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Univerzitet Crne Gore
Odbor za doktorske studije
n/r predsjednici - prof. dr Biljani S¢epanovi¢

PosStovana,

U skladu sa stavom 3 clana 35, i ¢lana 55 Pravila doktorskih studija, i tatkom 3.6 .
Vodica za doktorske studije, dostavljamo Odluku Vije¢a Medicinskog fakulteta o
usvajanju IzvjeStaja Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije (obrazac D1) i

inoviranu prijavu teme doktorske disertacije, doktoranda dr stom Ognjena
Kovacevica.

S posStovanjem.

MEDICIN FAKULTET
D KAN,/

Prof. dr iodrahadunovié



UNIVERZITET CRNE GORE
MEDICINSKI FAKULTET
Broj:2047 /17

Podgorica, 06.12.2021. godine

Na osnovu ¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 Pravila
doktorskih studija Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrzanoj 03-06.12.2021.
godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se lzvjestaj Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije kandidata dr stom
Ognjena Kovacevica, broj: 1844 od 01.11.2021. godine.

2. PredlaZe se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom ,Analiza
uticaja puSenja na molekulske markere paradontopatije u salivi“ kandidata dr stom
Ognjena Kovacevica.

2 Odluka Vijeca, Izvjestaj Komisije iz tacke 1 ove odluke i novi obrazac Prijave radnog naziva
doktorske teze (obrazac PD broj: 1844/1 od 01.11.2021. godine) , dostavlja se Centru za
doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Dr stom Ognjen Kovacevi¢ podnio je prijavu teme doktorske disertacije pod nazivom “Analiza
uticaja puSenja na molekulske markere paradontopatije u salivi® dana 08.07.2021. godine (Broj
prijave: 1000).

Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici odrzanoj 24.09.2021. godine imenovao je Komisiju za ocjenu prijave
doktorske disertacije, kandidata dr stom Ognjena Kovacevi¢a u sastavu: prof. dr Milica Martinovi¢, prof. dr
Milo$ Hadzi Mihailovi¢, doc. dr Mirjana Duriékovicé.

Kandidat je pred navedenom Komisijom javno obrazloZio ciljeve i o¢ekivane rezultate, odnosno izloZio
istrazivaCki program doktorske teze, dana 22.10.2021. godine. Komisija je podnijela Vijeéu Medicinskog
fakulteta IzvjeStaj o ocjeni podebnosti doktorske disertacije broj:1844 od 01.11.2021. godine.Shodno stavu 7
tacke 3.6 Vodica za doktorske studije, kandidat je postupio po primjedbama Komisije i dostavio inoviranu
verziju Prijave teme doktorske disertacije broj: 1844/1 od 01.11.2021. godine.

Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrzanoj 03-06.12.2021. godine, nakon razmatranja
izvjeStaja Komisije broj: 1844 od 01.11.2021. godine i nove Prijave broj: 1844/1 od 01.11.2021. godine,
odludilo je kao u dispozitivu ove odluke.

VIJECE MEDICINSKOG FAKULTETA /
PREDSJEDAVAJUCI,

Prof. dr Miodrag Radunovig, dek;;\
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

o R ey dr Ognjen M. Kovacevi¢ spec.parodontologije 1 oralne
Itula, ime 1 prezime i %
medicine
Fakultet Medicinski fakultet Podgorica
Studijski program Doktorske studije
Broj indeksa 41/06
Podaci o magistarskom radu | /

NASLOV PREDLOZENE TEME

| Analiza uticaja pusen]a na molekulske markere
Na sluzbenom jeziku ' parodontopatije u salivi.
| Analysis of the influence of smoking on molecular

Na engleskom jeziku : e .
| markers of periodontitis in saliva

Datum prihvatanja teme 1I
kandidata na sjednici Vijeca |
organizacione jedinice ‘
Naucna oblast doktorske

_disertacije

OG 12, 2,094

Pdl()d()ﬂt()l()t)l]d 1 m‘llna muhum

Za navedenu oblast mancm su <1|edec1 fakultetl

Medicinski fakultet Univerziteta Crne (mrt.(studllakl pr()g_,i'.'l_t-n -Stonﬂtologlm)

A. IZVJESTA] SA JAVNE ODBRANEPOLAZNIH ISTRAZIVANJA

2B DOKTORSKEDISERTAC@ ¢ B

Javna odbrana CII]CV{I i ocekivanih rezultatakao i istrazivackog programa doktorske teze
kandidata dr stom.Ognjena Kovacevica odrzana je 22.10.2021.godine u 12h, u Sali za
sastanke(dekanat) na Medicinskom fakultetu u Podgorici,pred komisijom u sastavu:

1. dr Milica Martinovic redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore.

2. dr Milos Hadzi Mihailovié.redovni profesor Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu,

3. dr Mirjana Durickovi¢.docent Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore

U tridesetominutnom izlaganju kandidat je obrazlozio predlozenu temu doktorske
disertacije,izlozio dosada$nja istraZzivanja u navedenoj oblasti u svijetu.definisao ciljeve i
hipoteze koje ¢e biti provjerene tokom izrade doktorskog istrazivanja.Nakon toga.kandidat je
Komisiji predstavio dizajn istrazivanja,upoznao ih sa ispitanicima i metodologijom
rada,statistiCkom analizom koja ¢e biti kori§¢ena pri izradi doktorske teze.kao i ofekivanim
rezultatima 1 nau¢nim doprinosom.

Po zavrSetku izlaganja ¢lanovi Komisije su postavljali pitanja,na koja je kandidat uspjesno
odgovorio i dali komentare i sugestije za uspjeSan zavrSetak doktorske teze.Komisija je
jednoglasno donijela odluku da je kandidat dr stom Ognjen Kovacevié¢ uspjesno odbranio
podobnost teme doktorske disertacije.
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_B. OCJENA PODOBNOSTI TEME_;_I_)oKTOR'sKEf';j;)IsERTA(':IJE‘
Bl. ObrazloZenje teme

Duvanski dim sadrzi oko 4000 razligitih toksi¢nih supstanci od ¢ega su 40 kancerogene.U
kancerogene  supstance spadaju benzpiralen,benzperilen.radioaktivni polonijum i
druge.(8)Pusenje izaziva naviku sto prouzrokuje i druge zdravstvene probleme.

Pusenje predstavlja jedan od glavnih faktora za nastanak parodontopatije.Parodontopatija je
tri puta ¢e$éa kod pusaca nego kod nepusaca bez obzira na nivo oralne higijene i ima tezu
klinicku sliku nego kod nepusaca.(4,18) Utvrdjeno je da efekat pusenja na parodoncijum
kumulativan tako da negativne posledice na parodoncijum zavise od duZine pusenja i broja
cigareta.

Histoloski je utvrdjeno da pusaci imaju manji broj krvnih sudova u gingivi u odnosu na
nepusace.a takodje i manji stepen inflamacije gingive $to moze predstavljati problem kod
mladjih ljudi jer se pogetni znaci parodontopatije mogu previdjeti.(23)Takodje kod pusaca je
prisutna i poremeéena funkcija fibroblasta,$to za posledicu dovodi do smanjene siteze
kolagena.(9)Pored toga kod pusaca je poveéana aktivnost osteoklasta koji su odgovorni za
resorpeiju i remodelaciju kosti. (5)

PuSenje duvana poveéava broj patogenih mikroorganizama u parodoncijumu i takodje
smanjuje  produkciju antitijela,smanjuje hemotaksu i fagocitozu neutrofila. (14,17)
IstraZivanja pokazuju da se nikotin absorbuje u oralna tkiva i nadjen je na povrsini korijena
zuba.Najznacajnija i najveéa koliGina nikotina detektovana je u serumu,salivi i gingivalnoj
te€nosti.(6)

Sastav pljuvagke je relativno slabo proucavan kod pusaca.Pljuvacka kao zadtitna te¢nost prva
dolazi u kontakt sa duvanskim dimom.Jedan od najznacajnijih sastojaka pljuvacke su
pljuvaéni proteini.Proteini sluze kao potencijalni biomarkeri za pracenje patologkih stanja
tako da se pljuatka moze koristiti za sagledavanje oralnog zdravlja pojedinaca.(28)
Mnogobrojni  proteini pliuvacke imaju vaznu antimikrobnu,lubrikantnu i probavnu
funkciju.Salivarni proteini su uklju¢eni u modulaciju kolonizacije mikroorganizama na
zubima i oralnoj sluzokozi.Takodje vrie modulaciju koncetracije kalcijum fosfata sto je bitno
za odrzavanje integriteta zubnih tkiva i stavaranja kamenca u pljuvagnim zlijezdama i u usnoj
duplji.Salivarni proteini ucestvuju u formiranju stecene pelikule koja ima uticaj na
kolonizaciju mikroorganizama na povr$ini  zuba.Ukupni proteini pliuvacke pokazuju
raznoliku aktivnost koja pomaze u ofuvanju integriteta oralnih tkiva i zastitu od oralnih i
spoljnih mikroorganizama koji izazivaju infekciju.

Potencijalni biomarkeri parodontopatije su i matriksne metaloproteinaze.U ovoj studiji ¢e se
prije svega sagledavati Zelatinaze (MMP 2 i MMP 9) u salivi kod puSaca i nepusaca sa
parodontopatijom.

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su porodica ekstracelularnih cink i kalcijum zavisnih
endopeptidaza zajedno sposobnih da razgrade sve komponente ekstracelularnog matriksa i
zbog toga imaju znacajnu ulogu u mnogim biologkim i patologkim procesima.

Familija MMP kod ljudi broji 23 &lana klasifikovanih u Sest grupa i to kolagenaze (MMP-1,
MMP-8, MMP-13), Zelatinaze(MMP-2, MMP-9), stromelizine (MMP-3, MMP10),
matrilizine(MMP-7, MMP-26. MMP-1 1), metaloproteinaze membranskog tipa (MMP-14, -
15.16,-17. 24. -25), i ostale MMP (MMP-12, -19, -20, -21, -23. -27, -28) _
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U gingivalnom tkivu opisane su mnogobrojne matriksne nmtalo}f&cilﬁze_ka—o_ $to su MMP-
2.MMP-7,MMP-17, a najprucavanija je MMP-8 MMP-9 MMP-13 u teénosti gingivalnog
sulkusa. (7,16)

Matriksne metaloproteinaze i tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMP)treba da budu
u ravnotezi kako bi se odvijao fizioloski proces remodelacije parodoncijuma.Svaka
abnormalnost u odnosu izmedju MMP i TIMP inicirat ée nekontrolisanu  destrukciju
parodontalnog tkiva §to dovodi do parodontopatije.

Fibroblasti iz periodontalnog ligamenta i Celije gingive imaju znagajnu ulogu u produkciji
kolagenaza(MMP-1,-8,-13)dok neutrofili j makrofagi osim $to proizvode kolagenaze
proizvode i Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) koji su odgovorni za destrukciju parodontalnog
tkiva.

Nivoi matriksnih proteinaza u tecnosti gingivalnog sulkusa, kod pacijenata sa
parodontopatijom proucavani su u cilju dijagnostike i prognoze samog oboljenja.Studija od
strane Ramseier i sar.(22)smatra da koncetracija MMP8 i MMP 9 u salivi moze da predvidi
nastanak parodontopatije.Nivo MMP -9 y gingivalnoj te¢nosti smatra se korisnim
blomarkerom za praéenje parodontalnog oboljenja.U klini¢koj studiji od strane Marcaccini i
sar.(19)dokazana je poveéena aktivnost Zelatinaza i MMP3,8 i 9 u plazmi kod pacijenata sa
hroniénom parodontopatijom dok je posle tri mjeseca, nakon kauzalne terapije nivo
aktivnosti zna¢ajno opao.

MMP-9 ili Zelatinaza B primarno je nadjena u salivi i te¢nosti gingivalnog sulkusa.Ukljugena
Je u procesima kao $to je inflamacija.zaragéivanje rane i rast tumora.(25)Ova matriksna
metaloproteinaza ukljuéena je u razaranju kolagena tip 4 i nekolagenih  komponenti
ekstracelularnog matriksa.

MMP-9smatra se znagajnom proteinazom ukljuéenom u resorpciju kosti.Smatra se da MMP-
9 imaju znacajnu ulogu u resorpciji alveolarne kosti uzrokovanu osteoklastima.MMP-9 stvara
se iz polimorfonuklearnih leukocita,makrofaga i epitelnih ¢elija. (12)

Povecan nivo MMP-2 je zabeljezen u gingivalnoj te¢nosti i gingivalnom tkivu kod osoba sa
parodontopatijom.Matriksne metaloproteinaze 2 mogu razgraditi kolagen tipa 4 | nekolagene
strukture ekstracelularnog matriksa kao i nativni kolagen u gingivalnom tkivu.(29,1) Takodje
MMP-2 utidu i na éelijsku proliferaciju i njihovu apoptozu.One uti¢u i na aktivnost
fibroblastnog faktora rasta-1 zbog toga imaju potencijal da moduliraju mitogenu i angiogenu
aktivnost fibroblasnog faktora rasta.Ovo dovodi do zaklju¢ka da MMP-2 ne dovode samo do
destrukcije parodontalnog tkiva veé ima ulogu i u njegovoj reparaciji. (26,10)Glavni izvor
MMP-2 u salivi su polimorfonuklearni leukociti. MMP?2 stvaraju se iz fibroblasta,endotelnih
¢elija i osteoblasta. (12)

Uovoj studiji ispitade i uticaj pusenja na karcinoembrionalni antigen u salivi kod osoba sa
parodontopatijom.

Karcinoembrionalni antigen(CEA) je trans membranski glikoprotein koji ucestvuje u adheziji
celija.Izolovan je u debelom crijevu fetusa i adenokarcinomu debelog crijeva.Kao i kod
ostalih tumor markera njegova ckspresija raste s poveéanjem mase tumora.Osim kod
kolonorektalnog karcinoma njegova koncetracija raste i kod pacijenata sa karcinomima
drugih organa jetre,pluéa,dojki,ieluca,bubrcga.jajnika,pmslate kao i kod benignim stanjima
kao Sto su hroni¢ne pluéne bolesti,zapaljenske bolesti crijeva,ciroza,benigna hipertrofija
prostate.

Takodje je otkriveno prisustvo CEA i CEA srodnih  molekula u gingivalnom
tkivu,submandibularnim  Zlijezdama i salivi.(30,11)Nastanak parodontopatije je slozen
proces.Smatra se da su bakterije odgovorne za nastanak parodontalnog oboljenja.Bakterijec

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze i kandidata
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oslobadjaju razne proteoliticke enzime i s tim posticu imunologke ¢elije da stvaraju enzime
koji razgradjuju parodontalno tkivo.(13)Kako je CEA ukljucen u procesu éelijske adhezije
ukljuéujuéi i prepoznavanje bakterija,predpostavlja se da ima vaznu ulogu u odzavanju
strukture i funkeije oralne sluzokoze kao i da je ukljuen u patoloske procese u
parodoncijumu.Dokazano je da je koncetracija CEA u salivi u korelaciji sa tezinom klinicke
slike parodontopatije.Najniza koncetracija salivarnog CEA je nadjena kog zdravog
parodoncijuma a  najveéa  kod ucero-nekrozne parodontopatije.Nakon terapije
metronidazolom ucero-nekrozne parodontopatije zapaza se znacajno sniZenje salivarnog CEA
antigena.(24)Ovi rezultati upuéuju da salivarni CEA moZe bitj potencijalni marker
parodontopatije i biti koristan za dijagnozu i praéenje pacijenata sa parodontopatijom.

B2. Cilj i hipoteze
Ciljevi ovog istrazivanja bili bi da utvrdimo:

Cilj 1: da li pusenje ima uticaj na klinieki stadijum parodontopatije

Cilj 2: da li postoji razlika u dubini parodontalnih depova i nivoa pripojnog epitela (Npe)
izmedu pugada i nepugaca

Cilj 3: da li postoji razlika u indeksu krvarenja gingive izmedu pusaéa i nepusaca

Cilj 4: da li postoji korelacija izmedu klinigkih stadijuma parodontopatije i razliitih

paramatara u pljuvacki ( ukupni proteini i karcinoembrionalni antigen (CEA)) kod pusaca i

nepusaca

Cilj 5:da li postoji korelacija izmedu pusenja i klini¢kih stadijuma parodontopatije u odnosu

na nivo matriksnih metaloproteinaza, posebno gelatinaza (MMP-2 i MMP-9)

Hipoteze

HO1:Kod pugaca je prisutna teza klinicka slika parodontopatije nego kod nepusaca
HO2:Pusenje uti€e na proteinski sastav pljuvacke, §to utie na odbrambene mogucénosti
parodoncijuma

HO03:Pu3enje utie na enzimsku aktivnost matriksnih metaloproteinaza

HO04:Pljuvacka je dobar medijum za odredjivanje stanja  parodoncijuma,njen sastay
tj.utvrdjivanje potencijalnih molekulskih markera parodontalne inflamacije $to moze bitj
korisno za odredjivanje plana lijeGenja parodontopatije i poboljanje oralnog zdarvlja
posebno kod pugaca.

H05:Kod pusaca se oGekuje povecana koncetracija karcinoembrionalnog antigena u salivi §to
S¢ moZe povezati sa promjenama u parodoncijumu i veéim rizikom za nastanak karcinoma
kod pusada u odnosu na nepusace $to bi salivu &inilo dobrim medijumom za eventualno
pracenje terapije parodontopatije i karcinoma.

B3. Metode i plan istraZivanja

U ovom istrazivanju ukljuceno bi bilo najmanje 80 pacijenata koji su se javili na
stomatolosku polikliniku KCCG radi lijeCenja parodontopatije, uzrasta od 25 do 55
godina.Pacijenti bi bili podijeljeni na dvije grupe (40 pusaca koji konzumiraju najmanje
Jednu kutiju cigareta u poslednje dvije godine i 40 nepugaca,kao kontrolna grupa). Studija bi
bila na dobrovoljnoj osnovi.Pacijentima bi bila objaednjena svrha studija i trazen njihov
pismeni pristanak.

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze | kandidata



., UNIVERZITET CRNE GORE
UCG ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata

Kriterijumi za ukljuéivanjepacijenata u studiju bi bili:

I.odsustvo hroniénih sistemskih oboljenja i komorbiteta od znacaja za
parodonlOpaliju(kardiovaskularnih,endokrinih,gastrointcstina[nih,ora]nih i
respiratornihoboljenja), kao i dugotrajna i svakodnevna konzumacija alkohola.
2.pusaci koji konzumiraju najmanje 1 kutiju cigareta dnevno u proteklih 2 godine
Kriterijumi za iskljudivanje ispitanika bi biliupotreba

l.antipsihotika,

2.antiholinergika i antihipertenzivnih liekova.

3.hroniéna sistemska oboljenja (kardiovaskularna,endokrina,gastroinleslinalna,omlna i
respiratorna oboljenja)

4.bivsi pusaci

5.pacijenti koji su imali tretman parodontopatije u proteklih 6 mjeseci

Sakupljanje pljuvaéke bi se vrsilo ispljuvavanjem u epruvetu veligine 25 x 100ml.To bi bila
nestimulisana pljuvagka.Nakon toga uzorci bi bili poslati na duboko smrzavanje do daljeg
pregleda.

Za procjenu stanja parodoncijuma koristili bi se sledeéi parametri:

I. CPITN(Community periodontal index of treatment needs),

2.Dubina periodontalnih dzepova

3.Nivo pripojnog epitela

4.Indeks dentalnog plaka po Silness-Loe

S.Indeks krvarenja(Aniamo-Bay 1975)

Ovi  parametri ispitivali bi se korid¢enjem  parodontalne  sonde (UNC 15
HuFriedy,Chicago,IL,USA),CPITN sonda, stomatologkog ogledalca i pincete.

Planira se korigéenje sledeéih tehnikaza analizu salive:

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u salivi bicinhoninskom kisclinom (BCA)

Ova metoda je kvantitativna kolorimetrijska metoda i zasniva se na redukciji Cu** u Cu"
proteinom u alkalnoj sredini.Ljubi¢asto obojeni proizvod reakcije koji se dobija u ovom testu
apsorbuje se na 570 nm, a apsorbanca raste (skoro) linearno sa povecanjem koncentracije
proteina. U ovoj doktorskoj tezi ée se koristiti kupovni test za odredivanje koncentracije
proteina (I’ierc:e']‘M Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific), i izvodi se prema uputsvu
proizvodada. Opticka gustina se mjeri na 570 nm na aparatu VICTOR 3V (PerkinElmer,
USA).

Zimografsko odredivanje cktivnosti enzima matriksnih metaloproteinaza

Zelatinozna aktivnost u uzorcima ukupne salive odredivaée se pomoéu SDS-PAG
zimografije. Uzorci se razdvajaju  u 11% gelu koji je sadrzao 1 mg-mL Zelatina, u
neredukujuéim uslovima. Uzorci ukupne pljuvacke se razblazuju puferom za uzorke bez 2-

merkaptoetanola zatim se nanose po 25 g po bunaru. Nakon elektroforeze, gelovi se ispiraju

dva puta po 15 min kako bi se uklonio SDS, a zatim u dH,0. Po

inkubaciji preko noéi na 37
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°C u reakcionom puferu (50 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, PH 7), gelovi su bojeni rastvorom
CBB-a 30 min i odbojavani u 30% metanolu sa 10% glacijalnom siréetnom kiselinom.
Proteazna aktivnost se uodava kao providna traka razloZenog Zelatina na mestu lokalizacije
Zalatinaza u gelu. Aktivnost se odreduje semikvantitativno denzitometrijskom analizom
zimograma pomodéu aparata ChemiDoc MP Imaging Systems (Bio-Rad) i programa

ImageMaster TotalLab v2.01 (Amersham Biosciences).

Odredivanje Koncentracije karcinoembrionalnog antigena (CEA) u uzorcijma ukupne
pljuvacdke

IRMA CEA (nstitut za primenu nuklearne energije — INEP, Beograd, Srbija) je dijagnosticki
komplet namenjen kvantittativnom odredivanju CEA, standardizovan prema [ IRP SZO
73/601. To je imunoradiometrijksi test na ¢vrstoj fazi, u kome se koristi komplementaran par
monoklonskih antitela specifi¢nih za razliite epitope na molekulu CEA. U toku prve faze
izvodenja testa, antitela imobilisana na dnu epruvete vezuju CEA iz ispitivanog uzorka ili
standrada. Na tako stvoren imunokompleks vezuju se monoklonska antitela obelezena
radioaktivnim izotopom joda '2] i obrazuje se troélani imnukompleks. Nevezane
komponente se uklanjaju ispiranjem, a radioaktivnost epruveta koja poti¢e od vezanih
obeleZenoh antitela u kompleksu se meri u gama brojacu. Izmerena radioaktinost je direktno
proporcionalna koncentraciji CEA u uzorku. U ovom testu biée analizirani nerazblazeni
uzorci ukupne salive, kao i uzorci razblazeni u puferu za razblaZivanje visokih koncentracija
CEA

(17101 1/100). Aparat koji bi se koristio Je Wizard 1470 Automatic y-counter (PerkinElmer,
Inc., Wellesey, MA, USA)

Obrada podataka Dobijene vrijednosti CPITNa,dubine parodontalnih dzepova,nivoa
pripojnog epitela,indeksa dentalnog plaka,indeksa krvarenja kao i salivarnih
parametara(ukupni proteini,karcinoembrionalni antigen i matriksne metaloproteinaze) bice
opisani metodama deskriptivne statistike. U zavisnosti od njihove prirode bice

koris¢ene mjere centralne tendencije (srednja vrijednost i medijana) i mjere varijabiliteta
(standardna varijacija-SD, i raspon-rang-opseg) kao i frekvencije i procenti.

Za testiranje razlika u kvantitativnim parametrima izmedju ispitivanih podgrupa biée
Koriséen t-test, Wilcoxonov test (za dvije varijable) i analiza varijanse (za vise od dvije
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varijable). Hi kvadrat i Fisherov egzaktni test biée koridéeni za ispitivanje razlika izmedu
podgrupa u kategornim parametrima.

Povezanost izmedu pusackog statusa i parodontopatije kao zavisnih varijabli sa bio-
markerima i drugim eventualnim prognostickim varijablama bice ispitana sa generalizovanim
linearnim modelom (GLM).

Kori$¢eni nivo statisti¢ke znacajnosti biée a=0.035.

B4. Nauéni doprinos

S obzirom da je pugenje duvana Siroko rasprostranjena navika u svijetu .rezultati ovog
istrazivanja dali bi doprinos boljem razumijevanju uticaja duvanskog dima na nastanak
parodontopatije.Posto pljuvadka odrazava &itav spektar fiziologkih i patoloskih stanja u
organizmu,dao bi se znagaj salivi kao medijumu koji omoguéava brzu dijagnostiku i praéenje
zdravlja usne duplje.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Sredstva za realizaciju predlozene disertacije  bice obezbijedjena od strane kandidata i
organizaciono je izvodljivo.

Popis literature
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Mishenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u priloZzenu dokumentaciju .izlaganja kandidata i diskusije,Komisija je
zakljucila da:

- PredloZena tema doktorskog istraZivanja je originalna i inovativna, te u potpunosti
zadovoljava nivo doktorske disertacije;

- [zloZeni ciljevi postavljene hipoteze su jasno definisani;

- Metodologija i plan istrazivanja su detaljno objasnjeni;

- Postoji znacajan naucni doprinos u cilju boljeg razumijevanja uticaja duvanskog dima na
nastanak parodontopatije i davanju znacaja salivi kao medijumu koji omogucava brzu
dijagnostiku i pracenje zdravlja usne duplje.

- U radu su ispunjene sve eticke norme istraZivanja.

Uzimajuéi u obzir sve navedeno.Komisija je dala pozitivnu ocjenu o podobnosti teme
doktorske teze kandidata dr stom.Ognjena Kovacevica.

Komisija predlaze Vijecu Medicinskog fakulteta i senatu Univerziteta Crne Gore da prihvate
ovaj izjeStaj i odobre nastavak rada na doktorskoj disertaciji.
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Planirana odbrana doktorske disertacije
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_ NASLOV PREDLOZENE TEME 3
Analiza uticaja pusenja na molekulske markere
Na sluzbenom jeziku parodontopatije u salivi.

Analysis of the influence of smoking on molecular
Na engleskom jeziku
markers of periodontitis in saljva.

ObrazloZenje teme

Duvanski dim sadrzi oko 4000 razligitih toksicnih supstanci od &ega su 40 kancerogene.U
kancerogene  supstance spadaju  benzpiralen,benzperilen,radioaktivni polonijum i
druge.(8)Pusenje izaziva naviku sto prouzrokuje i druge zdravstvene probleme.

Pusenje predstavlja jedan od glavnih faktora za nastanak parodontopatije.Parodontopatija je
tri puta ¢e$¢a kod pusaca nego kod nepusaca bez obzira na nivo oralne higijene i ima tezu
klini¢ku sliku nego kod nepusaca.(4,18) Utvrdjeno je da efekat puSenja na parodoncijum
kumulativan tako da negativne posledice na parodoncijum zavise od duzine pusenja i broja
cigareta.

Histoloski je utvrdjeno da pusaci imaju manji broj krvnih sudova u gingivi u odnosu na
nepusace,a takodje i manji stepen inflamacije gingive $to moze predstavljati problem kod
mladjih ljudi jer se po&etni znaci parodontopatije mogu previdjeti.(23)Takodje kod pusaca je
prisutna i poremedéena funkcija fibroblasta,$to za posledicu dovodi do smanjene siteze
kolagena.(9)Pored toga kod pusaca je povecana aktivnost osteoklasta koji su odgovorni za
resorpciju i remodelaciju kosti. (5)

PuSenje duvana poveéava broj patogenih mikroorganizama u parodoncijumu i takodje
smanjuje  produkciju antitijela,smanjuje hemotaksu i fagocitozu neutrofila. (14,17)
IstraZivanja pokazuju da se nikotin absorbuje u oralna tkiva i nadjen je na povrsini korijena
zuba.Najznacajnija i najveéa kolicina nikotina detektovana je u serumu,salivi i gingivalnoj
tecnosti.(6)

Sastav pljuvacke je relativno slabo proucavan kod pusaca.Pljuvacka kao zadtitna tecnost prva
dolazi u kontakt sa duvanskim dimom.Jedan od najznaCajnijih sastojaka pljuvagke su
pljuvacni proteini.Proteini sluze kao potencijalni biomarkeri za pracenje patoloskih stanja
tako da se pljuacka moze koristiti za sagledavanje oralnog zdravlja pojedinaca.(28)
Mnogobrojni  proteini  pljuvacke imaju  vaznu antimikrobnu,lubrikantnu i probavnu
funkciju.Salivarni proteini su ukljuCeni u modulaciju kolonizacije mikroorganizama na
zubima i oralnoj sluzokozi.Takodje vrse modulaciju koncetracije kalcijum fosfata 3to je bitno
za odrZzavanje integriteta zubnih tkiva i stavaranja kamenca u pljuva¢nim zlijezdama i u usnoj
duplji.Salivarni proteini uCestvuju u formiranju stedene pelikule koja ima uticaj na
kolonizaciju mikroorganizama na povrdini  zuba.Ukupni proteini pljuvacke pokazuju
raznoliku aktivnost koja pomaze u oCuvanju integriteta oralnih tkiva i zastitu od oralnil j
spoljnih mikroorganizama koji izazivaju infekciju.

Potencijalni biomarkeri parodontopatije su i matriksne metaloproteinaze.U ovoj studiji ¢e se
prije svega sagledavati Zelatinaze (MMP 2 i MMP 9) u salivi kod pusaca i nepusaca sa
parodontopatijom.

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su porodica ekstracelularnih cink i kalcijum
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zavisnih endopeptidaza zajedno sposobnih da razgrade sve k*omp_oﬁé'nﬁ_s_lrﬂéaﬁ [éit'ﬁdg_ -
matriksa i zbog toga imaju znaCajnu ulogu u mnogim biologkim i patoloskim procesima.
Familija MMP kod ljudi broji 23 ¢&lana klasifikovanih u Sest grupa i to kolagenaze (MMP-1,
MMP-8, MMP-13), Zelatinaze(MMP-2, MMP-9), stromelizine (MMP-3, MMP10),
matrilizine(MMP-7, MMP-26, MMP-11), metaloproteinaze membranskog tipa (MMP-14, -
15, 16,-17, 24, -25), i ostale MMP (MMP-12, -19, -20, -21, -23. -27, -28)

U gingivalnom tkivu opisane su mnogobrojne matriksne metaloproteinaze kao $to su MMP-
2,MMP-7MMP-17, a najprucavanija je MMP-8 MMP-9 i MMP-13 u teénosti gingivalnog
sulkusa. (7,16)

Matriksne metaloproteinaze i tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMP)treba da budu
u ravnotezi kako bi se odvijao fiziologki proces remodelacije  parodoncijuma.Svaka
abnormalnost u odnosu izmedju MMP i TIMP inicirat ée nekontrolisanu  destrukeiju
parodontalnog tkiva $to dovodi do parodontopatije.

Fibroblasti iz periodontalnog ligamenta i ¢elije gingive imaju znacajnu ulogu v produkciji
kolagenaza(MMP-1,-8.-13)dok neutrofili i makrofagi osim $to proizvode kolagenaze
proizvode i Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) koji su odgovorni za destrukciju parodontalnog
tkiva.

Nivoi matriksnih proteinaza u  te¢nosti gingivalnog sulkusa, kod pacijenata sa
parodontopatijom proucavani su u cilju dijagnostike i prognoze samog oboljenja.Studija od
strane Ramseier i sar.(22)smatra da koncetracija MMP8 i MMP 9 u salivi moZe da predvidi
nastanak parodontopatije.Nivo MMP -9 yu gingivalnoj tednosti smatra se korisnim
biomarkerom za praéenje parodontalnog oboljenja.U klinickoj studiji od strane Marcaccini i
sar.(19)dokazana je poveéena aktivnost Zelatinaza i MMP3,8 i 9 u plazmi kod pacijenata sa
hroniénom parodontopatijom dok je posle tri mjeseca, nakon kauzalne terapije nivo
aktivnosti znagajno opao.

MMP-9 ili zelatinaza B primarno Je nadjena u salivi i teénosti gingivalnog sulkusa.Ukljudena
Je u procesima kao $to Je inflamacija,zaradéivanje rane i rast tumora.(25)Ova matriksna
metaloproteinaza ukljuéena je u razaranju Kkolagena tip 4 i nekolagenih  komponenti
ckstracelularnog matriksa.

MMP-9smatra se znagajnom proteinazom ukljuenom u resorpeiju kosti.Smatra se da MMP-
9 imaju znacajnu ulogu u resorpciji alveolarne kosti uzrokovanu osteoklastima.MMP-9 stvara
s¢ 1z polimorfonuklearnih leukocita,makrofaga i epitelnih celija. (12)

Povecan nivo MMP-2 je zabeljeZen u gingivalnoj te¢nosti i gingivalnom tkivu kod osoba sa
parodontopatijom.Matriksne metaloproteinaze 2 mogu razgraditi kolagen tipa 4 , nekolagene
strukture ekstracelularnog matriksa kao i nativni kolagen u gingivalnom tkivu.(29,1) Takodje
MMP-2 utiéu i na éelijsku proliferaciju i njihovu apoptozu.One uti¢u i na aktivnost
fibroblastnog faktora rasta-1 zbog toga imaju potencijal da moduliraju mitogenu i angiogenu
aktivnost fibroblasnog faktora rasta.Ovo dovodi do zakljutka da MMP-2 ne dovode samo do
destrukcije parodontalnog tkiva veé ima ulogu i u njegovoj reparaciji. (26,10)Glavni izvor
MMP-2 u salivi su polimorfonuklearni leukociti. MMP2 stvaraju se iz fibroblasta,endotelnih
¢elija i osteoblasta. (12)

Uovoj studiji ispitace i uticaj pusenja na karcinoembrionalni antigen u salivi kod osoba sa
parodontopatijom.

Karcinoembrionalni antigen(CEA) je trans membranski glikoprotein koji uéestvuje u adheziji
Celija.lzolovan je u debelom crijevu fetusa i adenokarcinomu debelog crijeva.Kao i kod
ostalih tumor markera njegova ckspresija raste s poveéanjem mase tumora.Osim kod
kolonorektalnog karcinoma njegov
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drugih organa jelre,pluéa.dojki,éeIuca,bubrcga.jajnika.prostate kao i kod Bcﬁf@iﬁl_ls—lﬁj}h—m—
kao $to su hroni¢ne pluéne bolesti,zapaljenske bolesti crijeva,ciroza,benigna hipertrofija
prostate.

Takodje je otkriveno prisustvo CEA i CEA  srodnih molekula u gingivalnom
tkivu,submandibularnim Zlijezdama 1 salivi.(30,11)Nastanak parodontopatije je sloZen
proces.Smatra se da su bakterije odgovorne za nastanak parodontalnog oboljenja.Bakterije
oslobadjaju razne proteoliticke enzime i s tim postiCu imunoloske ¢elije da stvaraju enzime
koji razgradjuju parodontalno tkivo.(13)Kako je CEA uklju€en u procesu celijske adhezije
ukljuCujuéi i prepoznavanje bakterija,predpostavlja se da ima vaznu ulogu u odZavanju
strukture i funkcije oralne sluzokoze kao i da je ukljuen u patoloske procese u
parodoncijumu.Dokazano je da Je koncetracija CEA u salivi u korelaciji sa tezinom klinicke
slike parodontopatije.Najniza koncetracija salivarnog CEA je nadjena kog zdravog
parodoncijuma a najvea  kod ucero-nekrozne parodontopatije.Nakon terapije
metronidazolom ucero-nekrozne parodontopatije zapaza se znacajno sniZenje salivarnog CEA
antigena.(24)Ovi rezultati upuéuju da salivarni CEA moZe biti potencijalni marker
parodontopatije i biti koristan za dijagnozu i pracenje pacijenata sa parodontopatijom.

PregledistraZivanja

Tacan mehanizam duvanskog dima na parodoncijum jo3 nije u potpunosti razjasnjen.Smatra
s¢ da je puSenje predstavlja veliki faktor rizika za nastanak i razvoj parodontalnog oboljenja.
Nekoliko autora je prougavalo proteinski sastav salive kod pusaca.Kolte i sar.(15)nasli su da
Je Koncetracija proteina u salivi smanjena kod pugaca u odnosu na nepusace,smatrajuéi da je
o rezultat dejstva nikotina na simpati¢ki nervni sistem 3to rezultira smanjenom produkcijom
salive i njenih komponenti.Drugi autori Pavitra i sar.(20),Ramalingam i sar.(21) smatraju da
Je niza koncetracija proteina u salivi kod pusaca posledica hemijskog sastava duvanskog dima
koji djeluje na kavalitativni i kvantitativni sastav pljuvacke.

Bachtiar E.W i sar.(3) u svome radu zakljucuju da je koncetracija ukupnih proteina u saljvi
niza kod pusada neko kod nepusaca i da postoji razlika u proteinskom profilu kod pugaéa u
odnosu na nepusace.

Nivoi matriksnih metaloproteinaz,posebno MMP-2 i MMP-9 u salivi kod pusaca i ne pusaca
sa parodontopatiom nedovoljno su istrazeni.U jedom radu Anina Raitio i sar.(2)napominje se
da je nivo ukupnih MMP-9 u salivi znacajno nizi kod pusaéa u odnosu na nepusace.Medjutim
ne navodi se parodontalni status.Nivo MMP-2 u salivi kod pusata i ne pusaca sa
parodontopatijom jo3 nije istazen.

Uticaj puSenja na salivarni karcinoembrionalni antigen kao potencijalni biomarker
parodontopatije jo3 nije proucavan.Rad od strane Snezana Golubovié,Zanka Boji¢ i
sar.(24)koji je ispitivao koncetraciju karcinoembrionalnog antigena u salivi i serumu zdravih
osoba i1 osoba sa parodontopatiom,ukazuje da je statisticki znaajno povecana koncetracija
saliarnog karcinoembrionalnog antigena(CEA) kod osoba sa parodontopatiom u odnosu na
zdrave osobe,3to ukazuje da je CEA potencijalni marker parodontopatije.
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Cilj i hipoteze

Ciljevi ovog istrazivanja bili bi da utvrdimo:

-da li puSenje ima uticaj na klinicki stadijum parodontopatije

- da i postoji razlika u dubini parodontalnih depova i nivoa pripojnog epitela (Npe) izmedu
pusaca i nepugaca

- da li postoji razlika u indeksu krvarenja gingive izmedu pusaca i nepusaca

- da li postoji korelacija izmedu klini¢kih stadijuma parodontopatije i razligitih paramatara u

pljuvacki (ukupni proteini i karcinoembrionalni antigen (CEA)) kod pugaéa i nepusaca

- da Ii postoji korelacija izmedu pusenja i klinickih stadijuma parodontopatije u odnosu na

nivo matriksnih metaloproteinaza, posebno gelatinaza (MMP-2 i MMP-9)

Hipoteze

I.Kod pusaca je prisutna teza klini¢ka slika parodontopatije nego kod nepusaga

2.Pusenje uti¢e na proteinski sastav pljuvacke, $to utie na odbrambene mogucnosti
parodoncijuma

3.Pusenje uti¢e na enzimsku aktivnost matriksnih metaloproteinaza

4.Pljuvacka je dobar medijum za odredjivanje stanja  parodoncijuma,njen sastay
y.utvrdjivanje potencijalnih molekulskih markera parodontalne inflamacije §to moze biti
korisno za odredjivanje plana lijeCenja parodontopatije i poboljanje oralnog zdarvlja
posebno kod pugaca.

5.Kod pusaca se ogekuje poveéana koncetracija karcinoembrionalnog antigena u salivi §to se
moZe povezati sa promjenama u parodoncijumu i ve¢im rizikom za nastanak karcinoma kod
pusaca u odnosu na nepugade 3to bi salivu &inilo dobrim medijumom za eventualno praéenje
terapije parodontopatije i karcinoma.

Materijali, metode i plan istrazivanja

U ovom istraZivanju ukljueno bi bilo najmanje 80 pacijenata koji su se Javili na
stomatolosku polikliniku KCCG radi lijeCenja parodontopatije, uzrasta od 25 do 55
godina.Pacijenti bi bili podijeljeni na dvije grupe (40 pusada koji konzumiraju najmanje
Jednu kutiju cigareta u poslednje dvije godine i 40 nepusaca,kao kontrolna grupa). Studija bi
bila na dobrovoljnoj osnovi.Pacijentima bi bila objaeSnjena svrha studija i trazen njihov
pismeni pristanak.

Kriterijumi za ukljudivanjepacijenata u studiju bi bili:

l.odsustvo hroni¢nih sistemskih oboljenja i komorbiteta od znacaja za
parodontopaliju(kardiovaskuIamih,endokrinih.gastroimcslinalnih,oralnih i
respiratornihoboljenja), kao i dugotrajna i svakodnevna konzumacija alkohola.
2.pusaci koji konzumiraju najmanje 1 Kutiju cigareta dnevno u proteklih 2 godine
Kriterijumi za iskljudivanje ispitanika bi biliupotreba

l.antipsihotika,

2.antiholinergika i antihipertenzivnih ljekova.

3.hroni¢na  sistemska oboljenja (kardiovaskularna.endokrina,gastrointestinalna.oralna
respiratorna oboljenja)

4.biv3i pusaci

3-pacijenti koji su imali tretman parodontopatije u proteklih 6 mjeseci
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Sakupljanje pljuvaéke bi se vrsilo ispljuvavanjem u epruvetu veliine 25 x 100ml.To bi bila
nestimulisana pljuvagka.Nakon toga uzorci bi bili poslati na duboko smrzavanje do daljeg
pregleda.

Za procjenu stanja parodoncijuma koristili bi se slede¢i parametri:

I. CPITN(Community periodontal index of treatment needs),

2.Dubina periodontalnih dzepova

3.Nivo pripojnog epitela

4.Indeks dentalnog plaka po Silness-Loe

5.Indeks krvarenja(Aniamo-Bay 1975)

Ovi  parametri ispitivali bi se koriS¢enjem  parodontalne  sonde (UNC 15
HuI'-‘ricdy,Chicago,IL,USA),CPIT N sonda, stomatologkog ogledalca i pincete.

Planira se kori$¢enje slede¢ih tehnikaza analizu salive:

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u salivi bicinhoninskom kiselinom (BCA)

Ova metoda je kvantitativna kolorimetrijska metoda i zasniva se na redukeiji Cu®* u Cu'*
proteinom u alkalnoj sredini.Ljubicasto obojeni proizvod reakcije koji se dobija u ovom testu
apsorbuje se na 570 nm, a apsorbanca raste (skoro) linearno sa poveéanjem koncentracije
proteina. U ovqu doktorskoj tezi ¢e se koristiti kupovni test za odredivanje koncentracije
proteina (Pierce'™ Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific), i izvodi se prema uputsvu
proizvodada. Opticka gustina se mjeri na 570 nm na aparatu VICTOR 3V (PerkinElmer,
USA).

Zimografsko odredivanje cktivnosti enzima matriksnih metaloproteinaza

Zelatinozna aktivnost u uzorcima ukupne salive odredivaée se pomocu SDS-PAG
zimografije. Uzorci se razdvajaju  u 11% gelu koji je sadrzao 1 mg-mL Zelatina. u
neredukuju¢im uslovima. Uzorci ukupne pljuvagke se razblazuju puferom za uzorke bez 2-
merkaptoetanola zatim se nanose po 25 Hg po bunaru. Nakon elektroforeze, gelovi se ispiraju
dva puta po 15 min kako bi se uklonio SDS. a zatim u dH;0. Po inkubaciji preko noéi na 37
°C u reakcionom puferu (50 mM Tris-IHCI, 5 mM CaCly, pH 7), gelovi su bojeni rastvorom
CBB-a 30 min i odbojavani u 30% metanolu sa 10% glacijalnom siréetnom kiselinom.
Proteazna aktivnost se uoava kao providna traka razloZenog Zelatina na mestu lokalizacije
Zalatinaza u gelu. Aktivnost se odreduje semikvantitativno denzitometrijskom analizom
zimograma pomocu aparata ChemiDoc MP Imaging Systems (Bio-Rad) i programa

ImageMaster TotalLab v2.01 (Amersham Biosciences).
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Odredivanje koncentracije karcinoembrionalnog antigena (CEA) u uzorcijma ukupne
pljuvacke

IRMA CEA (nstitut za primenu nuklearne cnergije — INEP, Beograd, Srbija) je dijagnosticki
komplet namenjen kvantittativnom odredivanju CEA, standardizovan prema | IRP SZO
73/601. To je imunoradiometrijksi test na ¢vrstoj fazi, u kome se koristi komplementaran par
monoklonskih antitela specifi¢nih za razligite epitope na molekulu CEA. U toku prve faze
izvodenja testa, antitela imobilisana na dnu epruvete vezuju CEA iz ispitivanog uzorka ili
standrada. Na tako stvoren imunokompleks vezuju se monoklonska antitela obelezena
radioaktivnim izotopom joda '*[ i obrazuje se tro¢lani imnukompleks. Nevezane
komponente se uklanjaju ispiranjem, a radioaktivnost epruveta koja potice od vezanih
obeleZenoh antitela u kompleksu se meri u gama brojadu. Izmerena radioaktinost Je direktno

proporcionalna koncentraciji CEA u uzorku. U ovom testu bice analizirani nerazblazeni
uzorei ukupne salive, kao i uzorci razblazeni u puferu za razblaZivanje visokih koncentracija
CEA

(17101 1/100). Aparat koji bi se koristio je Wizard 1470 Automatic y-counter (PerkinElmer,
Inc., Wellesey, MA, USA)

Obrada podataka  Dobijenc vrijednosti CPITNa,dubine parodontalnih dzepova,nivoa
pripojnog epitela,indeksa dentalnog plaka,indeksa Krvarenja kao i salivarnih
parametara(ukupni proteini,karcinoembrionalni antigen i matriksne metaloproteinaze) bice
opisani metodama deskriptivne statistike. U zavisnosti od njihove prirode bice

koriséene mjere centralne tendencije (srednja vrijednost i medijana) i mjere varijabiliteta
(standardna varijacija-SD, i raspon-rang-opseg) kao i frekvencije i procenti.

Za testiranje razlika u kvantitativnim parametrima izmedju ispitivanih podgrupa bicée
koris¢en t-test, Wilcoxonov test (za dvije varijable) i analiza varijanse (za vise od dvije
varijable). Hi kvadrat i Fisherov egzakini test bice koriséeni za ispitivanje razlika izmedu
podgrupa u kategornim parametrima.

Povezanost izmedu pusackog statusa i parodontopatije kao zavisnih varijabli sa bio-
markerima i drugim eventualnim prognostickim varijablama bice ispitana sa generalizovanim
lincarnim modelom (GLM).

Koriséeni nivo statisti¢ke znacajnosti bice ¢=0.05.
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naucni doprinos

Ocekivani

S obzirom da je pusenje duvana Siroko rasprostranjena navika u svijetu rezultati ovog
istrazivanja dali bi doprinos boljem razumijevanju uticaja duvanskog dima na nastanak
parodontopatije.Posto pljuvacka odrazava Citav spektar fiziologkih i patoloskih stanja u
organizmu,dao bi se znacaj salivi kao medijumu koji omoguéava brzu dijagnostiku i pracenje
_zdravlja usne duplje.
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