3

НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВИЈЕЋУ 
МЕДИЦИНСКОГ ФАКУЛТЕТА У ФОЧИ

Предмет: Извјештај Комисије за оцјену подобности теме и кандидата за израдудокторске дисертације 
На сједници Научно-наставног вијећа Медицинског факултета у Фочи, одржаној 13.07.2016. године донијета је одлука о усвајању приједлога пројекта за израду докторске дисертације кандидата мр сци др медИгорa Гојковића  под називом „ХИСТОЛОШКЕ И ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКЕ ПРОМЕНЕ МАЛОГ МОЗГА И БАЗАЛНИХ ГАНГЛИЈА ПАЦОВА   СОЈА WISTAR   ПОД УТИЦАЈЕМ ВИСОКОФРЕКВЕНТНИХЕЛЕКТРОМЕГНЕТНИХ ПОЉА “и именована је Комисија за оцјену научне заснованости теме и подобности кандидата у саставу: 
1. Проф. др Синиша Ристић, ужа научна област Физиологија, Медицински факултет у Фочи, ментор и члан комисије,
2. Проф. дp Милица Матавуљ, ужа научна област Хистологијa и ембриологијa, Медицински факултет уНовом Саду, koментор и члан комисије,
3.Проф. др Mapa Дрецун, ужа научна област Физиологија,Медицински факултет у Фочи,члан комисије,
4. Проф. дрЗвездана Којић, ужа научна областФизиологија, Медицински факултет уБеограду, члан комисије,

5.Доц.дрКатаринаПарезановићИлић,ужа научна област спортске и рехабилитационe науке,Факултет медицинских наука у Крагујевцу, члан Комисије
На основу поднијете документације о предложеној теми и биографије кандидата, као и личног увида у досадашњи рад др Игорa Гојковића, Комисија подноси Научно- наставном вијећу Медицинског факултета у Фочи, сљедећи 
И З В Ј Е Ш Т А Ј
1. Кратки биографски подаци о кандидату и његовом стручном раду: мр.сц.др ИгорГојковић,рођен 07.09.1969. у Сарајеву-БИХДоктор медицине-17.07.1998.год.Медицински факултету НовомСадуMагистаp медицинскиx наука-30.04.2004.год.тема:Карактеристика структура мозга одраслих пацова постнаталнo излаганих дјеловању промјенљивог Mагнетног поља.,ментори: академик проф др Б.Лажетић и проф др Н.Вучковић.,Медицински факултет у Новом Саду. Cпецијалиста физикалне медицине и рехабилитације od 2011.год. Медицински факултет БањаЛукаЗапосленуУБ-КЦ БањаЛука, Неуролошка клиникe. Досадашњe педагошко искуство-cтручни сарадник Високе медицинске школе у Приједору 2009-2012-год.,Учешће упројектима -Пројекат 1334 Министарства за науку, технологије и развој Републике Србије. Област научног интересовања:Физиологија,магнетобиологија,компаративна неуробиологија,  медицинска екологија.
2. Предмет и значај истраживања
Предмет:С обзиром на многобројне и контрадикторне податке о деловању ЕМП-а високе фреквенције на структуре мозга  људи и животиња, oдлучили смо се да предмет овог истраживања будуефекти  високофреквентних електромагнетних поља које емитују  базне станице мобилне телефоније, на мали мозак и базалне ганглијепацовасоја Wistar
Значај: Истраживања која ће бити спроведена у оквиру ове докторске дисертациједопринеће јаснијем сагледавању ефеката  високофреквентних електромагнетних поља које емитују  базне станице мобилне телефоније  на морфофункционалне карактеристике централног нервног система, што би имало даље великог значаја у сагледавању свеокупних здравствених ризика од излагања ВФ ЕМП-а.      
3. Циљ и хипотеза докторске дисертације
Кандидатједефинисаосљедећу хипотезудокторскедисертације:Излагање експерименталних животиња високофреквентним   електромагнетним пољимакод њих доводи до промена у структури и биохемизму малог мозга и базалних ганглија.
Циљ ове докторске дисертације  је да се на анималном моделу испитају ефекти високофреквентног електромагнетног поља  које емитује базна станица мобилне телефоније (1-2 GHz) у трајању од 30 дана на структурне и имунохистохемијске карактеристике малог мозга и базалних ганглија  пацова.
4. Актуелност и подобност теме докторске дисертације
 У прилог aктуелности овог истраживања говори прогресија броја научних радова који су доступни у литератури, а спадају у области које су блиске овом истраживању (на кључне речи microwave и brain pubmed избацује за последњих 10 година 340 радова, у последњих 5 година 180 рада).
Институције предложене за извођење истраживања у склопу ове докторске дисертације располажу неопходним ресурсима аи подобнe за извођење активности које су предложене од стране кандидата Др Игора Гојковића. Њихову подобност потврђује и велики број радова сличнe али не исте тематике које су рађене у наведеним установама.
5. Преглед стања у подручју истраживања - код нас и у свијету

Високофреквентна електромагнетна поља (ВФ ЕМП) су данас постала саствни део човековог животног и радниог окружења у високо урбаним срединама. Под појмом ВФ ЕМП подразумевају се електромагнетна поља са фреквенцијом од 100 kHz до 300 GHz

Због широке употребе мобилних телефона, све већег броја базних станица мобилне телефоније, као и других уређаја за безичну комуникацију  покренута су последњих десетак година бројна истражвања биолошких ефеката  ових поља, а посебно могућих  њихових штетних здравствених ефеката. У жижи ових испитивања су ефекти  ВФ ЕМП на структуру и функцију централног нервног система (ЦНС-а)

Досадашња истраживања утицаја ВФ ЕМП на мождане структуре одвијала су се у нелколико праваца. Утицаји ових поља на нервне структуре вршена су у условима ин витро где су кориштене културе различитих  нервнх ћелија, затим ин виво испитивања где су кориштени различити анимални модел организми, а спровођена су и бројна епидемиолошка истраживања. На осново до сада добијених резултата још увек се не може извести јасан закључак, о ефектима ВФ ЕМП на структуре централног, као  ни периферног нервног система због чега су ова истраживања у великој експанзији. Из досадашњих резултата може се сагледати сва комплексност  одговора централног нервног система на излагање ВФ ЕМП, будући да тај одговор није линеаран, односно није у директној корелацији са интензитетом ових поља већ зависи у великој мери и од других фактора, као што су фреквенца, форма   и амплитуда електромагнетних таласа, као и дужине изложености овим пољима. Поред тога, показано је  да је ефекат понављаног излагања ВФ ЕМП на структуре ЦНС кумулативан, као и то да је одговор ЦНС  на ВФ ЕМП  врста стресног одговора који се временом акумулира и прети нарушавању хомеостатских процеса у организму (Lai, 1992). 
До сада је показано да  ВФ ЕМП  остварују најзначајније ефекте на следеће процесе у нервним ћелијама:

Експресија „хит“ шок протеина. Исптивања на ћелијама добијених диференцијацијом ћелија хуманог бластома SH-SY5Y које су 28 пута  биле излагане по 2 х и  4 х електромагнетним пољима фреквенце 1800 МHz су показала сигнификантно смањење експресије хит шок протеина HSp 20, али сигнификантно повећање експресије хит шок протеина HSp70, што упућује да модулација експресије хит шок протеина представља рани одговор нервних ћелија на излагање ВФ ЕМП (Calabrò  et al., 2012).

Оксидативни стрес. Најновија истраживања су  показала  да  излагање  гравидних женки пацова пољима  фреквенце 900 МHz и 1800 МHz изазива смањење нивоа глутатион пероксидазе, маркера оксидативног стреса, у можданим ћелијама њених младунаца (Cetin et al., 2014) и смањење антиоксидативног капацитета у можданим ћелијама излаганих животиња (Dasdag et al., 2009).  

Из  овог се може закљућити да је прекомерна продукција слободних радикала један од    могућих механизама којим ВФ ЕМП остварују своје патогено деловање.

Апоптоза. Излагање пацова ВФ ЕМП мобилних телефона од  900 МХз показала су да ова поља могу променути апототички скор у можданих ћелија, као и да могу имати утицаја на поједине биомолекуле, као нпр. протеине  будући да је показано повећање нивоа протеина бета амилоида, карбонила и малондиалдехида у мозгу  ових животиња (Dasdag et al., 2012).  

Утицај на крвно-мождану баријеру. Већина до сада спроведених студија показује  да ефекат ВФ ЕМП  на пермеабилност крвно-мождане баријере зависи од интензитета  ових поља. Генерално се  из резултата досадашњих испитивања може закључити да  је  за повећану пермеабилност ове баријере овде кључна промена у телесној температури или температури мозга  до чега долази услед излагања ВФ ЕМП (Chang et al. 1982, Lin et Lin, 1980). Испитивање које је спроведено на пацовима којима је само глава била излагана  ВФ ЕМП  фреквенце 2450 МHz (SAR 80 W/кг) није показала значајнији утицај  ових поља на крвно-мождану баријеру, али у сличном експерименту када је SAR повећан на 240 W/кг  и када се  мождана температура повећала на 43˚C дошло је до повећања њене  пермеабилности.
Неуродегенеративне промене. На препаратима бојеним крезил виолетом и специфичним  маркером Fluoro-Jade B нису примећене значајније структурне промене нервних ћелија у мозгу ових животиња (de Gannes et al., 2009). Међутим, излагање пацова пољима од 900 МHz  под одређеним условима излагања може узроковати неуродегенеративне промене где ова поља имају улогу ко-стресора  у  оксидатиовном оштећењу нервних ћелија, док дугортајно излагање  нервних ћелија у култури поменутим пољима има утицаја на  њихово морфолошко сазревање (Del Vecchio et al., 2009a, Del Vecchio et al., 2009b). Исто тако, показано је да  излагање пацова  ВФ ЕМП од 900, 1800  и 2450 МHz, 1h дневно током 2 месеца доводи до промена на неуронима у фронталном кортексу и мождном стаблу што се манифестовало смањењем волумена њихове цитоплазме, као и појавом изразито пикнотичних нуклеуса. Биохемијске анализе су у овом експерименту показале сигнификантно смањење тоталног антиоксидативног капацитета, као и сигнификантно повећање тоталног оксидативног капацитета и индекса оксидативног стреса у фронталном кортексу, можданом стаблу и церебелуму код животиња излаганих овим пољима. Треба напоменути да је овде дошло и до сигнификантног повећања нивоа интерлеукина1β (IL-1β) што све указује на, како структурно оштећење центрлног нервног система, тако и  на оштећење антиоксидативног система и система имфлматорних цитокина. Ово су промене које могу имати за последицу губитка функције појединих можданих региона, као и  развој  малигне болести  у њима (Eser et al., 2013). Тако је код пацова дуготрајно излаганих пољима  фрегвенце од  900 МHz  након чега су имали период опоравка од 15, односно 28 дана, установљена је позитивна корелација између усвајања албумина од стране неуона и појаве „тамних неурона“ (Eberhardt  et al., 2008). 

Пуркињеове ћелије. Досадашња испитивања су показала велику осетљивост Пуркињеових ћелија церебелума на излагање ВФ ЕМП. Тако, излагање мужјака пацова ВФ ЕМП фреквенције мобилних телефона узрокује смањење броја Пуркињеових ћелија, али повећање броја грануларних ћелија церебелума (Rağbetli et al., 2010). Исти ефекат је показан и код женки пацова које су биле 28  дана излагане пољима мобилне телефоније од 900 MHz (Sonmez et al., 2010).

Васкуларне промене. Показано је такође да излагање  ВФ ЕМП фреквенце  10 МHz код пацова доводи до  повећане синтезе НО у церебелуму, што неминовно указује на  вазодилататорни ефекат ових поља (Miura et al., 1993).  

6. Значај истраживања са становишта актуелности у одређеној научној области
Предложена истраживања обрађују једну актуелну тему, која је с научног аспекта савремена. Предмет истраживања у овој докторској дисертацији је утицај који на структуре мозга пацова остварују базне станице мобилне телефоније, које продукују високофреквентна електромагнетна поља.
Рад садржи све неопходнe елементе  научног истраживања, и његов значај се огледа у томе што ће обезбедити нове научнечињенице и увећати наше укупно теоријско знање у овој области.Значај овог рада, зависно од његових резултата може се огледати иу сагледавању евентуалних здравствених ризика, који су у вези са овим зрачењима  и изменама законске регулатива везане за њих и здравствене утицаје које носe са собом.
7. Веза са досадашњим истраживањима
Бројна истраживања спроведена у неколико претходних деценија, а нарочито у последњој деценији и то првенствено она у којим је кориштен анимални модел, указују на tо да под дејством високофреквентног електромагнетног поља (ВФ-ЕMП) долази до бројних морфолошких промена,од којих неке имају jасно патолошки карактер, као и до бројних функционалних поремећајa.
У овој докторској дисертацији, кандидат планира да испита утицај ВФ-ЕМП на структуре мозга пацова соја Вистар, што би у крајњем случају могло да укаже и на евентуални утицај ових зрачења на човјека, помогне његовом бољем разумијевању, те утиче на развој нових хигијенско-епидемиолошких норматива, и законске регулативе  сa циљем смањења евентуалног штетног утицаја на човjека и његово окружење.
8. Подобност кандидата да одговори на постављени предмет, циљ, задатке и хипотезу
Комисија сматра да је др Игор Гојковић својим досадашњим радом, одличном магистарском тезом, објављеним радовима у часописима релевантним за наведенуoбласт, као и студиозно припремљеним пројектом докторске дисертације, са јасним циљевима, радном хипотезом, планом истраживања који садржи адекватне методе истраживања и статистичке анализе показао да је подобан кандидат за израду докторске дисертације.Истраживања у оквиру овог пројекта доприњеће бољем разумијевању ове научне проблематике.
9. Најмање 2 библиографске јединице кандидата из области на коју се односи тема докторске дисертације објављене у водећим националним часописима

1. Gojković I.,Paraš S., Gajanin R., Matavulj M., Rajković  V., Spasojević G. The influence of extremely low-frequency electromagnetic field on the basal ganglia          structures of the rat brain. 2011. MaticaSrpska, Proceedings for Natural    Sciences, 121: 27-38 
2. Smiljana Paraš, Vasna Koko, Igor Gojković,Milica Matavulj. Long term effect of  extremly low frequency electromagnetic field on islet of pancreas structure.2014. Biologia serbica Vol.36 No 1-2,24-32
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10. Методе истраживања и инструменти

Дизајин експеримента

Испитивање утицаја високофреквентних електромагнетних поља  (ВФ ЕМП) на мали мозак и базалне ганглије извршиће се на мужјацима белих лабораторијских пацова соја  Wistar, узгајаних у виваријуму на Природно-математичком факултету Универзитета у Бања Луци.  Животиње ће бити подељене у две експерименталне групе: прву групу ће чинити 20 животињу које  ће бити излагане високофреквентним електромагнетним пољима од њиховог 60-ог до  90-ог постнаталног дана, док ће другу групу чинити такође 20 животиња  и она ће представљат контролну групу животиња, односно животиње које неће бити у контакту са било каквим вештаким електромагнетним пољима, као високе, тако ни ниске фреквенције. Током експеримнта животиње ће бити смештане у 8 кавза, по пет животиња  у сваком. Обе експерименталне групе ће имати контролисане услове смештаја:  дневно-ноћни ритам светлости (14 h светлости  и  10 h таме) и температури ваздуха од 20±3 C°. Храњене ће бити стандардном пелетираном храном за лабораторијске животиње (произвођач Ветеринарски завод, Суботица), а воду ће узимале по потреби.

Извор високофреквентних електромагнетних поља којима ће бити излагане жиивотиње биће базна станица мобилне телефоније Републике Српске која је монтирана на зграду Телекома у Бања Луци. Према прелиминарним мерењима која су извршена од стране   фирма „ЗАШТИТА“  д. о. о. Бања Лука, ова електромагнетна поља имају највећи интензитет у регион парку Младен Стојановић  и на том подручју ова поља имају следеће карактеристике: фреквенцију: 1,9 GHz јачину: 4,79 В/м, снагу 0,24 А/m и SAR вредност: 2,0 W/m2. Животиње ће овим ВФ ЕМП бити  излагане 2 сата дневно, 5 дана у недељи током једног месеца (тридесет дана).  Након истека тридесетодневног излагања ВФ ЕМП-а  животиње ће  тридесет и првог дана бити жртвоване декапитацијом у диетил етар наркози. Одмах након жртвовања животиња  биће узети мозгови и фиксирани у пуферизованом Боуин-овом раствору, а затим ће бити  прослеђени кроз стандардну хистолошку процедуре за добијање парафинских резова за даља светлосно-микроскопска испитивања. 

Хистолошка анализа

За хистолошку анализу малог мозга и базалних ганглија параqфински калупи мозга ће се сјећи у фронталној равни кроз обадве хемисфере на ротационом микротому, а за анализу ће се користити сваки 10-ти серијски рез дебљине 5 микрометара. Добијени резови ће бити  бојени одабраним методама бојења за класичну хистолошку, као и за имунохистохемијску светлосно-микроскопску анализу које ће омогућити следеће:   . 

1)анализу  неуродегенеративних промена малог мозга и базалних ганглија (као што су екстравазација албумина, појава „тамних неурона“, накупљање липофусцинских агрегација и промене на цитоскелету  перикариона и аксона) на резовима  бојеним  хематоксилином и еозином и крезил виолетом 

2)анализу промене на глијалним ћелијама (преко имунохистохемијских  маркера-антитела   за c-fos i  GFAP) i осебно активацију микроглијалних ћелија (преко специфичног имунохистохемијских  маркера-антитела за ba1, будући да је активација ових ћелија мера стреса у можданим структурама) 
3)анализу промене у нивоу хит шок протеина (преко имунохистохемијских  маркера-антитела за Hsp20, Hsp27 i Hsp70)

4)детекцију  апоптозе Пуркињеових  ћелија,  гранулних ћелија и неурона базалних ганглија  (преко имунохистохемијскихмаркера-антитела за caspasu-3)
5)одређивање ниво оксидативног стреса у Пуркињеовим ћелијама и неуронима базалних ганглија  (преко маркера за  глутатион пероксидазу - GSH-Px  и  8-хидроксигуанин -8-OHdG, који је стандардни маркер за оксидативно оштћење  ДНК у митохондријама неурона)
Добијени резлтати ће бити фотодокументовани.

Стереолошка анализа
Стереолошка анализу промена на малом мозгу и базалним ганглијама под утицајем ВФ  ЕМП-а  и одговарајућих контролних животиња биће извршена на сваком петом пресеку мозга бојених хематоксилином и еозином на укупно 5 пресека по узорку и  60 видних поља по узорку.Стереолошком анализом биће  обухваћено одређивање следећи стереолошких параметара:
1.
Волуменске густине слојева коре малог мозга

2.
Волуменске густине Пуркињеових ћелија 


     -    Волуменска густина једара Пуркињеових ћелија

-Волуменска густина цитоплазме Пуркињеових ћелија

-Нуклео-цитоплазматични однос Пуркињеових ћелија

3.
Волуменске густине ганглијских ћелија базалне ганглије

-
Волуменска густина једара ганглијских ћелија базалне ганглије

-
Волуменска густина цитоплазме ганглијских ћелија базалне ганглије

-
Нуклео-цитоплазматични однос ганглијских ћелија базалне ганглије

4.
Волуменска густина капиларне мреже у церебелуму

5.
Волуменска густина капиларне мреже у базалној ганаглији

6.
Нумеричка густина Пуркињеових ћелија

7.
Нумеричка густина ганглијских ћелија базалне ганглије

8.
Нумеричка густина капиларне мреже у церебелуму

9.
Нумеричка густина капиларне мреже у базалној ганаглији

е) статистичке методе које ће се користити

Сигнификантност разлика у вредности  испитиваних стереолошких параметара контролних животиња и животиња излаганих ВФ ЕМП  биће проверена Студентовим  т-тестом и Mann Whitney  U тестом.   
Добијени резултати ће бити представљени табеларно и графички.

11. Очекивани резултати докторске дисертације

Истраживања која ће бити спроведена у овом пројекту, кроз резултатe треба да укажу на међудејство, интерреакцију између ВФ-ЕМП као физичког фактора и специфичног органа мозга пацова као биолошког система.Због свега наведеног истраживања планирана овим пројектом ће дати свој допринос базичној медицинској науци.
12. Процјена потребног времена израде дисертације, мјесто истраживања

Истраживање ће бити урађено на Природно-математичком факултетуУниверзитета у Бањалуци, oдјел за биологију и екологију ,12 месеци од дана пријављивања.
13. Име ментора, звање, институција у којој је стекао звање, ужа научна област

Проф. др Синиша Ристић, ужа научна област Физиологија, Медицински факултет у Фочи, ментор и члан комисије
14. Најмање 5 библиографских јединица које се односе на тему докторске дисертације
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· Parezanović-Ilić, K., Mladenović-Segedi, L., Jurišić-Škevin, A., Živanović-Mačužić, I., Grbović, V., Nurković, J., ... & Jeremić, D. (2016). The influence of various risk factors on the strength of pelvic floor muscle in women.Vojnosanitetski pregled, (00), 83-83.
17. Изјава да ли је пријављивана теза под истим називом на другој високошколској институцији

Др ИгорГојковић није пријавио докторску дисертацију под насловом „Хистолошке  и  имунохистохемијске  промене  малог  мозга  и базалних  ганглија  пацова   соја Wistar   под утицајем високофреквентних електромегнетних  поља “ ни у једној другој високошколској установи.

Закључак
Предложена Комисија је у овом извјештају детаљно анализирала стручне и научне карактеристике кандидата, као и научну заснованост теме за израду докторске дисертације и донијела сљедећи закључак:Кандидат др ИгорГојковић испуњава све услове да се може бавити научно-истраживачким радом, а предложена тема у потпуности оправдава све елементе потребне за научно-истраживачки рад.
Комисија предлаже Научно-наставном вијећу Медицинског факултета у Фочи да прихвати приједлог пројекта докторске дисертације дрИгорa Гојковићa под називом „ХИСТОЛОШКЕ  И  ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКЕ  ПРОМЕНЕ  МАЛОГ  МОЗГА  И БАЗАЛНИХ  ГАНГЛИЈА  ПАЦОВА   СОЈА WISTAR   ПОД УТИЦАЈЕМ ВИСОКОФРЕКВЕНТНИХ ЕЛЕКТРОМЕГНЕТНИХ  ПОЉА“ и омогући кандидату да приступи изради докторске дисертације
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