
  Образац 4. 
    

Факултет Стоматолошки  

 
 

З А Х Т Е В 

УНИВЕРЗИТЕТ У БЕОГРАДУ 
   
  Веће научних области медицинских наука 

 

(Број захтева)  (Назив већа научне области коме се захтев упућује) 
  
(Датум)  

 

за давање сагласности на одлукe о усвајању извештаја Комисије за оцену 
докторске дисертације и о именовању комисије за одбрану  

Молимо да, сходно члану 48 ст. 5 тач. 4) Статута Универзитета у Београду ("Гласник Универзитет", бр. 201/2018, 
207/2019, 213/2020, 214/2020, 217/2020, 230/21, 232/22, 233/22 и 236/22), дате сагласност на одлуку о усвајању извештаја 
Комисије за оцену докторске дисертације: 

 
КАНДИДАТ Доброслав (Ратко) Пурешевић  

(име, име једног од родитеља и презиме) 
студент докторских студија на студијском програму Базична и клиничка истраживања у стоматологији, 
 
уписан на докторске студије 30.10.2020. године, 
  

пријавиo је тему докторске дисертације дана 28.02.2023. године , под називом: 

 
„Улога полиморфизама и експресије гена за регулаторе коштане ресорпције, матриксне металопротеиназе и 

њихове ткивне инхибиторе у патогенези хроничних периапикалних лезија“ 
 
из научне области: Стоматолошке науке 

   

Универзитет је дана 23.05.2023. 
својим актом 

под бр. 
61206-1773/2-23 

дао сагласност на предлог теме докторске 
дисертације  

која је гласила:  

 
„Улога полиморфизама и експресије гена за регулаторе коштане ресорпције, матриксне металопротеиназе и 

њихове ткивне инхибиторе у патогенези хроничних периапикалних лезија“ 

Име и презиме ментора 

 
проф. др Мирослава Андрића, 
доц. др Александра Јаковљевића 
 

Комисија за оцену докторске дисертације именована је на седници одржаној 26.05.2026. 

одлуком факултета под бр. 3/32 ,  у саставу  

   

 Име и презиме члана 
комисије 

звање научна област 
 

Установа у којој је запослен 

 
1. 

проф. др Маја Милетић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

 
2. 

проф др Божидар Брковић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

 
3. 

проф.др . Катарина Бељић 
Ивановић 

ванредни 
професор 

Стоматолошке науке 
Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

4. др сци. Нађа Николић 
виши научни 

сарадник 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

5. проф.др Наида Хаџиабдић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Сарајеву 

 Напомена: уколико је члан Комисије у пензији навести датум пензионисања 
  



 
Датум стављања извештаја Комисије и докторске дисертације на увид јавности 29.05.2026. 
 
Наставно-научно веће факултета усвојило је извештај Комисије за оцену докторске дисертације на 

седници одржаној дана 22.09.2026. 

 
 

Комисија за одбрану докторске дисертације именована је на седници одржанoj 22.09.2026. 

одлуком факултета под бр.  ,  у саставу: 
 

 
 

 
Име и презиме члана 

комисије 

 
звање 

 
 

научна област 
 

 
Установа у којој је запослен 

1. проф. др Маја Милетић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

2. проф др Божидар Брковић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

3. 
проф.др . Катарина Бељић 
Ивановић 

ванредни 
професор 

Стоматолошке науке 
Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

4. др сци. Нађа Николић 
виши научни 

сарадник 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Београду 

5. проф.др Наида Хаџиабдић 
редовни 

професор 
Стоматолошке науке 

Стоматолошки факултет 
Универзитета у Сарајеву 

  
Напомена: уколико је члан Комисије у пензији навести датум пензионисања. 

  

  

  

   

                                   ДЕКАН ФАКУЛТЕТА 
 
 
 
 

Прилози: 1. 
Одлука Наставно-научног већа о усвајању извештаја Комисије за оцену докторске дисертације 
и одлука о именовању Комисије за одбрану докторске дисертације 

  2. Извештај Комисије о оцени докторске дисертације 

  
3. 

Примедбе на извештај Комисије о оцени докторске дисертације (уколико их је било) и 
мишљење Комисије о примедбама 

 
 
Напомена: Факултет доставља Универзитету захтев са прилозима у електронској форми и у једном писаном примерку за 
архиву Универзитета 
 
 



На основу члана 53. Статута Стоматолошког факултета Универзитета у 
Београду, Наставно научно веће Стоматолошког факултета, на седници одржаној 
22.09.2026. године, донело је следећу 
 

О  Д  Л  У  К  У 
 

Усваја се позитиван извештај Комисије за оцену завршене докторске 
дисертације др Доброслава Пурешевића, под називом „Улога полиморфизама 
и експресије гена за регулаторе коштане ресорпције, матриксне 
металопротеиназе и њихове ткивне инхибиторе у патогенези хроничних 
периапикалних лезија“. 

Именовани/а ће јавно бранити докторску дисертацију, након добијања 
сагласности Већа научних области медицинских наука Универзитета у Београду, 
пред комисијом у саставу: 

- проф. др Маја Милетић, редовни професор, Стоматолошки факултет 
у Београду 

- проф. др Божидар Брковић, редовни професор, Стоматолошки 
факултет у Београду 

- проф. др Катарина Бељић Ивановић, ванредни професор, 
Стоматолошки факултет у Београду 

- др сци. Нађа Николић, виши научни сарадник, Стоматолошки 
факултет у Београду 

- проф. др Наида Хаџиабдић, редовни професор, Стоматолошки 
факултет Универзитет у Сарајеву 

 
О б р а з л о ж е њ е 

Веће научних области медицинских наука, на седници од 23.05.2023. 
године, дало је сагласност на предлог теме докторске дисертације др Доброслава 
Пурешевића, под називом „Улога полиморфизама и експресије гена за 
регулаторе коштане ресорпције, матриксне металопротеиназе и њихове 
ткивне инхибиторе у патогенези хроничних периапикалних лезија“. 

Именовани/а је у часопису „ACTA STOMATOLOGICA CROATICA“, 
објавио/ла рад под називом: „Cross-Sectional Analysis of Matrix Metalloproteinases 
and Bone Resorption Regulators in Apical Periodontitis: Linking Molecular 
Mechanisms with Clinical and Histopathological Features“ (2025). 

 
Имајући у виду напред наведено, Наставно научно веће Стоматолошког 

факултета Универзитета у Београду, решило је као у диспозитиву. 
Одлуку доставити: Именованом/ој, Универзитету у Београду, Одсеку за 

наставу, Већу, Комисији (5) и Писарници. 
 

 

Шеф  
Административно-кадровског 

одсека 
Николија Мартић 

 Декан  
Стоматолошког факултета 

проф. др Војкан Лазић 

   



Наставно-научном већу Стоматолошког факултета 

Универзитета у Београду 
 

На основу члана 53. Статута Стоматолошког факултета Универзитета у Београду,  Наставно-
научно веће Стоматолошког факултета, на редовној седници одржаној 26.5.2026. године, 
именовало је Комисију у саставу: 

1. Проф. др Маја Милетић, редовни професор, Стоматолошки факултет, Универзитет 

у Београду, ужа научна област: Патолошка физиологија 

2. Проф. др Божидар Брковић, редовни професор, Стоматолошки факултет, 

Универзитет у Београду, ужа научна област: Орална хирургија 

3. Проф. др Катарина Бељић-Ивановић, ванредни професор, Стоматолошки 

факултет, Универзитет у Београду, ужа научна област: Болести зуба и ендодонција 

4. Др сци Нађа Николић, виши научни сарадник, Стоматолошки факултет, 

Универзитет у Београду, ужа научна област: Хумана генетика 

5. Проф. др Наида Хаџиабдић, редовни професор, Стоматолошки факултет, 

Универзитет у Сарајеву, ужа научна област: Орална хирургија 

 

за оцену завршене докторске дисертације под називом УЛОГА ПОЛИМОРФИЗАМА И 
ЕКСПРЕСИЈЕ ГЕНА ЗА РЕГУЛАТОРЕ КОШТАНЕ РЕСОРПЦИЈЕ, МАТРИКСНЕ 
МЕТАЛОПРОТЕИНАЗЕ И ЊИХОВЕ ТКИВНЕ ИНХИБИТОРЕ У ПАТОГЕНЕЗИ 
ХРОНИЧНИХ ПЕРИАПИКАЛНИХ ЛЕЗИЈА 

 

Кандидат: др Доброслав Пурешевић 

Ментори:  

1. Проф. др Мирослав Андрић, редовни професор, Стоматолошки факултет, 

Универзитет у Београду, ужа научна област: Орална хирургија 

2. Доц. др Александар Јаковљевић, доцент, Стоматолошки факултет, Универзитет у 

Београду, ужа научна област: Патолошка физиологија        

 

Именована Комисија је проучила докторску дисертацију и подноси Наставно-научном већу 
Стоматолошког факултета Универзитета у Београду следећи 



ИЗВЕШТАЈ 

 

А. Приказ садржаја докторске дисертације 
Докторска дисертација др Доброслава Пурешевића под називом УЛОГА 
ПОЛИМОРФИЗАМА И ЕКСПРЕСИЈЕ ГЕНА ЗА РЕГУЛАТОРЕ КОШТАНЕ 
РЕСОРПЦИЈЕ, МАТРИКСНЕ МЕТАЛОПРОТЕИНАЗЕ И ЊИХОВЕ ТКИВНЕ 
ИНХИБИТОРЕ У ПАТОГЕНЕЗИ ХРОНИЧНИХ ПЕРИАПИКАЛНИХ ЛЕЗИЈА 
написана је на 130 страна текста, уз приказ 14 табела, 14 слика и 335 референци из савремене 
и значајне научне литературе. Дисертација садржи: сажетак на српском и енглеском језику, 
увод, научну основу проблема, циљ истраживања, материјал и методе, резултате, дискусију, 
закључке, литературу, прилоге и биографију аутора. 

У Уводу је најпре приказана анатомска грађа и функционална повезаност пулпо-дентинског 
комплекса са апикалним периодонцијумом, као и основне карактеристике хроничних 
периапикалних лезија. Посебна пажња посвећена је етиологији и патогенези ових лезија, 
улози микроорганизама и имунолошког одговора домаћина, као и процесима коштане 
ресорпције и ремоделовања екстрацелуларног матрикса. У наставку су систематично 
приказана сазнања о матриксним металопротеиназама (MMP), посебно MMP-2 и MMP-9, 
њиховим ткивним инхибитором TIMP-2, као и регулаторима коштане ресорпције из система 
RANKL/OPG. Такође је дат преглед досадашњих сазнања о улози наведених молекула и 
наследних фактора у патогенези хроничних периапикалних лезија. 

Научна основа проблема јасно указује на значај испитивања молекуларних и генетских 
механизама који могу допринети развоју, прогресији и биолошкој хетерогености хроничних 
периапикалних лезија. Полазећи од чињенице да се деструкција периапикалног ткива 
заснива на сложеној интеракцији инфекције, инфламаторног одговора (са нагласком на 
остеокластогенезу и ремоделовање екстрацелуларног матрикса), дисертација је усмерена ка 
интегрисаном испитивању нивоа релативне експресије гена и полиморфизама појединачних 
нуклеотида у генима MMP2, MMP9, TIMP2, RANKL и OPG. 

Циљ истраживања био је да се испита ниво релативне експресије гена MMP2, MMP9, TIMP2, 
RANKL и OPG у ткиву хроничних периапикалних лезија и здравог пулпног ткива, као и 
учесталости одговарајућих генских полиморфизама и њихове повезаности са клиничким, 
радиографским и патохистолошким карактеристикама лезија. Поред тога, истраживање је 
имало за циљ да процени међусобне односе анализираних молекуларних параметара и 
њихов могући допринос настанку и биолошком понашању хроничних периапикалних 
лезија. 

У поглављу Материјал и методе приказано је да је истраживање спроведено као клиничко-
лабораторијска студија пресека, која је обухватила 100 испитаника подељених у 
експерименталну групу од 50 узорака периапикалних лезија и контролну групу од 50 



узорака здравог пулпног ткива импактираних доњих трећих молара. Јасно су наведени 
етички стандарди, критеријуми за укључивање и искључивање испитаника, начин 
прикупљања узорака, као и клинички, радиографски и патохистолошки параметри од 
интереса за истраживање. Лабораторијски део обухватио је изолацију RNK и DNK, реверзну 
транскрипцију, одређивање нивоа релативне експресије гена методом квантитативног RT-
PCR као и генотипизацију полиморфизама методама TaqМan алелне дискриминације и PCR-
RFLP методе. У статистичкој обради података наведени су адекватно одабрани статистички 
тестови, укључујући компаративне, корелационе и регресионе анализе. 

Резултати су приказани прегледно и систематично кроз више целина: опште 
карактеристике узорка; ниво релативне експресије гена у испитиваним групама; ниво 
релативне експресије гена у односу на клиничке, радиографске и хистопатолошке подгрупе; 
анализа нивоа релативне експресије MMP2, MMP9 и TIMP2 у RANKL- и OPG-доминантним 
лезијама; корелације између нивоа релативне експресије испитиваних гена; резултати 
логистичке регресионе анализе; дистрибуција генотипова и алела анализираних 
полиморфизама; повезаност генотипова са нивоом релативне експресије одговарајућих 
гена, као и корелација генотипова са клиничким, радиографским и патохистолошким 
параметрима. 

У Дискусији су добијени резултати анализирани у односу на актуелна сазнања о патогенези 
хроничних периапикалних лезија, улози матриксних металопротеиназа, ткивних 
инхибитора и регулатора коштане ресорпције. Посебно су размотрени резултати који 
указују на значај MMP-2, MMP-9 и RANKL у деструкцији периапикалног ткива, као и налази 
који упућују на то да поједини промоторски полиморфизми MMP2 и MMP9 могу имати 
функционални утицај на ниво релативне експресије одговарајућих гена. Резултати су 
упоређени са налазима релевантних хуманих, експерименталних и генетичких истраживања 
из области апикалног периодонтитиса, пародонтопатија, периимплантитиса и других 
инфламаторних и коштаних обољења усне дупље. 

На основу приказаних и размотрених резултата формулисани су Закључци који 
представљају јасне одговоре на постављене циљеве истраживања. Коришћена Литература 
садржи листу од 335 референци које су адекватно цитиране у раду. 

Б. Кратак опис постигнутих резултата 

Анализа нивоа релативне експресије гена показала је да су нивои релативне експресије 
MMP2, MMP9 и RANKL статистички значајно већи у ткивима хроничних периапикалних 
лезија у односу на здраво пулпно ткиво. Насупрот томе, за TIMP2 и OPG нису уочене 
статистички значајне разлике између испитиваних група. Овакав резултат указује да су 
MMP-2, MMP-9 и RANKL посебно укључени у процесе ремоделовања матрикса и коштане 
ресорпције у хроничним периапикалним лезијама. 

У односу на карактеристике лезија, ниво релативне експресије гена MMP9 и RANKL био је 
статистички значајно већи у радиографски процењеним великим лезијама у односу на мање 



лезије, као и у радикуларним цистама у односу на периапикалне грануломе. За MMP-2, 
TIMP-2 и OPG нису утврђене значајне разлике у односу на радиографске и хистопатолошке 
карактеристике лезија. Такође, није уочена статистички значајна разлика у нивоу релативне 
експресије испитиваних гена између симптоматских и асимптоматских хроничних 
периапикалних лезија. 

Анализом RANKL- и OPG-доминантних лезија показано је да је ниво релативне експресије 
гена за MMP-9 статистички значајно виши у RANKL-доминантним у односу на OPG-
доминантне лезије. Разлике у нивоу релативне експресије гена за MMP-2 и TIMP-2 између 
ових група нису достигле ниво статистичке значајности. Ови налази указују на могућу везу 
између MMP-9 и остеокластогеног профила лезија. 

Корелациона анализа показала је позитивне и статистички значајне корелације између нивоа 
релативне експресије MMP2 и MMP9, MMP2 и OPG, као и MMP9 и RANKL у ткивима 
хроничних периапикалних лезија. Мултиваријантна линеарна регресиона анализа указала је 
да је повезаност између нивоа релативне експресије гена MMP2 и OPG једина статистички 
значајна независна корелација у оквиру анализираног модела. Мултиваријантна логистичка 
регресија показала је да су старост пацијената и ниво релативне експресије гена за MMP-9 
статистички значајни предиктори настанка хроничних периапикалних лезија у испитиваном 
узорку. 

Анализа дистрибуције генотипова и алела показала је да нису утврђене статистички значајне 
разлике између пацијената са хроничним периапикалним лезијама и контролних испитаника 
за полиморфизме MMP2 -735 C>T (rs2285053), MMP9 -1562 C>T (rs3918242), TIMP2 -418 
G>C (rs8179090), RANKL -643 T>C (rs9533156) и OPG 163 T>C (rs3102735). Овај налаз 
указује да анализирани полиморфизми, посматрани појединачно, не представљају независне 
генетске факторе ризика за настанак хроничних периапикалних лезија у испитиваној 
популацији. 

Иако анализирани полиморфизми нису били повезани са појавом лезија, показана је њихова 
функционална повезаност са нивоом релативне експресије појединих гена. Пацијенти са 
хроничним периапикалним лезијама који су носиоци CC и CТ генотипова MMP2 -735 C>Т 
полиморфизма имали су статистички значајно виши ниво релативне експресије MMP2 у 
односу на носиоце ТТ генотипа. Слично томе, носиоци CC и CТ генотипова MMP9 -1562 
C>Т полиморфизма имали су статистички значајно виши ниво релативне експресије MMP9 
у односу на носиоце ТТ генотипа. За преостале анализиране гене и полиморфизме нису 
уочене статистички значајне разлике у нивоу релативне експресије у односу на генотип. 

Корелација генотипова са клиничким, радиографским и хистопатолошким параметрима 
није показала статистички значајну повезаност ниједног анализираног генотипа са 
посматраним карактеристикама хроничних периапикалних лезија. Добијени резултати 
сугеришу да појединачни испитавни полиморфизми не одређују непосредно клиничко и 
морфолошко понашање лезија, али да поједине промоторске варијанте могу модулирати 
ниво релативне експресије гена укључених у деградацију екстрацелуларног матрикса. 



Ц. Упоредна анализа докторске дисертације са резултатима из литературе 

Досадашња истраживања хроничних периапикалних лезија показала су да њихов настанак 
и прогресија зависе од међудејства микробиолошких, имунолошких и генетских фактора 
(Nair et al., 2004). Посебно место у том процесу заузимају механизми коштане ресорпције и 
ремоделовања екстрацелуларног матрикса, у којима учествују матриксне металопротеиназе, 
њихови ткивни инхибитори и RANKL/OPG систем (Menezes et al., 2008; Letra et al., 2013). 
Резултати ове докторске дисертације у складу су са савременим концептом по коме 
хроничне периапикалне лезије не представљају јединствен биолошки ентитет, већ групу 
лезија различитог молекуларног профила и различитог деструктивног потенцијала. 

Налаз повећаног нивоа релативне експресије RANKL у хроничним периапикалним лезијама 
у складу је са истраживањима која указују на кључну улогу RANKL/OPG система у 
регулацији остеокластогенезе и коштане ресорпције. Литературни подаци показују да је 
повећана експресија RANKL повезана са активнијом ресорпцијом кости и прогресијом 
периапикалних лезија, док OPG има улогу регулаторног и заштитног молекула који 
везивањем за RANKL ограничава остеокластну активност (Vernal et al., 2006). Резултати 
дисертације, према којима је RANKL виши у великим лезијама и радикуларним цистама, 
додатно подржавају закључак да појачана RANKL сигнализација прати израженији 
деструктивни фенотип хроничних периапикалних лезија (Menezes et al., 2006). 

Резултати који се односе на MMP-2 и MMP-9 такође су у складу са бројним 
експерименталним и хуманим студијама које су показале да су матриксне металопротеиназе 
важни ефектори разградње колагена, базалне мембране и других компоненти 
екстрацелуларног матрикса (Martinho et al., 2016; Ahmed et al. 2021). Посебан значај налаза 
ове дисертације огледа се у томе што је по први пут утврђен повећан ниво релативне 
експресије MMP9, а који је повезан са великим лезијама, радикуларним цистама и RANKL-
доминантним молекуларним профилом. Тиме се MMP-9 издваја као молекул који може 
повезивати разградњу матрикса, инфламаторну активност и остеокластогени одговор у 
хроничним периапикалним лезијама. 

За разлику од MMP-2, MMP-9, и RANKL, у овој дисертацији нису уочене статистички 
значајне разлике у нивоу релативне експресије TIMP2 и OPG између периапикалних лезија 
и контролног пулпног ткива. Овакав налаз не искључује њихову биолошку улогу, већ 
указује да се њихов допринос може испољавати кроз регулаторне односе, однос активних 
ензима и инхибитора или локални баланс између проресорптивних и антиресорптивних 
сигнала, а не нужно кроз изоловано повећање нивоа релативне експресије (Hadziabdic et al., 
2016). 

Генетска компонента хроничних периапикалних лезија у литератури се све чешће разматра 
кроз концепт полигенске и мултифакторијалне предиспозиције (Petean et al., 2019; 
Jakovljevic et al., 2022). У том смислу, одсуство значајне разлике у расподели генотипова и 
алела анализираних SNP између експерименталне и контролне групе у овој дисертацији у 
складу је са схватањем да појединачни полиморфизми ретко имају самостални и 



детерминистички ефекат на настанак ових лезија. Вероватније је да генетске варијанте 
делују као модификатори интензитета инфламаторног одговора, ремоделовања матрикса 
или коштане ресорпције, у зависности од локалног микробиолошког и имунолошког 
окружења (Olano-Dextre et al., 2025). 

Посебно важан допринос ове дисертације представља анализа односа између генских 
полиморфизама и нивоа релативне експресије одговарајућих гена. Показана повезаност 
MMP2 -735 C>T и MMP9 -1562 C>T промоторских варијанти са нивоом релативне 
експресије MMP2 и MMP9 функционално објашњава потенцијални биолошки значај ових 
полиморфизама. Овај налаз је посебно значајан зато што се већина досадашњих 
стоматолошких истраживања бавила односом генотип-ризик или генотип-клинички 
параметри, док је директна анализа транскрипционог фенотипа ређе заступљена. 

Укупно посматрано, резултати ове докторске дисертације допуњују постојећа сазнања о 
патогенези хроничних периапикалних лезија тиме што истовремено анализирају 
молекуларни и генетски ниво. Налази подржавају став да MMP-2, MMP-9 и RANKL имају 
важну улогу у периапикалној деструкцији, док поједини промоторски полиморфизми MMP2 
и MMP9 могу утицати на ниво релативне експресије одговарајућих гена и тиме допринети 
хетерогености инфламаторног одговора (Evrosimovska et al., 2015; Küchler et al. 2021; 
Pereira Faustino et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Д. Објављени радови који чине део докторске дисертације 

Purešević D, Krdžovic Lazić E, Nikolić N, Pavlović O, Ideo F, Andrić M, et al. Cross-Sectional 
Analysis of Matrix Metalloproteinases and Bone Resorption Regulators in Apical Periodontitis: 
Linking Molecular Mechanisms with Clinical and Histopathological Features. Acta Stomatol 
Croat. 2025 Dec;54(9):378-88. doi:10.15644/asc59/4/5 PubMed PMID: 41584370; PubMed 
Central PMCID: PMC12826644. 

Саопштења из области докторске дисертације: 

Puresevic D, Nikolic N, Pavlovic O, Miletic M, Andric M, Jakovljevic A. Matrix 
Metalloproteinases As Supstrate Enzymes In Alveolar Bone Resorption In Apical Periodontitis. In: 
26th Congress of the BaSS - Current trends and advances in dentistry. Skopje; 2023 (PP-82). 

Puresevic D, Nikolic N, Andric M, Jakovljevic A. Matrix Metalloproteinases Polymorphisms and 
Gene Expressions in Apical Periodontitis. In: 2024 IADR Continental European and Scandinavian 
Divisions Meeting, Geneva, Switzerland; 2024 (Presentation ID 0164). 

 

Е. Закључак (образложење научног доприноса) 

Докторска дисертација УЛОГА ПОЛИМОРФИЗАМА И ЕКСПРЕСИЈЕ ГЕНА ЗА 
РЕГУЛАТОРЕ КОШТАНЕ РЕСОРПЦИЈЕ, МАТРИКСНЕ МЕТАЛОПРОТЕИНАЗЕ И 
ЊИХОВЕ ТКИВНЕ ИНХИБИТОРЕ У ПАТОГЕНЕЗИ ХРОНИЧНИХ ПЕРИАПИКАЛНИХ 
ЛЕЗИЈА др Доброслава Пурешевића представља значајан и оригиналан научни допринос 
разумевању молекуларних и генетских механизама укључених у патогенезу хроничних 
периапикалних лезија. Резултати истраживања јасно указују на повишен ниво релативне 
експресије гена за MMP-2, MMP-9 и RANKL у периапикалним лезијама у односу на здраво 
пулпно ткиво, као и на повезаност MMP-9 и RANKL са великим лезијама и радикуларним 
цистама. Тиме је додатно потврђен значај ових молекула у процесима коштане ресорпције 
и разградње екстрацелуларног матрикса у периапикалном ткиву. 

Оригиналност дисертације огледа се и у истовременом испитивању нивоа релативне 
експресије гена и одговарајућих полиморфизама појединачних нуклеотида. Иако 
анализирани полиморфизми нису показали значајну повезаност са настанком хроничних 
периапикалних лезија, показано је да промоторске варијанте MMP2 и MMP9 могу бити 
повезане са нивоом релативне експресије одговарајућих гена. Овакав приступ доприноси 
бољем разумевању функционалног значаја генетске варијабилности у хроничним 
периапикалним лезијама и указује на потребу интеграције генетских, молекуларних и 
клиничких података у будућим истраживањима. 

Докторска дисертација др Доброслава Пурешевића урађена је према свим принципима 
научног истраживања, са прецизно постављеним циљевима, савременом методологијом 
рада, адекватно приказаним и продискутованим резултатима и јасно уобличеним 
закључцима. На основу свега наведеног, и имајући у виду објављене радове из области 



докторске дисертације, Комисија предлаже Наставно-научном већу Стоматолошког 
факултета Универзитета у Београду да прихвати докторску дисертацију др Доброслава 
Пурешевића и одобри њену јавну одбрану ради стицања академске титуле доктора 
стоматолошких наука. 

 

У Београду, 28.05.2026. године 

 

Чланови Комисије: 

_______________________________________ 

Проф. др Маја Милетић, 

Стоматолошки факултет, Универзитет у Београду 

_______________________________________ 

Проф. др Божидар Брковић, 

Стоматолошки факултет, Универзитет у Београду  

_______________________________________  

Проф. др Катарина Бељић-Ивановић, 

Стоматолошки факултет, Универзитет у Београду 

_______________________________________ 

ВНС, др сци Нађа Николић, 

Стоматолошки факултет, Универзитет у Београду  

_______________________________________ 

Проф. др Наида Хаџиабдић  

Стоматолошки факултет, Универзитет у Сарајеву 

_______________________________________ 

 



Број:   
Датум: 
 
 
 
 

 
У складу са одредбама Закона о високом образовању, као и 

одговарајућим одредбама општих аката Стоматолошког факултета 
Универзитета у Београду, ставља се на увид јавности: 

Докторска дисертација и извештај стручне комисије за оцену завршене 
докторске дисертације др Доброслава Пурешевића, под називом  

 
,, Улога полиморфизма и експресије гена за регулаторе коштане 

ресорпције, матриксне металопротеиназе и њихове ткивне инхибиторе 
у патогенези хроничних периапикалних лезија“ 

 
Стручна комисија доставила је наведени извештај Наставно научном 

већу Факултета 29.05.2026. године. 
Рок за увид јавности је 30 дана, и истиче 27.06.2026. године. 
 
У наведеном периоду, извештај се може добити на увид у Одсеку за 

наставу Секретаријата факултета, сваког радног дана од 8 до 14 часова, а 
штампана верзија докторске дисертације у Библиотеци Факултета. 

Електронска верзија докторске дисертације и извештај стручне 
комисије налазе се и на сајту Факултета. 

 
Како се, према одредбама Статута, јавност информише истицањем 

обавештења о праву на увид јавности на огласну таблу у наставно-научној 
ОЈ, молимо Вас да овај акт видно истакнете на поменути начин. 
 
 
 

                                              Дипломирани правник 
  Николија Мартић 
 

_______________________ 
 
   
 

 



 
На основу члана 53. Статута Стоматолошког факултета Универзитета 

у Београду, Наставно научно веће Стоматолошког факултета, на  
електронској седници одржаној 26.05.2026. године, донело је следећу 
 

 
 

О  Д  Л  У  К  У   
 
 

Именује се комисија за оцену завршене докторске дисертације др 
Доброслава Пурешевића, под називом „Улога полиморфизма и 
експресије гена за регулаторе коштане ресорпције, матриксне 
металопротеиназе и њихове ткивне инхибиторе у патогенези 
хроничних периапикалних лезија“, у саставу: 

- проф. др Маја Милетић, редовни професор, Стоматолошки факултет 
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OqEHA l43BE]UTAJA O NPOBEPIt OPUfNHANHOCTh AOKTOPCKE AhCEPTAqI4JE

Ha ocuoay flpaaranuxa o nocrynKy npoBepe oputtlantocrh AoKTopcKHx Ahcepraqilja xoje
ce 6paxe xa Vuuaep3hrery y Eeorpa4y h Hara3a y rasaeu.rrajy h3 nporpanna iThenticate xojunn
je h3BpueHa npoBepa ophrhHarHocrh AoKTopcKe 4racepraqraje ,rynOfA
noflhMoPol43AMA U EKCnPECI4JE rEHA 3A pErynATOpE KOIIJTAHE pECOpnqlJE,

MATP]4KCHE META/IONPOTEhHA3E 14 }b],IXOBE TKhBHE ],1HX1/IEhTOPE Y NATOTEHE3I4

XPOHI4qHhX nEPnAnURA/1.H|,/,X nESa lA", ayropa flo6pooraaa llypeueerha, xoHcraryjervr

4a yrapf eHo noAyAapalbe rexcra nsHocu 23o/o. Oaaj creneH noAyAapHocrh nocneAraqa je
ql4Tara, 6n6nnotpaQcxr,rx noAaraKa o xopnuhexoj nrreparypt4, mse. onu.;,rhx Mecra h
noAaraxa, Kao h nperxoAHo ny6arxoaaHrx pe3ylrara AoKTopaHAoBhx hcrpaxhBalba,
xoju cy npohcrexrlt 13 lberoBe Ancepraqrje, urro je y cxaa4y ca q.naHoM 9. flpaauauuxa.

Ha ocHoay cBera l43Heror, a y cKnaAy ca q.naHoM 8. crae 2. l-lpaeranhxa o nocrynKy npoBepe
ophrl4HanHocrh AoKropcKt4x Ahcepraqhja xoje ce 6pane Ha VxNaep3hrery y Eeorpa4y,
rajaaruyjenn Aa usaeulraj yxaayje Ha oprrhHanHocr AoKTopcKe 4rcepraqrje, Te ce
nponhcaHr nocrynaK nphnpeMe 3a FbeHy o,q6pany MolKe HacraBhl4.

17.05.2026. roAhHe
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OLlE HA 14 3 B E 1UTAJA O n PO B E Pl4 OPnf nHM H OCTl,l AO KTO PC K E A 14 CE PTAtlt4J E

Ha ocuoay [lpaeraHuxa o nocrynKy npoBepe opnrrHanHocl4 AoKTopcKhx A,hcepraqhja xoje
ce 6pane na Vnreep3hrery y 6eorpa4y h Hara3a y raaseurrajy il3 nporpanna iThenticate xojnnn
je h3BpueHa npoBepa opnrnHal,locrn AoKropcKe 4raceprar-[aje ,,yrorA
nonrMoPoh3AMA n EKCnPEChJE rEHA 3A PETIATOPE KO1UTAHE pECOpnLlltJE,

MATP14KCHE META/IONPOTEI4HA3E U I$YIXOBE TK]4BHE I4HX]4EI4TOPE Y NATOTEHE3h
XPOHI4I{HI4X nEPuAnhKA/lHl4x nE3yl!A", ayropa flo6pocnaea rlypeueerha, xoHcraryjenn
4a yrapf eHo noAyAapalbe reKcra vslocn 23%. Oeaj creneH norqyAapHocrh nocnerqrr-1a je
ql4Tara, 6u6nnotpaQcxr,rx noAaraKa o xopr,rurhenoj arreparypr4, m3e. oflwrhx Mecra h
nofl'araKa, Kao l'l nperxoflHo ny6nrxoeaHrx pegynrara AoKTopaHAoBhx hcrpax{rBa}ba,
xojn cy npohcreKnl,r }r3 ]beroBe Ahcepraquje, ulro je y cxna4y ca rlraHoM 9. IlpasrnHrxa.

Ha ocxoay cBera h3Heror, a y cKnaAy ca qnaHoM 8. crae 2. llpaennan4Ka o nocrynKy npoBepe
opilrhHanHocrlr AoKropcKt4x Ahceprallhja xoje ce 6paue ua vHueep3hrery y Eeorpa4y,
rajaaruyjenn Aa raeeulraj yxasyje Ha ophrhHanHocr AoKTopcKe 4rceprar-paje, re ce
nponhcaHh nocrynaK nphnpeMe 3a FbeHy o46paHy Moxe HacraBhrh.
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Cross-SectionaI Anatysis of Matrix Metal[oproteinases and

Bone Resorption Regulators in Apical Periodontitisr Linking
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Presietna analizo razine motritnih metoloprateinaza
regulatoro resorpciie kosti u apikalnom parodontitisu:
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Abstract
Obiective(s) : (a) To quantify the relative gene expression of matrix metalloproteinases (MMP) .2, -9,
their tissue inhibitor (rlMP) -2, receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANK1), and os-
teoprotegerin (OPG) in human apical periodontitis (AP) and to associate it with levels of these mol-
ecules in healthy dental putps. (b) To assess differences in gene expression amongAP lesions strat"
ified by clinicat, radiographic, and histopathological features. (c) Finally, a potential correlation of
investigated molecules was exptored in AP samples. Materials and Methods: The study cohort com.
prised 80 AP lesions obtained from 80 adult volunteers during apicoectomy procedurei. The heatthy
control cohort consisted of 50 dental pulp samples from intact teeth extracted for orthodontic pui-
poses, collected from 50 voluntary donors. Relative gene expression of MMp-2, MMp-g, TlMp-2,
RANKL, and OPG was assessed in all tissue samples using reverse transcription quantitative real-
time polymerase chain reaction (RT-qPCR). Statistical analyses included the Chi-square test, Stu-
dent s t-test, Mann-Whitney U test, and Spearman correlation. Resutts; Highergene expression lev-
ets of R rvKl, oPG, MMP-2, and MMP-9were observed in the study compared to the healthy cohort
(p=0.048, p=0.002, p=0.048, and p=6.612, respectively). Higher relative expression of the MMp2
gene was observed in smaller lesions compared to large tesions (p=9,621). Significant positive cor.
relations were observed between the investigated mediators. Conclusions: Concurrent overexpres-
sion of the studied mediators, along with their positive correlations in AP lesions, indicates their co-
ordinated rote in disease progression and alveolar bone resorption.
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lntrod Lrction

Apical periodontitis (AP) is a chronic immune-inflam-
matory disorder that directly inlpacts the periapical tissues of
the affected tooth (1), It is initiated as a host response to poly-
microbial invasion of the dental pulp. This condition is fur.r-

damentally driven by bacteLial colonization within tlie root
canal system, which includes the foLmation of biofilms and
the release of virulence flactors. 

-lhese 
factors, along with ge-

netic susceptibility and other predisposing facrors, clecisive-
ly trigger an array of immune resporlses in the host (2 - 6).
'lherefore, the pathogenesis of AP is driven by a conplex ancl

rnulrifaceted network integrating immune sysrem activarion,
rccruitment of various immune cells (e.g., phagocytes anc{

lymphocyte$, and production of different inllammation me-
diators [e,g,, cytokines, chernokines, Lcactive oxyger] species,

nratrix metalloproteinases (MMPs), bone resorption regula-
tors, erc.l (7). These molecular mediators play a cLitical role
in orchestrating thc degLadation of the cxtracellular matrix
and the resorption of alveolar bone, rvhich are central fea-
tures in the progression of rhe lesions (8).

Matrix rneralloproteinases (MMPs) are z.inc-dependent
endopeptidases that degrade collagen and other extracellular
matLix (ECM) componenrs (9 - tZl.Their acrivity is regulated
by tissr.re inhibitors o[metalloproteinases ('l"lMPs) to prevent
tissue damage. Under normal conclitior.rs, MMPs facilitate tis-
sue lemodeling and horneostasis; however, excessive activation
in pathological stares can lead to collagen degladation and in-
flammation. MMPs have a conserved srructure, comprising a

pro-peptide region for inactivity, a zinc-binding catalytic do-
main, and ofien a hemopexinlike domain that contributes to
substrate specificity. Their activity requires precise regu[ation
{.br proper ECM turnover and tissue repair, and dysregulation
can lead to disease progression (19 - 12) MMI\ are classified
into dillerent subgroups, such as collagenases ar.rd gelatinases,
bascd on their functions and rissue localization. MMP-2 (ge-

larinase A) and MMP-9 (gelatinase B) are crucial enzymes rhar
are clilectly involved in rhe degLrdation of rype IV collagen
ancl gelatin within the IICM. 'lhese gelatinascs ar. .sseniirl
for cffcctive ECM Lemodeling, as rhey cleave baserncnr nrern-
brane compurents. Jhis action decisively promotes inflamma-
tory ccll infiltration anc{ drives rissue rurnovet (9 * 12).

The pathophysiological aoivity of lvlMPs in AP is driv-
cn by rhcir heightcned cxplcssion and acrivation, which arc
decisively triggercd by inflammatory n.recliators, immune celI
sier.rals, and ECM alterations (10 - 12). E,xtensive research in
hunrans has demonstrated the critical role of MMPs in the
bLeakdown of periapical rissue, inrensifying rhe inflarnma-
tory response and facilitating the progression of the lesion
(13). Considering the corrrplex osteoimrnunological interac-
tions involved in alveolar bone resorption, the relationship
between MMPs and bone resorprion modularors [r.ecep-
tor activator of nuclear factor kappa-B (RANK), its ligand
(RANKL), and osreoprotegerin (OPG)l remains poorlyelu-
cidated (14). It is a well-known fact that alveolar bone re-
sorption is governed by the RANK/RANKL/OPG axis and
other mediators, which tightly regulate osreoclast differen-
tiation, activation, and activity in response to inflammatory

Mecliiatori kollartcr resorytt:ije u aStikttlnon ptu'orlonIitisu ffi

Uvod

Apikalni parodontitis (AP) kroniina je irnunosno-upalna

bolest koja izravno utieie na periapikalna tkiva zahvaienog

zuba (l). Nastaje kao odgovor domaiina na polirnikrobnu in-
vaziju zubne pulpe. To stanje u osnovi )e prouzr<lieno bakte-
rijskom kolonizacijom unurar susrava korijenskog kanala, iro
ukljuduje stvaranje biofilmova i oslobadanje dirnbenika viru-
lencije, Ti dirnbenici, zajedno s genetskom predispozicijorn i

drugim predisponirajuiirn faktorirna, octludno pokrecu niz
imunosnih odgovora u dornaiinu (2 * 6).Zato )e parogene-

za AP-a potaknuta sloienom i viiestrukom mreiom koja in-
tegrira aktivaciju imunosnog sustava, regrutiranje razliditih
imunosnih stanica (npr., fagocita i limfocita) i proizvodnju
razliditih upalnih medijatora (npr,, citokina, kemokina, re-

aktivnih vrsta kisika, matridnih metaloproreinaza - MMP-
a, regulatora resorpcije kostiju itd) (7), I'i molekularni medi-
jatori kljudni su u uskladivanju degradacije izvanstanidnoga
matriksa i resorpcije alveolarne kosti, ito su glavne znadajke

u progresiji lezija (8).

Matriksne metaloproteinaze (MMl']) cinkorl ovisne sLr

endopeptidaze koje razgraduju kolagen i druge komponen-
te izvanstaniine matrice (lSM) (9 - 12). Nlihovu aktivnost
reguliLaju tkivni inhibitori r.netaloploteinaza (TIMP) ka-

ko bi se sprijedilo oiteienje tkiva. lJ norrnalnirn trvjerinr:r
MMP-i olakiavaju preoblikovanje rkiva i homeosrazr.r; no
prekornjerna aktivacija u patoloikirn stanjirna nroie rezul-
tilati razgradnjom kolagena i upalom. MMP-i imaju kon-
zerviranu strukturu koja se sastoji od propeptidne regije za

neaktivnost, katalitiike clornene l<oja veie cink i desto dome,
ne sliine hernopeksinu koji pridonosi specifiinosri supstrara.
Njihova aktivnost zahti)eva preciznu regulaciju za pravilnu
izmjenu ISM-a i popravak tkiva, a disregulacija rnole pota-
knuti progresiju bolesti (9 * 12). MMP-i se l<lasificiLaju u La-

zlidite podskupine poput kolagenaza i ielatinaza na ternelju
njihovih funkcija i lokalizacije u rkivu. MIV{P-2 (Lelminaza,

A) i MMP-9 (Lelainata B) kljuini .su enz.irni koji su iz-rav-

no ukljuieni u lazgladnju kolagena tip IV i ielatine unurar.
IMS-a. 'Ie iclatinaze vay'nc su za uiin]<ovito preoblikovanjc
ISM-a, jer cijcpaju l<omponcntc bazalnc nrcnr[rrane, To djc-
lovanje odludno porite infiltraciju upalnih.stanica i potide
obnovu tkiva (9 * 12).

Patofizioloika aktivnosr MMP-a u AP-u pr:ouzroiena je

njihovom pojadanorn cksprcsijorn i aktivacijont kojc odluino
pokreiu upalni nredijarori, signali irnunosnih stanica i pro-
rnjcnc ISM-a (10 - 12). Opseina isrraZivanja na ijudima po-
kazala su kljudnu ulogu MMP-a u razgradnji periapikalnog
tkiva, intenziviranju upalnog odgovora i olakiavan.ju naprc-
dovanja lezije (13). S obzirom na sloZene osreoinrunosne inrc-
rakcije ukljutene u resorpciju alveolarne kosti, odnos izmedu
MMP-a i rnodulatora resorpcije kosti [receptor aktivator nu-
klearnog faktora kappa-B - RANK, njegov ligand - RAN.
KL i osteoprotegerin - OPG) i dalje je slabo razjalnjen (14).

Dobro je poznato da resorpciju alveolarne kosri LeguliLaju os

RANK/RANKL/OPG i dLugi medijatori koji str.ogo reguli-
raju di[erencijaciju, aktivaciju i akrivnost osteoklasta kao od-
govor na upal.re i mil<robne znakove (15). Medutim, srmo jc
u jednoj dosadainjoj studiji, ali s rlalirn uzolkom, ispirivan r:;'

:a-
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and rnicrobial cues (15). Flowever, only one previous study
with a srnall sample size exarnined the relationship berween

the pLesence o[microbiota in infected roor canals and the ex-

pression o[mediators invo]ved in the destruction of soft and
bone tissue in apical periodontitis (16).

'lherefore, this srudy aimed (a) to quantily the relative
gene expression of MMP-2, MMP-9, TIA[P-2, RANKL, and
OPG in human AP and ro associare ir with levels of rhese

rnolecules in healthy dental pulps; (b) to assess di&erences in
gene expression anlorlg AP lesions stratilled by clinical, ra-
diographic, and histopathological features; (c) finally, the po-
tenrial correlation of the investigated molecules and levels of
MMI\ in relations to rhe RANI(L/OPG r.atio were explored
in AP sarnples.

Materials and Methods

Study design and cohorts ofthe investigation
'Ihis observational, cross-sectior.ral clinical laborarory

study was conducted at the Clinics of Oral Surgery and Re-
storative Odontology and Endodontics, as well as the Sci-
entific Laborarories ar the Implant Research Center, School
of Dental Medicine, University of Belgrade, Serbia. Jhis re-
search plotocol received approval fr.orn the H,thics Commir-
tee of the School of Dental Medicine, University of Belgrade
(approval No. 36lli-2022). Before participation .nd .ny
procedures,, each patient or parents/legal guardians pLovided
written inforrned consenr. '11e investigation was cairied out
in stricr compliance with establishec{ ethical standards, and
in line with the principles outlined in the Helsinki Declara-
rion of 1975, as revisec{ in 2002,

'Jhe experinrental cohort o[ the study comprised eighty
consccurive patients recruitecl at the C[inics of Restorative
Odontology and Oral Surgery, School of Dental Medicine,
University of BelgLade, who sought dental care and lver.c
indicated for an apicoectomy procedure. In all cases, after
tliorough assessment of clinical and radiogr.aphic signs and
symprorns of disease, surgical endodontic tr.^i^.nt was rec-
ommended due to the failure of standard root canal thera-
py. AP lesions rvere diagnosed using clinical (17) and radio-
graphic examinarior.r [i.e,, Periapical index (PAI) (18)]. Fifty
consecutive patients who were scheduled for surgical extrac-
tion ofirnpacted teeth or reeth needing r.,rorrl due to on-
going orthodonric trearmenr at the Clinic of Oral Surgery,
School of Dental Medicine, University of Belgrade, *.ri in-
cluded in the control group. Eligibility criteria fbr recruiting
study cohorts are lisred in Table 1.

'lhe sample size calculation For this investigation lvas
condr-rcted using GxPower software (ver.sion 3,1, Universi-
ty ol Diisseldorfi, Germany), urilizing data from a previous
study rliat_analyzed the differences in relative gene expres.sion
of selecred inflarnmatory mediators berween patients with
AP and healrhy control samples (19), This caiculation was
further validated by testing a pilot sarnple from the current

,, investigation. The analyses indicated that for a study com-
.,. prising two groups, rvith a statistical power of 80% and a sig_r: nificance level of c{ = 0.05, a rninirnuin of 100 paticnts (50 L
., each group) was necessary.

ltlok:i.iilcr Dtit,<us of lJr r;r,r llt-sorption in Apit.it!Pnric,r.lontlfis ffi

odnos izrnedu mikrobiote u zaraieninr korijenskirn kanali-
nra i ekspresije meclijatora ukljrrienih u uniitavanje niekoga i

koitanoga tkiva u apikalnom parodontitisu (16).

Zato su ciljevi ove srudije bili:
a) kvantificirati relativnu ekspresiju gena MMP-2, MMP-9,

TIMP-2, RANKLi OPG t l.judsl<orne AP-u ipovezatije
s razinama tih molekula u zdravoj zubnoj pulpi

b) procijeniti razlike u ekspresiji gena rnedu AP lez.ijama

stratificiranima prema klinidkim, radiografskim i histo-
patololkim znadajkama

c) istraiiti porencijalnu horelaciju ispirivanih molel<ula i

razina MMILa u oclnosu na onrjer ]tANKL/OPG-a u

uzorcima AP-a.

Materiiali i metode

Dizain studije i kohorte istraZivanja

Ova opservacijska, presjeina kliniiko-laboratorijska sru-
dija provedena je na klinikarna za oralnu kirurgiju i resrau-
rativnu odontologiju i encloclonciju re u znansrvenim labora-
torijima Irnplantoloiko-istraiivaikog cenrra Sromaroloikog
fakulteta Sveudilidta u Beogradu (Srbija). Ovaj istraiivadl<i
protokol odobrilo je Etidko povjerenstvo Stomatoloikog la-
kulteta Sveudili3ta u Ileogradu (br. odobrenja 36llt-2022).
Prije sudjelovanja i bilo kal<vih posrupaka, svaki pacijenr
ili roditelj/zakonski skrbnik potpisao je informirani prista-
nak. Istralivanje je provedeno srrogo u s[<ladu s etidkinr sran-
dardirna i naielima navedenima u Llelsinikoj deklaLaciji iz
1975., dopunjenoj 2002. godine.

Eksperimentalna skupina stuc{ijc obuhvaia osamdeser
pacijenata lijede nih na Klinikarna za resraurarivnu oclontolo-
giju i oralnu kirurgiju Stomatoloikog fakulteta Sveuiiliira u
Beogradu koji su zatraiili sromatoloiku pomoi i indiciran im
je postupak apikoroni.ie, U svim sluiajcvirna, poslije tenic-
ljite procjene klinidkih i radiografskih znakovi i siinptoma
bolesti,.preporui:cno je kiruriko endodontsko lijedenji zbog
neuspjeha srandardnc terapi,jc korijenskog kanala, Al, lezr.ye

dijagnosticirane su klinidkirn (17) i Ladiografskirn pregledom
(tj. periapikalnini indeksorn - PAI) (18). Pecleser uz.asropnih
pacijenata koji su bili odredeni za kiruriko vadenje impakti-
ranih zuba ili zuba koje je trebalo Lrkloniti zbog trenutidnog
ortodontskog liledenja u Klinici za oraLru kirurgilu Stomato-
loikog f-akultera Sveuiiliira u Beogradu, Lrkljuiini su u kon-
trolnu skupinu. Kriteriji za ukljudivanje u stuc{ijske skupine
navedeni su u tablici 1.

Izraiun velidine uzorka za ovo isrr.aiivan,je proveden je
rr softveru G*Power (verzija 3.1, Sveuiiliite u Dtsseldorfu,
Njemaika), a koristili smo se podatcima iz prethodne studije
u kojoj je analizirana razlika u relativnoj ekspresiji gena oda-
branih upalnih medijatora izmedu pacijenata s AP-orn i zdra-
vih kontrolnih uzoraka (19). Taj izraiun dodatno je potvrden
testiranjern pilot-uzorka iz rlenutadnog isrraZivanja. Analize
su pokazale da )e'ta studi.f u koja obuhvaia dvije sl<upine, sa

statistidl<orn snagom od f]0 % i raz-inorn z.nadajnosti n = 0,05,
potrebno najmanje 100 pacijcnata (50 u svakoj sl<upini).
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Tabte 1 Etigibility criteria for recruiting study cohorts
Tabtica 1. Kriteriji za ukliutivanje u studijsl<e kohorte

Inclusion crit€tia. Kriteriji ukljuiivanja

MMP2 5'-C'1'CC1'GAA I-G CCCl"I'GA'f G'I".3'
5,.ATGACAGCTGCACCAC'IGAG-3'

MMP9 5,-GAACAAATACAGCTGGTTCC]-3'
5'-'IAC CCTATGTAC CG CT'ICAC.3'

,f 
IMP2 5'-C]'C'I'G1'GACCCAGl'CCA'f CC-3'

5'.A1'G CACATCACCCTCTGTGA.3'

5'- CACAAGA TG G CAC'I'CAC'| GCA-3'
5'- CACCATCGCTTTC|CTGCTCT-3'

5'-GGAACCCCAGAGCG;\AATACA-3'
5'-CCTGAAGAATG CCTCCTCACA.3'

Tabte 2 Primer sequences and PCR conditions
Tablica 2 Sekvencije primera i uvjeti PCR-a

Primet sequence (5'-3') . Sekvencije primera (5'-3')
Gene o Gen Sense. Prednji

Antisense r Povratni

Medijatori koltane resorpcije u of)ikalnom par(,tlontitisu t?.lil

Exclusion criteria"' . Kriteriii isk$udenjat'*

Product size (bp) . ICR conditions .
Veliiina produkta (bp) Uvjeti PCR-a

95 "C - l0 min,
45 cycles . l<rugova:

'95"C-30s,
'55oC-30s,
'72"C-30s.

72 "C - l0 min

' Srrictly relared ro the parients in the experimental group; *'Strictll, related ro the parients in the control groupl *-' Related ro the parienrs in
both groups; t Strogo povezano s pacijentiura u eksperirnenralnoj skupini; ** Srrogopovezano s pacijentimi u konrrolnoj skupini;'"" povezano s

pacijcntima u objema skupinama

RA)K:

OPG

GAPDH 5'-TCA1'GACCACAGTCCATG CCATCA.3'
5'.CCCTGTTG C]'G1 AG CCAAAT CGT-3'

345

177

203

')') <

450

Sampling, RNA extraction and Target Gene Expression
assessment by Real-time Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR)

One hundred rhiLty sarnples of the investigared rissues
(80 apical periodonriris lesions and 50 healthy dental pulps)
\.vere collecred flollorving standard surgical procedures at rhe
School of Dental Medicine, University of Belgrade, as pl.evi-
ously described (18, 19). Afrer harvesting, one portion ;frhe
AP lesion was used for histopathological exarnination ancl
stored in a 10% formalin solution, Standard histopathologi-
cal analysis of hematoxylin-eosin*srained slicles wis usecl for
the strati6cation ofpeLiapical granulornas and r.adicular cysts
(18, 19). Additionally, establishecl classification sysrems rvere
employed to furrher caregorize AP lesions based on size and
clinical phcnotype (16 - 19), A second fragment of the Ap le-
sion and collected healthy dental pulps were stored in RNAI-
ater stabilization solution (Thermo Fisher Scientific, USA),
refrigerated overnight, and kept at -70oC until RNA extrac-
tion and gene expression analysis.

lbtal RNA was exrracred using TRIzol reagenr (Ther-
mo Fisher Scientific, USA), and cDNA was synthisized from
1 pg of RNA using the NG dART RT kit (EURx, poland).

Uzorkovanje, ekstrakci.ja RNI( i procf ena el(spresije
ciljnih gena s pomoau [ancane reakciie potimeraze s
reverznom transkripcijom u stvarnorTl vremenu (qRT-

PCR)

Prema proceduri koja je ranije opisana, 130 uzoraka is-
pitivanih tkiva (80 ,\P lezija i 50 zdravih zubnih pulpi) pri-
kupljeno je standardnim kirurlkim posrupcima na Srorna-
toloikom fal<ulretu Sveuiiliira u BeogLadu (lB, 19). Nakon
skuplfanja ,ieclan clio AP lezije koLiiren je za histopatoloil<i
pregled te je bio pohranjen u I0-po.stotnoj otopini firrrnalina.
Standardna histopatoloil<a analiza preparara obojenih herna-
toksilin-eozinonr l<oriitena je za stratifikaciju periapikalnih
granuloma i radikularnih cista (18, 19), \Jz. ro, l<or.iiteni su
utvrdeni klasifikacijski susravi za daljnju kategorizaciju AP
lezija na temelju velidine i klinidkoga fenotipa (16 - 19). DLu-
gi fragment AP lezi)e i prikupljene z.drave zubne pulpe polira-
njeni su u otopini za stabilizaciju RNAlater (Therrno Fisher
Scientific, SAD), hladeni preko noii i driani na remperaru-
Li od -70 uC do ekstrakcije RNI( i analize ekspresi.je gena.

Ukupni RNI( eksrrahiran je s pomoiu reagensa'fRIz.ol
(Thermo Fisher Scientific, SAD), a cDNI( sintetiziran je iz
I pg RNK s pornoiu kita NG dART RT (EURx, Poljska).

Inclicatcd tooth removal due to ol orthoclontic treatrnent .
Indici rano

Good general health (American Society ofAnesrhesia level I or 2)"'(20)
. Dobro opie zdravstveno stanje (Ameridko druitvo za anesteziju razinu
I ili 2)--- (20)

Patients treated lvith antibiotics, anriviral, or immunosupprcssive

therapy 3 months before the procedures. Pacijenti lijedeni antibioticirna,
antivirusnim lijekovima ili imunosupresivnonr terapi,jonr 3 nrjeseca prije
z.ahv:r.t

Vertical root flacture " Vertikalna fraktura korijena

Lnnrunoconrpromiseci patients . lmunokomprornitirani paci.jcnri

.i::

. 1il,

;..1

Ii
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Gene expression levels of RANIil, OPG, MMP2,
MMP9, and TIMP2 we re cletennined by SYBR Green-based

qPCI{ using SsoAdvanced'^' lJniversal SYBR' Green Super-
mix (Bio-Rad, USA) rvith C;APDH used as the endogenous
control. lleactions were performecl in duplicate ancl speci6c-
ity was conlirmed by a melting curve analysis.

'Ihe cycling conditions and primer sequences are shown
in 'Ihble 2. Relative expression rvas calculared using the
2^-AACt method, as i{escribed previously (19), based on the
mean Ct value o[duplicare reamions.

StatisticaI analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad
Prisrn version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
and IBM SPSS Statistics versiorr 26.0 (lBM Corp., Am.ronk,
NY, USA). Numerical variables rvere described using rneans
and stanclard deviations (SD), Ihe normality of distribution
fbr all values was assessed using the Kohnogorov-smirnov
test. As none of tl.re gene expression variables followed a nor-
mal distribution, all between-group cornparisons (e.g., case
vs. control; diff'erent phenotypic subgroups) were conducted
using non-parametric rests, specifically rhe Mann-Whitney
U test (also known as the \Wilcoxon rank-sum tes$. On the
other hand, data which were related to age and sex were nor-
mally distributed and analyzecl using the Chi-squar.e rest and
Student's r-test. Correlations lretween gene expression levels
and clinical paramerers within the experirnental group ,lvere

analyzed using the Spearman's rank correlarion coe{ficient. A
significance level ofp < 0,05 was considerecl statistically sig-
nificant throughout.

Results

Thc experimental group included 34 men and 4(r,,vom-
cn, while the control group consisted of 22 men and 28
worncn (Chi-squarc resr, p = 0.890). Patients in the cxper.i-
rnental group were older than the ones in rhe control gioup
(StLrdcntt t4est,3755il4.10 vs,22,29t3.92 p < 0.001),

tligher gene expression levels of RANKL (p = 0,04S),
OPG (p = 0,002), MMP2 (p = 0.04s), ar.d ltMt g 1p =
0.012) were observecl in the experirnental group compared
to tlre control group. On the other hand, TIMp2 expression
rvas higher in the contlol group, however, rhis difference was
not slatistically significant (p = 0.120) (lhble 3).

Phenotypically, of the total number of parients,38 pre-
sented with symptomatic lesions, *lrerear 42 showed no
symptoms. A total of 40 lesions were classified as large and
40 as srnall, As for the histopathological exarnination, 42
periapical granulomas and 38 radicular cysrs were identified
(Table 4).

Regarding the relative gene expression analysis, none of
the rnarkers showed differential expression associared with
the presence or absence of symptoms (Table 4).

Higher relative expression of the MMP2 gene was ob-
served in smaller lesions (mean t standard diviation (SD)
0.041 t 0.088) compared to [ar:ge le.sion.s (mean r .SD 0.00g
t 0.015) (Mann-\X/hitney U-tcst p = 0.021, Table 4).

A similal trend r,vas observed for granulomas conrpared
to radicular cysts, although this comparison clid rror i.rch

Nloktt.uktr Driv<tr.s of #nrrc {le.srtrplion in Apit:al Periotlontitis W

Razine ekspresije gena RANKL, OPG, MMP-2,l,lAlP-9
i TIMP-2 odreclene su SYBR Greenom baziranirn na qPCR-

ru koriitenjern SsoAclvanced'" UniveLsal SYIIR" Creen Super-

rnixa (Bio-Rad, SAD) s GAPDLI-om kao endogenonr kon-
trolom. lleakcije su proveclene u duplikatu, a specifiinost je

potvrdena analizom krivLrl.je taljenja.

Uvjeti ciklusa i sekvencije prirnera prikazani su u rablici
2. R.elativna ekspresija izraiunata je rlerodorn 2^-AACI, ka-

ko je vei opisano (19), na temelju srednje Ct vrijednosti ud-
vostLudenih reakcija.

Statistitka analiza

Sve statistiike analizc obavljene su Lr softvcru GraphPad
Prisrna verzija 9.0 (GraphPad Softrvare, San Diego, CA, SAD)
i IBM SPSS Statistics verzya,25.0 (lBIvl Corp., Arnronk, NY
SAD). Nurneriike varijable opisane su koriSrenjem srednjih
vrijednosti i standarclnih devijacrja (SD). Nornralrosr disrri-
bucije za sve vrijednosti procijenjena je l(olmogorov-Smir-
novl.jevim testoln. Buduii da ni jedna od varijabli ekspresije

gena nije slijedila nolmalnu distribuciju, sve usporedbe izrnc-
du skupina (npr., sludaj spram kontrole, razliiire lenoripske
podskupine) provedene sLr koriitenjem neparametrijskih te-
stova, posebno Mann-Whitnevjeva U testa (poznatog i kao
\Wilcoxonov test zbloja rangova). S druge strane, podatci o do-
bi i spolu bili sLr normalno clistribuirar.ri i analizirani hi-kva-
drat testom i Studenrovirn t-tesrom. Korelacije izmedu razina
ekspresije gena i klinidkih pararnetara unurar el<sperimental-
ne skupine analizirane su l<oriitenjem Spearmanova koefici-

.jenta korelacije rangova. Razina znadajnosti od p < 0,05 srna-
trar.ra je statistiiki znadajnom tijekom cijelog istraiivanja.

Rezultati

Eksperimentalna skupina obLrhvaiala je 34 rnu5l<arca i

46 i,ena, a kontrolna sc sastojala od 22 muikarca i 28 i,e-
na (hi-kvadrat tcst, p = 0,890). Pacijcnti g ckspcrimcnralnoj
skupini bili su srariji od onih u kontrolnoj (Studentov r-tcst,
37,55 t 14,10 prerna 22,29 t 3,92 p < 0,001).

U eksperimentalnoj skupini, u usporedbi s kontrolnom,
uoterre su viie razine ekspresije gena RANKL (p = 0,043),
OI'G (p = 0,002), MMP-2 g = 0,048) i MMP-9 (p = 0,012).
S druge strane, ekspresija gena TIMP-2 bila je viia u kon-
trolnoj skupini, ali ta razlika nije bila statistiiki znadajna (p

= 0,120) (tablica 3,),

Iienotipski, od ukupnog broja pacijenata, 38 ,ie imalo
sirnptornatske lezije, a 42 nisu pokazivala znakoye bolesri.
Ukupno )e 40 lezija l<lasificirano kao velike, a 40 kao male.
Kad je rijed o histopatoloikorn pregledu, idenri6cirana srr 42
periapikalna granuloma i 38 radil<ularnih cista (tablica /i.),

Sto se tiie analize relativne ekspresije gena, ni jedan od
biljega nije pokazao diferencijalnu ekspresiiu povezanu s pri-
sutnoliu ili odsutnoiiu simptoma (rablica 4.).

Ve6a relativna ekspresija gena MMP-2 zabiljeiena je u

linjirn lezijama (srednja vrijednost t standardna devijacija
(SD) 0,041 t 0,0ti8) u usporeclbi s velil<im lezijarna (srednja
vrijednost t SD 0,008 I 0,015) (Mann-\X/hirneyjev U-test'p
= 0,021, tablica 4.).

Slidan trencl uoden jc kod granuloma u usporedbi s ra-
clikulaLnirn cisrama, iako ra usporcdba nijc doiegnula stati-
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Table 3 The retative gene expression of RANKL, OPG, tlMP2, MMP9, and TIMP2 in the experimental and control groups.
Tablica 3. Relativna ekspresija gena RAN(L, OPG, MMP-2, MMP-9i TIMP-2 u eksperimentatnoi i kontrolnoj skupini

RANKL OPG MMP2 MMPg

0.006 t 0,016 0.047 t 0.194

0.004 t 0.013 0.001 t 0,002

RANKL OPG MMP2 MMP9

,];?llrlgt of patients-rissue samples_pcr group; RANKL-Receptor Activator of Nuclear facror K;rppa-B Ligand; OP(i-Osreoproregerin;
lvlM?-l\4atrix lvletallo.proteinase; TIlvlP-Tissue Inhibitor of mitrix nreralloproteinase; Values .r. pi.reuteJ as meantstandari
deviations; Bold text denotes significanr values . n - broj pacijenata - uror.i rkiva po skupini; RANKL - ahtir.ator r.eceprora
uuklcarnog laktora Kappa-B ligarrd; OPG - ostcoprorcgeiin; MMP - nlarriksna rnctaloprorcinez,a; TIMP' [kivni inhlbitor matriksne
tneraloproteinaze; vrijeclnosti su prikazane kao srednja vri.jeclnost t srandardne devilacije; poclebljani tekst oznaiava znaiajnc vri,jeclnosti

Ta!!e  Therelativegeneexpression of RANKL,OP6,I/\MP2,MMPg,andTlMP2invariousphenotypicsubgroupsof apical periodontitis
Tablica 4. Relativna ekspresija gena RANKI, OPG, MMP-2, MMP-gi TIMP-2 u razliiitim fenotipskim podskupi-nama apikalnog'parodontitisa

Medijatori koStane resorpc.ije u apikalnam parad(,ntitisu mil

TIMP2

0,048

n-ntrmber ofpatie nts-tissue samples per gro.up; RANKI--Recepror Acrivator of Nuclear hctor I(appa-B Ligand; OPG-Osteoproregerinl lvllvlp-
Matrix Metalloproteinase; TIMP-Tissue Inhibitor of nrarrix nietalloproteinase; Values are presented ,s urellrrtandard cle'iaiions;-Bold rexr
denotes significant values' n - broj pacijenata - uzorci tkiva po skupini; RANKL - aktivoior receprora nukicarnog faktora Kappa-B Iigand; OpG
- osteoprotegerin, M,\{P - rnatril<sna metaloproteinaza; TII,1P - rkivni inhibitor rnatriksne me raloproteinaze; vri.i"ednosri su piiiazane"kao srectnla
vri.iednost r sta'drrdnc dcvijacije; podcbljani tekst oznaiava zratajne vrijeclnosri.

statistical significance (Mann-Whitney U-test, p = 0,062,
Table 4).

Higher relarive expression of rhe MMP2 gene was ob-
served in lesions with OPG predominar.rce (mean t SD
0.039 t 0.089) compared to lesions wirh RANIil predom-
inance (mean r SD 0.039 r 0.089, Mann-\X/hitney U-test
p = 0.021), Additionally, htgher 'l'lMP2 expression was also
fbund in lesions with OPG predominance (mean 1 SD 0.017
t 0.047) in comparison with lesions with RANIC predomi-
rlance (mean t SD 0.017 t 0.047, Mann-Whitney U-test p =
0.021) (Figure 1).

Significant positive correlations were observed berween
rhe expression levels of bone resorprion regulators and
genes involved in extracellular marrix rernodeling (MMp2,
MMP\ antl TIMP2) in the AP group (Figure 2).

Discussiolr

. Alveolar.bone resorprion in AP is a dynarnic l)roccss
characrelizecl by an intertwined r.retwork of inflamrnaro-
ry rnediators (5). Previous lesearch on humans has report-
ed that MMPs have a significant impact on rhis pro..ri 11U-
2B), but their relationship with bone resorption regulators
remains poorly understood (13), This investigation clearly

stidku znadajnost (Mann-Whitneyjev U-test, p = 0,0(t2, ra-
blica 4,).

Veia relativna ekspresija gena MA4P-2 uoiena je uleztja-
ma s predominacijorn OPG-a (srednja vrijednost r SD 0,039
t 0,089) u usporedbi s lezijarna s predominacijom RANKI.-
a (sLednja vrijednost r SD 0,039 I 0,089, Mann-\X/hitnevjev
U-test p = 0,021). Uz ro, r,eia ekspresija gena'l'lMP-2 prona-
dena,je i u lezijama s predorninacijom OPG-a (sLednla vLijed-
nost t SD 0,017 t 0,047) u usporedbi s lezijama s preclomi-
nacijom RANKL-a (srednja vrijednost I SD 0,017 t 0,047,
Mann-Whitnevjev U-test p = 0,021) (slika 1.),

Uodene su znadajne pozitivne korelacije izmedu razina
ekspresije regulatora resorpcije kosri i gena ukl;uienih u pre-
oblikovanje izvansranidnoga marriksa (MA4P-2, MMi-9 1

TIMP-2) u AP skupini (slika 2.).

Rasprava

. .l(esorpcija alveolarne l<osri u AP-u dinamidan je proccs
obiljeien isprepletenom mr.eiom upalnih mcdilarora (B). U
dosadalnjim istrai.ivanjima na ljudirna aurori su iz-vijestili da
MMP-ovi znarno urjedu na taj proces (21 -31), ali njihov od-
nos s regulatorirna rcsorpcijc kosri ostaje slabo shvaien (16),

Ovo istraiivanje jasno je pohazalo da su razine ehsprcsije gc-

Control gLoup (n=lg) .

Kontrolna skupina (n = 50)

MMP2

0.024 t 0.065

0,008 t 0.015

MMP9

0,026 t 0.155

0.720 t 1.853

Synrptonatic lesion (n=18) . Simptomatske lezi.je

Asympromatic Iesion (n=42) . Asimptomatske lezije
(n = 42)

o,oo0 t o,oz!

0.005 r 0.010

0_064 r 0-230

0.031 I 0.157

l"l'l I 
o:o'l

0.028 t 0.073

o.nl'* 
l-.1'o

0.035 t 0,209

n"!ln'ot_?

0.286 t 0.328

lnlys:lr':efuer 0.718 0 977 0.458 0.908 _ _" 9,7_9_7 -,
9.T)-t9,!9!
0.336 t 0.358

!,{s: a! l.{en (r:qQ.: "Yilils klije (n = 40) 0.006 r 0.020 0.067 t 0.225 0,008 t 0.015 0.008 t 0.019

-bdl4_U:rLs!!ri9):l&k l:d: (" 
-:.{9) 0.006 t 0,010 0.026 r 0.158 0.041 t 0.088 0.045 t 0.219

1"u"i1y".":.Pyn:d** 
....-........

P.,tupi..l g'"nui;ili;f Ari;P;;iq,ki;;ii
granulorn (n = 42)

0.i 19 9,21?

0.025 t 0.154

0.02r 0.743 9,1?l

0.321 t 0.3560.005 t 0.010 0.039 t 0.086 0.04j ! 0.213

nrdiry.h-.y.,IL(l-:1-91.'-&dl!"uhttrl*ci$h:?-Q) 0.006 t 0.020 0.071 t 0.231 0.00!) r 0.015 0.008 t 0.019 0,287 t 0,41t)
lvalue. lvrijednost 0.441 0.776 0.062

** 
OJZ' )t40

Experirncntal

1'value . / vrijednost

TIMP2

0.305 t 0.381

i.;

i:
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Flgure 1 Expressiolr patterns of selected matrix remodeling genes in RAN(L- and OPG"pre,Jominant lesions. Panel (a) shorvs the relative gene
expression levels of l,lMF-2, panel b of MNP-9, and panel c of TlNp-2 in apiral periodontitis lesions categorized baseql on R,ANKI nr
OPG predonrinafice. Data are presented as mean 

-i 
SD, and statisticat significance between groups *us uis.ssed using appropriate

non-parametrir: tests. * and ** - statisticatty significant, ns - non-significant.
Stlka1. Obrasci ekspresiieodabranilrgenazapteoblikoranjematriceuleiiianraspredonlinantrrimRANKL-inr.riopG.inra; panel aprika.:rrie

retativne razine ekspresiie gena lltl{P-2, panet b .}lMP-.9, a parrel c T!1AF-2 tt leziiama upikalnog parodontilisa kategorizira;inra
na tenrelitr predontinantno-sti RANKI'a ili OPG-a; podatci su prikalani kao srednja vrijedncrst r ,Sil, a statistiika znai.:inost iu nr*du
skupinaprocijerlienaiekoriltenjemodgovarajuiihneparanetrijskihtestova.ii'r-.--5tltistiakiznaialno,ns- {rezn&iaino.

Flgure2 Spearnrancorrelatiotrheatnrapandcorrespondingp-values.Theteftpanetdisplaysaheatnrapofsp"unnrr'srankci:nelation
coefficients {p) arnong the analyzed variables. lighter colors in<Jicate -strsnger poiitir* ccrrrelations. The right panel shr:,,vs the
coriesponding p-valuesfot eaclr pairwise cornparison, indicating the statisiical significanre ofthe cbservei crrrelatiorrs. Ihe rron,
significant corretatians (p>0,o5) are shown as white firlds, witlicorresponcling p values.

Sllka 2. Spearntanova korelaciiska toptinska karta i odsovarnluie p-vrijednosti; tlieua r;t,rea priknzuje toplinsku kartu Spearnralovilr
koeficiienata korelaciie ranga (p) tnedu analiziranim varijablarna; svietliie Lroje oznadavaju jaie 1-roaitivne korelacije; desna p6:ia
prikazuje odgovaraiude.p-vriiednosti za-svaku parnu uspcredbu, Sto upucuje na statistiiLu znaiain,:st uocenih korelacija; neznai.:ine
korelacije (p >o,05) prikazane su kao biiela porja s odgovaraluiirn p-viiie,iriostim*.
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den:onsfrateel thx grue rx;rression levels c,l-.l!f;!fP*J, I,fi{l-
L RII/ff/", xnJ {JIG arr signilii:rrrrly inr:rmsetl in hunun
AP ksion* cornprrred ro hr*lrhy denral pulps. 'l}rse 6rdings
rrc supporrrtl hy prcvious invcsrig*ti*ns cor.rhrnring tlr" rrrlc
of inflan:nrirrury rnedirrrors in rlveolar f,onr rcsorption {31 *
.JI). Shin ct nl (tI), urirrg enz.ynre-links:c{ imruuntxorberir ns-
say, poinred to in*re:rsrd levtls of t[:r invesrigatrd MIVIPs in
pcriapiu*l tisxuus r:ornl:r:rr:rl ro hmlthy pulp* Lr Z00tl, tlel-
nurr rr *l (2J), using gelarin zyrnogrrrphlr nlso reverled in-
crusrtl {t:n(rrtrirriorrx of M[dP-I xnd l\,lh{P-g in gingivrl
cerviral lluid frorn teerh rvirh pedrrpirrrl lrsirins romparrd ro
rrrrtrols. 'J}c .san:t rr*rrlt rvas .,,rn6.,.,-r.r.l hy inrr.r.runuhilro-
chemisrry in severrrl invrstigationr (34, 2j, 2S, ?g). Final"
li,, Llxing thc samc n:ethodol*gy applirtl in our r*sr:rrulr (i.r.,
I{IIIPCR), Lrtrii et rrl (td) and H*ilzirbdic et al (2/) r-:on-

{irmeii thc r*nrr: rrerrc{.

rrrr .,{.{$fP{ $'tlvfp-\, {lA/*'l i O16 zn*i*jno povr(ane u
ljLrrlskinr AP lurijrnu Lr uslxrrcdbi :;r zdrirvnrrr r,uirnorn 1:ul-
ponr. Ovt nrlrze podupiru dr:srd*Injr isrrrriivanja ,, l.ojinr,.
jt: porvr$en;r trloga u;:rrlrrilr rrrrtlijaror;r rr rcsor'pr.iji *lvcol,rr-
n* kosri (?l * ]i), Shin i snradnici ()2), ltoristcii *e urzir:r*
sl< i rn i mu nosorl:rn rrr i nr r(st()n), ist;r k nu l i su 1:r:r,riurl rari lit:
ispitivmih MMir-rrr,,r u prrirrpik..rlni$ rkivima u usporedbi
sa'ldr*r,om pullxrnr. {ltxlinl 300tl. Bclr:r*r i .rur;rc{nici (I,}),
koristr{i se {tl;rrinskom zirur:g;rali.[our, rakocl*r "tir orkrili po-
ve(rrlc k*rrr:urtr;rr:ijc Mi\,1P-l i l\,{MP.9 u gingiv,rlnrri t.rir,.i-
kalnoj trlturiini ruL,a s perirr;:ikrrlnim leziirrmrr u usporrdbi
r kutrtrolnonr skul:inoln.'li,f r.'zulr:rr Irilt vr(i('n jc iniunohi-
srokernijski u nckoliku istrriivirnjrr {1.4, ?i, 3S, 2gl. Nouud-
nr:, korislrrti sc irt*m nrctr dr.rhgijorn prirnijcnjcnt:ln rr n,rhn:
istraiivulr"r {i. RI\PCR), Lrrr* isurrdnir:i (16) i H*diiab-
dii i sur;rdnic;i {}7) prrvrtiili ru isri rrencl.
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ies. Corotti et al (32) showed that durins the experirnenral
development of AP, levels of ]r4MPs were significantly high-
eL in the early phase compared to the late phase. In this re-

gard, Mdrton and I(iss (14) reviewed prorective and destruc-
tive regLrlatory parhival,5 in apical periodontitis developmenr.
An acute phase of disease is probably influenced by complex
networking between different inflammatory cells and mec{ia-
tors that stimulate an increased production of MMPs and ac-

tive degradation of the ECIvl.
It is also worth discr.lssing thar our parienrs with apical

periodontitis were significantly older compared ro rhose in
rhe control group without periapical pathology. Although
this might be a potential cofouncling factor. in this study cle-

sign, it should l:e statcd that ir is in line with the findings re-
portec{ by }lamedi et al (33), who investigated tl.re prevalence
ofroot canal rreatmenr and periapical radiolucency in elder-
ly patients. The authors ciearly demonsrrared rhat in com-
parison to general adult populations, rhe elderly had a much
higher prevalence ofnon-surgical root canal treatment and a

higher prevalence of periapical radiolucency. 'Ilerefore, fol-
lowing the observed rrend, our demogr.aphic resulrs support
the fact that the eldeLly population has an increased preva-
lence of apical periodontitis.

'Ihis investigation dernonstrates several strengths, includ-
ing. a predetermined san.rple size, a large cohorr of samples,
and robust laboratory methodology. However, it is crucial
to acknor,vledge cerrain limitations. 'Ihe cross-secrional de-
sign in Endodontology resrricts the ability to establish strong
causality between the analyzed ger.res and the developrnerr-t
ofapical periodontitis due to ethical considerations. Iiurrher-
more, it is essential to match tl.re ages of patients in the ex-
perimentaI group rvith those of patients who do nor presenr
periapical radiolucency, as porenrial confounding facrors can
impact the results.

Taken rogether, it has been demonsrrated rhat rhe r.esorp-
tion of alveolar bone in AP is a complex process influencid
by a variety of inflammatory mediarors. The observed upreg-
ulation of MMP-2, MMP-9, I\ANI{L, and Ot,G in ,ql, le-
sions ernphasizes their porenrial role as rnolecular biomarkers
for disease activity and progression, '1-hese findings could en-
hance diagnosric accuracy, thus enabling better.[arienr strat-
ification and personalized treatmenr strategies in endodontic
pracrice, as dernonsrrarcd in Periodontology (34,35), Morc-
over, elucidating the interplay between UMPs and bone re-
sorption rcgulators may opcn new avenues for targcted phar-
n-racological interventions aimed at modulating-periapicaI
inflammarion and preventing alveolar bone destiuitinn. F,.,-
ture.studies with larger coh<lrts, standardized sampling pro-
tocols, and longitudinal designs are rvarraured ,o u.ilirt.
these biomarkers, explore their predictive value for rrearmenr
outcomes, and assess their potential utility in personalized
management of AP.

Cotrclusions

'Ihis study conlirms tl.re coordinated involvement of
MMPs and bone resorption regulators in apical perioc{ontitis
lesions. Further research is required to validare iheir clinical

lllok:t.itktr Drit,ers oI$r:rrr: Rr.:sitrption in Apitnl Pr,:ritLr.lonfltrs ffi

jih studija na Zivotinjama. Corotti i suradnici (32) pokazali
su da su tijekorn eksperirnentalnog razvoja AP razine MMP-
a bile znadajno viie u ranoj fazi u uspoLedbi s kasnom fazom.

U tom smislu, Mdrton i Kiss (14) pregledali su zaititne i de-

struktivne legulatorne putove u razvoju apikalnog parodon-
titisa. Akutna faza bolesti vjerojatno je pod utjecajem slo'i.ene

mreie izn.reclu razliiitih upalnih stanica i rneclijatora koji sti-
muliraju poveianu proizvodnju MMP-ova i akrivnLr r;rzgratl-
nju izvanstaniinoga matidnog rkiva,

Talcoder valja spomenuti da su naii pacijenti s apil<alninr

paLodontitisom bili puno srari,i u usporedbi s 0nima u I(on-
trolnoj sl<upini bez periapil<alne parologije. Iako bi to nrogao
biti sLrosnivadki dinibenik u dizajnu ove studijc, treba ista-
knuti cla je to u skladu .s nalazirna o kojima su izvijestili Ha-
mcdi i suradnici (33) koji su isrraiivali prevalencijLr lijcienja
korijenskog [<anala i pe riapil<alne racliolucencije kod srarijih
osoba, Autori su jasno pokaz.ali cla su u usporedbi s opiorn
odraslom populacijom stariji imali mnogo veir.r prevalenciju
nekilurlkog lijedenja konjenskog kanala i veiu prevalcnciju
periapikalne radiolucencije, Zato, slijedeii uoicni trencl, naii
demografski rezLrltati podupiru iinjenicu da starija populaci-
ja irna poveianu prevalenciju apikalnog parodonritisa,

Ovo istraiivanje ima nekoliko prednosti, ukllutuluii
unaprijed odredenu velidinu uz.orka, veliku kohortu rrzora-
ka i robLrsnu laborarorijsku metoclologiju. No valno je pri-
znati odredena ogranidenja. Presjedni dizajn u endodontolo-
giji ograniiava moguinost uspostavljauja snaZne uzr.otnosri
izmedu analiz.iranih gena i razvoja apikalnog parodontirisa
zbog etiikih razmatranja. Naclalje, lritno je uskladiti dob pa-
cijenata u eksperimerrralnoj skupini s dobnom skupinom pa-
cijenata koji nernaju periapikalnu racliolucencijLr, jer porenci-
ja[ni z.bunjujuii dimbenici mogrr uriecari na rez.ulrare.

Uzevdi sve u obzir, clokazano je da je r.esor.pcija alveo-
larne kosti u AP-u slolen proces na koji utjetu razni upal-
ni nredijatori. Uoder.ra poviiena regulacija MMP-2, MMP-g,
IIANKL-rti OPG-a u AP lezijama istide njihovu porencijal-
nu ulogu kao n.rolekularnih bioloikih bil.lega za aktii,nosr i
progresiju bolesti. 'I'i nalazi mogli bi poboljlari dijagnostiil<u
todnost i ornogu6iti bolju stratifikaciju pacijcnata i persona-
liziranu strategiju lijedenja rr en.lodonrukoj praksi, I<;ro ito 1e
istaknr.rto u Palodontolo giji (34, 35). Srovi(c, razjrlnjavanje
medudjelovanja izmcdu MMP-ova i regulatora resorpcijc ko-
sti rnoie otvoriti novc smjcrovc za ciljanc farrnakoloike inrcr-
vcncije usmjerene na moclulaciju periapikalne upale i sprjcda-
vanje uniiravanja alvcolarnc kosti. Porr.cbnc sLl nove srLrdijc s

veiim kohortama, standardiziranim protokolima uzorkova-
nja i longitLrdinalnirn dizajnom da bi sc validirali ti bioloiki
biljezi, istraiila njihova prec{il<tivna vrijednost z.a ishocle lije-
denja i procijenila porencijalna korisnost u personaliz.iranonr
lijetenju AP-a.

Zal<[iueak

Ova srudija potvrduje koordiniranu ukljuienost MMp-
a i.regulatora resorpcije kosti u periapikalnirn lezijama. po-

trebna su daljnja istraiivanja kako bi se potvrdila njihova kli-
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As anticipatecl, this research c{emonstrates posirive cor-
relations between MMPs and the regulators of bone resorp-

tion, thus highlighting their critical interrelationship. Al-
though these specific correlations have nor been investigated
befbre, our findings reinforce the conclusions drawn in pre-
viotrs studies. I-Iadziabdic et al (27) observed a significant
colrelation between MMP-2 and TIMI'-2 in the analyzed
sample. Moreover, Pereira Faustino er a[ (28) showed a posi-
tive moclerate correlation between MMP-2 and MMILg ex-

pression in AP lesions. 'lhe same trend has been reported by
Martinho et al (29), who confirmed that MMPs and large

bone destruction positively correlate in AP.

This investigation also studiecl the clifference in analyzecl
parameters between AP lesions with c{ifferent phenotypes.
AlthoLrgh there werc no significarrt diffcrences in rhe ana-
Iyzed mediatols berween synlprornaric anci asymptomatic
lesions, we observed that the MMP-2 was significantly in-
creased in srnall-sized cornpared to large-sized lesions. In ad-
dition, the samc tendency was observed in the levels of the
anall,zsd parameter between periapical granulomas and ra-
dicular cysts, Our findings align with a larger cohort study
conducted in Turkey (31), which found no significanr dift'er-
ence in MMP-9 levels between sylnpromatic and asyurptorn-
atic acute AP lesions. In conrrasr, several other studies have
reported coutrary results, indicating that patients with clini-
cal syrrrptorns tend to have elevated levels ol the MMPs stud-
ied (24,25, 28,30), These differences can be attributed to
diverse methodological approaches ernployed in the investi-
gations. First, there are obvious difierences .in the numbeL of
included samples analyzed among published studies. 'Ihen,

different criteria were used to assess clinical cor.rditions of the
included parients among rhe analyzed studies. Another im-
portant issue i.s the rype of sample that rvas used for analysis.
ln both experimental and controI groups, a variety of sarnples
were used, including gingival cervical fluid, periapical exu-
clate, fresh periapical tissue, paraflin-embedded blocks of AP
lesions, healthy pulp, healthy gingiva, or healthy per.iodontal
ligarnent. Finally, studies used different resrs ro evaluate the
prcscnce or lcvel of investigating rnoleculcs, including im-
muncrhistochemistry, zymo graphy, enzymeJinkecl immu-
nosorbent assay, real-tirne revcrse transcription polymerase
chain reaction, etc. These clifferences may significantly im-
pact the rcsults obtained, hence their intcrpr.etation should
be airproached with caution and careful consiclerarion.

Concerning thc size and histopathological features ofAp
lesions, as well as the levels of the tested parameters in our
study, it is imporrant ro nore that previously reported dara
have also shown significant diversity, and our findings are
partially consisrenr with them. Although Hadziabdic er al
(27) found no difference in MMPs levels between per.iapical
granulorna.s and radicular cysrs, rhey reported an lncreased
relative gene expression of tested parameters in larger com-
pared to srnall-sized AP lesions. No difterences in UlAp-
9-positive cells between periapical granulonras and radicular
cyst.s were also reported by Alvares et al (30). On the other
hanc{, some stuc{ies reported increasecl levels of tested MMps
in peliapical granulomas compared to radicular cyst (21, 2g).
These findings are backed by results from earlier animal stud-

Me:clijutori koStane rcsoryt ijt: u apikainom p(.;ndotltitisu rtltil

Kao 5to se i odekivalo, ovo istraiivanje pokazuje pozitiv-
ne korelaci,ie izmedu MMP-a i regulatora resorpcije kosriju te

istiie njihovu kljudnu uzajamnu povezanost. Iako ove speci-

fidne korelacije prije nisu bile istraZivane, nali nalazi potvr-
duju zakljudke iz dosadaJnjih studija, Hadiiabdii i suradni-
ci (27) uodili su znadajnu korelaciju izmedu gena MMP-2 i

TIMP-2 u analiziranom uzorl<u. Stoviie, Pereira Faustino i
suradnici (28) pokazali su urnjerenu pozitivnu korelaciju iz-
medu ekspresij e MMP-2 i MMP-? u AP lezijama. O takvom
rrendu izvijestilisu Martinho i suradnici (29) kojisu porvr-
dili da MMP-i i velika destrukcija kostiju pozirivno [<oreli-

raju u AP-u,

U ovom istraiivanju takoder se proudavala razlil<u u ana-
liziranim parametrima izmedu AP lezija s razliiirim fenori-
povima, Iako nije bilo znadajnih razlika u analiziranirn me-

dijatorima izmedu sirnpromatskih i asimptomatskih lczija,
primijetili smo da je MMP-2 znadajno poveian u malim le-
t4ama u usporedbi s velikima. Takva rendencija uodena je u
razinama analiziranog paramerra izmedu periapikalnih gra-
nuioma i radikularnih cista. Naii nalazi u skladu su s ve-
iom kohortnom studijom provedenom u Turskoj (31) u kojoj
nije pronadena znaiajna razlika u razinama MMP-9 iz-me-

du simpromatskih i asimptomatskih akuurih AP lezija. Su-
protno tomu, u nekoliko drugih srudija aurori su izvijestili o
suprotnim rezultatima, Ito upuiuje na to da pacijenti s kli-
nidkim simptomima imaju uglavnom poviSenu razinu prou-
davanih MMP-a (24,25,28,30).Te razlike rnogu se pripisati
drukdijim metodoloikim pristupima koriitenima u istraiiva-
njima. Prvo, postoje oiite razlike u broju analiziranih uzora-
ka medu objavljenim studijama, Zatim, u analiziranim sru-
dijama kori5teni su razliiiti kriteriji za procjenu klinidkoga
stanja ukljudenih pacijenata. f)rugo vaino pitan.je jest vrsta
uzorka koji je uporrijeblje n za analizl'. I u eksperimental n i m
i u kontrolnim skupinama uzeri su razliditi uzorci, ukljudu-
juii gingivalnu cervikahiu tekuiinu, peLiapikalni eksudat,
svjeie periapikalno tkivo, parafinom ugradene blokove AP
lezisa,zdravu pulpu, zdravu gingivu ili zdravi paLoc{ontni li-
gamenr. Konadno, autori studija sluZili su se razliditim testo-
vima za procjenu prisutnosri ili razine ispitivanih molekula,
ukljuiujuii imunohistokemiju, zimografiju, enzimski imu-
nosorbentni resr, landanu reakciju polimeraze s reverznom
transkripcijom u stvarnom vremenu itd. Te razlike mogu
znadajno utjecati na dolrivene rczultarc i zato njihovoj inter-
pretaciji treba pristupiti s oprezom i pozorno ih razmotriti.

Kad je rijei o velidini i histopatoloikih znaiajki Ap lczi-
ja te o razini testiranih parametara u naSoj studiji, vai.no je
napomenuri da.su ranije objavljeni podatci takoder pokazali
znadajnu raznovrsnosr, a naJi nalazi cijelomiino su u skladu s

njirna. Iako Hadiiabdii i suradnici (27) nisu pronaili razlikLr
u razinama MMP-a izmedu periapikalnih granuloma i radi-
kularnih cista, izvijestili su o poveianoj relarivnoj ekspresiji
gena restiranil paramerara u veiim AP lezijama u usporec.l-
bi s rnalima. Alrares i suradnici (30) rakodei nisu izvijestili o
razlikama u MMP-9-pozitivnim stanicama izmedu periapi-
kalnih granuloma i radikr.rlarnih cista. S druge srrane, aur;ri ,,i

nekih studija izvrjestili su o poveianim raziiama resriranih i;
MMP-a u periapikalnim granr.rlomima u Lrsporedbi s radiku- ;
larnom cisrom (21, 28). Te nalaze potkrepljuju rezultati rani- 'i
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relevance and explore their potential role in improving diag-
nostic and therapeuric approaches.
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Satetak
svrha rada: Kvantificirati relativnu ekspresiju gena matritnih metaloproteinaza (MMp).2, .9, njihov
tkivni inhibitor OIMP)-2, ligandu receptora aktivatora nuktearnog faktora kappa.B (RANl(l) i osteo-
protegerin (OPG) u uzorcima humanoga apikalnog parodontitisa (AP) te ie povezati s razinama tih
molekula u zdravol zubnoj putpi. Prociieniti raztike u ekspresiji gena medu AP tezilama stratificirani.
ma prema klinitkim, radiografskim i histopatoloikim znatajkama. I na kraju, u uzorcima AP-a istra2i-
ti potencijalnu koretaciju analiziranih molekula. Materijati i metode: Studijska kohorta sastoiala se
od 80 AP lezija dobivenih od 80 odrastih dobrovoljaca tijekom postupaka apikotomije. Zdrava kon-
trolna l<ohorta sastoiala se od 50 uzoral<a zubne pulpe s intal<tnih zuba ekstrahiranih u ortodont-
ske svrhe prikupllenih od 50 darivatel,a. Relativna el<spresija gena MMp-2, MMp.g, TtMp-2, RANKL
i OPG prociienjena ie u svim uzorcima tkiva koriStenjem kvantitativne lantane reakcije polimeraze u
stvarnom vremenu s reverznom transkripcijom (RT-qPCR). Statistiike analize ukljuiivale su hi-l<va-
drat test, Studentov t-test, Mann-Whitneyjev U test i Spearmanovu korelaciju. Rezuttati: U studiji su
uotene viSe razi ne e kspresije gena RAN KL, oPG, M M P-2 i MMp-g u usporedbi sa zd ravom kohorto m
(p = 0,0a8, p =0,002, p = 0,048 ip = O,OtZ). Veia retativna ekspresija genaMMP-2 zabitje2ena je u
manjim lezijama u usporedbi s velikim lezijama (p :0,021). Uotene su znaaajne pozitivne korelacije
izmedu ispitivanih mediiatora. Zaktjudci: lstodobna prekomjerna ekspresija proutavanih medijatori,
zaiedno s njihovim pozitivnim korelacijama u AP lezijama, upuduje na njihovu koordiniranu ulogu u
progresiji bolesti i resorpciji alveolarne kosti.
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