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IMOJAIIM O KOMHUCHJH

Na osnovu ¢lana 54. Statuta Univerziteta u Banjoj Luci i Zakljucka Senata Univerziteta, broj:
02/04/3.2839-85/16 od 27.10.2016. godine, Nastavno-nau¢no vijeée Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci je na 182. sjednici odrzanoj 16.11.2016. godine, donijelo
Odliku o izmjeni i dopuni Odluke Nastavno-naucnog vijeca broj: 19/3. 1922/16 od 06.07.2016.
godine, kojom se imenuje Komisija za pripremanje lzvjestaja za ocjenu podobnosti teme za izradu
doktorske disertacije pod nazivom . Biohemijsko-hematolodki i molekularni parametri u
dijagnostici reumatoidnog artritisa® i kandidata mr. Biljane Klimenta u sastavu:

1. Dr. Hilada Nefi¢, redovni profesor na Univerzitetu u Sarajevu - Prirodno-matematicki
fakultet, uza nauéna oblast: Genetika, Klinicka biologija, predsjednik;

2. Dr. Biljana Davidovi¢ Plavsi¢, docent na Univerzitetu u Banjoj Luci - Prirodno-

matematicki fakultet, uza nauéna oblast: Biohemija i molekularna biologija. ¢lan;

Dr. Nenad Prodanovié. redovni profesor na Univerzitetu u Banjoj Luci — Medicinski

fakultet, uZa nauéna oblast: Reumatologija, ¢lan:

4. Dr. Radoslav Deki¢, vanredni profesor na Univerzitetu u Banjoj Luci Prirodno-
matematicki fakultet, uza naucna oblast: Fiziologija zivotinja, ¢lan:

5. Dr. Smiljana Paras, docent na Univerzitetu u Banjoj Luci - Prirodno-matematicki fakultet,
uza naucna oblast: Mikrobiologija. biologija ¢elije. ¢lan.
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Cacrag KomucHje ca Ha3HaRoM HMEHZ ¥ NPE3HMENE CBAKOT YaHa, 3BAILE, HAIMB YiKe Hayune obnacTi 3a
KOJY je H3abpaH y 1pahe. HATHE YHHACPINTETA 1 GakyNTeTa ¥ KOJeM je UNan KOMHCH]E CTAINO 3anachen.

I. BUOTPAD®CKH ITOJIAIIN, HAYYHA U CTPYUHA JIJEJATHOCT
KAIJIMJIATA

BIOGRAFILJA

Biljana Klimenta je rodena 18.10.1962. godine u PoZegi, Republika Srbija, gdje je stekla osnovno i
srednje obrazovanje. Visoku struénu spremu je postigla na Prirodno-matemati¢kom fakultetu
Univerziteta u Sarajevu kada je diplomirala na Odsjeku za biologiju (opsti smjer) 2006, godine.
Postdiplomski  studij smjer Mikrobiologija-specijalizacija zavrdila je 2008. godine na
Veterinarskom fakultetu u Sarajevu, te je odbranila specijalisticki rad pod naslovom “Mehanizmi
rezistencije Sraphylococcus aureus na antibiotike™,

Akademski stepen magistra bioloskih nauka (smjer - genetika) stekla je 2014. godine na
Postdiplomskom studiju bioloskih nauka Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Sarajevu




nakon odbranjenog magistarskog rada na temu “Primjena E-testa u detekeiji MRSA (meticilin-
rezistentni Staphviococcus awrens)”.

Do 2009. godine radila je u mikrobioloskoj laboratoriji Opée bolnice Sarajevo. a od 2009, godine
pa do danas je na poziciji odgovornog biohemicara u Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku Doma
zdravlja ,.Omer Masli¢™ u Novom Sarajevu. Steéena znanja i iskustva u oblasti biohemije i
molekularne biologije je dodatno usavrsila u okviru rada na medunarodnim kongresima i
konferencijama iz ovih oblasti. Kandidatkinja se aktivno sluzi engleskim jezikom. te uspjeino
primjenjuje steGena znanja iz oblasti bioinformatike i relevantnih operacija opcih informacionih
sistema.

Kao autor/koautor publicirala je tri originalna naucna rada. od toga dva u medunarodnim nauénim
casopisima od kojih je jedan indeksiran u CC bazi.

Objavljeni naucni radovi

1. Dogan S.. Dogan G.. Asi¢ A.. Bedi¢ L., Klimenta B., Huki¢ M., Turan Y., Primorac D.,

Marjanovic D. Prediction of the Y-Chromosome Haplogruops Within a Recently Settled

Turkish Population in Sarajevo, Bosnia and Herzegovina. Collegium antropologicum,

2016:40(1):1-7,

Ibahimagic A.. Idrizovic E.. Divjan E.. Klimenta B. Prevalence and antimicrobial

resistance of beta-lactamase-producing Gram-negative isolates from outpatient clinical and

environmental samples in the Zenica-Doboj Canton, Bosnia and Herzegovina. Journal of

Health Sciences. 2016:6(2):1-6.

3. Klimenta B., Jerkovié-Mujki¢ A., Jazi¢ S. Analiza kretanja rezistencije na antibiotike
izolata Staphylococcus aureus iz hiruskih rana. Peti simpozij o kontorli bolnickih infekeija
Bosne i Hercegovine sa medunarodnim uceséem, Zbornik apstrakata i radova, 2007:49-55.
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UteSce na nauénim skupovima

1. Sudjelovanje na 15. struénom sastanku medicinskih biohemi¢ara/biokemicara Bosne i
Hercegovine koji je odrzan 03.06.2016. godine u Sarajevu. Organizator sastanka je
UdruzZenja medicinskih biohemi¢ara u Bosni i Hercegovini (UMBBiH).

2. U&esce na 21" IFCC - EFLLM European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine (EuroMedLab JIB 2015 Exhibition) odrznog od 21 do 25 juna 2015. godine u

Parizu. Organizator kongresa: International Federation of Clinic Chemistry and Laboratory

Medicine (IFCC), European Federation of Clinic Chemistry and Laboratory Medicine

(EFLM). SFBC i Syndicat des Biologistes.

Utesce na 23" Meeting of Balkan Clinical Laboratory Federation (BCLF 2015 Sarajevo

Meeting) koji je odrzan u Sarajevu (Bosna i Hercegovina) u periodu 7-9 oktobar 2015.

godine. Organizator sastanka: International Federation of Clinic Chemistry and Laboratory

Medicine (IFCC), European Federation of Clinic Chemistry (EFLM), Balcan Clinical

Laboratory Federation (BCLF) 1 Association of Medical Biochemists in Bosnia and

Herzegovina (AMBBH).

4. Prisustvo na 2. Nacionalnom Kongresu Udruzenja medicinskih biohemicara/biokemicara u
Bosni i Hercegovini koji je odrzan 05. oktobra 2015. godine. Organizator: Udruzenja
medicinskih biohemicara u Bosni i Hercegovini.

5. Sudjelovanje na 22" International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC WorldLab Istanbul 2014), 22" Balcan Clinical Laboratory Federation
Meeting (BCLF 2014) i 26" National Congress of the Turkish Biochemical Society (TBS
2014) koji su odrzani u periodu 22-26 juni 2014, godine u Istanbulu. Organizatori:
International Federation of Clinic Chemistry and Laboratory (IFCC), Balcan Clinical
Laboratory Federation (BCLF) i Turkish Biochemical Society (TBS).

6. Sudjelovanje na 12. Stru¢nom sastanku medicinskih biohemicara/biokemicara Bosne i
Hercegovine koji je odrzan 18. maja 2012, godine u Sarajevu u organizaciji UdruZenja
medicinskih biohemitara u Bosni i Hercegovini (UMBBiH).

7. Utesnik na 21" International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
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(IFCC _ WorldLab EuroMedLab Berlin 2011), 19" IFCC ~ EFCC European Congress of
Clinic Chemistry and Laboratory Medicine i 8" Annual Meeting of the German Socirty of
Laboratory Medicine and Clinical Chemistry koji su odrzanani u Berlinu (Germany) u
periodu 15-18 maj 2011 godine. Organizatori: International Federation of Clinic
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), European Federation of Clinic Chemistry
(EFCC) i DGKL.

8. Sudjelovanje na 10. Strucnom sastanku medicinskih biohemicara/biokemicara Bosne 1
Hercegovine koji je odrzan 8. maja 2009. godine u Sarajevu u organizaciji Udruzenja
medicinskih biohemicara u Bosni i Hercegovini (UMBBiH).

Clanstvo

= Clan Udruzenja medicinskih biohemicara Bosne i Hercegovine od 2009. godine.
= Clan Udruzenja biohemi&ara i molekularnih biologa Bosne i Hercegovine od 2015. godine.
= Clan UdruZenja biologa zaposlenih u zdravstvu Bosne i Hercegovine od 2016. godine.

a) Hasecr Heonxoie GHOrpadicke NOIATKE: IIKONOBAILE. YCI]EX ¥ TOKY IIKOIORAMA., Kpetahe Y caymn,
PEIYITATH !Hl_\'i||l‘—HCT|'II-1'rKMI\"I‘iI-Cn'\I W L"I'F‘)"'I!{‘.H pana, JABHA NPHIHAHA. _J|!_\-'|]I'T'1SL'HL' AKTHRHOCTH H
NOSHABAE CTPAHHN _il:']"l(i!:

6) V npunory Grorpadmje foctasn i cnicak 00jaBILEHIX HAYUHUX paloBa.

2. 3HAYAJ U1 HAYUHHU JONMTPHHOC HCTPAKKUBAIA

Znacaj istrazivanja

Autoimunost se definide kao imuni odgovor na sopstvene (autologe) antigene. Poremecaji koji su
izazvani ovakvim odgovorom se nazivaju autoimune bolesti. Osnovni faktori u razvoju
autoimunosti su naslijedeni geni podloznosti koji doprinose otkazivanju autotolerancije i faktori
spoljasnje sredine, kao §to je infekcija, koji mogu da aktiviraju autoreaktivne limfocite.
Reumatoidni artritis (RA) je hroniéna i sistemska autoimuna bolest. Dijagnosticki indikatori i
markeri na osnovu kojih se procienjuje tezina bolesti kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom su
prisustvo C reaktivnog proteina (CRP, engl. C reactive protein), stopa sedimentacije eritrocita
(ESR, erythrocyte sedimentation rate) i reumatoidni faktor (RF, engl. rheumatoid factor). Nivo
CRP je ¢esto poveéan i povezan je sa tezinom bolesti kod RA.

Glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility complex)  je
najpolimorfniji genski sistem ¢ovjeka. lako geni i antigeni ovog sistema imaju vaznu ulogu u
imunopatogenezi autoimunih bolesti, HLA tipizacija se ne koristi rutinski u dijagnostici ovih
bolesti. HLA tipizacija se izvodi na dva nivoa. antigenskom i genskom. Antigeni HLA odreduju se
seroloskom metodom (testom mikrolimfocitotoksicnosti, MLCT) koja daje uvid u polimorfizam na
nivou membranskih proteina dok se geni HLA odreduju metodama molekularne biologije koje se
temelje na PCR-u.

Veéina autoimunih bolesti je vezana za pojedine haplotipove molekula HLA klase Il. Medutim,
relativni rizik od pojave odredene autoimune bolesti razlikuje se iako se pojavijuje u bolesnika sa
istim haplotipovima HLA 3to ukazuje na kompleksni mehanizam ekspresije bolesti. Molekularna
tipizacija sistema HLA na nivou DNK otkriva da je predispozicija za pojavu odredene autoimune
bolesti posljedica kompleksne interakcije gena za podloZnost i protektivnih gena unutar istog
seroloskog haplotipa HLA (Serti¢ et al., 2015). HLA tipizacija je od velike pomodi u postavljanju i
potvrdivanju definitivne dijagnoze kod autoimunih bolesti.

HLA genotipizacija pacijenata i kotrolnih osoba ce se vriiti metodom lanéane reakeije polimeraze s
prajmerima specifiénim za odredenu sekvencu DNK (engl. Polymerase Chain Reaction with
Sequence-Specific Primers, PCR-SSP). PCR-SSP tehnika je visokosenzitivna, specifiéna i moZe se
izvoditi na starijim uzorcima §to se ne moze posti¢i sa MLCT te se uvodi kao rutinsko testiranje u




HLA tipizaciji. Uloga genetickih faktora u ctiologiji reumatoidnog artritisa utvrdena je otkricem
povezanosti bolesti sa klasom 11 MHC kompleksa. Stastny (1978) je prvi utvrdio da je RA povezan
sa HLA-DRw4 (seroloska grupa) dok su kasnije studije potvrdile povezanost sa HLA-DRB1*04
genskom varijantom. Ova povezanost je uoéena u mnogim populacijama dok je u drugim etnickim
skupinama utvrdena veza izmedu razlicitih varijanti HLA-DRBI genskog lokusa i RA. koje mogu
da se javljaju zajedno sa HLA-DRB1'04 ili pojedinacno. S druge strane, opisane su genske
varijante koje su negativio povezane sa razvojem RA. kao npr, HLA-DRB1*07. HLA-DRBI *08 i
DRB1%13, te se smatra da imaju protektiviu ulogu u sprecavanju nastanka reumatoidnog artritisa.

Autoimune bolesti

Autoimune bolesti su posljedica imunorekacije protiv vlastitih antigena. Djelovanje antitijela ka
sopstvenim (autologim) antigenima i aktivacije autoreaktivnih T limfocita dovode do ostecenja
¢elija i tkiva vlastitog organizma (Janeway et al., 2005). Imuni sistem posredovan brojnim ¢éelijama
i molekulama omoguéava odrzavanje antigenske i genske homeostaze. Ovi mehanizmi su
odgovorni za jedno od glavnih svojstava imunog sistema. sposobnost razlikovanja sopstvenih od
stranih antigena, Autoimune bolesti se ubrajaju medu najznacanije u klinickoj imunologiji. Do sada
etiologija ovih oboljenja nije poznata. Procjenjuje se da najmanje 1 — 2% boluje od autoimunih
holesti (Abbas et Lichtman, 2006a). Saznanja o nastaku ovih oboljenja onemogucavaju ¢injenice da
su ove bolesti najéedée heterogene i multifaktorske. Sopstveni antigeni koji su pokretaci i ciljne
molekule autoimunih reakeija ¢esto nisu poznati i ove bolesti se klinicki ispoljavaju najéescée
znatno kasnije od zapoginjanja autoimunih reakeija.

U razvoju rizika za nastanak autoimunosti uti¢u brojni faktori. Geneti¢ku predispoziciju za
nastanak tih bolesti ¢ini nekoliko grupa gena. Tu spadaju geni MHC, odnosno HLA, geni
antigenospecifi¢nog receptora limfocita T (TCR, engl. T cell antigen receptor) i limfocita B (BCR,
engl. B cell receptor). geni za imunoglobuline, geni odgovorni za transport i predocivanje antigena,
geni za komponente komplementa, spolno vezani geni i citokinski geni. Istrazivanja bazirana na
analizi genoma ukazuju da su ove bolesti povezane sa mnogobrojnim genskim lokusima (Serti¢ et
al., 2015). Rezultati brojnih studija pokazali su da je kod vecine autoimunih bolesti geneticka
predispozicija povezana sa genima koji kodiraju sintezu HLA antigena (Caillat-Zucman, 2008).
Genska predisponiranost u interakeiji sa faktorima spoljasnje sredine kao §to su infekeije mogu da
aktiviraju autoreaktivne mehanizme imunog sistema. Do sada nije jasno koji tip infekeije inducira
ili inhibira autoimunu reakciju. Autoimunost moZe da bude rezultat produkcije antitijela protiv
spostvenih antigena kao posljedica prekida autotolerancije.

Reumatoidna oboljenja, u najsirem smislu, su bolesti lokomotornog sistema (kosliju, zglobova,
misiéa i okolnih struktura), degenerativne, inflamatorne (infekcijske ili autoimune) ili metabolicke
prirode, a ¢esto zahvataju i druge organe i organske sisteme. Nastanak ovih oboljenja je nedovoljno
razjadnjen, patogeneza je djelimiéno izudena, a klinicki tok bolesti je najceS¢e hronican i
progresivan. Smatra se da 10 — 20% svjetskog stanovnistva ima neko prolazno ili trajno reumatsko
oboljenje (Dieppe et Paine. 1994: Bolumar et al.. 1994). Od reumatoidnih bolesti, samo u SAD
1995. godine, bolovalo je oko 40 miliona ljudi, a smatra se da ¢e 2020. godine oko 60 miliona
ameri¢kog stanovnistva imati neku reumatoidnu bolest (American College of Rheumatology 1996).
Prema vazecoj podjeli Svjetske zdrastvene organizacije (SZ0), reumatoidne bolesti su podjeljenje
u grupe: degenerativne reumatoidne bolesti, vanzglobne reumatoidne bolesti. upalne reumatoidne
bolesti. metabolicke reumatoidne bolesti, infekcijske reumatoidne bolesti, rijetke reumatoidne
bolesti, reumatoidne bolesti sa reumatoidnim manifestacijama. Medu upalnim reumatoidnim
bolestima najc¢esci je reumatoidni artritis.

Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis je sistemska bolest vezivnog tkiva sa incidencom od 0,5% na 1000 Zena i 0.2%
na 1000 muskaraca (2 — 3 puta je ¢e$éi kod Zena nego kod muSkaraca) i prevalencom kod bijelaca
(SAD i Evropa) od 0,5 do 1% opste populacije starije od 15 godina, a u pojedinim dijelovima SAD
¢ak do 1,5%. (Popovi¢ et al. 2000). Taj odnos izmedu muskaraca i Zena se odrzava u svim
decenijama zivota (poslije 20. godine) sa nedto uéestalijom pojavom bolesti kod Zena poslije 50.
godine zivota (Silman et al., 1993; Jones et al., 1996). U poredenju sa opstom populacijom, osobe
koje imaju srodnike oboljele od RA su u veéem riziku za nastanak ove bolesti (rizik po srodnike je




veci za 2 do 17 puta od pojedinaca iz opite populacije). Studije iz Cetiri americka centra, radena
tokom 1994, godine. provedene na 3501 bolesniku sa reumatoidnim artritisom, pokazuje da je i
stepen mortaliteta ovih bolesnika najmanje dvostruko veéi u odnosu na zdravu populaciju (Gabriel
et al., 1995).

Zdrav organizam kontrolira i ograni¢ava upalne procese. ali kod reumatoidnog artritisa, izvjesni
poremecaji imunog sistema podrzavaju ovaj proces i dovode do brojnih klinickih i patoloskih
manifestacija. Poznato je da se imunopatoloski proces u sinoviji odvija u pet faza (Harris, 1990):
prezentacija i prepoznavanje nepoznatog antigena; proliferacija T i B celija, angiogeneza;
proliferacija sinovijalnih éelija. prezentacija citokina: formiranje panusa, aktiviranje hondrocita i
metaloproteinaza, pocetna destrukeija zgloba; destrukcija hrskavice.

Prema kriterijima American Rheumatism Association (danas American College of Rheumatology),
nakon &o se uspostavi dijagnoza reumatoidnog artritisa. dodatne pretrage mogu da ukazu na
komplikacije ili neo¢ekivane promjene. Analize krvne slike i diferencijalne krvne slike potvrduju
da je kod vecéine osoba prisutna blaga anemija, a u 1 — 2% slu¢ajeva nalazi se neutropenija.
Reaktanti akutne faze, ubrzana sedimentacija i visok C rekativni protein, upucuju na odrzavanje
aktivnosti procesa kod oboljelih od reumatoidnog artritisa.

Uzrok nastanka reumatoidnog artritisa je jo§ uvijek nedovolino istrazen iako je postignut znatan
napredak u razmijevanju patogeneze ove bolesti. PoSto se javlja Sirom svijeta, pretpostavlja se da
su “okidaci™ bolesti ubikvitarni mikroorganizmi. OSteéenja tkiva u toku ovih infekcija mogu
dovesti do narusavanja mehanizama tolerancije. Reumatoidni artritis ima multifaktorsku etiologiju,
najvjerovatnije sa oligogenskom predispozicijom domacina, koja je u interakciji sa okidacem iz
vanjske sredine (Coenen et Gregersen, 2009). Genetska komponenta odgovorna je za 50 — 60%
ukupne podloZnosti RA, a medu svim genetskim faktorima tre¢inu zauzima HLA kompleks.
Vecina autoimunih bolesti je vezana za pojedine haplotipove molekula HLA klase I1.

Geni povezani s rizikom pojave RA povezuju se i s razvojem autoimunih bolesti kao Sto su
Crohnova bolest, celijakija. primarna bilijarna ciroza, Seéerna bolest tipa 1 i multipla skleroza
(Culi¢ etal . 2016).

Biohemijsko-hematoloski parametri

Do danas nije pronaden specifican biohemijski ili imunolo3ki pokazatelj koji je specifitan za
reumatoidni artritis. Relativnu specifi¢nost ima prisustvo reumatoidnih faktora u perifernoj krvi i
sinovijalnoj te¢nosti. Medutim, pouzdaniji pokazatelj da je u pitanju RA je C reaktivni protein koji
se moze otkriti u uzorcima krvi. Pojedini laboratorijski testovi sluze jedino za pracenje aktivnosti i
terapijskog efekta u reumatoidnom artritisu.

U dijagnosticiranju reumatoidnog artritisa se Cesto koriste krvne pretrage. jer je krv tkivo do kojeg
se najlakSe 1 najsigurnije dolazi. Ove pretrage obuhvataju analize koje su usmjerene na ispitivanje
vrste, broja. odnosa i izgleda éelijskih elemenata krvi (krvna slika, hematoloski parametri) i analize
kojima se provjerava biohemijski sastav krvi. Kompletna krvna slika (CBC, engl. Complete Blood
Count) ukljucuje broj eritrocita (RBC. engl. Red Cell Blood). leukocita (WBC, engl. White Cell
Blood) i trombocita (PLT. engl. Platelet), eritrocitne konstante [prosjeéni volumen critrocita
(MCV, engl. Mean Cell Volume), prosje¢na kolicina hemoglobina u eritrocitu (MCH, engl. Mean
Cell Hemoglobin), prosjecna koncentracija hemoglobina na litar eritrocita (MCHC, engl. Mean
Cell Hemoglobin Concentration), mjera varijabilnosti veli¢ine eritrocita (RDW, engl. Red Cell
Distribution Width)], trombocitne konstante [prosjecni volumen trombocita (MPV, engl, Mean
Platelet Volume). raspodjela trombocita po volumenu (PDW, engl. Plateler Distribution Width)],
diferencijalnu krvnu sliku [podvrste leukocita: neutrofili (NEU, engl. neutrophil), eozinofili (EOS,
engl. eosinophil), bazofili (BASO, engl. basophil), monociti (MONO, engl. monocyte), limfociti
(LYM, engl. hmphocyte)], hemoglobin (HGB, engl. hemoglobin) i hematokrit (HCT. engl.
hematocrit).

Dijagnoza reumatoidnog artritisa se temelji i na odredivanju brzine sedimentacije eritrocita (ESR,
engl. Erythrocyte Sedimentation Rate). Znacajan biohemijski parametar predstavlja koncentracija C
reaktivnog proteina (CRP, engl. €' reactive Protein). Druge krvne pretrage obuhvataju prisustvo
reumatoidnog faktora (RF, engl. Rheumatoid Factor) i antitijela na citrulinirane peptide (Anti-CCP,
engl. anti-cyclic citrullinated peptide).

Povecan broj leukocita moZe ukazivati na upalni proces Koji je uzrokovan sa RA. Upalni procesi u




organizmu mogu dovesti do pojave proteina u krvi koji sliepljuju eritrocite koji se nakon toga brie
taloze od normalnih krvnih celija. S obzirom da upalu mogu izazvati i druga stanja. sama ESR
pretraga se ne koristi za dijagnozu RA. ESR i C reaktivni protein su nespecificni RA parametri
upale. Oba testa se koriste za testiranje aktivnosti bolesti, ukoliko su visoki, ukazuju da je bolest
vrlo aktivna (prepostavljajuci da nisu prisutni drugi uzroci koji daju visoke rezultate, kao §to je
infekeija). Reumatoidni faktor je prvo antitijelo koje je otkriveno kod osoba sa RA (autoantitijela
s¢ javljaju kao odgovor na vlastiti organizam i Karakteristika su autoimunih bolesti kao §to je RA).
Analizira se kompletna krvna slika. U 80% sluGajeva se nalazi normokromna ili blago hipakromna,
normocitna anemija. U krvi se moZe pronadi snizena koli¢ina hemoglobina. Cesta je blaga
poliklonska hipergamaglobulinemija. SE je ubrzana u 90% bolesnika s aktivnim RA. Komplement
u serumu je uredan ili povisen.

Glavni kompleks tkivae podudarnosti (MHC)

Molekule glavnog kompleksa histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC)
su membranski proteini na antigen-prezentirajucim Celijama (engl. antigen-presenting cells, APC)
Cija je uloga da vezu antigenski peptid i prezentiraju na povrSini éelije da bi ga prepoznao T
limfocit. Razliciti klonovi T ¢elija svake jedinke mogu da prepoznaju odredene peptide samo ako
su ti peptidi prezentovani u kompleksu sa MHC molekulama (Turnpenny et Ellard. 2011).

MHC lokus predstavlja skup gena koji se nalazi u genomu svih sisara. Kompleks gena i antigena
tkivne podudarnosti MHC Covjeka naziva se jos i ljudski leukocitni antigeni (engl. humean leukocite
antigen, HLA) jer su specifiénim antitijelima otkriveni kao antigeni prisutni na leukocitima. Geni
koji kodiraju ove molekule &ine HLA lokus. HLA lokus je lociran na kratkom kraku hromozoma 6
i obuhvata oko 3,5 megabaza (Mb) DNK, dok se antigeni, odnosno produkti MHC-a nalaze na
razli¢itim ¢elijama i u razlicitim koli¢inama. Glavna uloga HLA je u prepoznavanju antigena u
organizmu i regulisanju imunog odgovora na specifican nac¢in. MHC je genski lokus &iji glavni
produkti pripadaju imunom sistemu i sluZe za prezentaciju antigena.

Jedna od osnovnih osobina HLA sistema je izrazit polimorfizam alela, koji se ogleda u izuzetno
visokom stepenu genske varijabilnosti njegovih produkata (antigena). Veéina ovih gena je
polimorfna, smjesteni su blizu jedni drugih i obiéno se nasljeduju u bloku kao haplotip. Kod svih
vrsta, MHC lokus sadrZi dvije grupe veoma polimorfnih gena. Geni i antigeni MHC se dijele zbog
funkecionalnih razlika u tri klase: I, 111 111 klasa MHC, Klasa | i Il su mnogo znacajnije, a njihove
funkcije su imunorcgulacijske i komplementarne, dok klasa Il gotovo nema s njima nista
zajednicko izuzev blizine smje$taja gena u genomu.

HLA-A, B i C su najvazniji pripadnici MHC klase | gena, jer su njihovi produkti definisani kao
klasi¢ni antigeni za transplantaciju. Molekule HLA-A, -B i -C su heterodimerni glikoproteini.
Molekule MHC klase | prisutne su gotovo na svim ¢elijama i odgovorne su za prezentiranje
antigena koji potiCu iz unutradnjosti ¢elije (endogeni antigeni) citotoksiénim T limfocitima (engl.
evtotoxic T lymphocytes, CTL). Region MHC klase 111 gena sadrzi vise od 75 gena koji kodiraju
proteine koji nisu povezani s éelijskim imunitetom, ali mogu modulirati ili regulisati imuni odgovor
na odreden nacin. Oni ukljucuju tumor nekrozis faktor (engl. rumor necrosis factor, TNF), proteine
toplotnog 3oka (engl. heat-shock proteins, HSP) i proteine komplementa (C2, C4). Region MHC
klase I1 gena velicine je izmedu 1.000 - 1.200 kb s najmanje Sest podregija, oznaenih sa DR, DO,
DP, DO, DN i DM. Strukturno su molekule klase Il sline onima klase 1. a izraZene su kao
heterodimeri na povisini ¢elija sa jednim te3kim a-lancem i jednim B-lancem glikoproteina. MHC
molekule klase 11 se ispoljavaju na povrsini profesionalnih antigen-prezentirajuéih éelija (APC) kao
§to su B limfociti, makrofagi. dendritske ¢elije i aktivirani T limfociti. Njihova uloga je da
prezentiraju egzogene antigene koji su udli u éelije endocitozom pomocnickim T limfocitima za
dalju prezentaciju B ¢elijama i makrofagima (Allegretti et al., 1989: Abbas et Lichtman, 2006a;
Abbas et Lichtman, 2006b: Abbas et al., 2015).

Pregled istrazivanja

Uzrok nastanka reumatoidnog artritisa je jo§ uvek nepoznat. Vazna uloga pripada imunim
kompleksima koji nastaju u ozlijedenim ¢elijama sinovije i upaljenim krvnim Zilama. Plazma ¢elije




stvaraju antitijela (npr. RT) Koja pridonose tim kompleksima. U ranoj fazi bolesti prema bolesnoj
sinoviji migriraju makrofagi. Limfoeiti koji ulaze u sinoviju su pretezno CD4RT éelije. Makrofagi i
limfociti stvaraju upalne citokine i hemokine (npr. TNF, GM-CSF, razni interleukini, interferon v).
a oslobadanje upalnih posrednika pridonosi kako zglobnim tako i opdtim simptomima RA. Oblozne
celije sinovije izlucuju niz wvari, uklju¢ujuéi stromelizin koji pridonosi razgradnji hrskavice, 1L-1 i
TNF-0, koji poticu upalu sinovije. osteoklasticnu resorpeiju Kosti i destrukciju hrskavice te
prostaglandine koji pojacavaju upalu. Javlja se talozenje fibrina. fibroza i nekroza. Pomoéu
navedenih posrednika hiperplasticno tkivo sinovije (pannus) nagriza hrskavicu, suphondralnu kost,
zglobnu ¢ahuru i ligamente. U sinovijskom izljevu obiéno prevladavaju neutrofilni leukociti.
Laboratorijskim analizama sc potvrduje prisustvo anemije, povecanja broja bijelih krvnih zrnaca,
smanjenje broja trombocita, ubrzana sedimentacija. Sedimentacija eritrocita ukazuje na postojanje
upalnog procesa u organizmu. U skoro 80% slucajeva reumatoidnog artritisa u serumu se nalazi
reumatoidni faktor. Postoji i porast 1gM, 1gG i IgA. Rendgenski nalaz zavisi od stadija bolesti.
Visoke razine CRP-a su lakode indikator akutne upale. Antitijela na citrulinirane peptide (engl.
anti-cyelic citrullinated peptide, anti-CCP) visoko su specifiéna i osjetljiva za RA i korisna su u
diferencijalnoj dijagnozi ranog poliartritisa.

Rezultati istrazivanja koja su vrsili Peng et al. (2015) ukazuju da postoji korelacija izmedu ESR i
RF i reumatoidnog artritisa. Osim toga, uo¢ili su i povezanost omjera trombocita i limfocita (PLR)
sa RA. PLR i omjer neutrofila i limfocita (NLR), CRP i ESR su indikatori koji ukazuju na hroniénu
upalu kod pacijenata sa RA. Medutim, u ovom istrazivanju nije uo¢ena asocijacija izmedu omjera
neutrofila i limfocita, CRP i RA. NLR i PLR su bili statisticki znacajno visi kod RA pacijenata u
predenju sa zdravom kontrolom. Takode su uocene razlike izmedu RA pacijenata i zdrave kontrole
u pogledu broja leukocita, procenta neutrofilnih granulocita, neutrofilnih granulocita, limfocita,
trombocita, CRP, ESR i RF.

Sve je viSe podataka koji ukazuju da je NLR nezavini pokazatclj mortaliteta kod pacijenata sa
akutnom sréanom manom (Arruda-Olson et al,, 2009; Rudiger et al.. 2006). a da ima ulogu u
odredivanju upalnih procesa kod sréanih i drugih poremecaja (Tamhane et al., 2008; Nunez et al.,
2008; Walsh et al., 2005). Prethodna istraZivanja su pokazala da su trombociti ukljuéeni u
aterogenczu tokom sekrecije proupalnih citokina (Kaplan et Jackson, 2011).

Frekvencije pojavljivanja genskih varijanti HLA-DRBI1 lokusa kod pacijenata oboljelih od
reumatoidnog artritisa koje su opisane kao predisponirajuce, variraju medu razlicitim etnickim
skupinama. Utvrdeno je da alelna grupa HLA-DRB1*04 predominira u populacijama RA
pacijenata Sjeverne Europe (van Jaarsveld et al., 1998: Tuokko et al.. 2001), a u populacijama
Mediterana dominiraju alelne grupe HLA-DRB1#01 i HLA-DRB1#10 (Kinikli et al., 2003: Balsa
et al., 2000; Fathi et al., 2008). Na podrudju Engleske dominira alelna grupa HLA-RDB1*04 dok
su u populaciji Spanije podjednako zastupljene alelne grupe HLA-DRBI1*04 i HLA-DRB1* 01
(Balsa ct al.. 2000). Studija iz Holandije pokazala je takode ucestalost alelne grupe HLA-DRB1#04
u skupini RA pacijenata (van Jaarsveld et al.. 1998). Sli¢ne rezultate za alclnu grupu HLA-DRBI#*
04 pokazale su studije provedene u Madarskoj (Varga et al.. 2003) i u Slovackoj (Stark et al..
2009). Analizom genskog lokusa HLA-DRBI na podrucju Francuske utvrdeno je da su kod
skupine pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa zastupljene i alelna grupa HLA-DRB1%04 i
HLA-DRB1*01. Analize HLA-DRBI genskog lokusa radene prema rasnom porijeklu u Maleziji
(Malajce. Kineze i Indijce) kod pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa i kontrolnih
subjekata pokazale su da su alelne grupe HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*09 i HLA-DRBI*10,
signifikatno ucestalije kod oboljelih od RA (Kong et al., 2002). U populacijama sjeverno-americkih
domorodaca RA je povezan sa alelnom grupom HLA-DRB1*14.

Alelna grupa HLA-DRBI1*13 pronadena je kao signifikantno snizena kod RA pacijenata u
poredenju sa kontrolnom skupinom u mnogim studijama (van Jaarsveld et al.. 1998: Kinikli et al,,
2003; Tuokko et al., 2001; Stark et al., 2009). U kontrolnoj skupini meksiékih Amerikanaca alelna
grupa HLA-DRBT*08 je statisticki znacajno ucestalija i smatra se protektivnom alelnom grupom.
Protektivni mehanizam kojim odredene varijante HLA-DRBI gena imaju ulogu u sprecavanju
nastanka RA nije razjaSnjen. Prema jednoj hipotezi ove varijante gena mogu posredovati u
uklanjanju autoreaktivnih T limfocita iz T limfocitnog repertoara,




Radna hipoteza sa ciljem istrazivanja

Postoje razlike u hematolosko-biohemijskim parametrima kao i u prisustvu razlicitih alelnih grupa i
genotipova HLA-DRB1 genskog lokusa izmedu pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa koji
pripadaju J.U.D.Z. Kantona Sarajevo i zdrave kontrolne skupine.

S obzirom na postavljenu hipotezu ciljevi rada su:

1. Odrediti razlike u biohemijsko-hematoloskim parametrima izmedu nesrodnih pacijenata
oboljelih od reumatoidnog artritisa i zdrave kontrolne skupine.

Utvrditi da li postoji povezanost omjera neutrofila i limfocita (NLR) i omjera trombocita i

limfocita (PLR) sa pojavom upale kod pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa.

Upoznati se sa HLA profilom pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa te sa profilom

kontrolne zdrave skupine.

4. Utvrditi da li izmedu nesrodnih pacijenata sa reumatoidnim artritisom i nesrodnih zdravih
osoba postoji zna¢ajna razlika u frekvencijama alelnih grupa i genotipova unutar HLA-
DRBI1 genskog lokusa (klasa I1 MHC regiona).

5. Odrediti da li se u skupini pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa moze dokazati
prisustvo rizicnih varijanti gena (alelnih grupa) i genotipova HLA-DRBI genskog lokusa
1j. varijanti gena i genotipova koji nose statisticki znacajan rizik za razvoj bolesti.

6. Odrediti da i se u skupini zdravih osoba moze dokazati prisustvo protektivnih varijanti
gena i genotipova tj. varijanti gena i genotipova koji nose statisticki znacajan zastitni efekat
za sprecavanje razvoja bolesti.

7. Na kraju. dobivene rezultate uporediti sa rezultatima slicnih studija radenih na drugim
svjetskim populacijama.
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Materijal i metod rada

Ispitanici

U istrazivanje ¢e biti ukljuéeno 80 ispitanika sa dijagnozom reumatoidnog artritisa, oba spola,
starosne dobi od 30 do 60 godina koji su pacijenti J.U.D.Z. Kantona Sarajevo. Kontrolna grupa ¢e
obuhvacati 40 zdravih ispitanika koji nemaju dijagnozu reumatoidnog artritisa dok su po ostalim
karakteristikama uskladeni sa testnom grupom. Odabir ispitanika za uklju¢ivanje u istrazivanje ce
se vriiti nakon detalinog informisanja potencijalnih ispitanika o znadaju i metodama istraZivanja i
njihovog pristanka.

Metode

Kod laboratorijske dijagnostike se koriste ciljani dijagnosticki pristup, tj. izbor laboratorijskih
pretraga kojima se pokusava potyrditi dijagnoza. Unutar tesine i kontrolne skupine ¢e se analizirati
hematoloske vrijednosti kompletne krvne slike, diferencijalne krvne slike, sedimentacije eritrocita,
ka 1 wvrijednosti C reaktivnog proteina (CRP). Hematoloski parametri bi¢e odredivani na
automatiziranom analizatoru za hematologiju Beckman coulter DxH 800. Brzina sedimentacije
eritrocita o¢itace se u mm/lh. C-reaktivni protein ¢e se kvantitativno odredivati na aparatu
Rochi/Hitachi cobas ¢311 systems.

Alelne grupe HLA-DRBI1 genskog lokusa ce se odredivati metodom molekularne biologije koja se
temelji na lancanoj reakciji polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) s prajmerima
specificnim za odredenu sekvencu DNK (engl. Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific
Primers, PCR-SSP). Kod SSP-PCR metode, izolira se DNA iz uzorka osobe koju treba tipizirati. te
se ista amplificira u viSe bazen&ica, od kojih svaki sadrZi specifi¢ne prajmere koji su
komplementarni posebnim HLA alelima. Proizvod amplifikacije formira se samo ukoliko su DNA
probe komplementarne sekvenci HLA molekule. Sadrzaj bazenéica se zatim ukapava u agarozni
gel i pusta elektroforeza, a proizvod amplifikacije se pojavljuje kao bend na gelu.

BiostatistiCka analiza ostvarenih rezultata izvisit ¢e se koristenjem odgovarajuéih populaciono-
genetickih i statistickih metoda i upotrebom odabranih statistickih programskih paketa. Za sve
pracene biohemijsko-hematoloske parametre uradice se deskriptivne metode. Za utvrdivanje
statisticki signifikantne razlike srednjih vrijednosti izmedu uporedivanih grupa primijeniti ¢ se T-




test 1 hi-kvadrat test uz koristenje odgovarajucih programskih paketa. Za izracunavanje frekvencija
alela i genotipova, analizu heterozigotnosti. genskog diverziteta i polimorfizama. te za provjeru
Hardy-Weinbergoveg principa ravnoteze i asocijativne analize unutar HLA genskog lokusa koristit
e se statisticki programski paket PowerMarker, verzija 3.25.

Faze u izradi doktorske disertacije

Ostvarivanje postavljenih ciljeva istrazivanja postici ¢e se realizacijom sljedeceg:

1. Prikupljanja uzoraka periferne krvi pacijenata J.U.D.Z. Kantona Sarajevo oboljelih od
reumatoidnog artritisa i zdravih nesrodnih osoba za biohemijsko-hematologke i
molekularne analize;

Pretrage kompletne i diferencijalne krvne slike na automatiziranom analizatoru.

Odredivanja sedimentacije eritrocita (ESR).

Kvantitativnog odredivanja vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP).

Presjeénog istraZivanja (cross-sectional) trenutnog stanja temeljeno na razlikama u

hematolosko-biohemijskim parametrima izmedu ispitivanih skupina.

6. Utvrdivanje povezanosti omjera neutrofila i limfocita (NLR) i omjera trombocita i
limfocita (PLR) sa pojavom upale kod pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa.

7. lzolacije genomske DNK iz prikupljenih uzoraka (metodom po Miller-u et al., 1988):

8. Provjere kvaliteta izolovane genomske DNK iz celija periferne krvi elektroforezom na 1%
agaroznom gelu;

9. lzvodenja PCR-SSP metode uz pomoé komercijalnog testa (HL.A-Ready Gene DR, Inno-
Train, Njemacka);

10. Nakon zavrietka PCR reakcija, prisustvo i kvalitet amplificiranih genskih produkata
provieravaju se elektroforezom PCR produkata (amplikona) na 2% agaroznom gelu;

11. Odredivanja prisustva i u¢estalosti alelnih grupa i genotipova HLA-DRBI1 genskog lokusa
u skupini RA pacijenata i zdravih nesrodnih osoba;

12. Vrienja procienc odstupanja od [Hardy-Weinberg ekvilibrijuma (HWE), te analize
heterozigotnosti, genskog diverziteta i informacije o udjelu polimorfizma (PIC) za HLA-
DRBI genski lokus;

13. Uporedivanja frekvencije alelnih grupa HLA-DRBI genskog lokusa kod pacijenata
oboljelih od RA i kontrolne skupine;

14. Koristenjem case-control” testa istraZiti mogude asocijacije genskih varijanti (alelnih
grupa) i prisustva/odsustva bolesti, te analizu genotipova i prisustva/odsustva bolesti na
nivou HLA-DRB1 genskog lokusa:

15. Odredivanja varijanti alela i genotipova koji bi mogli biti predisponirajuci za nastanak RA;

16. Utvrdivanja povedéane frekvencije alelnih grupa i genotipova koji imaju protektivni efekat
za javljanje RA;

17. Rezultate istrazivanja statisticki obradivati uz pomo¢ odgovarajucih programskih paketa
kao sto je PowerMarker, verzija 3.25;

18. Uporedivanja dobijenih rezultata sa rezultatima sliénih istrazivanja na drugim svjetskim
populacijama.
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Biohemijske i hematoloske analize

Sve biohemijske i hematoloske analize ¢e se vréiti u Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku J.U.D.Z.
Kantona Sarajevo. Uzimace se uzorci periferne venske krvi u skladu sa standardima dobre
laboratorijske prakse. Za opste hematoloske pretrage kompletne i diferencijalne krvne slike,
izvaditi ¢e se 3 ml krvi u vakutainer epruvetu koja sadrzi antikoagulans etilendiaminotetraoctenu
kiselinu (EDTA). Hematoloski parameiri bice odredivani na automatiziranom analizatoru za
hematologiju Beckman coulter DxH 800. Ova analiza je validirana i svakodnevno kontrolisana.
Referentne vrijednosti za hematoloske pretrage su odredene prema spolu. Za hematolosku pretragu
odredivanja  sedimentacije eritrocita (uzece se 1.8 ml krvi u vakulainer epruvete sa
antikoagulansom natrijum citratom u koju je postavljena graduisana pipeta (150 mm). Brzina
sedimentacije ocitade se u mm/1h. Uzorci za biohemijsku analizu C-reaktivnog proteina (CRP) e
se uzimati u vakutainer epruvetu, centrifugirati 10 minuta na 3500 rpm i odvojiti serum. C-
reaktivni protein ¢e se kvantitativno odredivati na aparatu Rochi/Hitachi cobas ¢311 systems. Ova




metoda je u Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku validirana i redovno kontrolisana. Referentna
vrijednost C-reaktivnog proteina je 0 — 5 mg/l.

HLA tipizacija
Sve molekularno-geneticke analize ¢e se raditi u Laboratoriji za genetiku Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Sarajevu. Prilikom prikupljanja uzoraka voditi ¢e se racuna o etickim
principima istrazivanja. Uz informirani pristanak. uzorci periferne venske krvi se prikupljaju od
pacijenata J.U.D.Z. Kantona Sarajevo oboljelih od reumatoidnog artritisa i zdravih nesrodnih osoba
u sterilne tubice sa EDTA antikoagulansom. Periferna krv ée se pohranjivati na 4 °C i ¢uvati
odredeno vrijeme radi moguce ponovne izolacije DNK. Izolovana DNK ¢e se pohranjivati i uvati
na -20 °C, radi mogucih retipizacija.

Izolaciji genomske DNK iz éelija periferne krvi pristupiti ée se odmah po njenom uzimanju. Time
da ¢e se osiguraii dobar kvalitet i prinos izolovane DNK. Za ekstrakciju genomske DNK iz
prikupljenih uzoraka bit ¢e primijenjen standardni protokol, baziran na metodi isoljavanja uz
neznatne modifikacije (Miller et al., 1988). Ova metoda se zasniva na sukcesivnoj realizaciji cetiri
osnovne faze: liziranje lipoproteinskog i nukleohistonskog kompleksa primjenom digestivnih
pufera, isoljavanje 6 M NaCl-om, precipitacija apsolutnim etanolom i resolubilizacija u
destilovanoj vodi. Za kvalitativno-kvantitativnu  analizu  izoliranih uzoraka DNK  koricée se
horizontalna agarozna gel elektroforeza genomske DNK.

Za amplifikaciju HLA-DRB1 genskog lokusa koristice se komercijalni test (HLA-Ready Gene DR
Kit, Inno-Train, Njemacka) pri ¢emu se za pripremu PCR radne smjese i temperaturnih uslova
genske amplifikacije slijede uputstva proizvodaca. Kit sadrzi komercijalni Ready PCR sa svim
aditivima (dNTPs, PCR buffer, krezol red, glicerin) neophodnim za odvijanje reakcije. Procedura
podrazumijeva izvodenje velikog broja PCR reakcija po uzorku sa specifiénim prajmerima — 24
reakcije za genotipiziranje niske rezolucije alela HLA-DRBI1 lokusa. Rezultati su validni ako su
amplificirane interne kontrole. Za pripremu PCR radne smijese za amplifikaciju HLA-DRBI
genskog lokusa koristen je obrazac: sterilna dejonizovana voda (168 pl), amplifikacijski pufer
(ReadyPCR; 84 pl), Tag-Polymeraza (5U/pl; 2,2 pl). Za amplifikaciju HLA-DRB1 genskog lokusa
Koristi se PCR aparat Eppendorf” Mastercycler gradient (Hamburg, Germany). PCR program je
sljededi: inicijalna denaturacija u trajanju od 2 min na 96 °C, nakon &ega slijedi 10 ciklusa od kojih
svaki traje 15 sek na 96 °C i 60 sek na 65 °C, zatim 20 ciklusa u trajanju po 15 sek na 96 °C, 50
sek na 61 “C i 30 sck na 72 °C a zatim cuvanje na 4 °C. Evaluacija rezultata se vrsi elektroforezom
na 2% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom u TBE puferu. U elektri¢nom polju se
amplikoni odvajaju prema njihovoj veli¢ini i posmatraju pod UV svjetlom. Zatim slijedi &itanje
reakcija iz HLA baterija manualno ili pomoéu Score™ software v.4.0204 (Inno-train
DIAGNOSTIK GMBH).

Biostatisticka analiza

Za sve pracene biohemijsko-hematoloske parametre uradice se deskriptivne metode: mjere
centralne tendecije - srednje vrijednosti i srednji brojevi, te izraéunavanje standardne greske
aritmeticke sredine (SEM) i standardne devijacije (SD). Za utvrdivanje statisticki signifikantnih
razlika srednjih vrijednosti izmedu uporedivanih grupa primijeniti ¢e se T-test i hi-kvadrat test uz
Koristenje odgovarajucih programskih paketa. Vrijednosti razlika p<0.05 uzeti ¢e se kao statisticki
signifikantne. Za izratunavanje frekvencija alela i genotipova, analizu heterozigotnosti. genskog
diverziteta i polimorfizama. te za provjeru Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze i asocijativne
analize unutar HLA genskog lokusa koristiti ¢e se statisticki programski paket PowerMarker,
verzija 3.25.

Kompjuterski program OpenEpi v2.3.1 ¢e se koristili za procjenu statisti¢ke signifikantnosti razlika
u frekvenciji alelnih varijanti, za izratunavanje omjera izgleda (OR), izratunavanja 95% intervala
pouzdanosti (95% CI) za OR vrijednost. Statisti¢ka signifikantnost razlika u frekvenciji genskih
varijanti izmedu skupine RA pacijenata i kontrolne skupine se procjenjuje koridtenjem .fwo-tail*
Fisher egzaktnog testa. Jacina asocijacije izmedu prisustva odredene genske varijante i javljanja
bolesti procjenjuje se racunanjem OR (engl. odds ratio. omjer izgleda) vrijednosti. Za procjenu
preciznosti dobivenih vrijednosti se izraunava 95% interval pouzdanosti (95% Cl) za OR
vrijednost.




Prilikom statisticke obrade rezultata izvisit ¢e se grupiranje i sredivanje, prikazivanje i
interpretiranje dobivenih rezultata prema spolu i starosnoj dobi oboljelih od navedenih oboljenja.
Svi prikupljeni i dobijeni rezultati ¢e biti prikazani tabelarno i graficki.

Nauéni doprinos istrazivanja

Laboratorijske pretrage su sastavni dio slozenog procesa donodenja klinickih odluka te imaju
direktan uticaj na dijagnozu i lijeCenje neke bolesti. Za racionalno koristenje pretraga potrebno je
rutinsko trazenje skupine pretraga vezanih uz neku bolest ili patolo$ko stanje. Seroloska tipizacija
je konvencionalna tehnika koja se koristi u HLA tipizaciji. Ograni¢enja ovog testa su da se on mora
izvrSiti u roku od 6 sati nakon uzimanja krvi, a najmanja koli¢ina krvi koja se mora uzeti iznosi 5
ml. Broj antigena koji se mogu odrediti serologki je malen u poredenju sa brojem gena koji se
mogu utvrditi molekularnom tipizacijom. Medutim, u mnogim zemljama u razvoju, molekularna
HLA tipizacija nije rutinski postupak u dijagnostici iako molekularne tehnike tipizacije daju bolje
rezultate nego test mikrolimfocitotoksic¢nosti (MLCT, engl. microlymphocytotoxicity test). Veéina
testova molekularne tipizacije se zasniva na amplifikaciji specifi¢noj za grupe pomocu PCR od
kojih se PCR-SSP tehnika najcesce koristi za detekciju HLA-DRB1*04 alela.

Rezultati ovog istrazivanja c¢e ukazati na biohemijsko-hematoloske parametre i kvalitativno-
kvantitativhu zastupljenost alelnih grupa i genotipova HLA-DRBI genskog lokusa u skupini
pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa i kontrolne zdrave skupine Kantona Sarajevo. U
skupini pacijenata sa reumatoidnim artritisom dokazat ¢e prisustvo rizi¢nih, a u skupini zdravih
osoba, protektivnih varijanti gena i genotipova HLA-DRB1 genskog lokusa. Dokazat ¢emo znacaj
PCR-SSP tehnike u HLA-DRB1*04 tipizaciji kao skrining testa u dijagnozi reumatoidnog artritisa.
Ovo ¢e biti prvo istrazivanje kojim ¢e se dokazati povezanost HLA-DRB1*04 alelne grupe sa
dobro okarakterisanim reumatoidnim artritisom kod pacijenta koji pripadaju J.U.D.Z. Kantona
Sarajevo.

Molekularna tipizacija bi mogla biti znacajan dodatni dijagnosticki parametar u slucajevima
nejasne klinicke dijagnoze ili ako potvrda genetiCke predispozicije, uz sve ostale dijagnosticke
parametre, potvrduje dijagnozu bolesti. Tipizacija HLA omogucuje i odredivanje rizi¢ne populacije
Sto moze biti od prakticne koristi u sprecavanju bolesti prije nego $to dode do razvoja tezih oblika
simptoma i komplikacija bolesti.
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3. OILJEHA M ITPILJELTOD

Na osnovu prethodno navedenog. Komisija smatra da kandidatkinja mr. Biljana Klimenta ispunjava
sve Zakonom predvidene uslove za izradu prijavljene doklorske disertacije. S obzirom na stecent
akademski naziv magistra nauka i objavljene radove iz oblasti predloZene teme (biohemija i
molekularna biologija i mikrobiologija), Komisija smatra da kandidatkinja ima odgovarajuce
nauéne i strudne kvalifikacije da pristupi izradi navedene doktorske disertacije. Predlozena
istrazivanja su aktuelna i nauéno opravdana, a rezultati koji se ocekuju ¢e imati fundamentalni i
primjenjeni zna¢aj. Komisija je saglasna u ocjeni da je tema .Biohemijsko-hematoloski i
molekulami  parametri u dijagnostici reumatoidnog artritisa® podobna za izradu doktorske
disertacije, kao i da je kandidatkinja mr. Biljana Klimenta podobna za izradu predlozene teme.

Zbog svega prethodno navedenog, Komisija predlaza Nastavno-naucnom vijecu Prirodno-
matematickog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci da prihvati ovaj lzvieStaj i odobri izradu
navedene doktorske disertacije.

a) Kparka OLjeHa O HAYMHIM i CTPYUHHM KBAANDUKAHIAME KIHAHAATA T], O 1HerosuM cnocobHocTHMA j1a
NPUCTYITH W3PALM IHCCPTALN|E:

6) Hayuma san npacridna 0ipasiaioct NPEIIo®CHIN HETPAKNIBAA U PEIYATATH KOJI €€ MOTY
OUEKHBATH

B) Muubemne 0 NPeIomeno] METOMH HCTPRKH Ba;

r) VKOIMKO KOMHCH]A CMATPa Aa KauiIaT He nocjelyje onrosapajylie nayune u crpyunc ksanudurannje,
14 HEKE NPETIIOCTABKE KAHAMAATA Y BEIH NPHjanhene ANCEPTAlHje HHCY TAUHE WM jC NPELIOKEH METON
pala HeANCKBaTaH, HCTH TPeba eTakHO 0DPasNoMHTH. )

1) TMpujewior ca 00pazaoKeHOM OILIEHOM 0 NOAOBHOCTH TeMe W kannaara (OBaBCIN0 HanUEaTH OlLjeHy 13
JIM CY TeMa M KAHJIWAAT NoaodHN Wi He)
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