Jpyraddje MpUIpemMe y3opaka Koje 3axXTeBajy OBE METOJIC.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 7.33 mm

!
View field: 19.0pm  Det: In-Beam SE 5 pm
SEM MAG: 10.00 kx  Date(m/dly): 11/27/23 SEM MAG: 10.00 kx Date{m/dly): 1127123

Cauxa 5.6. SEM ananu3za matuBHor (A) u arperupasor (b) anbymuna

5.1.2. Ana;iu3a BeJIMYMHe U CTPYKType HATUBHUX M IgG arperupanux TomioTom - in vitro
aHAJIOra HMYHOKOMILIEKca

5.1.2.1. U30n10Bame u kapakTepuzanuja xymanux IgG

3a motpebde oBor pana IgG je uzonoBan u3 30upHOTr y30pka cepyma 300 100poBOJbHUX
JaBajnara KpBu apuHUTETHUM Xpomarorpadujama Ha mporenny I'e u mporenny A. Mako ce
4YecTO OBa JIBa MPOTEHMHA KOpPHUCTE 3a M30JIoBamke YKyNMHUX [gG Monekyna u3 Heke TeJecHe
TEUYHOCTH WM henujcKe KylIType, ’UXOBa CIIOCOOHOCT BE3WBAa PA3TMUYUTHX MOJEKYJICKUX
dbopmu HUje UCTa, U 300T TOra je OJUTYUEHO JIa ce y OBOM pajy puMmeHne oba marpukca. Hanwme,
npoteud ['e (mporeun I'e rpymne (f xemonutuukux) 6akrepuja poaa Streptococcus) BUCOKUM
apuHHUTETOM Besyje cBe nojkiace IgG Monekyna npeko muxoBux Fc pernona u He Besyje apyre
KJ1ace uMyHonooynuHa [154]. Onmmre npuxBaheHo je aa nporeun A (npoteud Staphylococcus
aureus) Besyje xymane 1gG1, 1gG2 u IgG4 npeko Fc ¢parmenara, anu n1a He UHTeparyje ca
IgG3 [155]. Mehytum, mporenH A uHTepearyje ca HEKUM aJOTUICKUM (WM JAPYTUM
MoJIeKyJickuM) BapujanTama 1gG3 [156,157], a 3a pasnuky on mpotenHa l'e, Be3yje U HEke
Mmodekyincke Gpopme xymanux IgM u IgA, anu u IgG npexko F(ab')2 pparmenara [158,159], kao
u IgE [160,161]. IIpuponuu npotenH A, Be3yje u anOyMuH, IPEKO PeTHOHa KOjU j€ yaasbeH O]l
pEeruoHa KOjUM Be3yje UMYHOITIOOYyJIMHE, U OBa] PErMOH je YKIOHEH W3 PEeKOMOMHAHTHHUX
dopmu mporemHa A, KOju ce€ JaHac KOpPHUCTE 3a Xpomarorpacke MaTpuKce, U KOju Ccy
KOopuIIheHu y 0BOj CTYAH]H.

Hakon adunurerne xpomarorpaduje Ha mnporenHy le u mporemHy A, uucroha
u3onoBanux IgG je ananuzupana SDS-PAGE y nepenykyjyhum ycnosuma (ciuka 5.7A). OBom
METOJIOM je y o0a H30ilaTa TOKa3aHO MPHUCYCTBO MPOTEHWHA KOJU MO EJIEKTPOdOPETCKO]
HOKPETJBUBOCTH OAroBapajy mosekynay IgG, ok anOymuH u TpaHchepuH, Kao HU JpyTd
CEepPyMCKHU NpOTEeUHU HUCY JeTekToBaHu. IgG, IgM u IgA y u3onaruma cy aHaau3upaHH JOT
61otom (cnuka 5.7b). OBa aHanu3a je nokaszana ja cy ce ahpuHUTETHOM Xpomarorpadujom Ha
npotenny ['e n3omoBanu nuckibyunBo 1gG MMyHOIIOOYIMHH, TOK CY Y H30JIaTHMa Ha TPOTEHHY
A Hanaszwim u umyHorooynmunu IgM u IgA.
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Cauka 5.7. Ananuza nporenHa 30MpHOT XyMaHOT cepyMa aQUHUTETHO U30JI0BaHUX HA
npoteuH e u mporenn A cedaposu

(A) SDS-PAGE y mepenykyjyhum ycmoBuma. 1 - IpoTeMHHU KOjU C€ HHUCY Be3alli 3a mpotenH le, 2 -
MPOTEUH KOjU Ce HUCY Be3alll 3a MPOTeHH A, 3 - MPOTEHHHU KOjH Cy CE BE3WBAIMU 3a mpoTeuH le, 4 -
MIPOTEVHH KOjH Cy ce BeanBaiwm 3a npotenH [e; Alb. — anGymun, Tr — Tpanchepus.

(b) Mot 6not merexkumja mpucycta IgG, IgA u IgM y n3omatima Ha mporennnma e u A. Y3opim
O3HauYeHU OeUM KpyKHUIIaMa: KOHTPoJIa, HehpaKIIMOHUCaH 30UPHU y30paK cepyMa; Y30pIlM 03HAUCHH
[PHUM Kpy>XKHHIIAMa: W30JIaTH Ha IPOTEUHY A; Y30pIu 03HAYCHU JbyOMYaCTUM KPY)KHHLIAMA: W30JIaTH
Ha potenny ['e. Heo3HadeHn y30pIiu: y30pIiiv KOjU HUCY aHATIM3UPAHU Y OBOj CTYIH]H.

Konuentpamuje ykynuux IgG, IgG noaxnaca, IgA u IgM y u3onaruma Ha npoTeMHUMA
A u I'e je onpehena umyHoHedenomerpujckoM MetonoM (Tabema 5.1). YV oba u3omara oumnm cy
HajnomuHaHTHUjU [gGl Monekynu koju cy M HajBUILE 3acTyIUbeHa nojkiaca IgG y cepymy
yoBeka. Y noOujeHuM u3onatuma ce Hamaswio Bumie ox 60% IgGl, mTo u oxroBapa yueny
IgG1 y ykynnum IgG cepyma [28,31]. V ckilany ca HaBeleHUM KapaKTepUCTHKaMa MaTpUKCa,
caapxaj 1gG3 je Omo HIWKM y M30IaTUMa JOOWjEHUM Ha MPOTEHHY A y OJHOCY Ha M30JIaTe
nobujeHe Ha npoterHy I'e. Y oBOM pajy HHCY UCIIMTHBaHe MoJeKyicke Bapujante 1gG3 koje
Cy ce Be3uBaJie 3a MPOTEUH A, aiu OU OHe Morie OUTH IPEIMET UCTpaxuBama y OynyhHocTi
y3 pa3BHjamke ONTUMATIHOT IPOTOKOJIA 32 U30JI0Bakbe crielupuuHuX MosekyiIckux ¢popmu IgG.
Takohe, OUTHO je HarMOMEHYTH Ja je HUBO KoHIeHTpanuje IgA u IgM, kako y n3omatnMa Ha
nporenHy e Tako M y wu3ojdatuMa TMpoTeMHy A, OHMO HCHOA HHUBOA JIeTEKIHje
umyHOHederomeTprjoM (Tadena 5.1). Y oBOM MOMEHTY ce HEe MOXE 3aKJbYYUTH Ja Ju [gA n
IgM, (xoju Cy OMJIM IPUCYTHH y TPAroBMMa y M30JIaTUMa Ha IPOTEUHY A M OUIIH AeTeKTaOUIHU
caMo 70T OJIOTOM) TIpPENCTaBJbajy MOJIEKyle Koju cy ce mpeko cBojux F(ab')2 ¢parmenara
BE3aJIM 3a MPOTEUH A WIH Cy J€0 MMYHOKOMIUIEKCA KOjU HOPMAJIHO MOCTOj€ Y HUPKYJIalHju
konpermnutupany ca IgG, wnm mnpeacTtaBibajy HecnenuduuHOo amcopOoBaHe MPOTEHHE.
MehyTtum, oBakaB pe3ynraT je MOTBPAMO Behy OCETIHMBOCTH JOT OJIOT aHalU3€ Y OAHOCY Ha
UMYyHOHE(DETOMETPH]Y, LITO YUHH JOT OJIOT METOAY U300pa 3a IeTEeKIIH]y POTEUHa MPUCYTHUX
y TparoBuMa y HEKOM IIPOTEHHCKOM Ipernapary/u3onary. Takohe, oBakaB pe3yaTar je HOTBPIUO
6oJbe epopmance 3a u3onoBame yKynHux IgG y marpukcy ca nporenHoMm ['e y onHocy Ha
MaTpHKCe ca MPOTEUHOM A.
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Ta6ena 5.1. Konnentpanuja ykynaux IgG, [gA u [gM u 1gG nonkiaca y dpaknuju nporenHa
30UpHOT y30pKa cepyma ahUHUTETHO U30JI0OBAaHKUX Ha mpoTenH e win nporeud A cedaposu

Nzonatu
nporenH ['e MIPOTEHH A

1gG (mg/mL) 2.230 1.230
IgM (mg/mL) <0.175 <0.175
IgA (mg/mL) <0.259 <0.259
1gG1 (mg/mL) 1,620 0,874
1gG2 (mg/mL) 0,741 0,433
1gG3 (mg/mL) 0,048 0,009
1gG4 (mg/mL) 0,085 0,061
19G1 (%) 65,0 63,5
19G2 (%) 29,7 31,4
19G3 (%) 1,9 0,6
19G4 (%) 34 4,5

2 Konuenrpauuja IgA u IgM - ncrion rpanmiie 0CeT/bMBOCTH UMyHOHE(EIOMETpH]E.

N3onoBanu IgG cy arperupanu tortoroM, 10 min Ha 63 °C. HakoH 3arpeBama y
usonaruma IgG Ha ipotenny e u mporenHy A AETEKTOBaH je OpacT BpeaHOCTH Asso o1 2,8 1
3,5 myta, uuMe je moTBpheHa ycmemHocT arperanuje (cimuka 5.8A). Hakon arperarmuje
TOIIOTOM, BpenHocT { norennujana IgG nzonoBanux Ha nporeuny le je 6uma 10,4 myra Beha
y OlHOCY Ha Hearperupane monekyrne. [lopact { nmorenuujana arperupanux IgG uzonoBaHux
Ha mpotenHy A je 6uo mamu (1,65 y oqHOCY Ha Hearperupane Mojekyie; ciuka 5.85), mro
MoOyKe OUTH MOcJennia NprucycTBa Mame arperabunuux Gopmu IgG y oBom uzonary [162] unu
npucycTBa Beher 6poja pa3IMUYUTHX U30TUIIOBA MOJIEKYJIa UMYHOITIOOYJIMHA.

A s

09

06
03

0,0

A350

MpoteuH e  lNpoTtenH A
H3onamu npomeuHa cepyma

-35
-3,0
-25
-2,0

-15

Z(mV)

-1,0
05

0,0
MpotenH e  TMpoTemH A

Wzonamu npomeuHa cepyMa

22°C
63°C

22°C
m63°C

Canka 5.8. Aszso (A) u { norenuujan (b) HatuBHor u arperupator 1gG
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5.1.2.2. Anaau3za BequunHe HaTuBHOr IgG m IgG arperupanor Tomjaorom (oToH
KOPeJIAIlHOHOM CHEeKTPOCKONUjoM

@DOTOH KOpENalMOHOM CIHEKTPOCKONMjOM aHallu3hpaHa je pachojesia BelnYrHa
YyecTUlla y TMpernapatiMa HaTUBHOr u  arperupaHor IgG wu3omoBaHor a(pUHUTETHOM
xpomarorpadujoM Ha KojoHama MnporeuH A wiu npoteuH ['e cedapose.

Pesynraru oBe aHanu3e mpukaszaHu Ha ciuid 5.9 u Tabenu 5.2 cy mokazaid Ja ce 'y
n3onaruma HatuBHUX [gG Hanmase yectuie Benuuune of 6,53 1o 13,5 nm, npu yemy cy HajBehu
Opoj myTa (Tpu IyTa y W30JIaTUMa Ha MPOTEHHY A M YETUPH IyTa y M30JaTUMa Ha MPOTEUHY
I'e) nerexToBane yectue ox 11,7 nm, mro no noganuMa U3 JUTEparype, NpuOIKHO OroBapa
BEJIMYMHU HaTUBHUX (MoHOMepHuX) IgG monexymu (11,5+0,5nm; [163]). ¥V uzonaruma Ha
nporeuny l'e, anu 1 Ha poTenHy A, cy aerekToBane u vectuile Behe ox 1500 nm (1o jenHa
yectuna y Tpu of 10 cHumaka). Juctpubynuja BenuunHe Ha cimid 5.9 je mpuka3aHa Kao
JIyjarpaM  3aBHCHOCTH pPENaTMBHOI HWHTEH3UTETa pacyTe CBETIOCTH Of JIorapuTMa
XUAPOJMHAMHUYKOL IPEYHUKA KOJIOMJAHMUX YeCTHIla NPUCYTHUX Yy u3onaruma IgG. Opnoc
TPOLIEHTA MHTEH3UTeTa pacyTe CBETIOCTH U MpeuHuka yectuna je 1:10° ma je nuctpubynuja
BEJIMUMHE [10 UHTEH3UTETY pacyTe CBETJIOCTH BEOMa OCET/bMBA Ha MPUCYCTBO BEIMKUX YECTULIA
wiu arperata [164]. [lomeHyTa unmbeHUIIa YIIPABO YMHU (POTOH KOPEIAIOHY CIIEKTPOCKOMH]Y
METOJIOM M300pa 3a JAETEKIMjy arperara y rnperaparauma MpoTeHHCKUX TEPaNeyTHKA.

A B
80 npoTenH A 80 npoTeuH e
—~ HatMBHM IgG . HaTMBHM IgG
) 2
o < 60
5 =
il o
] [
= s
£ 40 2 40
o o A
[ [t |
X o |
S 2 S 20 \
0 ! 0 A
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Dy (nm) Dy (nm)
40 40
= npoTemH A e npotewH e
& X arperupanu IgG
%30 arperupaHu lgG 9: - perup [¢]
[} (O]
= =
- -
£ 20 2
() ()
= =
I =
< 0 =

1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Dy (nm) Dy (nm)

Canka 5.9. AHanu3a BeJIMYMHE KOJOUIHUX YeCTHLA (POTOH KOPETAMOHOM CHEKTPOCKOIIHN]OM
y npenaparuma HatuBHOT IgG n3onoBaHoOr Ha MpoTenHy A U arperupasor (A) u'y
npenapariuma HatuBHOT IgG n3onoBaHor Ha npoteuny ['e u arperupanor (b)
Pe3ynraru cy npukazaHu Kao 3aBUCHOCT MPOIICHTA PpacyTe CBETIOCTH O MMPeuHnKa decturia Dy (nm):
XUAPOANHAMHWYKH IMMPEUYHUK KOJIONJIHUX YCCTUILIA.
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Ta6ena 5.2. ®oToH KOpenalMoOHAa CIEKTPOCKONHUja: BenuumHa KOJOMIHMX 4YECTUIA Y
npenaparuMa HaTUBHOT U arperupasor IgG

IIporenn A Hporeun I’
Harusuu Arpernpann  Harusunu Arperupanu
D (nm) Opoj moroBaka y 10 Mepema
6,53
7,53
8,72
10,1
11,7
13,5
24,4
28,2
32,7
37,8
43,8
50,8
68,1 1
78,8 1
91,2 2
141,8 1
164
712
955
1281 1
1484 1
1684 1
1718 1
1990 2
2305 4
1
1

—_ W N = N =

N BN

2669

5560
TunoBu
YeCTHLIA

Dy (nm)- XuapoAMHAMHYKH TPSYHAK KOJOUIHUX YECTHIIA
Tunosu yectuna: bpoj decTuna pa3nuanTor XUAPOIMHAMHYKOT IIPEIHNKA

Ha cmuum  5.10 mnpukazanu cy mnomauu Jo0MjeHH (OTOH  KOpesalliOHOM
CHEKTPOCKONM]OM MPEACTABJbEHN KAa0 3aBHCHOCT 3alPEMHUHCKOTr yJiesla YeCTHIla Of HUXOBE
BennurHe. [IMKOBM KOjM MOTHYY O BEJIMKHX YECTHIA Cy OWJIM BeOMa HUCKOT MHTEH3UTETA
(ckopo Ha TpaHUIM JAeTeKlHje). 3anpeMHHCKH YIeo uecTHla jJo0uja ce M3 IpUMapHHUX
nojiataka, Ha OCHOBY Mie-oBe Teopuje [165]. Quctpubyiuja 3aripeMUHCKOT yjelia YecTHIla
oJiroBapa AMCTpHUOYLIUjH Maca Tj. Te)KUHU YECTHLIA, BEOMA je OCETJbHBA Ha MPUCYCTBO BETUKUX
YEeCTHIIa U KOPUCTH Ce 3a MPOLIEHY PEIaTUBHOT yjesa YeCcTHIa y ofipel)eHOM MUKy y OIHOCY Ha
YKYITHE YECTHIIE Y aHAIU3UPAHOM y30pKy. OIHOC MpPOIEHTa 3alpEMHUHE pacyTe CBETIOCTH U
npeunuka dectuna je 1:10°, na je aucTpubynuja BelMYUHE MO BOJTYMEHY PacyTe CBETIOCTH
BEOMa OCETJbMBA HAa MPHUCYCTBO BEIMKUX uyecTHlla WM arperata [164]. OBakBOM aHAIM30M
MOKAa3aHo j€ J1a Cy W y u3ojaruMa Ha nporenny ['e mane gecture (8,7 - 13,5 nm) Ouie raBHa
KOMITOHEeHTa y30pka, unaehu 1o 100% 3anpemune y3opka (ciuka 5.10).
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Cauxa 5.10. Ananm3a BeIMYMHE KOJIOUIHUX YecTUIa (POTOH KOpPEIauOHOM
CIIEKTPOCKOINUJOM Yy Ipenaparuma HaTUBHOT 1gG M3010BaHOr Ha IPOTEUHY A U arperupaHor
(A) n y npenaparuma HatuBHOT 1gG u3onoBaHor Ha npoteuny e u arperupasor (b)
Pe3ynraru cy npukazaHu Kao 3aBUCHOCT 3aIIPEMUHCKOT yeja YeCTULIA Ol TPEYHUKA.

Dy (nm): XuaApoAuHAMUYKY PEYHHUK KOJIOUTHUX YECTUIIA.

V¥V npenaparuma arperupanux PEG npeuunuradbunnux IgG, ¢oron kopenanmoHom
CHEKTPOCKONHM]OM j€ JAETEKTOBaH IoMepaj ka BehuM decTuiiama, mpu 4emy je u Opoj TUIoBa
yecTHIla (4eCTUIIe pa3InuuTe BeauunHe) ouo Behu Hero y npenapatuma HatuBHUX [gG (cnuka
5.9). be3 063upa Ha xpomarorpadcku MaTpukc kopuihex 3a uzonauujy IgG, y npenapatuma
arperupanux IgG Hucy JeTEeKTOBaHE YECTHIE KOj€ MO BEJIMYMHHM OJroBapajy HATUBHUM
MOJIEKyJIMMa, allu Cy JeTekToBaHe uectuile Mame o 100 nm u Behe on 1000 nm. Kana cy
MOJAIM MPEJICTaBJbEHN KAa0 3aBHUCHOCT 3alPEMUHCKOT yella YeCTULA OJl HHXOBE BEIUYUHE
MIOKA3aHo je /1a TVIaBHY KOMIIOHEHTY 00a in vitro dopmupana IgG arperara unne uectuiie Behe
on 1000 nm: 92,8% on 3ampeMuHa y30pKa 3a arperupaHu u3ojaT Ha npoteuHy A u 68,4%
3alpeMrHe y30pKa 3a arperupaHy n3oiar Ha npotenny ['e (cnuka 5.10).

Marne pasznuke y BEJIMYMHHU YeCTHIa Koje (opMHpajy IVIaBHU MUK Yy Mpenaparuma
HatuBHUX IgG 1 nmukoBMMa y mpenapaTtumMa arperupasor IgG ykasyje na je poToH kopenanroHa
CIEKTPOCKONHMja JIeTEeKTOBajla U AMCKPETHE pa3iuKe y BeauuuHu HatuBHHX [gG monekyna
(moxmkiace, a BEpOBATHO W HEKe IOCTpaHCIAIMOHE MoAU(UKaIMje) U pa3luke Yy
arperabMIHOCTH PA3IMYUTHX MoJieKyacKkux popmu 1gG.
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5.1.2.3. Anaium3za BeauuuHe HatuBHor IgG wu IgG arperupaHor TOIJIOTOM
yaTpaueHTpudyrupameM

VnTpaneHTpudyrupame Ha TpajidjeHTHMa caxapo3e ce JIeIeHnjaMa KOPUCTH Kao METOJ
3a U30JI0BamE M (PpaKMOHUCAKE TPUPOAHUX U in Vitro GOPMHUPAHUX UMYHOKOMILIEKCA.

Kako Ou ce mpoleHWIa aHATUTHYKA OCETJBUBOCT YiTpaneHTpudyrupama Ha
caxapo3HoM TpaaujeHty koHrenrpamuje 10-37%, npBo cy ymopehenu pesynararu pasaBajama
HatuBHOr IgG wm3onoBaHor Ha mnporewHy le w HaruBHor anOymumHa (ciauka S5.11A).
Juctpubyiuja 06a mpoTenHa HAKOH YATPALCHTPUPYTHpama je Ouila pelnaTuBHO MHUpOKa. Y
CKJIaly ca MOCTOjehuM JIMTepaTypHUM TOaIMMa, PE3YITaTH Cy IMOKa3aJHu J1a ce al0yMuH 300T
cBOje Mame MoJekyincke mace (64 kDa) mo3ummoHupa y 30HaMa Mame T'YCTHHE caxapose
(makcumyMm Aosgo je aeTekToBaH y ¢paknujama 8-12) y omHocy Ha IgG (makcumym Aogo je
neTekToBaH y ¢paknujama 10-14) [166]. YnTpauneHTpudyrupameM, CIUYHO Kao U (POTOH
KOpEJAIMOHOM CIEKTPOCKOMHjoM, OWiIo je Moryhe Imoka3aTd MPHCYCTBO Malle KOJIWYHHE
arperara y npemnapary HatuBHor IgG n3onoBanor Ha npotenny l'e (dhpakmmja 27).

== IgG 22 °u
—— dzE22 °u

d 280

1357 91113151719212325272931
AtcOSC yd'® O

1357 91113151719212325272931
AteOC yd® ©

Cauka 5.11. AHanu3za BenuurHe ynTpaueHTpudyrupamem HaTuBHOT [gG n3onoBaHor Ha
nporteuny I'e u HaruBHOT anGymuHa (A) u HatuBHor IgG u IgG arperupanor tomiotom (b)

Kana je, nakon arperupama TOIUIOTOM HaTuBHUX IgG, ananu3upana auctpuOyuuja
IIPOTENHA y CaXapO3HOM I'paJIujeHTy, HHj€ 3alakeH nomepaj ka Behum rycrunama caxapose (Tj.
BehuM Macama) arperupanux y onHocy Ha Hearperupane IgG (cnuka 5.116). OBakaB pe3ynrar
je 6uo oyekuBaH, jep ce 3arpeBameM Ha 63 °C dopmupajy HecTaOwiHU (MpeBEP3UOUITHU)
arperatu IgG 3a koje je mo3Haro jaa ce pasrpal)yjy Ha MOHOMEpe MOj YTHIajeM CHaXKHE
neHtpudyraiate cuie [167,168]. Mehytum, ako Ha BeNUUUHY U CTAOMIIHOCT arperara yTuuy u
koHIeHTpanuja IgG u Bpeme 3arpeBama Ha 63 °C, HHje UCKJBYUEHO J1a OU Ce MPOMEHOM HauynHa
npurnpeme arperupanor IgG w/mnm nomaBameM anOyMHHA Kao MpOTEMHA cTaOuiM3aropa
[167,168] ycnemHo noOuiau cTaOWIHM arperaTd KOoju OM ce MO3UMLUMOHMpaNu y 30Hama Behe
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T'YCTHHE caxapo3e. 3a Maly KOJMYMHY IPOTEHHA IETEKTOBaHy y (pakuuju 32, Tj. y Tajnory ce
NPETIOCTaBIba Ja MPEICTaBIbajy cTabuiIHe arperare (opMHpaHe y HAIllIUM €KCIICPUMEHTATHUM
ycnoBuma (1 mg/mL IgG; 10 min Ha 63 °C).

5.1.2.4. T'ea puarpanuja IgG arperupanor TonjaioToM

Benuunna arperupanux IgG je anammsupana ren ¢unrpanujom Ha Sephacryl S-300
Matpukcy (omcer pasasajama: 10-1500 kDa 3a rmoOynapHe nmpoTenHe), y3 TpUMEHy MapKepa
(rmaBu nekcrpan monekyicke Mace 1000 kDa). Takohe, BenmnuuHa oBUX arperara je ynopehena
ca BEJIMYMHOM arperara anOymuHa. Pesynratu nmpukasanu Ha ciuiy 5.12, okasyjy z1a cy ce
IgG enyupanu y GpopMu jeHOT OIITPOT MHKA, CA MAKCUMYyMOM aICOPIIIHjE AETEKTOBAaHUM Y
IECTOM MWJIHIUTPY enyeHTa. [Ipemapar arperupanor anOymuHa je exyupaH y GopMu jemxHor
HIMpeT MUKa, Ca MAKCUMYMOM ancopOIije y IeBETOM MUJIMIIUTPY eNIEyeHTa, IITO MOoKasyje 1a
je ren ¢puaTpanuja Ousa 10BOJFHO OCETJbHBA 1A IETEKTY]e pa3iuKy y Macama IgG u anGymuHa.
Ha ocHoBy mosuiigje mapkepa ren ¢uiTpanyje, MOXe c€ 3aKJbyYUTH Ja y Tpenapary
arperupanor IgG Hema Monekynckux Bpcra (arperara) sehux ox 1000 kDa.

0,60 4 - 0,30
-==--An.
0,50 4 - 0,25
0,40 4 - 0,20
2 2
o~ 0,30 4 F 0,15 o
< <
0,20 4 - 0,10
0,10 4 - 0,05
0,00 0,00

0,0 2,0 4,0 6.0 8.0 10,0
3anpemMuHa enyeHTa (mL)

Cauka 5.12. I'en puntpanuja Ha Sephacryl S-300 marpukcy:
@®paknuonucamwe arperupatnor 1gG u arperupasor aadymuHa
[1naBa crpenuiia — moderak enxypuame miasor gexcrpana texxuae 1000 kDa

JloOujenu pe3ynTaTtu HUCY YHIOPEAMBH ca pe3ylTaTuMa yliTpalueHTpudyrupama, HU ca
pe3ynraTuMa (OTOH KOpeIaluoHe CIIEKTPOCKOMH]e.
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5.1.2.5. AFM ananu3a BeJu4yuHe U cTpykrype HatuBHor IgG m IgG arperupanor
TONJIOTOM

AFM aHanu3oM je moKa3aHo Jla YecTHIle y npenapary HaTuBHOT IgG uMmajy npocedny
BennuuHy 45,3+£22,68 nm, nok cy uectuie y npenapaty IgG arperupanor toruiotrom Behe
MIPOCEYHE BeMYnHe Koja u3Hocu 99,18+40,53 nm.

300 nm
250
200
150
100

50

Cauka 5.13. AFM ananuza naruBHor (A) u arperupanor IgG (b)

5.1.2.6. SEM anaim3a BequuuHe M cTpyKrype HatuBHOr IgG m IgG arpermpanor
TOIIOTOM

SEM ananmu3oM nobujeHu cy momand o MOp(OJIOTHjU M BETUYMHUA HATUBHUX U
arperupanux mojaekyia IgG. ¥V npenapaty nHaruBHux IgG cBe 1eTeKkTOBaHE CTPYKType Cy Ouiie
npuOIMKHO MCTHX OOJHMKa M IMpoceyHor mpeuHuka 356 nm (ciuka 5.14A). YV mpemapary
arperupanux IgG nerekroBane cy crpykrype 10 myra Beher mpeunuka (3484nm) (cnmka
5.14B).

SEM MAG 30.0hx  Deteimiy) 109773

Cauka 5.14. SEM ananuza HatusHor (A) u arperupasor IgG (b)

HNako ce u SEM u AFM HaBone Kako METOJE 3a aHAIU3y CTPYKTYpPE M BEIMUYMHE
UMYyHOKOMITJIEKca [82], MpeuyHuIM HAaTUBHUX U arperupanux IgG Monekyna 1eTeKTOBaHH OBUM
Merofama cy Behu o7 OHUX JeTeKTOBaHUX (POTOH KOPETAMOHOM CIIEKTPOCKOIIMjOM, IITO je
MOCJIeIUIIA JISHATypalije U CIeACTBeHe arperamuje mojiekynaa IgG 10 kojux Joja3u TOKOM
IIpUIIPEME Y30pKa 32 MUKPOCKOIICKE aHAJIN3E.
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Ha ocHOBy mo0uWjeHHX pesyiTara Meperma BEIWYHHA YeCTUIA PA3IMUUTHM MeTolama
(ynTpaueHTpudyrupame Ha TpagdjeHTy caxapose, red (GuiTpamuja, MUKPOCKOIICKE METO/E)
MOXE C€ 3aKJbYYUTH Jia CBE HAaBEJCHE METOC /1]y 3HaYajHE, ajld pa3InduTe HHPOpMaIuje o
BeIMUMHU yectuna. Mehytum, oBe metosie He omoryhasajy 1o0ujame Mpenu3He JUCTPUOyIHje
BeJIMYMHA YecTHia 300r morpede 3a crnenu@UYHUM MpHUIpeMaMa y30paka M JIyroTpajHe
mpoleaype Koje MOry Ja JOBemy 0 JeHaTypaluje MpoTeuHa wuW/miu pasrpahuBama
peBep3uOmITHO popMupanux arperara. Ctora je pe3ylTar OBUX METO/Ia HEOIXOAHO MMOTBPIAUTH
IpyruM, COGUCTUITUPAHN]UM METO/IaMa, KOje HEe 3aXTeBajy KOMIUICKCHY MPHIIPEMY y30paKa u
KOju omMoryhaBajy aHaimu3y NMpOTEHHA U BUXOBUX arperara y HaTuBHO] kKoHpopManuju. Hamm
pe3yTary mokasyjy aa je GOoTOH KopelaloHa CIIEKTPOCKOTH]a jeTHa O/ TAKBUX METO/A.

Pesynrati oBOr nena HCTpaXkWBama Cy HEIBOCMHCICHO MOKazainu na je (hoToH
KOPENAIOHOM CIIEKTPOCKOITHjoM MoTyhe 3a peaTuBHO KPaTko BpeMe aHAIM3HPaTy BETUYUHY
KOJIOMIHUX YECTHIIA Y TIpenapaTiMa HaTUBHUX U arperupanux [gG.

5.1.3. AHa;in3a BeJIMYMHE M CTPYKTYpe in vitro (popMHPaHUX MMYHOKOMILIEKCa (POTOH
KOPEJIAMOHOM CIIeKTPOCKONHNjoM

HIMyHOKOMITJIEKCH Cy peBep3HOMITHO (hOPMHPAHE CTPYKTYPE M TIO3HATO j€ /1a C€ FHhUXOBa
BEJIMYMHA Y in Vitro YCIOBUMA, alld U in Vivo MOXE MEHATH y3 JI0JaTHE KOJIMYMHE aHTUTeHa
win antutena [169]. OBa nuHAMUYHA TPOMEHA BEJIMYMHE UMYHOKOMILIEKCA, KOja 3aBUCH O]
OIHOCA JIOKAJIHO NMPUCYTHUX aHTUIE€HA M aHTUTENAa M KOja ce HEMpPECTaHO JielllaBa Ha MECTY
uH}Iamanyje wim y TuM(pHIM TKUBUMA, je 0J] 3Ha4aja 32 OCTBAPHBAE IUXOBUX OMOJIOIIKUX
e¢exara. [lopen Tora, npaheme npoMeHe BeIMYMHE UMYHOKOMILIEKCA j€ 0f] 3Hayaja 3a npaheme
U TPEeOUKIHN]y TOKa HEKMX WH(QEKTUBHUX/AQyTOMMYHHX OOJECTH WM HEKUX (OpMH
¢u3uonomkux oarosopa opranusma [170]. be3 063upa Ha HaBeleHH 3Ha4aj, aHaJIU3a IPOMEHE
BEJIMUYMHE HMYHOKOMILJIEKCA IIPU MPOMEHHU OJIHOCA AHTUI'E€H: aHTUTEJIO CE HE paju 3a noTpede
KJIMHUYKE JUjarHOCTUKE, Mpe cBera 300r METOAONOIIKMX OorpaHuuyema. OcuM HaBeIeHHX
,»[IPUPOTHO" (hOpMHUPAHIX UMYHOKOMILIEKCA OMII0 OM BeoMa OMTHO aHAIM3UPATH U THHAMHKY
IIPOMEHE BEJIMYMHE UMYHOKOMITJIEKCA KOJU C€ CTBapajy Kao OATOBOP HA TepaneyTcka aHTUTea,
a Koje Om Oumye on 3HaAuaja 3a MPEAUKIM]Y TEPANEyTCKUX WJIM HEXEJbeHHX edekara OBHUX
aHTHUTEA.

Ha Ou ce ucnutana MOryhHOCT npuMeHe (OTOH KOpenalloHe CHEKTPOCKOMHje 3a
aHaJIM3Y YTHIaja OJHOCA AaHTUTEH:aHTUTEJIO HAa MIPOMEHY BEIMUYMHE UMYHOKOMIUIEKCA y OBOJ
CTYAMjH Cy Hajmupe in vitro hopMupaHu UMyHOKoMIUIekcu u3Mel)y IgG (aHTureH) m muiijer
MOHOKJIOHCKOT' aHTHUTEJIa PEaKTUBHOT Ca K JIAKUM JIaHIIMMa MMYHOIIIOOY/IHHA Y ofHocy 1:2
(MMyHOKOMIUIEKCH O3HaueHH Kao in vitro IC1) n 1:3 (MMyHOKOMIUIEKCH O3HAYEHU Kao in Vitro
IC2). Tako pgoOWjeHM WMYHOKOMIUIEKCH CYy aHaJIu3upaHd (OTOH  KOPEIAlMOHOM
CHEKTPOCKOMHMjOM. Je/1aH o/ InJbeBa OBE AUCEpTalH]je je OMO YTBPAUTH J1a JIU j€ OBOM METOJIOM
Moryhe mpaTUTH UM JTUHAMHUYKY IPOMEHY BEJIWYMHE MMYHOKOMILJIEKCA 3aBUCHO O IPOMEHE
KOJIMYMHE KOHCTUTyeHara. 36or Tora je IgG y3opak nomar y IC1 u IC2, HakoH uera cy u
HoBo(opmupanu umyHokomiuiekeu (IC1+IgG u IC2+IgGG) moHOBO aHaNMM3MpaHU HCTOM
METO/IOM.

Pesynratu QoTOH KOpenaluoHe CIEKTPOCKONHUje Cy NpHUKa3aHH Kao 3aBUCHOCT
IPOIIEHTA pacyTe CBETJIOCTH Of PEeYHHKa yecTula (cnuka 5.15). Moryhe je yountu paznuke y
nucTpuOyuuju xkonouanux yectuna y IC1 u IC2, u nerexroBatu mpoMeHy BETUUYMHE y YECTHIIA
HakoH nonaBama aHtureHa (IC1+IgG um IC2+IgG). 3atum cy pesyaTaTd HM3paKeHHU Kao
3aBUCHOCT Opoja YecTHIla O/ ’bUXOBE BEIMUMHE Tj. XUAPOAMHAMUYKOT TTpeyHuKa (cimka 5.16).
[Tokazano je na ce y IC1 y3opky Hamazuiao 13 pasnuuuTHX THUIIOBA YECTHIIA, NPH YEMY je
BehnHa dYecTWIla 3acTymibeHa y pacmoHy mpedHuka ox 15 mgo 255 nm. Hakon momaBama
anturena (IgG y xome cy npepomuHanTHe Ouie dectuue of 18,2 nm) nerekroBaHo je 16
TUIIOBA YECTULIA, TPH YEMY LIECT OJ] lbUX - IPeYHHKa o1 255 nm 110 1484 nm, HUIje AETEKTOBaHO
HU y IC1 Hu y y3opky IgG. V IC2 je unentuduroBano ykynHo 15 TunoBa yectuna, npu yemy
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je BehnHa yecTuIa akyMmyinupaHa y orcery npednuka oz 15,7 nm mo 164 nm. Hakon gogaBama
anturena (IgG), Opoj Tunosa yectuua je cMameH Ha 7, a BehuHa wux je Ouna npeunuka 28-50
nm.
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Camuka 5.15. Ananuza BeTHYUHE KOJIOWTHUX YECTHUIIA Y UMYHOKOMIUIEKCUMA (DOPMHUPAHKM in
vitro uamely IgG (anTUTeH) U MUIITjer MOHOKJIOHCKOT aHTUTEJa PEaKTUBHOT ca K JIAKUM
JaHIIIMa UMYHOTTIO0Y/IMHA YOBeKa (DOTOH KOPEIAIMOHOM CIIEKTPOCKOIIH]OM
Pesynraru cy npukasaHu Kao 3aBUCHOCT IPOLIEHTA PacyTe CBETIOCTH OJI IPEUYHNKA YECTULA CPEIHa
BPCAHOCT ACCCT MCPCHA. DH (nm): XUApOAMHAMHWYKU NPECYHUK KOJIOMJHUX YCCTHULIA.
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Dy IC1 IgG IC1+lgé6 D= IC2 IgG  IC2+IgG

(nm) (nm)

36 36

6,5 6,5

75 75

87 87

10,1 10,1

17 17

135 135 1 YecTHIA
15,7 15,7 2 YeCTHIe
18,2 I 18,2 | 3 yecTHIlE
21,0 210 4 yecTHIE
244 R 244 9 YecTHIA
282 282

27 27

378 378

4338 438

50,8 50,8

58,8 53,8

68,1 68,1

78,8 78.8

913 913

106 106

142 142

164 164

190 190

220 220

255 255

295 295

342 342

396 396

459 459

531 531

615 615

712 712

825 825

955 955

1106 1106

1281 1281

1484 1484

1718 1718

1990 1990

2035 2035

3091 3091

3580 3580

4145 4145

5560 5560

b3 13 8 16 b3 15 10 7

Cauxa 5.16. bpoj uectuna onpehen HoToH KOpenaoHOM CIIEKTPOCKONIHU]OM Y
UMYHOKOMITJIEKCUMa popMupanuM in vitro usmely 1gG (anTureH) u Muiijer MOHOKJIOHCKOT

AHTUTCJIAa PCAKTUBHOI Ca K JIAKUM JIaHIIUMa I/IMYHOFJ'IOGYHI/IHa YOBCKa
Dy (nm): XuApOAUHAMIYKH IPEYHHUK KOJIOMTHUX YECTHLIA

Pesynratm oBor gmena wucTpakuBama TMoOKa3yjy Aa je (OTOH KoperaarmoHOM
CIEKTPOCKOMHjOoM OMII0 MOTyhe NEeTeKTOBaTH MpEIU3HEe MPOMEHE y TUCTPUOYIIHjU BEIUUUHE
YeCTHIla y IMyHOKOMIUIEKCHMA KOje Cy 3aBUCHE OJ1 OTHOCA aHTUTEHA M aHTUTela, Kao U Ja je
om0 Moryhe IeTeKTOBaTH MPOMEHE TUCTPUOYIIH]e YeCTHIIa HAKOH TPOMEHE OTHOCA aHTHTeHA
1 aHTHUTECIIA.

OBu pe3ynTaTd OTBOPHUIN Cy MOTYNHOCT 3a MPHMEHY OBE METOAE y Ja’buM (azama
HUCTpaXMBamka, 32 aHAIU3y BEJIMYMHE YECTHIA Y WMYHOKOMILJIEKCHMA KOJU CE€ TPHUPOIHO
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CTBapajy y (U3HMOJOMIKUM HJIA TATOJOMIKUM CTamuMa WA ce (OpPMHpajy Kao OATOBOpP Ha
TepaneyTcka aHTutena. bp3uHa u3Bolema M MPEIU3HOCT YMHE OBy METOAY CYNEPUOPHOM Y
aHaJIM3M BEJMYMHE MMYHOKOMIUIEKCA Yy OJHOCY Ha Jpyre MeToie Koje umajy onpeheHa
METOJI0JIONIKA OTPAaHUYCHA.

5.2. Ananun3a Beauunne u ctpykrype CIC 3apaBux ocoda u ocoda ca PA

VY pesyararuma MpUKa3aHUM y MPETXOAHUM IOINIaBJbUMa MOTBpheHo je na je moryhe
IOPELUU3HO aHAJIU3UPAaTH BEIMYMHY KOJOMJHMX 4YEeCTHLlA Yy cacTaBy in Vitro aHajiora
umyHokomiiekca (IgG arpermpanux), ga je Moryhe neTekToBaTH pas3iiMKy y BEIUYHHU
KOJOMJHUX YecTula in Vvitro (HOpMUPAHUMX HMMYHOKOMIUIEKCA IIPH Pa3IMUYUTOM OIHOCY
aHTUTeHAa W aHTHUTENa, Kao M Ja je Moryhe mpaTuTu AMHAMHYKY MPOMEHY BEIMYMHE OBUX
MMYHOKOMIIJIEKCA JI0 KOje J10ja3u 300T MPOMEHE OHOCA aHTUICHA U aHTUTena. Y oBoj (as3u
UCTpaXMBamba aHAJM3UpaHa je BeJIWYMHA YecTula koje ynase y cacraB CIC u3070BaHHX U3
cepyma niepudepHe kpBu ocoba ca PA, 6onecTu 3a 4iju HacTaHAK U IPOTPECHU]Y CY OJTOBOPHHU
usmel)y ocranor m umynokomruiekcu. Ilopenehu mauctpuOynujy BenmmumHe vectuna CIC
KOMILJIEKCa 3/IpaBuX U OolecHuUX ocoba moryhe je neuHHCATH BEIMYMHE YECTHUIIA KOje Ce
1ojaBJbyjy camo koj obomenmx. Takohe, musp je Hahu Bely u3mel)y BeTUYHMHA YECTUIA U
ca/ip>kaja MMyHOIVIOOYJIMHA, Kao TIIaBHUX MoJeKylckux koHctutyeHara CIC komiekca.

[To3Haro je na KOHIEHTpanrja UMyHOKOMIUIEKCAa Y CHHOBH]jAalTHOj TEYHOCTH ocoba ca
PA moxe na Oyne BHILA O HUXOBE KOHIEHTpalMje y NepU(epHO] KpBU, ajld U A HUBO
UMYHOKOMITJIEKCa y TiepuepHOj KPBH HE MOpa OWTH MOBHIICH, HAPOUUTO y paHuM (a3ama
6onectu [57-60]. Mnak, y OBOM HCTpaKuBamy aHAJIU3UPaHE Cy BEJIMYMHE 4YECTULA Y
UMYHOKOMITJIEKCHMA TepudepHe KpBH, a HE y UMYHOKOMIUIEKCHMAa CHHOBHjATHE TEYHOCTH,
3aTO IUTO Y30pPKOBAamkE€ CHHOBMjAJHE TEYHOCTH HpPEACTaB/ba HMHBA3UBHU]Y HPOLELYPY OX
pyTuHCKOT Bahema mepudepHe KpBU. Y cacTaB MMyHOKoMIUIekca y mupkyitanuju (tj. CIC)
yia3e ¥ UMyHOKOMIUIEKCH KOJH ,,Ilype‘ U3 TKHMBa O] MH(IAMalHjOM, U KA0 TaKBU OHH CYy
n00ap MoJieN 32 U3y4yaBame CTPYKTYpe U (PyHKITHje UMyHOKOMIIJIEKCA KOj€ j€ TEIIKO, WU HUje
moryhe u3onoBaru ca mecta unpnamanuje [171]. Takohe, mo3HaTo je 1a U HajMambe IPOMEHE Y
CTPYKTYypH HMYHOKOMIUIEKCA MOTY Jia yTUYY Ha HhHX0BE (PYHKIIMOHAIHE KAPAKTEPUCTUKE, IITO
yKa3yje Ha oTpely aHalIMu3e CTPYKType UMYHOKOMIUIEKCa, YaK M KaJla UM KOHIIEHTpallija Huje
nosuieHa [61]. Y oBOj cTynuju HHUje aHaIM3UpaHa joll jelHa creuuduyHa Kareropuja
MMYHOKOMIIJIEKCA KOju ce y mepudepHO] KpBU JbyAM Haja3e BE3aHU 3a €PUTPOLIUTE IMPEKO
penenrtopa 3a C3 xommnonenty komruieMenTta (CR1 receptor; CD35), u koju ce Ha Taj HaYUH
VKIamkajy W3 IUPKylaldje MEeTOJOM HMyHoanaxepeHie. HMako cy pesynaratu OpojHUX
UCTPaXMBama MOBE3aJIM OBY KaTeropujy MMyHOKOMIUIEKCA Ca ayTOUMYHHUM (CUCTEMCKH JIYITyC,
pEeyMaTOMAHN apTPUTHUC, WHCYJIUH 3aBUCHH JHja0eTeC MEIUTYC, UTA.) U WH()EKTUBHUM
6onectuma (Manapuja, TyOepkynosa, uta.) [172], BenuunHa KOJOUIHUX YECTHLA Y HUXOBOM
cacTaBy HHJ€ aHalM3WpaHa y OBO] CTYIHjH, MPE CBEra 3aro INTO j€ HUXOBO H30JI0BAHE
KOMIUIMKOBAaHO, Ml CE€ HUXOB HMBO HE aHAIM3Mpa HU 3a MOTpede PYyTHHCKE JMjarHOCTHUKE
HaBeIEHUX OOJIECTH.

VY oBoM uctpaxuBamy aHanuzupanu cy CIC nzonoBanu u3 cepyma nepudepse kpsu 30
ocoba ca PA u 30 3apaBux ocoba (KOHTpOJIHA TpyTia) KOjU IO CTAPOCTH OIrOBapajy ocobdama ca
PA  npemunuramujom nomohy 3% PEG. Ilomamm 3a mHuBo RF m ACPA ayroantutena y
cepyMHMa, BPEIHOCTH OCHOBHUX KIMHUYKHX Mapamerapa (Op3uHE celMMEHTaluje
eputponuta, HuBoa CRP u crenena akruBHoctu Gonectu - DAS 28), kao u Tepanuje koje cy
IpUMalid y BpeMe y30pKoBama KpBU cy jaatu cy y tabenu [11, y Ilpunory oBe nucepranuje, a
CyMapHHU IIpUKa3 HUBOA ayTOaHTUTENa J1aT je Ha ciuiy 5.17. Ha ocHoBy npucyctBa ACPA u RF
y cepymuma, ocobe ca PA cy nmonessene y ase rpyne: ACPA+ RF+ (20 oco6a) u ACPA-RF- (6
oco6a). [Topen HaBeneHux, Tpu ocode cy y cBojuM cepymuma umaie camo ACPA, anu He u RF-
(ACPA+RF-), nok je jenna ocoba y cBom cepymy umana camo RF, anu e m ACPA (ACPA-
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RF+). Hu jenan on ucrnimrannka ca PA HHje mpuMao Tepanujcka MOHOKJIOHCKA aHTUTENA, Ynje
IPUCYCTBO OM MOTJIO J]a yTH4e Ha AUCTpuOyujy Benuunne yectuna 'y CIC.

Hcnutanuiu xoju cy (GpopMupany KOHTPOJIHY IPyIy HUCY MUMajH aKyTHE MH(pEKIHje
HajMambe Mecel] JaHa Mpe y3uMama KpBH. Takohe HUCY UMaly HU JOKyMEHTOBAaHE CHCTEMCKE
6osnectu. CTapocT U 10JI OBUX UCIIUTAaHUKA Kao U HUBO RF y cepymuma cy naru y tabenu [12.
C 0063upoM Ha TO Ja mpojazaH nopact HuBoa RF moxe na Oyzne 10 HOPMATHOT MMYHCKOT
OJITOBOpa Ha HEKHM aHTUTEH, u3MepeH je u HuBo RF y 20 cepyma 3npaBux ocoba. Y 19 ox 20
aHaMM3MpaHuX y3opaka HUBO RF je 610 HIKK O TpaHUYHE BPEAHOCTH IPUME-EHOT TecTta (14
IU/mL), a camo y jeTHOM y30pKy je OMO caMO HE3HATHO BHUIIU OJ] HUBOA TPaHUYHE BPEAHOCTH
(16,9 IU/mL) (Tabena I12, cnuka 5.17), Tako ga ce KOHTPOJIHA TPpyIa cMarpasa oarosapajyhom
3a OBy CTYIH]Y.
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wmtap RFcenvs mmap ACPAcw 1= 0,70 (p <0,001)
wTap RFge.vs utap ACPA acpa- 1= 0,31 (p >0,050)

Cauxka 5.17. RF u ACPA y cepymuma ocoba ca PA u RF y cepymuma 3npaBux oco0a.

Lpsena nunauja: meaujana 3a Bpeanoctu Tutpa RF u ACPA. naBa nuHMja: rpaHUYHE BPETHOCTH 32
tuTpe ayroantutena. RF - rpanuuna BpenHoct tecra: 14 IU/mL, y3opak ca BpenHocTHMa MamuM 14
IU/mL ce cmarpa RF neraruBuum; ACPA: rpanmuna Bpeanoct Tecta:5 RU/mL; y3opak ca
BpenHoctuma MawbuM 5 [U/mL ce cmarpa ACPA neratuBaum. Tutpu RF u ACPA cy oapelenu 3a cBux
30 ocoba ca PA. Kon 3apaBux ocoba Turap RF je mamepen y cepymuma 20 on 30 ucnuraHuka, a THTap
ACPA nuje ogpehusan. Hymepuuku nonanu 3a cnuky aatu cy y [punory, Tadene I11 u I12.
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5.2.1. HuBo u caap:kaj umyHorsio0yauna y CIC ocoba ca PA u 31paBux ocoda

[TocTtoju penaTMBHO BeIMKH OpOj MeTola 3a H30JI0OBamke M oxapehuBame HUBOA
UMyHOKoMITIeKca [173], mpu yeMy Cy y OBOj CTYyIMjU aHAIM3UPAHE BEIMYMHE YECTHIA KOje
ynaze y cacraB CIC uzonoBanum cenektuBHOM PEG mpenumuTaiiyjoM BHCOKE MOJIEKYJICKE
mace. Mako je omaBHO mo3Hato na PEG He mpeuumnuTtupa cBe KaTeropuje UMyHOKOMILIEKCA
[144] u na mopen UMyHOKOMILIEKCA (Tj. IMyHOITIOOY/IMHA arperupaHiX aHTUTEHUMa) MOXeE J1a
TaJIOKH | JIpyre cepyMcke npoteune [142,143] oBaj meton je nzabpaH, jep ce IperunuTaImja
PEG xopuctuTH Kaza je morpedHO He caMo KBaHTU()UKOBATH MIMYHOKOMIUIEKCE Beh 1 oipeIuTu
IbUXOB CAacTaB U aHAJIU3UpaTH BUX0BY GyHKIU]y [88, 132,174,175]. Takolhe, mo3Haro je 1a of
KOHIICHTpAIlHje MOJMEeTUICH IIMKOoIa 3aBuce BenmunHa [176], cacraB u konmuuuna [177,178]
MPEIUIUTHPAHUX UMYHOKOMILJIEKCA. Y OBOj CTYAHjU MpeUMIHTAIMja je ypahena pacTBopom
NOJHMETWIICH TJuKoNa KoHIeHTpauuje 3%, jep ce oBaj Meron Hajuemhe KOPHCTH Y
JINJarHOCTHUIN Ka0 CKPUHUHT TECT 3a OTKpuBame nosuimeHor aueoa CIC [140,173]. Jom jenan
pasJior 3a ogabup oBe merose je 6uo u To mTo cy Poulton u cap. (1983) ren unrpanronom
XpomarorpadujoM Mokazaiu npucycTBo Beher 6poj KOMOUIHUX YECTHIIA PA3IUYUTE BETHUYUHE
y PEG nmpeunnuraOuiHIM IMyHOKOMIUIEKCHMA Y HEKUM MaJIMTHUM OoJIeCTUMA JbYIH, LITO je
JAI0 OCHOBY 3a aHAJM3y BeNMYHHE OBUX decTunia koj PA mpumeHom (OTOH KopenanuoHe
cnekrpockonuje [141].

Pesynratu no6ujenu y oBoj ctynuju cy nokaszanu aa ce HuBo CIC (u3pakeH kao Asso
pecycniennoBannx PEG mpenummurara) ocoba ca PA (0,593£0,457; menujana:0,407) mHmje
CTaTUCTUYKU 3Ha4ajHO pa3nukoBao o HUBoa CIC m3omoBaHuX M3 cepyma 3paBHX 0cola
(0,464+0,307; menujana: 0,450) (Cnuxka 5.18A). Ungusuayanau auson CIC mpatu cy y Tabenu
IT1.

[Tpumenom ot 610T eceja mokazaHo je npucyctBo IgA, IgG, u IgM, kao u cBe yeTnpu
nozaxnace IgG, y ceum ananuzupanum CIC. Takohe, notepheno je na cy CIC ocoba ca PA, y
OJTHOCY Ha 3/paBe ocobe, campkane Buiie IgA u IgG, amu ve u IgM (Cnuka 5.18b1, Tabena
IT1). [oBehan HuBo ykymnHor IgG je Ouo nocnenuna nosehamwa Husoa IgG1, IgG3 u 1gG4, anu
He n IgG2 (Cnuka 5.18b,, Tabena I11). Kopenannona ananusa je rmokasaia ga y KOHTPOJIHO]
rpynu HuBO CIC mo3UTHBHO KOPEIHpao ca HUBOOM CBUX MCIIUTHBAHUX KJ1aca UMYHOIIIOOyIMHA
u cBux IgG nmonkiaca, ¢ uzyzerkom [gG3. C npyre crpane y rpynu PA nokasaHo je 1a je HUBO
CIC no3uTuBHO KOopenupao camo ca caapxkajem IgM (r = 0,65, p<0,001) (Cnuka 5.18B).

VY rpynu PA ocoba aHanusupanux y oBoMm pany, HuBo RF nu ACPA aytoanturena y
cepymuma Huje ytunao Ha HUBO CIC (Asso za CIC ACPA+RF+ je usnocuo 0,602+0,386
/menujana 0,508/ mok je Asso za CIC ACPA-RF- 0,671%0,705 /memujana 0,370). VY
aHanu3upaHoj rpynu ocoba ca PA HuBo CIC HHMje CTaTMCTMYKU 3HA4ajHO KOpEJIHpao ca
aktuBHoIIhy Oonectu (Tj. BpengHoctuma DAS?2S8), HUTHM ca aHaNM3UpaHUM IapamMeTpruMa
uHpnamanyje (Op3uHOM cequMmenTanuje epurpouuta u HUBooM CRP). Takohe Hu nmpuMemeHa
Tepanuja (METOTpeKcaT W MPEAHU30H / METOTPEKCaT, IPEJHN30H U JIEKOBU W3 Tpyte disease-
modifying antirheumatic drugs - DMARDs / merorpekcar 1 DMARDSs) ce Huje moria
noBe3aru ca HuBooM CIC (p=0,73). OncyctBo ytumaja npucycrsa RF u ACPA na nuso CIC,
Kao U OJICYCTBO KOopeJjaluje KIMHUYKUX napamerapa u tepanuje ca HusooM CIC nmotephyje na
ce y aHanu3upaHoj rpynu ocoba ca PA unnuBuayanne Bapujauurje Hupoa CIC mory cMaTtparu
MOCTIETUIIOM BbUXOBUX CTPYKTYPHHX OJUIMKA, a HE yTUIlajeM HaBeJeHUX (pakropa. 300r Tora ce
oBu CIC y3opi MoTy cMaTpaty Jo0OpUM MOJIETIOM 32 aHAJIM3Y Y OBOj CTYIH]jH.
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Cauxka 5.18. Huso CIC (A), penatuBnu cangpxkaj IgA, IgG u IgM (b1) u nonknaca IgG (b2) y
CIC ocoba ca PA u CIC 3npaBux ocoba u kopenaiuja HuBoa CIC u penaTUBHOT cajipkaja
umyHornoOynuHa (B)

IpBena nunuja: MenujaHa. Xopuszowmanina aukuja — CTAaTUCTHYKY 3HAYajHA pasjiuka u3mely

CIC ocoba ca PA u CIC 3apaBux ocoba. Hymepuuku nopaiu 3a ciuky patu cy y Ilpumory,
tabene I11 u I12.

5.2.2. Anaim3za Beanunne koaonanux yecrnua CIC 3gpaBux ocoda u ocoda ca PA ¢poron
KOPeJIAIMOHOM CIEeKTPOCKONUjoM

5.2.2.1 AHan3a BeJIMYMHE KOJOWJAHHUX YecTHLA y 30upHuM y3opuuma CIC

NMyHOOOYyIMHH, KOjU Cy OCHOBHHU ,,[PaJMBHU €JeMEHAT" MMYyHOKOMIUIEKCa, CY
M3y3eTHO XeTeporeHa TIpyna MakpoMonekyna (y LIUpKymanuju ce Hamasum 1x10° - 1x10°
Pa3NIUYUTUX MOJEKYICKUX Gopmu anturena; [10]) mro, 3ajenHo ca BEIMKOM xeTeporeHouhy
U OCTaJIMX MOJIEKYJICKMX KOHCTUTyeHaTa HMYyHOKoMIUiekca [88], pe3ynryje y BEIHKUM
UHAMBUAyanHuM Bapujanjama y cactaBy CIC. Jla Ou ce cmamHo edexar oBe NMPHPOIHE
xeTeporeHoctu, npe ananmze mHauBuayanaux CIC, anamusupanu cy 30mpam y3opiu CIC
3apaBUx ocoba u ocoba ca PA. Jla je oBaj mpuCTyn BajuaaH MOTBPAMIM cy pe3ynrtatu [4], rae
je MeroaoM (HOTOH KOpeNallMOHe CIEKTPOCKOINHje y 30MpHUM y30purMa adUHUTETHO
u3zonoBanux IgG m IgM wuMyHOKOMIUIEKCA, TOKa3aHO MPUCYCTBO KOJOWUJHHMX YECTHIIA
pa3uuYnTe BEIUYHHE.

Pesynraru ananuze pOTOH KOpPENAIIMOHOM CIEKTPOCKOMHjOM CY MOKa3alu J1a y30pILH
CIC wuMmajy wu3y3eTHO BHCOK HWHJEKC moiuaucnep3HocTd (koHTpona:0,96; PA:0,86) mro
MOKa3yje Jia ce y ’bUMa Hajla3e YeCTHIle IIMPOKE paclojesie BeMuurnHa. Y 30MpHUM y30pLuMa
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CIC 3apaBux ocoba u CIC ocoba ca PA decTurie cy, Ha OCHOBY BeIMUWHE, TPyMHUCAHE Yy JBa
BEJIMKa CKyTa, aju je pacnozaena BenuunHa CIC yectuna ocoba ca PA Ouia xomoreHnuja Hero
KOJI 3/ipaBux oco0a (cimka 5.19, tabena 5.3). Y CIC ocoba ca PA cpenma BpeqHOCT MpeyHUKA
IpBe TpyIie yecTria je n3nocuna 4148 nm (menujana 38 nm) u HUje c€ CTATUCTUYKH 3HAYAJHO
pasiMKoBaja oJl CpeIkhe BPEAHOCTH IpeuHrKa oBe rpymne yectuna y CIC 3apaBux ocoba (43+10
nm; meaujana 44 nm). Mehytum, cpenma BpeaHocT npeunuka apyre rpymne CIC yectuna ocoba
ca PA je uznocuna 308+142 nm (mMeaujana 255 nm) u Owiia je CTAaTUCTHYKHU 3Ha4ajHO Beha of
one y CIC 3agpaBux ocoba (472425 nm, meaujana 459 nm) (p=0,006). OgHoCc npeyHHKa
YECTHUIIA IPYTe U MPBE TPYIIE je KoJ 3paBux ocobda uzHocuo 7,1+2,5, nok je ko ocoda ca PA
6mo 3HauajHo Behu (p<0,006) u uznocuo je 11,7+1,5 (cnuka 5.19, rabena 5.3).
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Cauka 5.19. Ananuza BeIHMYUHE KOJIOMTHUX yectuiia y 30upHum y3opuuma CIC ocoba ca PA
u CIC 3apaBux ocoba (pOoTOH KOpeTaloOHOM CIIEKTPOCKOITH)OM
Pesynraru cy nmpukazaHu Kao 3aBUCHOCT MPOIICHTA PAaCyTe CBETIIOCTH OJ TPeUHUKa decTura. Dy (nm):
XUAPOAVMHAMUYKY TPEIHUK KOJIOUTHUX YEeCTHUIIA.
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Ta6ena 5.3. Benmnunna xojgonaHux yectuia y 30upaum y3opruma CIC 3apaBux ocoba u ocoda
ca PA onpehena GoToH KOpeTanmoHOM CIIEKTPOCKOIH)OM

3npaBu PA
Dy (nm) Bpoj nmonoBaka y 10 mepema
7,73
11,7 1
13,5 1
15,7
21,0
244 | 1
32,7
37,8
43,8
50,7
58,8
68,1
106
142
164 | 2
190
220
255
342
396
459
531 | 1
955
1280
1480
1720
1990
4150
5560
Tumnosu 13 10
JeCcTHIa

—_—— N A = =

— A NN

—_—— N N

AW -

Du (nm)- XuapoguHaMAYKA TPEYHUK KOJOUIHNX YECTHIA
Tumosu yectuiia: bpoj yecTriia pa3IMIUTOr XUAPOJMHAMHUYKOT IPCYHHUKA

Kana cy mopmanu npencTaB/beHHM Kao 3aBUCHOCT 3allPEMHMHCKOT yJella YeCTHLA Off
BUX0Be BennuuHe youasa ce n1a je koJ CIC 3npasux ocoba u CIC ocoba ca PA najeehu yneo
yecrtuna npse rpyne (91,6 u 88,5%, penom), 1j. yectuna mamwux o1 100 nm (ciauka 5.20). Tpeda
HarJlaCUTHU Ja TpaHchopMalnja pe3yiTara Mepema U3 yella MHTEH3UTEeTa pacyTe CBETIOCTH Y
3alPEMUHCKHU y/€0 HHUje JeHOCTaBHA U Jla ONTHYKa CBOjCTBA MEPEHUX YECTHIA (CTBapHE U
UMaruHapHe KOMIIOHEHTE MHJEKca MpejlaMama) MOpajy OMTH MO3HaTa Kako pe3ylTaru He Ou
Omn morpemHo uHTepnperupanu [179], noceOHO MPUIMKOM aHAJIM3€ CIOKEHOT CUCTEMa Kao
mro je CIC. ¥V nuTeparypu mocToje mojany 0 MeTojaMa M3padyHaBlba peIaTUBHOT MHIEKCA
npenamamba U mojaenoBawy CIC cucrema [23]. MebhytuMm, y OBOM HCTpakuBamwy HHCY
pUMEmBUBAaHE OBE METO/IE, jep je TUCTpUOyIIHja 3apeMUHE U3BeleHa U3 Mepeha MHTEH3UTETa
pacyTe CBETIOCTH KopulheHa camo y CBpXY nopehema 1 3a MpoleHy pelaTUBHUX KOJUYHMHA
MYJITUMOAANHUX JTUCTpUOyLMja BeJIMYMHA, Mpe CBera Mo Npenopyuu MpousBohaya
xopunrthenor nucrpymenTa [ 180], u kao mTo je HaBeneHo Yy pany Faggiano u cap. (2010) [181].
VY 0BOM HCTpakuBamy, Kao MapameTap Mepewma (OTOH KOPETallMOHOM CHEKTPOCKOIH]OM,
xopunthena je BpenHocT pedpaxtopHor uniaekca Bone (Rlmo = 1,33) umajyhu y Buny na
NPOTEUHCKU pacTBOpU HMCKe KoHueHTpauuje (kao mro cy CIC komouaHu cucremu ca
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MIPOTEMHUMA Kao INIABHUM KOHCTUTYCHTHMA) UMajy BPEIHOCTH pePpakTOpHOT HHACKCA OIHCKE
pedpaxkropHoM uHAEKCY Boze [135].
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Cauka 5.20. ®oToH KOpenauoHa CIIeKTPOCKOIja: AHAIN3a BEIMYNHE KOJIOMJIHUX YECTHUIIA
y 36upuum y3opiuma CIC ocoba ca PA u CIC 3apaBux ocoba
PC3YJ'IT3TI/I Cy IprUKa3aH! Kao 3aBUCHOCT 3alIpEMHUHCKOI" yACJIa 4YE€CTUIla OO IMPCUHMKA.
Dy (nm): XuaponuHAMUYKY MTPEYHHUK KOJIOMIHUX YECTHIIA.

[Ipema HammM ca3HambHMMa, pe3yiITaTH MPHUKA3aHW Yy OBOM IOMNIaBJbY IPEACTaBIbajy
npBe pesynrare mepema BennuuHe CIC ¢oToH KopemanroHoMm crekrpockonujoM. Gyorgy u
cap. (2011) cy meToom (OTOH KOpeNanoHe y 30UpHUM y30pLuMa apUHUTETHO M30J0BAaHUX
IgG uMyHOKOMIIJIEKCA CHMHOBMjaJIHE TEYHOCTH OOJIECHHMKAa Ca PEyMAaTOMJIHUM apTPUTUCOM
uneHTugukoBann vecrtune BenuuuHe 4, 210 m 2000 nm, a y y3opuuma adUHHTETHO
n3osnoBaHux IgM nMyHOKOMIITIEKCa JeTeKTOBAIH Cy yectulie Benumunne 12, 40, 210 u 2100 nm
[4]. Hecnarawa u3mel)y BenMuMHE YeCTHULE Y MUMYHOKOMILIEKca U3Mely MOMEHyTe U OBOT
UCTpaXHBamka MOTY J1a Oyly Moclennia pa3IndIuTUX CTPYKTYPHUX OJJTMKA MMYHOKOMILIEKCA
cepyMma mnepudepHe KpBU y OAHOCY Ha OHE W3 CHHOBHjaJlHE TEYHOCTH WM MOTY OHUTH
noclneauiia Kopuihema pa3nunauTux Metozaa 3a uzonauujy CIC. Hamu pesynraru [182] yka3zyjy
Jia 61 U pa3iMKa y rolMHaMa yuecHuKa oBe ctyauje u cryauje Gyorgy u cap. (2011) morna Outu
pasyior 3a Hecliarame y BeJIMUMHU YecThlla Koje yaase y cactaB CIC.

Henocpenno Hakon anamusze 30upHux CIC y3opaka ¢OTOH KOpenaanroHOM
CIEKTPOCKONH]jOM, Ha HMCTOM amapary onapeheH je u muxoB { moteHuujan. Pesynrartu cy
nokazanu na je { nmoreruujan CIC naunmjenara ca PA wmsHocuo -6,95 £ 0,51 mV u 6uo je
3HayajHo Hwku { motenmujan CIC 3apaBux ocoba koju je u3nocuo -8,07 £ 0,47 mV (cnuka
5.21). OBakBu pesynratu ykaszyjy aa PA moxe na Oyne mpaheH M cMamemeM KOJIOUIHE
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CTaOMITHOCTH MMYHOKOMIUIEKCA, KOoja MOXe OWTH mocieauna pazauuutux (axrtopa [84], u
u3Mel)y ocTanor BUXOBOT PA3TUYUTOT UMYHOITIOOYIMHCKOT cacTaBa. 3Hajyhu na cmocoGHOCT
arperaije pa3JIu4uTHX MOJIEKYyJapHUX BapHjaHTH WUMyHONIIOOyauHa HuUje ucta [183,184],
youeHe pasznuke y BenuunHu CIC dectuma mory OuTH, OapeM JeTMMHYHO, PpE3ynTaT
OTKPUBEHMX Pa3JIMKa y cacTaBy H30TUIIOBA UMyHOIIIOOynnHa (ciauka 3.19) u npucycTBo Apyrux
MoOJIeKyJia crieu(pUIHUX 32 OOJIECT MM CTapoCT ucnuTaHuka [185].

p<0,001
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Cauxka 5.21. { morennmjan 36upuaux y3opaka CIC ocoba ca PA u CIC 3apaBux ocoba

Pesynratn anammse 30mpuux CIC y3opaka moOujeHu y oBOj (ha3su UCTpaKUBama Cy
MI0Ka3aJii J1a je GOTOH KOpEeIalMoOHOM CIIEKTPOCKOIHjoM OMIo Moryhe JeTeKTOBaTH MPUCYCTBO
KOJIOMJHHUX YCCTHULA PA3JIMYUTOr IPCUHHKA, 1 Aa CC NPCUHHK YECTHLA Y y30pUIHUMa IOPCKIOM
0J1 0c00a ca peyMaTOMITHUM apTPUTUCOM PA3JIMKOBAO OJI OHUX JTOOMjEHUX O]l 3IPaBUX 0C00a.
300r Tora je om0 onpasaaHo y cienehoj ga3um ucrpaxuBama ananuzupat nojeauaadae CIC
y3o0pake, 6e3 0031pa Ha OYEKHBAHY XETEPOTCHOCT.

5.2.2.2. AHanu3a BeJlMYMHE KOJIOMIHMX 4YecTHIAa Yy nojequHaynuMm y3opuuma CIC
3apaBuX 0co0a u ocoda ca PA

Kako je y mpeTxonHoj da3u ucTpakuBama MoKa3aHo Jia je Moryhe Uu3MEepUTH BEIIMUYUHY
KOJIOUJHUX YeCTHUIIa KOju ce Hanaze y 30upHuM CIC y3opumma 3apaBux ocoda u ocoda ca PA,
Ja’bU TOK HCTPaKMBama j€ YCMEpPEeH Ha aHalIu3y XUAPOJUHAMHUYKOT MPEYHUKA KOJOWUTHHUX
yecrtuia y ceakoM nojeauaaqaoM CIC y3opky kako Ou ce qoOuiia npenus3Huja ciuka pacoene
BEJIMUMHE YECTHUIA, U eTMMHUHUCA0 YTHIIA] €BEHTyaJIHE alloTeHe MHTEPAKIMje MOJIEKYJICKHUX
koHcTHTyeHaTa CIC pa3nmuuuTux JOHOpa Ha pe3yaTare Mepema BEINIHNHE YeCTUIIA.

VY 0oB0j ¢a3u pasa HOTOH KOpPENAUOHOM CHEKTPOCKOIH]OM je aHalIn3upaHo cBux 30
CIC y3opaka 3apaBux ocoba u 30 CIC y3opaka ocoba ca PA, nmpu yemy je cBaku y30pax
u3mepeH 10 myTa, Tako aa je nobujeHo ykymnHo no 300 mepema 3a cBaky rpymy. CBU U3MepeHH
MOJAaIM 3aCHOBAaHU Ha MPOIEHTYaJIHOM HHTEH3UTETY pacullaka CBETJIOCTH JIaTH Ccy y TabenaMa
I13 u 14, y npunory oBe Te3e.

V¥ 06e CIC rpymie nerektoBano je S0 TUIIOBA Y€CTHIIA KOj€ Cy C€ Pa3JIMKOBaJie Ha OCHOBY
CBOT XHJApoAuHaMHuKor mpedyHuka (ciauka 5.22A). ¥V CIC y3opuuMa KOHTpPOIHE TpyIie
JIETEKTOBAHO je YKymHO 944 dectuia, npocedro 3,15 gectuna no canmky. Y CIC PA rpymm
3abenexxeHo je 938 uectuna, nmpoceuno 3,13 yectuua no CHUMKY. bpoj uectuna 1eTekToBaH y
nnauBuyarHuM CIC y3opumma ocoba ca PA ce kpetao y orcery ox 20 10 46, ITo je MpoCedHO
uzHocuno 31+7 (menujana 32) (cnmuka 5.22A). bpoj uectunia y CIC koHTpoHE rpyne HUje ce
pasnukoBao of opoja yectunia y CIC PA, a kpetao ce y omcery o 16 no 42, mTo je mpocedHo
u3Hocuiio 31+6 (Meaujana 32). HezaBucho na mu ce paauio o CIC y3zopruma ocoba ca PA win
o CIC y3opuuma 3npaBux ocoba, y cBakoMm mnojeauHadHoM CIC cy tokom 10 mOHOBI/BEHUX
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Mepema HEeKe YeCTHUIle JIETCKTOBaHE CaMO jeIHOM, a HEKE PErucTpOBaHE Kao MOHOBIH, Tj.
pPETUCTpOBaHE Cy OJ1 JBa JI0 HajBUILE IIeCT myTa u uctoM y3opky. ¥ CIC PA, y onnocy Ha CIC
KOHTPOJY, HHje npuMeheH 3HauajHa mpomeHa Opoja Omio kor o oBux noHoBaka. (IIpuior,
ciuka I11).

Y o0e uCHHUTHBaHE TPyIe MOIIO CE YOUUTH Jia C€ Ha OCHOBY BEIMYMHE YECTHIIC
IpynuIly y Ba CKyIa: IPBU ca yecTuama rnpeyHuka oz 7,5 nm 10 164 nm (606 u 594 yectuua
y KOHTpOHO] ¥ PA rpynu) u npyru ca dectuniama npednuka ox 342—-1718 nm (229 u 236
YeCTHIIA Y KOHTPOIHO] u PA rpymn), (cnuka 5.22A) mTo je oaroBapaio pe3yliraTumMa Koju Cy
nobujeHn ananmusoMm 30upHuX y3opaka CIC (cmuka 5.19). Hajzactymseenuja yectune y CIC
3apaBux ocoba je Owia dvectuna mnpeunuka 78,8 nm, gok je y CIC y ocoba ca PA
Haj3acTyIUbCHUja Omiia yectuna npednuka 122 nm. [IpenuMmuHapHAa CTaTHCTUYKA aHAIHM3a
(Mann-Whitney tect) nokasana je 1a ce CIC 3npaBux ocoba 1 ocoba ca PA 3HauajHO pa3inukyjy
y Opojy uectuna oncera Benuuune 100-200 nm (p=0,001) u 500-750 nm (p=0,023). OBakaB
pesyaTar HaMm je OMO OCHOBA 3a Jajby CTAaTUCTHUKy aHanuzy (Mann-Whitney TecT) koja je
nokasaya na cy CIC ocoba ca PA, y nopehemy ca CIC koHTpOIHE TpyTIe, CaApKaau 3Ha4ajHO
Behu Opoj vectuna npeunuka ox 28,2, 531, 712, u 1718 nm. McroBpeMeHO MpHCYCTBO OBE
YEeTUPU YECTHUIIC JCTEKTOBAHO je y camo ueTupu y3opka CIC ocoba ca PA. Mctu craructiuuku
tect je mokazao ga CIC ocoba ca PA camgpike mamu Opoj yecTuna ca mpeyHukoM ox 43,8 nm y
nopehemwy ca CIC xouTponne rpyne (ciuka 5.22A, [Ipuor, Tabena I15).

VY cnenehem kopaky Fishers exact TeCTOM UCTIMTHBAHO j€ Ja JIM CE€ Y aHAIM3UPAHO]
rpynu ocoba ca PA, y oqHOCY Ha KOHTPOJIHY IpyIly, Hajla3u pa3nuuur Opoj ocoba unju CIC
caapxke dectuity onpehene Benmnuune. [IpumeHa oBor TecTa je Omiia moTpedHa jep Cy paziuke
y Opojy 4ectuna nerekropane Mann—Whitney TecToM MOIJIe OMTH TIOCIEIHIIA HAKYIIJbaha
yectuua oxapehene BenmumHe (Tj. MOHOBaka uecTuma) y wmameMm Opojy CIC um Hucy
npejcTaBibajie KapaKTePUCTUKY 1Ielie aHaIu3upaHe rpymne. Fishers exact TECT je MOKa3zao 1a
MOCTOjU 3HadajHO Behm Opoj ocoba y PA rpymm y omgHocy Ha 3apaBe ocobe uuju cy CIC
caapxanu yectuue nonynpeunuka 28,2, 531 u 712 nm. [IpumeHnom uctor tecra 106UjeHH Cy
pe3yiTaru Koju cy mokasanu jaa cy ce camo CIC koju cajaprke dyecTHile nmpeuyHuka oxa 78,8 nm
yemrhe jaBsbajn Ko 0coba y KOHTPOJIHO] y ogHocy Ha PA rpyny (Cnuka 5.22b; Ipuor, Tabena
I15).
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Dy CIC yecTuue Dy MNojeamHauynm CIC
(nm) 3ppasu PA (nm) 3apasm PA
17 1.7
A 27 B a7
36 36
42 42
48 48
56 1-10 56
6.5 11-15 6.5
75 16- 20 75
8.7 21-25 87
101 26- 30 101
1n7 31-35 17
135 36 - 40 135
157 42,49 157
18,2 18,2
21,0 21.0
244 244
28,2 28,2
327 327
37.8 37.8
43,8 438
50.8 50,8
58.9 58,9
68,1 68,1
78.8 78,8
91,3 913
106 106
122 122
142 142
164 164
190 190
220 220
255 255
295 295
342 342
396 396
459 459
531 531
615 615
712 712
825 825
955 955
1106 1106
1281 1281
1484 1484
me [ T 1718
1990 1990
2305 2305
2669 2669
3091 3091
3580 3580
4145 4145
4801 4801

Cauka 5.22. luctpubynuja Benmmunae koonaaux dectuna CIC ocoba ca PA u 3apaBux
ocoba opeheHa GOTOH KOpeTalnoHOM CIIEKTPOCKonujoM; A) YKynaH Opoj CHUMIbEHUX
yectuna onpehene senuunne; b) bpoj nnauBnnyanmanx CIC y3opaka y kojuma cy
JIETEKTOBaHE yecTulle ofjpeleHe BearurnHe
LpBeHoM 00joM Cy O3HA4YE€HE YECTHUIE KOje CYy y CTaTUCTHUYKHM 3HAuajHO Pa3IU4YUTOM Opojy Owire
npucytHe y CIC PA y ognocy CIC 3apaBux ocoba. Hymepuuku nofanu 3a cnuky cy aaru y [puiory,

tabemna I15.
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5.2.2.2.1. IloBe3aHoCT BeJiM4YuHe KoJouaHuX yectuna u IgA, IgG u IgM anturtena y CIC
nonyjaanuju ocoda ca PA u 3apaBux ocoda

Hakon onpehuBama auctpuOynuje BenmuuunHe vectumna y wuHauBUayamHum CIC
y3opuuMa (ciuka 5.22), a 3Hajyhu penatuBHU caipykaj UMYHOTTIOOYIUHCKUX KJlaca U MOJKIaca
y ceuM aHasmsupanuM CIC (ciouka 5.18) dhokyc nasber ucTpakupama je 0uo J1a ce MOTBPAU
WIM OMOBPTHE MPETIIOCTaBKa Ja MOCTOjU MOBe3aHOCT u3Mely auctpubynuje Bemmunne CIC
YECTHUIIA U KOHIIEHTpAIlMje MMYHOITIOOYIMHA KOja je U3MEPEHA Y IlhHUMa.

Y npBOM KOpaky OBOT JieJla HCTPa)KMBakha UCITUTHBAHO j€ J1a JIU MOCTOJH CTaTHCTUYKH
3Ha4yajHa pa3nuka y HuBoy IgA, IgG u IgM knaca u noxkiaca IgG usmehy CIC ocoba ca PA u
3IpaBUX 0co0a, a Koju capike yectuile Benmmuune 28,8, 43,8, 78,8, 531, 712 u 1718 nm 3a koje
j€ TIOKa3aHo J1a Cy Y CTaTUCTUYKH 3HaYajHO PA3IMIUTOM OPOjy MOHABJbamka OMIIe 3aCTYIUhEHU]S
y CIC ocoba ca PA y onnocy na CIC 3apaBux ocoba. O 0BUX IIEeCT rpyma 4eCTUIa, YSCTHIIC
npeunuka 43,8 u 78,8 nm cy Owite Buie 3actyrsbeHe y koHTpoHuM CIC, a yectuiie BenmnuuHe
28,8, 531, 712 u 1718 nm cy 6une 3acrymssenuje y CIC ocoba ca PA.

Pesynratu npukazanu Ha ciuny  5.23A nokasyjy na je y CIC PA y onnocy Ha CIC
3apaBux ocoba HuBO IgA Omo 3HauajHo Bumm y CIC momynmammju Koja caapXd HEKY Of
HABEJCHUX 4YeCTHla, ¢ u3y3eTkoM udectuiie on 1718 nm. [loBehame pemaruBHOr camgpikaja
ykymHOT [gG y PA nerekroBano je camo kox CIC koju canpske wectuie o 712 nm, 1ok je [gM
6uo nosehan CIC koju canpke uectuue of 43,8 unu 712 nm. C 063upom 1a je mpomeHa
KOHIeHTpanuja ykynHor IgG mocneanna mpoMeHe KOHIEHTpAIje YeTHpPU MOAKIACe OBOT
MOJIEKyJIa, Kao U J1a MPOMEHe KOHIIEHTpallija CBUX MOJKJIaca He MOpajy OUTH ,,ICTOT cMepa‘,
OWJI0 je HEONXOJHO AaHATU3UpPaTH IIOBE3aHOCT cBake ox mnoakiace IgG ca BennyumHOM
HaBeJleHUX yecTuua. Pesynraru npukasanu Ha ciauuu 5.23b6 nokasyjy na je y CIC PA, y onHocy
Ha CIC ocoba korTponHe rpyne, HuBO IgG1 6mo 3nadajno Bunm y CIC Koju caapxe HEKY 01
[IECT YeCTHIla 4Yhja je 3aCTYIUbEHOCT CTAaTUCTHYKHM 3Ha4dajHa y oBe ABe kareropuje CIC.
Canpxaj IgG3 je 6uo 3rauajuo Behu y CIC PA y omnocy Ha CIC 31paBe ocobe Koju caapike
yectuie BennunHe 28,8 nm. [loBe3aHoCT BennunHE YeCTHIIA ca MOPACcTOM/IIPOMEHOM/ HUBOA
IgG2 u [gG4 y CIC y PA Huje norBpheHa 3a rpynny UCIMTAHUKA KOJU Cy OWIIM YKJbYUEHU Y OBY
CTYIH]y.

Kao rmaBHU 3aKkJpydak OBOT Jieiia UCTpakuBama Hamehe ce unmbeHuIa ja ce mpoMeHe y
HuBonMa umyHonnooynuHa y CIC kon PA He momymapajy ca oOpaciiem pacrozenie BeaTudrnHa
YyecTHIla, mokaszyjyhu paznuuuty excpecujy usmel)y koutponsne u PA rpyne. Ha mpumep, HuBO
IgA, 1gM u IgG y CIC koju caapxke yectune ox 43,8 nm unu HuBo IgA u IgM u IgG y CIC
KOjU cajipke yecTuie o1 78,8 nm yectuiie je y PA Ono BUIIN y OTHOCY Ha KOHTPOITY, 6e3 0031pa
IITO Cy OBe uectuile Omie 3actyrmsbenrje y koutponauMm CIC. Ha ocHOBY oBakBor pesyinrara,
OJUTYYEHO je J1a ce aHAIM3Upa pa3inka y HuBonma umyHornoOymuna nsmely CIC ocoba ca PA
u koHTponHux CIC 3a cBe uecrtulie Koje cy 6uiie NpucyTHE y JOBOJGHOM OPOjy 3@ CTaTUCTHUKY
aHanmsy, Tj. 3a 43 yecTuile, mpevyHuka ox 5,6 nm 1o 2669 nm. [loganu nprka3zanu Ha cTuKaMma
5.24 u 5.25 u rabenama 116 u 117, noka3zyjy na je 3Hauajuo noehan HuBo IgA y PA y mopehemy
ca xouTponHuM CIC mnoBe3aHo ca 28 yectuna. Y nopehewy ca koHTpoinHuM CIC, 3Ha4ajHO
nosuieHn HUBO yKynHux IgG y CIC ocoba ca PA je Ono noBe3aH ca ocaMm BeJIMYMHA YECTUIIA
(7,5, 18,2, 21,0, 24,0, 220, 396, 712, u 8§12 nm). Hacynpor Tome, noBehanu Huso IgM je 6uo
MOBE3aH ca yecTullaMa Koje umajy npeunukpaaujy ox 32,7, 43,8, 220, 396, 531 u 1281 nm.
Hako ce moBehan canpikaj ykynHor IgG AeTekToBao Koa ocaM THIOBa udecTuila, moehaH
canpxkaj [gG1 je nerekroBaH Ha HUBOY 22 THIIA YECTHIIA, JIOK j€ OpOj THIOBA YECTHIIA KOje Ce
1oBe3yjy ca npoMeHoM caapxkaja [gG Ouo 3HaTHO MamH (jeiaH, 0caM U JIeceT TUIIOBA YeCTHIla
3a IgG2, IgG3 u IgG4), npu yemy HHjeIHA YeCTHIAa HUje MOIJIa OUTH MOBE3aHa ca MPOMEHOM
caapkaja cse yetupu nozaknace IgG. HTepecanTHo je Ja je ucToBpeMeHo noBehame HHUBOA
IgG, IgA u IgM y PA y nopehemy ca koHTposiom Guino nose3aHo camo ca CIC koju camapixe
yectuue ox 220 u 396 nm.
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Cauka 5.23. PenatuBnu canpxkaj IgA, IgG u IgM (A) u monknaca IgG (b) y CIC 3apaBux
ocoba u ocoba ca PA, a xoju y ceOu caapxe YECTHUIIE KOj€ C€ Y CTAaTUCTUYKH 3HAYAjHO
paznuuuToM Opojy Hanaze y oBe nBe rpyme CIC

HuBo nmynornoOyinuHa je onpehen got Onot aHanuzom. Pesynraru cy npuka3aHu Kao X + cTaHIapaHa
nesujanmja. 1| - OnmHoc penatuBHOT caapkaja umynoroOynnHa y CIC ocoba PA, a xoju caapxe
YyecTHule IPeYHNKa HaBeIeHOT Y ogHocy Ha oaroBapajyhe CIC 3npaBux ocoba; Ce - OqHOC peraTHBHOT
caapxaja uMyHoOnIoOynnHa y cBuM aHanmm3upanuM CIC ocoba PA u xouTpomauM CIC. *- CratucTudku
3HauajHa pa3yinka y HuBoy umyHonoOynmHa u3Mel)y CIC ocoba PA u korTpomaux CIC.

Hymepuuku nogany 3a ciauky cy naru y I[lpunory, tTadena [16
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(a) Dy IgA (6) Dy IgG (8) Dy IgM
(nm)  PA/3apasu (nm) PA/3apasu (nm)  PA/3apasu
17 17 17
27 27 27
36 36 36
42 42 42
48 48 4.8
56 56 56 [N
65 65 6.5
75 7s [ 7s
87 87 87
101 [ 101 10,1 079099
17 17 17 1,00-1,09
135 135 135 110119
157 157 157 120129
18,2 182 182 130139
21,0 210 210 140149
24,4 24 4 244 1504159
282 282 282 1,60-1,60
327 327 327 [ 1,70-188
37,9 379 379
438 438 438 [
508 508 508
588 5838 588
68,0 680 680
788 788 788
01,2 - 912 912
106 106 106
122 122 122
142 142 142
164 164 _ 164
190 190 190
220 220 [ ] 220 -
255 255 255
205 205 205
342 342 | 342
306 oo [N 06 [N
459 459 459
531 531 531
615 615 615
712 712 712
825 825 825
055 055 055
1106 1106 1106
1281 1281 1281
1484 1484 1484
1718 _ 1718 _ 1718
1990 1990 1990
2305 2305 2305
2659 2669 2669
3001 3001 3001
3580 3580 3580
4145 4145 4145
4801 4801 4801

Cauxa 5.24. luctpuOyimja penatuBHor caapxaja IgA, IgG u IgM y CIC ocoba ca PA u CIC
3paBUX 0c00a, 3aBUCHO O] XUIPOAMHAMUYKOT MPEYHUKA YecTuIa, Dy (nm)

HuBo nmynornoOynuHa je onpehen not Onot ananuzom. Iloxanu cy npencTaB/beHN Kako OIHOC HUBOA

IgA, IgG u IgM 3a CIC ocoba ca PA u CIC 3npaBux ocoba. bpojeBu Hanrcanu 1uiaBoM 00joM: 3Ha4ajHa

pa3iKa y HHUBOy MMyHONIOOyniMHa; bpojeBH y CHBUM IOJbMMA: YECTHIE KOj€ Cy y CTaTHCTHUKU

3HauajHO paznuuuToM Opojy npucytHe y CIC ocoba ca PA y onHocy Ha xonTponHe CIC. Cuse nuHHje:

[Ba rmaBHa ckyna yectuna CIC. Hymepuuku nogauu 3a cnuky cy naru y Ipuory, Tabena I16.
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Dy igG1 Dy 1gG2 Dx 1gG3 Dy igG4
{nm) PA/ 3gpasn (nm) PA/3ppasu (nm) PA/ 3ppagu om) PA/3apasu

7 17 17 17

27 27 27 27

36 36 36 36

42 a2 a2 42

48 48 a8 48

56 [ ] 56 56 [ ] 56

65 ] 65 65 [ 65

75 || 75 75 75 0,60-0,79
87 87 87 - 87 0,80-0,99
10,1 10,1 10,1 10,1 [ 1,00-1,19
7 "7 17 17 120-1,39
135 | 135 135 135 e 1,40-159
157 [ 15,7 157 157 | | 160-1,79
182 | 18,2 182 182 1,80-1,99
21,0 21,0 210 21,0 2,00-2,19
244 - 24,4 24, 244 - 220-239
282 || 282 28,2 282 2,40-2,60
327 27 327 - 327

379 7.9 379 37,9 .

438 438 438 - 438

508 50,8 508 [ | 50,8

s28 58,8 588 58,8

68,0 68,0 58,0 68,0

788 ] 78,8 788 78,8 ]

912 e 91,2 912 91,2

108 108 106 106

122 ] 122 122 122 -

142 142 142 142

164 . 164 164 164 [

180 190 190 [ — 190

220 ] 220 220 220

255 || 255 255 [— 255

295 295 295 205

342 | 342 342 [ 342

3% | 396 3% 3% |

459 - 459 459 ] 459

531 531 531 531

615 | 615 815 615

712 712 712 712

825 - 825 825 825

955 | 955 955 955 | ]

1106 - 1108 1106 1106

1281 1281 1281 1281

1484 | 1484 1484 1484

1718 1718 1718 1718

1980 1390 1990 [ 1290

2305 2305 2308 2305

2669 2669 2689 2669

3091 3091 3091 3091

3580 3580 3580 3580

4145 4145 a1a5 4145

4801 801 4801 4801

Cauka 5.25. [luctpubymmja pernaruBHor canpxkaja noakiaca IgG y CIC ocoba ca PA u CIC
3paBUX 0c00a, 3aBUCHO OJ1 XUAPOAMHAMHUYKOT MPEeYHUKA decTutia, Dy (nm)
HuBo umynoroOynuna je oapehen not Onot ananuszom. [logauy cy npeacTaB/beHH Kao OAHOC HUBOA
IgA, IgG u IgM 3a CIC ocoba ca PA u CIC 3npaBux ocoba. bpojeBu Hanucanu miaBoM 00joM: 3HaYajHA
pas3iuKa y HHBOy MMYHOIIOOynIMHA; bpojeBHM y CHBUM IOJBMMA: YECTHIE KOje Cy y CTaTUCTUYKU
3Ha4ajHO pasnuuuToM Opojy npucytHe y CIC ocoba ca PA y onHocy Ha konTposHe CIC. CuBe nuHHje:
JBa rmaBHa ckyna yectuna CIC. Hymepuuku monanu 3a cnuky cy naru y [puiory, Tabena I17.
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C 003upoM Ha HHCKY mpeBajieHIry ocoda ca PA koju y cBojoj mepudepHoj KpBU HEMA]Y
nerekrabunie konmmunHe ACPA u RF ayroanturena (13B. ACPA-RF-), Opoj mamujenara
YKJbYUEHHUX y OBY CTyIHjy HHUje OMO JOBOJhAH Ja C€ ca CHUTypHOUINY MOTBpAM Be3a u3Mmelhy
tutpa cepymckux ACPA u RF u Bemmumne uectuna y CIC ys3opuuma. Ilpenumunapha
CTaTHCTUYKA aHallM3a IOKaszala je Ja je y mopehemy ca cepoHeratuBHUM PA, y rpymu
ACPA+RF+ (13B. ceponnozutuBHUM) PA Ouita 3nauajuo Beha 3actymbeHocT ocoba unju cy CIC
cangpkanu yectuie ox 32,7, 1218 u 1718 nm u mamwu 6poj ocoba unju cy CIC y cebu umanu
yectune o1 396 nm. 3aHUMIBHBO je J]a Ce OBE YECTHIIE HICY MOIJIE TIOBE3aTH Ca CTaTUCTHYKU
3HA4YajHUM TOPACTOM/TIPOMEHOM/ y HUBOY OMIIO Koje kiace umyHornoOymuHa y CIC ocoba ca
PA 'y onnocy Ha konTponne CIC [186].

Y oBOM jeny HCTpakMBama IOKAa3aHO je Ja je moryhe oapeauTu aucTpuOyIujy
BEJIMYMHA YECTHUIA U MAlUPATH YeCTUIIe Koje cy HajBuie 3actymibeHe yHytap CIC ocoba ca
PA u 3apaBux ocoba, ka0 M jJa je Moryhe moka3zaTd aa IOCTOjM 3HAuajHa pasjuka y
3acTymybeHOCTH 4dectulia koje ynaze y cacraB CIC PA y omnocy Ha CIC ocoba KOHTpOJIHE
rpyne. Mako cy uMyHOITIOOYJIMHY TIaBHU KOHCTUTYEHTH UMYHOKOMIUIEKCA, U MAKO Cy MO3HATe
BPEIHOCTH XUAPOJMHAMHUYKHUX MpPEeYHHUKa MoJieKyila umyHorooynuHa (IgG — 5,29 nm; IgA —
6,50 nm; IgM — 12,6 nm), ka0 u BLUXOBUX IpoTeonuTuukux pparmenara (F(ab’)>—4,48 nm; Fc
—3,19 nm; Fab —2,19 nm) [187], y 0BOM MOMEHTY HE MOXKEMO J1a TPETIOCTABUMO MOJIEKYJICKH
cacTaB JOMUHAHTHUX KosnouaHux naprukynay CIC yzopuuma ocoba ca PA umu 3apaBux oco0a.
Pasnor 3a To je ummeHHna ga ce KOoHGOpPMalHWja W XHIPOIAMHAMHYKU MPEYHHUK MOJICKYJa
UMYHOIJIO0y/IMHA MEHa 3aBUCHO of cactaBa u pH mydepa y xome ce Hamasu, ajid U Kao
noclienIla HWHTepakiuje ca aHtureHoM [127,166]. Takohe, Tpeba wmmatu y BuIy J1a
XUAPOJUHAMHYKH MPEYHUK arperupaHor MoJieKyjaa UMYHOIIIOOyaruHa (Kao U OMIJIO KOT Jpyror
NpoTerHA) HUje jeqHaK 30upy npeunuka moHomepa [188].

Hako noOujeHu pes3ynTaru ykasyjy Aa je (OTOH KOpeNaluoOHOM CIIEKTPOCKOIH]OM
Mmoryhe nerextoBatu npomene y BennuuHM dyectuna CIC ocoba ca PA y onHocy Ha 3apaBe
oco0a u KopenucaTy BeIMYMHY YECTHIIA ca CaApkKajeM MOoJIeKyla MMYHOIIOOyIuHA, HEOMIXO/IHE
Cy OOMMHHJe CTyaMje Kako OM ce MmoOoJbllajia TOy3JaHOCT M MPEIU3HOCT ofapehuBama
BenuunHe yectnna y cacraBy CIC u kako 6u 1oOMjeHM MOjal MOIVIM Jla c€ MPHUMEHE Kao
KpUTEpUjyM y nujarHo3u unu npahewy PA. OBe crymuje Ou Tpebano na Oyny npaheme
HalpeIHUM OHMOXEMM]CKUM, (PU3MUKO-XEMHJCKUM M HMYHOXEMHJCKHMM MeToJama aHaju3e
MmozekynapHor cactaBa CIC M MaTeMaTHMUYKOI MOJENIOBama pe3yiaTara (OTOH KopenalnuoHe
CHEKTPOCKONHje Yy CKJIaQy ca CIEeUU(PUUYHOM TeOMETPHjOM MOJIEKyJa HUMYHOIIOOyJIuHA U
UMYHOKOMIIJIEKCA y LIEIUHHU.

5.2.2.3. E¢exar 3amMp3aBama U yTHIAj HA BEJIMYUHY Y€CTHIA HMYHOKOMIIIEKCA MEPEHHX
(oTOH KOpeJIAUMOHOM CIEKTPOCKONMjOM.

C o03upom 112 je mpeaMmeT oBe JucepTalrje UCIUTUBambe MoryhHoctu kopuurhema
(OTOH KOpeJIalliOHEe CIEKTPOCKOIN]€ Y IUJarHOCTUUKE CBPXE, K0 MO0ce0aH CErMEHT U3/1BOJEHO
je W HUCIUTHBakE yTHUIAja 3aMp3aBamba MMYHOKOMIUIEKCA Ha BEJIMYMHY YECTHIA Yy HUMA,
uMajyhu y BWAy Ja KIWHUYKE JlabopaTopuje HHUCY ONpeMJbeHe (OTOH KOopeIarioOHUM
cnekrpodoTtomerpuma. [lo mpaBuity, y30puu ce 3a Clelujaln30BaHa UCTPAXHUBAbHA UyBajy
3aMp3HYTH B Y TAKBOM OOJTUKY TPAHCTIOPTY]Y Yy CIICIHjaTn30BaHe J1aboparopuje.

[To3naro je na 3amp3aBame JTOBOAM A0 CIOKEHUX (U3UYKUX U XEMH]CKHX IIPOMEHA Y
IPOTEWHUMA KOjH ce Hayase y pactBopy. OBe MpoMeHe yKJbY4yjy CTBapame HOBHX IOBPIIUHA
Ha TpaHuLM (haza e/pacTBop, aACOPIIH]Y Ha MOBPIIMHY Cy/1a, KPHOKOHIIEHTpAllK]y IpOTenHa
¥ PacTBOPEHHUX MarepHja, kKao u nmpoMeHe pH BpemHOCTH yciien KpucTanu3aiuje KOMIOHEHTH
nydepa [24]. IMaBHU KOHCTUTYEHTH WMYHOKOMILIEKCA CYy MPOTEMHHU KOjU Cy OCETJbUBU Ha
POMEHE TeMIeparype, MpH YeMy 3aMp3aBambe MOXKE Ja JOBE/e /0 HKUXOBE JICHATypaIyje.
JleHaTypucaHu TpPOTEMHH YECTO HMMajy TEHICHLUHM]Y Aa (GopMupajy arperare, MITO MOXe
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3HA4YajHO YTHUIATH HA pe3ynTare Jo0rjeHe (POTOH KOpeIarmoOHOM CIIEKTPOCKOTIH]OM jep CE TaKo
peructpyje mnosehame BeIMYMHE YECTHUIA, KAKBO PEAHO HE IMOCTOjU Y (U3MOJIOUIKUM
yciaoBuma [139].

Kako 1o caga Hrcy 00jaBJbeHH pe3yaTaTh CTyAHja O YTHUIIA]y 3aMp3aBamba H OMP3aBamba
Ha BenuuuHy kojomaHux dyectuna CIC ocoba ca PA, y oBoj da3u ucrpaxuBama MPUMEHOM
(G OTOH KOpenaIroHe CIEKTPOCKOIH] e je aHAIM3upaHa pacnojena Beaunanna dectura y 10 CIC
ocoba ca PA u 10 CIC 3apaBux ocoba HakOH 3aMp3aBama U yyBama Ha -20 °C, y mepuomy oj
nse roguHe (Mapt 2021. — anpun 2023).

Haxkxon onMp3aBama Cy MOHOBO M3MEpEHE BPEAHOCTH Aj3so 32 CBE Y30pKe, U TIOKA3aHO je
na je cy oBe BpenHoctu y 7 ox 10 y3opaka CIC 3npaBux ocoba u 5 o 10 y3opaka CIC ocoba
ca PA Oune Behe y ogHOCY Ha BpeTHOCTH TIpe 3aMp3aBama (Tabena 5.4).

Ta6esna 5.4. [Ipomena Bpennoctu Asso CIC 3apaBux ocoba u CIC ocoba ca PA HakoH 1Be
roauHe crajama Ha -20 °C.

CIC 3gpaBm Az, CIC RA Ajs

2021 2023 2021 2023
CIC 1 0,032 0,057 1,78 «€IC 1 0773 0,64 0,83
Ccic 2 0,833 1,415 L7 €IC:2 0,209 0,315 1,51
CIc 3 0,201 0,171 0,85 CIC3 0,903 1,16 1,28
CIC 4 0,51 0,56 | CIC 4 0,62 0,5 0,81
ci.3 0,967 1,196 124 CICS5 0,484 0,444 0,92
CIC o6 0.535 0,477 0,89 CIC6 0,444 0,12 0,27
cIc7 0919 1,163 1,27 €IC7 0,879 0,781 0,89
CIC & 1,202 U217 10l ©€IC38 0,338 0,345 1,02
CIC 9 0421 0,12 029 CICY 0,378 0,114 0,3
Cic. it 0,392 0,676 1,72 CIC 10 0,369 0,411 111
X 0,601 0,705 L,17 X 0,54 0,483 0,89
SD 0,35 0,484 SD 0,229 0,299

@DOTOH KOpENalMOHOM CIIEKTPOCKONHJOM j€ NETEKTOBaHA NMPOMEH-EeHa AUCTpHOyIHja
BEJIMYMHE YECTHIIa HAKOH OJMp3aBama y30paka, MpH 4YeMy ce yodaBa TpeHJ moBehama
MHTEH3UTETa pacyTe CBETJIOCTH y MpPaBIly yecTHIa Behe XUIPOIMHAMHUUYKOI MpEeuyHuKa y obe
rpynie CIC (cmuka 5.26). OBakaB pe3yirarT ykasdyje Ja jeé TOKOM 3aMp3aBarba, dyBama W
MIOHOBHOT 0JIMp3aBama y30paka JOIUIO A0 ACHATypallije U arperaiuje npoTerHa Koju yiase y
cacraB CIC, a xoju cy AE€TEKTOBaHH OBOM METOJIOM.

OBu pe3ynrTaTH jacHO MOKa3yjy Ja je 3a MOTeHIMjaIHy NPUMEHY (OTOH KopealuoHe
CTHIEKTPOCKONIHj€ Yy JAMjarHOCTHYKE CBPXE HEOINXOMHO AaHAM3WPATH Y30paK oOIMax HaKOH
IBUXOBOT M30JI0Bamkba M3 cepyMa mnanujeHarta. Kako je ananmza onmax no uzoiosamy CIC y
HAIII0] 3eMJBH JOCTYITHA KJIMHUKaMa 1 OOJIHUIIaMa y BehuM rpaioBuMa, moTpeoHo je y Oymyhem
pany pasBujaru nocrymnke crabunuzanyje CIC koju 61 oMOryhuiam lUXoBy MOy3/1aHy aHAJIN3Y
(OTOH KOpENaIMOHOM CHEKTPOMETPHjOM U HAKOH 3aMp3aBarba y30pKa.
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Cauxka 5.26. ®oToH KOpenanroHa CIIeKTPOCKOIMja: AHAIN3a BEIMYNHE KOJIOUIHUX YeCTUIIA
36upauM y3opuuma CIC ocoba ca PA u CIC 3npaBux oco0a HakOH M30JI0Bama (to) 1 HAKOH
JIBE ToJIMHE cTajama Ha -20 °C
Pesyrnraru cy nprKa3aHu Kao 3aBHCHOCT MPOIICHTA PacyTe CBETJIOCTH Off IPeUHHKa Yectria. Dy (nm):
XUAPOAUHAMHUYKHU MMPEUYHUK KOJIOMIHUX YE€CTHULIA.

5.2.3. Ilopeheme pesyarara anaamse BeauduHe KoJouaHux CIC yectuna nodujeHux
¢oron KOpeJIaluOHOM CIIEKTPOCKONUjOM ca pe3yJratuma n00MjeHuM
yaTpauneHTpudyrupameM Ha rejly caxapose, reJ (QuiTpanujoMm ¥ MHKPOCKONCKHM
metonama (SEM u AFM)

VY nocnenmux Aecerak rofarHa myOonukoBaH je Behu Opoj pajoBa y KojuMa cy IpUMEHOM
HaIlpeIHUX METO/a, MPE CBera METoJe TeuHe xpomMartorpaduje y KOMOMHAIM]U Ca MAacCEHOM
criekTpockonujom [45, 189] n HanmpeaHUX MHUKPOCKOICKHX METOAa, JOOMjeHH BeoMa BaKHU
MoJIallk O CTPYKTYPH U cacTaBy UMyHOKomIuiekca [4, 79, 82, 190]. Mehytum, nmpumeHa oBux
METoJIa Y IMjarHOCTHUKE CBpXe, C 003MpOM Ha [IeHY HHCTpyMeHaTa, KOMIIJIEKCHOCT U3BOhema,
noTpely 3a BUCOKOOOYUYEHUM KaJpoM, Kao M Ha BpeMe MOTpeOHO 3a M3Boheme, ce He MOXKE
odyekuBatu y Omuckoj OyayhHoctn. Heke Mame ,,3axTeBHE MeTozne, Kao IITO CYy
yatpanentpudyrupame [55] wim ren dunrparnuja [144] xoje ce aeneHujamMa IpUMEmY]y 3a
aHau3y BEJIMYMHE U cacTaBa, Takole uMajy pelaTUBHO JAyTro BpeMe u3Bohema.

VY 3aBpIIHOM ey OBE JOKTOPCKE AMCEPTAalrje, Pe3yJITaTd aHaTN3e BETMUNHE YeCTUIIA
KOje yja3e y cacTaB MMYHOKOMIUIEKca J100MjeHH (POTOH KOPENAlMOHOM CIIEKTPOCKOIH]jOM
ynopeheHu cy ca pesynararuma J00HJeHUM YITpalleHTpuyrupameM Ha TPAIUjeHTy caxapose,
rea GUITPaLKjoM, Ka0 U ca pe3yaTaruma JOoOHjeHMM MHUKPOCKONCKUM Metonama (SEM wu
AFM), umajyhu y Buay Aa cy To umak Hajuyemhe kopuiiheHe MeTOe aHalnu3e BEJIHYMHE
MMYHOKOMITJIEKCa 3a TOTpeOe HAayYHHX HWCTpakKMBama, Ja Cy JaHac JOoCTynmHe BehuHH
UCTPAXHUBAUKUX JJaOOpaTopuja, M 1a Cy Ha OCHOBY pe3yJTara OBUX METO/a Ipou3alllja IJaBHa
ca3Hamba 0 IMYHOKOMILIEKCHMA.
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C 003upom Ha TO /12 je y IPEeTXOJHOM JeNly paja MoKa3aHo Ja 3aMp3aBame yTHUe Ha
BEJIMYMHY YECTHUIIA KOje yJa3e y cacTaBy MMYHOKOMILIEKCa, a J1a je 6mino Hemoryhe ogmax mo
3aBpIICHO] (POTOH KOPENALMOHO] CIEKTPOCKONUJU YPAJAUTU MU yITpaueHTpudyrupame, rei
¢unrpanuje, SEM u AFM, y3opuu CIC cy 3amp3aBaHu 1 HETIOCPEAHO MPe HABEJCHUX aHAIIN3a
Cy OOMpP3HYTH U MOHOBO je aHanu3upana BennuynHa CIC yectuna QOTOH KOpeENIalroOHOM
cnekrpockonujoM. C 003upoM Ha To J1a je 3anpemuHa jenHor y3opka CIC ouna 0,5 mL, u ga ce
rest GUITPaIUjoM U yATPACHTPpUPYTHPAHEM Y30PIM BeoMa pa30iiaxyjy U HE MOTY C€ Jajbe
KOPHCTUTH, HUje Omino moryhe ananusuparu jenan yzopak CIC cBuM HaBeJeHHM MeTonama,
TaKo J1a je cBaka aHaju3a palhena ca mo aBa ogabpaHa y3opaka.

Ha caumu 5.27 nokazanu cy pesyartatu ynopenHe aHaiause BenuuuHe udectuira CIC
(GOTOH KOpENaIMOHOM CIIEKTPOCKOIHUjOM W YITpaueHTpudyrupameM Ha KOHTHUHYHPAHOM
rpaaujeHTy caxapose pacnona 10-37%. ®oton kopenanuona crekrpockonuja je y CIC 3apase
oco0e JeTeKToBaIa MPUCYCTBO JIBE TPYIIe YECTHUIIA, YHja je Cpenma BenuunHa omna 13,5 u 141
nm. Y CIC 3apaBe oco0e je Takohe 1eTeKTOBaHO MPUCYCTBO JIBE TIIaBHE TpyIie yectuna ox 13,5
u 78,8 nm, anu je OMIJIO IETEeKTOBaH M CUTHAJI CJIA00T MHTEH3UTETA KOjH j€ IMTOTHUIIA0 O] YSCTUIIA
BenuunHe 458-712 nm (cnuka 5.27 Ar u by). Unak, yectune Mamer npedyHuka cy y oda
anamm3upana CIC Owne 11aBHa KOMIOHEHTa y3opka (ciuka 5.27 Az u by). Haxon
dpakmuonncama ynrpaneaTpudyrupamem u 3a CIC 3apaBe ocobe u 3a CIC ocobe ca PA
JETEKTOBaHa je MHUpOoKa AUCTPUOyIMja KOHCTUTYeHaTa, a HajBeha BpeaHoCTH A2go, Tj. HajBeha
KOJTM4HHA rpoTerHa y o6a y3opka CIC je nerekroBana y ppakmujama 10-13, mrTo je onroBapaiio
U MakcUMaiHO] Ago M HATMUBHMX Mosiekyna IgG pa3aBojeHHX yITpauneHTPUBYTHPAEHEM.
OBakBO TO3HMIMOHUPAKE MAaKCUMallHE KOJIWYMHE TPOTEHHA peduiekTyje peBep3uOmIHy
npupony CIC xoja YyuHM OCHOBY HMXOBE HECTAOMIIHOCTH IMOJ YTHIIAjeM jake [eHTpudyraiHe
cwie. Konnunna nporenHa nerekroBana y ¢pakiuju 32 (tanory), je 6mna seha y CIC ocobe ca
PA nero y xoutponHom CIC, mro 6u Morio na ykaxe jaa je aHanuzupanu yzopak CIC ocobe
ca PA canpixao uie ctabmiaux arperara of koutpoiHor CIC (cmuka 5.27 Az u B3).

VYnrpanentpudyrupame ce, 6apeM y OBUM €KCIEPUMEHTATHUM yCIOBUMA, IMOKA3allo
Mame ,,Iperu3HuM o1 GOTOH KopenamuoHe crekrpockonuje. OBo, 3ajeHO ca TpajambeM
MOCTyNKa YyiaTpaleHTpudyrupama Ol HajMamke JBa JaHa (IpUOpeMa TpaaujeHTa,
neHTpudyrupame, aHaiuza ¢paxiyja), YAHA OBy METONY Mame MPHUKIaAHOM 01 (OTOH
KOpeJaIoHe CIEKTPOCKOIH]je 32 AUjarHOCTHYKO ofipel)iBame BeTMIuHE KOJIOMIHUX YECTHIIA
y cacTaBy HIMYHOKOMILIEKCA.
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Cauka 5.27. Ananu3za BennuuHe konouauux yectuna CIC 3apaBe ocobe (A) u ocobe ca PA
(B) GoToH KOpENIMOHOM CITEKTPOCKOIIHjOM U yITparieHTpuyrupameM Ha TPATHjeHTY
caxapose
Pesynratu cy QOTOH KOpenuuoHEe CHEKTPOCKOIIMje Cy NMpUKa3aHHW Kao cpeama BpeaHocT 10 mepema
3aBUCHOCTH TIPOLICHTA pacyTe CBETIIOCTH O NMpevHuka dectuna (A; u bi) u kao cpeama BpenHocT 10
Mepema 3aBUCHOCT 3aIIPEMHUHCKOT y/eia YecTuIa ox mpeunuka (A, u by). D (nm): XxuapognHaMAIKy
MPEYHUK KOJIOMTHUX uecTrlia. Az u bs: @pakunonuncame CIC 3apaBe ocode n ocode ca PA Ha 10-37%

KOHTHHYHPAHOM T'Pa/IMjeHTy caxapose.

Ha cnumm 5.28 mpukazanu cy pesyaTtaru ynopeane aHanuse BenwmuumHe yectuma CIC
(OTOH KOPENaIMOHOM CIIEKTPOCKOIHUjoM U ren puntpauujom Ha Sephacryl S-300 marpukcy.
@DOTOH KOpEeaIlMOHOM CIIEKTPOCKOIH)jOM je y 00a y30pKa JieTekToBaH Behu Opoj uecTuna Koju
cy y CIC 3mpaBe ocobe Omiu Tpynucany y MmeT u3/ABOjeHux BpxoBa, a y CIC ocobe ca PA y mer
JIENUMUYHO CYTIEpPIOHUPAaHUX BpxoBa (ciuka 5.28 A u bi). Unak, yectunie npeunuka 10-11
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nm cy y o6a ananusupana CIC Ouse r1aBHa KOMIIOHEHTa y30pka (ciuka 5.28 As u by). Ten
dbunTpammja OBUX y30paka je mokaszana jaa unako je exyuuja nporenna CIC 3apaBe ocobe 6mma
omrpuja u, 3a paznuky ox CIC ocobe ca PA, HHje ce MOTIa jaCHO YOUMTH €ITyIlija arperara y
npBuM (azama xpomarorpaduje (mpaheHa Ha OCHOBY Azgo M Asso), UIAK j€ IVIABHHU JI€O
MIPOTEUHCKOT cajipkaja 006a ananusupana CIC nerexkroBaH y 4. ¢pakuuju (oarosapa eayeHTy
3anpemuHe 6 mL). To 3HauM na je MoJekysicka Maca 00a y30pka Ouiia Mama Ol MOJICKYJICKE
TeXHWHE Mapkepa rei ¢punrpaiyje, mwiaBor aekcrpana TexuHe 1000 kDa, koju je neTexkToBaH y
npyroj ¢paknuju (oaroBapa enyeHty 3ampemuHe 6 mL) (couka 3.12). ot OGioT aHanmm3oM
MOKa3aHa je pa3nuuuTa Juctpudynuja kinaca umyHorooynmaa y CIC 3apaBe ocobe u CIC
ocobe ca PA nakon ¢pakiumonncama opux CIC ren ¢unrpanujom (cmuka 5.28 B). U3 Tor
pasznmora ren QuiaTpammja O0M MoIia Ja ce MpuUMeEmyje, ako OM ce IMoKa3zajio Ja je To
JIUjarHOCTUYKHU MOTPEOHO, HAKOH aHanm3e (POTOH KOPENaIliOHOM CIEKTPOCKOIHjOM KOja He
Mema cTpyKTypy y3opka CIC.
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Cauka 5.28. Ananu3za BennuuHe konouanux yectuna CIC 3apase ocobe (A) u ocobe ca PA
(b) doToH KOpenarmoHOM CIIEKTPOCKOIH]OM | Tel ¢uiTpamujoM Ha Sephacryl S-300
MAaTpPHKCY.

Pesynratu cy OTOH KOpeNIHOHE CIIEKTPOCKOIMje Cy NMpPUKa3aHU Kao cpelma BpeaHocT 10 mepema
3aBUCHOCTH TIPOLICHTA pacyTe CBETIOCTH O NMpevHuka yectuna (A u bi) u kao cpeama Bpeanoct 10
Mepema 3aBUCHOCT 3alPEMHUHCKOT yela YecTula o nmpedanka (Az u by). Dy (nm): XuapoguHaMAIKu
MPEYHHUK KOJOMIHMX uecTHia. As u bs: ®pakiuonucame CIC 3apaBe ocobe u ocobe ca PA ren
¢unrpanujom Ha Sephacryl S-300 marpukcy. B: Jlot 6mot ananuza IgM, IgG u IgA ¢dpakuuja CIC
no0ujeHuM pasznBajambeM Ha Sephacryl S-300 matpukcy. By — mort Gnot; B, —canpikaj IgM, 1gG u IgA

oznpeheH IeH3UTOMETPH)CKOM aHAITH30M.
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3a ymopenny aHanmm3y pacnogene BenuunHa CIC dectuma nobuwjeHe ¢GOTOH
KOpPEJAIMOHOM CIIEKTPOCKONH]OM U MHKpOcKorickuM metoaama (SEM u AFM) kopumthen je
y3opak CIC 3apaBe ocobe y KoMe Cy IeTeKTOBaHE JIBE TpyIe YeCTUla cpeambe Bennuune 13,5
u 58,8 nm (ciuka 5.29 A1) u y3opak CIC ocobe ca PA y koMe Cy 1eTeKTOBaHE JBE IJIaBHE TPyTIe
YEeCTHUIIA CPeber mpeuHrka o 78,8 u 955-1718 nm, u yectuie ox 13,5 u 28,2 nm (cinuka 5.29
b1). FE-SEM je noka3zana pa3iuky Kako y MOpGOJIOTHjH, TAKO M Y BEJIMYMHU YECTHIIA KOj€ yia3e
y cactaB CIC konTpoinne rpymne u CIC PA rpyne, npu uemy ce y CIC ocobe ca PA youaBao Behu
Opoj "YecTHIla pa3IuIUTUX BeaudrHa, y onHocy Ha CIC koHTpoaHy rpyny (ciuka 5.29 As u bo).
3a pasnuky on FE-SEM ananuze, AFM metona je mokasasia mpucycTBo Beher 6poj uecTuia
koje ynasze y cacraB CIC xonTpomnne rpymne (ciuka 5.29 Az) y omnocy Ha CIC PA (ciuka 5.29
Bb3). Takohe ce moxe mpumerutu na cy uectuiie y CIC koHTponHE Tpyre paBHOMEPHO
pacniopehene, nok y CIC PA Ta nuctpubuiivja Huje yjeqHadeHa Kao HU BEJIMYMHA YECTHUIIA.

Ha ocHoBy oBux pesynrara ananuze BenumunHa CIC dectriia MUKPOCKOIICKHUM
MeTonaMa y nopehemy ca pesynraruma 1o0ujeHIM (HOTOH KOPEIAIMOHOM CIIEKTPOCKOITH]OM
MOJKE C€ 3aKJbYYHTH TO, Ja 00€ MUKPOCKOIICKE aHaU3¢ JIETEKTY]y BEIUYHHE YECTHIA KOje
npeBasuia3e BEIMYUHY JIOMUHAHTHHX YECTHIA JETEKTOBaHY (DOTOH KOperaluoHOM
cniekTpockonrjoM (Hajpehy 3ampemMuHy 3ay3WMajy 4YecTHIE MamHX BEJIWYWHA), a 4YaK |
(U3HOJIONIKY BEIMYMHY HMYHOKOMILIEKca Koja ce kpehe y omncery 100-1000 nm [89]. OBo je
nocjenuia JeHarypalyje W arperanmje NpOoTEeMHa TOKOM IOCTynka oOpajae y3opka 3a
MUKpPOCKOIICKY aHajdu3y, U Ha MHUKporpadujama ce youaBa ,,CIHeIJbHUBama‘ TPaJUBHUX
eJeMeHaTa y CTPYKType Koje He mocrtoje y (pusmonomkuM yciaoBuma. IIpema momanuma us
JIUTepaType, MPUMEHOM Pa3IUYUTUX THUIIOBA €NEKTPOHCKE MUKpOCKonuje Moryhe youuTH ,,Y*
CTPYKTYpY HOjeIUHAYHUX MOJEKYJIa UMYHOIIIOOYJIMHA U CTPYKTYpY arperara y Kojoj je jacHO
Moryhe pa3nTuKOBaTH MojeIMHauYHe MoJieKylie uMyHoroOynuHa [191-196]. MehyTum, y Hamum
eKCIIEpUMEHTAIHUM YCJIOBUMA TO HUje Ouio moryhe.
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Cauxka 5.29. Ananuza Bennunne yectunia CIC 3apaBe ocobe (A) u ocobe ca PA (B) doron
KOpENaIMOHOM CIIEKTPOCKOIHjOM, 1 MUKpOCKOTIckiM MeTonama (SEM u AFM)
A u Bi: Pesynraru ¢oToH KOpelaallMoHE CIIEKTPOCKOINHje MPUKA3aHU Cy Kao cpelama BpemnHocT 10

Mepema 3aBIUCHOCTH MPOIICHTA PacyTe CBETIOCTH O MPEYHHKA decThla. Dy (nm): XUAPOIUHAMAIKH
MPEUHUK KonouaHux yectuua. Ar u by: FE-SEM; Az u bs: AFM.
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6. SAK/bYUYII

VY 0BOj AOKTOPCKO] AMCEpPTAIMjH MCIUTAHA j€ MPETHOCTaBKa Jia je MPUMEHOM (POTOH
KOpEJIallMOHEe  CHEKTPOCKoIMje Moryhe oIpequTd BEIWYMHY KOJOMIHHX 4YeCTHLA Y
UMYHOKOMITJIEKCUMA (POPMUPAHUM Y (PU3UOJIOIIKUM U TATOJIOUIKHM CTAmbHMa JbY/IH.

Ha ocHOBY npuKkazaHux pe3yliTara MOTYy C€ M3BECTH ciiefehn 3aKIbydliu:

» DOTOH KOpPEJIAlMOHOM CHEKTPOCKONHjoM Moryhe je NeTeKTOBaTH MPOMEHY BEIWYHHE
KOJIOUJIHUX yecTula y arperupanuM I1gG y onnocy Ha HatuBHe IgG. Ilpomeny Benuunne
Moryhe je IeTeKTOBAaTH M YJITpalueHTpudyrupameM, rell GuiITpanyjoM, MUKPOCKOTICKIM
metonama (AFM u SEM), anu pesynrare qoOujeHe MPUMEHOM Pa3IMYUTUX METoJa HUje
Moryhe AMpPEeKTHO YIOPEAUTH.

» DOTOH KOpENAIMOHOM CIIEKTPOCKOIUjoM Moryhe je JeTEeKTOBaTh JMHAMUYKE MPOMCEHE
BEJIMYMHE KOJIOWIHUX YE€CTULIA Y in Vitro (GOPMUPAHUM UMYHOKOMIUIEKCHMA KOje HACTajy
Ka0 NOCJIeIMLa IPOMEHE OJHOCA AHTUTE€HA U aHTUTENA.

» Hupkynumryhn iMyHOKOMIUIEKCH 37paBUX 0co0a u 0coba ca peyMaTONIHUM apTPUTHCOM
Ce MOTY HM30JIOBAaTH MPELUIUTAIIjOM IOJHUETUICH TIMKOJIOM, a BEMYMHA KOJOUTHUX
YecTHlla y  HM30J0BAaHUM UUPKYIUIIYhUM ~ MMYHOKOMIUIEKCHMA C€  MOXKeE
OJIPEIUTH/TIPOLIEHUTH (POTOH KOPENAUOHOM CIEKTPOCKOIIH]OM.

» MepemeM BeTUYMHE KOJOWAHUX YECTHIA IUPKYTHITYNHX WMYHOKOMILIEKCAa 3ApaBUX
ocoba u ocoba ca PA ¢oron kopernannoHoOM crekTpockomnujoM moryhe je ¢opmuparu
pedepeHTHH CcHUCTeM AMCTpUOyIHje BeIMYMHE 4YeCTHIa Koje yia3e Yy cacraB
IUPKYIUIIYhUX MMyHOKOMIUIEKCA Y (HU3UOJIOMIKMM YCIOBMMA M KOJA PEYyMaTOMIHOT
aprputhuca. W y unupkynumyhuM HMyHOKOMIUIEKCHMMA KOHTpPOJIHE Tpyne U Yy
UPKYIUITYhUM UMyHOKOMILIEKCHMa 0c00a ca peyMaTOMIHUM apTPUTHCOM JIETEKTYje ce
50 yecTHLa pa3IUYUTOT MPEYHUKA, KOje ce HajBehuM J1eJI0M IpynuIlly y /1Ba CKyIa: pBU
ca yectuuama of 7,5 nm 10 164 nm u npyru ca yectunama of 342 nm go 1718 nm. Y
nupkynuiryhum nMmyHokoMmiiekcuma ocoba ca PA nerekryje ce Behu Opoj uectuna on
28,2, 531,712 u 1718 nm, u mawu O6poj yectuiia a ox 78,8 nm, y 0THOCY Ha KOHTPOIY.

» IlpomeHe y HUBOMMa UMYHOIIIOOYJIMHA Y HUPKYIMITYhUM HMyHOKOMITIEKcuMa ocoba ca
PA ce ne monynapajy ca obpaciiem pacnojiesie BeJIMUriHa YeCTUIIAa JETEKTOBaHUM (OTOH
KOpENalMOHOM  CHEKTPOCKOIIH]OM. Ilopehan ©HuBO IgA 'y wupkyaumyhum
MMYHOKOMITJIEKCMMa 0co0a ca peyMaToONIHUM apTPUTUCOM, Y OTHOCY Ha KOHTPOJIHY IPYyILy
IIOBE3aH je ca 1ojaBoM Koj Buie off 50% JeTeKTOBAaHUX YeCTHLA PA3TUUYUTHX BEJINYHMHA.
I[Ipu ToOMe je 3HauajHO TMOBUIIEH HHBO YKynHux IgG y nupkynumyhum
UMYHOKOMITJIEKCMMa o0co0a ca peyMaroMJHUM apTPUTUCOM TOBE3aH C€a OHUM
nupyaunryhuM UMyHOKOMITJIEKCMMA KOJU cajipaKe YecTHlle npeunuka 7,5, 18,2, 21,0, 24,0,
220, 396, 712, u 812 nm. IloBehan HuBo IgM je neTekroBaH y UMPKYIUIIyhuM
MMYHOKOMITJIEKCHMA KOJH CaJip>Ke YecTulle npeunuka 32,7, 43,8, 220, 396, 531 u 1281 nm.
HcroBpemeHo moBehame HUBOA CBE TPU Kiace HMYHONIOOy/IMHA y IMpYIunryhum
MMYHOKOMITJIEKCMMa 0co0a ca peyMaTouIHUM apTpUTHUCOM, Y topehemy ca nupynuiryhum
UMYHOKOMITJIEKCMMa  3/IpaBUX oco0a, TMOKa3aHO je camMo y Iupynmuduryhum
MMYHOKOMITJIEKCHMA KOjU UCTOBPEMEHO cajapike yectuiie ox 220 u 396 nm.

» Pesynrtatm aHanu3e BENMYMHE YECTHIA Yy CACTaBy IHMPKYIUIIYhHX HMyHOKOMILIEKCA
no0ujeHn (OTOH KOPEITAllMOHOM CHEKTPOCKONH]OM, YATPAaLeHTPUPYTHpambeM, Tell
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dbuntpanujom u MuUKpockorickum wmetomgama (AFM um SEM) ce He MoOry IuUpeKTHO
ynopeautu. Mehytum, (GOTOH KopenanuoHa CIeKTPOCKOIMja MpeBa3uiia3u OrpaHuveHha
JPYTHX METO/a, TIpe CBEra Jyro BpeMe n3Bohema aHamm3e, JeHaTypalrjy 1 pa3onaxnBame
y30pKa.

HcrpaxxuBama y OKBHPY OBE JIOKTOPCKE JIMCEpTaIlHje IMoKa3aa cy Jia je IpUMEHOM (OTOH
KOpEJIalMOHEe CIEKTPOCKONUje Moryhe TpOLEHUTH BEIMYMHY KOJIOMJHHUX YECTHIA Y
UMYHOKOMITJICKCHMa (hOpMHUpaHUM Y (DU3HOJIOMIKAM U TIATOJONIKUM CTamkuMa. 3a IMoy3/iaHy
pUMEHY Y KIIMHIYKO] IMjarHOCTULIM MTOTPEOHO je cripoBecTH cTyauje Beher o6mma kako 0 ce,
y3 IPUMEHY MAIIMHCKOT Y4YeHha, HAIIPABHO IOYy3/1aH MOJIEI KOj! JIe(DUHHIIE BETHIYMHE YeCTUIIA
KapakTepucTuuHe 3a oapehene Oonectn. OBU momanu OW ce 3aTHM MOTIIM KOPHCTUTH 3a
JMjarHo3y, npaheme nmporpecuje 00JIECTH U TECTUPake €PUKACHOCTH PA3IMUNTUX TEPAITH]CKUX
IPOTOKOJIA, YKIJbYUyjyhH KJIacu4YHe JIEKOBE U OHOTEpareyTHKE.
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Ta6ena II1. /lemorpadcku n knmuanuku nogamy, HuBo CIC u penatuBau canpkaj umyHormooyauHa y CIC ocoba ca peyMaTonIHUM apTPUTHUCOM U
Teparnuja Koja je MpruMaHa y BpeMe y3uMamba y30pKa KpBH.

Crapoct | Ton RF [ Acea | s | cre [pas2s| cc [ igm [ 1ga | e | 1ot | e | i@ | 9ot | Tepamuja
(roune) (IU/mL) [(RU/mL) | (mm/h) | (mg/L) (As3s0) (penatuBHH canpxajy CIC)
56 K 4 291 18 / 3,83 0,350 0,54 1,08 0,88 / / / / METOTPEKCAT, eIy HOM ML
57 K 86 619 18 5,4 341 0,250 0,57 1,07 0,91 / / / / METOTPEKCAT, IPEAHU30H
26 K 123 500 4 45 1,25 0,246 1,11 1,56 1,17 / / / / 0e3 Tepanuje
67 M 46 220 / / / 0,312 0,59 0,79 0,75 0,76 0,98 0,59 0,70 METOTPEKCAT, IPEAHU30H
49 M 0 0 14 10,0 3,06 0,352 0,93 0,82 0,85 / / / / METOTPEKCAT, PEAHM30H, HeOYKCOCTAT, XUIPOKCHXIOPOKHUH
56 M 121 447 12 4,9 2,95 0,911 14 1,32 1,02 0,62 0,77 0,92 0,68 siehryHOMHT
62 X 0 0 6 57 3,26 0,387 1,01 0,88 1,02 1,01 0,91 1,05 0,76 METOTPEKCAT, IPEHU30H
53 K 277 113 10 21 1,61 0,418 1,15 1,20 0,81 0,64 0,69 0,74 0,56 JiehJTy HOM M1, IPETHU30H, XUJIPOKCUXITOPOKHH
76 K 74 47 68 275 5,61 1,223 1,36 1,49 0,65 2,16 1,07 1,50 0,83 cyndacanasun
62 K 74 67 28 16,0 5,04 0,492 1,69 1,25 1,17 2,65 0,86 1,64 0,96 METOTPEKCAT, IPEAHU30H
64 X 62 793 28 38,7 4,28 0,621 1,92 2,14 1,40 2,20 1,36 2,26 1,43 METOTPEKCAT, IPESIHU30H
67 K 108 328 50 102,3 4,95 0,615 1,17 1,23 1,27 1,28 1,06 1,20 0,59 METOTPEKCAT, IPEJHU30H
74 XK 51 167 50 19,1 5,04 0,267 0,79 1,56 0,98 1,32 0,81 1,42 1,13 METOTPEKCAT, IPEJHU30H
71 K 91 50 28 11,5 / 0,857 1,19 0,98 0,87 0,62 0,69 0,71 0,37 METOTPEKCAT, IPEAHU30H
68 X 68 33 50 36,4 4,44 1,699 12 1,35 0,96 0,99 1,10 0,69 1,08 METOTPEKCAT, NPESIHU30H
70 K 33 1 52 24,1 417 0,720 0,98 0,84 0,78 0,85 0,96 0,78 0,60 METOTPEKCAT, IPEJHU30H, XUIPOKCHXIOPOKHH
30 K 11 304 28 4,1 4,26 0,482 0,87 1,15 1,10 1,40 1,39 147 1,25 METOTpeKcaT
63 K 1 25 / / 3,14 0,173 0,53 0,87 0,81 0,65 0,42 1,56 0,28 METOTpEKcar, cyJpacanasut
65 X 0 0 32 41 / 2,228 0,97 1,69 121 184 1,15 124 0,97 0e3 Tepanuje
69 K 128 298 42 10,5 5,51 0,789 1,59 2,1 1,64 3,67 2,66 2,83 1,40 METOTPEKCAT, XUIPOKCHXIOPOKUH
70 XK 142 1180 10 / / 0,314 0,85 1,97 1,13 3,30 1,77 0,91 1,08 P EAHU30H
64 K 198 174 56 17,9 2,85 1,021 1,33 1,67 1,24 1,33 1,03 2,46 1,24 METOTPEKCAT, MPEAHN30H, XUIPOKCUXIOPOKHH
70 XK 0 0 11 9,5 3,96 0,549 1,15 1,34 1,28 2,04 0,91 1,61 1,06 METOTPEKCAT, IPEIHN30H, XUIPOKCUXIOPOKUH
69 K 361 500 50 0,00 5,65 0,213 0,71 1,55 1,00 1,25 1,56 1,19 1,14 METOTPEKCAT, XUIPOKCHXIOPOKUH
62 K 0 0 14 54 3,24 0,18 0,36 1,18 0,90 0,87 0,63 0,97 0,95 METOTPEKCAT, XUJPOKCHXIOPOKUH
57 K 140 485 18 32 5,32 0,273 0,68 1,13 1,00 1,06 0,35 1,05 0,34 METOTPEKCAT, P CAHU30H, XUAP OKCHXIOP OKHH
62 K 4 1 8 18,9 / 0,331 0,51 0,61 0,83 0,72 0,46 1,56 0,42 0e3 Tepanuje
60 XK 76 759 46 12,9 2,82 0,219 0,56 1,43 0,89 1,08 0,94 1,07 1,63 METOTPEKCAT, IPEJHU30H, XUIPOKCHXIOPOKHH
74 K 69 27 12 71 / 0,781 0,42 1,01 0,91 1,83 0,55 0,46 1,07 METOTpEKcar, cyJdacaasuH, XUIPOKCHXIOPOKHH
74 M 136 432 54 30,0 / 0,523 142 1,59 1,18 / / / / Jie(ITyHOM UL, XMIPOKCHXIOPOKHH

SE - bp3una ceaumenTanuje eputpouurta; CRP - HuBo C-peaxtuBHor nportenHa y nepudepnoj kpsu; DAS 28 - AxkruBHoct 6onectu (Disease activity score 28).

RF - HuBo ykynHHX peymaTonHuxX (akropa y cepymy ozapehen Hepenomerpujcku, komeprujanauM RF I tecrom (Mindray, Kuna); I'panndna Bpeanoct tecra: 14 IU/mL, y3opax ca BpeaHocTHMA
mawuM 14 IU/mL ce cmarpa RF nerarusunm; M3otun RF Huje onpehusan.
ACPAs - HuBo cepymckux IgG antutena Ha murpynuancane nenruie onpehen komeprmjamaum ELISA rectom (EUROIMMUN Schweiz AG, IIBajuapcka). LinybHYM aHTHT€HH: THKITNIHA
nuTpynuHAcany nmetuaw; pannana BpaHocT: 5 RU/mL; y3opak ca BpenHoctuma MamsuM 5 IU/mL ce cmarpa ACPA HeratuBHIM.
CIC OD350 - Huso CIC, u3paxen kao ancopbanmuja Ha 350 nm (A3s0) mporenHa cepyma nperunutapanux 3% PEG HakoH peconyOomm3zanuje dpocharaum myhepom.
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IMPUJIOT 2

Ta6ena I12. Crapoctr, mon, tutap cepymckux RF, wuBo CIC wm pematuBHM canpxkaj
umyHonoOynmuHaa y CIC 3apaBux ocoba.

Crapoct | Tlon RF cc | g™ | 1A | e | wwer | ge2 | g | 1gca
(romne) (IU/mL) | (Ass0) (pematuBHH canpxajy CIC)
64 K 15 | o201 | 016 | 009 | 043 | 039 | 044 | 055 | 034
66 M / 0075 | 014 | 023 | 062 | 037 | 048 | 095 | 034
53 K 32 | 0032 | 004 | 006 | 027 | 033 | 043 | 047 | 034
65 xK / 0697 | 098 | 179 | 123 | 18 | 170 | 144 | 126
67 M / 0919 | 151 | 123 | 106 | 111 | 166 | 118 | 097
58 xK / 0934 | 161 | 102 | 128 | 129 | 160 | 106 | 084
64 M / 0833 | 146 | 122 | 112 | 18 | 130 | 140 | 104
28 xK / 0424 | 088 | 069 | 089 | 133 | 132 | 068 | 090
67 M / 0540 | 034 | 117 | o78 | o050 | 147 | o074 | 106
55 K / 0215 | 071 | 079 | 079 | o082 | 069 | 073 | 078
52 K 23 | 0237 | 116 | 093 | 08 | 125 | 100 | 077 | 084
58 K 45 | 0510 | 116 | 132 | 08 | 062 | 123 | 040 | 1,08
69 M 10 | o261 | 08 140 | 100 | 092 | 08 | 058 | 097
67 M 169 | 03%2 | 097 | 119 | 115 | 069 | 15 | 049 | 099
71 K 00 | 1202 | 207 | 155 | 113 | 171 | 132 | o084 | o086
48 M 18 | 0203 | 058 | 078 | 088 | 076 | 08 | 045 | 077
45 K 06 | 0421 | 102 | o065 | 1200 | 08 | o071 | o049 | 053
61 M / 0967 | 066 | 143 | 111 | 092 | 092 | 05 | 081
43 M 10 | 0182 | 108 | 05 | 08 | 05 | 036 | 05 | 031
2 K 37 | 0450 | 054 | 041 | 063 | 042 | 035 | 060 | 056
50 K 12 | 055 | 05 | 104 | 074 | 039 | 037 | 044 | 023
60 K 42 | 0301 | 074 | o088 | 08 | 038 | 163 | 170 | 026
51 K 42 | 0285 | 047 | 065 | 073 | 062 | 115 | 174 | 053
35 K 45 | 0153 | 062 | 055 | 067 | 020 | 053 | 142 | 068
65 M 33 | 0430 | 053 | 045 08 086 | 08 | 146 | 054
2 K 13 | o024 | o721 | 107 | o78 | o7t | 099 | 098 | 095
% K 07 | 0118 | 049 | o087 | 087 | 030 | 131 | 127 | o051
50 K 60 | 0354 | 107 | o048 | 102 | 107 | o064 | 101 | 028
69 M 36 | 1108 | 088 | 127 | 122 | 174 | 291 | 278 | 085
62 K / 0503 | 128 | 141 | 129 | 133 | 068 | 293 | 035

CIC OD350 - Huso CIC, uspaxkeH kao ancopOaniiuja Ha 350 nm (Aszso) mpoTerHa cepyma npenunurupanux 3%
PEG, nakoH peconyounuzanuje dpocharHum mydepom.

Penarusnu canpikaj mmyHorsiooyiuHa y CIC oppeleH je mot 6motom.
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mPUJIOI 3

Ta6ena I13. ®oToH KopenanroHa cnekrpockonuja: Ananu3sa nojeauHadnux CIC 3apaBux ocoda

Bpoj uectmua y CIC 3gpasmx ocoba
> nm)faciacz]acs[acalacs|acs [acz | acs]ace Jac_w|ac_11]ac_12[ac_13]ac_14]ac_1s5]ac_1s[ac_17]ac_1s8]ac_19]ac_zo]ac_21 [ac_22[ac_23]ac_2a]ac_zs[ac_zs|ac_27]ac_2s]ac_29ac_so

[
-
[

-1
in
[

[
oW e R
[EI ]

[

[

-

-

-

]

[N N
oW R

w
ra
[
[
[
w
ra
ra
ra
[
W R R W

15,7 1
18,2
21,0 2
24,4
28,2
327
37,8

43,8

50,8
58,8
68,1

788 5 2 1

91,3 1 2
106 2z
122 1 2 4
142 4 2
164 5 1
190 1 1
220 1 1
255
295 1 2 3 1
342 1 1 1 3 2 2z
396 1 3
as5g 3 1
531

615

712

825

055

1106
1281
1484
1718
1990
2305
2669 1 1 1
3091 1
3580 4 2 1 1
4145 1 1 1
4801 2z 1 1

94

e
)
in
8
[EN TN N
[
[
[
[
[
-
w o
Wwow ke e
-
-
-
]
-
-
-

= B e e
[ SR
. [ ]
[y
[Ny
"
- ow
"
[
ra [
-
-
[
= (SRS )
(%]

[
[

[
[
ra
[

-
WoE R R R

w
[
FOT R
[ [ N T
-
[T
o sk
=) [ IS
[ [ N T
[Tt
8
"
HOr e
[ (SRR
[ NN
-

(ST T
[P

[ R
[}
[
[}
-

[
[
= =]
[ e T T
[

(R
ra
-
-
IS
[T IS
(S (=)
B @ e
e
IR
-

[ R T
[
ra

RIORIOR R
w

[E TR
[ ST )
-
-
= =
= ra
[ N N C T )
ra
-




Jlokmopcka oucepmayuja | Tamapa H. 'Byxuh

IPUJIOT 4

Ta6esa I[14. ®oToH KOpeanroHa CEKTPOCKoNMja: AHaIM3a MojequHadHuX ocoda ca PA

Bpoj yectkua y CIC ocofa ca PA
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HNPUJIOT 5
40 -
351 CIC 3apasu
30 1 mCIC PA
g 25 -
b
g 20
J
S 15 -
v
o MW
. [
0 . . . . . | ‘_,_L_L_\
YKynHo 1x 2Xx 3x 4x 5x 6X
yectmya ! J

MOHOBUW YecTUULA | epHe
XMagpoamMHaAaMMYK

Cauka I11. ®otoH kopenanuona crnekrpockonuja: Cpeamby 6poj MOHOBAaKa YECTHIIA UCTOT
xunpoaunHamuukor npeynuka y CIC ocob6a ca PA u CIC 3xpaBux oco0a.
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ITPHUJIOT 6

Ta6ena I15. ®oToH KopenanuoHa cekTpockonuja: Hymepuuku momamu 3a ciuky 5.22.

@ CIC 4yecTHue ©) Iojenunaunu CIC
Bpoj o 3npaBu PA 0
Du (nm)  3apasu  PA Du (nm) ca 6e3 ca 6e3
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. 244 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. 30901 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; pa3nuka HUje CTATUCTUYKH 3HAYajHA
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nrPuJIor 7

Ta6ena [16. ®oToH KopenanuoHa crekTpockonuja: Hymepuuku nmojamu 3a ciauky 5.24.

DH Ctrl IgA RAIgA IgA p UH Ctrl IgG RA 19G 1gG p " Ctrl IgM RA IgM IgM p
(nm) X SD X SD RA/Ctrl (nm) X SD X SD RA/Ctr| (nm) X SD X SD RA/Ctr|

17 1,41 17 1,29 17 1,28

2,7 1,56 27 0,98 27 0,79

3,6 1,54 0,34 3,6 0,97 0,22 3,6 0,97 0,26

42 0,06 1,97 42 0,27 113 42 0,04 0,85

48 0,87 0,87 48 0,87 0,81 48 0,49 0,53

5,6 0,76 0,49 1,44 0,46 1,88 n.s 56 0,88 0,27 1,10 0,20 1,25 n.s 56 0,53 0,42 0,91 0,29 1,71 ns
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 ns
75 0,79 0,46 1,32 0,40 1,67 0,024 75 0,77 0,24 1,05 0,28 1,36 0,045 75 0,54 0,34 0,85 0,43 1,60 ns
8,7 0,97 0,50 1,28 0,35 1,32 ns 87 0,94 0,28 1,00 0,17 1,07 n.s 87 0,90 0,46 0,93 0,33 1,03 ns
10,1 0,93 0,43 1,43 0,43 1,54 ns 10,1 0,98 0,19 1,08 0,26 1,10 ns 10,1 0,90 0,41 1,03 0,43 1,15 ns
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 ns 11,7 0,84 0,25 1,05 0,48 1,25 ns
135 0,87 0,30 133 0,42 1,52 0,001 135 0,90 0,17 1,01 0,21 1,12 ns 135 0,80 0,36 0,93 0,41 1,16 ns
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 ns
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 ns
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 0,39 117 ns
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 ns
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 ns 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 ns 32,7 0,80 0,37 1,11 0,40 1,38 0,020
37,9 0,99 0,48 141 0,41 1,43 0,013 37,9 0,94 0,25 1,05 0,24 1,12 ns 37,9 0,87 0,40 0,97 0,43 1,12 n.s
438 0,98 0,43 1,43 0,40 1,46 0,002 43,8 0,92 0,24 1,07 0,26 1,17 ns 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 ns 50,8 0,78 0,43 1,00 0,39 1,28 ns
58,8 0,92 0,43 121 0,40 1,32 n.s 58,8 0,90 0,22 0,99 0,25 1,10 ns 58,8 0,83 0,43 0,99 0,42 1,19 ns
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 ns 68,0 0,82 0,37 0,93 0,37 1,14 ns
78,8 0,95 0,39 1,30 0,44 1,37 0,009 78,8 0,93 0,19 1,03 0,23 11 ns 78,8 0,85 0,38 0,86 0,43 1,01 ns
91,2 0,87 0,37 137 0,47 157 0,003 91,2 0,90 0,21 1,06 0,27 1,18 ns 91,2 0,75 0,35 1,02 0,46 1,36 ns
106 0,87 0,38 1,25 0,46 1,44 0,024 106 0,89 0,18 1,03 0,24 1,16 ns 106 0,87 0,32 0,95 0,41 1,09 ns
122 0,96 0,47 1,26 0,45 131 0,053 122 0,94 0,27 1,02 0,23 1,09 ns 122 0,91 0,42 0,91 0,41 1,00 ns
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 ns
164 1,07 0,49 1,34 0,40 1,25 ns 164 0,92 0,28 1,02 0,22 111 n.s 164 0,77 0,47 0,98 0,40 1,27 ns
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 ns 255 0,70 0,44 1,00 0,38 1,42 ns
295 0,94 0,43 1,20 0,30 1,28 n.s 295 0,89 0,28 0,96 0,19 1,07 ns 295 0,70 0,37 0,83 0,31 1,19 ns
342 0,93 0,43 135 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 0,32 121 0,36 1,39 0,027 531 0,90 0,14 1,02 0,19 1,13 ns 531,0 0,74 0,19 1,03 0,40 1,39 0,025
615 0,93 0,35 131 0,38 141 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 ns
712 0,76 0,37 131 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 ns
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 0,45 131 ns
955 0,92 0,36 133 0,44 1,45 0,010 955 0,91 0,21 1,03 0,22 1,14 ns 955 0,86 0,37 1,01 0,42 1,17 ns
1106 0,97 0,46 1,49 0,42 1,55 0,003 1106 0,92 0,25 1,08 0,27 1,18 ns 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 ns 1281,0 0,76 0,26 1,05 0,44 1,38 0,054
1484 1,13 0,37 1,37 0,29 121 ns 1484 0,94 0,17 0,97 0,18 1,03 ns 1484 0,90 0,32 1,00 0,37 111 ns
1718 1,20 0,28 1,42 0,43 1,19 ns 1718 1,06 0,19 1,07 0,28 1,00 ns 1718 1,10 0,34 117 0,42 1,06 ns
1990 1,18 0,49 1,42 0,43 121 ns 1990 0,93 0,26 1,09 0,29 1,18 ns 1990 0,76 0,39 1,04 0,40 1,37 ns
2305 1,25 0,23 1,32 0,35 1,06 ns 2305 1,08 0,20 1,04 0,19 0,97 ns 2305 1,08 0,46 131 0,11 121 ns
2669 1,29 0,23 1,16 0,44 0,90 ns 2669 1,23 0,10 0,96 0,24 0,79 ns 2669 1,18 0,48 117 0,18 0,91 ns
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 111 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
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Ta6ena I17. ®oToH KopenanuoHa crekrpockonuja: Hymepuuku nogamu 3a ciuky 5.25.
ctrl RA 19G1 19G2 19G3 19G4

DH 6poj Ctrl RA X RA/x Ctrl p Ctrl RA X RA/x Ctrl p Ctrl RA X RA/x Ctrl p Ctrl X RA/x Ctrl p
(nm) YecTHIa X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD 0 SD
56 4 3 0,46 0,27 1,08 0,30 2,35 ns. 0,88 0,47 1,00 0,47 1,14 ns. 1,05 0,53 1,74 0,53 1,66 ns. 0,52 0,23 0,90 0,44 1,72 ns.
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 ns. 0,96 0,39 1,58 0,43 1,64 0,030 0,66 0,30 1,03 0,61 1,56 ns.
75 9 9 0,96 0,53 1,72 1,06 1,80 ns. 1,17 0,73 1,04 0,73 0,89 ns. 1,05 0,69 1,40 0,73 1,33 ns. 0,78 0,28 0,87 0,42 1,12 ns.
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 ns. 1,00 0,45 1,53 0,64 1,54 0,031 0,68 0,30 0,87 0,36 1,28 ns.
10,1 14 13 0,82 0,44 1,63 0,97 1,99 0,025 1,01 0,45 112 0,61 111 ns. 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 1,02 181 0,043 113 0,67 1,02 0,65 0,90 n.s. 112 0,64 1,32 0,59 117 ns. 0,72 0,23 0,98 0,49 1,36 ns.
135 17 14 0,94 0,44 1,36 0,63 144 ns. 1,13 0,62 0,86 031 0,76 ns. 1,09 0,58 1,29 0,57 118 ns. 0,67 0,29 0,96 0,52 143 ns.
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 ns. 1,11 0,64 1,28 0,47 1,15 ns. 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 ns. 1,13 0,66 1,02 0,56 0,91 ns. 1,06 0,59 1,24 0,60 117 ns. 0,74 0,30 0,92 0,38 1,24 ns.
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 ns. 1,07 0,64 1,34 0,55 1,25 ns. 0,65 0,29 0,94 0,31 1,46 0,015
244 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 ns. 0,70 0,29 1,05 0,44 1,50 0,012
28,2 20 18 0,86 0,45 1,32 0,75 154 ns. 11 0,42 0,95 0,37 0,86 ns. 0,87 0,40 1,28 0,50 147 0,009 0,79 0,28 0,85 0,46 1,08 ns.
32,7 20 16 0,85 0,51 1,52 0,94 1,79 0,012 1,05 0,48 111 0,52 1,06 ns. 0,86 0,38 1,28 0,66 1,48 0,040 0,75 0,30 0,86 0,33 1,14 ns.
379 15 13 0,81 0,38 1,49 0,77 1,83 0,008 1,04 0,62 0,92 0,39 0,88 ns. 0,90 0,63 1,32 0,55 1,47 ns. 0,68 0,27 0,97 0,48 1,43 ns.
43,8 16 15 0,84 0,41 1,61 0,94 1,92 0,011 1,11 0,65 111 0,56 0,99 ns. 0,96 0,61 1,37 0,66 1,43 ns. 0,70 0,26 0,95 0,49 1,36 ns.
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 ns.
58,8 16 14 0,91 0,47 1,20 0,76 132 ns. 1,06 0,41 0,90 0,36 0,85 ns. 1,04 0,65 111 0,35 1,07 ns. 0,75 0,28 0,75 0,28 1,01 ns.
68,0 16 12 0,92 0,53 1,25 0,77 1,36 ns. 1,12 0,64 0,89 0,40 0,79 ns. 1,05 0,60 1,05 0,39 1,00 ns. 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 ns. 111 0,72 1,22 0,48 1,10 ns. 0,63 0,31 0,90 0,52 1,44 ns.
91,2 13 13 0,92 0,49 1,48 0,77 1,62 ns. 1,22 0,65 0,98 0,38 0,81 ns. 1,06 0,63 1,22 0,58 1,15 ns. 0,77 0,31 0,95 0,38 1,24 ns.
106 18 15 1,04 0,51 1,42 0,75 1,36 ns. 111 0,61 1,03 0,35 0,93 ns. 1,15 0,70 1,23 0,56 1,07 ns. 0,70 0,29 1,07 0,44 1,51 0,011
122 19 14 0,95 0,52 1,49 0,75 157 0,024 1,04 0,63 1,00 0,34 0,96 n.s. 1,06 0,71 117 0,58 1,10 ns. 0,65 0,32 0,98 0,51 1352 0,033
142 18 17 1,06 0,49 1,49 0,92 141 ns. 1,18 0,58 1,02 0,54 0,87 ns. 1,05 0,73 1,29 0,66 123 ns. 0,78 0,28 0,93 0,47 119 ns.
164 15 13 0,91 0,48 1,47 0,87 1,62 ns. 0,90 0,42 1,14 0,54 1,27 ns. 1,04 0,64 1,42 0,69 1,36 ns. 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 ns. 0,84 0,32 1,10 0,67 1,31 ns. 0,67 0,16 1,48 0,69 2,20 0,017 0,76 0,21 0,82 0,47 1,08 ns.
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 ns. 0,93 0,63 1,19 0,46 1,29 ns. 0,73 0,24 0,94 0,48 1,28 ns.
255 7 7 0,81 0,27 1,35 0,89 1,66 ns. 0,83 0,39 0,93 0,40 1,11 n.s. 0,73 0,35 111 0,27 1,52 ns. 0,64 0,26 0,71 0,33 1,12 ns.
295 10 9 0,79 0,46 0,99 0,36 1,25 ns. 0,89 0,34 0,79 0,37 0,89 ns. 0,98 0,37 1,13 0,28 1,15 ns. 0,69 0,24 0,59 0,29 0,86 ns.
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 ns. 0,86 0,42 1,23 0,55 1,42 ns. 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 ns. 1,03 0,69 1,14 0,62 1,10 ns. 1,21 0,79 1,48 0,66 1,23 ns. 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 ns. 0,92 0,38 1,36 0,51 1,48 0,024 0,71 0,27 0,98 0,51 1,39 ns.
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 0,41 135 ns. 0,72 0,27 0,99 0,49 1,38 ns.
615 17 15 0,91 0,51 1,44 0,81 157 ns. 1,00 0,45 112 0,50 1,12 n.s. 0,98 0,63 1,34 0,66 1,36 ns. 0,73 0,29 0,92 0,49 1,25 ns.
712 20 17 0,81 0,49 1,49 0,89 183 0,012 1,06 0,64 1,08 0,53 1,01 ns. 0,96 0,56 1,22 0,62 127 ns. 0,67 0,30 0,93 0,49 139 ns.
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 ns. 1,23 0,72 1,08 0,35 0,88 ns. 0,63 0,30 0,82 0,37 1,31 ns.
955 14 12 1,01 0,49 1,61 0,86 1,59 ns. 1,13 0,69 1,16 0,54 1,02 ns. 1,24 0,75 141 0,73 1,13 ns. 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 ns. 1,15 0,84 1,26 0,61 1,10 ns. 0,66 0,27 0,88 0,35 1,32 ns.
1281 15 14 0,98 0,54 1,57 0,76 1,60 0,028 117 0,64 1,01 0,30 0,86 n.s. 1,05 0,61 1,20 0,57 114 ns. 0,71 0,34 0,93 0,37 1,30 ns.
1484 10 9 0,88 0,42 1,36 0,57 1,56 ns. 1,34 0,62 0,88 0,25 0,65 ns. 1,06 0,70 1,30 0,65 123 ns. 0,78 0,28 0,91 0,33 117 ns.
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 ns. 0,98 0,67 1,36 0,61 1,39 ns. 0,72 0,29 1,04 0,47 1,44 ns.
1990 7 5 0,67 0,39 1,75 0,93 2,61 ns. 0,98 0,51 1,20 0,34 1,23 ns. 0,84 0,42 1,55 0,67 1,85 ns. 0,56 0,32 1,01 0,33 1,80 ns.
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.
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Jlucra ckpahennna u o3Haka kopuheHUX y JOKTPOCKOj JUCEPTALMjU

ACPA Anti-citrullinated peptide antibodies; AnTHTENa MPOTUB IUTPYIMHUCAHUX METITUIA
AFM Atomic Force Microscopy; MUKpOCKOTIHja aTOMCKUX CHJIa

BCA Bicinchoninic Acid;, BunimHXONMHCKA KHCEINHA

Clg Component 1q;, KomnonenTa 1q (ieo kKoMIiekca y CUCTEMY KOMITJIEMEHTA)

CBB Coomassie brilliant blue; xomacu 11aBo

CH Constant region of the Heavy chain; lle TepMUHaTHHW JOMEH TEIIKOT JIAHIIA
UMYHOTIIO0yTHHA

CIC Circulating immune complexes, llupkynmumryhux nMyHOKOMITJIEKCH

CL Constant region of the Light chain, 1le TepMUHATHU TIOMEH JIAKOT JIaHIIA UMYHOTIIO0YJIHHA
CR1 receptor Complement receptor type 1 (CD35); Penientop 3a komruiemeHnT tumn 1 (CD35)
CRP C-Reactive Protein; 1le peakTUBHU IPOTEUH

DAS 28 Disease activity score-28; Ckop aKTUBHUCTU OosiecTn-28

DLS Dynamic light scattering, IliHaMMUYKO pacUIame CBETIOCTU

DMARDs Disease-modifying antirheumatic drugs, JlexoBu xoju MOAHU(PHUKY]y TOK peyMaTCcKe
OonecTu

ECL Enhanced chemiluminescene; 1lojauana XeMUITyMUHUCIICHIIH]a

FcR Fragment crystallizable receptor; Penenitop 3a KpucTanu3aOWiIHN pparMeHT

FcoRI: Fc alpha receptor I; Peuenrop 3a Fc neo umynornoOynuna IgA

H Heavy; Temiku naHIy MOJIEKyJia UMyHOTJIOOYJIMHA

HPLC High-Performance Liquid Chromatography; Teuna xpomarorpaduja BUCOKHX
nepopmancu

1gG Immunoglobulin G; ImyHnornoOymnus I'

IgM Immunoglobulin M; UmyunornoOynun M

IgA Immunoglobulin A; imynornobynua A

IgD Immunoglobulin D; iImynornoOynun

IgE Immunoglobulin E; UmynornoOynuH E

L Light, naxu naHIi1 MOJIeKyJia UMyHOTJIOOYJIMHA

NET neutrophil extracellular traps; HeyTpoduiHe ekcTpanenyiapHe Mpexe

PBS Phosphate buffered saline; Ilybepucanu Gpu3noionKu pacTBop

PCS Photon Correlation Spectroscopy; ®OTOH KopenanoHa CrieKTpOCKOInja

PEG Polyethylene Glycol; TlonueTuneH rimKo

PA Rheumatoid arthritis, PeymaTou1HU apTpUTHC

RF Rheumatoid factor, Peymatonnnu dakrop

S-S Disulfide Bonds, [lucynduane Bese

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;, Hatpujym
JToAenuicyadar moJTuakpuiIaMu/ ren exekTpodopesa

SEM Scanning electron microscope;, Cxenupajyha einexTpoHcka MUKPOCKOTIH]ja

TBS Tris buffered saline; PactBop NaCl mydepuszosan TRIS

TBS-Tween Tris Buffered Saline with Tween-20; PactBop NaCl mydepuzoBan TRIS ca
nonatkoM Tween-20

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane,; Tpuc-XxuapOKCUMETHII-aMUHOMETaH

V' Variable domain of immunoglobulin molecule; BapujabunHum AOMEH MoIeKyna
UMYHOTJIO0yTHHA

VL Variable domain of the Light chain; BapujaOuaHu JOMEH JakOT JaHIIAa MOJIEKYJa
UMYHOTJIO0yITHHA

VH Variable domain of the Heavy chain, BapujaOwiHM JOMEH TEIIKOT JIaHIIA MOJIEKYJa
UMYHOTJIO0yITHHA

{; EnexTpoKHMHETUYKH (3€Ta) MOTeHIIH]jall



BUOI'PA®UJA AYTOPA

Tamapa H. DBykuh, marucrap dapmanuje, pohena je 27.06.1994. ronune y Kpymiesiry.
OcHOBHY M cpely LIKOTY 3aBpuinia je y BapBapuny ca ognmuynum ycrnexom. MHTerpucane
akageMmcke cryauje ¢dapmanuje 3aBprmmia je 2018. roquHe, ca mpocedHoM omeHoMm 9,23 Ha
dakynreTy MEAMIIMHCKUX Hayka YHuBep3utTeTa y KparyjeBmy. HomatHo, 2022. roguHe
3aBpIIniIa je MacTep crynuje Ha DakynreTy HHKEHEPCKUX Hayka YHUBep3uTeTa y Kparyjesiry
(cMep: buoHXkemeprHr) ca MPOCEUYHOM OLIeHOM 9,86 U THMe CTEKJIa 3Bambe MacTep MHXKEHEp
OMOMETUIIMHCKOT HHKCHEPUHTA.

JloxTopcke akameMcke cryadje je ynucana 1mkoicke 2019/2020. romuHe Ha

TexHomomko-MeTaaypmkoM (akynrery YHuBep3uteTa y beorpany, cTyaujcku mporpam
buoxemujcko nHxewepcTBO U OmorexHoyoruja. On aBrycta 2020. roguHe 3amociieHa je y
HuoBanmonoM 1ieHTpy TexHomomko-metamypukor (akynrera y beorpagy xao mcrpaxuBad
MPUIIPABHUK, JOK je y Majy 2023. rofuHe cTeKIa 3Babe UCTPAKUBAY CapaTHUK.
Tamapa H. DBykuh je 6una yuecuuk Epazmyc+ nporpama MoOUITHOCTH y Tpajamy oA 3 Mecena
(jyn-cenrembap 2021) na [lossonpuBpennoM daxynrety YauBep3urera y Atunu (Agricultural
University of Athens, Greece) y naboparopuju 3a xemujy (Department of Food Science and
Human Nutrition).

AHraxkoBaHa je Ha npojekty MultiPromis - Multifunctional leaf protein and assembled
nanocarrier structures delivered by enzyme technology (7751519) xojum pykoBoau mpod. ap
3opuna Kuexxesuh-Jyrosuh y okBupy nporpama ,,Jneje* ®onna 3a nayky Penyonuke Cpbuje.
Yuaecauk je COST akmmje CA21160 Non-globular proteins in the era of Machine Learning
(ML4ANGP).

Kao pesynrar mocanmammer paga, Kao ayTop WIH KoayTop, oOjaBHia je jemaH paj y
BpXyHCKkOM MehynapomnoMm wacommcy (M21), jeman pax y ucTakHyTOM MelyHapoaHOM
gaconucy (M22), jenan pan y mehynapogaom gacorucy (M23), kao u 9 pagoBa caommTeHNX
Ha JoMahuM 1 MehyHapoJHUM CKYTIOBUMA HITAMIIAHUX Y U3BOY.
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Vme u npesnme aytopa Tamapa H. Bykuh

bpoj nigekca 4033/2019

RL 0Qo8?k" jd3
[la je JOKTOPCKa AvcepTauuja nof HacrnoBoMm

AlsOdzH OteHd L Oud O Wislstsdzg Ctstej dzOudisdei M i SlstetsMC st d
ol dzdyddsl dREzdatsStsd3f dzj $MO kA HY® Ocdesfilsd y¢< |

e pe3ynTtaTt CoONnCTBEHOr UCTpa>KnBa4vKkor paga,

e [a avcepTauuja y LenvHM HU Y AenoBruMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTulake apyre
Aunnome npema CTyaujCKMM nporpammma Apyrmx BUCOKOLLKOICKUX YCTaHOBA;

e [a cy pesyrnTaTi KOPeKTHO HaBedEeHU U

e [a HuMcaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa U KOpUCTUO/Na UHTeNeKTyarnHy CBOjUHY ApYyrux
nvua.

1 sl Gligls 550

Y Beorpagy, 16.09.2024.
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Vme u npesnme aytopa Tamapa H. Bykuh

Bpoj nHpekca 4033/2019

Cryaujckmn nporpam BroxeMmjcko MHXEH-EPCTBO U BMOTEXHONOIM|a

HacnoBpanaAu IsOdzH OteH d L Ouyd O Wislstsde Ctstej dzOudisdzj M j Cls
SHtc] ' do O i o idzduyddzi dRedsStsRfdi MO E HJd® Ocdtsfisc

MenTtopn Op Bepuua Hophesuh, JOLEHT

[Op BecHa Nnuh, Hay4yHW caBeTHUK

M3jaBrbyjeM fa je wramnaHa Bepsnja Mor 4OKTOPCKOr pafa UCTOBETHa efEKTPOHCKO] BEP3nju
Kojy cam npepao/na pagn noxpaweHa y | d G d IsOdzdets 3 toj f sL dlststed " Zdsz v C
1l j BGOH z.

[o3BorbaBam ga ce objaBe MOju NMMYHW nNogaunm BesaHn 3a Jobujake akagemcKor Hasvsa
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 nNpe3nume, roamHa n mecto pohewa n gatym oagbpaHe paga.

OBu nNu4HM nogaum mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHMM CTpaHuuama gurmtanHe Gubnuoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukaumjama YHuep3auteta y beorpagy.

) sls § @ s O

Y Beorpagy, _16.09.2024.
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Osnawhyjem YHuepsutetcky 6ubnuoteky ,Cseto3ap Mapkosuh® pa y [OurutanHu
penosnTopujym YHueepauTeTa y beorpagy yHece Mojy OKTOPCKY AucepTaumjy nog HacnoBOM:

AulsOdzH OteHd1L Ouyd O Wislstsde Ctstej dzOudtsdzi M j ClstesMC s
o jdduddzi dRdsitsikfdi MO E Hd Ocdsfisd ys |

Koja je Moje ayTopCKo Aero.

OucepTtauujy ca ceBum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckom ¢hopmarty norogHoM 3a
TpajHO apxMBUpa-e.

Mojy AOKTOpCKy aucepTauujy noxpaweHy y [OurMtanHoM penosnTopujymy YHuBepsuTeta y
Beorpagy n JocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYMNy MOry Aa KOpucTe CBUW KOoju NoLTyjy ogpenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Ttuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy
cam ce oany4duo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — genuTtu nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — genutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monmmo aa 3a0KpyXute camo jeaHy oA WecT NoHyReHMX nuueHum.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHu €0 OBe u3jaBse).

1 ssfdf OkzlktskO

Y Beorpagy, 16.09.2024.




Onena u3BenITaja 0 NPOBEPH OPUTHHAIHOCTH JOKTOPCKE IMCePTAIHje

Ha ocuoBy IlpaBuiHHMKa O TIOCTYNKYy IPOBEPE OPUTMHATHOCTH JIOKTOPCKUX
Jqucepranyja koje ce Opane Ha YHuUBep3UTeTy y beorpaay u Hanasza y U3BeIITajy U3 MporpaMma
IThenticate kojuM je WU3BpIIEHA TMPOBEpPA OPUTHHAIHOCTH JIOKTOPCKE JHCEpTallnje
sCranaapauzanmja (poToH KopeJaluoHe CIEKTPOCKONHUje Kao Metone 3a oiapehuBame
BeJIMYMHEe MMYHOKOMILUIEKCA Yy JMjarHOCTUYKe CBpXxe* aytopa u kanauaara Tamape H.
‘Pykuh, maructpa gapmanuje, KoHCTaTyjeMo aa yTBpheHO moaynapame TekcTa u3Hocu 6%.
Opn Tora HajBehu €0 MOAYIApPHOCTH MPOWM3WIA3M U3 JAOKTOPCKE AucepTanuje Ap MapujaHe
KoBaunh w3 2018. rogunae (389 peun, oko 1%). C o063upoM Ha TO Aa cy 00€ JOKTOPCKE
JUcepTanyje umane 3a [WJb HCIHTUBAKE HCTOI TUMA MAaKPOMOJEKYICKHX KOMILIEKCA
(MMyHOKOMIUIEKCA), aly KOjU Cy MOTHIATU W3 pa3IMYUTHX BpCTa (YOBEK M TOBENA), y
pa3IMYMTUM TATOJIOIIKUM CTambhMa (PEyMAaTOWJHU apTPUTHC M OpPOHXOIMHEYMHHUja) H
NPUMEHOM Pa3IMYUTHX METOJIa, OBaj MPOLICHAT j€ TIOCIeUIa KOpUIINekha CTaHapIM30BaHUX
CTPYyYHHMX TEPMHHA U Ha3WBa KOPUIINEHUX METOJa M HHXOBUX CKpaheHHUIla, MHCTpPyMEHATa U
[UTaTa KOjU Cy HaBEICHU y JTOKTPOCKO] aAucepranuju. Jleo moaymrapHOCTH Ce OJHOCH U Ha
NPETXOAHO IyOIMKOBAaHE pe3yliTare HCTPAKUBama KOjU Cy NPOHMCTEKIM M3 TUCepTaluje
JnokTopanna. Hu ca jemHUM JIMTepaTypHUM HaBOAOM HHj€ YCTaHOBJHEHO MOAYyIApame Behe ox
1%.

Ha ocHoBy cBera usHeror, a y ckiiany ca wiaHoM 8. Cras 2. [IpaBuiHMKa O MOCTYIKY
poOBEpe OPUTMHAIHOCTU JOKTOPCKMX JAMCEpTalija Koje ce OpaHe Ha YHMBEp3UTETy Yy
beorpany, u3jaBibyjeMo Ja U3BEIITA] yKa3yje Ha OPUTHHAIHOCT JOKTOPCKE AUCEepTalyje, Te ce
MPOINUCAHU MOCTYNAaK MPUIIPEME 3a BEeHY 010paHy MOXKe HaCTaBUTH.

beorpan, 26. centembap 2024.

MeHTopu

np Bepuna Bophesuh, nouent

VYuusep3uret y beorpany, TexHonomko-mMeTanypiiku GakyaTer

np Becna Nnuh, Hayunu caBeTHUK
VYuuBep3utet y beorpany, IHCTUTYT 32 MEAMIIMHCKA NCTPAKUBabA,

WHcTuTyT 071 HalMOHAIHOT 3Hayaja 3a Penyonuky Cpoujy



