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IZVESTAJ

A. SadrZzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 230 strana, sadrzi ukupno 28 slika, 50 tabela i 361
navedenu referencu. Sadrzaj doktorske disertacije podeljen je na slede¢a poglavlja: Uvod, Ciljevi,

Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci 1 Literatura.



Cilj ove doktorske disertacije bio je da se utvrdi klini¢ki znacaj odredivanja antitela na
receptore za tireostimuliraju¢i hormon (TSHRAL) kod pacijenata sa Graves-ovom orbitopatijom
(GO). S tim u vezi, prvi cilj je bio da se izvrsi analiza demografskih i klinickih karakteristika
ispitivane populacije. Slede¢i cilj je bila analiza koncentracije i funkcionalne aktivnosti TSHRALt
u serumu pacijenata sa Graves-ovom bolesti (GB), Hasimoto tiroiditisom (HT) i eutiroidnim
oblikom GO, kao i ispitivanje razlika u pozitivnosti primenjenih laboratorijskin metoda za
njihovo odredivanje. Takode, cilj je bio da se ispita povezanost TSHRAt sa demografskim i
klinickim Kkarakteristikama od znacaja, kao i sa tiroidnim statusom pacijenata. U cilju
sagledavanja znacaja odredivanja TSHRAt kao specificnog biomarkera klinicke prezentacije i
ishoda GO, analizirana je povezanosti koncentracije i funkcionalne aktivnosti TSHRAt sa
aktivno$cu, tezinom GO i sa pojedinacnim oftalmoloskim parametrima. Poseban fokus ove
disertacije bio je da se ispitaju dijagnosticke karakteristike razliCitih laboratorijskih metoda za
odredivanje TSHRAt. Dodatni cilj je bila 1 verifikacija analitickih 1 dijagnostickih karakteristika
nove imunohemijske metode (Immulite 2000 TSI) za odredivanje koncentracije TSHRAt. Osim
funkcionalne aktivnosti i koncentracije TSHRAL, u ovoj disertaciji su analizirani serumski nivoi
parametara inflamatoronog i oksidativnog statusa organizma (IL-6, IL-1RA, IL-1p i IL-8, TOS,
TAS, OSlI, 8-OHdG), kao i njihova povezanost sa TSHRAL. Na kraju, cilj je bio da se uvrste svi

analizirani biomarkeri u multiparametarske modele GO 1 ispita njihova dijagnosti¢ka ta¢nost.

U poglavlju Materijal i metode opisana je ispitivana populacija pacijenata sa GO, dizajn
istrazivanja 1 kriterijumi za ukljucenje i iskljucenje pacijenata u studiju. Takode, detaljno je
opisan postupak klinicke evaluacije pacijenata, postavljanja dijagnoze i klasifikacije GO. U
istrazivanju je ucestvovao 91 pacijent redovno le¢en na Klinici za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma, Univerzitetskog klinickog centra Srbije. IstraZivanje je dizajnirano kao
opservaciona studija, a glavni kriterijum za ukljucenje ispitanika u studiju bila je postavljena
dijagnoza GO, dok je kriterijum iskljucenja bio bilo kakav vid imunosupresivne terapije u
poslednjih Sest meseci. Dijagnoza je postavljena na osnovu endokrinolos§kog i oftalmoloskog
pregleda, ultrazvuka stitne Zlezde, ultrazvuka/CT orbite i rutinskog laboratorijskog ispitivanja
tiroidne funkcije. Pacijenti su klasifikovani na osnovu postavljene dijagnoze na: pacijente sa GB i
GO, pacijente sa HT i GO i pacijente sa eutiroidnim oblikom GO. Klasifikacija pacijenata je
izvrSena i na osnovu aktivnosti i tezine GO, pri ¢emu je GO definisana kao aktivna ili neaktivna

GO, na osnovu vrednosti skora klini¢ke aktivnosti (CAS) i kao blaga, srednje teSka do teska i GO
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koja ugrozava vid (distiroidna opticka neuropatija i/ili o$te¢enje roznjace), na osnovu preporuka
Evropske grupe za Graves-ovu orbitopatiju (EUGOGO). Dodatno su u cilju verifikacije CLIA
imunohemijske IMMULITE TSI 2000 metode selektovana 23 zdrava ispitanika, uparena po polu
i godinama sa pacijentima. Potrebni podaci su dobijeni iz medicinske istorije pacijenata, upitnika
specijalno dizajniranih za potrebe ovog istrazivanja, kao i iz medicinske baze podataka Klinike za
endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma, Univerzitetskog klinickog centra Srbije.
Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa smernicama Helsinske deklaracije, nakon odobrenja
Etickog odbora Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (17.06.2019/944/3).

Ispitanicima su, za potrebe ove doktorske disertacije, odredivani slede¢i parametri iz
uzoraka venske krvi: ukupna serumska koncentracija TSHRAt (TBII), serumski nivo
stimulatorne i1 blokiraju¢e aktivnosti TSHRAt (TSAb i TBADb, redom), tiroidni funkcionalni
testovi (TSH, FT4, TPOAL, TGALt), serumski nivo totalnog oksidativnog stresa (TOS) i totalnog
antioksidativnog statusa (TAS) organizma, nivo 8-hidroksi-2-deoksigvanozina (8-OHdG) u
plazmi, kao i nivo interleukina (IL-6, IL-1RA, IL-1B, IL-8) u serumu pacijenata. Funkcionalna
aktivnost TSHRALt izmerena je pomocu tehnike bioeseja u Laboratoriji za molekularna tiroidna
istrazivanja, Johannes Gutenberg univerzitetskog medicinskog centra u Majncu, u Nemackoj.
Priprema i trijaza uzoraka za ove analize je obavljena u Laboratoriji za medicinsko-biohemijske
analize, Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, odakle su uzorci poslati kurirskom
sluzbom, na suvom ledu. Stimulatorna 1 blokiraju¢a aktivnost TSHRAt su odredene zasebno,
primenom komercijalnih bioeseja, a rezultati TSAb su izrazeni kao procenat odnosa uzorka i
standarda (SRR%), a TBAb kao procenat inhibicije signala (% inhibicije). Primenjeni testovi
koriste genetski modifikovane jajne celije kineskog hrc¢ka (engl. Chinese Hamster Ovary Cells,
CHO) koje eksprimiraju himerni receptor za TSH (Mc4) i cAMP-inducibilni reporter gen za
luciferazu kojim se omogucéava merenje luminescentnog svetlosnog signala. Serum pacijenata se
inkubira sa CHO ¢elijama koje su prethodno zasejane na mikrotitarske ploce. U slucaju prisustva
stimulatornih antitela (TSAb) dolazi do pojac¢anog stvaranja cAMP §to se detektuje kroz reakciju
luciferin-luciferaza i posledicno stvaranje luminescentnog signala. U slucaju prisustva
blokiraju¢ih antitela (TBAb) dolazi do blokade TSH receptora, posledi¢ne inhibicije vezivanja
TSH za receptor, inhibicije stvaranja cAMP i svetlosnog signala. Ukupna koncentracija TSHRAt
odredena je komercijalnom rutinskom metodom Kkoja je zasnovana na kompetitivnom

imunohemijskom elektrohemiluminescentom (ECLIA) principu, na imunohemijskom analizatoru
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Cobas e411, proizvodaca Roche Diagnostics, u privatnoj medicinsko-biohemijskoj laboratoriji
,Beograd“. Dodatno je koncentracija TSHRAt u serumu pacijenata izmerena i primenom
relativno nove nekompetitivne hemiluminescentne imunohemijske metode (CLIA), na
imunohemijskom analizatoru IMMULITE 2000, proizvoda¢a Siemens. Ova analiza je spovedena
U Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku Klinicko-bolnickog centra ,,Dr DragiSa MiSovi¢-Dedinje*
u Beogradu. Masena koncentracija analiziranih interleukina (IL-6, IL-1RA, IL-1pB, IL-8) u
serumu pacijenata izmerena je primenom komercijalnih enzimskih imunohemijskih testova
(ELISA), razli¢itih proizvodaca. Serumski nivo TOS odreden je primenom komercijalne
spektrofotometrijske metode bazirane na Erelovom principu koja je aplikovana na biohemijski
analizator Olympus AU400, proizvodaca Beckman Coulter. Princip se zasniva na oksidaciji fero
jona u feri jon u prisustvu razli¢itih oksidanasa u analiziranom uzorku, pri ¢emu se stvara obojeni
kompleks feri jona i hromogena u kiseloj sredini. Serumski nivo TAS odreden je takode
primenom Erelove spktrofotometrijske komercijalne metode, aplikovane na biohemijski
analizator Olympus AU400, proizvodaca Beckman Coulter. Princip je zasnovan na redukciji
obojenog ABTS radikala do bezbojnog redukovanog oblika u prisustvu antioksidanasa u uzorku
Sto se manifestuje smanjenjem intenziteta boje i promenom apsorbancije. Ove laboratorijske
analize su sprovedene u Laboratoriji za medicinsko-biohemijske analize, Farmaceutskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Dodatno je sprovedena verifikacija analitickih i
dijagnostickih karakteristika CLIA metode (IMMULITE 2000 TSI) za odredivanje koncentracije
TSHRA, u skladu sa smernicama vodic¢a za verifikaciju performansi preciznosti i tacnosti,
Instituta za klinicke i laboratorijske standarde (engl. User Verification of Performance for
Precision and Trueness; Approved Guideline-Second Edition, Clinical Laboratory Standards
Institute, CLSI EP15-A2). U tu svrhu su prvo ispitivane analiticke karakteristike date metode:
preciznost u seriji, preciznost izmedu serija, preciznost iz dana u dan, preciznost unutar
laboratorije, ponovljivost i tacnost. Zatim su, u cilju ispitivanja dijagnosti¢ke tanosti analizirane
metode, odredene dijagnosticka osetljivost, specifi¢nost, pozitivna, negativna prediktivna
vrednost i sprovedena ROC analiza (engl. Receiver Operating Characteristic, ROC), poredenjem
dobijenih rezultata kod pacijenata i zdravih ispitanika. Statisticka analiza podataka dobijenih u
ovom radu izvedena je pomoc¢u programa Excel (verzija 2010; Microsoft, SAD), MedCalc
(verzija 12; MedCalc Software, Belgija) i SPSS (IBM® SPSS® Statistics version 20, IBM,

SAD). Vecéina analiziranih podataka nije pratila normalnu Gausovu raspodelu zbog ¢ega su ve¢im



delom primenjeni neparametarski statistiCki testovi u ovoj disertaciji (Mann-Whitney test,
Kruskal-Wallis test, Spearmanova korelaciona analiza). Analiza kategorickih podataka u ovom
radu je izvrSena primenom Chi-kvadrat testa, a Stope pozitivnosti razli¢itih laboratorijskih metoda
za odredivanje TSHRAt su uporedene pomo¢u McNemara testa. Binarna logisticka analiza je
upotrebljena za ispitivanje prediktivnog potencijala TSHRAt za razvoj pojedinih klini¢kih
fenotipova GO. U sklopu analiticke verifikacije IMMULITE 2000 TSI CLIA metode, odredeni
su slede¢i statisticki parametri: srednja vrednost (X), standardna devijacija (Sd) i koeficijent
varijacije (Kv), za procenu preciznosti merenja. U cilju provere ta¢nosti ove metode, izvrSeno je
poredenje rezultata merenja sa rutinskom kompetitivnom imunohemijskom metodom, a
medusobno slaganje metoda ispitano primenom Wilcoxon testa ekvivalentnih parova i Passing-
Bablock regresione analize. Provera dijagnosticke tacnosti metoda sprovedena je odredivanjem

parametara dijagnosticke ta¢nosti putem tabela kontigencije, kao i ROC analizom.

U poglavlju Rezultati, prvo su prikazane demografske i klini¢ke karakteristike analizirane
populacije. Najpre su opisno predstavljeni osnovni demografski i antropometrijski podaci,
pusacke navike i porodi¢na istorija autoimunih bolesti stitne zlezde (AITB), udruZene autoimune
bolesti i ostali komorbiditeti. Zatim su ispitane razlike u vrednostima navedenih podataka u
odnosu na vrstu AITB i u odnosu na aktivnost i tezinu GO. Potom su opisno predstavljeni
klinicki podaci ispitivane populacije: aktivnost GO, CAS skor, tezina GO, vrsta AITB, trajanje
GO, zastupljenost unilateralnog oblika GO, medikamentozna terapija, suplementacija selenom,
neadekvatan odgovor na terapiju GO, prethodna primena radioaktivnog joda, prethodna
tiroidektomija, istorija remisije i relapsa hipertiroidizma i fluktuacije tiroidnog statusa. Vrednost
CAS skora je uporedena u odnosu na tezinu GO. Dodatno su ispitane razlike u trajanju simptoma
GO 1izmedu ispitanika sa aktivnom 1 neaktivnom GO, kao 1 izmedu ispitanika sa blagom,
umerenom do teSkom i GO koja ugrozava vid. Takode je prikazan tiroidni status ispitivanih
pacijenata na osnovu rezultata osnovnih tiroidnih funkcionalnih testova, kao i razlike u tiroidnom
statusu u odnosu na aktivnost i tezinu GO. U slede¢em delu poglavlja Rezultati predstavljeni su
rezultati analize koncentracije i funkcionalne aktivnosti TSHRAt u serumu razlicitith grupa
pacijenata sa GO. U ovom delu je graficki prikazana raspodela stimulatorne aktivnosti,
blokiraju¢e aktivnosti i ukupne koncentracije TSHRAt u celokupnoj analiziranoj populaciji
pacijenata, kao i u pojedinacnim grupama ispitanika (GB, HT i eutiroidna GO). Posebna paznja je

posvecena ispitivanju razlika u vrednostima TSHR At izmedu pacijenata sa GB, HT i eutiroidnom
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GO. Zatim je analizirana prevalencija stimulatornih, blokiraju¢ih TSHRAt 1 njihove ukupne
koncentracije u ispitivanoj populaciji pacijenata, odnosno pozitivnost dobijenih rezultata
primenom tehnike bioeseja i kompetitivnog imunohemijskog odredivanja, redom. Naredni deo
ovog odeljka bavio se ispitivanjem povezanosti nivoa funkcionalne aktivnosti i ukupne
koncentracije TSHRAt sa demografskim i klinickim podacima od znacaja, kao i sa tiroidnim
statusom pacijenata. Slede¢i deo poglavlja Rezultati je posvecen detaljnoj analizi povezanosti
TSHRAt sa klinickim fenotipom GO. Najpre je u ovom odeljku analizirana povezanost ovog
parametra sa aktivno$¢u i tezinom GO, gde su prvo ispitivane pojedinacne razlike nivoa
funkcionalne aktivnosti i ukupne koncentracije TSHRAt u odnosu na aktivnost i tezinu GO, a
zatim je analizirana pozitivnost dobijenih rezultata ovih parametara u odnosu na aktivnost i tezinu
GO. U narednom delu ovog odeljka je analiziran prediktivni potencijal funkcionalne aktivnosti i
ukupne koncentracije TSHRAt za razvoj prvo aktivnog, a zatim teskog oblika GO. Potom je
analizirana raspodela TSHRAt u zavisnosti od duzine trajanja i teZine simptoma GO. Poslednji
deo ovog odeljka je posvecen ispitivanju pojedina¢nih oftalmoloskih znakova i simptoma GO u
ispitivanoj populaciji, kao i njihovoj povezanosti sa TSHRALt. Naredni deo poglavlja Rezultati
tice se verifikacije analitickih i dijagnosti¢kih karakteristika imunohemijske CLIA metode
(IMMULITE® 2000 TSI) za odredivanje koncentracije TSHRAt. Zatim je izvedena
komparativna analiza dijagnosti¢kih karakteristika sve tri primenjene metode za odredivanje
nivoa TSHRAt u uzorcima pacijenata, sa akcentom na identifikaciju pogodne metode sa
odgovarajué¢im karakteristikama za uvodenje u rutinsku praksu umesto rutinskih testova. U
slede¢em odeljku poglavlja Rezultati obradeni su rezultati odredivanja nivoa relevantnih citokina
(IL-6, IL-1RA, IL-1p i IL-8) u serumu pacijenata i ispitivan njihov klini¢ki znacaj u ovoj
populaciji pacijenata. Ispitane su razlike ovih parametara u odnosu na demografske i klinicke
karakteristike ispitivane populacije pacijenata. Dodatno je analizirana asocijacija ovih parametara
inflamacije sa TSHRAt. U sledetem delu ovog poglavlja analizirani su nivoi parametara
oksidativnog statusa (TAS, TOS, 8-OHdG) u odnosu na demografske i klinicke karakteristike
pacijenata, kao i1 njihova korelacija sa aktivnos¢u i koncentracijom TSHRAt. Dodatno je ispitana
povezanost serumskih vrednosti TAS sa pojedinim oftalmoloSkim parametrima od znacaja i
korelacija TAS i TOS sa prethodno analiziranim citokinima. Na kraju poglavlja Rezultati

kombinovani su svi biomarkeri prethodno analizirani u ovoj disertaciji i pojedinac¢no ispitana



dijagnosticka tacnost ovih multimarkerskih modela za predvidanje aktivnosti i tezine GO, u

odnosu na pojedinac¢nu stimulatornu aktivnost TSHRAL.

Na kraju disertacije, prikazani su Diskusija i Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata

istrazivanja i njihove analize.

B. Opis dobijenih rezultata

Analizirana populacija pacijenata je obuhvatala duplo viSe Zena nego muskaraca, u
proseku srednje zivotne dobi. Ovakvi rezultati su u skladu sa epidemioloskim karakteristikama
GO. Od svih analiziranih demografskih podataka, jedino je pol bio u zna¢ajnoj vezi sa klinickom
prezentacijom GO. Znacajno viSe muskaraca je imalo aktivni i srednje do tezak oblik GO, u
poredenju sa zenama. Analizirani uzorak pacijenata bio je reprezentativan u odnosu na prirodni
tok i epidemiologiju GO. Najveci deo pacijenata imao je primarnu dijagnozu GB, zatim HT, a
najmanje pacijenata je imalo eutiroidni oblik GO. Manji broj pacijenata je imao unilateralnu GO.
Istrazivanjem su obuhvacéeni ve¢inom pacijenti sa blagom i srednje teSkom formom GO, dok je
udeo aktivnih i neaktivnih oblika GO bio uravnotezen. Dokazana je znaajna asocijacija izmedu
aktivnosti 1 teZine GO, s obzirom da su vrednosti CAS skora bile znac¢ajno vece u grupi ispitanika
sa tezim klinickim oblikom bolesti. Duzina trajanja simptoma GO bila je znacajno niza kod
pacijenata sa aktivnom formom GO, dok sa tezinom bolesti nije bila u znacajnom odnosu. Vrsta
medikametozne terapije nije bila u znacajnoj vezi sa klinickom formom GO. Rezultati tiroidnih
funkcionalnih testova (TSH, FT4, TPOAt, TGAt) nisu bili znacajno povezani sa aktivnoscu i

tezinom GO.

Analizom ukupne koncentracije (TBII), stimulatorne (TSAD) i blokiraju¢e funkcionalne
aktivnosti TSHRAt (TBAb) u serumu razlicitih grupa pacijenata sa GO utvrdeno je postojanje
znacajne razlike u serumskim vrednostima TBII, TSAb i TBAb u odnosu na primarnu dijagnozu
AITB. Serumski nivo TBII i TSAb bio je znaajno visi, a nivo TBAb znacajno nizi u grupi
pacijenata sa GB u odnosu na pacijente sa HT i eutiroidnim oblikom GO. Znacajne razlike u
vrednostima TBII, TSAb i TBAb izmedu pacijenata sa HT i eutiroidnom GO nije billo. Dalje je
analizirana pozitivnost TSAb i TBII, odnosno stopa rezultata koji su iznad grani¢ne cut-off
vrednosti koju je definisao proizvoda¢ testa. U ukupnoj analiziranoj populaciji, stimulatorna

aktivnost TSAb je detektovana kod znacajno veceg broja pacijenata (93,4%) u odnosu na
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koncentraciju TBIIl koja je detektovana kod ukupno 70,3% pacijenata. Blokiraju¢a aktivnost
antitela TBAD je zabelezena samo kod jedne pacijentkinje, kod koje je istovremeno utvrdena i
simulatorna aktivnost TSAb. Poredenjem pozitivnosti primenjenih testova uoCena je znacajno
veca stopa pozitivnosti TSAb u odnosu na TBII u grupi pacijenata sa GB i eutiroidnom GO, pri
Cemu je najistaknutija razlika bila u grupi pacijenata sa eutiroidnim oblikom GO. Daljim
ispitivanjem povezanosti TSAb i TBII sa demografskim i klinickim parametrima od interesa
utvrdeno je da su i TSAb i1 TBII bili znac¢ajno povezani sa trajanjem simptoma GO i primenom
tiroidne medikamentozne terapije. Trajanje simptoma i serumske vrednosti TSAb i TBII su bili
obrnuto proporcionalni. Vrsta tiroidne medikamentozne terapije nije znaCajno uticala na
vrednosti TSAb i TBIIL. Serumski nivo TSAb bio je znacajno veéi kod osoba sa pozitivnom
porodi¢nom istorijom AITB, dok se koncentracija TBIl u serumu nije znacajno razlikovala u
odnosu na porodi¢nu istoriju AITB. Serumske koncentracije TBII i funkcionalne aktivnosti TSAb
znacajno su negativno korelirale sa serumskom koncentracijom TSH, dok znacajna korelacija sa
ostalim parametrima tiroidnog statusa nije utvrdena. Nakon S$to su pacijenti podeljeni prema
tiroidnom statusu, stopa pozitivnih rezultata TBII bila je statisticki zna¢ajno manja U odnosu na
TSAb u grupi eutiroidnih ispitanika. Kod hipertiroidnih i hipotiroidnih ispitanika nije bilo
statisti¢ki znaajne razlike u stopi pozitivnih rezultata izmedu testova. Kod jednog dela pacijenata
uoceno je istovremeno prisustvo TPOALt i TSADb, kao i TGAt i TSAD.

Daljom analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da su funkcionalna aktivnost TSAD 1
ukupna koncentracija TBII znafajno povezane sa klinickim profilom GO. Znacajno vise
vrednosti TSAb i TBII su izmerene kod pacijenata sa aktivnom formom GO, u odnosu na
pacijente sa neaktivnom GO. Takode, kod pacijenata sa srednjim do teskim oblikom GO i onih sa
GO koja ugrozava vid, dokazane su znacajno vise vrednosti TSAb 1 TBII u odnosu na pacijente
sa blagom GO. Statisticki znacajne razlike u nivou TSAb i TBII nije bilo izmedu pacijenata sa
uznapredovalim oblikom bolesti (umerena do teska GO i GO koja ugrozava vid). Ispitivanjem
prediktivnog potencijala TSHRAt, utvrdeno je da stimulatorna aktivnost TSAb predstavlja
znacajan prediktor aktivnosti GO, dok ukupna koncentracija TBII nije pokazala prediktivna
svojstva. lako je raspodela serumske koncentracije i aktivnosti TSHRAt bila sli¢na u ispitivanim
grupama pacijenata, njihova pozitivnost se znacajno razlikovala. Kod svih pacijenata sa aktivnim
i umerenim do teskim oblikom GO, aktivnost TSAb je bila iznad granice pozitivnosti, dok je

pozitivnost ukupne koncentracije TBII bila znacajno manja (oko 80%). Najprimetnija razlika u
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stopi pozitivnosti TSAb i TBII uocena je u grupi pacijenata sa blazim klinickim oblikom bolesti
(neaktivna i blaga GO). Dodatno su TSAb i TBII identifikovani kao znacajni prediktivni markeri
razvoja umerene do teske/teSke GO koja ugrozava vid, s tim da su vrednosti TSAb predvidale
razvoj tezih oblika GO sa znatno ve¢em Sansom u odnosu na vrednosti koncentracije TBII.
Sledeca je analizirana promena aktivnosti i koncentracije TSHRAt kroz vreme, u odnosu na
tezinu klinicke prezentacije bolesti. Sa porastom duZzine trajanja simptoma GO primetan je
znacajan pad i nivoa aktivnosti TSADb i koncentracije TBII, koji je viSestruko izrazeniji u grupi
pacijenata sa blagom formom orbitopatije. Medutim, posmatranjem stope pozitivnosti TSAb i
TBII, uoceno je da TSAb u ranim fazama bolesti ispoljava podjednaku sposobnost detekcije i
blagih i tezih oblika GO, dok se znacajan pad pozitivnosti u kasnijim fazama bolesti uoc¢ava samo
kod blage GO. Suprotno, pozitivnost ukupne koncentracije TBIl pokazuje znacajno nize
vrednosti kod blage u odnosu na tezu formu GO u ranim fazama bolesti. U kasnijim fazama
bolesti, pozitivnost koncentracije TBII se odrZava relativno istom kod pacijenata sa blagom GO,
dok se primecuje znacajan pad vrednosti u slucaju tezih oblika GO. Ovi rezultati upucuju na
zakljucak o znacajno vecoj osetljivosti tehnike bioeseja u ranim fazama blagih oblika GO.
Analizom pojedina¢nih oftalmoloskih parametara utvrdeno je da je serumski nivo aktivnosti
TSADb bio znacajno povezan sa: prisustvom blagih iritabilnih simptoma GO (suzenje, iritacija,
svrab, grebanje, osecaj starnog tela u oku), crvenilom kapaka, crvenilom konjuktiva,
inflamacijom plike i karunkule i hemozom. Ukupna serumska koncentracija TBII bila je znacajno
visa kod pacijenata sa crvenilom konjuktiva, inflamacijom plike i karunkule, hemozom i
lagoftalmusom. Statisticki znacajno veca stopa pozitivnosti rezultata TSAb uocena je kod
pacijenata sa slede¢im znacima i simptomima GO: retrakcijom kapaka, diplopijama,
egzoftalmusom, ograni¢enjem motiliteta ociju, iritabilnim simptomima ociju, fotofobijom,
edemom kapaka i zadebljanjem ekstraokularnih misi¢a. Dodatno je ispitan i prediktivni potencijal
TSADb i TBII za razvoj pojedinacnih znakova i simptoma GO, pri ¢emu se aktivnost TSAb
izdvojila kao znacajan prediktivni marker hemoze, inflamacije plike i karunkule, crvenila
konjuktiva, simptoma iritacije oCiju i retrobulbarnog bola, dok ukupna serumska koncentracija

TBII nije pokazala znacajan prediktivni potencijal u ovom smislu.

Imunohemijska CLIA metode (IMMULITE® 2000 TSI) za odredivanje koncentracije
TSHRAL je uspesno verifikovana i svi izraCunati parametri preciznosti metode su odgovarali

opStem minimum analitickih Kkarakteristika laboratorijskih metoda, definisanim vrednostima
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proizvodaca i smernicama FDA (engl. Food and Drug Administration) vodic¢a. Ta¢nost metode je
odredena uporednom analizom uzoraka na dva razli¢ita imunoanalizatora, poredenjem sa
kompetitivnom imunohemijskom metodom za odredivanje ukupne koncentracije TSHRAt
(Elecsys Anti-TSHR). lIzraCunat je statisticki znacajan koeficijent korelacije §to ukazuje na to da
su analizirane metode bile u znacajnom linearnom odnosu. Daljim ispitivanjem uporedivosti
metoda detektovano je statisticki znaCajno, konstantno odstupanje dobijenih rezultata.
Ispitivanjem dijagnosticke tacnosti ove metode za postavljanje dijagnoze GO, utvrdeno je da
metoda IMMULITE® 2000 TSI poseduje zadovoljavajuce dijagnosticke karakteristike
(osetljivost, specificnost, pozitivna 1 negativna prediktivna vrednost), odnosno odli¢nu

diskriminatornu sposobnost razlikovanja bolesne od zdrave populacije.

Komparativnom analizom dijagnosti¢kih karakteristika tri laboratorijske metode za
odredivanje TSHRAt (tehniku bioeseja, rutinska kompetitivna imunohemijska ECLIA metoda i
imunohemijska CLIA metoda) utvrdeno je da TSAb bioesej ispoljava najvecu stopu osetljivosti
za detekciju GO. U celokupnoj ispitivanoj populaciji pacijenata, rezultati TSAb bioeseja znacajno
su se razlikovali u odnosu na kompetitivhu rutinsku metodu, kao i u odnosu na CLIA
imunohemijsku metodu. Nije bilo znacajnog odstupanja rezultata ispitivanih imunohemijskih
testova. Zatim su analizirane stope klini¢ke osetljivosti primenjenih testova u odnosu na aktivnost
1 tezinu GO, trajanje simptoma GO 1 stepen stimulatorne aktivnosti TSAb. Uocava se opsti trend
vece osetljivosti tehnike bioeseja u svim analiziranim grupama pacijenata. Osetljivost i negativna
prediktivna vrednost (NPV) TSAb bioeseja za detekciju aktivnog i umerenog i teSkog oblika GO
iznosio je 100%, Sto ukazuje na bolju diskriminatornu sposobnost tehnike bioeseja da prepozna
komplikovaniji klini¢ki tok bolesti koji zahteva leCenje. Interesantno je, medutim, da je
najuocCljivija razlika u osetljivosti analiziranih laboratorijskih metoda bila kod blazeg klinickog
toka bolesti, niske stope aktivnosti i tezine, duzeg trajanja i niskog stepena stimulatorne
aktivnosti TSAb. Dijagnosti¢ke karakteristike nove CLIA imunohemijske metode nisu bile
znacajno naprednije u odnosu na tradicionalnu kompetitivnu imunohemijsku metodu. Razlika u
klinickim karakteristikama analiziranih metoda bila je narocito uo€ljiva kod pacijenata sa
eutiroidnom GO, kod kojih je tehnika TSAb bioeseja uspesno detektovala 87,5% pacijenata,
CLIA imunohemijski test 62,5% i ECLIA kompetitivni imunoesej 12,5%. Korelaciona analiza
dobijenih rezultata pokazala je da najbolje koreliraju rezultati dobijeni imunohemijskim

metodama, $to je i o¢ekivano s obzirom na slian princip merenja analita.
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Prilikom ispitivanja znacaja odredivanja nivoa interleukina u uzorcima pacijenata sa GO,
primarno je analizirana njihova raspodela u odnosu na demografske i klini¢ke karakteristike
pacijenata. Demografske karakteristike ispitivane populacije nisu bile u znacajnom odnosu sa
ispitivanim interleukinima. Izuzetak je bila serumska koncentracija IL-8 koja je bila zna¢ajno
vecéa u populaciji Zena nego muskaraca. Nivo IL-1B u serumu bio je znac¢ajno visi, a nivo IL-1RA
grani¢no nizi kod pacijenata sa aktivnim oblikom GO u odnosu na one sa neaktivnom GO.
Serumski nivo IL-1 B je takode pozitivno korelirao sa vrednostima CAS skora. Niza
koncentracija IL-1RA u serumu je bila prisutna kod pacijenata sa skorijom pojavom simptoma
GO sto je u skladu sa aktivnom, inflamatornom fazom bolesti. Tezi oblik GO bio je prisutan kod
pacijenata sa znacajno viSim koncentracijama IL-6 u serumu. lzmerena koncentracija IL-6 u
serumu bila je takode znacajno povezana i sa vrstom AITB. Serumska aktivnost i koncentracija
TSHRALt znacajno su korelirale sa IL-6, dok sa IL-1RA, IL-1p i IL-8 nisu bile u znacajnoj

korelaciji.

Analizom parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite (TOS, TAS, OSI i 8-
OHdG) u ovoj populaciji pacijenata, utvrdeno je da je serumska koncentracija TAS bila zna¢ajno
povezana sa tezinom GO. Naime, sa pove¢anjem tezine GO, povecavala se i koncentracija TAS u
serumu pacijenata. Dodatno, serumski nivoi TAS bili su znacajno povezani sa pojedinim
oftalmoloskim parametrima od znacaja (ograni¢enje motiliteta ekstraokularnih misSica, fibroza
ekstraokularnih miSi¢a 1 poremecaj funkcije vida). Korelacionom analizom je utvrdeno da je
postojala pozitivna korelacija serumskog nivoa TAS sa stimulatornom aktivnos¢u TSAb u
serumu pacijenata. Nivo 8-OHdG u plazmi pacijenata nije bio zna¢ajno povezan ni sa jednim od
demografskih, niti klini¢kih parametara u ovoj studiji. Dodatno, nivoi 8-OHdG nisu znacajno

korelirali sa serumskom aktivnoS$¢u, niti koncentracijom TSHRALt pacijenata.

Na kraju ovog rada ispitan je potencijal multiparametarskih modela za predvidanje
razvoja teze klini¢ke slike bolesti. U tu svrhu je uradena ROC analiza kojom je ispitana
dijagnosticka tacnost stimulatorne aktivnosti TSAb 1 multimarker modela za predikciju aktivnosti
i tezine GO. Medusobnim poredenjem dve ROC krive za pojedinaénu upotrebu TSAb i za
multiparametarski model dobijena je statisticki znacajna razlika, odnosno utvrdeno je da
multiparametarski model znacajno povecava sposobnost predvidanja razvoja aktivnog oblika GO.
U slucaju tezine GO, nije dokazana statisticki znacajna razlika u slu¢aju samostalne upotrebe

TSHRALt kao parametra GO i multiparametarskih modela.
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C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature

Graves-ova oftalmopatija/orbitopatija (GO) predstavlja specifiCan autoimuni poremecaj
orbite koji se primarno javlja u sklopu Graves-ove bolesti (GB). Bliska epidemioloska i klinicka
povezanost ove dve patologije Cine osnovnu hipoteze o njihovoj zajednickoj etioloskoj i
patofizioloskoj osnovi (2). Osim u sklopu GB, GO se u 10% slucajeva razvija kod pacijenata sa
HaSimoto tiroiditisom (HT) i eutiroidnim oblikom GO (1). Prema aktuelnim epidemioloskim
podacima, opsta prevalencija GO u Evropi iznosi izmedu 90 i 155 ljudi u populaciji od 100000, a
godisnja incidencija GO u SAD je 16 Zena i 3 muskarca na 100000 osoba (3, 4). Medutim,
subklinicki oblici ove bolesti su daleko ¢es¢i, §to se moze uociti primenom naprednih tehnika
vizuelizacije kao suptilno uvecanje ekstraokularnih miSica orbite (5). lako najnoviji
epidemioloski podaci ukazuju na smanjenje prevalencije GO u opstoj populaciji, ona i dalje u
velikom stepenu naruSava funkciju vida 1 estetiku lica, znacajno remeti svakodnevni Zivot,
psihosocijalnu i radnu sposobnost pacijenata (6, 7). Problematika ove patologije je viSestruka.
Teski oblici GO mogu dovesti do potpunog gubitka vida usled razvoja distiroidne opticke
neuropatije, dok blage i nespecificne klini¢ke varijante bolesti mogu pro¢i neopazeno godinama,
bez taéne dijagnoze i adekvatne terapije (1, 8, 9). Drugi problem je nepredvidljiv klini¢ki tok GO.
Jo§ uvek je nemoguce sa sigurnoscu izdvojiti pacijente sa GB kod kojih ¢e se javiti GO. Graves-
ova orbitopatija je bolest hroni¢nog karaktera, sa periodima remisije i relapsa. lako se bolest
spontano povlaci kod jednog dela pacijenata, Cesto perzistiraju hroni¢ne funkcionalne promene
ekstraokularnih misica, a kompletan oporavak se retko postize (3, 8). Takode, kod otprilike jedne
trecine pacijenata izostaje adekvatan terapijski odgovor (8). Jedan od glavnih klinickih problema
ove patologije je veliki stepen subjektivnosti klini¢ke procene GO (10). Dijagnostika i pracenje
ovih pacijenata se izvode u visoko specijalizovanim, referentnim centrima tercijarne zdravstvene
zaStite, pri ¢emu je obi¢no neophodna viSednevna hospitalizacija pacijenta i1 primena
mnogobrojnih dijagnostickih procedura. Sve navedeno ukazuje na neophodnost uvodenja
neinvazivnih seroloSkih biomarkera GO, visoke osetljivosti i specificnosti, koji bi se koristili za
postavljanje dijagnoze, optimizaciju terapije, pracenje pacijenata i prognozu toka bolesti.

Smatra se da je GO bolest multifaktorske prirode koja nastaje kao rezultat medusobne
interakcije endogenih i egzogenih faktora. Kompleksni mehanizmi njihove interakcije nisu u

potpunosti poznati, zbog Cega je izuzetno vazno prepoznati sve potencijalne faktore uticaja, a

narocito kontrolisati faktore sredine u cilju prevencije i usporavanja progresije bolesti (3, 11). U
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ovoj disertaciji su prvo analizirane demografske i antropometrijske karakteristike ispitivane
populacije u cilju analize potencijalnih faktora rizika nastanka i progresije GO, kao i njihove
povezanosti sa klini¢kim fenotipom GO. Prethodno su starija zivotna dob i muski pol prepoznati
kao znacajni faktori koji poveéavaju verovatno¢u za nastanak teskih oblika GO (11, 12). U ovoj
disertaciji je muski pol bio povezan sa loSijim ishodom bolesti i imao znacajan samostalan
prediktivni potencijal za razvoj aktivne GO. Godine starosi nisu bile znacajno povezane sa
vrstom AITB, niti sa klinickom slikom GO u ovom radu. Potencijalan uzrok ovakvog rezultata je
to Sto je vecéina pacijenata bila srednje Zivotne dobi. IzloZzenost duvanskom dimu je u prethodnim
istrazivanjima prepoznata kao znacajan dozno-zavistan faktor rizika za razvoj GO (13). Pusacke
navike u ovoj studiji nisu bile znacajno povezane sa klini¢kim profilom GO, niti sa titrom
TSHRALt u serumu pacijenata, $to je u skladu sa rezultatima prethodnih istrazivanja izvedenih u
naSoj populaciji (14). Pozitivna porodi¢na istorija AITB bila je znafajno povezana Sa
vrednostima TSAD, §to bi moglo da ukaZe na potencijalnu prognosticku vrednost TSAb. Ostali

demografski parametri nisu bili znacajno povezani sa oblikom GO, niti sa TSHRAL.

Klini¢ki podaci ispitivanih pacijenata u ovom istrazivanju su bili u skladu sa aktuelnim
epidemioloskim podacima (3). Trajanje simptoma bilo je obrnuto proporcionalno aktivnosti GO i
serumskim nivoima TSHRALt. Dobijeni rezultati su u skladu sa prirodnim tokom GO u kome
inflamatorni simptomi koji definiSu aktivnost GO prethode hroni¢nim promenama koje definisu

tezinu GO (15).

Slede¢i su ispitani uticaj medikamentozne terapije i suplementacije selenom na klini¢ku
sliku GO i serumski nivo TSHRAL. lako je prethodno prepoznato pozitivno imunomodulatorno i
antioksidativno dejstvo selena na ovu populaciju pacijenata, zbog ¢ega je Sestomesecna primena
preparata selena uvrStena u kliniCke vodice leCenja blagih oblika GO (16), u ovom istrazivanju
primena selena nije bila znacajno povezana ni sa klinickim oblikom GO, niti sa titrom TSHRAL.
Serumski nivo TSHRAt bio je znafajno visi kod pacijenata koji su bili na tiroidnoj
medikamentoznoj terapiji (antitiroidni lekovi/levotiroksin) u odnosu na pacijente koji nisu bili na
terapiji. Trajanje antitiroidne terapije je bilo u negativnoj korelaciji sa titrom TSHRAt, §to se
moze objasniti pozitivnim imunomodulatornim efekatima ovih lekova koji dovode do smanjenja

autoreaktivnih antitela, zajedno sa postizanjem ravnoteze tiroidnih hormona (17).
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U ovoj disertaciji je utvrdeno postojanje znacajne razlike u nivoima ukupne koncentracije
(TBII) i funkcionalne aktivnosti TSHRAt (TSAb i TBAD) u serumu pacijenata sa GB, HT i
eutiroidnom GO. Prevalencija i nivo TSHRALt bili su najve¢i kod pacijenata sa GB, $to je u
skladu sa rezultatima prethodnih istrazivanja i navodi na zaklju¢ak da je TSHRAt specifi¢an
biomarker GB i njenih ekstratiroidnih manifestacija (18). Daljim ispitivanjem pozitivnosti
rezultata odredivanja TSAb, TBADb i TBIL utvrdeno je da je stimulatorna frakcija TSHRAL bila
najprevalentnija u analiziranoj populaciji pacijenata, §to upucuje na prednost funkcionalne
aktivnosti TSHRALt u postavljanju dijagnoze GO. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
prethodnih studija i ukazuju na bolju diskriminatornu sposobnost TSAb u prepoznavanju
individualne predispozicije za razvoj orbitalnih simptoma bolesti. U istrazivanju Khoo i
saradnika (19) utvrdeno je da je GO u direktno proporcionalnom odnosu sa prevalencijom TSADb,
ali ne i sa TBIl. Noh i saradnici (20) su takode istakli prednost stimulatorne aktivnosti ovih
antitela za detekciju orbitalnih manifestacija AITB, dok je ukupna koncentracija TSHRAt
prepoznata kao znacajan marker tiroidne funkcije. Stimulatorna antitela su dominantna kod
pacijenata sa GB i GO, i smatraju se direktnim pokretacima patogenetskih mehanizama ovih
poremecaja (18). Incidencija blokirajuéih antitela kod GO i AITB je daleko manje uobicajena, a
obi¢no je povezana sa Stanjem hipotiroidizma i eutiroidizma. Medutim, kod jednog dela
pacijenata sa GB mogu se detektovati TBAD, narocito nakon antitiroidne terapije ili tretmana
radioaktivnim jodom (21). U ovom istrazivanju je blokirajuca aktivnost TSHRAt zabeleZena kod
jedne pacijentkinje kod koje je istovremeno detektovana stimulatorna aktivnost ovih
autoreaktivnih antitela. Prethodno je potvrdeno da stimulatorna i blokiraju¢a funkcionalna
aktivnost TSHRAt mogu biti istovremeno prisutne kod istog pacijenta, a moguéa objasnjenja
ovog fenomena su fluktuacija tiroidnog statusa i aktivnosti GO (22). Potencijalni uzroci prelaska
stimulatorne u blokiraju¢u aktivnost TSHRALt su varijabilni afinitet, potentnost i koncentracija
ovih antitela (23). Naroc¢ito se u ovakvim slucajevima isti¢e prednost tehnike bioeseja i zasebnog
merenja funkcionalne aktivnosti TSHRALt, kako bi se detektovale fine promene u stanju
autoimunosti, tiroidnog statusa, te u skladu sa tim saznanjima optimizovala terapija GO i AITB.

Posebno mesto u ovoj disertaciji je posveceno ispitivanju klinickog znacaja TSHRAt kao
biomarkera koji odrazavaju varijabilnost klinickog fenotipa GO. U ovom smislu je pre svega
analizirana povezanost TSHRAt sa aktivnos¢u 1 tezinom GO, kao i Ssa pojedina¢nim

oftalmoloskim znacima i simptomima bolesti. Kod pacijenata sa aktivnom, kao i onih sa

14



umerenom do teSkom i GO koja ugrozava vid, izmereni su znacajno vec¢i nivoi TSAb i TBII. lako
su 1 funkcionalna aktivnost i koncentracija TSHRAt bili znacajno povezani sa aktivnos¢u i
tezinom u ovoj studiji, uvida se znaCajna razlika u pozitivnosti njihovih rezultata merenja.
Vrednost TSAD bila je iznad granice pozitivnosti kod svih pacijenata sa aktivnom i umerenom i
teSkom GO S$to navodi na zakljuak da tehnika bioeseja ima prednost kada je u pitanju
identifikacija pacijenata sa komplikovanijim klini¢kim tokom bolesti kod kojih je neophodna
primena terapije ili hirurSkih procedura. Ovakva zapazanja su uskladena sa rezultatima
prethodnih istrazivanja koja isti¢u prednost stimulatorne aktivnosti TSHRALt kada je u pitanju
predvidanje i korelacija sa klinickim manifestacijama GO (24). Vazan deo istrazivanja odnosio se
na ispitivanje prediktivnih karakteristika TSHRAt s obzirom na to da trenutno ne postoji
definitivan marker, adekvatnog prediktivnog i prognostickog potencijala, koji bi klini¢arima
olaksao donoSenje klini¢kih odluka i optimizaciju terapije (25). Rezultati ove disertacije
potvrduju da je serumski nivo TSAb nezavistan prediktivni marker razvoja aktivnog oblika GO,
dok serumska koncentracija TBII nije pokazivala prediktivnu sposobnost u odnosu na aktivnost
GO. Serumski nivoi TSADb i TBII bili su znacajni prediktivni marker tezine GO, s tim $to je
prediktivna vrednost TSAb bila znatno vecéa. Prethodno je samo TSAb prepoznat kao
prognosti¢ki parametar oftalmopatije, dok koncentracija TBII nije imala sli¢ne karakteristike
(19). Ovakvi rezultati ukazuju na klinicki znacaj funkcionalnog karaktera TSHRAt u predvidanju
klinickog toka GO. U studiji Eckstein i saradnika (25), tehnika bioeseja pokazala je znacajno
bolju sposobnost predikcije finih razlika u tezini GO koje se uo¢avaju u toku duzeg vremenskog
perioda. Vazan rezultat ove disertacije je da je, u ranim fazama GO, tehnika bioeseja imala
visoku stopu pozitivnosti i kod blagih formi bolesti, dok je pad pozitivnosti bio izrazen u slucaju
duzeg trajanja simptoma. Suprotno TSAb, ukupna koncentracija TBII nije pokazivala ovakvu
raspodelu stope pozitivnosti, zbog ¢ega se samo TSAb namece kao kandidat za predvidanje

razvoja tezih oblika bolesti u duzem vremenskom periodu.

Sledeca je ispitana povezanost TSHRAt sa pojedina¢nim oftalmoloskim parametrima GO
koji ulaze u bodovne sisteme aktivnosti 1 teZine GO, kako bi se detaljnije ispitao varijabilan
klinicki fenotip ove patologije i pojedinacna priroda veze svakog od ovih parametara sa TSHRAL.
Prethodno je utvrdeno da je nivo TSAD, ali ne i TBII, usko povezan sa glavnim parametrima GO
(uvecanje miSica oka, orbitalna adipogeneza i oticanje kapaka) (20). Fenotipske razlike GO

poticu od vise faktora, pre svega interindividualnih varijacija u anatomskoj gradi orbite i
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fenotipskih varijacija orbitalnih fibroblasta. Ta¢ni mehanizmi koji definiSu fenotip ovih ¢elija i
njihovu predispoziciju za dominantnu adipogenezu ili fibrozu nisu u potpunosti poznati i smatra
se da su u osnovi heterogene prezentacije GO (10, 26). I pored velikih napora koji su ulozeni u
pogledu standardizacije klini¢ke evaluacije GO, i dalje postoji visoka stopa subjektivnosti
klinicke procene i percepcije simptoma bolesti. Iz ovih razloga postoji velika potreba za
uvodenjem objektivnih metoda i biomarkera direktno merljivih u uzorcima pacijenata sa GO
(27). Rezultati ove disertacije potvrduju hipotezu o uskoj povezanosti serumskih nivoa TSHRAt
sa pojedina¢nim oftalmoloskim parametrima. Prevalencija stimulatorne aktivnosti TSAb bila je
znacajno veca u odnosu na TBII kod pacijenata sa: retrakcijom kapaka, iritabilnim simptomima,
fotofobijom, diplopijama, proptozom, uvecanim ekstraokularnim miSi¢ima i ograni¢enom
pokretljivos¢u ociju. Stimulatorna aktivnost TSAb prepoznata je i kao znacajan prediktivni
marker pojave iritabilnih simptoma oc¢iju, hemoze, inflamacije plike i karunkule, crvenila

konjuktiva i retrobulbarnog bola, za razliku od nivoa TBII.

Narocit fokus ove disertacije bila je analiza razli¢itih testova za odredivanje TSHRAL,
odnosno njihove funkcionalne aktivnosti i ukupne koncentracije kao zasebnih parametara za
pracenje klinickog toka GO. Medusobnim poredenjem dijagnosti¢kih karakteristika primenjenih
analitickih metoda utvrdeno je da tehnika bioeseja ima najbolje karakteristike, pre svega po
pitanju dijagnosticke osetljivosti, u odnosu na obe vrste primenjenih imunohemijskih metoda.
Osetljivost tehnike bioeseja bila je 100% u slucaju aktivne ili umerene/teSke GO, medutim
najizrazenija razlika u osetljivosti metoda bila je kod pacijenata sa blagim manifestacijama
bolesti (neaktivna, blaga GO, biohemijski eutiroidizam, eutiroidna GO, duZe trajanje simptoma
GO). Osim visoke stope klini¢ke osetljivosti tehnike bioeseja, prethodno je u studijama serijskih

razblaZenja pokazana i visoka analiticka osetljivost ove metode (28).

Razlike u klinickim performansama primenjenih metoda se objaSnjavaju razlicitim
analitickim dizajnom i vrstom TSH receptora koji se koristi (29, 30, 31). Na TSH receptoru,
vezujuca mesta za TSAb i TBAb su fizicki u neposrednoj blizini, zbog ¢ega je analiticka
specifi¢nost testova koji koriste princip vezivanja receptora upitna (32). Rutinski imunohemijski
testovi mere ukupnu koncentraciju TSHRAL, odnosno zbir stimulatornih, blokirajuéih i neutralnih
antitela. Tehnikom bioeseja direktno se meri stvaranje cCAMP-a (cikli¢ni adenozin-monofosfat) i
time funkcionalna aktivnost antitela koja definise klinicki tok GB i GO (33).
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U ovoj disertaciji je najistaknutija razlika u stopi pozitivnosti laboratorijskih metoda za
odredivanje TSHRAt detektovana kod pacijenata sa eutiroidnim oblikom GO, kod kojih su
tehnikom bioeseja detektovani gotovo svi pacijenti, dok je sposobnost tradicionalnog
imunohemijskog odredivanja da identifikuje ove pacijente bila znatno ograni¢ena. Ovaj rezultat
je od izuzetnog klinickog znacaja, s obzirom na slozenost diferencijalne djagnostike eutiroidne
GO koja predstavlja poseban klini¢ki izazov. Za razliku od pacijenata sa GB ili HT gde se
poremecaji orbite primarno dovode u vezu sa stitnom zlezdom, u ovoj grupi pacijenata poreklo
oftamoloskih simptoma nije jasno. Njihovi klinicki simptomi su nespecifi¢ni, sa visokim
stepenom preklapanja sa drugim inflamatornim oftalmoloskim stanjima. Diferencijalna dijagnoza
eutiroidne GO se zato u potpunosti oslanja na laboratorijsku dijagnostiku bolesti, zbog Cega je
neophodno koristiti testove visoke osetljivosti (9).

Na osnovu ovih rezultata moze se izvesti zakljucak da jedino tehnika bioeseja moze da
zameni tradicionalne rutinske testove i da bi integracija ove metode u dijagnosticke algoritme

mogla znacajno unaprediti klini¢cki menadzment GO.

Citokini zauzimaju centralno mesto u interakciji metaboli¢kih puteva inflamacije u GO.
Oni predstavljaju vazan domen istrazivanja autoimunih bolesti, ne samo sa aspekta proucavanja
patogeneze ovih bolesti, ve¢ i razvoja novih vidova terapije (34, 35). Citokinski profil pacijenata
analiziranih u ovoj studiji bio je u znacajnoj vezi sa klinickim oblikom GO. Serumske
koncentracije IL-6 bile su znacajno povezane sa tezinom GO, dok su koncentracije IL-1p i IL-
1RA bile u znacajnoj asocijaciji sa aktivnos¢u GO. Dodatno je uocena znacajna pozitivna
korelacija serumskih nivoa TSHRAt i IL-6, §to ukazuje na potencijalan znacaj zajednicke

primene ovih parametara.

Studije su pokazale da se narusavanje oksidoredukcionog balansa moze odraziti na
klinic¢ku sliku GO (36). Lu i saradnici (37) su dokazali da katalaza i SOD (superoksid-dismutaza),
na nivou orbitalnih fibroblasta, smanjuju akumulaciju glikozaminoglikana koji su glavno
histolosko obelezje GO. Rezultati ove disertacije potvrduju iznetu hipotezu, potvrdom da su
serumski nivoi TAS bili znacajno povezani sa tezinom GO i stimulatornom aktivnosti TSAb u
serumu ispitivanih pacijenata. Ova saznanja bi se mogla iskoristiti u cilju unapedenja

laboratorijske dijagnostike, terapeutskih mogucénosti i prevencije ove bolesti.
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U ovom istrazivanju izmerene SU donekle neocekivane vrednosti 8-OHdG. U studiji Tsai i
saradnika (38), 8-OHdG je na nivou orbitalnih fibroblasta zna¢ajno korelirao sa titrom TSHRAL,
dok su urinarne koncentracije bile povezane sa aktivnoscu i tezinom GO. Prethodno je pokazana
viSestruka vrednost odredivanja ovog parametra oksidativnog oSte¢enja DNK kod pacijenata sa
GB i GO (36, 38, 39). U ovom istrazivanju, koncentracije 8-OHdG u plazmi nisu bile znacajno
povezane sa klinickim profilom GO, niti sa aktivnoscu i koncentracijom TSHRAt. Potencijalno
objasnjenje kontradiktornosti dobijenih rezultata je to da je ovaj parametar izmeren u uzorcima
plazme pacijenata, dok su prethodna istrazivanja uglavnom podrazumevala odredivanje 8-OHdG
u kulturama orbitalnih fibroblasta ili uzorcima urina. Uzorci plazme sadrze kompleks slobodnog
8-OHdG i 8-OHdG inkorporiranog u DNK molekul. Slobodan 8-OHdG se koncentrise u
bubrezima i izluc¢uje urinom, zbog ¢ega se u urinu kvantifikuje samo slobodna forma ovog analita
(40). Drugi potencijalni razlog neslaganja rezultata je analitiCke prirode i posledica je

metodoloskih razlika i nedostatka uniformnih referentnih intervala (41).

Finalnom ROC analizom multiparametarskog modela koji je obuhvatao sve analizirane
biomarkere u ovoj disertaciji utvrdeno je da ovakvi modeli pokazuju prednost u predvidanju
klinickog toka GO u odnosu na pojedinacne biomarkere. Ovakav zaklju¢ak usmerava buduca
istrazivanja 1 klini¢ki pristup menadZmenta ove bolesti ka multidisciplinarnosti i uvodenju

sloZenih dijagnostickih algoritama u klini¢ku praksu.

D. Provera originalnosti doktorske disertacije

Provera originalnosti ove disertacije izvrSena je na nac¢in Koji je propisan Pravilnikom o

postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu.

Program iThenticate je registrovao ukupno 8% poklapanja sa 267 izvora. Preklapanje teksta sa
svim registrovanim izvorima iznosio je manje od 1%. Detaljnim uvidom u materijal utvrdeno je
da je podudarnost teksta posledica koris¢enja naziva odredivanih analita, licnih imena ili naziva
strunih organizacija, naziva reagenasa i primenjenih analitickih i statistickih metoda, opstih

termina koriS¢enih za opis rezultata, kao i istih referenci i objavljenih radova kandidata.

Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Marije Sari¢

Matutinovi¢ U potpunosti originalna, kao i da su postovana akademska pravila citiranja.

18



E. Zaklju¢ak- obrazlozenje nauénog doprinosa doktorske disertacije

Graves-ova orbitopatija predstavlja nedovoljno istrazenu patologiju koja do danas ostaje
patofizioloska i terapeutska enigma (1). Aktuelni pristup klinickom menadzmentu ove bolesti
oslanja se na klini¢ku evaluaciju znakova i simptoma bolesti koja zahteva visoko specijalizovane
klini¢are i kontinuirano pracenje pacijenata u referentnim centrima tercijarne zdravstvene zastite
(4, 8, 10). I pored uvodenja standardnih dijagnosti¢kih protokola i dalje se klinicka procena GO
bazira u velikom stepenu na subjektivnom pristupu zbog cega postoji velika potreba za
uvodenjem objektivnih dijagnostickih metoda i unapredenjem laboratorijske dijagnostike GO
(10, 27). Takode postoji problem nestandardizovanih tehnika merenja pojedinih oftalmoloskih
parametara, visok stepen interindividualne varijacije i nedostatak populaciono specifi¢nih
referentnih intervala (10, 42). Imajuéi u vidu ozbiljnost trajnih funkcionalnih posledica GO, kao i
Znacajan uticaj na svakodnevni Zivot pacijenata, imperativ je otkri¢e novih biomarkera i njihova

implementacija u klinicku praksu.

Otkri¢e familije autoreaktivnih TSHRA't otvorilo je novu stranu izu€avanja i razumevanja
etiologije AITB i njihovih ekstratiroidnih manifestacija. Utvrdeno je da ovu heterogenu klasu
antitela karakteriSe varijabilni funkcionalni karakter, te da se u serumu pacijenata sa AITB mogu
istovremeno naéi antitela razliCite bioloSke aktivnosti (43). Postoje tri vrste TSHRAL:
stimulatorna za koja se smatra da izazivaju hipertiroidizam na nivou §titne zlezde 1 orbitopatiju na
nivou orbite, blokirajuéa koja izazivaju hipotiroidizam na nivou Stitne zlezde 1 neutralna ¢ija
tacna funkcija do danas nije razja$njena (44). Danas se u rutinskim uslovima, primenom
imunohemijskih metoda, moze odrediti samo ukupna koncentracija ovih antitela, ¢cime se ne sti¢e
uvid u njihov funkcionalni karakter. Ovi testovi se obi¢no navode kao rutinske ili tradicionalne
metode. Funkcionalnost TSHRAt se moze izmeriti primenom bioloSkih testova, medutim ove

metode jo$ uvek nisu usle u rutinsku upotrebu i uglavnom se koriste u istrazivacke svrhe (33, 45).

Zakljucci izvedeni na osnovu rezultata ove disertacije ukazuju na izuzetan klini¢ki znacaj
TSHRAt kao biomarkera GO. Dobijeni rezultati potvrduju ranije postavljene hipoteze o
znacajnom dijagnostickom, prediktivnom i prognostickom potencijalu ovog parametra, te da se
moze koristiti za dijagnostiku GO, predikciju njenog klinickog toka i adekvatnu stratifikaciju
pacijenata. Na osnovu analize koncentracije i aktivnosti TSHRAt u ispitivanoj populaciji

pacijenata, zakljucci ove disertacije ukazuju na to da je TSHRAt specifican biomarker GB, te da
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dobro korelira sa tiroidnim statusom i klini¢kim parametrima GO. Narocito se isti¢e vrednost
TSHRAt kao biomarkera aktivnosti i tezine GO. Poseban dijagnosti¢ki potencijal je pokazao
funkcionalni profil TSHRAt koji je ovde po prvi put analiziran u naSoj populaciji. Zakljucci
izvedeni na osnovu rezultata komparativne analize dijagnosti¢ke ta¢nosti razli¢itih laboratorijskih
metoda za odredivanje TSHRAt potvrduju visestruku prednost tehnike bioeseja pre svega po
pitanju dijagnosticke osetljivosti. Najistaknutija prednost po pitanju osetljivosti ove metode bila
je uocljiva u grupi pacijenata sa eutiroidnim oblikom GO, iz ¢ega se moze zakljuciti da je
funkcionalna aktivnost TSHRAt najbolja opcija u sluc¢aju komplikovane diferencijalne dijagnoze
bolesti. Utvrdeno je da tehnika bioeseja ima najoptimalnije klini¢ke performanse, te da
predstavlja adekvatnu alternativu postoje¢im laboratorijskim testovima. Kao takva, ova metoda bi
znacajno unapredila rutinsku klini¢ku praksu i otvorila put ka personalizovanom pristupu lec¢enja
pacijenata. Dodatno je ovom studijom obuhvacéena analiza citokinskog profila i oksidativnog
statusa organizma, pri ¢emu je zakljuceno da su serumski nivoi IL-6, IL-1pB, IL-1IRA i TAS bili
znacajno povezani sa klinickom slikom GO. Dodatno je ispitan i njihov odnos sa TSHRALt u ovoj
populaciji pacijenata i utvrdeno je da su IL-6 i TAS znacajno korelirali sa TSHRAt. Konacno,
rezultati ove disertacije upucuju na moguénost razvoja novih multiparametarskih modela koji bi
obuhvatali veé¢i broj biomarkera, a u cilju pobolj$anja laboratorijske dijagnostike kao jednog od

najznacajnijih alata u medicinskoj dijagnostici GO.
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G. MiSljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja znacajan
naucni doprinos za oblast medicinske biohemije. Ovo je prvo istrazivanje u nasoj zemlji koje se
bavilo analizom funkcionalnog profila TSHRAt i pitanjem klinicke vrednosti TSHRAt u ovoj
populaciji pacijenata. Pored aktuelnosti nau¢nih pitanja, ova studija je sprovedena u referentnoj
klinici tercijarnog nivoa zdravstvene zastite, zbog Cega je analizirani uzorak pacijenata bio
raznovrstan po pitanju aktivnosti i tezine klini¢ke slike GO. Od posebnog je znacaja i podatak da
je studija sprovedena samo u jednom nacionalnom centru. Rezultati ove doktorske disertacije
ukazuju na znacaj implementacje novih seroloskih biomarkera u dijagnosticke protokole GO.
Osim klinickog znacaja, dobijeni rezultati doprinose dosadasnjem razumevanju inflamatornih
procesa u okviru orbite, kao i razvoju novih preventivnih i terapijskih protokola kod ovih
pacijenata. Rezultati ove doktorske disertacije publikovani su u dva rada u medunarodnim

¢asopisima kategorije M22 i M23.

Stoga predlazemo Nastavno-nau¢nom Veéu Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog
fakulteta da prihvati ovaj izveStaj i uputi ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka radi
dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom ,,Klinicka vrednost
antitela na TSH receptore kod pacijenata sa Graves-ovom oftalmopatijom/orbitopatijom*,

kandidata magistra farmacije — medicinskog biohemicara, Marije Sari¢ Matutinovic.
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