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Ja, Jelena Radovanovic, rodena 29.11.1989. u Beogradu, izjavljujem da predlog teme za izradu
doktorske disertacije pod nazivom ,,Genotoksi¢nost fluorida 1 antioksidativni efekat selena kod
pacova‘“ nisam prijavila na drugoj visokoSkolskoj ustanovi u Republici Srbiji niti u inostranstvu,
osim na StomatoloSkom fakultetu Univerzitet u Beogradu.
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Klinika za de€ju i preventivnu stomatologiju

PREDLOG TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

UvoD

Fluoridi su ve¢ dugo vremena prepoznati kao elementi koji su neophodni za razvoj zuba i
kosti, tj njihovu adekvatnu mineralizaciju (Everett, 2011). S obzirom da je dokazano da fluoridi
uti¢u na smanjenje karijesa, njihova upotreba u stomatologiji kao profilaktiCkog sredstva je Cesta
(Aoba i sar. ,2002).

Flouridi su zastupljeni u slanoj i slatkoj vodi, zemlji, Zivotinjama, biljkama. Ipak, voda
za pi¢e 1 pasta za zube su glavni izvori subhroni¢ne I hroni¢ne intoksikacije kod ljudi i
zivotinja (Choubisa, 2002; W. Czarnowski, 1990).

Svetska zdravstvena organizacija je 1994. godine ukazala da prekomeran unos fluorida
dovodi do fluoroze, sto je rezultiralo velikim brojem studija koje se bave ovom temom. Prikazani
su statisti€ki znacajni podaci , koji povezuju dnevni unos flourida i nastanak fluoroze i1 koji
mogu doprineti predvidanju potencijala za nastanak fluoroze (Mandini¢ i sar.2009; Pendrys,
2000).

Fluoridi ne oSte¢uju samo zube i kosti, ve¢ i brojne druge organe, kao Sto su jetra, slezina,
bubrezi, reproduktivni sistem, celije krvi, mozak, prouzrokuju¢i apoptozu celija (Ribeiro i
Cardoso, 2017).

Poslednjih 65. godina se izvode razliita istraZzivanja na eksperimentalnim zivotinjama
kao $to su pacovi, miSevi, zeCevi, ovce, I svinje kako bi se sagledao mehanizam delovanja
fluorida na njihove organe, kao i stepen oStecenja koji prouzrokuju (Sharma i saradnici, 2017).

Reaktivne vrste kiseonika (RVK) mogu da prouzrokuju ostec¢enje tkiva na celularnom
nivou modifikacijom proteina, lipida, DNK i time dovesti do ¢elijske nekroze I apoptoze.

NeuravnoteZena produkcija i eliminacija slobodnih radikala moZe dovesti do nastanka

oksidativnog stresa. Slobodni radikali mogu biti eliminisani od strane nekoliko metaloenzima



(glutation peroksidaza, superoksid dizmutaza, itd), kao I pomocu ne-enzimskih antioksidativnih
sistema (B karoten, vitamin C, selen, glutathion, selen, bilirubin itd.) (Palmieri i Sblendorio
,2007) .Poslednjih godina velika vaznost se pridaje analizi antioksidanata i oksidanata kako bi se
razjasnila povezanost oksidativnog stresa i razli¢itih autoimunih, kancerogenih I drugih oboljenja
(Tvarijonaviciute i saradnici, 2018).

Vecina istrazivanja istice da povisena koncentracija fluorida unetih u organizam dovodi
do poremecaja parametara oksidativnog stresa, koji dalje prouzrokuju toksi¢nost razli¢itih organa
i slabost celokupnog organizma. Kada govorimo o parametrima oskidativnog stresa, flouridi
dovode do smanjenja SOD, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza itd. Zapravo,
fluoridi izazivaju toksi¢nost usled povecane aktivnosti ROS-a i nastanka oksidativnog stresa
(Sharma, Singh, Verma, 2017).

Aktuelne teme koje se ticu toksicnosti fluorida govore da fluoridi izazivaju oStecenja
DNK molekula ( Trivedi i saradnici , 2008). Imaju¢i u vidu da su ¢elije konstantno izlozene
fluoridima putem vode, hrane, pasti za zube, aditiva kao I putem profesionalne administracije
kod stomatologa, hroni¢na izlozenost fluoridima nije zanemarljiva (Shulman i Wells, 1997.). U
literaturi su prikazani razli¢iti rezultati koji govore o genotoksi¢nosti i citotoksicnosti fluorida,
usled raznolikosti u pogledu vrste eksperimentalnih zivotinja, naCinu i duzini ekspozicije, vrsti
tkiva koja su uzorkovana kao i upotrebi razli¢itih metoda za dijagnostiku ostecenja ( Campos-
Pereira i saradnici, 2017; Divya i saradnici, 2017.) Neophodna su nova istrazivanja mehanizama
genotoski¢nosti i citotoksicnosti fluorida, radi procene rizika po ljudsku populaciju (Ribeiro,
2012). Testovi koji se najcesce koriste za detekciju genotoski¢nosti su mikronukleosni test (MN),
Kometa test, test hromozmske aberacije (CA), test lipidne peroksidacije (Manivannan i sar.
,2013). Metoda elektroforeze pojedinacnih celija (engl. Single cell gel electrophoresis),
popularno nazvana Kometa test (engl. Comet assay), omogucava pouzdanu, jednostavnu I
senzitivnu detekciju DNK oStecenja sa uvidom u heterogenost odgovora analizirane grupe ¢elija,
Sto predstavlja i razlog njegove primene u okviru doktorske disertacije (Djelic I saradnici ).
Dokazano je da fluoridi izazivaju genotoksi¢nost razli¢itih organa poput bubrega, jetre,mozga,
ali u pojedinim radovima isti¢u da nisu indukovali apoptozu ¢elija, niti oSte¢enje mitohondrija,
Sto dovodi do zakljucka da je neophodno povezati vise tkiva u okviru disertacije (Campos-
Pereira 1 saradnici , 2017; Guo Hua Song i saradnici, 2014; Dec i sar.; 2017; Yaming Ge i
saradnici, 2005 ).



Odreden broj studija je ukazao da antioksidanti poput vitamina A, E, C, glutationa, selena
i dr. ometaju delovanje slobodnih radikala, samim tim ucestvuju u zastiti organizma (Stawiarska
i saradnici 2009) . Jedan od najefektnijih aksioksidanata jeste selen. Prva bioloska istrazivanja
koja su se ticala interakcije selena i fluorida datiraju iz vremena 80- tih godina 20. veka (Han,
Yoon i Wu, 2006). Selen antagonisticki deluje na visoke doze fluorida, omogucéavajuci njegovu
eliminaciju iz organizma. Ujedno  vr$i reparaciju oSteCenja prouzrokovanih slobodnim
radikalima (Feng i saradnici, 2011 ). Dokazana su njegova pozitivna dejstva na organe
eksperimentalnih Zivotinja koji su prethodno bili izloZeni razli¢itim dozama fluorida ( Ri-an Yu i

saradnici, 2006; Miao I Zhang i saradnici, 2013; Zheng i saradnici, 2016).

Aktuelnost problematike u svetu

Najveci deo ljudske populacije fluoride konzumira preko vode za pi¢e i jednim delom
preko hrane (Czarnowski i Krechniak, 1990). U pojedinim zemljama se fluoridi dodaju u so i
mleko (WHO 2011). Egzogeni izvori fluorida poticu uglavnom od industrije, pesticida, i fosfatne
fertilizacije (Patil i saradnici, 2018). Optimalna doza fluorida u vodi za pice , koja je povezana
sa maksimalnom zaStitom protiv zubnog karijesa i minimalnom moguc¢noséu za nastanak
dentalne fluoroze iznosi 1 ppm ( WHO 1994, 2002, 2006). Ekspozicija vece koli¢ine fluoride od
1 ppm tokom formiranja gledi moze dovesti do fluoroze (Pendrys 2000). Savremena istrazivanja
pokazuju da je ucestalost fluoroze kod dece u porastu. Procenjuje se da je zabeleZeno preko 10
miliona sluCajeva pacijenata sa dentalnom i skeletnom fluorozom (Vulovi¢ , 2005; Patil i
saradnici, 2018). Kao razlog se navodi pove¢ana upotreba sredstava sa fluoridima poput pasti za
zube i rastvora kod dece mladeg uzrasta. Zbog toga je neophodna kontrola unosa fluorida kada je
to moguce (James i saradnici, 1995). Pojedina istraZivanja navode porast prevalencije fluoroze
usred konzumacije odredenih vrsta voca, povréa i Zitarica koja su zalivana fluorisanom vodom tj
koja su uzgajana na podrucijima u blizini izvora vode sa visokom dozom fluorida (Mandini¢ i
saradnici 2009). Iz tog razloga su nepohodna nova istrazivanja koja bi se bavila prevencijom
fluoroze.

S obzirom da su mehanizmi nastanka oksidativnog stresa jo§ uvek nepotpuno razjasnjeni,

ova problematika je danas izuzetno aktuelna (Chouhan , 2008). Savremena eksperimentalna



istrazivanja se bave razli¢itim antioksidansima, kao elementima koji mogu dobrineti redukciji
oksidativnog stresa. Selen je prelazni element sa izuzutno velikim antioksidativnim
potencijalom. Selen je vazna komponenta odredenih antioksidantnih proteina koji mogu da
elimniSu viSak slobodnih radikala (Beck, Handy i Levander, 2004). Eksperimenti sa zivotinjama
su pokazali da selen smanjuje toksikaciju izazvanu fluoridima, tj da ima protektivno dejstvo
(Bian i saradnici 2004). Selen vrsi prevenciju oStec¢enja éelijskih organela, oskidaciju proteinai
lipida, oSte¢enja DNK. PonaSa kao antagonist fluoridima, vrSe¢i njithovu eliminaciju iz tkiva i
krvi, kao i reparaciju oStecenih tkiva (Swaran i saradnici, 2015). Ipak, ta¢an mehanizam
delovanja selena na toksi¢nost izazavanu fluoridima, jo§ uvek nije razja$njen (Zhang i saradnici
2017).

Oblast istrazivanja doktorske disertacije obuhvata uticaj fluorida na tkiva
eksperimentalnih Zivotinja, ispitivanje terapijskih i toksi¢nih efekta preko mehanizama
oksidativnog stresa, ispitivanje antioksidativnog delovanja selena na toksicne doze fluorida,
stepen genotoksicnosti i citotoski¢nosti kao i histoloske promene na organima eksperimentalnih
zivotinja. Istrazivanje je od znacCaja sa aspekta javnog zdravlja, imaju¢i u vidu Siroko
rasprostranjenu upotrebu fluorida kao i visoku prevalencu fluoroze kako u nerazvijenim, tako i

razvijenim zemljama.

Iz tih razloga, predlazemo temu:
“GENOTOKSICNOST FLUORIDA I ANTIOKSIDATIVNI EFEKAT SELENA KOD
PACOVA”

za izradu doktorske disertacije.

CILJ ISTRAZIVANJA

U cilju istrazivanja mehanizama toksi¢nosti fluorida kao i reparatornih mogucénosti selena na

tkiva eksperimentalnih Zivotinja, bilo bi neophodno:



Kod zivotinja koje su preko vode za piée dobijale odredene doze fluorida,
mikrohemijskim ispitivanjima odrediti:
1. Sadrzaj fluorida u mekim tkivima (jetra, bubrezi, slezina, mozak, serum krvi)

2. Sadrzaj fluorida u kalcifikovanim tkivima ( femur I zubi).

Ispitati uticaj aplikacije odredenih doza fluorida na parametre oksidativnog stresa:
- prooksidativni parametri: nivo superoksid anjon radikala (O2”) i totalni oksidativni
status (TOS),

- parametri antioksidativne zaStite: totalni antioksidativni status (TAS), koncentracija
ukupnih sulfhidrilnih grupa (-SH grupe), aktivnost superoksid-dismutaze (SOD),
aktivnost enzima paraoksonaze (PON1)

- prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)
- uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), dok ¢e se koncentracija
tiobarbiturna kiselina-reagujucih supstanci (TBARS) odrediti na spektrofotometru

Cary60 UV-VIS (Agilent Technologies, USA) zbog koraka centrifugiranja i
zagrevanja.

Ispitati korelaciju izmedu sadrzaja fluorida u ispitivanim tkivima sa parametrima

oskidativnog stresa u cilju razjasnjenja mehanizama toksi¢nih efekata fluorida.

Ispitati stepen genotoksicnosti razlicite koncentracije fluorida na ispitivana tkiva.

Ispitati koncentraciju mikroelemenata — bakra(Cu), cinka(Zn), gvozda(Fe) i magnezijuma
(Mg) u tkivima nakon ekspozicije eksperimanetalnih Zivotinja odredenim dozama

fluorida.

Ispitati uticaj razli¢itih koncentracija fluorida na histoloske promene ispitivanih tkiva

eksperimentalnih Zivotinja.

Ispitati uticaj selena na toksi¢nost fluorida u tkivima eksperimentalnih Zivotinja.



MATERIJAL I METODOLOGIJA ISTRAZIVANJA

Eksperimentalni deo istrazivanja bi se radio na Klinici za defju i1 preventivhu
stomatologiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Katedri za histologiju i
embriologiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Katedri za Humanu genetiku
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu(Vojvode Stepe 450) na osnovu ugovora o nau¢noistrazivackoj, stru¢noj i poslovno-
tehnickoj saradnji izmedu StomatoloSkog fakulteta u Beogradu i Farmaceutskog fakulteta u

Beogradu koji zastupa dekan prof.dr Zorica Gruji¢ (broj ugovora 787/2, zakljuen 18.05.2015,

godine u Beogradu).

Sva ispitivanja ¢e se vr$iti na muzjacima Wistar Albino pacovima, n =35 , telesne mase 200-
250 g . Tretiranje 1 Zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja ¢e se obaviti na Farmaceutskom
fakultetu u Beogradu. Tokom eksperimenta ¢e biti koris¢ene koncentracije fluorida
adekvatne niskim, optimalnim, srednje toksi¢nim i visoko toksicnim koncentracijama.

Zivotinje ée putem vode za pice ad libitum dobijati razli¢ite koncentracije fluorida.

I - kontrolna grupa (n=5) Zivotinje koje nisu tretirane fluoridima

I - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 10 ppm fluorida

III - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 25 ppm fluorida

IV - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 50 ppm fluorida

V - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 75 ppm fluorida

VI - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 100 ppm fluorida

VII  -F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 150 ppm fluorida I
1,5mg/L selena

% Nakon 28 dana, eksperimentalne Zivotinje ¢e biti zZrtvovane ketaminom i ksilazinom.
Zrtvovanim zivotinjama uzecée se organi slede¢i : jetra, mozak, bubrezi, slezina, ,

serum, femur I zubi. Krv ¢e biti izvadena intrakardijalnom punkcijom.
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Nakon pripreme homogenata tkiva u ispitivanim uzorcima jetre, slezine, bubrega,
mozga i seruma, odredice se parametri oksidativnog stresa standardnim literaturnim
metodama:

¢ nivo superoksid anjon radikala (O2")
totalni oksidativni status (TOS),

totalni antioksidativnog statusa (TAS)

koncentracija ukupnih sulthidrilnih grupa (-SH grupe),
aktivnost superoksid-dismutaze (SOD),

aktivnost enzima paraoksonaze (PON1)
prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)
uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP).

Odredivanje sadrzaja fluorida u svim ispitivanim uzorcima bi¢e praceno jon
selektivnom elektrodom za fluoride (Orion 9609, Cambridge Mass, USA).
Odredivanje koncetracije mikroelemenata Cu, Zn, Fe, Mg iz rastvora razorenih
uzoraka jetre, bubrega, mozga i slezine, zuba i femura metodom atomske
apsorpcione spektrometrije (AAS) sa plamenom (Varian, SpektraAA 220, Mulgrave,
Australija) ili elektrotermalnom atomizacijom (GTA 110, Varian, SpektraAA 220,
Mulgrave, Australija) akreditovanim metodama.

Odredivanje stepena genotoksi¢nosti ¢e se vrSiti pomocu alkalnog Kometa testa
(Singh 1 saradnici, 1988). Analiza ¢e biti sprovedena na tkivima zrtvovanih
eksperimentalnih Zivotinja pomocéu 250X epifluorescentnog mikroskopa (Leitz,
Nemacka) i Comet Assay II sistemom za analizu slike (Perceptive Instruments Ltd.,
Suffolk, Velika Britanija).

Odredivanje histoloskih promena putem hematoksilinskog I eozinskog bojenja u
svim ispitivanim uzorcima.

StatistiC¢ka obrada podataka.



OCEKIVANI REZULTATI

U skladu sa postavljenim ciljevima, ocekivani rezultati predlozene doktorske disertacije
¢e doprineti boljem razumevanju mehanizama toksi¢nosti fluorida. Rezultati ove studije bi
objedinili parametre oksidativnog stresa, histoloske promene, nivoe mikroelemenata i stepen
genotoksic¢snoti usled subhroni¢ne ekspozocije fluoridima. Ispitivanje selena kao antioksidanta i
njegovog potencijalnog uticaja na smanjenje Stetnog dejsta fluorida moze biti od velike koristi

za suzbijanje nastanka faktora rizika za fluorozu zuba.
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NASTAVNO-NAUCNOM VECU STOMATOLOSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA
U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
donetoj na I redovnoj sednici odrzanoj 19. februara 2019. godine, imenovana je Komisija u
sastavu: doc. dr Zoran Mandinié¢-predsednik, prof. dr Momir Carevi¢, prof. dr Jelena Mandic,
prof. dr Zorica Bulat, doc. dr Marijana Curéi¢ za ocenu predloga teme doktorske disertacije dr
Jelene Radovanovi¢ pod nazivom ,,Genotoksicnost fluorida i antioksidativni efekat selena kod
pacova*. Na osnovu predloga komisije za nau¢no istrazivacki rad, ¢iji predlog je komisija za
ocenu predloga teme doktorske disertacije uvazila, naziv teme doktorske disertacije se menja u
slede¢i: ,.Antioksidativni efekat selena na genotoksicnost fluorida*“. Ciljevi, sadrzaj 1
metodologija istrazivanja ostaju bez promene.

Posle razmatranja priloZenog materijala: obrazloZzenja teme, plana istraZivanja, priloZene

bibliografije, kao 1 biografije kandidata podnosimo sledec¢i

IZVESTAJ SA PREDLOGOM

Dr Jelena Radovanovi¢ je rodena 29. Novembra 1989, godine u Beogradu gde je zavrsila
osnovnu Skolu. U Beogradu je zavrSila Petu beogradsku gimnaziju, kao dobitnik Vukove
diplome. Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu upisala je Skolske godine 2008/2009, a
zavrsila septembra 2014. godine sa prosecnom ocenom 9,16 (meBet i 16/100) i ostvarila 360
ESPB. Nakon zavrSetka studija, pripravnicki staz je obavila na StomatoloSkom fakultetu
Univerzitet u Beogradu. Decembra 2015. godine polozila je struc¢ni ispit za doktora
stomatologije. Tokom studija bila je autor studentskog rada: ,,Profilakticka primena nimesulida
za kontrolu postoperativnog bola nakon hirur§kog vadenja umnjaka* (2012), Klinika za Oralnu
hirurgiju, mentor prof. dr Bozidar Brkovi¢ .

Za temu svoje doktorske disertacije dr Jelena Radovanovi¢ predlaze istraZivanje iz oblasti
ispitivanja mehanizama toksi¢nosti fluorida kao i zastitnog efekta selena na razvoj oksidativnog
stresa u tkivima eksperimentalnih Zivotinja.

Fluoridi su ve¢ dugo vremena prepoznati kao elementi koji su neophodni za razvoj zuba
1 kosti, tj njihovu adekvatnu mineralizaciju. S obzirom da je dokazano da fluoridi uticu na

smanjenje incidence karijesa, njihova upotreba kao profilaktickog sredstva u stomatologiji je



Cesta. Voda za pi¢e u endemskim fluoroticnim podrucjima i ingestija pasti za zube sa
fluoridima predstavljaju glavne izvore izlozenosti kod ljudi i Zivotinja. Svetska zdravstvena
organizacija je 1994. godine ukazala da prekomeran unos fluorida dovodi do fluoroze zuba i
skeletne fluoroze, sto je rezultiralo velikim brojem studija koje se bave ovom temom. Nadalje,
najnovija istrazivanja ukazuju da fluoridi ne ostecuju samo zube i kosti, ve¢ brojne organe, kao
Sto su jetra, slezina, bubrezi, reproduktivni sistem, ¢elije krvi, mozak, prouzrokujuci apoptozu
¢elija.

Literaturni podaci isti€u da poviSena koncentracija fluorida unetih u organizam dovodi do
poremecaja parametara oksidativnog stresa, koji dalje prouzrokuju ostecenja razli¢itih organa 1
mogucéu pojavu sistemske toksicnosti. Kada govorimo o parametrima oskidativnog stresa,
flouridi dovode do promene nivoa: superoksid anjon radikala (O27), totalnog oksidativnog
statusa (TOS), totalnog antioksidativnog statusa (TAS), koncentracije ukupnih sulfhidrilnih
grupa (-SH grupe), aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD), aktivnosti enzima paraoksonaze
(PON1), prooksidativno-antioksidativniog balansa (PAB) ,produkti oksidacije proteina (AOPP).
Zapravo, fluoridi izazivaju toksi¢nost usled povecane aktivnosti reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(ROS-a) i nastanka oksidativnog stresa. S obzirom da mehanizmi nastanka oksidativnog stresa
nisu jos uvek u potpunosti razjaSnjeni, ova problematika je danas izuzetno aktuelna.

Savremena eksperimentalna istrazivanja se bave razli¢itim antioksidansima, koji mogu
doprineti redukciji oksidativnog stresa. Selen je prelazni element sa izuzetno velikim
antioksidativnim potencijalom i vazna komponenta odredenih antioksidantnih proteina koji
mogu da elimniSu viSak slobodnih radikala. Eksperimentalna istrazivanja su pokazala da selen
delimi¢no antagonizuje toksi¢ne efekte izazvane fluoridima, tj da ima protektivno dejstvo. Selen
vrsi prevenciju oSte¢enja Celijskih organela, oskidaciju proteinai lipida, kao i oSte¢enja DNK.
Ipak, tatan mehanizam zastitnog delovanja selena na toksi¢nost izazavanu fluoridima, jo§ uvek
nije razjas$njen.

Treba naglasiti da su u literaturi prikazani razliCiti rezultati koji govore o stepenu
genotoksi¢nosti. Usled raznolikosti u pogledu vrste eksperimentalnih Zivotinja, na¢inu i duzini
ekspozicije, vrsti tkiva koja su uzorkovana kao i upotrebi razlicitth metoda za dijagnostiku
oSte¢enja, neophodna su nova istrazivanja mehanizama genotoskicnosti fluorida, radi procene
rizika po zdravlje ljudi. Metoda elektroforeze pojedinacnih celija (engl. Single cell gel

electrophoresis), nazvana Kometa test (engl. Comet assay), omogucava pouzdanu, jednostavnu



detekciju DNK oste¢enja sa uvidom u heterogenost odgovora analizirane grupe celija, Sto

predstavlja i razlog njegove primene u okviru doktorske disertacije.

Predlozeno istrazivanje bi se sastojalo iz pet delova:

1) Kod zivotinja koje su preko vode za pice (ad libitum) dobijale rastuc¢e doze fluorida,
mikrohemijskim ispitivanjima odrediti:
1. Koncentracija fluorida u mekim tkivima (jetra, bubrezi, slezina, mozak, serum
krvi)
2. Koncentracija fluorida u kalcifikovanim tkivima ( femur i zubi).
Odredivanje sadrzaja fluorida u svim ispitivanim uzorcima bi¢e pra¢eno jon selektivnom

elektrodom za fluoride (Orion 9609, Cambridge Mass, USA).

2) Ispitivanje uticaja primene odredenih doza fluorida na parametre oksidativnog

stresa:

prooksidativni parametri: nivo superoksid anjon radikala (O2") i totalni oksidativni

status (TOS),

- parametri antioksidativne zastite: totalni antioksidativni status (TAS), koncentracija
ukupnih sulfhidrilnih grupa (-SH grupe), aktivnost superoksid-dismutaze (SOD),
aktivnost enzima paraoksonaze (PON1)

- prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)

- uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP)

3) Ispitivanje stepena genotoksi¢nosti razli¢itih koncentracija fluorida na ispitivana
tkiva, kao i potencijalni antioksidativni efekat selena.

- Odredivanje stepena genotoksicnosti ¢e se vrsiti pomocu alkalnog Kometa testa.

Analiza Ce biti sprovedena na tkivima Zrtvovanih eksperimentalnih Zivotinja pomocu 250X



epifluorescentnog mikroskopa (Leitz, Nemacka) i Comet Assay Il sistemom za analizu

slike (Perceptive Instruments Ltd., Suffolk, Velika Britanija).

4) Odredivanje koncetracije mikroelemenata Cu, Zn, Fe, Mg

Odredivanje koncetracije mikroelemenata iz rastvora razorenih uzoraka seruma, jetre,
bubrega, mozga, slezine, femura i zuba ¢e se vrSiti metodom atomske apsorpcione
spektrometrije (AAS) sa plamenom (Varian, SpektraAA 220, Mulgrave, Australija) ili
elektrotermalnom atomizacijom (GTA 110, Varian, SpektraAA 220, Mulgrave, Australija).

5) HistoloSke analize

Histoloskom analizom bi se ispitao uticaj fluorida na histoloSku strukturu ispitivanih tkiva
eksperimentalnih Zivotinja. Odredivanje histoloSkih promena bi se vrSilo putem

hematoksilinskog i. eozinskog bojenja u svim ispitivanim uzorcima

Sva ispitivanja ¢e se vr$iti na muzjacima Wistar Albino pacovima, n =35 , telesne mase 200-
250 g . Tretiranje 1 Zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja ¢e se obaviti na Farmaceutskom
fakultetu u Beogradu. Tokom eksperimenta ¢e biti koriS¢ene koncentracije fluorida
adekvatne niskim, optimalnim, srednje toksi¢nim i visoko toksicnim koncentracijama.

Zivotinje ée putem vode za pice ad libitum dobijati razli¢ite koncentracije fluorida.

I - kontrolna grupa (n=5) Zivotinje koje nisu tretirane fluoridima

I - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za piée koja sadrzi 10 ppm fluorida

III - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 25 ppm fluorida

IV - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrZi S0 ppm fluorida

V - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 75 ppm fluorida

VI - F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 100 ppm fluorida

VII  -F grupa (n=5) Zivotinje ¢e dobijati vodu za pice koja sadrzi 150 ppm fluorida I
1,5mg/L selena



% Nakon 28 dana, eksperimentalne Zivotinje ¢e biti zrtvovane ketaminom i ksilazinom.
Nakon zrtvovanja bice uzeti slede¢i organi :krv, jetra, bubrezi, mozak. slezina, ,

femur i zubi. Krv ¢e biti izvadena intrakardijalnom punkcijom.

U skladu sa postavljenim ciljevima, ocekivani rezultati predlozene doktorske disertacije
¢e doprineti boljem razumevanju mehanizama toksi¢nosti fluorida. Rezultati ove studije bi
objedinili parametre oksidativnog stresa, histoloske promene, nivoe mikroelemenata i1 stepen
genotoksicnosti usled subakutne ekspozocije fluoridima. Ispitivanje selena kao antioksidanta i
njegovog potencijalnog uticaja na smanjenje Stetnog dejsta fluorida moze biti od velike koristi u
klini¢koj praksi za suzbijanje nastanka faktora rizika za fluorozu zuba. IstraZivanje je od znacaja
sa aspekta javnog zdravlja, imajuci u vidu Siroko rasprostranjenu upotrebu fluorida kao 1 visoku

prevalencu fluoroze kako u nerazvijenim, tako i razvijenim zemljama.

Za obavljanje istrazivanja dobijena je saglasnost Etickog odbora StomatoloSkog fakulteta

Univerziteta u Beogradu (br.36/2 od 07.februara 2019. godine).
Zakljucak

Cilj koji je kandidat postavio u predlogu teme doktorske disertacije aktuelan je i
nedovoljno stru¢no i nau¢no obraden. Predlozena metodologija obecava kvalitetne rezultate
istrazivanja koji bi mogli biti od koristi kako sa nau¢nog tako i sa stru¢nog aspekta. Na osnovu
priloZene biografije kandidata, obrazlozenja teme i plana istrazivanja komisija je zakljucila da su
ispunjeni svi potrebni uslovi za izradu doktorske disertacije, pa predlazemo Nastavno-nau¢nom
vecu Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da odobri izradu doktorske disertacije dr

Jeleni Radovanovi¢ pod nazivom ,,Antioksidativni efekat selena na genotoksi¢nost fluorida “.

Predlog mentora doktorske disertacije
Kolegijum Klinike za de¢ju i preventivhu stomatologiju i1 Katedra za preventivnu
stomatologiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu predlozili su dr Zorana
Mandini¢a, docenta Stomatoloskog fakulteta u Beogradu za NO Klinicke stomatoloSke nauke:
Preventivna i de¢ja stomatologija, za mentora i dr Biljanu Antonijevi¢ redovnog profesora sa
Farmaceuetskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Katedra za toksikologiju ,,Akademik Danilo

Soldatovi¢* za komentora pri izradi doktorske disertacije dr Jelene Radovanovi¢.
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Reosradn-Stomatologki fakultet)

Prof. dr Momir Carevi¢c (Univerzitet u
Beogradu-Stomatoloski fakultet)

Prof. dr Jelena Mandi¢ (Univerzitet u
Beogradu-Stomatoloski fakultet)

Prof. dr Zorica Bulat (Univerzitet u
Beogradu- Farmaceutski fakultet)

Doc. dr Marijana Curéi¢ (Univerzitet u
Beogradu- Farmaceutski fakultet)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24684041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24684041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25926667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25926667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26423526
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26423526

Na osnovu cClana 53. Statuta StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, Nastavno nau¢no vece Stomatoloskog fakulteta, na V redovnoj

sednici u Skolskoj 2018/19. godini, odrzanoj 09.04.2019. godine, donelo je
sledecu

ODLUKU

Usvaja se pozitivan izvestaj stru¢ne komisije za ocenu predloga teme
doktorske disertacije dr Jelene Radovanovi¢, pod korigovanim nazivom:
ANTIOKSIDATIVNI EFEKAT SELENA NA GENOTOKSICNOST
FLUORIDA.

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

Za mentore kandidatu imenuju se doc. dr Zoran Mandini¢ i prof. dr Biljana
Antonijevi¢ (Farmaceutski fakultet u Beogradu).

Odluku dostaviti:

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

- Mentorima (2),

- Vecu,

- Odseku za nastavu,

- Pisarnici.

Referent kadrovskog odseka Dekan
Violeta Rastovié

Stomatoloskog fakulteta

Prof. dr Aleksa Markovi¢
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O6pa3sauy 3.
Ctomatonoluku cpakynreT
YHUBEP3UTETA Y BEOIPALYY

(Bpoj 3axmesa)

26.02.2019.
Hamym

Behe Hay4yHuUX o6rnacTm MeguUUUHCKMX HayKa
(Ha3ue seha Hay4yHe obnacmu Kome ce 3axmes yryhyje)

beorpan,
Crynenrcku Tpr op.1

3AXTEB

3a 1aBambe CarJacHOCTH Ha OJUIYKY O MPUXBATAKy TeMe T0KTOPCKe JHcepTanuje U 0
oanpehuBamy MeHTOpa

Monumo ga, cxogHo unaHy 48. ct. 5. Tau. 4. Cratyta YHuBepauteta y beorpagy ("lMmacHuk
YHuepauteTa", 6poj 201. og 28.2.2018. rognHe), JaTe CarjlaCHOCT Ha OJUIYKY O TEME HJOKTOPCKeE
JTUcepTaIuje:

Antioksidativni efekat selena na genotoksi¢nost fluorida
(TyH Ha3WB MPEATIOKEHE TEME JIOKTOPCKE TUCEPTAIIH]e)

HAYYHA OBJIACT: CTOMATOJIOLIKE HAYKE

TTOJIALT O KAHJIUJIATY:

1.1me, uMe jeqHOT O] pOJIUTEIba U MPE3UME KaHIU/IaTa:
Jelena, Nikola, Radovanovic

2. [IperxoaHo oOpa3oBame (Ha3UB U cenullTe (aKyiaTeTa, CTyIUjCKU Iporpam):
Stomatoloski fakultet Univerzitet u Beogradu, osnovne integrisane studije

3. 'oinHa 3aBpuIeTKa NPEeTXOAHOT HUBOA CTyIUja 2014

4. 'oguHa ynuca Ha TOKTOPCKe CTy/Hje: 2015/2016
5. Ha3uB cryaujckor nporpama JOKTOPCKUX CTyAMja:

ba3uyHa M KIMHHYKA HCTPAKHBAKA Y CTOMATOJIOTHjH




[Tomaum o meHTOPY

Nme u npe3ume MeHTOpA:!
3opan Manaunuh

3Bame:; TOUEHT

Crincak pajioBa KOju KBaTH(PHUKY]y MEHTOpA 332 BO)EHhe JOKTOPCKE AUCepTallje:

1. Mandinic Z, Curcic M, Antonijevic B,Lekic CP,Carevic M. Relationship between
fluoride intake in Serbian children living in two areas with different natural levels of
fluorides and occurrence of dental fluorosis. Food and Chemical Toxicology, Volume
47, Issue 6, June 2009, Pages 1080-1084 (M21)

2. Mandinic Z, Curcic M, Antonijevic B, Carevic M., Mandic J, Djukic-Cosic D, Lekic
C.P. Fluoride in drinking water and dental fluorosis. Sci Total Environ 2010; 408:
3507-3512. (M21)

3. Mandini¢ Z, Vulicevic RZ, Beloica M, Radovi¢ I, Mandi¢ J,Carevi¢ M, Teki¢ J. The
application of air abrasion in dentistry. Srp Arh Cel Lek. 2014 Jan-Feb;142(1-2):99-
105. (M 23)

4. Vukovic A, Vukovic R, Markovic D, Soldatovic I, Mandinic Z, Beloica M, Stojan G.
After-Hours Versus Office-Hours Dental Injuries in Children: Does Timing Influence
Outcome? Clin Pediatr (Phila). 2016 Jan;55(1):29-35. doi:
10.1177/0009922815584214. . Epub 2015 Apr 29.PMID:25926667 (M23)

5. Antonijevic E, Mandinic Z, Curcic M, Djukic-Cosic D, Milicevic N, Ivanovic M,
Carevic M, Antonijevic B. "Borderline" fluorotic region in Serbia: correlations among
fluoride in drinking water, biomarkers of exposure and dental fluorosis in
schoolchildren. Environ Geochem Health. 2015 Sep 30. DOI 10.1007/s10653-015-
9769-x (M21)

Ob6aBemiTaBaMo Bac J11a je HacraBHo HayuyHo Behe

(Hasue HaonesicHoz2 mena ¢axynmema)
Ha ceaHuU oapkanoj 19.02.2019 pa3moTpuiio npemiokeHy TeMy U 3aKJby4YHJIO J1a je TeMa
oJ00Ha 3a U3paay TOKTOPCKE TUCEepTalije jep caap KU OPUTHHAIHY UJIE]y U JIa je O] 3Havaja
3a pa3Boj HayKe, IPUMEHY HBEHHUX pe3yaTara, OJHOCHO Pa3B0j HAyYHE MUCIH YOTIIIITE.

JEKAH ®AKVIITETA

[Tpod. np Anexca Mapkosuh

IIpuaor:
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1. Opayka HacraBHo-HayyHor Beha o mnpuxBaramy Teme M oapehuBamy
MEHTOpa,
2. M3BemrTaj KOMHCHje 0 HAYYHOj 3ACHOBAHOCTH TeMe JOKTOpPCKe JucepTanuje.

Hanomena: ®axynmem oocmasma Yuuseepzumemy saxmee ca npunosuma y eneKmpoHcKoj
Gopmu u y jeOHomM nucaHom npumepky 3a apxxusu Yuueep3umema
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O6pa3zay 3.

CTomarornouwku gakynrteT
YHUBEP3UTETA Y BEOIPALlY

(Bpoj 3axmesa)

Hamym

Behe Hay4YyHUX 06/1acTU MeAULIMHCKUX HaykKa
(Ha3ue seha Hay4He obnacmu kome ce 3axmes yryhyje)

beorpan,
Cryaentcku Tpr op.1

3AXTEB
3a JaBame CarJIaCHOCTH HA O/UIYKY O IPUXBaTamlby TeMe J0KTOPCKe JHcepTanuje U o

oapehuBamy MeHTOpA

Monumo ga, cxogHo unaHy 48. cT. 5. Tay. 4. Ctatyta YHuBepauteta y beorpagy ("ImacHuk
YHuepauteta", 6poj 201. og 28.2.2018. roguHe), JaTe CarjlaCHOCT Ha OJIYKY O TEME JOKTOPCKE
JUcepraiyje:

AHTHOKCHIATHBHU e(beKaT CCJICHA Ha TCHOTOKCHMYHOCT d)nvopm[a

(HYH Ha3UB IMPEAJIOKCHE TEMC NOKTOPCKE )II/ICepTaI_[I/Ije)

HAVYHA OBJIACT: CTOMATOJIOUWIKE HAYKE

MTOJJALIA O KAHJIUJIATY:

1.Mme, ume jenHOT O/ pOaUTEshA U MIPE3UME KaHu1aTa:
Jenena, Huxkosa Pagopanosuh

2. llperxonHo oOpa3zoBame (Ha3UB U ceAUIITE (PaKynTeTa, CTYyAU]CKU TPOTpam):
CromaroJsiomikn pakyarer YHuBep3uterT y beorpany, o0CHOBHe HHTerpHCaHe CTyAHje

3. l'oimHa 3aBplIeTka NpeTXO0AHOT HUBOA CTy/IHja 2014

4. 'opuHa ynuca Ha IOKTOPCKe CTy/Hje: 2015/2016

5. Ha3uB ctynujckor nporpama JOKTOPCKUX CTYAHja:
ba3nyHa 1 KIMHHYKA HCTPAKUBAKA Y CTOMATOJIOTHjH




[Toganu o MeHTOpY

Nme n nipe3ume MeHTOpa:
bubana AntonujeBuh

3Bam-e:
Penosuu npodecop, YauBepsurer y beorpany — @apmarieyrcku GhakyaTeT

Cnucak pagoBa KOju KBanH(bI/IKny MEHTOpa 3a BOhemE IOKTOPCKE JUCEPTALIH]E:
Antonijevi¢ E, Mandini¢ Z, Cur¢ié¢ M, Puki¢-Cosié D, Miliéevié N, Ivanovic M, Carevic M, Antonijevié
B. “Borderline” fluorotic region in Serbia: correlations among fluoride in drinking water, biomarkers of
1. exposure and dental fluorosis in schoolchildren. Environ Geochem Health 2016; 38(3): 885-896.

Mandinic Z, Curcic M, Antonijevic B, Carevic M, Mandic J, Djukic-Cosic D, Lekic PC. Fluoride in
2.  drinking water and dental fluorosis. Sci Total Environ 2010; 408: 3507-3512.

Buha A, Antonijevi¢ B, Milovanovi¢ V, Jankovi¢ S, Bulat Z, Matovi¢ V. Polychlorinated biphenyls as
oxidative stress inducers in liver of subacutely exposed rats: Implication for dose-dependence toxicity and
3. benchmark dose concept. Environ Res 2015; 136: 309-317.

Antonijevic E, Kotur Stevuljevic J, Musilek K, Kosvancova Andrea, Kuca K, Djukic Cosic D, Spasojevic
Kalimanovska V, Antonijevic B. Effect of six oximes on acutely anticholinesterase inhibitor induced
4. oxidative stress in rat plasma and brain. Arch Toxicol 2018; 92(2):745-757.

Antonijevic E, Musilek K, Kuca K, Djukic-Cosic D, Curcic M, Miladinovic DC, Bulat Z, Antonijevic B.
DOSE-RESPONSE modeling of reactivating potency of oximes K027 and K203 against a direct
5.  acetylcholinesterase inhibitor in rat erythrocytes. Food Chem Toxicol 2018; 121: 224-230.

OobagemraBaMo Bac Ja je HacraBno nayuno Behe

(Hasue HaonesicHoe mena ¢haxyimema)
Ha cegHuIM oapxkanoj 19.02.2019. pazmMoTpuio npeanokeHy TeMy U 3aKJby4rIIo J1a j€ TeMa
noj100Ha 3a U3pajly JOKTOPCKE IUcepTaltje jep caap KU OpUTHHAIIHY UEjy U Ja je O]l 3Hadaja
3a pa3Boj HayKe, MPUMEHY BEHUX pe3ysTara, OJJHOCHO pa3B0j HAYyYHE MUCIH YOIIIITE.

JEKAH ®AKVIITETA

[Ipod. np Anexca Mapkosuh

Ipuior:
1. Opayka HacraBHo-HayuHor Beha o npuxBaramy Teme MW oApehuBamy
MEHTOpa,
2. M3BemTaj KOMUCHje 0 HAYYHOj 3aCHOBAHOCTH TeMe JOKTOpPCKe JucepTanuje.

Hanomena: ®@axkyimem oocmasma Yuueepumemy 3axmes ca RPUlOZUMA Y eleKMPOHCKO]
Gopmu u 'y jeOHom nucaHom npUMepKy 3a apxxusu Yuueepzumema


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antonijevic%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musilek%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuca%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Djukic-Cosic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curcic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miladinovic%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bulat%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antonijevic%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30176309

