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ИЗВЕШТАЈ

A. ПРИКАЗ САДРЖАЈА ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ

Докторска дисертација кандидата Нине Умићевић под насловом „Биомаркери ефеката органских растварача код запослених у индустрији обуће“ написана је јасно и прегледно. Дисертација обухвата истраживање раних биолошких ефеката професионалне изложености смешама органских растварача код запослених у индустрији обуће, уз примену сета биомаркера ефекта и in silico токсикогеномичке анализе.
[bookmark: _GoBack]Докторска дисертација је написана на 160 страна. У оквиру рада приказано је 66 табела, 5 слика и 483 библиографске јединице. Дисертација садржи следећа поглавља: Увод, Хипотеза и циљеви истраживања, Материјали и методе, Резултати истраживања, Дискусија, Закључци и Литература.
На почетку дисертације приказани су сажеци на српском и енглеском језику, кључне речи, научна област и ужа научна област, док се на крају налазе биографија аутора и потписане изјаве о ауторству, истоветности штампане и електронске верзије докторског рада и коришћењу докторске дисертације.

Уводно поглавље састоји се из шест тематских целина: (1) професионална изложеност органским растварачима, (2) токсичност органских растварача, (3) интеракције између растварача у смеши, (4) токсикологија смеше и процена комбиноване изложености, (5) механизми токсичности органских растварача и (6) биомаркери ефекта у процени раних биолошких промена код професионално изложених радника.
На почетку уводног дела дат је осврт на широку индустријску примену органских растварача, са посебним нагласком на индустрију обуће као радну средину у којој су запослени најчешће изложени комплексним смешама испарљивих органских једињења. 
У наставку су обрађене најважније групе органских растварача присутне у радној средини, укључујући ароматичне, алифатичне и цикличне угљоводонике, алкохоле, кетоне, алдехиде, карбоксилне киселине и друга органска једињења. За појединачне раствараче приказани су основни токсиколошки профили, циљни органи дејства и доминантни механизми токсичности. 
Посебна пажња посвећена је интеракцијама између растварача у смеши, са освртом на токсикокинетичке и токсикодинамичке интеракције, укључујући компетицију за заједничке метаболичке путеве, инхибицију или индукцију ензима биотрансформације, нарочито ензимског система цитохрома CYP2E1, као и могућност појачања оксидативног и инфламаторног оптерећења. Размотрени су и савремени концепти процене кумулативне и комбиноване изложености, укључујући дозну, односно концентрациону адитивност, независно деловање, синергизам, потенцирање и антагонизам, као и примену еквивалента експозиције смеши.
У завршном делу уводног поглавља указано је на значај биомаркера ефекта у процени раних биолошких промена код професионално изложених радника. Обрађени су хематолошки биомаркери, биомаркери функције јетре, показатељи редокс статуса и биоелементи у редокс регулацији. Наглашено је да интегрисано праћење ових параметара може допринети препознавању раних, субклиничких и неспецифичних промена пре развоја клинички манифестних поремећаја, као и прецизнијој процени здравственог ризика у условима изложености реалним смешама органских растварача.

У поглављу Хипотеза и циљеви истраживања јасно је дефинисана полазна претпоставка да хронична професионална изложеност ниским концентрацијама смеше органских растварача код запослених у индустрији обуће може довести до мерљивих промена хематолошких, биохемијских, редокс и молекуларних показатеља, чак и када концентрације појединачних растварача не прелазе дозвољене граничне вредности.
Хипотеза истраживања заснива се на претпоставци да смеше органских растварача могу изазвати ране и субклиничке биолошке ефекте путем заједничких механизама токсичности, укључујући оксидативни стрес, инфламацију и регулацију ћелијске смрти. У складу с тим, основни циљ дисертације био је да се испита токсични потенцијал смеше органских растварача код запослених у индустрији обуће применом интегрисаног приступа који обухвата процену професионалне изложености, анализу биомаркера ефекта и in silico токсикогеномичку анализу.
Циљеви истраживања обухватили су процену концентрација органских растварача у ваздуху радне средине и ризика од изложености смеши, анализу хематолошких, биохемијских, редокс параметара и концентрација биоелемената у биолошким узорцима, као и in silico анализу гена, мрежа интеракција, биолошких процеса, сигналних путева и обољења повезаних са испитиваним растварачима. Интеграцијом ових резултата омогућено је повезивање молекуларних механизама деловања смеше са мерљивим биолошким променама код професионално изложених радника.

У поглављу Материјали и методе детаљно су описани испитивана популација, критеријуми за укључивање и искључивање испитаника, процена професионалне изложености органским растварачима, узорковање и обрада биолошког материјала, лабораторијске методе за одређивање хематолошких, биохемијских и редокс параметара, одређивање концентрација биоелемената, израчунавање изведених индекса, методе коришћене за in silico токсикогеномичку анализу, као и статистичка обрада података.
Истраживање је спроведено у фабрици обуће „Спортек“ у Котор Вароши, Босна и Херцеговина, у две производне јединице, означене као погон А и погон Б, у којима су запослени током редовног осмочасовног радног времена били изложени смеши органских растварача коришћених у процесу производње обуће. У истраживање је укључен 71 здрав радник старости од 20 до 55 година, са најмање једном годином радног стажа у условима професионалне изложености органским растварачима. Испитивану групу чинило је 16 мушкараца запослених у Погону А и 55 жена запослених у Погону Б, док је контролну групу чинило 60 здравих испитаника, 30 мушкараца и 30 жена, запослених на административним пословима, без професионалне изложености хемијским агенсима. 
У овом поглављу наведени су и критеријуми за искључивање из студије, који су обухватили хронична оболења, употребу терапије, трудноћу и статус бивших пушача. Сви испитаници били су информисани о циљевима истраживања и дали су писани информисани пристанак. Истраживање је спроведено у складу са етичким принципима дефинисаним у најновијем амандману Хелсиншке декларације и одобрено је од стране Етичког одбора за истраживања на људима и биолошком материјалу Медицинског факултета Универзитета у Бањој Луци (одлука бр. 18/4.140/21), као и Етичког комитета за биомедицинска истраживања Фармацеутског факултета Универзитета у Београду (одлука бр. 249/1).
Процена професионалне изложености извршена је мерењем концентрација хемијских супстанци у ваздуху радне средине у обе производне јединице, у условима редовног рада технолошких капацитета. Мерења су спроведена помоћу преносног FTIR анализатора GASMET Dx-4000, а идентификација и квантификација појединачних компоненти вршене су инфрацрвеном спектрометријом. Укупна изложеност смеши органских растварача процењена је применом концепта еквивалента експозиције смеши (Em), на основу односа измерених концентрација појединачних растварача и њихових одговарајућих граничних вредности према различитим међународним и националним референтним системима. Као референтне вредности коришћене су препоручене границе изложености Националног института за безбедност и здравље на раду (NIOSH REL), дозвољене границе изложености Управе за безбедност и здравље на раду (OSHA PEL), граничне вредности временски пондерисаног просека Америчке конференције владиних индустријских хигијеничара (ACGIH TLV–TWA), максимално дозвољене концентрације према немачкој DFG MAK комисији, као и граничне вредности изложености на радном месту прописане важећим правилницима Републике Србије и Републике Српске.
Узорци венске крви прикупљани су у јутарњим часовима, након ноћног гладовања, у оквиру редовних систематских прегледа испитаника.
Хематолошки параметри одређени су помоћу аутоматског хематолошког анализатора Sysmex XP-300 (Sysmex Corporation, Кобе, Јапан), у лабораторији Завода за медицину рада и спорта Републике Српске у Бањој Луци (Босна и Херцеговина), у складу са акредитованим лабораторијским процедурама. Хематолошки параметри обухватили су: број еритроцита (енг. red blood cells, RBC), хемоглобин (HGB), хематокрит (HCT), просечан волумен еритроцита (енг. mean corpuscular volume, MCV), просечан садржај хемоглобина у еритроциту (енг. mean corpuscular hemoglobin, MCH), просечна концентрација хемоглобина у 1L еритроцита (енг. mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC), расподела еритроцита по волумену (енг. red cell distribution width, RDW), број леукоцита (енг. white blood cells, WBC), апсолутни и релативни (процентуални) број лимфоцита (LYM# и LYM%), апсолутни и релативни број неутрофила (NEUT# и NEUT%), збирни апсолутни и релативни број моноцита, еозинофила и базофила (MXD# и MXD%), број тромбоцита (енг. platelets, PLT), просечан волумен тромбоцита (енг. mean platelet volume, MPV), тромбокрит (енг. plateletcrit, PCT), расподела тромбоцита по волумену (енг. platelet distribution width, PDW). Додатно је израчунат однос неутрофила и лимфоцита (NLR).
Биохемијски параметри одређени су помоћу семи-аутоматског анализатора Microlab-300 (ELITech Group, Puteaux, Француска), употребом комерцијалних реагенс-китова (Merck Millipore Corporation, Дармстадт, Немачка), применом стандардних спектрофотометријских метода, и обухватили су: укупни билирубин, директни билирубин, глукозу, уреу, креатинин, аспартат аминотрансферазу (AST), аланин аминотрансферазу (ALT) и гама-глутамилтрансферазу (GGT) и укупну концентрацију протеина у плазми. 
Ради интегрисане процене функционалног стања јетре израчунати су скор ризика од оштећења јетре, De Ritis коефицијент, индекс односа аспартат аминотрансферазе и броја тромбоцита (APRI) и индекс хепатичне стеатозе (HSI). Ови индекси омогућили су додатну процену хепатоцелуларног оштећења, као и свеобухватније сагледавање субклиничких промена функције јетре код професионално изложених радника.

У циљу процене редокс статуса одређени су узнапредовали продукти оксидације протеина (AOPP), супероксидни анјон-радикал (О₂•⁻), укупни оксидативни статус (TOS) и прооксидативно-антиоксидативни баланс (PAB), као и параметри антиоксидативне заштите: супероксид-дисмутаза (SOD), параоксоназа 1 (PON1), укупни антиоксидативни статус (TAS) и укупне сулфхидрилне групе (SH групе). Мерења су вршена у лабораторији Катедре за медицинску биохемију, Универзитета у Београду - Фармацеутског факултета.
На основу наведених параметара формирани су изведени редокс индекси: индекс оксидативног стреса (OSI), прооксидативни скор, антиоксидативни скор и оксидативно-стресни скор, чиме је омогућена интегративна процена односа између прооксидативног оптерећења и антиоксидативне заштите.

Концентрације биоелемената, укључујући гвожђе (Fe), магнезијум (Mg), цинк (Zn), бакар (Cu) и манган (Mn), одређене су методом индуктивно спрегнуте плазме са оптичком емисионом спектрометријом (ICP-OES), на инструменту PerkinElmer Optima 8000, након одговарајуће припреме и минерализације узорака. Анализе биоелемената спроведене су у истраживачкој лабораторији Технолошког факултета Универзитета у Бањој Луци.

In silico токсикогеномичка анализа спроведена је коришћењем јавно доступних база података и биоинформатичких алата, укључујући Comparative Toxicogenomics Database, GeneMANIA и ToppGene Suite. Анализа је изведена одвојено за раствараче идентификоване у Погону А и Погону Б, а обухватила је прикупљање података о интеракцијама растварача са генима, идентификацију заједничких гена, анализу мрежа интеракција, функционалну анализу биолошких процеса, молекуларних функција, ћелијских компоненти, сигналних путева и болести, као и посебну анализу гена повезаних са хепатотоксичношћу и хематотоксичношћу. 

У делу који се односи на статистичку обраду података наведено је да је анализа извршена коришћењем софтверског пакета IBM SPSS Statistics, верзија 25.0. Нормалност дистрибуције испитана је Shapiro–Wilkovim и Kolmogorov–Smirnovljevim тестом. У зависности од расподеле података коришћени су одговарајући параметријски и непараметријски тестови, χ² тест, Spearman-ова корелациона анализа и бинарна логистичка регресиона анализа. Вредности p < 0,05 сматране су статистички значајним.

У поглављу Резултати истраживања табеларно и графички приказани су оригинални резултати добијени у истраживању. Дат је детаљан приказ резултата процене професионалне изложености органским растварачима у производним погонима А и Б, укључујући концентрације појединачних растварача у ваздуху радне средине и процену укупне изложености смеши применом еквивалента експозиције. Приказани су резултати хематолошких, биохемијских и редокс параметара, концентрација биоелемената, као и изведених индекса функције јетре и редокс статуса код професионално изложених радника и контролних испитаника. Посебно су приказани резултати анализа према пушачком статусу и дужини професионалне изложености. У овом поглављу приказани су и резултати логистичке регресионе анализе и корелационе анализе, као и резултати in silico токсикогеномичке анализе, усмерени на идентификацију гена, биолошких процеса, молекуларних функција, сигналних путева и болести повезаних са испитиваним смешама органских растварача.

У поглављу Дискусија приказана је детаљна анализа добијених резултата ове дисертације у контексту доступних литературних података. Дискутовани су резултати процене професионалне изложености, промене хематолошких и биохемијских показатеља, биомаркера функције јетре, редокс статуса и биоелемената, као и њихов значај у процени раних биолошких ефеката код радника изложених смешама органских растварача. Посебно су размотрени резултати изведених индекса, укључујући индексе функције јетре и интегративне редокс индексе, као и налази логистичке регресије и корелационе анализе. Резултати in silico токсикогеномичке анализе дискутовани су у циљу појашњења могућих молекуларних механизама токсичности смеша органских растварача. 

У поглављу Закључци изнесени су релевантни закључци који произилазе из резултата спроведеног истраживања и њихове анализе, посебно у погледу процене професионалне изложености смешама органских растварача, идентификације раних биолошких ефеката, значаја биомаркера ефекта и могућих молекуларних механизама токсичности. Закључци указују на значај интегрисаног приступа који обухвата мерење изложености, анализу биолошких показатеља и in silico токсикогеномичку анализу у процени здравственог ризика код запослених у индустрији обуће.

У поглављу Литература наведене су референце које су коришћене током израде ове докторске дисертације.

Б. ОПИС ПОСТИГНУТИХ РЕЗУЛТАТА

У поглављу Резултати истраживања приказани су оригинални резултати који се односе на опште карактеристике испитиване популације, концентрације органских растварача у радној атмосфери, процену еквивалента експозиције смеши, хематолошке и биохемијске параметре, индексе функције јетре, параметре редокс статуса, концентрације биоелемената, утицај пушачког статуса и дужине професионалне изложености, корелационе анализе, логистичке регресионе моделе и резултате in silico токсикогеномичке анализе.
У првом делу резултата приказане су опште карактеристике професионално изложених радника и контролних испитаника. Испитаници запослени у производном погону А били су мушког пола, док су у производном погону Б биле запослене раднице. Изложене и контролне групе биле су добро упоредиве према старости, индексу телесне масе и пушачком статусу, што омогућава поузданије сагледавање разлика повезаних са професионалном изложеношћу органским растварачима. 
У наставку су приказани резултати мерења органских растварача у радној атмосфери производних погона А и Б. У погону А одређени су циклохексан, толуен, стирен, ацеталдехид, метанска и ацетатна киселина, формалдехид, етанол, бутанол, ацетон, изопропанол, метил-етил-кетон и метил-изобутил-кетон, док су m-ксилен, o-ксилен, n-хексан, n-хептан, диметил-сулфид и диметил-дисулфид били испод границе детекције. У погону Б детектовани су m-ксилен, o-ксилен, n-хексан, n-хептан, циклохексан, толуен, ацеталдехид, метанска и ацетатна киселина, етанол, ацетон, изопропанол, метил-етил-кетон, метил-изобутил-кетон, диметил-сулфид и диметил-дисулфид, док стирен, формалдехид и бутанол нису детектовани.
Све измерене концентрације појединачних растварача у оба погона биле су испод прописаних граничних вредности професионалне изложености. Међутим, процена комбиноване изложености применом еквивалента експозиције смеши показала је да збирни показатељи изложености у оба погона према појединим референтним системима прелазе вредност 1. У погону А највиша вредност добијена је према NIOSH критеријуму, где је Em износио 8,77, док су вредности веће од 1 утврђене и према ACGIH критеријуму, немачком MAK-у и правилнику Републике Србије. У погону Б вредности Em прелазиле су 1 према NIOSH и ACGIH критеријумима. Ови налази указују  на нужност сагледавања комбиноване изложености органским растварачима.
У оквиру хематолошких анализа, код радника није било значајних разлика у укупном броју WBC, RBC, концентрацији HGB, HCT, броју PLT и релативним вредностима леукоцитних субпопулација у односу на контролну групу. Ипак, уочене су значајне промене еритроцитних индекса: вредности MCV биле су ниже, а MCHC више код изложених радника. Додатно, апсолутни број NEUT# био је значајно нижи код изложених радника. Код радница су забележене суптилне, али значајне промене еритроцитне линије, првенствено ниже вредности HCT и више вредности MCHC, док је у тромбоцитној линији утврђен пораст PCT.
Логистичка регресиона анализа додатно је потврдила значај ових налаза. Код радника су MCV и MCHC били значајно повезани са професионалном изложеношћу у униваријантном моделу, док је MCHC задржао независни предиктивни значај у мултиваријантном моделу. Код радница су HCT и MCV били значајни униваријантни предиктори, док је HCT остао независан предиктор професионалне изложености. Укупно посматрано, хематолошки налази не указују на изражене поремећаје крвне слике, али указују на ране, селективне и субклиничке промене хематолошког профила код професионално изложених испитаника.
Биохемијски резултати показали су промене које се првенствено односе на показатеље функције јетре. Код радника су вредности укупног и директног билирубина, AST, GGT и укупних протеина биле значајно више у односу на контролну групу, док је активност ALT била виша, али без статистичке значајности. Код радница су забележене више вредности укупног и директног билирубина, глукозе, урее, AST, GGT и укупних протеина, уз ниже вредности креатинина. Анализа вредности изнад референтних интервала показала је да су одступања биохемијских параметара била израженија код радника, при чему су код дела изложених радника вредности ALT и GGT достизале и до три пута више вредности од горње референтне границе.
Посебно су анализирани индекси функције јетре: Z-скор оштећења јетре, De Ritis коефицијент, APRI индекс и HSI. Код радника су вредности Z-скора оштећења јетре и APRI индекса биле значајно више у односу на контролну групу, док AST/ALT однос и HSI нису показали значајне разлике. Код радница су Z-скор оштећења јетре, AST/ALT однос и APRI индекс били значајно виши, док је HSI показивао гранични тренд. У логистичким регресионим моделима Z-скор оштећења јетре се код оба пола издвојио као независан предиктор професионалне изложености. Овај налаз посебно истиче вредност интегративних индекса у препознавању раних хепатотоксичних ефеката у условима изложености смешама органских растварача.
Један од најизраженијих налаза дисертације односи се на параметре редокс статуса. Код радника је утврђен помак редокс равнотеже ка прооксидативном статусу, са значајно вишим вредностима О₂•⁻, TOS и PAB. Истовремено су забележене више вредности SOD и укупних SH група, што указује на активацију појединих компоненти антиоксидативног одговора. Интегрисани редокс индекси, укључујући OSI, прооксидативни скор, антиоксидативни скор и оксидативно-стресни скор, били су значајно виши код изложених радника, потврђујући поремећај редокс хомеостазе.
Код радница је поремећај редокс статуса био још израженији. Вредности AOPP, О₂•⁻, TOS и PAB биле су значајно више у односу на контроле, што указује на повећано оксидативно оптерећење и оксидативну модификацију биомолекула. Активност SOD, вредности TAS и укупних SH група такође су биле више, док је активност PON1 била значајно нижа. Сви интегрисани редокс индекси били су значајно повишени код изложених радница, чиме је потврђена доминација прооксидативног обрасца.
Логистичка регресиона анализа додатно је указала на предиктивни значај редокс параметара. Код радника су О₂•⁻, TOS, PAB, SOD и укупне SH групе били значајни униваријантни предиктори, док су PAB и SOD задржали независни значај у мултиваријантном моделу. Код радница су AOPP, TOS, TAS, SOD и PON1 били значајни униваријантни предиктори, а AOPP и SOD су остали независни предиктори професионалне изложености. Посебно су се издвојили интегрисани редокс индекси: OSI и антиоксидативни скор код оба пола остали су независни предиктори професионалне изложености. Ови резултати потврђују да оксидативни стрес представља један од кључних раних биолошких ефеката изложености смешама органских растварача.
У оквиру анализе биоелемената утврђене су промене које додатно указују на поремећај редокс и метаболичке хомеостазе. Код радника су концентрације Fe и Mg биле значајно више, док је концентрација Cu била значајно нижа у односу на контролну групу. Код радница су утврђене више вредности Fe, уз ниже концентрације Mg, Zn и Cu. Концентрација Mn у узорцима изложених радника и радница била је испод границе детекције. У логистичким регресионим моделима Mg је код радника задржао независни предиктивни значај, док код радница ниједан биоелемент није остао независан предиктор након мултиваријантне анализе. Најдоследнији налаз у обе изложене групе био је пораст Fe и снижење Cu, што може имати значај у контексту оксидативног стреса и антиоксидативне заштите.
У наставку резултата анализиран је утицај пушачког статуса. Стратификација је показала да се основни обрасци хематолошких, биохемијских, редокс и промена концентрације биоелемената, углавном одржавају и након поделе испитаника на пушаче и непушаче. Код радника су повишене вредности MCHC, директног билирубина, AST, укупних протеина, Z-скора оштећења јетре, као и промене редокс параметара, биле присутне у оба пушачка страта. Код радница су снижене вредности HCT, повишени билирубин, укупни протеини, Z-скор оштећења јетре и поремећаји редокс статуса такође регистровани и код радница пушача и непушача. Иако је пушачки статус модификовао поједине параметре, нарочито део биохемијског профила код радница и PAB код радника, није у потпуности објашњавао разлике између изложених и контролних група.
Анализа према дужини професионалне изложености показала је да радни стаж није био значајно повезан са већином хематолошких и биохемијских параметара, нити са концентрацијама биоелемената. Најважније разлике односиле су се на редокс статус. Код радника су вредности О₂•⁻ биле више код особа са дужим радним стажом. Код радница су разлике биле израженије: раднице са стажом од 5 година и више имале су више вредности О₂•⁻, прооксидативног скора и оксидативно-стресног скора, уз ниже вредности SOD и антиоксидативног скора. Ови налази указују да дуже трајање професионалне изложености може бити повезано са појачаним прооксидативним оптерећењем, нарочито код радница.
Корелационе анализе додатно су повезале налазе редокс статуса, биохемијских параметара и биоелемената. Код радника су прооксидативни параметри били повезани са показатељима функције јетре и метаболизма глукозе: TOS је позитивно корелирао са AST, ALT и GGT, док је OSI био повезан са глукозом, ALT и APRI индексом. Код радница су редокс параметри били повезани са билирубинским метаболизмом, ALT, HSI индексом и дужином радног стажа. Посебно је значајан налаз да су године радног стажа код радница биле позитивно повезане са О₂•⁻, прооксидативним и оксидативно-стресним скором, а негативно са антиоксидативним скором и укупним SH групама. Ови резултати потврђују међусобну повезаност трајања изложености, оксидативног стреса и раних биохемијских промена.
У завршном делу резултата приказана је in silico токсикогеномичка анализа органских растварача идентификованих у погонима А и Б. Код растварача присутних у погону А идентификовани су заједнички гени CASP3, CXCL8, HMOX1 и MAPK1. Функционална анализа указала је на процесе повезане са одговором на реактивне врсте кисеоника (ROS), инфламаторном сигнализацијом, регулацијом миграције леукоцита и ћелијском смрћу. Анализа збирног скупа гена додатно је издвојила регулацију програмиране ћелијске смрти, апоптотске процесе, међућелијску сигнализацију, метаболизам, VEGFA–VEGFR2 сигнализацију, интерлеукинску сигнализацију и путеве повезане са карциногенезом.
У оквиру анализе хепатотоксичности за погон А издвојени су гени CAT, GSTP1, HMOX1, IL1B, IL6, PTGS2 и TNF, који упућују на механизме антиоксидативне одбране, оксидативног стреса, инфламаторног одговора и регулације ћелијског оштећења. Сигнални путеви укључивали су Nrf2-посредоване одговоре, NF-κB сигнализацију и интерлеукинску сигнализацију, што је у складу са експериментално добијеним налазима о променама биомаркера функције јетре и редокс статуса. У анализи хематотоксичности за погон А издвојени су IL1B и PTGS2, док је збирни скуп гена указао на хематопоезу, активацију ћелија, регулацију имунског одговора и апоптозу.
Код растварача присутних у погону Б идентификовани су заједнички гени CXCL8, CYP1A1, CYP2E1 и HMOX1. Функционална анализа ових гена указала је на оксидоредуктазну и монооксигеназну активност, везивање за хем, метаболизам угљоводоника, P450 епоксигеназни пут, хидроксилацију липида, митохондријску мембрану и мембрану ендоплазматског ретикулума. Посебно је значајан CYP2E1, који је у анализи хепатотоксичности и хематотоксичности за погон Б издвојен као заједнички ген, имајући у виду његову улогу у оксидативном метаболизму органских растварача, биотрансформацији ксенобиотика и стварању ROS.
Укупно посматрано, резултати in silico анализе допунили су експерименталне налазе и омогућили шири увид у могуће молекуларне механизме деловања смеша органских растварача. Код погона А издвојени су гени и путеви повезани са оксидативним стресом, инфламацијом, регулацијом ћелијске смрти, хепатотоксичношћу и хематотоксичношћу, док су код погона Б посебно истакнути CYP-посредована биотрансформација, оксидоредуктазна активност, митохондријско-ендоплазматске компоненте и метаболизам ксенобиотика.
Приказани резултати указују да је професионална изложеност смешама органских растварача у индустрији обуће повезана са раним, субклиничким променама хематолошких, биохемијских и редокс показатеља, као и са променама хомеостазе биоелемената, чак и у условима када концентрације појединачних растварача не прелазе прописане граничне вредности. Интеграција података о изложености, биомаркера ефекта, резултата корелационих и регресионих анализа и налаза in silico токсикогеномичке анализе, омогућила је свеобухватније сагледавање потенцијалних механизама токсичности смеша органских растварача и идентификацију показатеља од значаја за процену здравственог ризика код професионално изложених радника.

В. УПОРЕДНА АНАЛИЗА РЕЗУЛТАТА ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ СА ПОДАЦИМА ИЗ ЛИТЕРАТУРЕ

В.1. Процена професионалне изложености смеши органских растварача

Резултати ове докторске дисертације показали су да професионална изложеност органским растварачима у индустрији обуће представља комплексну комбиновану изложеност смешама испарљивих органских једињења, при чему су квалитативни и квантитативни састав смеше зависили од технолошког процеса и радног окружења. У оба производна погона концентрације појединачних органских растварача биле су унутар дозвољених граничних вредности професионалне изложености према релевантним регулаторним критеријумима. Међутим, процена еквивалента експозиције смеши показала је да су збирне вредности Em у оба погона према појединим критеријумима прелазиле референтну вредност 1, упркос одсуству појединачних прекорачења.
Посебно изражено кумулативно оптерећење регистровано је у производном погону А, гдје је вредност Em према NIOSH критеријумима износила приближно 9, док су вредности веће од 1 утврђене и према другим регулаторним критеријумима. У производном погону Б вредности Em биле су ниже, али су према NIOSH и ACGIH критеријумима такође прелазиле референтну вредност. Ови налази потврђују да процена професионалног ризика заснована искључиво на концентрацијама појединачних растварача може потценити стварни значај комбиноване изложености хемијским смешама (Meek и сар., 2011; ACGIH, 2024).
Ови налази су у складу са савременим концептима процене комбиноване изложености, према којима истовремена експозиција већем броју хемикалија може имати биолошки значај чак и када појединачне компоненте не прелазе сопствене граничне вредности. Истовремено, Em индекс представља регулаторну апроксимацију засновану на моделу адитивног деловања и не обухвата у потпуности могуће интеракције између компоненти смеше (ACGIH, 2024).
Добијени резултати су у складу са литературним подацима који указују да изложеност смешама испарљивих органских једињења (енг. volatile organic compounds, VOC) може бити повезана са променама биомаркера ефекта чак и при релативно ниским или појединачно дозвољеним нивоима изложености, при чему се оксидативни стрес, метаболичка биоактивација и интеракције између компоненти смеше сматрају кључним механизмима токсичности (Chang и сар., 2013; Wahlang и сар., 2022; Liu и сар., 2023).
Резултати ове докторске дисертације потврђују значај интегрисане процeне професионалне изложености смешама органских растварача и указују на ограничења приступа заснованог искључиво на појединачним граничним вредностима професионалне експозиције.

В.2. Хематолошки ефекти професионалне изложености смеши органских растварача

У оквиру Дискусије анализирани су хематолошки ефекти хроничне професионалне изложености смешама органских растварача код запослених у индустрији обуће, са посебним освртом на могуће субклиничке промене хематолошких параметара.
Добијени резултати показали су да професионална изложеност комплексним VOC смешама при концентрацијама које појединачно не прелазе дозвољене граничне вредности може бити повезана са селективним и субклиничким хематолошким променама. Код радника нису регистроване значајне разлике у укупном броју WBC, RBC, HGB, HCT и PLT, али су утврђене ниже вредности MCV, више вредности MCHC и нижи апсолутни број NEUT#. Код радница су забележене ниже вредности HCT, више вредности MCHC и PCT, уз очуване основне хематолошке параметре.
Овакви налази у складу су са студијама које показују да хронична професионална изложеност органским растварачима при ниским или дозвољеним концентрацијама чешће доводи до дискретних и линијски-специфичних промена него до манифестних цитопенија или изражене хематолошке супресије (Doherty и сар., 2017; Salem и сар., 2024; Zhuang и сар., 2024). Промене еритроцитних индекса могу бити повезане са оксидативним стресом, инфламаторним одговором и променама мембранске стабилности еритроцита (Becatti и сар., 2016; Orrico и сар., 2023), док нижи апсолутни број NEUT# може указивати на селективну осетљивост гранулоцитне лозе на дуготрајну хемијску експозицију (Sancini и сар., 2014).
Резултати логистичке регресионе анализе додатно су потврдили предиктивни значај појединих хематолошких параметара. Код радника се MCHC издвојио као независан предиктор професионалне изложености, док је код радница HCT задржао независни предиктивни значај. Ови налази указују да хронична изложеност смешама органских растварача пре доводи до суптилних промена морфолошких особина еритроцита и редистрибуције еритроцитне масе него до развоја изражене хематотоксичности.
Резултати ове докторске дисертације указују да професионална изложеност смешама органских растварача може бити повезана са раним и субклиничким хематолошким променама, које се првенствено манифестују кроз промене еритроцитних индекса и појединих леукоцитних параметара. Добијени налази указују да хематолошки одговор на хроничну VOC експозицију има претежно адаптивни карактер, али истовремено потврђују осетљивост хематолошких биомаркера за детекцију раних ефеката професионалне изложености.

В.3. Хепатотоксични ефекти професионалне изложености смеши органских растварача

У оквиру Дискусије анализирани су хепатотоксични ефекти професионалне изложености смешама органских растварача код запослених у индустрији обуће. Јетра представља један од главних циљних органа VOC експозиције због централне улоге у биотрансформацији ксенобиотика, при чему органски растварачи могу индуковати оксидативни стрес, поремећај функције цитохрома P450, митохондријску дисфункцију и инфламаторни одговор (Malaguarnera и сар., 2012; Lang и Beier, 2018; Wahlang и сар., 2023).
Код радника су регистроване значајно више вредности укупног и директног билирубина, AST, GGT и укупних протеина, док су код радница забележене више вредности укупног и директног билирубина, AST, GGT, глукозе, урее и укупних протеина, уз ниже вредности креатинина. Посебно је значајно да су код дела професионално изложених испитаника вредности појединих биомаркера функције јетре прелазиле референтне границе, што указује на стварна биохемијска одступања, а не само на померање дистрибуције вредности.
Добијени резултати су у складу са студијама које показују да професионална изложеност смешама може бити повезана са променама биомаркера функције јетре чак и при релативно ниским нивоима експозиције (Chang и сар., 2013; Grešner и сар., 2021). Истовремено, интензитет одговора вероватно зависи од састава смеше, трајања експозиције и индивидуалних метаболичких карактеристика (Beier и сар., 2025).
Посебан значај у овој дисертацији имају интегративни индекси функције јетре. Код радника су Z-скор оштећења јетре и APRI индекс били значајно виши у односу на контролну групу, док су код радница значајно више вредности показали Z-скор, APRI и AST/ALT однос. Логистичка регресиона анализа показала је да је Z-скор оштећења јетре код оба пола задржао независни предиктивни значај за професионалну изложеност. Овај налаз указује да интегративни индекси јетре могу имати већу осетљивост у препознавању раних и субклиничких хепатотоксичних промена од појединачних биохемијских параметара (Lin и сар., 2011; EASL, 2019).
Посебно је значајно да су директни билирубин код радника, односно AST и директни билирубин код радница, издвојени као независни предиктори професионалне изложености. Овакав образац указује на могући значај раних поремећаја хепатобилијарног транспорта и благог хепатоцелуларног одговора у условима дуготрајне изложености смешама органских растварача. Истовремено, одсуство значајних промена HSI индекса указује да регистроване промене пре одражавају ране функционалне поремећаје него развијене структурне промене јетре.
Укупно посматрано, резултати ове докторске дисертације указују да професионална изложеност смешама органских растварача може бити повезана са раним и субклиничким променама биомаркера функције јетре, чак и при концентрацијама појединачних растварача које не прелазе дозвољене граничне вредности професионалне експозиције. Посебан допринос дисертације огледа се у примени интегративних индекса јетре, који су показали већу осетљивост за идентификацију раних ефеката професионалне VOC експозиције од појединачних биохемијских показатеља.

В.4. Поремећаји редокс хомеостазе и хомеостазе биоелемената при професионалној изложености смешама органских растварача

У оквиру Дискусије посебно су анализирани поремећаји редокс хомеостазе и промене концентрација биоелемената код професионално изложених радника и радница, имајући у виду да се оксидативни стрес сматра једним од централних механизама токсичности органских растварача и њихових метаболита (Rahal и сар., 2014; Sies и Jones, 2020). Добијени резултати показали су да је хронична професионална изложеност смешама органских растварача била повезана са израженим помаком редокс равнотеже ка прооксидативном стању, упркос томе што су појединачне концентрације растварача биле испод дозвољених граничних вредности. 
Код радника су најизраженије промене укључивале значајно више вредности О₂•⁻, укупног оксидативног статуса и прооксидативно-антиоксидативног баланса, што указује на појачану продукцију ROS и пораст укупног оксидативног оптерећења. Истовремено је регистрована повећана активност SOD и више вредности укупних SH група, што указује на активацију компензаторних антиоксидативних механизама. Значајно повећан индекс оксидативног стреса додатно је потврдио нето помак редокс равнотеже ка оксидативном стресу. Овакав образац у складу је са литературним подацима који показују да професионална изложеност VOC смешама може довести до активације оксидативног стреса, поремећаја редокс сигнализације и адаптивног антиоксидативног одговора (Cavallo и сар., 2021; Ogbodo и сар., 2024; Shen и сар., 2024).
Код радница је поремећај редокс хомеостазе био још израженији. Поред значајно виших вредности О₂•⁻, TOS, PAB и OSI, код радница су регистровани и значајно повећани AOPP, што указује на израженију протеинску оксидацију и оксидативно оштећење биомолекула. Истовремено су више вредности SOD, TAS и укупних SH група указивале на активацију антиоксидативне заштите, док је значајно нижа активност PON1 указивала на поремећај HDL-зависног антиоксидативног система. Добијени налази одговарају моделу израженог, делимично декомпензованог оксидативног стреса, који је већ описан код професионално изложених популација у индустријама са хроничном VOC експозицијом (Xiong и сар., 2016; Sisto и сар., 2020; Ghahri и сар., 2024).
Посебан значај у овој дисертацији имају интегративни редокс индекси. Код оба пола прооксидативни, антиоксидативни и оксидативно-стресни скор били су значајно виши код професионално изложених испитаника, потврђујући да се редокс одговор не може сагледати кроз један изоловани параметар. Логистичка регресиона анализа показала је да су код радника PAB и SOD, а код радница AOPP и SOD били независни предиктори професионалне изложености. Додатно, OSI и антиоксидативни скор код оба пола издвојили су се као независни предиктори професионалне изложености, што указује да интегративни редокс индекси могу имати већу осетљивост и предиктивну вредност од појединачних биомаркера у процени раног биолошког одговора на смеше органских растварача (Rahal и сар., 2014; Sies и сар., 2017).
Резултати ове докторске дисертације додатно потврђују да оксидативни стрес представља један од кључних механизама токсичности органских растварача. Добијени налази су у складу са савременим експерименталним и биомониторинг студијама које показују да хронична професионална изложеност VOC смешама може довести до поремећаја редокс равнотеже, инфламаторне активације и оксидативног оштећења биомолекула, чак и при релативно ниским концентрацијама појединачних компоненти смеше (Sies и Jones, 2020; Ogbodo и сар., 2024; Shen и сар., 2024).
У Дискусији су анализиране и промене хомеостазе биоелемената код професионално изложених испитаника, имајући у виду значај Fe, Mg, Zn, Cu и Mn у регулацији редокс хомеостазе, функцији антиоксидативних ензима и одржавању ћелијског метаболизма (Wołonciej и сар., 2016; Jomova и сар., 2025). Код радника су регистроване више концентрације Mg и Zn, уз ниже концентрације Cu, док Fe није показао значајну разлику у односу на контролну групу. Код радница је утврђен другачији образац, са значајно вишим вредностима Fe и нижим концентрацијама Mg, Zn и Cu. Концентрације Mn код професионално изложених испитаника биле су испод границе детекције.
Повишене концентрације Mg и Zn код радника могу представљати део адаптивног одговора на хронично оксидативно оптерећење, с обзиром на њихову улогу у стабилности ћелијских мембрана, функцији митохондрија и антиоксидативној заштити (Barbagallo и Dominguez, 2010; Lee, 2018). Насупрот томе, снижене концентрације Cu могу указивати на поремећај хомеостазе бакра услед појачане потрошње и редистрибуције у условима хроничног оксидативног стреса (Yang и сар., 2024). Код радница је посебно значајан налаз повишеног Fe, имајући у виду да вишак слободног гвожђа може појачати формирање хидроксилних радикала путем Фентонових реакција и додатно интензивирати оксидативно оштећење биомолекула (Papanikolaou и Pantopoulos, 2005; Ru и сар., 2024). Истовремено, снижене концентрације Mg, Zn и Cu могу додатно допринети прооксидативном помаку и смањењу ефикасности антиоксидативне заштите.
Добијени резултати су у складу са студијама које указују да професионална изложеност органским растварачима и другим комплексним хемијским смешама може довести до поремећаја хомеостазе биоелемената, иако су налази различитих професионалних кохорти хетерогени и зависе од састава смеше, интензитета изложености и индивидуалних метаболичких карактеристика (Mahmood, 2012; Maksoud и сар., 2019). Управо ова варијабилност подржава тумачење да промене биоелемената представљају интегрисани одговор организма на комплексну VOC експозицију, а не изоловани поремећај појединачног елемента.
Логистичка регресиона анализа показала је да је Mg код радника задржао независни предиктивни значај за професионалну изложеност, што указује да поремећај хомеостазе магнезијума може представљати осетљив показатељ раних редокс и метаболичких промена при хроничној VOC експозицији (Kolisek и сар., 2017; Liu и Dudley, 2020). Код радница ниједан појединачни биоелемент није задржао независни предиктивни значај у мултиваријантном моделу, што сугерише да се њихов ефекат вероватно испољава кроз међусобно повезани образац поремећаја хомеостазе биоелемената.
Укупно посматрано, резултати ове докторске дисертације указују да професионална изложеност смешама органских растварача може бити повезана са израженим поремећајем редокс хомеостазе и променама концентрација биоелемената, чак и при концентрацијама појединачних растварача које не прелазе дозвољене граничне вредности. Посебан допринос дисертације огледа се у интегрисаном сагледавању појединачних редокс биомаркера  и изведених редокс индекса, заједно са променама хомеостазе биоелемената, чиме је омогућена осетљивија процена раних и субклиничких биолошких ефеката хроничне професионалне VOC експозиције.

В.5. Утицај пушачког статуса на хематолошке, биохемијске, редокс параметре и концентрације биоелемената

У оквиру Дискусије анализиран је утицај пушачког статуса као потенцијалног модификатора биолошког одговора на професионалну изложеност смешама органских растварача. Будући да дувански дим представља додатни извор испарљивих органских једињења и ROS, пушење може утицати на хематолошке, биохемијске и редокс параметре, као и на хомеостазу биоелемената (Messner и Bernhard, 2014; Caliri и сар., 2021). 
Резултати су показали да се основни обрасци хематолошких, биохемијских, редокс параметара и промена у концентрацијама биоелемената углавном одржавају и након стратификације према пушачком статусу. Иако су поједини параметри показивали различит степен статистичке изражености код пушача и непушача, није идентификован јасан образац који би указивао да пушење представља доминантан узрок регистрованих промена. Овакви налази су у складу са литературом која указује да се ефекти VOC експозиције и пушења често међусобно преплићу и зависе од интензитета експозиције и индивидуалне осетљивости испитаника (Doherty и сар., 2017; Watson и сар., 2021).
Посебно је значајно да су кључне промене биомаркера функције јетре, укључујући билирубин, AST и Z-скор оштећења јетре, регистроване и код пушача и код непушача, што указује да се основни биохемијски одговор одржава независно од пушачког статуса. Слично томе, повишене вредности прооксидативних параметара и поремећај редокс хомеостазе били су присутни у обе подгрупе професионално изложених испитаника. Овакви налази потврђују да професионална изложеност смешама органских растварача остаје доминантан фактор повезан са поремећајем редокс равнотеже, док пушење вероватно модификује интензитет појединих промена, али не мења основни прооксидативни образац (Cakmak и сар., 2020; Cavallo и сар., 2021).
Сличан образац регистрован је и за биоелементе. Основне промене концентрација Fe, Mg, Zn и Cu углавном су се одржавале и након стратификације према пушачком статусу, што указује да пушење није било главни детерминирајући фактор поремећаја хомеостазе биоелемената у испитиваној популацији (Marreiro и сар., 2017; Mohammed и сар., 2023).
Укупно посматрано, резултати ове докторске дисертације указују да пушачки статус може модификовати интензитет појединих хематолошких, биохемијских, редокс параметара и промена концентрације биоелемената, али не мења основни образац биолошког одговора повезаног са професионалном изложеношћу смешама органских растварача. Добијени налази подржавају тумачење да се регистроване промене пре свега могу посматрати као последица хроничне експозиције смеши органских растварача, уз додатни допринос индивидуалних фактора и пушачког статуса.

В.6. Утицај дужине професионалне изложености на хематолошке, биохемијске, редокс параметре и концентрације биоелемената

У оквиру Дискусије анализиран је утицај дужине професионалне изложености органским растварачима, процењене на основу радног стажа у фабрици обуће. Испитаници су подељени на групе са краћом (<5 година) и дужом професионалном изложеношћу (≥5 година), са циљем сагледавања могућих кумулативних ефеката хроничне експозиције смеши органских растварача.
Резултати су показали да дужина професионалне изложености није била повезана са израженим прогресивним променама већине хематолошких параметара ни код радника ни код радница. Уочени су само дискретни помаци појединих леукоцитних показатеља, што може указивати на благо инфламаторно оптерећење при дужој изложености, али без знакова изражене хематотоксичности (Forget и сар., 2017; Meng и сар., 2021).
Код биохемијских параметара такође није регистрован јасан образац прогресивног погоршања функције јетре са порастом радног стажа. Једини значајан налаз била је виша концентрација глукозе код радница са дужом професионалном изложеношћу, што је у складу са студијама које повезују хроничну експозицију растварачима са поремећајем метаболичке хомеостазе и глукорегулације (Hosseininejad и сар., 2021; Wang и сар., 2023).
Најизраженији ефекти дужине професионалне изложености регистровани су код параметара редокс статуса. Код радника је дужи радни стаж био повезан са вишим вредностима О₂•⁻ и израженијим прооксидативним одговором, док су код радница регистроване више вредности О₂•⁻, прооксидативног и оксидативно-стресног скора, уз ниже вредности SOD и антиоксидативног скора. Овакав образац указује на постепено померање редокс равнотеже ка прооксидативном профилу са дужим трајањем професионалне изложености и потврђује значај оксидативног стреса као једног од централних механизама биолошког одговора на VOC смеше (Grešner и сар., 2015; Cetintepe и сар., 2023).
За разлику од редокс параметара, концентрације биоелемената нису показале јасне прогресивне промене у односу на дужину професионалне изложености. Добијени налази указују да се ефекти дуготрајније VOC експозиције пре одражавају кроз функционалне промене редокс хомеостазе него кроз изражене поремећаје концентрација појединачних биоелемената (Prasad, 2014; Marreiro и сар., 2017).
Резултати ове докторске дисертације указују да дужина професионалне изложености смешама органских растварача није била повезана са израженим прогресивним хематолошким или биохемијским поремећајима, али јесте са померањем редокс равнотеже ка прооксидативном профилу. Овакав образац подржава концепт да оксидативни стрес представља један од раних и централних механизама биолошког одговора на хроничну професионалну изложеност смешама органских растварача.

В.7. Корелационе анализе између редокс, биохемијских параметара и концентрација биоелемената

У оквиру Дискусије анализиране су корелационе повезаности између параметара редокс статуса, биохемијских показатеља функције јетре и метаболизма, као и концентрација биоелемената, са циљем сагледавања међусобних односа између оксидативног стреса, метаболичког одговора и хомеостазе биоелемената при професионалној изложености смешама органских растварача. Добијени резултати указали су да оксидативни стрес представља важан механизам који повезује VOC експозицију са биохемијским и метаболичким променама код професионално изложених испитаника. 
Код професионално изложених радника утврђене су позитивне корелације TOS и OSI са AST, ALT и GGT, као и повезаност AOPP са ALT и глукозом. Овакав образац указује да пораст системског оксидативног оптерећења прати израженији хепатоцелуларни одговор и неповољнији метаболички профил. Добијени налази су у складу са познатим механизмима биотрансформације органских растварача, нарочито путем CYP2E1 зависног метаболизма, при чему настају ROS које могу допринети липидној пероксидацији, митохондријској дисфункцији и оштећењу хепатоцита (Caro и Cederbaum, 2004; Lu и Cederbaum, 2008; Malaguarnera и сар., 2012; Brauner и сар., 2020).
Посебно је значајна позитивна корелација OSI са APRI индексом, јер указује да редокс-дисбаланс може бити повезан и са показатељима раног оштећења јетре. Иако је APRI примарно развијен за процену фиброзе у клиничким популацијама, његова повезаност са оксидативним стресом у овој кохорти подржава претпоставку да ROS и инфламаторни механизми могу учествовати у раним механизмима оштећења јетре (Parola и Robino, 2001; Wai и сар., 2003; Tan и сар., 2021). Истовремено, негативне корелације TAS са глукозом и APRI указују да нижи укупни антиоксидативни капацитет прати неповољнији метаболички профил и веће оптерећење јетре, што је у складу са савременим моделима оксидативног стреса, инсулинске резистенције и инфламације (Furukawa и сар., 2004; Hotamisligil, 2006; Allameh и сар., 2023).
Код професионално изложених радница корелациони образац био је делимично другачији и указивао је на израженију повезаност параметара оксидативног стреса са билирубинским метаболизмом, глукозом и параметрима који указују на стеатотске промене јетре. Негативне корелације О₂•⁻, PAB, прооксидативног и оксидативно-стресног скора са директним билирубином, уз позитивне корелације директног билирубина са TAS, SH групама и антиоксидативним скором, указују да билирубин у овој кохорти вероватно делује као део ендогеног антиоксидативног система, што је у складу са његовом познатом антиоксидативном и цитопротективном улогом (Vítek, 2012; Bellarosa и Tiribelli, 2022).
Истовремено, позитивне корелације TOS и OSI са ALT, као и повезаност О₂•⁻, TOS, OSI и прооксидативног скора са HSI индексом, указују да пораст оксидативног оптерећења прати неповољнији метаболички и јетрени профил. Овакви налази сугеришу да се код жена корелациони образац у већој мери односи на метаболичко-функционалне промене јетре него на израженије фиброинфламаторне процесе, што је у складу са одсуством значајнијих корелација са APRI индексом (Lee и сар., 2010; Nassir и Ibdah, 2014; Eslam и сар., 2020; Younossi и сар., 2023). Додатно, позитивна корелација година радног стажа са глукозом подржава претпоставку да дуготрајна VOC експозиција може доприносити поремећају глукозне хомеостазе и метаболичкој дисфункцији путем оксидативног стреса, инфламације и митохондријске дисфункције (Tilg и Moschen, 2010; Rochette и сар., 2014).
Анализа повезаности редокс параметара и биоелемената код радника указала је на кохерентан образац оксидативног стреса. Позитивна корелација радног стажа са О₂•⁻ додатно потврђује да дужа професионална изложеност прати појачану продукцију ROS. Истовремено, позитивне корелације AOPP са TOS и нарочито са OSI указују на повезаност протеинске оксидације и укупног оксидативног оптерећења. Негативне корелације TAS са AOPP, OSI, прооксидативним и оксидативно-стресним скором указују да пораст оксидативног оптерећења прати слабљење укупног антиоксидативног капацитета, док позитивна повезаност SOD и PON1 са антиоксидативним скором вероватно одражава активацију заштитних антиоксидативних механизама (Erel, 2004; Cichoż-Lach и Michalak, 2014).
Повезаност биоелемената са редокс параметрима код радника била је ограничена. Статистички значајна корелација регистрована је само између Mg и TOS, док Fe, Zn и Cu нису показали доследне повезаности са параметрима редокс статуса. Овакав налаз указује да концентрације биоелемената у овој кохорти вероватно не одражавају директно интензитет оксидативног стреса, већ пре представљају део ширег метаболичког и адаптивног одговора организма.
Код радница је регистрован израженији системски редокс-дисбаланс. Позитивне корелације радног стажа са О₂•⁻, прооксидативним и оксидативно-стресним скором, уз негативне корелације са SH групама и антиоксидативним скором, указују да дужа професионална изложеност прати појачану продукцију ROS и постепено слабљење антиоксидативне одбране. Снажне корелације О₂•⁻ са прооксидативним и оксидативно-стресним скором додатно потврђују централну улогу О₂•⁻ у формирању редокс-дисбаланса, док негативне корелације TAS и SH група са О₂•⁻, PAB и OSI указују на исцрпљивање неензимске антиоксидативне заштите током хроничне VOC експозиције (Brauner и сар., 2020; Dehghan Haghighi и сар., 2022).
Код радница су и повезаности биоелемената са редокс параметрима биле израженије него код радника. Негативне корелације Fe, Mg и Zn са SOD, као и Mg и Zn са антиоксидативним скором, могу указивати на поремећај или прерасподелу хомеостазе биоелемената у условима хроничног оксидативног оптерећења. Позитивна корелација Cu са PAB сугерише могућу повезаност овог биоелемента са израженијим прооксидативним окружењем. Овакви налази указују да промене хомеостазе биоелемената код професионално изложених радница могу бити повезане са поремећајем редокс равнотеже и другим адаптивним механизмима организма изазваним хроничном изложеношћу смешама органских растварача.
Корелационе анализе између биохемијских параметара и биоелемената показале су селективне повезаности. Код радника су Mg и Zn позитивно корелирали са уреом, док је Cu био повезан са глукозом. Ове повезаности могу се посматрати у оквиру улоге биоелемената у енергетском метаболизму, ћелијској сигнализацији и антиоксидативној заштити (Barbagallo и Dominguez, 2010; Prasad, 2014; Maret, 2019). Код радница су Fe и Zn позитивно корелирали са укупним билирубином, док је Zn показао позитивну повезаност и са Z-скором оштећења јетре. Овакви налази указују да биоелементи могу учествовати у модулацији хепатобилијарног и редокс одговора код професионално изложених испитаница (Papanikolaou и Pantopoulos, 2005; Himoto и Masaki, 2020; Prasad, 2014).
Укупно посматрано, корелационе анализе показале су да постоји међусобна повезаност оксидативног стреса, биохемијских показатеља функције јетре, метаболичких параметара и хомеостазе биоелемената код професионално изложених испитаника. Добијени налази додатно подржавају тумачење да оксидативни стрес представља један од кључних механизама који повезује професионалну VOC експозицију са раним биохемијским и метаболичким променама.


В.8. In silico токсикогеномичка анализа података

У оквиру Дискусије анализирани су резултати in silico токсикогеномичке анализе органских растварача идентификованих у производним погонима А и Б, са циљем сагледавања молекуларних механизама који могу повезати професионалну VOC експозицију са експериментално регистрованим променама биомаркера ефекта. Добијени резултати показали су да се биолошки одговор на смеше органских растварача доминантно може повезати са међусобно повезаним механизмима оксидативног стреса, инфламације, биотрансформације ксенобиотика и поремећаја ћелијске хомеостазе.
Код производног погона А идентификовани су заједнички гени CASP3, CXCL8, HMOX1 и MAPK1, док су код производног погона Б издвојени CXCL8, CYP1A1, CYP2E1 и HMOX1. Ови гени повезани су са инфламаторним одговором, биотрансформацијом ксенобиотика, регулацијом оксидативног стреса и механизмима ћелијског преживљавања (Loboda и сар., 2016; Zanger и Schwab, 2013; Ryter, 2022). Добијени налази добро се уклапају са експериментално регистрованим променама редокс биомаркера и биомаркера функције јетре, укључујући пораст О₂•⁻, TOS, PAB и OSI, као и промене AST, GGT и билирубина.
Функционална анализа додатно је издвојила процесе повезане са одговором на ROS, инфламаторном сигнализацијом, метаболизмом ксенобиотика и оксидоредуктазном активношћу, потврђујући централну улогу оксидативног стреса и биотрансформације у одговору на смеше органских растварача (Sies и сар., 2017; Nebert, 2017). Посебно је значајно издвајање HMOX1 и CYP2E1, имајући у виду улогу HMOX1 у цитопротективном одговору на оксидативни стрес и CYP2E1 у метаболизму органских растварача. Укупно посматрано, резултати in silico токсикогеномичке анализе подржавају тумачење да се токсични потенцијал смеша органских растварача заснива на међусобно повезаној мрежи оксидативног стреса, инфламације и CYP посредоване биотрансформације. Интеграција биомониторинга заснованог на биомаркерима ефекта са in silico токсикогеномичком анализом представља методолошки снажан приступ за процену раних и субклиничких ефеката професионалне изложености смешама органских растварача.
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Г. ОБЈАВЉЕНИ РАДОВИ И САОПШТЕЊА

Резултати истраживања из докторске дисертације кандидата Нине Умићевић објављени су у целини у два рада у међународним научним часописима, као и у виду саопштења на међународним и националним научним скуповима.
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IF (2022) = 2,8; Toxicology (82/106) M22

2. Umićević, N., Kotur-Stevuljević, J., Baralić, K., Đukić-Ćosić, D., Antonijević Miljaković, E., Buha Đorđević, A., Ćurčić, M., Bulat, Z. and Antonijević, B. (2024). Increased oxidative stress in shoe industry workers with low-level exposure to a mixture of volatile organic compounds. Archives of Industrial Hygiene and Toxicology / Arhiv za higijenu rada i toksikologiju, 75, 51–60. 
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Саопштења са међународних скупова штампана у изводу (М34)
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1. Umićević, N., Kotur-Stevuljević, J., Đukić-Ćosić, D., Bogavac-Stanojević, N., Antonijević, E. and Antonijević, B. Efekat organskih rastvarača na parametre funkcije jetre kod radnika u industriji obuće. 6. Hrvatski kongres farmacije, 4–7. april 2019, Dubrovnik, Hrvatska. Knjiga sažetaka. 
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Наведени радови и саопштења непосредно су проистекли из истраживања спроведених у оквиру докторске дисертације и обухватају њене кључне научне аспекте, укључујући процену професионалне изложености смешама органских растварача, промене биомаркера функције јетре, поремећаје редокс хомеостазе, повезаност оксидативног стреса и параметара функције јетре, као и in silico токсикогеномичку анализу токсичног потенцијала смеша органских растварача. Објављивање резултата у међународним научним часописима и њихово саопштавање на националним и међународним научним скуповима потврђују научну утемељеност, актуелност и значај резултата ове докторске дисертације.

Д. ЗАКЉУЧАК – ОБРАЗЛОЖЕЊЕ НАУЧНОГ ДОПРИНОСА ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ

Докторска дисертација кандидата Нине Умићевић представља оригиналан научни допринос у области токсикологије професионалне изложености смешама органских растварача. Посебан значај ове дисертације огледа се у томе што је показано да се мерљиве промене биомаркера ефекта могу јавити и у условима када концентрације појединачних органских растварача не прелазе прописане граничне вредности професионалне изложености. 
Овај налаз посебно наглашава ограничења процене ризика засноване искључиво на токсиколошким својствима појединачних супстанци и потврђује потребу за проценом реалних хемијских смеша у радној средини.
Дисертација даје значајан допринос и кроз идентификацију раних, субклиничких хематолошких, биохемијских и редокс промена код професионално изложених радника и радница. Као независни предиктори професионалне изложености издвојили су се MCHC код радника и HCT код радница. 
Истовремено, директни билирубин, AST, Z-скор оштећења јетре, PAB, SOD, AOPP, OSI и антиоксидативни скор издвојили су се као значајни показатељи професионалне изложености и потврдили осетљивост ових параметара за детекцију раних биолошких ефеката. Ови налази указују да интегрисани сет биомаркера ефекта може представљати прецизнији приступ процени раних биолошких промена од праћења појединачних рутинских параметара. 
Посебан научни допринос дисертације огледа се у потврђивању централне улоге поремећаја редокс хомеостазе у раном биолошком одговору на хроничну професионалну изложеност смешама органских растварача. Добијени резултати указали су да интегрисани редокс индекси, нарочито OSI и антиоксидативни скор, имају значајну вредност у препознавању раног оксидативног одговора и могу допринети прецизнијој процени здравственог ризика.
Додатни научни допринос представља анализа концентрација биоелемената, којом је показано да професионална изложеност смешама органских растварача може бити повезана са променама хомеостазе Fe, Mg, Zn, Cu и Mn. Ови налази проширују тумачење редокс и метаболичког одговора, посебно имајући у виду улогу биоелемената у антиоксидативној заштити, ензимским реакцијама и одржавању ћелијске хомеостазе.
Значајан допринос дисертације огледа се и у интеграцији експерименталних биомониторинг резултата са in silico токсикогеномичком анализом. Идентификовани гени и сигнални путеви, укључујући CASP3, CXCL8, HMOX1, MAPK1, CYP1A1, CYP2E1, CAT, GSTP1, IL1B, IL6, PTGS2 и TNF, указали су на механизме повезане са оксидативним стресом, инфламацијом, метаболизмом ксенобиотика, хепатотоксичношћу, хематотоксичношћу, апоптозом и регулацијом програмиране ћелијске смрти. На тај начин in silico анализа додатно је подржала и механистички објаснила промене уочене у биолошким узорцима професионално изложених испитаника.
Укупно посматрано, резултати ове докторске дисертације представљају оригиналан научни допринос у области професионалне токсикологије и процене ризика од изложености хемијским смешама. Посебан значај дисертације огледа се у интеграцији процене изложености, биомаркера ефекта, изведених индекса и in silico токсикогеномичког приступа, чиме је омогућено свеобухватније сагледавање механизама токсичности смеша органских растварача и унапређена научна основа за процену здравственог ризика код професионално изложених радника. Добијени резултати имају научни значај и могу представљати основу за даља истраживања и унапређење биомониторинга професионално изложених популација.
На основу Правилника о поступку провере оригиналности докторских дисертација које се бране на Универзитету у Београду, као и увида у налаз из извештаја програма iThenticate, којим је извршена провера оригиналности докторске дисертације „Биомаркери ефеката органских растварача код запослених у индустрији обуће“, аутора Нине Умићевић, утврђујем да степен текстуалног подударања износи 12%. Овај проценат подударности произилази из употребе термина који се односе на: називе испитиваних биомаркера, називе и описе аналитичких метода, називе и појмове статистичких поступака, медицинске изразе, опште појмове и податке, као и резултате који су претходно публиковани и који потичу из ове докторске дисертације, што је у складу са чланом 9. Правилника.
Полазећи од наведених чињеница и у складу са чланом 8. став 2. Правилника о поступку провере оригиналности докторских дисертација које се бране на Универзитету у Београду, констатујемo да извештај потврђује оригиналност докторске дисертације,  те да се прописана процедура њене припреме за одбрану може несметано наставити.

Ђ. МИШЉЕЊЕ И ПРЕДЛОГ КОМИСИЈЕ

Детаљном анализом приложене докторске дисертације Комисија је констатовала да је дисертација написана јасно, прегледно и научно утемељено, као и да су постављени циљеви истраживања у потпуности реализовани. Резултати докторске дисертације кандидата Нине Умићевић представљају оригиналан научни допринос процени раних биолошких ефеката професионалне изложености смешама органских растварача код запослених у индустрији обуће, применом интегрисаног приступа који обухвата процену изложености, анализу биомаркера ефекта и in silico токсикогеномичку анализу.
Свему наведеном у прилог говори и чињеница да су резултати ове докторске дисертације публиковани у међународним научним часописима и саопштени на међународним научним скуповима.
На основу свега изложеног, Комисија сматра да је кандидаткиња испунила постављене захтеве у докторској дисертацији под називом „Биомаркери ефеката органских растварача код запослених у индустрији обуће“ и предлаже Наставно-научном већу Фармацеутског факултета Универзитета у Београду да прихвати Извештај и упути га Већу научних области медицинских наука Универзитета у Београду ради добијања сагласности за јавну одбрану докторске дисертације.
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