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Prof. dr Aleksa Markovi¢, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Miroslav Andri¢, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu
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za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod nazivom ISPITIVANJE UTICAJA
PIJEZOELEKTRICNOG EFEKTA NA CELIJSKE I MOLEKULARNE
MEHANIZME ZARASTANJA ORALNOHIRURSKE RANE KOD PACIJENATA SA

DIJABETES MELITUSOM TIP 11 2.

Kandidat: dr Milan Vuceti¢
Mentor: Prof. dr Bozidar Brkovi¢.
Imenovana Komisija je proucila doktorsku disertaciju 1 podnosi Nastavno - nau¢nom vecu

Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dr Milana Vucetica pod nazivom ISPITIVANJE UTICAJA

PIJEZOELEKTRICNOG EFEKTA NA CELIJSKE I MOLEKULARNE



MEHANIZME ZARASTANJA ORALNOHIRURSKE RANE KOD PACIJENATA SA
DIJABETES MELITUSOM TIP 1 i 2 je napisana na 170 strana na kojima je prikazano 16
tabela, 9 grafikona, 16 fotografija 1 339 referenci iz savremene, znacajne naucne literature.
Disertacija sadrzi: rezime na srpskom i engleskom jeziku, uvod, hipotezu, ciljeve istrazivanja,
materijal i metode, rezultate, diskusiju, zakljucke, literaturu i biografiju.

U Uvodu je obrazlozena primena pijezoelektricnog efekta u minimalno invazivhom secenju
kostanog tkiva bez traumatskog efekta na okolne mekotkivne strukture, kao i njegove klinicke
1 bioloSke karakteristike. Nadalje, ukazano je na ¢elijske 1 molekularne mehanizme zarastanja
intraoralnog koStanog i mekog tkiva sa posebnim osvrtom na ekspresiju razlicitih faktora
rasta, uticaj oksidativhog stresa 1 aktivnosti enzima antioksidativne zastite, kao i na
mehanizme epigenetske kontole procesa zarastanja. Imajuci u vidu da je dijabetes melitus (tip
1 1 2) udruzen sa poremecajima u metabolizmu koStanog i mekog tkiva, koji se mogu
manifestovati kako izmenjenom koStanom mikroarhitekturom, sklonoS¢u ka frakturama i1
otezanim zarastanjem, tako 1 poremecajima u zarastanju mekotkivnih struktura, podrobno su
analizirani patofizioloski mehanizmi koji dovode do promena u sintezi faktora rasta, kao i
mehanizmi njihove kontrole, kao $to je oksidativni stres i epigeneska regulacija, koji mogu
biti izmenjeni u uslovima DM.

Ciljevi prvog dela istrazivanja su bili da se ispitaju 1 uporede uticaj pijezohirurgije u odnosu
na standardni pristup hirurSkoj ektrakciji simetri¢no impaktiranih umnjaka u donjoj vilici na
klinicke parametre postoperativnog toka kod zdravih 1 pacijenata sa dijabetes melitus tip 1
(DM tip 1). Takode, na ovom hirurSkom modelu cilj je bio 1 da se ispita uticaj pijezohirurgije
na ekspresiju miR-21 molekula, nivoe VEGF-a, IL-1f proteina i1 aktivnosti SOD enzima u
uzorcima koStanog tkiva 1 uporedi sa ekspresijom ovih faktora u kosStanom tkivu nakon
primene standardne hirurSke tehnike kod zdravih pacijenata. Ciljevi drugog dela istrazivanja

su bili da se ispita 1 uporedi uticaj pijezohirurgije i1 standardne hirurgije na klinicke parametre



zarastanja oralnohirurSkih rana, kao i1 na nivoe ekspresije miR-21 molekula, VEGF, MMP-9,
PTEN proteina 1 aktivnosti SOD enzima u uzorcima koStanog tkiva nakon komplikovanog
vadenja viSekorenih zuba u gornjoj vilici kod zdravih i pacijenata sa dijabetes melitus tip 2

(DM tip 2).

U poglavlju Materijal i metode pregledno su date karakteristike klinickog dela istrazivanja
kod zdravih i1 pacijenata obolelih od DM tip 1 1 2, po principima Dobre klinicke prakse.
Detaljno je izneto objasnjenje etiCkog standarda primenjenog u toku istrzivanja, dizajna
klinicke studije, kriterijuma primenjenih u toku randomizacije i ukljucivanja ispitanika u
studiju. Takode, dat je jasan opis hirurSkih procedura, hirurS§kih modela, ispitivanih hirurskih
tehnika, laboratorijskih analiza vrSenih na uzorcima koStanog tkiva (imunoesejska 1
spektrofotometrijska metoda; lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu), nacina
evaluacije klinickih intraoperativnih 1 postoperativnih, kao 1 laboratorijskih parametara
istrazivanja. U statistickoj obradi podataka navedeni su svi racionalno upotrebljeni statisticki
testovi.

Rezultati su grupisani prema hirurSkim modelima primenjenim u ispitivanju hirurSkih
tehnika, 1 to kao komparativno kontrolisano istrazivanje primenjeno na modelu hirurske
ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka kod zdravih i DM 1 pacijenata, 1 kao komparativno
kontrolisano ispitivanje uticaja primenjenih tehnika na modelu komplikovane esktrakcije
visekorenih zuba u gornjoj vilici kod zdravih i DM tip 2 pacijenata. Prikazani rezultati prate
postavljene ciljeve. Rezultati ispitivanih parametara u sklopu hirurSkih ekstrakcija
impaktiranih umnjaka su grupisani kao klinicki parametri postoperativnog toka (bol, otok i
trizmus) kod zdravih 1 DM tip 1 pacijenata, i kao laboratorijski parametri (ekspresija miR-21
molekula, nivoi VEGF, IL-1p proteina, aktivnost SOD enzima), mereni u uzorcima kostanog
tkiva zdravih pacijenata. Takode su prikazani rezultati pracenja koeficijenta korelacije izmedu

klinickih 1 laboratorijskih parametara. Rezultati drugog dela istrazivanja, koje se odnosi na



pracenje zarastanja rana nakon komplikovanih vadenja viSekorenih zuba kod zdravih i DM tip
2 pacijenta, su predstavljeni kao rezultati postoperativnog toka i zarastanja ekstrakcionih rana,
kao 1 rezultati laboratorijskih parametara u koStanom tkivu (ekspresija miR-21 molekula,

nivoi VEGF, MMP-9, PTEN proteina 1 aktivnosti SOD enzima).

U Diskusiji je nau¢nom analizom dobijenih rezultata utvrdeno da primena pijezohirurgije
dovodi do znatno povoljnijeg postoperativnog oporavka pacijenta nakon hirurske ekstrakcije
donjih impaktiranih umnjaka. Analiza komparativnih rezultata laboratorijskih parametara na
modelu hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka ukazala je na povoljniji efekat
pijezohirurgije na promene u ekspresiji signalnih molekula kako na ¢elijskom, tako i na
molekularnom nivou ispitivanja. Takode, analiza rezultata je ukazala da dijabetes melitus tip
2 nije znacajno menjao kvalitet klinickog zarastanja postekstrakcione alveole (tkivni nivo),
primenom pijezo i standardne hirurgije, dok je znacajno uticao na promenu u nivou signalnih
molekula na ¢elijskom 1 molekularnom nivou, kada se komplikovana ekstrakcija viSekorenih
zuba u gornjoj vilici vrSila primenom pijezohirurgije. Istovremeno, dobijeni rezultati su

povezani sa nalazima dosadasnjih savremenih istraZivanja u ovoj oblasti.

Na osnovu iznetih 1 diskutovanih rezultata predstavljeni su zakljucci koji daju jasne odgovore
na postavljene ciljeve.

U literaturi su navedene relevantne, savremene i znac¢ajne naucne reference, koje su citirane
u radu.

B. Kratak opis postignutih rezultata

Dobijeni rezultati su ukazali na znatno povoljniji postoperativni oporavak zdravih pacijenata
nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju na modelu hirurske
ekstrakcije donjih impaktiranth umnjaka. Tacnije, ve¢i intenzitet bola prvog dana, kao 1

izrazeniji trizmus tre¢eg dana bili su prisutni nakon standardne hirurSke ekstakcije. Na



molekularnom nivou, pijezohirurgija je bila pra¢ena sa povecanom ekspresijom inflamatorno-
modulatorne miR-21 i smanjenim nivoom VEGF-a u alveolarnoj kosti. Rezultati korelacijskih
testova su ukazali na znaCajnu povezanost samo molekula miR-21 u koStanom tkivu sa
vremenom javljanja bola nakon hirurSke intervencije. Sa druge strane, uzimajuci u obzir
model komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici, dobijeni rezultati na
tkivnom nivou su pokazali da su komplikovane ekstrakcije nakon primene pijezohirurgije kod
pacijenata sa DM 2 pracene znaCajno manjim intenzitetom bola i njegovim kasnijim
javljanjem, zatim znacajno boljim klinickim izgledom i zarastanjem gingive esktrakcione
alveole u prvih sedam dana zarastanja. Takode, analiza parametara zarastanja ekstracione
alveole je ukazala da je indeks zarastanja na danu intervencije bio znacajno manjih vrednosti
nakon primene pijezohirurgije kod DM 2 pacijenata, $ta ide u prilog intenzivnijem zarastanju,
a praten je znafajnim smanjenjem u vrednostima indeksa sedmog u odnosu na treci
postoperativni dan 1 to samo nakon primene pijezohirurgije. Konacno, analize stope
epitelizacije ekstrakcionih alveola su pokazale da je smanjenje dijametra otvora alveole od
treceg do sedmog dana, bilo znacajnije nakon primene standardne hirurgije u grupi DM 2
ispitanika. Na molekularnom nivou registrovana je znacajna razlika u ekspresiji miR-21
molekula, kao 1 nivoima VEGF-a i MMP-9 proteina u koStanom tkivu uzetom
pijezohirurgijom u odnosu na standardnu hirurgiju, ali samo kod zdravih pacijenata, dok ove
razlike izmedu ispitivanih hirurSkih tehnika nije bilo kod DM 2 pacijenata. Znacajna razlika
izmedu zdravih 1 DM 2 pacijenata je registrovana u nivoima VEGF 1 PTEN proteina,
nezavisno od primenjenih hirurSkih tehnika, kao 1 u koncentraciji MMP-9 proteina, ali samo
nakon pijezohirurgije. Kona¢no, u uzorcima alveolarnog kosStanog tkiva DM 2 pacijenata je
registrovan znacajno veci nivo ekspresije molekula miR-21 u odnosu na zdrave pacijente

nakon primene 1 pijezo 1 standardne hirurske tehnike.



C. Uporedna analiza doktorske disertacije

Rezultati ove doktorske disertacije, proistekli iz klinickog 1 laboratorijskog istrazivanja,
pokazali su uspesno zaratanje oralnohirurskih rana nakon hirur§kog i komplikovanog vadenja
zuba, kada se kao metod koristi pijezohirurski pristup kod zdravih, a posebno kod pacijenata
sa DM tip 1 1 2. Naime, klju¢ni mehanizmi koji su odgovorni za otezano 1 usporeno zarastanje
kostanog tkiva u uslovima DM tip 1 1 2, kao $to su promene u ekspresiji signalnih molekula
na ¢elijskom 1 molekularnom nivou, pokazali su zna¢ajno manja odstupanja posle primene
pijezohirurgije u odnosu na standardu hirurSku proceduru.

Posmatrano sa aspekta klinic¢kih istrazivanja, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju, po
prvi put, celijske 1 molekularne mehanizme zarastanja na osnovu kojih je moguce dati
relevantna  objasnjenja  stabilnog postoperativnog oporavka pacijenata (redukcija
postoperativnog bola, broja analgetika i smanjenja trizumusa), kod kojih se oralnohirurske
intrvencije izvode primenom pijezohirurgije, kao §to je to slucaj u dosada objavljenim
rezultatima u literaturi (Thomas, Puelo 2011, Barone 1 sar. 2010, Gangwani i sar. 2018).
Uzimajuéi u obzir ispitivani klinicki model kod DM pacijenata pokazano je, takode,
smanjenje intenziteta postoperativnog bola i njegovo kasnije javljanje, kao 1 znacajno bolji
izgled zarastanja hirurSke rane posle primene pijezohirurgije, Sto nije bio slucaju nakon
primene standardnih hirurski protokola (Arnovich i sar. 2010, Huang 1 sar. 2013, Fernandez 1
sar. 2015).

Komparativna analiza zarastanja koStanog tkiva posle primene pijezohirurgije u odnosu na
standardnu hirurgiju je pokazala povecanu ekspresiju miR-21 nakon primene pijezohirurgije,
Sto svakako ukazuje na njen doprinos u smanjenju inflamatornog odgovora tkiva na hirurSku
traumu, posto je poznato da miR-21 ispoljava antiinflamatorna svojstva supresijom signalnih
puteva (Ma 1 sar. 2011). Sa ciljem da se utvrdi takva pretpostavka, ispitivana je 1 povezanost

ekspresije miR-21 u koStanom tkivu sa parametrima postoperativnog bola i trizmusa, koja je



pokazala pozitivnu korelaciju. S tim u vezi, miR-21 se pokazao kao validan biomarker
pocetka postoperativnih tegoba nakon hirurSkog vadenja zuba, Sto bi moglo da pretstavlja
novinu u savremenoj literaturi.

Savremena preporuka za prac¢enje rane inflamatorne reakcije u zarastanju kostanog tkiva jeste
komparativna analiza nivoa VEGF-a (Marsland i sar. 2017), ¢ije se koncentracije znacajno
smanjuju posle primene pijezohirurgije, $to je pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji. S druge
strane, kod pacijenata sa DM, na istom hirurSkom modelu, nivo VEGF je bio zna€ajno nizi, a
ekspresija miR-21 znacajno veca u odnosu na zdrave pacijente. Kako do sada nema
objavljenih studija koje analiziraju promene nivoa signalnih molekula u DM na modelu
zarastanja oralnohirurSke rane, dobijeni rezultati su dellimi¢no u saglasnosti sa rezultatima
objavljenim na drugim bioloskim modelima. Naime, smanjena ekspresija VEGF-a rezultat je
hroni¢ne ishemije usled dijabeti¢ne angiomiopatije u mekom i koStanom tkivu na in vivo
modelima (Santana i sar. 2003, Galiano 1 sar. 2004, Amin i sar. 2010), dok je povecana
ekspresija miR-21 usko povezana sa stepenom hipereglikemije 1 povecanjem nivoa
oksidativnog stresa (La Sala i sar. 2018).

Do sada je poznato da MMP-9 1 PTEN molekule igraju vaznu ulogu u fazama inflamacije 1
remodelacije fizioloskog procesa zarastanja, dok u DM njihova narusena funkcija moze biti
relevantan osnov u patogenezi otezanog zarastanja rane (Lieu 1 sar. 2011). Znacajno
smanjenje koncentracije MMP-9 1 povecanje koncentracije PTEN-a u dijabeti¢noj kosti,
ukazuju da je povecan nivo znacajnosti u ekspresiji miR-21 u negativnoj korelaciji sa
koncentracijom MMP-9, dok je znacajno ve¢i nivo PTEN-a u pozitivnoj korelaciji sa
stepenom dijabeti¢lnog oksidativnog stresa, na Sta su ukazala 1 ispitivanja Wanga i sar. (2011)
na dijabeti¢no izmenjenim koronarnim krvnim sudovima pacijenata.

Na osnovu komparativne analize dobijenih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, kao 1 do

sada objavljenih rezultata klinickih i eksperimentalnih studija, primena pijezohirurgije se



pokazala kao racionalan, minimalno invazivan metod kod pacijenata sa smanjenim
kapacitetom koStanog i1 mekotkivnog zarastanja, kao $to su pacijenti sa DM, posebno sa
aspekta promena transdukcijonim signalnih mehanizama, koji su po pravilu ve¢ izmenjeni u

dijabeti¢nim uslovima.

D. Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Vucetic M, Roganovic J, Freilich M, Shafer D, Milic M, DJukic L, Petrovic N, Markovic
E, Markovic A, Brkovic B. Bone microRNA-21 as surgical stress parameter is associated with
third molar postoperative discomfort. Clin Oral Investig. 2020 Jun 4. doi: 10.1007/s00784-

020-03366-6.

E. Zakljucak (obrazloZenje nauc¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ISPITIVANJE UTICAJA PIJEZOELEKTRICNOG EFEKTA NA
CELIJSKE I MOLEKULARNE MEHANIZME ZARASTANJA ORALNOHIRURSKE
RANE KOD PACIJENATA SA DIJABETES MELITUSOM TIP 1 i 2, dr Milana
Vuceti¢a, predstavlja znaCajan 1 originalan naucni doprinos u razumevanju uticaja
pijezoelektricnog efekta na promene nivoa signalnih molekula 1 analizi transdukcionih
signalnih mehanizama procesa zarastanja oralnohirurske rane, kako kod zdravih, tako 1 kod
pacijenata sa DM. U radu su primenjene savremene klinicke i eksperimentalne metode za
ispitivanje uticaja pijezoelektricnog efekta. Ova doktorska disertacija je uradena prema svim
principima naucnog istrazivanja, sa precizno definisanim ciljevima, originalnim nauc¢nim
pristupom, savremenom metodologijom rada, adekvatno prikazanim 1 diskutovanim
rezultatima 1 jasno uobli¢enim zaklju¢cima.

Na osnovu svega napred navedenog, i1 imaju¢i u vidu objavljeni rad iz oblasti doktorske

disertacije, Komisija predlaze Nastavno - nau¢nom vecu StomatoloSkog fakulteta Univerziteta



u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju pod naslovom ISPITIVANJE UTICAJA
PIJEZOELEKTRICNOG EFEKTA NA CELIJSKE I MOLEKULARNE
MEHANIZME ZARASTANJA ORALNOHIRURSKE RANE KOD PACIJENATA SA
DIJABETES MELITUSOM TIP 1 2 dr Milana Vuceti¢a 1 odobri njenu javnu odbranu radi

sticanja akademske titule doktora stomatoloskih nauka.

U Beogradu, 23. oktobar 2020. godine

Clanovi komisije:

Prof. dr Aleksa Markovié

Prof. dr Miroslav Andri¢

Prof. dr Jelena Roganovi¢

Prof. dr Branislav Bajkin




