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IZJAVA

Ja, Dr. Mladen Vukovié, roden 08.06.1969. godine u Beranama, Republika Crna
Gora, stalno nastanjen u Beogradu, Ranka Tajsi¢a 12, izjavljujem da prediog teme
za izradu doktorske disertacije pod nazivom: “Analiza uticaja acetilsalicilne
kiseline na diferencijaciju mati¢nih celija zubne pulpe u zrele odontoblaste i
ekspresiju gena odgovornih za stvaranje dentina in vitro”, nisam prijavljivao na
drugoj visokoskolskoj ustanovi u Republici Srbiji niti u inostranstvu, osim na
Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

U Beogradu, 12.11.2019. Podnosilac Izjave:

Dr. Mladen Vukovié
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Mladen Vukovic, DMD
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fakultet u Zagrebu (prve tri godine) 1988., diplomirao na Stomatoloskom fakultetu u Beogradu
1996. godine sa prosecnom ocenom 8,76 i ocenom 10 na diplomskom ispitu: “Oralno — hirurske
intervencije u pacijenata rizika”.

Dr. Vukovic je lekarski staz i drzavni ispit polozio u Podgorici, 23. Septembra, 1997. Radio je u
zemlji i inostranstvu. Tokom 2012. godine dobio je autorizaciju diplome od ENIC/NARIC Centra
u Zagrebu, Republika Hrvatska. Zavrsio je specijalisticke akademske studije drugog stepena iz
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menadzment u zdravstvu”. Objavio je vise radova u zemlji i inostranstvu. Poseduje licencu
Stomatoloske komore Srbije i Stomatoloske komore Crne Gore. Trenutno je na doktorskim
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NASLOV PREDLOZENE DISERTACIJE:

»ANALIZA UTICAJA ACETILSALICILNE KISELINE NA
DIFERENCIJACIJU MATICNIH CELIJA ZUBNE PULPE U ZRELE
ODONTOBLASTE I EKSPRESIJU GENA ODGOVORNIH ZA
STVARANJE DENTINA IN VITRO*

Predmet istraZivanja

Mati¢ne éelije (MC) karakteride njihov kapacitet samo-obnavljanja i sposobnost da se
diferenciraju u bilo koji tip zrelih ¢elija. Embrionalne mati¢ne ¢elije mogu se diferencirati u
¢elije tri rodne linije iz kojih mogu nastati sve vrste tkiva dok se mati¢ne celije odraslog
organizma mogu jedino diferencirati u tipove celija prisutne u datom tkivu domacina i sluze
njegovom obnavljanju. One moraju biti u moguénosti da se obnavljaju i odrzavaju balans izmedu

samo-obnavljanja i diferencijacije te ocuvanja tkivne homeostaze (1).

Pristupacnost zuba izgubljenih prirodnim ili hirurSkim putem pruza viSestruke moguénosti tokom
zivota za izolaciju razli¢itth populacija zubnih maticnih celija. Bolesti zuba su vrlo
rasprostranjene, uticu na kvalitet Zivota ljudi od najranije dobi do starosti i predstavljaju ozbiljan
javno-zdravstveni problem. MC izolovane iz zuba, pored koris¢enja za obnovu i regeneraciju

zuba 1 drugih intraoralnih tkiva, mogu se koristiti 1 za leCenje sistemskih oboljenja coveka.

Danas se u istrazivanjima koriste embrionalne maticne Celije, adultne mati¢ne celije 1 u skorije
vreme 1 indukovane pluripotentne maticne Celije (iPSc). Dok je upotreba embrionalnih mati¢nih
¢elija ogranicena etickim pitanjima, adultne maticne ¢elije predstavljaju povoljniji ¢elijski izvor
koji se koristi u tkivnom inZenjeringu. Postnatalne mati¢ne ¢elije su izolovane iz vise razli¢itih
tkiva kao Sto su mozak, koza, folikul dlake, skeletni miSi¢i, koStana srz, zubno tkivo. Iz zubne
pulpe je do danas izolovano vise tipova maticnih Celija koje su oznacene kao maticne celije
zubne pulpe (engl. Dental Pulp Stem Cells, DPSC), mati¢ne ¢elije iz eksfoliranih mle¢nih zuba
(engl. Stem Cells From Human Exfoliated Decidual Teeth, SHED), nezrele maticne ¢éelije zubne

pulpe mleénih zuba (engl. Immature Dental Pulp Stem Cells, IDPC), maticne Ccelije



periodontalnog ligamenta (PDLSC), mati¢ne celije apikalne papile (SCAP) 1 progenitorske celije
zubnog folikula (DFPC) (1).

Mati¢ne celije zubne pulpe su ektomezenhimalnog porekla i lokalizovane su uglavnom u
perivaskularnoj nisi. One se lako i efikasno izoluju, visoko su proliferativne, klonogene,
multipotentne, ispoljavaju visok stepen plasticiteta i slicne su mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama
kostane srzi (BMSC) (2-4). U njima je pokazana visoka ekspresija gena alkalne fosfataze,
proteina 1 matriksa dentina, 1 dentin-sijalofosfoproteina kao i gena koji kodiraju za sintezu
komponenti ekstracelularnog matriksa, molekula ¢elijske adhezije, faktora rasta i transkripcionih
faktora (5,6). U in vitro uslovima ove ¢elije mogu da se diferenciraju, s odredenim medusobnim
razlikama, u pravcu odontoblasta, hondrocita, osteoblasta, adipocita, neurona/glije, glatkih 1
skeletnih miSi¢nih ¢elija, endotelnih ¢elija 1 melanocita, sa potencijalom klini¢ke primene u
regenerativnoj medicini (7,8). Takode, DPSC ispoljavaju anti-inflamatorno i imuno-modulatorno

dejstvo jer imaju sposobnost inhibicije proliferacije T limfocita kao i antioksidativni efekat (9).

Kapacitet ¢elija zubne pulpe da reaguju na oStec¢enja uzrokovana patoloskim uslovima kao §to su
karijesne lezije i1 trauma kakva je preparacija kaviteta, dobro je poznat. Zubna pulpa poseduje
regenerativni potencijal Sto se manifestuje formiranjem reparativnog, tercijarnog dentina. Naime,
nakon direktnog zatvaranja pulpe materijalima kao $to su mineralni trioksidni agregat (MTA) i
kalcijum hidroksid dolazi do inicijalne inflamatorne reakcije pracene stvaranjem tercijarnog
dentina. Tokom stvaranja reparativnog dentina, originalni odontoblasti na mestu oStecenja su
unisteni 1 zamenjuju se novim diferenciranim celijama poreklom od mati¢nih celija koje na
mestu oSte¢enja naknadno proliferiSu 1 diferenciraju se u ¢elije nalik odontoblastima. Gronthos i
sar. (2000) prvi su identifikovali mati¢ne Celije iz odrasle ljudske zubne pulpe. Ovu populaciju
DPSC-a iz stalnih tre¢ih molara karakteriSe njihova velika proliferativnost 1 sposobnost
formiranja kolonija (10). Transplantacija in vivo u imunokompromitovane miSeve pokazala je
sposobnost DPSC-a da generiSu funkcionalno zubno tkivo u obliku kompleksa poput dentina /
pulpe (10). Medutim, uloga progenitorskih ¢elija ukljucenih u reparativnu dentinogenezu 1 dalje
nije do kraja razjaSnjena. Postoji nekoliko potencijalnih populacija pulpnih ¢elija iz kojih mogu
nastati odontoblasti ukljuceni u reparativnu dentinogenezu. Naime, Hohl-ov sloj bogat ¢elijama,
pored odontoblasta, sadrzi nediferencirane mezenhimalne ¢elije koje mogu biti jedan od izvora

progenitora odontoblastnih ¢elija. Druge Celije pulpe kao Sto su perivaskularne ¢elije (periciti) i



fibroblasti takode pokazuju osobine sliéne MC i mogu biti regrutovane ka regiji tkivnog

osStecenja gde doprinose formiranju novih odontoblastnih ¢elija (11).

Kao S§to postoje izvesne nejasnoce oko izvora ovih progenitorskih ¢elija tako ni signalni putevi
uklju¢eni u njihovo regrutovanje i diferencijaciju nisu potpuno rasvetljeni. Signalizacija
ukljucena u reparativnu dentinogenezu je slozena, sa razli¢itim faktorima koji mogu uticati na
angazovanje 1 diferencijaciju progenitorskih ¢elija. Angazovanje progenitorskih celija, da bi se
formirala nova generacija ¢elija slicnih odontoblastima, dolazi nakon jakog stimulusa kao §to je
teSko karijesno oSteCenje koje uzrokuje smrt prvobitnih odontoblasta. Pokazano je da
regrutovanje i diferencijacija celija progenitora ukljucuje delovanje kosStanih morfogenetskih
proteina (bone morphogenetic proteins- BMPs) oslobodenih nakon odontoblastne apoptoze (12).
Na signalne puteve za reparaciju zuba bitan uticaj ima i infiltracija inflamatornih celija
(dendritske ¢elije, T-limfociti, makrofagi, neutrofili i B-limfociti) na mesto ostecenja tkiva kao
odgovor na invaziju mikroorganizama (12). Ove zapaljenske i imunske celije ¢e osloboditi
citokine 1 faktore rasta koji ¢e dalje usloZniti ¢elijske signalne mehanizme. Odontoblasti stvaraju
nekoliko proteinskih molekula, kao S§to su osteokalcin (OCN), protein dentinskog matriksa 1
(DMP-1) i dentinski sialofosfoprotein (DSPP), koji se smatraju bioloskim markerima
diferencijacije mati¢nih Celija u odontoblaste (13). Takode, aktivnost alkalne fosfataze (ALP) se
smatra ranim markerom diferencijacije mati¢nih ¢elija u odontoblaste i ima znacajnu ulogu u

formiranju dentina (13).

Vazno je napomenuti da razli¢ita jedinjenja u upotrebi u stomatologiji, kao $to su natrijum
hipohlorit, mineralni trioksidni agregat (MTA) i kalcijum hidroksid dovode do oslobadanja
bioaktivnih molekula iz dentina (dentin sialoprotein, dentin fosfoprotein, protein-1 dentinskog
matriksa 1 dr.). Ovi molekuli u razli¢itim koncentracijama indukuju i razlicite Celijske efekte

ukljucujuéi diferencijaciju, angiogenezu i apoptozu (12).

Acetilsalicilna kiselina (ASA) je veoma Siroko primenjivan lek iz grupe nesteroidnih
antiinflamatornih lekova (NSAIL) koji ima analgeticki, antipireticki, antiinflamatorni 1
antiagregacioni efekat. Ovi efekti su posledica inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX) 1
posledi¢nog snizenja nivoa prostaglandina i tromboksana. Najznacajnije indikacije za primenu
ASA danas su prevencija i leCenje infarkta miokarda kao i profilaksa kardiovaskularnih obolenja

kod pacijenata sa dijabetes melitusom i visokim kardiovaskularnim rizikom. Od znacaja je da je
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doza ASA koja se primenjuje u svrhu leCenja 1 prevencije kardiovaskularne bolesti znacajno niza
od doza koje se primenjuju za ublazavanje bola ili snizavanje poviSene temperature, Sto smanjuje
rizik od nastanka nezeljenih efekata, kao Sto je krvarenje u digestivnom traktu. Medutim, postaje
sve izvesnije da se terapijsko polje dejstva ASA moze prosiriti zahvaljuju¢i tome §to ASA utice
na aktivnost i drugih enzima ukljucenih u regulaciju ¢elijskog metabolizma i proliferaciju, kao
Sto su adenozin monofosfatom-aktivirana protein kinaza (AMPK) i mitogenom-aktivirana
protein kinaza (MAPK). Naime, pokazano je da AMPK ima klju¢nu ulogu u regulaciji ¢elijskog
metabolizma, i da je funkcija ovog enzima od klju¢nog znacaja u patogenezi stanja koja prate
poremecaji energetskog balansa, kao Sto su inflamatorni procesi (14). S druge strane, MAPK
signalni putevi su ukljuceni u regulaciju Celijskog ciklusa i proliferacije ¢elija, izmedu ostalih 1
osteocita (15), Sto ga Ccini vaznim signalnim molekulom ukljuenim u homeostazu
mineralizovanih tkiva kao $to su kost ili zubi. Znacajan je podatak da epidemioloska ispitivanja
pokazuju da redovna primena ASA moZe povoljno da utice na gustinu kosti muSkaraca, kao 1
Zena u post-menopauzi (16). Takode, nedavna istrazivanja na animalnom modelu, pokazuju da
ASA, uti¢u¢i na osteogenu diferencijaciju mezenhimalnih ¢éelija, povoljno utice na povecanje
zarastanja kostanih defekata kalvarije (17). Od znacaja je i da nedavna studija Abd Rahmana i
saradnika pokazuje da mezenhimalne mati¢ne celije iz periodontalnog ligamenta ljudi menjaju
ekspresiju gena za razlicite faktore rasta, kao 1 da povecavaju osteogenu diferencijaciju mati¢nih
¢elija periodontalnog ligamenta, ¢ime se sugeriSe mogucénost njegove primene u regenerativnoj

stomatologiji (18).

lako je pokazano da ASA povecava osteogenu diferencijaciju SHED (19) i povecava osteogenu
diferencijaciju DPSC (20), podataka o uticaju ASA na odontoblasnu diferencijaciju DPSC i o
mehanizmima koji su u to ukljueni, za sada nema. Imaju¢i u vidu da je studija Liu i sar (2015),
ispitujuci potencijal razli¢itih koncentracija ASA (10-200pug/ml) u osteogenoj stimulaciji stem
¢elija poreklom iz mle¢nih zuba (SHED), pokazala da samo niske koncentracije ASA (10 1 50
pg/ml) utiCu znacajno na osteogenu diferencijaciju SHED, 1 dizajn naSe studije podrazumeva
ispitivanje uticaja niskih koncentracija ASA na odontogenu stimulaciju stem ¢elija poreklom iz

zubne pulpe stalnih zuba.



Radna hipoteza:

Predmet ovog istrazivanja je ispitivanje uticaja niskih koncentracija (10 1 50 pg/ml) ASA na
diferencijaciju maticnih ¢elija izolovanih iz perivaskularne niSe humane pulpe u odontoblaste
kao 1 mehanizama ukljuenih u ovaj efekat ASA. Polazna hipoteza je da niske koncentracije
ASA stimuli$u diferencijaciju DPSC u funkcionalno sposobne odontoblaste, i ekspresiju gena-
odgovornih za stvaranje dentina, mehanizmima koji ukljucuju aktivaciju signalnih puteva AMPK

i MAPK.
Ciljevi:

1. Izolacija i kultivacija ¢elija iz perivaskularne niSe zubne pulpe tre¢ih molara odraslih
ljudi.

2. Utvrdivanje prisustva mati¢nih ¢elija preko markera mati¢nosti, koris¢enjem protocne
citometrije i genske ekspresije

3. Odredivanje klonogenog, proliferativnog i migratornog potencijala izolovanih ¢elija.

4. Ispitivanje uticaja niskih koncentracija ASA (10 1 50 pg/ml) u uslovima in vitro na
diferencijaciju ovako izolovanih mati¢nih ¢elija u pravcu odontoblasta.

5. Ispitivanje ekspresije gena markera odontoblasne diferencijacije, odgovornih za stvaranje
dentina: dentinskog sialofosfoproteina (DSPP), proteina dentinskog matriksa 1 (DMP-1),
alkalne fosfataze (ALP) i osteokalcina (OCN).

6. Ispitati ulogu AMPK 1 MAPK signalnih puteva u ASA-stimulisanoj diferencijaciji DPSC

u odontoblaste
Materijal i metode

IstraZzivanje bi bilo sprovedeno na StomatoloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu, u
Laboratoriji za bazi¢na istraZivanja u saradnji sa Klinikom za oralnu hirurgiju Stomatoloskog
fakulteta u Beogradu. Za in vitro studiju neophodno bi bilo izolovati mati¢ne celije od
ekstrahovanih tre¢ih molara pet pacijenata, sistemski zdravih, mlade Zivotne dobi (18-25
godina). U ispitivanju bi se koristile samo ¢elije zubne pulpe zuba ekstrahovanih iz razloga

ortodontske ili preprotetske terapije.



Zubi ¢e biti preseceni na gledno - dentinskoj granici, a zatim ¢e se tkivo pulpe pazljivo ukloniti
iz komore 1 zasejati “explant” metodom. Medijum u kulturama ¢e se menjati tri puta sedmic¢no
do postizanja subkonfluentnosti od 80% a zatim ¢e se raditi pasaziranje odredenog broja celija
(500 000 éelija). Celije zubne pulpe ée se zasejati u standardnom medijumu uz dodatak ASA u
koncentracijama od 10 i 50 pg/ml u trajanju od 72h. Jedan sat pre primene ASA celije ¢e biti
inkubirane sa 1pM dorsomorphin dihydrochloride (inhibitor AMPK) ili 50uM SB-203580

(inhibitor p38MAPK) ili i u istovremenom prisustvu oba inhibitora.

U odredivanju klonogenog potencijala izolovanih celija, koristi¢e se test formiranja kolonija
(Colony Forming Unit), koji se zasniva na zasejavanju istog broja ¢elija (po 200) i praéenja
proliferacije 1 formiranja kolonija nakon 7,10 1 14 dana, kada ¢e se bojenjem sa 0,05% crystal
violet, jasno uocavati kolonije 1 njihov broj na invertnom mikroskopu. Broj kolonija analizirace
se u programu Image J, a dobijeni rezultati koristiti za statisticku analizu. U cilju odredivanja
proliferativnog potencijala, radi¢e se test ¢elijske proliferacije (Cell Proliferation Assay) koji
podrazumeva zasejavanje istog broja celija (po 10 000) i1 brojanje ¢elija nakon 3. 5. 1 7. dana
nakon zasejavanja. Migratorni potencijal Celija ¢e se odredivati testom zarastanja rana (Scratch
Wound Healing Assay). Nakon zasejavanja celija (po 10 000) 1 uspostavljanja 80%
konfluentnosti, sterilnom gumom S$irine Imm celije se razdvajaju, a zatim prate tokom 72h.
Smanjivanje razdaljine izmedu razdvojenih celija mikroskopski se meri pomocu programa
Scopelmage 9.0, a dobijeni rezultati ¢e sluziti za odredivanje brzine ¢elijske migracije 1 kasniju

statisti¢ku analizu.

U cilju utvrdivanja mati¢nosti kod ¢elija perivaskularne niSe zubne pulpe vrSi¢e se testiranje
kako pozitivne, tako 1 negativne ekspresije povrSinskih markera metodom proto¢ne citometrije, a
za ova testiranja koristie se cCelije pete pasaze. Za identifikaciju mati¢nih celija vrSic¢e se
imunofenotipizacija preko dokazivanja pozitivne ekspresije markera CD133, CD44 i CD24,
protocnom citometrijom i faktora transkripcije Oct-4, Sox 2, Nanog, CD133, CD 45, CD90
metodom real-time PCR-a. Takode, vrSie se 1 testiranje negativne ekspresije (odsustva)
hematopoetskog markera CD34 (prisutan u populaciji primitivnih hematopoetskih celija).
Izolovana RNK iz celija pete pasaze ¢e se takode koristiti za ispitivanje ekspresije gena

odgovornih za stvaranje dentina: ALP, OCN, DSPP i DMP-1. Za dokazivanje ekspresije DSPP



gena koristi¢e se Western immunoblots 1 reverse-transcription polymerase chain-reaction (RT-

PCR)

Statisticka analiza

Statistickom analizom bi¢e obuhvaceni svi parametri dobijeni laboratorijskim ispitivanjima.

Baza podataka bi¢e formirana u statistickom paketu SPSS 18.0, gde ¢e se vrsiti dalja analiza

prikupljenih podataka.
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KLINICI ZA ORALNU HIRURGIJU
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Telefon: (011) 2685-824
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Molim vas da mi odobrite prikupljanje uzoraka (5 ekstrahovanih tre¢ih molara muskih
pacijenata u dobi 18-25 godina), radi dalje laboratorijske obrade i izolovanja mati¢nih ¢éelija
zubne pulpe. Uzorak mi je potreban u postupku istrazivanja predvidenih temom doktorske
disertacije pod naslovom: ,ANALIZA UTICAJA ACETILSALICILNE KISELINE NA

DIFERENCIJACIJU MATICNIH CELIJA ZUBNE PULPE U ZRELE ODONTOBLASTE I
EKSPRESIJU GENA ODGOVORNIH ZA STVARANIJE DENTINA /N VITRO*

Podnosilac molbe

Dr Mladen Vukovié
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NASTAVNO-NAUCNOM VECU STOMATOLOSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA
U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, donetoj na
drugoj redovnoj sednici odrzanoj 29.10.2019. godine, imenovana je komisija u sastavu: Prof. dr
Jelena Roganovi¢ i Prof. dr Miroslav Andri¢ sa Stomatoloskog fakulteta Univeziteta u Beogradu
i Dr Gordana Nikcevi¢, nau¢ni savetnik u Institutu za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo, Univerziteta u Beogradu, za ocenu predloga teme doktorske distertacije pod
naslovom: “ANALIZA UTICAJA ACETILSALICILNE KISELINE NA
DIFERENCIJACIJU MATICNIH CELIJA ZUBNE PULPE U ZRELE
ODONTOBLASTE I EKSPRESIJU GENA ODGOVORNIH ZA STVARANJE DENTINA
IN VITRO”

Komisija na osnovu priloZene i proucene dokumentacije podnosi slede¢i

IZVESTAJ KOMISIJE

1.Biografski podaci o kandidatu

Dr. Mladen Vukovi¢ je upisao Stomatoloski fakultet u Zagrebu 1988 na kojem je odslusao prve
tri godine studija, da bi potom presao na Stomatoloski fakultet u Beogradu 1991. godine, gde je i
diplomirao 16.05.1996. sa prosecnom ocenom 8,76 i odbranio diplomski rad sa ocenom 10, sa
temom “Oralno-hirurSke intervencije u pacijenata rizika®, pod mentorstvom Prof. Dr Zorke
Milosevi¢. Lekarski staz 1 drzavni ispit polozio je u Podgorici. Radio je u zemlji i inostranstvu u
javno-zdravstvenom sistemu i privatnoj praksi. Tokom 2009. upisao je master studije iz
zdravstvenog menadZzmenta na Fakultetu organizacionih nauka — FON, u Beogradu, koje je
zavrsio 2013.

Dr. Mladen Vukovi¢ je u€estvovao na brojnim kongresima u zemlji i inostranstvu i zavrSio vise
kurseva 1 seminara, od kojih su najznac€ajniji Kurs iz implantologije na Klinici za oralnu hirurgiju
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu, decembar 2004., i SHOFU Kurs iz minimalno invazivne
estetske stomatologije, maj, 2012. godine.



Dr. Mladen Vukovi¢ je ¢lan nekoliko domacih 1 medunarodnih organizacija: StomatoloSke
komore Srbije, Lekarske komore Crne Gore i EHMA (Evropske Asocijacije Zdravstvenih
Menadzera).

Poseduje Licencu Stomatoloske komore Srbije i StomatoloSke komore Crne Gore. Takode
poseduje Hrvatsku Autorizaciju, izdatu od strane ENIC/NARIC Centra u Zagrebu, 2012. godine.
Govori engleski i italijanski jezik (i norveski na osnovnom nivou).

2.0brazloZenje teme

2.1. Nauéna oblast — Stomatoloske nauke
2.2. Predmet rada

Pristupacnost zuba izgubljenih prirodnim ili hirur§kim putem pruza visestruke moguénosti tokom
zivota za izolaciju razli€itih populacija mati¢nih celija. Bolesti zuba su vrlo rasprostranjene, uti¢u
na kvalitet Zivota ljudi od najranije dobi do starosti 1 predstavljaju ozbiljan javno-zdravstveni
problem. Mati¢ne c¢elije izolovane iz zuba, pored koriSéenja za obnovu i regeneraciju zuba i
drugih intraoralnih tkiva, mogu se potencijalno koristiti i za le¢enje sistemskih oboljenja ¢oveka.
Matic¢ne celije zubne pulpe su ektomezenhimalnog porekla i lokalizovane su uglavnom u
perivaskularnoj niSi. One se lako 1 efikasno izoluju, visoko su proliferativne, klonogene,
multipotentne, ispoljavaju visok stepen plasticiteta i slicne su mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama
kostane srzi. U in vitro uslovima ove celije mogu da se diferenciraju u pravcu odontoblasta,
hondrocita, osteoblasta, adipocita, neurona/glije, glatkih i skeletnih miSi¢nih ¢elija, endotelnih
¢elija 1 melanocita.

Predmet predloZene doktorske disertacije je analiza uticaja acetilsalicilne kiseline (ASA) na
diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne pulpe u zrele odontoblaste i ekspresiju gena odgovornih za
stvaranje dentina in vitro. Acetilsalicilna kiselina je veoma Siroko primenjivan lek iz grupe
nesteroidnih antiinflamatornih lekova 1 ima analgeticki, antipireticki, antiinflamatorni i
antiagregacioni efekat. Nedavno je pokazano da ASA povecava osteogenu diferencijaciju
mati¢nih ¢elija iz eksfoliranih mle¢nih zuba (SHED) i osteogenu diferencijaciju mati¢nih celija
zubne pulpe (DPSC). Medutim, podataka o uticaju ASA na odontoblastnu diferencijaciju DPSC i
mogu¢im mehanizmima koji su u to ukljuceni, za sada nema. Studija Liu i sar. (2015), u kojoj je
ispitivano delovanje razli¢itih koncentracija ASA (10-200ug/ml) na osteogenu stimulaciji
mati¢nih ¢elija poreklom iz mle¢nih zuba (SHED), pokazala je da samo niske koncentracije ASA
(10 1 50pg/ml) uticu znacajno na osteogenu diferencijaciju SHED, pa ¢e tako i u ovoj studiji biti
ispitan uticaj niskih koncentracija ASA na odontogenu stimulaciju mati¢nih celija poreklom iz
zubne pulpe stalnih zuba.



2.3. Radna hipoteza

Predmet ovog istrazivanja je ispitivanje uticaja niskih koncetracija (10 1 50pg/ml) ASA na
diferencijaciju mati¢nih celija izolovanih iz perivaskularne niSe humane pulpe u odontoblaste
kao 1 mehanizama ukljucenih u ovaj efekat ASA. Polazna hipoteza je da niske koncentracije
ASA stimuliSu diferencijaciju DPSC u funkcionalno sposobne odontoblaste, i ekspresiju gena
odgovornih za stvaranje dentina, mehanizmima koji ukljucuju aktivaciju signalnih puteva AMPK
i MAPK.

2.4. Nau¢ni ciljevi istrazivanja
Ciljevi ovog istrazivanja su sledeci:

1. Izolacija i kultivacija ¢elija iz perivaskularne niSe zubne pulpe tre¢ih molara odraslih
ljudi.

2. Utvrdivanje prisustva maticnih ¢elija preko markera maticnosti, koriS¢enjem protocne
citometrije 1 genske ekspresije.

3. Odredivanje klonogenog, proliferativnog 1 migratornog potencijala izolovanih ¢elija.

4. Ispitivanje uticaja niskih koncetracija ASA (10 i 50 pg/ml) u uslovima in vitro na
diferencijaciju ovako izolovanih mati¢nih ¢elija u pravcu odontoblasta.

5. Ispitivanje ekspresije gena markera odontoblastne diferencijacije, odgovornih za
stvaranje dentina: dentinskog sialofosfoproteina (DSPP), proteina dentinskog matriksa 1
(DMP-1), alkalne fosfataze (ALP) i osteokalcina (OCN).

6. Ispitivanje uloge AMPK 1 MAPK signalnih puteva u ASA-stimulisanoj diferencijaciji
DPSC u odontoblaste.

2.5. Materijal i metode istrazivanja

Istrazivanje bi bilo sprovedeno na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, u
Laboratoriji za bazi¢na istrazivanja u saradnji sa Klinikom za oralnu hirurgiju Stomatoloskog
fakulteta u Beogradu. Za in vitro studiju neophodno bi bilo izolovati mati¢ne celije od
ekstrahovanih tre¢ih molara pet pacijenata, sistemski zdravih, mlade zivotne dobi (18-25
godina). U ispitivanju bi se koristile samo celije zubne pulpe zuba ekstrahovanih iz razloga
ortodontske ili preprotetske hirurgije.



Zubi ¢e biti preseceni na gledno - dentinskoj granici, a zatim ¢e se tkivo pulpe pazljivo ukloniti
iz komore i zasejati “explant” metodom. Medijum u kulturama ¢e se menjati tri puta sedmic¢no
do postizanja subkonfluentnosti od 80% a zatim ¢e se raditi pasaZiranje odredenog broja celija
(500 000 éelija). Celije zubne pulpe ée se zasejati u standardnom medijumu uz dodatak ASA u
koncentracijama od 10 i 50 pg/ml u trajanju od 72h. Za ispitivanje uloge AMPK i MAPK
signalnih puteva, jedan sat pre primene ASA ¢elije ¢e biti inkubirane sa inhibitorima ovih
signalizacionih kaskada: 1pM dorsomorfin dihidrohlorida (inhibitor AMPK) ili 50uM SB-
203580 (inhibitor p38MAPK) ili sa oba inhibitora istovremeno.

U sklopu karakterizacije mati¢nosti izolovanih ¢elija zubne pulpe, primeni¢e se nekoliko
odgovarajucih testova. U odredivanje klonogenog potencijala izolovanih celija, koristi¢e se test
formiranja kolonija (Colony Forming Unit), koji se zasniva na zasejavanju 200 ¢elija 1 pracenju
proliferacije i formiranja kolonija nakon 7, 10 1 14 dana, kada ¢e se bojenjem sa 0,05% crystal
violet, jasno uociti kolonije i njihov broj na invertnom mikroskopu. Broj kolonija analizirae se u
programu Image J, a dobijeni rezultati koristiti za statisticku analizu. U cilju odredivanja
proliferativnog potencijala, radi¢e se test ¢elijske proliferacije (Cell Proliferation Assay) koji
podrazumeva zasejavanje 10 000 celija 1 brojanje celija 3. 5. i 7. dana nakon zasejavanja.
Migratorni potencijal ¢elija ¢e se odredivati testom zarastanja rana (Scratch Wound Healing
Assay). Nakon zasejavanja ¢elija (po 10 000) i uspostavljanja 80% konfluentnosti, sterilnom
gumom Sirine Imm celije se razdvajaju, a zatim prate tokom 72h. Smanjivanje razdaljine izmedu
razdvojenih ¢elija mikroskopski se meri pomocu programa Scopelmage 9.0, a dobijeni rezultati
¢e sluziti za odredivanje brzine ¢elijske migracije 1 kasniju statisticku analizu.

U cilju utvrdivanja mati¢nosti kod ¢elija perivaskularne niSe zubne pulpe vrSice se testiranje
kako pozitivne, tako 1 negativne ekspresije povrSinskih markera metodom proto¢ne citometrije, a
za ova testiranja koristi¢e se celije pete pasaze. Za identifikaciju mati¢nih celija vrSice se
imunofenotipizacija preko dokazivanja pozitivne ekspresije markera CD133, CD44 1 CD24,
proto¢nom citometrijom 1 faktora transkripcije Oct-4, Sox 2, Nanog, CD133, CD 45, CD90
metodom real-time PCR-a. Takode, vrSie se 1 testiranje negativne ekspresije (odsustva)
hematopoetskog markera CD34.

Izolovana RNK iz ¢elija pete pasaZe Ce se takode koristiti za ispitivanje diferencijacije mati¢nih
¢elija u odontoblaste, preko analize ekspresije gena odgovornih za stvaranje dentina: ALP, OCN,
DSPP i DMP-1. Nivo ekspresije ¢e biti odredivan pre tretmana inhibitorima AMPK i1 MAPK 1
nakon tretmana. Ekspresija iRNk gore navedenih markera bi¢e analizira real-time PCR
metodom, nakon reverzne transkripcije.

Statisti¢ka analiza

Statistickom analizom bi¢e obuhvaceni svi parametri dobijeni laboratorijskim ispitivanjima.
Baza podataka bi¢e formirana u statistickom paketu SPSS 18.0, gde ¢e se vrsiti dalja analiza
prikupljenih podataka.



2.6. Potencijalni nau¢ni doprinos disertacije

Kapacitet ¢elija zubne pulpe da reaguju na oste¢enja uzrokovana patoloskim stanjima kao Sto su
karijesne lezije i trauma kakva je preparacija kaviteta, dobro je poznat. Zubna pulpa poseduje
regenerativni potencijal §to se manifestuje formiranjem reparativnog, tercijarnog dentina. Naime,
nakon direktnog zatvaranja pulpe materijalima kao $to su mineralni trioksidni agregat (MTA) 1
kalcijum hidroksid dolazi do inicijalne inflamatorne reakcije pracene stvaranjem tercijarnog
dentina. Tokom stvaranja reparativnhog dentina, originalni odontoblasti na mestu ostecenja su
uniSteni 1 zamenjuju se novim diferenciranim celijama poreklom od mati¢nih ¢elija koje na
mestu oStecenja naknadno proliferiSu i diferenciraju se u celije nalik odontoblastima. Brojna
patoloska stanja na sistemskom nivou, kao Sto je prisustvo kardiovaskularne bolesti i DM utice
na mikrocirkulatorni sistem zubne pulpe i tkivno-strukturne promene, i posledicno njen
regenerativni potencijal. Eventualni pozitivan uticaj niskih koncentracija ASA na diferencijaciju
mati¢nih c¢elija zubne pulpe u zrele odontoblaste i produkciju tercijarnog dentina otvara
mogucénosti njegove terapijske primene u bolestima zuba.

2.7. O¢ekivani rezultati

Ocekuje se da predloZeno istraZivanje pruzi odgovor na pitanje o eventualnom uticaju niskih
koncentracija ASA na diferencijaciju mati¢nih celija zubne pulpe u zrele odontoblaste 1
produkciju reparatornog dentina, kao 1 ulogu AMPK 1 MAPK signalnih puteva u ASA
stimulisanoj diferencijaciji. Rezultati ovog istraZivanja doprinece boljem razumevanju uticaja
niskih doza ASA na reparatorne mogucénosti zubne pulpe i mehanizme koji su u to ukljuceni.
Takode, ovo istrazivanje ¢e omoguciti sveobuhvatno sagledavanje mogucnosti Sire primene
niskih doza ASA u regenerativnoj stomatologiji.

3. Zakljucak

PredloZena tema doktorske disertacije Dr. Mladena Vukovi¢a pod naslovom “ANALIZA
UTICAJA ACETILSALICILNE KISELINE NA DIFERENCIJACIJU MATICNIH
CELIJA ZUBNE PULPE U ZRELE ODONTOBLASTE I EKSPRESIJU GENA
ODGOVORNIH ZA STVARANJE DENTINA IN VITRO “ predstavlja aktuelno i originalno
istrazivanje. Naucni problem je dobro obrazlozen, ciljevi i hipoteze jasno definisani, metode
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ispitivanja su savremene i adekvatne., te predlozena doktorska disertacija moze da predstavlja
znacajan naucni iskorak u oblasti regenerativne stomatologije.

Na osnovu svega iznetog, Komisija za ocenu predloga teme smatra da su ispunjeni uslovi za
izradu ove doktorske disertacije. Predlazemo Nastavno-nau¢nom vecu StomatoloSkog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da odobri izradu doktorske disertacije Dr. Mladena Vukovi¢a pod
naslovom: “ANALIZA UTICAJA ACETILSALICILNE KISELINE NA
DIFERENCIJACIJU MATICNIH CELIJA ZUBNE PULPE U ZRELE
ODONTOBLASTE I EKSPRESIJU GENA ODGOVORNIH ZA STVARANJE DENTINA
IN VITRO.

Za mentora se predlaze prof. dr Jelena MilaSin, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu.

Clanovi Komisije:

Prof. Dr Jelena Roganovi¢

Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Miroslav Andri¢

Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr Gordana Nikc¢evié¢, nauCni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo

Univerzitet u Beogradu



U Beogradu, 14.11.2019.



Na osnovu c¢lana 53. Statuta StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, Nastavno nau¢no vece StomatoloSkog fakulteta, na III redovnoj
sednici u Skolskoj 2019/20. godini, odrzanoj 26.11.2019. godine, donelo je

sledecu

ODLUKU

Usvaja se pozitivan izveStaj strune komisije za ocenu predloga teme
doktorske disertacije dr Mladena Vukovi¢a, pod nazivom Analiza uticaja
acetosalicilne Kkiseline na diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne pulpe u zrele
odontoblaste i ekspresiju gena odgovornih za stvaranje dentina in vitro.

Utvrduje se da kandidat moZe pristupiti radu na doktorskoj disertaciji pod
navedenim nazivom, pod uslovom da se sa izveStajem komisije 1 odlukom ovog
Veca saglasi Vece naucnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.

Za mentora kandidatu imenuje se prof. dr Jelena MilaSin.

Odluku dostaviti:

- Vecu nauénih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu
- Imenovanom/oj,

- Mentoru,

- Vecu,

- Odseku za nastavu,

- Pisarnici.

Referent kadrovskog odseka Dekan
Violeta Rastovié¢

Stomatoloskog fakulteta

Prof. dr Aleksa Markovi¢
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Oopa3zan 3.
CromaroJsiomiku ¢aKyJaTer
YHUBEP3UTETA Y
BEOI'PALlY

(bpoj 3axmesa)

Hamym

Behe HayuHuX 00jJacTH MEJUIUHCKHX HAYKa
(Hasue eéeha nayune obnacmu xome ce 3axmes ynyhyje)
beorpan,

Ctynenrcku Tpr op.1

3AXTEB

3a 1aBambe CarJIAaCHOCTH HA OJTYKY O IPUXBATaKky TeMe JAOKTOPCKe AucepTanuje u o
onpehuBamy MeHTOpa

Momumo na, cxonHo uiany 48. cr. 5. Tau. 4. Craryra YHuBepsutera y beorpany ("I'macHuk
Yuusepsurera", 0poj 201. ox 28.2.2018. rogune), maTe carJacHOCT Ha OUIYKY O TeMe ITOKTOPCKE
JucepTaIyje:

AHAJIM3A YTUHAJA ALETUWJICAJIMOIUJIHE KUCEJIMHE HA
JNPEPEHIINJALINTY MATHYHUX REJINJA 3YBHE ITYJIIIE Y 3PEJIE
OJOHTOBJIACTE U EKCIIPECHUJY I'EHA OAI'OBOPHUX 3A CTBAPAILE JEHTUHA
IN VITRO

(IyH Ha3UB MpeIOKEHE TeMe JOKTOPCKE TUCEpTaLuje)

HAVYUYHA OBJIACT: CTOMATOJIOHWIKE HAYKE

TIOJIALIA O KAHIUJATY:

1.Mime, nMe jeTHOT O/1 pOIUTEIha U TIPE3NME KaHIU1aTa:
Maanedn Munoje Bykosuh

2. [IperxoaHo 00Opa3oBame (HA3UB U ceAUIITE (PaKyaTeTa, CTYAUjCKH IPOrpam):
CromaToomiku pakyarer YHusep3urera y beorpany

3. 'oguHa 3aBpIlIeTKa NPETXOAHOT HUBOA CTY IHja 1996

4. ToguHa yruca Ha TOKTOPCKE CTYAH]€: 2017

5. HaszuB cTymjckor nmporpaMa JIOKTOPCKUX CTyAHja:
ba3nyHa 1 KJIMHUYKA MCTPA’KMBAKA Y CTOMATOJIOTHjH




Tlomam o MeHTOpY

Nme u npe3ume meHTopa: Jenena Munamun

3Bame: Pemosuu npodecop

Cnmcak paoBa Koju KBaIU(pHKYjy MEHTOpa 3a BOhemhe JOKTOPCKE AHCepTaLyje:

Simonovi¢ J, Tolji¢ B, Raskovi¢ B, Jovanovi¢ V, Lazarevi¢ M, Milosevi¢ M, Nikoli¢ N,
Panajotovi¢ R, Milasin J. Raman microspectroscopy: toward a better distinction and profiling of
1. different populations of dental stem cells. Croat Med J. 2019 Apr 30;60(2):78-86.

Lazarevic M, Milosevic M, Trisic D, Toljic B, Simonovic J, Nikolic N, Mikovic N, Jelovac D,
Petrovic M, Vukadinovic M, Milasin J. Putative cancer stem cells are present in surgical
2. margins of oral squamous cell carcinoma. ] BUON. 2018 Nov-Dec;23(6):1686-1692.

Milosevic M, Lazarevic M, Toljic B, Simonovic J, Trisic D, Nikolic N, Petrovic M, Milasin J.
Characterization of stem-like cancer cells in basal cell carcinoma and its surgical margins. Exp
3. Dermatol. 2018 Oct;27(10):1160-1165.

Milosavljevié¢ A, DJukié L, Tolji¢ B, Milasin J, DZeletovié¢ B, Brkovié B, Roganovi¢
J.Melatonin levels in human diabetic dental pulp tissue and its effects on dental pulp cells under
4. hyperglycaemic conditions. Int Endod J. 2018 Oct;51(10):1149-1158.

Simonovic J, Toljic B, Nikolic N, Peric M, Vujin J, Panajotovic R, Gajic R, Bekyarova E,

Cataldi A, Parpura V, Milasin J. Differentiation of stem cells from apical papilla into neural

lineage using graphene dispersion and single walled carbon nanotubes. J Biomed Mater Res A.
5. 2018 Oct;106(10):2653-2661.

OoGagerraBaMo Bac Jia je HacraBHo HayuHO Behe

(Ha3us HaonedcHO2 mena (axyimema)
Ha CeAHUIM onp>kaHoj 26.11.2019. pazmorpuio npeanoxkeHy TeMy U 3aKJbYUYHJIO Ja je TeMa Mofo0Ha 3a
U3pajay JOKTOPCKE JUCEpTaIlHje jep Cap)Ku OPUTrHHAIIHY Ue]y U J1a je Off 3Hauaja 3a pa3Boj HayKe,
NPUMEHY BEeHUX Pe3yJiTara, OJJHOCHO Pa3BOj HAyYHE MHUCIH YOIIIITE.

JEKAH ®AKVYJITETA

[Ipod. np Anexca Mapkosuh

IIpnior:
1. Opayka HactaBHo-HayuHor Beha o mpuxBaTtamy Teme u ogpeluBamy MeHTOpa,
2. M3BemTaj KOMHCHje 0 HAYYHOj 32CHOBAHOCTH TeMe JOKTOPCKe AucepTanmje.

Hanomena: @axynmem docmasma Yuusepzumemy 3axmeé ca RPUIOIUMA Y eLeKMPOHCKO] (opmu u y
JjeOHOM nuUCaHom npuMepKy 3a apxxusu Yuueepsumema



