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I IOJJAITA O KOMHUCHJIN

Nastavno-nauéno vijeée Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci na 219.
sjednici odrzanoj 20.11.2019. godine donijelo je Odluku broj: 19/3.3119/19 od 20.11.2019.
godine, kojom je imenovalo Komisiju za ocjenu i odbranu zavrsene doktorske disertacije pod
nazivom ,,Biohemijsko-hematolo$ki i molekularni parametri u dijagnostici reuamatoidnog
artritisa® doktoranta mr. Biljane Klimenta u sljede¢em sastavu:

1. Dr. Nenad Prodanovi¢, redovni profesor, uza nauéna oblast Reumatologija, Medicinski
fakultet u Banjoj Luci, predsjednik;

2. Dr. Radoslav Dekié, vanredni profesor, uza nau¢na oblast Fiziologija zivotinja, Prirodno-
matemati¢ki fakultet u Banjoj Luci, élan;

3. Dr. Smiljana Para$, vanredni profesor, uza nau¢na oblast Mikrobiologija, biologija éelije,
Prirodno-matematic¢ki fakultet u Banjoj Luci, ¢lan;

4. Dr. Biljana Davidovié-Plav$i¢, vanredni profesor, uza nauéna oblast Biohemija i
molekularna biologija, Prirodno-matematicki fakultet u Banjoj Luci, mentor-¢lan;

5. Dr. Hilada Nefi¢, redovni profesor, uza nau€na oblast Genetika i Klini¢ka biologija,
Prirodno-matematicki fakultet u Sarajevu, mentor-¢lan.

1) HaBecTH 1aTyM H OpraH KOjd je MMEHOBaO KOMMCH]Y;

2) HaBecTH cacTaB KOMHCHje ca Ha3HaKOM MMEHa W Mpe3HMeHa CBAKOr 4YjiaHa, Hay4YHO-HaCTAaBHOI 3Bakba,
Ha3WBa yXe HaydHe o0NacTH 3a Kojy je n3adpaH y 3Bame W Ha3MBa YHUBEp3HUTeTa/(aKyITeTa/ HHCTUTYTA
Ha KOjeM je 4jaH KOMHCHje 3amocieH.

I TOJALIM O KAHIUAATY

1) Biljana (Milorad) Klimenta;

2) 18.10.1962. godine, Pozega, Republika Srbija;

3) Univerzitet u Sarajevu, Prirodno-matematicki fakultet, Postdiplomski studij bioloskih
nauka, stekla akademski stepen magistra bioloskih nauka (smjer - genetika):

4) Prirodno-matematicki fakultet, teza: ,,Primjena E-testa u detekciji MRSA (meticilin-
rezistentni Staphylococcus aureus)®, nauéna oblast: Genetika, 14.10.2014. godine:

5) Magistar bioloskih nauka, smjer Genetika;

6) 2016. godina, Studijski program biologija, Prirodno-matemati¢ki fakultet, Univerzitet u
Banjoj Luci =

1) Mme. BMe jeqHOT POIMTE bA. MPE3HME:
2) Jatvwu poliema, ONIITHHA, Ip&Aasa:
3) Ha3um yuuBep3uTeTa H (GaxyITeTa H Ha3HB CTYAH|CKOr NMporpaMa axaseMmcxsx cryaEe Il mexmyca




OHOCHO TIOC/THjeIHIUIOMCKHX MaruCTapcKHX CTyIH]a H CTSESHO CTPYIHO HAYYHO B3RS,

4) dakyTeT, HA3UB MArkCTapcKe Te3e, HaydHa 00JacT ¥ AaTyM 010pase Mar#CTapoxor Daja:

5) Hay4na 06nacT U3 Koje je CTe4E€HO Hay9HO 3Bakhe MardCTpa Hayka aKaleMCKO IS3me MacTepa:
6) l'ofMHa ynuca Ha JOKTOPCKE CTY/IH]€ H HA3HB CTY/IH|CKOT IporpaMma.

III YBOJHU JUO OLIJEHE TOKTOPCKE JHCEPTAIIHJE

1) Naslov doktorske disertacije: Biohemijsko-hematoloski i molekularni parametri u
dijagnostici reumatoidnog artritisa.

2) 23.02.2017. godine, Odluka Senata Univerziteta u Banjoj Luci, broj 02/04-3.189-52/17.

3) Doktorska disertacija je uradena u skladu sa Pravilnikom o sadrzaju, izgledu i digitalnom
repozitorijumu doktorskih disertacija na Univerzitetu u Banjoj Luci. Obuhvata sljedeca

poglavlja:
1. Uvod, stranice 1 —20;
2. Cilj istrazivanja, 21 — 22;
3. Materijal i metode, 23 — 38;
4. Rezultati i diskusija, 39 — 83;
5. Zakljucak, 84 — 85;
6. Literatura, 86 —93;
7. Prilozi, 94 — 102

Poglavlje ,,Uvod* napisano je od 1. do 20. stranice i sadrZi pet potpoglavlja: Autoimune bolesti
(str. 1-3); Reumatske bolesti (str. 4-5); Reumatoidni artritis (RA) (str. 6-13); Glavni kompleks
tkivne podudarnosti (MHC) (str. 14-19) i HLA tipizacija (str. 20).

Poglavlje ,,Cilj istrazivanja“ napisano je od 21. do 22. stranice i u njemu su definisani ciljevi i
zadaci istraZivanja.

Poglavlje ,,Materijal i metode* napisano je od 23. do 38. stranice. U poglavlju su navedeni
ispitanici i uzorci koji su koristeni u analizi a nakon toga su opisane metode rada. Obja3njeni su
nadini pripreme uzoraka za biohemijsko-hematolosku i molekularni analizu, dat je prikaz
koristenih istrumenata, kao i principi njihovog rada. Opisan je nadin i princip odredivanja svakog
od ispitivanih parametara.

Poglavlje ,,Rezultati i diskusija“ napisano je od 39. do 83. stranice i u njemu su predstavljeni
rezultati svih analiza. Ovo poglavlje obuhvata osam potpoglavlja: Rezultati analize biohemijsko-
hematologkih vrijednosti ispitanika kontrolne grupe (str. 40-42); Rezultati analize biohemijsko-
hematoloskih vrijednosti kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (str. 43-46); Uporedna
analiza biohemijsko-hematoloskih vrijednosti ispitanika kontrolne grupe i pacijenata sa
reumatoidnim artritisom (RA) (str. 47-51); Rezultati analize alelnih grupa HLA-DRBI genskog
lokusa ispitanika kontrolne grupe (str. 52-56); Rezultati analize genotipova HLA-DRBI genskog
lokusa kontrolne grupe (str. 57-58); Rezultati analize alelnih grupa HLA-DRB1 genskog lokusa
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (str. 59-63). Rezultati analize genotipova HLA-DRBI
genskog lokusa pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (str. 64-66): i Komparativna analiza
rezultata HLA-DRBI genskog lokusa, frekvencije alelnih grupa. genotipova i haplotipova
kontrolne grupe i pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (str. 67-83). Statisti¢ki obradeni
rezultati su praceni odgovarajuéom diskusijom u kojoj su se vlastiti rezultati poredili sa
rezultatima drugih autora dobiveni sli¢nim istrazivanjima.

Poglavlje ..Zakljuéak™ napisano je od 84. do 85. stranice i prikazuje osnovne zakljué¢ke do kojih
se doslo tokom istrazivanja.

-

Poglavlje ,Literatura™ napisano je od 86. do 93. stranice i obuhvata 91 izvod citirane literature.
Poglavlje ,.Prilozi“ napisano je od 94. do 102. stranice i sadrZi popis slika, tabela i oraﬁkﬂﬂa kao i
tabelarne pnkaze vrijednosti biohemijsko- hematofosmh parametara kontrolne grupe i pacijenata

sa reumatoidnim artritisom (RA).
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4) Doktorska disertacija je napisana latiniénim pismom na 102 stranice numerisanog teksta
A4 formata. Sadrzi 30 tabela, 7 slika, 10 grafikona i 91 literaturni navod. Disertacija
obuhvata sedam poglavlja: Uvod, Cilj istrazivanja, Materijal i metode, Rezultati i
diskusija, Zakljugak, Literatura i Prilozi.

1) Hacnos moKTOpCcKe aucepTauuje;

2) BpuHjeMe 1 OpraH KOjH je IpHXBaTHO TEMY JOKTOPCKE AMCEpTaluje

3) Canpxaj DOKTOPCKE AHCEPTALIHje ca CTPaHHIEHEM;

4) Ucrahu ocHOBHE mojiaTKe O DOKTOPCKOj AMcepranuju: o6mM, Gpoj tabena, ciuka, mema, rpaduxoHa.
Opoj UMTHpaHe JTUTepaType ¥ HABECTH MOTJIaBJba.

IV YBOA 1 INIPETVIE/]l IUTEPATYPE

1. Do danas nije pronaden specifi¢an biohemijski ili imunoloski pokazatelj koji je specific¢an
za reumatoidni artritis. U dijagnosticiranju reumatoidnog artritisa se ¢esto koriste krvne
pretrage, jer je krv tkivo do kojeg se najlakse i najsigurnije dolazi. Pojedini laboratorijski
testovi sluze jedino za praéenje aktivnosti i terapijskog efekta u reumatoidnom artritisu.
Uloga geneti¢kih faktora u etiologiji reumatoidnog artritisa utvrdena je otkricem
povezanosti bolesti sa klasom II MHC kompleksa. Stastny (1978) je prvi utvrdio da je RA
povezan sa HLA-DRw4 dok su kasnije studije potvrdile povezanost sa HLA-DRBI*04
genskom varijantom. S druge strane, opisane su genske varijante koje su negativno
povezane sa razvojem RA.

Predmet istraZivanja ove doktorske disertacije je odredivanje biohemijsko-hematologkih
parametara za RA i utvrdivanje varijanti alela i genotipova koji bi mogli biti predisponirajuéi za
nastanak RA kao i onih koji bi mogli imati protektivni efekat za javljanje ove bolesti.

Cilj istraZivanja je bio odredivanje biohemijsko-hematoloskih parametara, frekvencije alelnih
grupa i genotipova unutar HLA-DRBI genskog lokusa, prisustva rizi€nih i protektivnih varijanti
gena i genotipova HLA-DRBI genskog lokusa kod nesrodnih pacijenata oboljelih od
reumatoidnog artritisa i zdrave kontrolne skupine.

U skladu sa postavljenim ciljem istraZivanja, postavljena je i hipoteza prema kojoj postoje
razlike u hematolosko-biohemijskim parametrima kao i u prisustvu razli¢itih alelnih grupa i
genotipova HLA-DRBI genskog lokusa izmedu pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa i
zdrave kontrolne skupine.

Biohemijsko-hematoloski parametri
U dijagnosticiranju reumatoidnog artritisa se &esto Kkoriste krvne pretrage. Ove pretrage
obuhvataju analize koje su usmjerene na ispitivanje delijskih elemenata krvi (krvna slika,
hematolodki parametri) i analize kojima se provjerava biohemijski sastav krvi. Hematoloki
testovi su obuhvatali kompletnu krvnu sliku (CBC) sa odredivanjem broja eritrocita (RBC),
leukocita (WBC) i trombocita (PLT), hemoglobina (HGB) i hematokrita (HCT). Osim toga,
odredivane su eritrocitne konstante: prosjeéni volumen eritrocita (MCV), prosjeéna koli¢ina
hemoglobina u eritrocitu (MCH), prosje¢na koncentracija hemoglobina na litar eritrocita
(MCHC). mjera varijabilnosti veli¢ine eritrocita (RDW) kao i jedna od trombocitnih konstanti,
prosjeéni volumen trombocita (MPV). U okviru diferencijalne krvne slike (DBC) odredivan je
broj neutrofila (NE), eozinofila (EO), bazofila (BA). monocita (MO) i limfocita (LY). Takoder je
odredena brzina sedimentacije eritrocita (ESR) i koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) kao
jedan od biohemijskih parametara.

Poveéan broj leukocita moze ukazivati na upalni proces koji je uzrokovan sa RA. Upalni procesi u
organizmu mogu dovesti do pojave proteina u krvi koji sljepljuju eritrocite koji se nakon tog
brze taloZze od normalnih krvnih éelija. S obzirom, da upalu mogu izazvati i druga stanja, sama
ESR pretraga se ne koristi za dijagnozu RA. ESR i C-reaktivni protein su nespecifiéni RA
parametri upale. Oba testa se koriste za testiranje aktivnosti bolesti, ukoliko su visoki, ukazuju da
je bolest vrlo aktivna (prepostavljaju¢i da nisu prisutni drugi uzroci koji daju visoke rezultate, kao
§to je infekcija). U krvi se moze pronaci snizena koli€¢ina hemoglobina. ESR je ubrzana u 90%
bolesnika s aktivnim RA.

I )
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‘Glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC)

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

MHC lokus predstavlja skup gena koji se nalazi u genomu svih sisara. Kompleks gena i antigena
tkivne podudarnosti MHC c¢ovjeka naziva se jo§ i ljudski leukocitni antigeni (engl. human
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 razli¢itim koli¢inama. Glavna uloga HLA je u
prepoznavanju antigena u organizmu i regulisanju imunog odgovora. 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). Vecina ovih gena je
polimorfna, smjesteni su blizu jedni drugih i obi¢no se nasljeduju u bloku kao haplotip. Geni i
antigeni MHC se dijele zbog funkcionalnih razlika u tri klase: I, II i I1I klasa MHC. Klasa I i II su
mnogo znacajnije, a njihove funkcije su imunoregulacijske i komplementarne, dok klasa III
gotovo nema s njima nista zajednic¢ko izuzev blizine smjestaja gena u genomu.

Region MHC klase II gena veli¢ine je izmedu 1.000 - 1.200 kb s najmanje Sest podregija: DR,
DQ, DP, DO, DN i DM. Strukturno su molekule klase II sliéne onima klase I, a izraZzene su kao
heterodimeri na povrsini ¢elija sa jednim teskim a-lancem i jednim B-lancem glikoproteina. MHC
molekule klase II 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 usli u ¢éelije endocitozom pomoéni€kim T limfocitima za
dalju prezentaciju B éelijama i makrofagima (Allegretti et al., 1989; Abbas et al., 2018; Abbas et
al., 2015).

2. Autoimune bolesti su posljedica imunorekacije protiv vlastitih antigena. Djelovanje
antitijela ka sopstvenim (autologim) antigenima i aktivacije autoreaktivnih T limfocita
dovode do osteéenja ¢elija i tkiva vlastitog organizma (Janeway et al., 2005). Imuni
sistem posredovan brojnim ¢elijama 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 najznadanije bolesti u klini¢koj imunologij, medutim
etiologija ovih oboljenja je jo§ uvijek nepoznata. Procjenjuje se da najmanje 2 — 5% boluje od
autoimunih bolesti (Abbas et al., 2018). 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 predodivanje 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) te da je kod veéine autoimunih bolesti
geneti¢ka predispozicija povezana sa genima koji kodiraju sintezu HLA antigena (Caillat-
Zucman, 2008). Genska predisponiranost u interakciji sa faktorima spoljasnje sredine kao 3to su
infekcije mogu da aktiviraju autoreaktivne mehanizme imunog sistema. Do sada nije jasno koji tip
infekcije inducira ili inhibira autoimunu reakciju. Autoimunost moze da bude rezultat produkcij
antitijela protiv spostvenih antigena kao posljedica.prekida autotolerancije.

Reumatoidna oboljenja, u najsirem smislu, su bolesti lokomotornog sistema (kostiju, zglobova
miSiéa i okolnih struktura), degenerativne, inflamatorne (infekcijske ili autoimune) il cl
prirode, a {esto zahvataju i druge organe 1 organske sisteme. Nastanak ovih obolj
nedovoljno razjasnjen. patogeneza je djelimi€no izucena, a klinicki tok bolesti je

hroni&an i progresivan. Smatra se da 10 — 20% svjetskog stanovnistva ima neko prolazno ili trajno
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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 stanovnidtva imati neku reumatoidnu bolest (dmerican College of
Rheumatology 1996).

Prema vazecoj klasifikaciji Svjetske zdrastvene organizacije (SZO). reumatoidne bolesti su
podjeljenje u grupe: degenerativne reumatoidne bolesti, vanzglobne reumatoidne bolesti. upalne
reumatoidne bolesti, metaboli¢ke reumatoidne bolesti, infekcijske reumatoidne bolesti. rijetke
reumatoidne bolesti, reumatoidne bolesti sa reumatoidnim manifestacijama. Medu upalnim
reumatoidnim bolestima najéeséi je 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 ¢es¢i kod Zzena 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 nesto u¢estalijom 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 veéi za 2 do 17 puta od pojedinaca iz opste populacije). Studije iz Cetiri
ameri¢ka centra, radena tokom 1994. godine, provedene na 3501 bolesniku sa reumatoidnim
artritisom, pokazuje da je i stepen mortaliteta ovih bolesnika najmanje dvostruko ve¢i u odnosu na
zdravu populaciju (Gabriel et al., 1995).

Zdrav organizam kontrolira i ograni¢ava upalne procese, ali kod reumatoidnog artritisa, izvjesni
poremedaji imunog sistema podrzavaju ovaj proces i dovode do brojnih klini¢kih i patoloskih
manifestacija. Poznato je da se imunopatolo$ki proces u sinoviji odvija u pet faza (Harris, 1990):
prezentacija i prepoznavanje nepoznatog antigena: proliferacija T i B (Eelija, angiogeneza;
proliferacija sinovijalnih ¢elija, prezentacija citokina; formiranje panusa, aktiviranje hondrocita i
metaloproteinaza, poéetna destrukcija zgloba; destrukcija hrskavice.

Prema kriterijima American Rheumatism Association (danas American College of Rheumatology),
nakon $to se uspostavi dijagnoza reumatoidnog artritisa, dodatne pretrage mogu da ukazu na
komplikacije ili neogekivane promjene. Analize krvne slike i diferencijalne krvne slike potvrduju
da je kod veéine osoba prisutna blaga anemija, a u | — 2% slucajeva nalazi se neutropenija.
Reaktanti akutne faze, ubrzana sedimentacija i visok C rekativni protein, upuéuju na odrzavanje
aktivnosti procesa kod oboljelih od reumatoidnog artritisa.

Reumatoidni artritis ima multifaktorsku etiologiju, najvjerovatnije sa oligogenskom
predispozicijom domadina, koja je u interakciji sa okidatem 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. Veéina autoimunih bolesti je
vezana za pojedine haplotipove molekula HLA klase II. Geni povezani s rizikom pojave RA
povezuju se i s razvojem autoimunih bolesti kao §to su Crohnova bolest, celijakija, primarna
bilijarna ciroza, Se¢erna bolest tipa 1 i multipla skleroza (Culié et al., 2016).

Vazna uloga u nastanku reumatoidnog artritisa pripada imunim kompleksima koji nastaju u
ozlijedenim éelijama sinovije i upaljenim krvnim Zilama. Plazma celije stvaraju antitijela (npr.
RF) koja pridonose tim kompleksima. U ranoj fazi bolesti prema bolesnoj sinoviji migriraju
makrofagi. Limfociti koji ulaze u sinoviju su pretezno CD4BT cdelije. Makrofagi i limfociti
stvaraju upalne citokine i hemokine (TNF, GM-CSF, razni interleukini, interferon y). a
oslobadanje upalnih posrednika pridonosi kako zglobnim tako i opstim simptomima RA. Oblozne
Celije sinovije izluéuju niz tvari, ukljuéujuci stromelizin koji pridonosi razgradnji hrskavice, IL-1 1
TNF-a. koji potiéu upalu sinovije, osteoklastiénu resorpciju kosti i destrukciju hrskavice te
prostaglandine koji pojacavaju upalu. Javlja se taloZenje fibrina, fibroza i nekroza. Pomocu
navedenih posrednika hiperplastiéno tkivo sinovije (pannus) nagriza hrskavicu. suphondralnu
kost. zglobnu &ahuru i ligamente. U sinovijskom izljevu obi¢no prevladavaju neutrofilni leukociti.
Laboratorijskim analizama se potvrduje prisustve.anemije, pove¢anja broja bijelih krvnih zmac
smanjenje broja trombocita, ubrzana sedimentacija. Sedimentacija eritrocita ukazuje 1
upalnog procesa u organizmu. U skoro 80% slu¢ajeva reumatoidnog artritisa u seru
reumatoidni faktor. Postoji i porast IgM, IgG 1 IgA. Rendgenski nalaz zavisi od st
Visoke razine CRP-a su takode indikator akuine upale. Antitijela na citrulinirane peptide (anti-

a,
-

CCP, engl. anti-cyclic citrullinated peptide) visoko su specifi¢na i osjetljiva za RA i korisna su u




Obpasai -3

“diferencijalnoj dijagnozi ranog poliartritisa.

Rezultati istrazivanja koja su vrsili Peng et al. (2015) ukazuju da postoji korelacija izmedu ESR ili
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 uoena asocijacija
izmedu omjera neutrofila i limfocita ili CRP i RA. NLR i PLR su bili statisti¢ki znaéajno 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 pokazatelj 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
poremeéaja (Tamhane et al., 2008: Nunez et al., 2008: Walsh et al., 2005). Prethodna istrazivanja
su pokazala da su trombociti ukljuéeni u aterogenezu tokom sekrecije proupalnih citokina (Kaplan
et Jackson, 2011).

Frekvencije pojavljivanja genskih varijanti HLA-DRBI lokusa kod pacijenata oboljelih od
reumatoidnog artritisa koje su opisane kao predisponirajuce, variraju medu razli¢itim etni¢kim
skupinama. Utvrdeno je da alelna grupa HLA-DRBI*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-DRBI*10 (Kinikli et al., 2003; Balsa
et al., 2000; Fathi et al., 2008). Na podru¢ju Engleske dominira alelna grupa HLA-RDBI*04 dok
su u populaciji Spanije podjednako zastupljene alelne grupe HLA-DRBI*04 i HLA-DRBI*0I
(Balsa et al., 2000). Studija iz Holandije pokazala je takode udestalost alelne grupe HLA-
DRBI*04 u skupini RA pacijenata (van Jaarsveld et al., 1998). Sli¢ne rezultate za alelnu grupu
HLA-DRBI*04 pokazale su studije provedene u Madarskoj (Varga et al., 2003) i u Slovaékoj
(Stark et al., 2009). Analizom genskog lokusa HLA-DRBI na podruéju Francuske utvrdeno je da
su kod skupine pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa zastupljene i alelna grupa HLA-
DRBI*04 i HLA-DRBI1*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-DRBI1*04, HLA-DRBI1*09 i HLA-
DRBI1*10, signifikatno ucestalije kod oboljelih od RA (Kong et al., 2002). U populacijama
sjeverno-ameri¢kih domorodaca RA je povezan sa alelnom grupom HLA-DRBI*14.

Alelna grupa HLA-DRBI*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 meksi¢kih Amerikanaca
alelna grupa HLA-DRBI*08 je statisticki znacajno udestalija 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.

Od ukupno 91 literaturnog navoda upotrijebljenih za pisanje doktorske disertacije, ovdje su
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Autoimunost se defini$e kao imuni odgovor na sopstvene (autologe) antigene, a 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
spoljadnje sredine, kao $to je infekcija, koji mogu da aktiviraju autoreaktivne limfocite.
Reumatoidni artritis je hroni¢na i sistemska autoimuna bolest. Dijagnosti¢ki indikatori i markeri
na osnovu kojih se procjenjuje tezina bolesti kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom su
prisustvo C reaktivnog proteina (CRP, engl. C reactive protein), stopa sedimentacije eritrocita
(ESR, erythrocyte sedimentation rate), reumatoidni faktor (RF, engl. rheumatoid factor) i
antitijela na citrulinirane peptide (Anti-CCP).

lako geni i antigeni glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC) 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
serolo§kom metodom (testom mikrolimfocitotoksiénosti, MLCT, engl.
microlymphocytotoxicity test) 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 II. Medutim. relativni
rizik od pojave odredene autoimune bolesti razlikuje se iako se pojavljuje u bolesnika sa istim
haplotipovima HLA §to 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).
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S obzirom na predmet istrazivanja, moZze se rec¢i da se doprinos ove disertacije ogleda u
dokazivanju da prisustvo nekih genskih varijanti HLA-DRBI gena povecava rizik od
razvoja RA dok druge varijante pruzaju zastitu protiv ove bolesti te je HLA tipizacija od
velike pomoéi u postavljanju i potvrdivanju definitivne dijagnoze kod autoimunih bolesti.
C-reaktivni protein (CRP) i brzina sedimentacije eritrocita (ESR) su bili najsenzitivniji
reaktanti akutne faze kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) te bi se mogli
koristiti za procjenu aktivnosti bolesti i primjenu ranog tretmana RA.
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Primijenjene metode isptraZivanja su adekvatne, dovoljno taéne i savremene, imajuci u vidu

tn
dostignuéa u ovom polju u svjetskim nivoima.
Ispostovan je plan istraZivanja koji je dat prilikom prijave doktorske diseracije.
Dobijeni rezultati su pokazali da su ispitivani parametri dali dovoljno elemenata za pouzdano
istraZzivanje mada bi za preglednije istrazivanje bilo dobro analizirati jos neke parametre kao 3to su

reumatoidni faktor (RF) ili antitijela na citrulinirane peptide (Anti-CCP).

Statisti¢ka obrada podataka je adekvatna.

1) ObjacruTi MaTepuja Koju je o6pahiBa, KpUTEPHjyMe KojH Cy y3eTH y 063Hp 3a H360p MaTeprjaia:
2) JlaTi KpaTak YBHI Y MPAMH]eHEHA METO/I HCTPAKMUBarba MPH Y€MY jé BAXXHO OLMjEHHTH cibenehe:
1. Jla 14 cy npHMHjembeHe METOMle HCTPaKHMBakha aJIeKBaTHE, JOBOJBHO TAUHE H CaBpeMeHe. HMajyhu y
BUIY AOCTHrHyha Ha TOM [0JbY Y CBJETCKHM HMBOWMA,
2. Jla 74 je nOomuIo A0 MpPOMjeHe y OJHOCY Ha MiaH MCTPaXKHBamka KOjH je JaT NPUIIMKOM IpHjaBe
IDOKTOPCKE Te3€, aKo jecTe 3alliTo;
3. [la M WiCTIMTHBaHH NTAPaMETpPH Jajy JOBOJLHO €JIEMeHaTa WM je TpeGao HCTIIMTHBATH joIl HeKe, 3a
MOY31aHO HCTPAKHBAE;
4. Jla nu je craTMcTH4YKa oOpafa nogaraka ageKBaTHa.

VI PE3VJITATH U HAYYHH JOITPUHOC HCTPAYKUBAIBA

1) Primjenom adekvatnih metoda, kandidatkinja je u skladu sa postavljenim ciljevima
analizirala koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP) i vrijednosti brzine sedimentacije
eritrocita (ESR). Vrijednosti ESR (P <0,0001) i CRP (P < 0,0001) su bile statisti¢ki
znadajno povisene kod pacijenata koji boluju od reumatoidnog artritisa (RA) u poredenju
sa kontrolnom grupom, a utvrdena je i povezanost izmedu vrijednosti ESR i CRP kod
pacijenata sa RA (P<0,0001).

Analizom HLA-DRBI genskog lokusa, utvrdeno je prisustvo svih 13 alelnih grupa ovog lokusa
(HLA-DRBI*01, *03, *04, *07, *08, *09, *10, *11, *12, *13, *14, *15 i *16) medu ispitanicima
kontrolne grupe i pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (Javna Ustanova Domovi Zdravlja
Kantona Sarajevo, Bosne i Hercegovine). Frekvencija alelnih grupa HLA-DRB1*04 (P =0.01774,
OR =2.345,95% CI = 1.093-5.311) i HLA-DRB1*03 (P = 0.04165, OR =2.225,95% CI = 0.9639-
5.482) bila je zna&ajno poveéana medu pacijentima sa dijagnozom RA u poredenju sa kontrolnom
grupom i stoga predstavlja faktor rizika za razvoj ove bolesti. Frekvencije genotipova
DRBI*04/DRBI1*04 (P = 0.03669, OR = 6.361,95% CI = 0.49-410) i DRBI*03/DRBI1*04 (P =
0.050, OR = 5.149,95% CI = 0.5582-248.6) su bile takode znacajno povisene medu RA
pacijentima i predstavljaju rizi¢ne genotipove za nastanak RA. Osim toga. kod RA pacijenata je
utvrdena jaka povezanost izmedu DRB1*04-DRB4 (P =0.0259) i DRB1*03-DRB3 (P = 0.04426)
haplotipova i rizika od razvoja RA. Genske varijante HLA-DRBI gena koje predstavljaju rizik za
razvoj reumatoidnog artritisa kodiraju sekvencu od pet konzerviranih aminokiselina
(QRRAA/RRRAA/QKRAA) na polozaju 70-74 u tre¢em hipervarijabilnom region (HVR3) DRI
lanca koja se oznacava kao shared epitop (SE).

Pored HLA-DRBI alela koji doprinose RA podloznosti, drugi HLA-DRB] aleli pruzaju zastitu
protiv bolesti. Znac¢ajno povecana frekvencija DRBI*01/DRBI1*15 (P =0.007366, OR =
0.143.95% CI=0.003077-1.185) i DRBI*07/DRBI1*16 (P =0.04172, OR =0.1894,95% CI =
0.003924-1,747) genotipova u kontrolnoj grupi moZe se smatrati zastitnim faktorom za RA, to
jeste spre¢avaju razvoj bolesti. Ovi genotipovi nisu bili uoeni (DRBI1*01/DRB1*15) kod
pacijenata sa RA ili su bili zna¢ajno smanjeni (DRBI*07/DRB1*16). Zastitne HLA molekule
imaju, umjesto SE-motiva, razli¢itu ali zajedni€¢ku sekvencu na istom polozaju u beta lancu HLA-
DR molekula, sastavljenu od amino kiselinskih ostataka DERAA. Frekvencija alelnih grupa HLA-
DRBS5 gena je bila znaéajno povisena u kontrolnoj grupi u poredenju sa RA pacijentima (P =
0.03307).
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4. Ocekivani nau¢ni doprinos disertacije se ogleda u dobijenim informacijam o preciznosti i
tatnosti sa kojom se mogu odrediti pojedine varijante HL4-DRB] genskog lokusa. a
postignuti rezultati bi trebali doprinijeniti primjeni PCR-SSP metode u dijagnostici RA.
Kako su nivoi CRP i ESR ¢esto povecani i povezan sa tezinom bolesti kod RA. utvrden je
i znacaj odredivanja vrijednosti CRP i ESR u procjeni aktivnosti bolesti.

Laboratorijske pretrage su sastavni dio slozenog procesa donosenja klinickih odluka te imaju
direktan uticaj na dijagnozu i lije€enje neke bolesti. Za racionalno koristenje pretraga potrebno je
rutinsko traZenje skupine pretraga vezanih uz neku bolest ili patologko stanje. Serologka 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 mikrolimfocitotoksi¢nosti (MLCT). Veéina testova
molekularne tipizacije se zasniva na amplifikaciji specifi¢noj za grupe pomoéu PCR od kojih se
PCR-SSP tehnika najéesce koristi za detekciju HLA-DRBI*04 alela.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na biohemijsko-hematoloske parametre i kvalitativno-
kvantitativnu 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 dokazano je prisustvo riziénih varijanti gena i
genotipova, a u skupini zdravih osoba, protektivnih varijanti genotipova HLA-DRBI genskog
lokusa. Rezultati istraZivanja ukazuju na znadaj PCR-SSP tehnike u HLA-DRBI*04 tipizaciji kao
skrining testa u dijagnozi reumatoidnog artritisa. Molekularna tipizacija bi mogla biti znadajan
dodatni dijagnosti¢ki parametar u sluajevima nejasne klinitke dijagnoze ili ako potvrda
genetiCke predispozicije, uz sve ostale dijagnostitke parametre, potvrduje dijagnozu bolesti.
Tipizacija HLA omogucuje i odredivanje riziéne populacije §to moze biti od prakti¢ne koristi u
spreCavanju bolesti prije nego $to dode do razvoja tezih oblika simptoma i komplikacija bolesti.
Ovo ¢e biti prvo istrazivanje kojim ée se dokazati povezanost genski varijanti HLA-DRBI*04
gena sa reumatoidnim artritisom kod pacijenta koji pripadaju Javnoj ustanovi Dom zdravlja
Kantona Sarajevo.

1) Ykparko ucrahu pasiior 360r KOjHX Cy HCTpaXkHBara Mpe/Iy3eTa H IPeICTaBHTH MPOGIeM, ITPeMeT,
[HJBEBE H XHUITIOTE3E,

2) Ha ocHoBy mpernena nuTepaType Ca)eTo MpHKa3aTH pe3ylTaTe NPETXOAHHX MCTPAXWBAKka y BE3H
npo6siemMa KojH je HCTpaXuBaH (BOAMTH padyHa a o0yxBaTa HajHOBHja H Haj3HaYajHHja CasHama W3 Te
obnacTH Ko Hac U Y CBHjeTy);

3) HaBecTn onmpyHOC Te3e y pjemaBamy H3yqaBaHOT PeIMETa UCTPKHBARA;

4) HasecTH o4yekHBaHe Hay4dHE W MparMaTHYHe JOMPHHOCE DUCepTaLHje.

V MATEPHJAJI U METO/I PAJIA

1) U toku istrazivanja koristeni su uzorci periferne krvi ukupno 83 ispitanika sa dijagnozom
reumatoidnog artritisa (RA), starosne dobi od 34 do 77 godina koji su bili pacijenti Javne
ustanove Dom zdravlja Kantona Sarajevo. Kontrolna grupa je obuhvatala ukupno 164
zdrava ispitanika koji nisu imali dijagnozu reumatoidnog artritisa dok su po ostalim
karakteristikama uskladeni sa testnom grupom. Starosna dob kontrolne grupe se kretala od
21 do 68 godina. Odabir ispitanika za ukljuivanje u istraZivanje je vrieno nakon detaljnog
informisanja potencijalnih ispitanika o zna¢aju i metodama istrazivanja i njihovog
pristanka. Studija je odobrena od strane Eti¢kog komiteta Javne ustanove Dom zdravlja
Kantona Sarajevo. =

2) Primijenjene metode istrazivanja obuhvatale su biohemijsko-hematoloske analize, HLA
tipizaciju i biostatisti¢ku obradu podataka. Analizirane su hematolodke vrijednosti
kompletne krvne slike (CBC), diferencijalne krvne slike (DBC), sedimentacije eritrocita
(ESR) kao i vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP). Alelne varijante HLA4-DRB/ genskog




lokusa su odredene metodom molekulamne biologije koja se temelji na lané
polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) s prajmerima specifi
sekvencu DNK (engl. Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specifi 3
SSP). BiostatistiCka analiza ostvarenih rezultata vriena je koriStenjem odgovarzjudih
populaciono-geneti€kih i statisti¢kih metoda i upotrebom odabranih statistiékih
programskih paketa

Biohemijske i hematoloSke analize

Za sve biohemijske i hematoloske analize uzorci periferne venske krvi su uzeti u skladu sa
standardima dobre laboratorijske prakse. Za kompletnu i diferencijalnu krvnu sliku, vadi se 3 ml
krvi u vakutainer epruvetu koja sadrzi antikoagulans etilendiaminotetraoctenu kiselinu (EDTA).
Hematoloski parametri su odredeni na automatiziranom analizatoru za hematologiju Beckman
coulter DxH 800. Ova analiza je validirana i svakodnevno kontrolisana. Referentne vrijednosti za
hematoloske parametre su odredene prema spolu. Za odredivanja sedimentacije eritrocita (ESR)
uzeto je 1,8 ml krvi u vakutainer epruvete sa antikoagulansom natrijum citratom u koju je
postavljena graduisana pipeta (150 mm). Brzina sedimentacije se o¢itava u mm/h. Uzorci za
biohemijsku analizu C-reaktivnog proteina (CRP) uzeti su u vakutainer epruvetu, centrifugirani 10
minuta na 3500 rpm, a serum je odvojen. C-reaktivni protein je kvantitativno odredivan na aparatu
Rochi/Hitachi cobas ¢311 systems (Boehringer Mannheim, Germany). Ova metoda je u Sluzbi za
laboratorijsku dijagnostiku validirana i redovno kontrolisana. Referentna vrijednost C-reaktivnog
proteina je 0 — 5 mg/l.

HLA tipizacija

Za ekstrakciju genomske DNK, iz prikupljenih uzoraka periferne krvi primijenjen je standardni
protokol, baziran na metodi isoljavanja uz neznatne modifikacije (Miller et al., 1988). Za
kvalitativno-kvantitativnu analizu izoliranih uzoraka DNK korila se horizontalna agarozna gel
elektroforeza genomske DNK. Amplifikaciju HLA-DRB1 genskog lokusa vriena je pomocu
komercijalnog testa (HLA-Ready Gene DR Kit, Inno-Train, Njemacka) pri ¢emu su se za pripremu
PCR radne smjese i temperaturnih uslova genske amplifikacije slijedila uputstva proizvodaca. Kit
sadrzi komercijalni Ready PCR sa svim aditivima (ANTPs, PCR pufer, krezol red, glicerin)
neophodnim za odvijanje reakcije. Za pripremu PCR radne smjese 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) uz koristenje PCR aparata Eppendorf
Mastercycler gradient (Hamburg, Germany). PCR program je bio sljedeci: inicijalna denaturacija u
trajanju od 2 min na 96 °C, nakon ¢ega je slijedilo 10 ciklusa od kojih je svaki trajao 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 sek na
72 °C a zatim ¢uvanje na 4 °C. Evaluacija rezultata se vr§ila elektroforezom na 2% agaroznom
gelu obojenom etidijum bromidom u TBE puferu. U elektri¢énom polju se amplikoni odvajaju
prema njihovoj veli¢ini i posmatraju pod UV svjetlom. Zatim je slijedilo ¢itanje reakcija iz HLA
baterija manualno (Inno-train DIAGNOSTIK GMBH).

Biostatisti¢ka analiza

Za sve pracene biohemijsko-hematoloske parametre radene su deskriptivne metode. Za
utvrdivanje statisti¢ki signifikantnih razlika srednjih vrijednosti izmedu uporedivanih grupa
primijenjen je T-test. Vrijednosti razlika p < 0.05 uzete su kao statisti¢ki signifikantne. Za
izratunavanje frekvencija alela i genotipova, analizu heterozigotnosti, genskog diverziteta i
polimorfizama, te za provjeru Hardy-Weinbergovog principa ravnoteZe unutar HLA genskog
lokusa koristen je statisti¢ki programski paket PowerMarker, verzija 3.25. Kompjuterski program
OpenEpi v2.3.1 je koristen za procjenu statistike signifikantnosti razlika u frekvenciji alelnih
varijanti, za izraunavanje omjera izgleda (OR), izraéunavanja 95% intervala pouzdanosti (95%
CI) za OR vrijednost. Statisti¢ka signifikantnost razlika u frekvenciji genskih varijanti izmedu
skupine RA pacijenata i kontrolne skupine se procjenjen koridtenjem ,fwo-7ail” Fisher egzaktnog
testa. Ja€ina asocijacije izmedu prisustva odredene genske varijante i javljanja bolesti odredena je
ratunanjem OR (engl. odds ratio, omjer izgleda) vrijednosti. Za procjenu preciznosti dobivenih
vrijednosti se izratunava 95% interval pouzdanosti (95% CI) za OR vrijednost.




Primijenjene metode isptrazivanja su adekvatne, dovoljno taéne i savremene, imajuéi u vidu
dostignuéa u ovom polju u svjetskim nivoima.

Ispostovan je plan istrazivanja koji je dat prilikom prijave doktorske disertacije.
Dobijeni rezultati su pokazali da su ispitivani parametri dali dovoljno elemenata za pouzdano
istrazivanje mada bi za preglednije istrazivanje bilo dobro analizirati jo3 neke parametre kao 3to su

reumatoidni faktor (RF) ili antitijela na citrulinirane peptide (Anti-CCP).

Statisticka obrada podataka je adekvatna.

2) JlaTh KpaTak YBHJ Y NPHMH]jEeHH METO HCTPaXXHBamkba TIPU YeMY je BaXHO OLMjeHUTH civenehe:

1. [la 1u cy MpUMHjemeHe METO[e HCTPKMBAKA aIEKBATHE, I0BOJBHO TaYHE U caBpeMeHe, uMajyhu y
BUAY AoCTHrHYha Ha TOM MOJBY Y CBJETCKUM HMBOMMA,

2. [a nd je Iomuio Ao NpoOMjeHe Y OJHOCY Ha IUIaH MCTPaXKHMBamka KOjH je JaT MPHIHMKOM TpHjaBe
IDOKTOPCKE Te3€, aKo jecTe 3alliTo;

3. Jla M MCTIMTHBAaHH NMapaMeTpH Jajy IOBOJHHO €JieMeHaTa WM je Tpebano MCTIMTHBATH jOII HeKe, 3a
NOY3/1aHO HCTPAXKHBAE,

4. Jla nu je cratMcTHYKa o6paja mofaTaka ajieKBaTHa.

VI PE3VJITATH U HAYYHH JOITPUHOC UCTPAJKUBAKBA

1) Primjenom adekvatnih metoda, kandidatkinja je u skladu sa postavljenim ciljevima
analizirala koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP) i vrijednosti brzine sedimentacije
eritrocita (ESR). Vrijednosti ESR (P <0,0001) i CRP (P < 0,0001) su bile statisti¢ki
znad&ajno povisene kod pacijenata koji boluju od reumatoidnog artritisa (RA) u poredenju
sa kontrolnom grupom, a utvrdena je i povezanost izmedu vrijednosti ESR i CRP kod
pacijenata sa RA (P<0,0001).

Analizom HLA-DRBI genskog lokusa, utvrdeno je prisustvo svih 13 alelnih grupa ovog lokusa
(HLA-DRBI*01, *03, *04, *07, *08, *09, *10, *11, *12, *13, *14, *15 i *16) medu ispitanicima
kontrolne grupe i pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA) (Javna Ustanova Domovi Zdravlja
Kantona Sarajevo, Bosne i Hercegovine). Frekvencija alelnih grupa HLA-DRB1*04 (P =0.01774,
OR = 2.345,95% CI = 1.093-5.311) i HLA-DRBI1*03 (P = 0.04165, OR = 2.225,95% CI = 0.9639-
5.482) bila je znacajno pove¢ana medu pacijentima sa dijagnozom RA u poredenju sa kontrolnom
grupom i stoga predstavlja faktor rizika za razvoj ove bolesti. Frekvencije genotipova
DRBI1*04/DRBI1*04 (P =0.03669, OR = 6.361,95% CI = 0.49-410) i DRB1*03/DRB1*04 (P =
0.050, OR = 5.149,95% CI = 0.5582-248.6) su bile takode znac¢ajno povisene medu RA
pacijentima i predstavljaju rizi€ne genotipove za nastanak RA. Osim toga, kod RA pacijenata je
utvrdena jaka povezanost izmedu DRBI*04-DRB4 (P =0.0259) i DRB1*03-DRB3 (P = 0.04426)
haplotipova i rizika od razvoja RA. Genske varijante HLA-DRBI gena koje predstavljaju rizik za
razvoj reumatoidnog artritisa kodiraju sekvencu od pet konzerviranih aminokiselina
(QRRAA/RRRAA/QKRAA) na polozaju 70-74 u tre¢em hipervarijabilnom region (HVR3) DRI
lanca koja se oznacava kao shared epitop (SE).

Pored HLA-DRBI alela koji doprinose RA podloznosti, drugi HLA-DRBI aleli pruzaju zastitu
protiv bolesti. Znaéajno povecana frekvencija DRB1*01/DRB1*15 (P = 0.007366, OR =
0.143,95% CI=0.003077-1.185) i DRBI*07/DRB1*16 (P =0.04172, OR = 0.1894.95% CI =
0.003924-1.747) genotipova u kontrolnoj grupi moze se smatrati zastitnim faktorom za RA. to
jeste spredavaju razvoj bolesti. Ovi genotipovi nisu bili uoéeni (DRBI*01/DRBI1*15) kod
pacijenata sa RA ili su bili znaajno smanjeni (DRBI*07/DRBI *16). Zastitne HLA molekule
imaju. umjesto SE-motiva, razli€itu ali zajedni€ku sekvencu na istom poloZaju u beta lancu

DR molekula, sastavljenu od amino kiselinskih ostataka DERAA. Frekvencija alelnih grupa HLA-
DRBS5 gena je bila zna¢ajno poviSena u kontrolnoj grupi u porederiju sa RA pacijentima (P =
0.03307).

HLA-




metoda i upotrebom odabranih programskih paketa OpenE ;:"\:_ R |
Rezultati su predstavljeni tabelarno i grafi¢ki. Pored komparacij

poredenje sa sliénim istrazivanjima.

Na osnovu dobijenih rezultata, moZze se reci da je za konaéne zakljudke. potrebno povedan broy
uzoraka, kao i broj ispitivanih parametara kao $to su reumatoidni faktor (RF) ili antitijela na
citrulinirane peptide (Anti-CCP).

2) Dobijeni rezultati su jasno prikazani, pravilno, logi¢no i jasno su tumaceni, uporedujud s=
rezultatima drugih autora, pri ¢emu je autor doktorske disertacije ispoljio dovoljno
kritiénosti.

3) Prilikom istrazivanja doslo se do saznanja da su C-reaktivni protein (CRP) i brzina
sedimentacije eritrocita (ESR) bili najsenzitivniji reaktanti akutne faze kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom (RA), a da prisustvo nekih genskih varijanti HLA-DRB] gena
poveéava rizik od razvoja RA dok druge varijante pruzaju zastitu protiv bolesti. PCR-SSP
tehnika je visokosenzitivna i specifi¢na u HLA tipizaciji.

Disertacija predstavlja znacajan teorijski doprinos na podru¢ju istrazivanja biohemije i
molekularne biologije sa mogué¢nos§éu primjene HLA tipizacije u predvidanju razvoja RA i
utvrdivanju i potvrdivanju definitivnih dijagnoza kod autoimunih bolesti kod nekih osoba.
Biomarkeri upale, uklju¢ujuc¢i ESR i CRP, bi se mogli koristiti za procjenu aktivnosti
bolesti i uvodenje ranog tretmana RA kako bi se sprijecila pojava simptoma ove bolesti.

Rezultate istraZivanja i nauéni doprinos doktorske disertacije potvrduje i rad objavljen u
nauénom ¢&asopisu Rheumatology International koji je indeksiran u svjetski citatnim
bazama (Web of Science — WoS; Science Citation Index — SCI; SCOPUS; Current
Contents/ Life Sciences; Current Contents/Clinical Medicine; Medline):

- Klimenta B, Nefic H, Prodanovié¢ N, Jadrié¢ R, Hukic F. The association of the
biomarkers of inflammation and the HLA-DRBI gene locus with the risk of
developing rheumatoid arthritis in females. Rheumatol Int 2019; 39(12):2147—
2157. https://doi.org/10.1007/s00296-019-04429-y

Drugi nauéni rad je prihvaéen za objavljivanje u ¢asopisu Genetics & Aplications koji je
indeksiran u priznatim svjetskim citatnim bazama (EBSCO, DOAJ, CAB Abstract, Google
Scolar, Global Health database, Crossref and Index Copernicus).

- Klimenta B, Nefic H, Prodanovié N, Hukié F, Me$i¢ A. Hematological
parameters in patients with rheumatoid arthritis and gene variants /LA-DRB2*04
and HLA-DRB2*03 Genetics & Aplications (in press.)

1) VKpaTKO HaBeCTH pe3yNiTaTe 10 KOjHX je KaHIUaaT A0IIao;

2) OuMjeHdTH Oa JIH Cy JOOMjeHM pe3yNTaTH jaCHO MPHMKa3aHW, MPABHJIHO, JOTHYHO H jaCHO TyMadyeHH,
ynopelyjyhin ca pesynraThma Apyrdx ayTopa M [a JIM je KaHIWZaT IOpH TOME HCII0JbaBao IO0BOBHO
KPHTHYHOCTH:

3) IMocebHo je BaxkHO HCTahH 10 KOJHX HOBHX Ca3HaMWa Ce JIOILI0 Y HCTPakHBamky, KOJH je lHX0B TEODH]CKH
H TPaKTHYHH JIONMPHHOC, KA0 M KOjH HOBH MCTPaKHBauKH 3aalli Ce Ha OCHOBY EB:HX MOTY VIBDIHTH HIH

Ha3HpAaTH.
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Cfoesas -
VII 3AK B VYAK H IMMPRJELIOT

1) Doktorska disertacija mr. B{Ememm}cm;:u;nvhﬂhn—
istra%ivatkog rada. Sveobuvatnom anaiizom, uivrdeno je 22 ova Soicorme Smeraca
predstavlja originalan nauni doumuobhmwhﬂm"r:m
bio}ogije,ltopow!ﬁxjuiobj:vljmadnmglmhmmum
indeksiranim u svjetski citatnim bazama (Web of Science - WoS; Science Crason
Index — SCI; SCOPUS; Current Contents’ Life Sciences: Current Contents Chnics’
Medicine; Medline odnosno EBSCO, DOAJ, CAB Abstracts, Global Heaith database ).

2) Na osnovu ukupne ocjene disertacije, Komisija daje pozitivnu ocjent 0 nvﬂgaoj
doktorskoj disertaciji pod nazivem Biohemijsko-hemstolofki i molekularni
parametri u dijagnostici reumatoidnog artritiss® mr. Biljane Klimenta i predlaZe
#lanovima Nastavno-nauénog vijeca Prirodno-matematitkog fakulteta i Senatu
Univerziteta v Banjoj Luci da prihvati ovaj Izviedtaj i omoguéi kandidatu javnu
odbranu doktorske disertacije.

1) Hasectd HRJIHEYA|HH]E THECHHIOE [ITO TE3H Asje Haydsy BPH]EIHOCT, 8RO HCTE nocToje AaTH
TI03KTHBHY BPH]EAHOCT CAMO] TEIH;

2) Ha ocHoBy yKymHe oujere AMCEPTAITHjE KOMACH]R PeIIANe:

- 118 c& AOKTOPCKA /HCEPTAIIHj& NPHXBATH, & KRHIRAARTY ono6pu onGpana,

~nneenormpcmnnoepmmjanpaha KEHHAATY Ha A0pany (28 ce NOMYHH HIH HIMHjEHH) 1K

- 18 ce foKTOpeKa ucepTauMa 0aGHja. '
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U3IBOJEHO MHUIIJBERE: YnaH KOMHCH|e KOJH HE ®ei#® 12
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