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POVEZANOST STRUKTURNE ORGANIZACIJE HROMATINA
NEUTROFILNIH GRANULOCITA PERIFERNE KRVI, MENTALNOG
DISTRESA I INTENZITETA FIZICKE AKTIVNOSTI SPORTISTA

Sazetak

Uvod: Imunski sistem, kao i pojedini aspekti inflamacije nastali kao posledica
neadekvatnog funkcionisanja imunskog sistema, mogu biti asocirani sa
mentalnim distresom. Izmenjen fizioloSki neuroendokrini odgovor koji
nastaje kao posledica mentalnog distresa moZe wuticati na dinamiku i
fukcionalne sposobnosti neutrofila (fagocitozu, pokretljivost, hemotaksu,
produkciju pro i anti-inflamatornih citokina), kao i na strukturne promene
¢elijskog jedra ovih ¢elija. Iako je dokazano da postoji dozno-zavisni odgovor
izmedu intenziteta fizicke aktivnosti i funkcije imunskog sistema, njihova
medusobna interakcija je kompleksna, i dalje nedovoljno istraZzena. Takode,
fizicka aktivnost moZe biti jedan od nac¢ina prevencije i terapije mentalnog
distresa. Teksturalna analiza ¢elijskog jedra, metoda koriSéena u istrazivanju,
predstavlja kompleksni matemati¢ki i kompjuterski algoritam kojom se mogu
kvantifikovati diskretne promene u strukturi i distribuciji hromatina nastale
pod uticajem razli¢itih stimulusa.

Cilj istrazivanja je bio ispitivanje uticaja mentalnog distresa i razli¢itog
intenziteta fizicke aktivnosti sportista na promene teksturalnih parametara
strukture i distribucije hromatina neutrofilnih granulocita periferne krvi, kao
i da se predlozi model zasnovan na metodama vestacke inteligencije i
masinskog ucenja koji bi mogao da predvidi postojanje mentalnog distresa na
osnovu parametara strukturne organizacije hromatina neutrofilnih
granulocita.

Materijal i metode: Studija preseka je obavljena na uzorku od 100 zdravih
sportista, studenata Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. U
studiji je ucestvovalo 60 ispitanika muskog pola i 40 ispitanica Zenskog pola.
Ispitanici su podeljeni na dve grupe na osnovu rezultata dobijenih
popunjavanjem prethodno validiranih upitnika. Prvi kriterijum za podelu
ispitanika bili su rezultati dobijeni analizom strukturisanog upitnika o
proceni mentalnog distresa. Drugi kriterijum koji je bio koris¢en za
klasifikaciju ispitanika na grupe je procena intenziteta fizicke aktivnosti, na
osnovu rezultata dobijenih analizom medunarodnog wupitnika fizicke
aktivnosti. Osnovne demografske i anamnesticke podatke o svakom
ispitaniku smo sakupljali kroz standardizovani sportsko-medicinski upitnik.
Nakon antropometrijskih merenja i kompletnog fizikalnog pregleda
ispitanika, svaki od ispitanika je bio zamoljen da popuni strukturisani
upitnik za procenu mentralnog distresa koji se se sastojao od 3 dela. Prvi deo
upitnika je predstavljala skala depresivnosti, anksioznosti i stresa DASS-21
(Depression Anxiety Stress Scales). Drugi deo upitnika je predstavljala skala za
procenu generalizovane anksioznosti GAD-7 (Generalized Anxiety Disorder).
Treé¢i deo upitnika je obuhvatio skalu emocionalne regulacije ERQ (Emotion
Regulation Questionnaire). Za procenu intenziteta fizicke aktivnosti koristili
smo kratku formu Medunarodnog upitnika o fizickoj aktivnosti IPAQ
(International Physical Activity Questionnaire). Zatim je od svakog ispitanika
uzeta kap periferne krvi iz jagodice prsta.



Krvni razmazi su bili fiksirani u apsolutnom metanolu, a zatim obojeni
modifikacijom Gimza metode u skladu sa preporuc¢enim protokolom
proizvodaca Sigma-Aldrich. Nakon vizualizacije hromatinskih struktura i
stvaranja digitalnih mikrografa, pristupilo se teksturalnoj analizi koja se
zasnivala na metodi matrice simultanog ko-pojavljivanja sivih vrednosti
rezolucionih jedinica GLCM (engl. , Gray Level Co-occurrence Matrix analysis”).
Primenjen je kompleksni matematicki algoritam zasnovan na statistici drugog
reda i izracunate su sledece vrednosti: angularni drugi momenat (indikator
teksturalne uniformnosti), inverzni momenat razlike (indikator teksturalne
homogenosti), GLCM kontrast, teksturalna korelacija i GLCM varijansa.
Rezultati: Detektovana je statisticki visoko znacdajna negativna korelacija
izmedu vrednosti inverznog momenta razlike i angularnog drugog momenta
jedarne strukture neutrofilnih granulocita i DASS-21 skora, kao i nivoa
anksioznosti merene GAD-7 skalom. GLCM kontrast je bio pozitivho povezan
sa ova dva skora, a povezanost je takode bila statisti¢cki visoko znacajna. Nije
utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija skorova dobijenih analizom DASS-21
i GAD-7 skale i ostalih parametra GLCM analize. Kada su u pitanju rezultati
vezani za emocionalnu regulaciju, nije wutrvrdena statisticki znacajna
povezanost izmedu nivoa kognitivne preformulacije i emocionalne supresije
ni sa jednim GLCM indikatorom jedarne strukture neutrofilnih granulocita.
Nakon obavljene korelacione analize, nije detektovana statisticki znacajna
povezanosti izmedu skorova za fizi¢ku aktivnost i depresije, anksioznosti i
stresa kao komponentni mentalnog distresa kod ispitanika. Takode, nije bilo
statisticki znacajne povezanosti izmedu intenziteta fizicke aktivnosti i
stepena kognitivne preformulacije, odnosno emocionalne supresije. Utvrdeno
je da ne postoji statisticki znacdajna povezanost izmedu teksturalnih
parametara jedarne strukture hromatina neutrofilnih granulocita i skorova za
procenu intenziteta fizicke aktivnosti. Ovo se odnosi kako na parametre
homogenosti (angularni drugi momenat i inverzni momenat razlike) tako i na
ostale GLCM indikatore (teksturalni kontrast, korelacija i varijansa). Nakon
predlaganja tri modela masinskog ucenja zasnovanih na algoritmu ,sluc¢ajnih
Suma”“, “Gradient Boosting” regresorskom algoritmu i “Support Vector
Machine” regresorskom algoritmu, model zasnovan na algoritmu ,slucajnih
Suma”“ je pokazao najbolje procente ta¢nosti prilikom predvidanja nivoa
anksioznosti kvantifikovanog GAD-7 testom.

Zakljuéci: Mentalni distres statisti¢ki znac¢ajno uti¢e na vrednosti inverznog
momenta razlike i angularnog drugog momenta, kao i na vrednosti GLCM
kontrasta. Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu nivoa
mentalnog distresa i GLCM varijanse, kao i teksturalne korelacije. Intenzitet
fizicke aktivnosti nije u statisticki znacajnoj korelaciji sa teksturalnim
parametrima hromatinske stukture neutrofilnih granulocita, niti utice na nivo
mentalnog distresa kod univerzitetskih sportista. Metode masinskog ucenja u
buduénosti teorijski mogu biti deo biomarkera koji ¢e se koristiti za brzo
detektovanje mentalnog distresa kod sportista.

Kljuéne reci: neutrofili, hromatin, mentalni distres, teksturalna analiza,
GLCM parametri, fizicka aktivnosti, sportista
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CONNECTION BETWEEN STRUCTURAL ORGANIZATION OF
CHROMATIN IN NEUTROPHIL GRANULOCYTES OF PERIPHERAL
BLOOD, MENTAL DISTRESS AND INTENSITY OF PHYSICAL ACTIVITY
IN ATHLETES

Abstract

Introduction: The immune system, as well as certain aspects of inflammation
resulting from patological functioning of the immune system, can be
associated with mental distress. The altered physiological neuroendocrine
response that occurs as a result of mental distress can affect the dynamics and
functional abilities of neutrophils (phagocytosis, motility, chemotaxis,
production of pro- and anti-inflammatory cytokines), as well as structural
changes in the cell nucleus of these cells. Although it has been proven that
there is a dose-dependent response between the intensity of physical activity
and the functioning of the immune system, their mutual interaction is still
complex and insufficiently researched. Also, physical activity can be one of
the ways for the prevention and therapy of mental distress. Textural analysis
of the cell nucleus, the method used in the research, is a complex
mathematical and computer algorithm that can be used to quantify discrete
changes in the structure and distribution of chromatin caused by various
stimuli.

Aim of the research was to examine the influence of mental distress and
different intensity of physical activity of athletes on changes in the textural
parameters of the structure and distribution of chromatin of peripheral blood
neutrophil granulocytes, as well as to propose a model based on artificial
intelligence and machine learning methods that could predict the existence of
mental distress on basis of structural organization parameters of chromatin
of neutrophil granulocytes.

Methods: A cross-sectional study was conducted on a sample of 100 healthy
athletes, students of the Faculty of Medicine, University of Belgrade. the
study participated 60 male and 40 female subjects. Subjects were divided into
two groups based on the results obtained by completing previously validated
questionnaires. The first criterion for the distribution of subjects was the
results obtained from the analysis of a structured questionnaire on the
assessment of mental distress. Another criterion that was used to classify
subjects into groups is the assessment of the intensity of physical activity,
based on the results obtained from the analysis of a validated international
physical activity questionnaire. We collected basic anamnestic data about
each subject through a standardized sports medicine questionnaire. After
anthropometric measurements and a complete physical examination of the
subjects, each of the subjects was asked to fill out a structured questionnaire
for the assessment of mental distress, which consisted of 3 parts. The first
part of the questionnaire was the depression, anxiety and stress scale DASS-
21 (Depression Anxiety Stress Scales). The second part of the questionnaire was
the scale for assessing generalized anxiety GAD-7 (Generalized Anxiety
Disorder). The third part of the questionnaire included the emotional
regulation scale ERQ (Emotion Regulation Questionnaire). To assess the
intensity of physical activity, we used the short form of the International



Physical Activity Questionnaire IPAQ (International Physical Activity
Questionnaire).Then, a drop of peripheral blood was taken from each subject.
Blood smears were fixed in absolute methanol and then stained using a
modification of the Giemsa method according to the recommended protocol
of the manufacturer Sigma-Aldrich. After visualization of chromatin
structures and creation of digital micrographs, a textural analysis based on
the gray level co-occurrence matrix analysis (GLCM) method was started. A
complex mathematical algorithm based on second-order statistics was
applied and the following values were calculated: angular second moment
(indicator of textural uniformity), inverse difference moment (indicator of
textural homogeneity), GLCM contrast, textural correlation and GLCM
variance.

Results: A statistically highly significant negative correlation was detected
between the value of the inverse difference moment and the angular second
moment of the nuclear structure of neutrophil granulocytes and the DASS-21
score, as well as the level of anxiety measured by the GAD-7 scale. GLCM
contrast was positively associated with these two scores, and the association
was also statistically highly significant. There was no statistically significant
correlation between the scores obtained by analysing the DASS-21 and GAD-
7 scales and other parameters of the GLCM analysis. When it comes to the
results related to emotional regulation, no statistically significant association
was established between the level of cognitive reformulation and emotional
suppression with any GLCM indicator of the nuclear structure of neutrophil
granulocytes. After the correlation analysis, no statistically significant
correlation was detected between the scores for physical activity and the level
of anxiety, depression, and mental distress in the subjects. Also, there was no
statistically significant connection between the intensity of physical activity
and the degree of cognitive preformulating, or emotional suppression. It was
determined that there is no statistically significant relationship between the
textual parameters of the nuclear structure of the chromatin of neutrophil
granulocytes and the scores for assessing the intensity of physical activity.
This applies both to homogeneity parameters (angular second moment and
inverse difference moment) and to other GLCM indicators (textural contrast,
correlation, and variance). After proposing three machine learning models
based on the "random forest" algorithm, the "Gradient Boosting" regressor
algorithm and the "Support Vector Machine" regressor algorithm, the model
based on the "random forest" algorithm showed the best percentage of
accuracy when predicting the level of anxiety quantified by the GAD-7 test .
Conclusions: Mental distress statistically significantly affects the values of
the inverse moment of the difference and the angular second moment, as well
as the values of the GLCM contrast. No statistically significant correlation
was found between the level of mental distress and GLCM variance, as well
as textural correlation. Intensity of physical activity is not statistically
significantly correlated with the textural parameters of the chromatin
structure of neutrophil granulocytes, nor does it affect the level of mental
distress in university athletes. In the future, machine learning methods may
be biomarkers that will be used to quickly detect mental distress in athletes.
Key words: neutrophils, chromatin, mental distress, textural analysis, GLCM
parameters, physical activity, athletes
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1. UVOD



1.1. Definicija i uloga hromatina

Hromatin predstavlja slozeni kompleks makromolekula koji se nalazi u
jedru eukariotskih ¢elija, a koji igra klju¢nu ulogu u regulisanju ekspresije
gena i odrzavanju integriteta genetskog materijala (Zhou and Gaullier, 2019).
Struktura hromatina se sastoji od molekula DNK koji su obmotani oko jezgra
osam histonskih proteina, formirajué¢i matricu poznatu kao nukleozom (Zhou
and Gaullier, 2019). Molekul DNK je negativno naelektrisan, dok su histoni
pozitivno naelektrisani. Ova elektrostaticka privlacnost izmedu DNK i
histona pomaZe u stabilizaciji strukture nukleozoma. ViSestruki nukleozomi
su medusobno povezani delovima DNK linkera da bi se formiralo
hromatinsko vlakno. Ovo vlakno se moze savijati i uvijati u strukture viseg

reda, formirajuéi na kraju kompaktnu, kondenzovanu strukturu hromozoma
(slika 1).

Metafazni Hromatinsko

= e Nukleozom

hromozom

1400 nM
Slika 1. Struktura hromatina - preuzeto i prevedeno sa

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Chromatin

Nukleozom je osnovna strukturna jedinica organizacije DNK u
eukariotskim celijama. Ovakva ponavljajué¢a organizacija hromatina se pod
svetlosnim ili elektronskim mikroskopom vizualizuje poput perli na nitima,
gde DNK predstavlja niti, a nukleozomi perle. U nukleozomu, DNK je
obmotana oko histonskog jezgra za oko 1,7 okreta, a proteini histona pomazu
da se DNK spakuje i organizuje u manji prostor, omogucavajuci joj da se
uklopi u jezgro eukariotske celije. Histoni koji ¢ine jezgro nukleozoma obi¢no
su oznaceni kao H2A, H2B, H3 i H4. Postoje dve kopije svakog od ovih
proteina u jezgru, ¢inec¢i ukupno osam histonskih proteina. Za razliku od
centralno strukturiranih domena histonskih proteina koji ¢ine globularni deo
nukleozoma, N-terminalni domen sva c¢etiri histona i C-terminalni domeni
H2A i H2B, nazvani "histonski repovi", slabije su strukturirani i vire iz
nukleozoma.
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Euhromatin i heterohromatin su dva glavna oblika hromatina koji imaju
razlic¢ite strukture i funkcije unutar jezgra (slika 2). Euhromatin se odnosi na
manje kondenzovan, transkripciono aktivan oblik hromatina. Karakterise ga
otvorenija struktura, koja omogucava lak pristup DNK transkripcionim
faktorima i drugim regulatornim proteinima. Euhromatin se c¢esto nalazi u
regionima genoma koji se aktivno transkribuju, kao §to su geni koji kodiraju
proteine. Funkcije euhromatina ukljuc¢uju ekspresiju gena, replikaciju i
reparaciju DNK (Morrison and Thakur, 2021).

Heterohromatin je kondenzovaniji, transkripcijski neaktivan oblik
hromatina. KarakteriSe ga zatvorenija struktura, koja ogranic¢ava pristup
DNK regulatornim proteinima. Heterohromatin se ¢esto nalazi u regionima
genoma koji nisu pod uticajem aktivne transkripcije, kao §to su ponavljajuce
sekvence DNK i neaktivni X hromozom u zenskim <¢elijama. Funkcije
heterohromatina wuklju¢uju segregaciju hromozoma tokom mitoze i
odrZavanje genomske stabilnosti (Morrison and Thakur, 2021)

Zatvoreni hromatin (heterohromatin) je Otvoreni hromatin (euhromatin) je §iroko
gusto spakovan, i transkripcija se ne moze spakovan, i transkripcija se moZe dogoditi.
dogoditi.

L

Slika 2. Struktura hetero i euhromatina - preuzeto i prevedeno sa
https:/ /www.genome.gov/genetics-glossary/Chromatin

Veliki broj nauc¢nih studija su pokusSale da dokazu uloge i funkcije
euhromatina i heterohromatina. Studija objavljena u ¢asopisu Current
Opinion in Biotechnology 2019. godine istraZivala je ulogu heterohromatina i
euhromatina u odrZzavanju stabilnosti genoma. Istrazivaci su Kkoristili
specijalnu tehnologiju za modifikaciju gena - CRISPR-Cas9 da izmene
strukturu gena ukljuc¢enih u formiranje heterohromatina i euhromatina u
humanim ¢elijama. Otkrili su da zbog svoje aktivnije forme, kod euhromatina,
dolazi do povecanog ostecenja DNK i genomske nestabilnosti u odnosu na
heterohromatin (Verkuijl and Rots, 2019).



Medutim, Kalimasioti-Pazi i sar. su dokazali da stanje hromatina moZze
ometati mutagenezu, ali samo do onog stepena koji zavisi od drugih klju¢nih
parametara koji su ukljuc¢eni u promene. Oni su dokazali da je mutageneza
heterohromatina u poredenju sa euhromatinom bila znac¢ajno otezana kada je
izlaganje Cas9 tehnologiji bilo kratko i kada je intracelularna ekspresija Cas9
bila niska. Nasuprot tome, na sam ishod mutagenih reparacija DNK nije
uticalo stanje hromatina. Njihovi podaci su pokazali da heterohromatin
predstavlja propusnu barijeru koja utice na kinetiku mutacija, ali ne i na
krajnju tacku reparacije DNK (Kallimasioti-Pazi et al., 2018). Studija
objavljena u casopisu Epigenetics & Chromatin 2022. godine istraZzivala je
odnos izmedu euhromatina i heterohromatina tokom razvoja voéne musice
Drosophila melanogaster. Istrazivaci su otkrili da protein nazvan HP1, koji je
uklju¢en u formiranje heterohromatina, takode reguliSe formiranje
euhromatina tokom razvoja (Schoelz and Riddle, 2022). Ove studije, kao i
mnoge druge, pokazuju vaznost i usku medusobnu povezanost euhromatina
i heterohromatina u razli¢itim celijskim procesima, i naglasavaju dinamic¢ku
prirodu strukture i funkcije hromatina koja predstavlja vaZnu determinantu
u regulaciji celije.

Jedna od primarnih funkcija hromatina je da reguliSe ekspresiju gena.
Kontrolom dostupnosti DNK faktorima transkripcije i drugim regulatornim
proteinima, hromatin moZze aktivirati ili potisnuti ekspresiju gena kao
odgovor na razlic¢ite ¢elijske signale. Pored uloge u ekspresiji gena, hromatin
takode igra klju¢nu ulogu u odrZzavanju stabilnosti genetskog materijala.
Stabilnim povezivanjem molekula DNK u kompaktnu strukturu, hromatin
moze zastititi DNK od oSte¢enja izazvanih faktorima okoline kao Sto su
zracenje ili hemijski toksini (Friedland and Kundrat, 2015; Fischle and
Schwarzer, 2016). Naime, dokazano je da hromatin moZe da popravi ostecenu
DNK regrutovanjem specificnih enzima za popravku oStecenih regiona
genoma. Struktura hromatina moZe se promeniti na razli¢ite nac¢ine da bi se
regulisala ekspresija gena i drugi celijski procesi, a ove promene se mogu
preneti kroz celijsku deobu, a ponekad ¢ak i sa jedne generacije na drugu.

U eukariotskim ¢elijama, DNK je umotana u hromatin u jedru.
Nukleozom, osnovna jedinica hromatina, sastoji se od 146-147 parova baza
DNK i histonskog oktamera sa jednim H2A-H2B tetramerom i dva H3-H4
dimera. Do danas je otkriveno da modifikacije histona igraju jednu od
najvaznijih ulogu u velikom broju ¢elijskih procesa. N- i C-terminalni repovi
histonskih proteina mogu biti izlozeni post-translacionim modifikacijama
(PTM), procesima acetilacija, fosforilacija, metilacija i ubikvitinacija (Zhang
et al., 2021). Ove modifikacije, koje se javljaju na dostupnim repovima
histona, mogu direktno modulirati interakcije histon-DNK i takode formirati
mesta za spajanje kako bi se olaksalo regrutovanje specifi¢nih nehistonskih
proteina u hromatin. Vazno je da kombinacije PTM-a koje se javljaju na istom
repu histona (u cis) ili na drugom repu (u trans) obliku, ¢ine ,histonski kod”
ili potpis (Rossetto et al., 2012). Ovaj kod se zatim desifruje pomocu tzv. ¢itac
proteina koji sadrze receptore vezivanja specifi¢ne za svaku modifikaciju: na
primer, hromodomeni specifiéno prepoznaju metilirane ostatke, dok
bromodomeni vezuju acetilirane ostatke (Rossetto et al., 2012).
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Prepoznavanje post-translacionih promena rezultira lokalnim
vezivanjem kompleksa koji sadrze ¢itace poznate kao efektore koji tumace
signal, $to na kraju dovodi do remodeliranja hromatina. Upravo ove PMT-a
imaju najvazniju ulogu u regulaciji strukture hromatina. jer mogu da promene
elektronski naboj i strukturu histonskih repova, koji se vezuju za DNK, da bi
promenili status hromatina i naknadnu ekspresiju gena (Zhang et al., 2021).
Ne samo da modifikacije histona mogu da kontroliSu ekspresiju gena, ve¢
takode mogu da ucestvuje u deobi celija, ¢elijskoj apoptozi i formiranju
¢elijske memorije tako §to regrutuju proteinske komplekse i uti¢u na nishodne
proteine. Ove promene u strukturi histona takode mogu imati uticaj na imuni
sistem i inflamatornu reakciju (Daskalaki et al., 2018; Roy et al., 2021). Pored
toga, mnoge nedavne studije su pokazale da je histonski kod povezan sa
cirkadijalnim ritmom i reparacijom DNK, 8to povecava znacaj ovih promena
(Navarro et al., 2020; Hergenhan et al., 2020).

Naucna istrazivanja su pruzila dokaze o vazZnosti strukture hromatina i
histonskih PTM-a u regulisanju ekspresije gena i drugih celijskih procesa.
Studija objavljena u Musle Nerve ¢asopisu 2015.godine istrazivala je ulogu
proteina histon deacetilaze (HDAC), koji se kod fizioloSke atrofije misi¢a
suprotstavljaju aktivnost histon acetiltransferaza (HATs). IstraZivaci su
otkrili da je acetilacija histona povezana sa eksperimentalnim modelima koji
dovode do atrofije (Beharry and Judge, 2015). Druga studija objavljena u
Protein Cell 2021.godine istrazivala je ulogu metilacije histona u regulisanju
ekspresije gena ukljuc¢enih u odluke o diferencijaciji ¢elija u embrionu misa u
razvoju. Istrazivaci su otkrili da su specificne histonske metiltransferaze i
demetilaze bile uklju¢ene u uspostavljanje i odrzavanje razli¢itih obrazaca
metilacije histona u klju¢nim regulatornim regionima genoma. Takode su
pokazali da poremecaji ovih obrazaca mogu dovesti do abnormalnog razvoja
organa i bolesti (Xu et al., 2021). Studija objavljena u c¢asopisu Cell 2018.
istrazivala je ulogu strukture hromatina u regulisanju ekspresije gena
ukljucenih u diferencijaciju imunih ¢elija. Istrazivaci su koristili tehniku pod
nazivom ATAC-sek da mapiraju dostupnost regiona hromatina u razli¢itim
fazama razvoja imunih cdelija. Otkrili su da je dostupnost hromatina
dinamicki regulisana tokom diferencijacije i da su promene u pristupacnosti
povezane sa promenama u ekspresiji gena. Takode su identifikovali
specificne faktore transkripcije koji su bili uklju¢eni u ovaj proces
(Buenrostro et al., 2018). Ovo je samo nekoliko rezultata iz nauc¢nih studija
koje su istrazivale ulogu strukture hromatina i histonskih PTM-a u
regulisanju ekspresije gena i drugih celijskih procesa, a koje pruzZaju snazne
dokaze o vaZnosti epigenetskih mehanizama u kontroli ekspresije gena i
odrZavanju ¢elijskog identiteta.

Hromatin je nukleoproteinska struktura koji reguliSe ekspresiju gena, a
takode strukturiSe i organizuje DNK u eukariotskim celijama. Da bi se
kontrolisala dostupnost DNK, struktura hromatina mora biti dinamicki
modulisana. Hromatin se moZe modifikovati kao odgovor na stimulanse iz
okoline, kao 5to je mentalni distres ili fizicka aktivnost, da bi se promenila
ekspresija gena i prilagodila promenljivim uslovima (Daskalaki et al., 2018;
Neufer et al., 2015).



Struktura hromatina takode moZze da se promeni kao odgovor na
razlic¢ite signale tokom embrionalnog razvoja, omogucavajuci ¢elijama da se
diferenciraju u razlic¢ite tipove sa jedinstvenim profilima ekspresije gena.
Celijski procesi kao $to su transkripcija, replikacija DNK, odgovor na
ostec¢enje DNK i epigenetske modifikacije mogu uticati na strukturu i funkciju
hromatina (Karakaidos et al., 2020; Mognato et al., 2021; Alabert et al., 2017).
Ove modifikacije uklju¢uju promene u sastavu histonskih proteina, hemijske
modifikacije molekula DNK i dodavanje ili uklanjanje razli¢itih nehistonskih
proteina. Zajedno, ove modifikacije regulisu dostupnost DNK ¢eliji u
razli¢itim fazama deobe, koja kontroliSe ekspresiju gena, omogudcavajudi
¢elijama da odgovore na razlicite fizioloSke i/ili patoloske stimuluse.

Hromatin je kriticna komponenta eukariotske ¢elije koja igra centralnu
ulogu u regulisanju ekspresije gena i odrzavanju integriteta genetskog
materijala. Kroz svoje dinamic¢ke modifikacije i strukturnu organizaciju,
hromatin omogucava ¢elijama da reaguju na promenljive fizioloSke potrebe i
uticaje Zivotne sredine, obezbedujué¢i pravilno funkcionisanje i opstanak
¢elije. Jos uvek nije dokazano da li i na koji nac¢in mentalni distres kod
populacije sportista u kombinaciji sa razli¢itim nivoom fizi¢cke aktivnosti
dovodi do promena strukturne organizacije hromatina neutrofilnih
granulocita, a time i do znacajnijih epigenetskih promena koje mogu da budu
uzrok velikog broja oboljenja.

1.2. Metode za procenu strukturne organizacije hromatina

U savremenoj medicinskoj praksi i medicinskim istraZivanjima su u
poslednje dve decenije sve viSe zastupljene moderne i inovativne metode
detekcije, analize i pradenja velikog broja klini¢kih parametara. Ove metode
se zasnivaju na principima informacionih tehnologija, matemati¢kih analiza,
softverske obrade, kao i vestacke inteligencije (Jassar et al., 2022; Telecan et
al., 2022; Huss and Coupland, 2020). Izuzetan napredak u tehnologiji
digitalnog snimanja napravio je revoluciju u oblasti celijske biologije,
medicinske histologije, kao i humane i animalne patologije omogucavajudi
dobijanje slika visoke rezolucije ¢elija i tkiva sa ve¢om ta¢noscu i preciznoscu
nego ikada ranije. Za analizu medicinskih signala se moze koristiti nekoliko
razli¢itih metoda, od kojih se u zadnjih nekoliko godina u velikoj meri
izdvojila izuzetno znac¢ajna metoda teksturalne analize (Hatt et al., 2017). Ova
metoda predstavlja optimalnu tehniku za analizu digitalnih mikrografija,
koja uklju¢uje upotrebu matematickih i kompjuterskih algoritama za
kvantifikaciju promena u strukturi i distribuciji celijskih komponenti. U
sluc¢aju celijskih jezgara, teksturalna analiza se moze koristiti za
kvantifikaciju promena u distribuciji nuklearnog hromatina koje nastaju kao
posledica dejstva razli¢itih hemijskih supstanci i biolo$ki aktivnih jedinjenja
(Paunovic et al., 2021; Nikolovski et al., 2019). Takode, promene nastale na
hromatinu mogu wukazivati na razli¢ita patoloSka stanja kao 3to su
mnogobrojne vrste tumora (dojke, kolona, osteosarkomi), autoimune i druge
sistemske bolesti (Gupta et al., 2020; Zhao et al., 2021; Surace and Hedrich,
2019).



Simultana upotreba metoda masinskog ucenja i vestacke inteligencije
(engl.Artificial Intelligence-Al), kombinovano sa metodama teksturalne analize
poseduje ogroman potencijal koji u buduénosti moZe dodatno automatizovati
i poboljsati tacnost ovih tehnika, a takode, ove tehnike imaju ogromnu
moguénost da ubrzaju tempo naucnih otkrida, poboljsaju kvalitet
dijagnostike, le¢enja i pracenja pacijenata.

Teksturalna analiza podrazumeva specifican niz savremenih
matemati¢kih prorac¢una ¢iji je osnovni cilj da adekvatno kvantifikuju
dvodimenzionalne zapise teksturalnih obrazaca, kao Sto su mikrografi ili
rentgen zapisi, tj. da proceni strukturu samog dvodimenzionalnog objekta (Di
Cataldo and Ficarra, 2016). Prednost teksturalne analize se pre svega ogleda
u tome da je senzitivnost same metode izrazito visoka, pa se na ovaj nacin
mogu sa velikom ta¢nos¢u kvantifikovati i uociti promene u zapisima koje su
izuzetno diskretne ili ¢ak potpuno neprimetne za oko coveka. Zbog velike
preciznosti, teksturalna analiza je postala sastavni deo nauc¢noistrazivackog
rada u velikom broju medicinskih oblasti, pre svega u celularnoj medicini,
zatim  radioloskoj dijagnostici, histologiji, patologiji, onkologiji,
dermatologiji i neuronaukama (Wang et al., 2022; Cavallo et al., 2021; Zahedi
et al., 2018; Bernardis et al., 2021; Nagawa et al., 2021). U literaturi je opisano
nekoliko metoda koje se mogu upotrebiti kako bi se adekvatno i sigurno
sprovela sama procedura teksturalne analize mikrografa (Di Cataldo and
Ficarra, 2016). Ove medote se vrlo ¢esto oslanjanju na vrlo kompleksne i
zahtevne matemati¢cke proracdune i algoritme, ukljuc¢ujuéi istovremenu
primenu statistike drugog reda na vrednosti rezolucionih jedinica.

Teksturalna analiza wupotrebom takozvane metode ,matrice ko-
pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih jedinica” (engl. Gray Level Co-
occurrence Matrix - GLCM) je do sada sa velikim uspehom primenjena u
medicini i medicinskim istrazivanjima. Ova metoda je od izuzetnog znacaja
za kvantifikaciju strukturnih promena u ¢elijama i njihovim organelama u
fizioloskim i patoloskim uslovima (Kono et al., 2018; Fekri-Ershad, 2019,
Pantic et al., 2016). GLCM kao metoda teksturalne analize je prvi put
predstavljena u radu ,Textural Features for Image Classification” autora T.
Haralicka, K. Shanmugama i I. Dinsteina, objavljenog u casopisu IEEE
Transaction Systems Man Cybernetics 1973. godine (Haralick et al., 1973). U
ovom radu, Haralick i saradnici su po prvi put upotrebili algoritam ko-pojave
sivih vrednosti rezolucionih jedinica kako bi izvrsili topografsku analizu
satelitskih snimaka razli¢itih gradevinskih kompleksa i geografskih podrud¢ja.
Poslednjih 20 godina GLCM metoda je pronasla svoju veliku primenu u
medicinskih istraZivanjima.

GLCM teksturalna analiza je metoda koja se koristi u medicinskoj
analizi slike za kvantifikaciju prostornog odnosa izmedu intenziteta
rezolucionih jedinica na slici, $to moZe pruziti informacije o teksturi slike
(Dhruv et al., 2019). U GLCM analizi teksture, matrica ko-pojavljivanja sivih
vrednosti se kreira izracunavanjem frekvencije parova piksela sa specifi¢nim
vrednostima nivoa sive boje i prostornim odnosima sive boje na slici. Ova
matrica ko-pojavljivanja se zatim koristi za izracunavanje skupa statistickih
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parametara koji opisuju svojstva teksture slike pomocu statistike drugog
reda, gde se umesto pojedina¢nih vrednosti u analizi sirovih podataka
uzimaju u obzir parovi vrednosti koji ¢ine odgovaraju¢u matematicku matricu
koja sumira relativnu distribuciju frekvencija (opisuje koliko ¢esto ¢e se jedan
sivi ton pojavljivati u odredenom prostornom odnosu prema drugom sivom
tonu na slici) (Carstensen, 1992). Ova metoda se naziva i matrica ko-
pojavljivanja ili distribucija ko-pojavljivanja sli¢nih parova sive boje. GLCM
primenjuje sloZeni matematicki algoritam na parove vrednosti sive boje
dodeljenih jedinicama rezolucije unutar digitalnog mikrografa, na taj nacin
Sto izracdunava wucestalost pojavljivanja parova intenziteta piksela na
odredenoj udaljenosti i pravcu na slici (Zaletel et al., 2016). Iz GLCM-a se
mogu izrac¢unati razli¢ite statisticke vrednosti, uklju¢ujuc¢i angularni drugi
momenat (indikator teksturalne uniformnosti), inverzni momenat razlike
(indikator teksturalne homogenosti), GLCM kontrast, teksturalna korelacija i
GLCM varijansa. Ove mere se zatim koriste za karakterizaciju teksture slike,
Sto se u prethodnim istrazivanjima pokazalo korisno u velikom broju
medicinskih oblasti, ne samo u karakterizaciju mikrostrukture <¢celije i
¢elijskih komponenti ukljuc¢ujudi i hromatin, ve¢ i za otkrivanje i klasifikacija
et al., 2021; Li et al., 2012; Ou et al., 2014; Tang et al., 2022). Svaka od ovih
vrednosti nam daje razli¢ite vrste informacija o strukturi i organizaciji
analizirane slike.

Angularni drugi momenat (engl.Angular Second Moment-ASM):
Angularni drugi momenat meri distribuciju nivoa sive na slici i pokazatelj je
teksturalne uniformnosti slike tako $to izracunava distribuciju istovremenih
vrednosti piksela na datoj udaljenosti i pod datim uglom. Visoka vrednost
ASM ukazuje na uniformniju teksturu.

Inverzni momenat razlike (engl.Inverse Difference Moment-IDM): Ova
mera je pokazatelj lokalne homogenosti teksture. Izracunava se sabiranjem
inverznih kvadrata razlika izmedu vrednosti nivoa sivog susednih piksela,
pomnozenim sa odgovarajuc¢im elementom matrice ko-pojavljivanja na nivou
sivog.

GLCM kontrast (engl.Contrast-CON): Kontrast je vaZzna karakteristika
u analizi teksture hromatina. On predstavlja statisticku analizu na osnovu
koje se opisuje mera varijacije u intenzitetu sivog nivoa izmedu susednih
parova piksela na slici. Drugim re¢ima, kontrast je mera koliko se vrednosti
intenziteta sive boje razlikuju izmedu susednih piksela na slici. Izra¢unava
se na osnovu matrice ko-pojavljivanja, koja je histogram ucestalosti
pojavljivanja parova vrednosti piksela u odredenom prostornom odnosu (t;j.
rastojanju i pravcu) na slici.

Teksturalna korelacija (engl.Corelation-COR): Ova mera ukazuje na
stepen korelacije izmedu susednih piksela i izra¢unava se kao kovarijansa
izmedu parova sivog nivoa u GLCM-u. Visoka vrednost teksturalne korelacije
ukazuje da susedni pikseli imaju sli¢ne vrednosti nivoa sive, §to implicira
homogeniju teksturu. S druge strane, niska vrednost teksturalne korelacije
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ukazuje na to da susedni pikseli imaju razli¢ite vrednosti nivoa sive, §to
implicira heterogeniju teksturu.

GLCM varijansa (engl.Variance-VAR): Ova mera predstavlja varijaciju
GLCM-a i izracunava se kao varijansa parova sivog nivoa u matrici. To je
pokazatelj slozenosti teksture. Parametar varijanse moZze da pruzi informacije
o nivou sloZenosti teksture i stepenu varijacije teksture na slici. Veca
vrednost varijanse ukazuje na vecu varijabilnost u matrici pojavljivanja na
nivou sivog, §to sugeriSe slozeniju teksturu. NiZa vrednost varijanse sugerise
manju varijabilnost u matrici, $to implicira homogeniju teksturu.

Angularni drugi moment kao indirektni indikator uniformnosti teksture
i moment inverzne razlike kao mera teksturalne homogenosti predstavljaju
jedne od najvaZnijih parametara dobijeni pomoéu GLCM-a teksturalne
analize. U do sada publikovanim nau¢nim studijama, ova dva parametra
GLCM teksturalne analize su demonstrirala izuzetnu senzitivnost za
detektovanje devijacija u strukturi hromatina koje nastaju pod uticajem
maligne transformacije same <¢elije, na taj nacdin $to su sa izuzetnom
preciznos¢u kvantifikovali teksuralnu uniformnost i homogenost, a takode su
koris¢eni kao parametri za otkrivanje morfoloskih karakteristika koje nastaju
u jedru nakon delovanja unutrasnjih ili spoljasnjih ¢inilaca (Gupta et al., 2020;
Yang et al., 2022; Nikolovski et al., 2019; Davidovic et al., 2019).

Takode, GLCM parametri poput teksturalne varijanse hromatinske
distribucije se mogu upotrebiti za razlikovanje pojedinih subkortikalnih
struktura u mozgu, $to je pokazano u studiji gde je ovaj parametar pokazao
izuzetnu senzitivnost pri otkrivanju diskretnih razlika izmedu dva
morfoloski sli¢na regiona hipokampusa (Pantic et al., 2015). Metoda GLCM je
takode sa uspehom primenjena u cilju razvoja biosenzora za detekciju
hromatinskog oStec¢enja limfocita periferne krvi izazvanih odredenim
neurotoksinima. U ovoj studiji su autori dokazali da se rezultati koji su
dobijeni mogu uspedno koristiti u detekciji i evaluaciji diskretnih ranih
apoptoti¢kih strukturnih promena u hromatinu limfocita periferne krvi koje
se ne mogu detektovati koris¢enjem  konvencionalnih  tehnika
mikroskopije/celijske biologije (Zahedi et al., 2018). U ranijim istraZivanjima,
ova tehnika testuralne analize je viSe puta koris¢ena za procenu strukturnih
promena u nuklearnom hromatinu, tokom procesa starenja i programirane
¢elijske smrti (Nikolovski et al., 2019; Davidovic et al., 2019). Kona¢no,
prethodna istrazivanja su pokazala da kod pacijenata sa rekurentnim
depresivnim poremecajem, hromatinski parametri teksture neutrofilnih
granulocita krvi mogu biti povezani sa nivoima mentalnog distresa (Pantic et
al., 2019). U ovoj studiji, GLCM parametri neutrofilnog hromatina, kao 3to su
ASM i IDM, bili su snaZzno povezani sa opserviranim nivoom mentalnog
distresa. Psihoti¢ni fenomeni u depresiji su bili udruzeni sa promenama u
GLCM varijansi hromatina ovih éelija. Studija je dokazala da GLCM metoda,
kada se primeni na Cdelije periferne krvi, ima odredenu dijagnosticku i
prognosticku vrednost vezano za rekurentni depresivni poremecaj i mentalni
distres koji je asociran sa njim. Ovi i drugi nalazi su podvukli potencijalni
znacaj GLCM analize imunih ¢elija za procenu razli¢itih neuroloskih i
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psihijatrijskih stanja, $to smo mi uzeli kao jednu od osnova za opravdanost
naseg istrazivanja.

U dosadasnjim publikovanim nau¢nim studijama nije analizirano da li
i u kojoj meri se GLCM analiza hromatina neutrofilnih granulocita moZze
koristiti u predikciji mentalnog distresa u razli¢itim populacionim grupama,
poput sportista. Takode je nejasno da li u fizioloS8kim uslovima, izmedu
pojedinih parametara hromatinske organizacije neutrofila i mentalnog
distresa postoji statisticki znacajna korelacija, i da li intenzitet fizicke
aktivnosti utice na takvu korelaciju. Konaé¢no, nepoznato je da 1li se
povezanost parametara GLCM analize i mentalnog distresa moze iskoristiti
za stvaranje modela masinskog ucenja zasnovanih na vestackoj inteligenciji,
koji bi imali vrednost u odredivanju nivoa psiholoskog stresa kod zdravih
osoba.

1.3. Mentalni distres

1.3.1. Pojam mentalnog distresa

Prema definiciji iz 2015. godine mentalno zdravlje je dinami¢ko stanje
unutrasnje ravnoteze koje omogucava pojedincima da koriste svoje
sposobnosti u skladu sa univerzalnim vrednostima drustva (Galderisi et al.,
2015). Osnovne kognitivne i socijalne vesStine, sposobnost prepoznavanja,
ispoljavanja i modulacije sopstvenih emocija, kao i empatije sa drugima,
fleksibilnost i sposobnost suo¢avanja sa nepovoljnim zZivotnim dogadajima i
funkcionisanje u drustvenim ulogama, kao i harmonic¢an odnos izmedu tela i
uma predstavljaju vazne komponente mentalnog zdravlja koje doprinose, u
razli¢itom stepenu, stanju unutrasnje ravnoteZze (Galderisi et al., 2015).
Unutrasnja ravnoteza se smatra ,dinamic¢kim stanjem” i odraZzava c¢injenicu
da razlic¢ite zivotne epohe (adolescencija, roditeljstvo, odlazak u penziju)
uti¢u na postignutu ravnotezu i mogu zahtevati prilagodavanje.

Termin distres se cesto koristi u medicinskoj literaturi da opiSe
nelagodnost pacijenta u vezi sa znacima i simptomima akutne ili hroni¢ne
bolesti, anksioznosti pre ili posle tretmana ili naruSenog statusa fetusa ili
respiratornog sistema. Pojam mentalni distres opisuje emocije koje ometaju
ili narusSavaju sposobnost pojedinca da se nosi sa regularnim Zivotnim
okolnostima (Brijnath et al., 2023). Mentalni distres je zbog toga
sveobuhvatan termin koji se koristi za opisivanje niza mentalnih i
emocionalnih simptoma. MoZe se manifestovati kao osecaj razdrazljivosti,
beznada, krivice, tuge, srama, anksioznosti, straha, besa ili bezvrednosti.
Mentalni distres takode moze izazvati fizicke simptome kao $to su glavobolja,
umor, poremecaji spavanja, promene u apetitu i bolovi u telu. Mentalni
distres moze biti fizioloSki odgovor na stresore ili Zivotne dogadaje, kao Sto
je smrt voljene osobe, gubitak posla ili problemi u emotivnoj vezi. Medutim,
kada ovi simptomi potraju ili postanu ozbiljni, oni mogu ukazivati na
poremecaj mentalnog zdravlja od kojih su najvaZniji i naj¢es¢i depresija,
anksioznost, hroni¢ni stres, poremecaj kontrole emocija, pa sve do veoma
teskih poremecaja, kao $to je Sizofrenija (Cree et al., 2020).

10



Institut za evaluaciju i merenje zdravlja je objavio podatke da je
globalna incidenca mentalnog distresa u 2019. godini iznosila 12.5% (Institute
of Health Metrics and Evaluation, 2022). Ta stopa se znac¢ajno povecala u toku
2020. i 2021. godine zbog pandemije korona virusa.

Mentalni distres moZe izazvati teSku invalidnost. Pored svojih
primarnih efekata, ovaj poremecaj takode uzrokuje sekundarnu invalidnost,
posto pacijenti sa mentalnim distresom imaju veéu verovatnoéu da razviju
hroni¢ne sistemske bolesti, a takode, ovi pacijenti se rede pridrZavaju
medicinskog tretmana. Kombinacija primarnog invaliditeta uzrokovanog
mentalnim distresom i sekundarnog invaliditeta izazvanog hroni¢nim
sistemskim bolestima ¢ini mentalni distres sa ekonomskog aspekta jednim od
najskupljih medicinskih stanja na svetu (World Health Organisation, 2016).

1.3.2. Komponente mentalnog distresa

1.3.2.1. Depresija

Depresija predstavlja jedan od najc¢esc¢ih i najizrazenijih psihijatrijskih
poremecaja. Godisnja prevalencija depresije znacajno varira od zemlje do
zemlje jer drustveni i kulturni faktori, kao i socioekonomski status znacajno
uticu na pojavu depresije, ali se procenjuje na oko 6% (World Health
Organisation, 2017). Rizik od depresije u toku celokupnog Zivota je tri puta
vedi (15-18%), sto znaci da postoji skoro jedan u pet ljudi koji su doziveli
jednu epizodu depresije u nekom trenutku svog zivota (Moftt, 2010). Tokom
zivotnog veka, depresija je dvostruko ¢es¢a kod Zena nego kod muskaraca i,
kod oba pola, vrhunac prevalencije se javlja u drugoj i trecoj deceniji zivota,
sa naknadnim, redim vrhuncem, u petoj i Sestoj deceniji. Razlika u
prevalenciji depresije izmedu muskaraca i Zena se naziva rodnijaz u depresiji
i smatra se da je povezana sa polnim razlikama u podloZnosti faktorima
bolesti, kako psiholoskim tako i bioloskim, a takode vecoj ekspoziciji Zena
negativnim faktorima Zivotne sredine koji deluju i na mikro i na makronivou
(Kuehner, 2017). Depresija se odlikuje poremecajima u spoznaji, emocionalnoj
regulaciji, pamcenju, motorickoj funkciji, motivaciji i neurovegetativnim
simptomima (Rahim and Rashid, 2017). Simptomi depresije mogu se Siroko
grupisati u emocionalne, neurovegetativne i kognitivne simptome, ali posto
se ¢esto javljaju i kod drugih psihijatrijskih poremecaja i medicinskih stanja,
otkrivanje depresivnog sindroma moze biti tesko. Neki simptomi su
specifi¢niji za depresiju, kao S$to je anhedonija (smanjena sposobnost
dozivljavanja zadovoljstva), zatim dnevne varijacije simptoma, tj. simptomi
depresije su izraZeniji tokom odredenih perioda budnosti, kao i poja¢ano
osecanje krivice zbog bolesti. Drugi simptomi, kao §to su neurovegetativni
simptomi, uklju¢ujuéi umor, gubitak apetita ili tezine i nesanicu, veoma su
¢esti kod drugih medicinskih bolesti, pa oni nisu usko vezani za pojavu
depresije (Malhi and Mann, 2018). Da bi se postavila dijagnoza depresije,
pojedinac mora imati pet ili vise odredenih simptoma skoro svaki dan tokom
perioda od 2 nedelje, a simptomi se moraju jasno razlikovati od prethodnog
opsSteg funkcionisanja pojedinca (Malhi et al., 2015). Za definitivnu dijagnozu
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depresivne epizode mora biti prisutno depresivno raspolozenje ili anhedonija
(American Psychiatric Association, 2013). Kada su simptomi depresije
prisutni, ali su nedovoljni po broju ili ozbiljnosti da bi se smatrali
sindromom, ponekad se nazivaju simptomima depresije ispod praga.
Registrovanje ovih simptoma je vazno jer oni mogu posluziti kao rani
pokazatelji velike depresivne epizode.

Depresija predstavlja jednu od naj¢es¢ih i najvaZnijih komponenti
mentalnog distresa. Uprkos ogromnom napretku istrazivanja u oblasti
neuronauka u poslednjih nekoliko decenija, patofiziologija depresije nije u
potpunosti razjasnjena. DosadasSnja istrazivanja su proucavala nekoliko
mehanizama nastanka depresije uklju¢ujuéi izmenjene serotonergicke,
noradrenergicke, dopaminergicke i glutamatergi¢ne sisteme, povecanu
inflamaciju, abnormalnosti hipotalamus-hipofiza-nadbubrezne osovine,
vaskularne promene, kao i smanjenu neurogeneza i neuroplasti¢nost (Dean
and Keshavan, 2017). I ako se razli¢iti bioloski mehanizmi ukljuceni u
depresiju mogu ¢initi nepovezanim, $to ukazuje na to da depresija moZe
predstavljati nekoliko bioloski diskretnih bolesti, istraZivanja su pokazala da
su svi ovi putevi medusobno povezani. Za naSe istrazivanje, posebno su bile
interesantne teorije koje povezuju depresiju sa inflamacijom, kao i teorija o
medusobnoj konekciji depresije i abnormalnosti hipotalamus-hipofiza-
nadbubreZne osovine, zbog udruzenog uticaja stresa i endokrinog sistema na
pojavu depresivnih simptoma.

1.3.2.2. Anksioznost

Anksioznost je po ucestalosti na drugom mestu od svih psihijatrijskih
poremecaja u opstoj populaciji, odmah posle depresije. U opstoj populaciji,
na godiSnjem nivou, stepen prevalencije anksioznosti je do 12,1% (World
Health Organisation, 2016). Ipak, prava prevalencija nije poznata jer veliki
broj osoba ne traZe stru¢nu pomoc¢ zbog straha od stigmatisanja ili lekari ne
uspevaju da postave dijagnozu. Anksiozni poremecaji se cesce javljaju kod
zena nego kod muskaraca sa pribliznim odnosom 2:1 (Bangasser and
Cuarenta, 2021).

Anksioznost se definiSe kao emocija koju determiniSe osecaj brige i
nelagodnosti, stanje unutrasnjeg nemira i ukljuc¢uje osecanje straha koji je
povezan sa pripremom za ocekivane dogadaje ili okolnosti koje se
dozivljavaju kao pretec¢e (Lahousen and Kapfhammer, 2018). Anksioznost je
usko povezana sa strahom, ali se znacajno razlikuje od njega. Dok se
anksioznost definiSe kao is¢ekivanje buducde pretnje, strah predstavlja realni
emocionalni odgovor na stvarnu pretnju (Locke et al., 2015). Anksioznost je
karakteristi¢na po specificnom obrascu ponasanja koji pored nerealnog straha
ukljucuje zastrasujuce misli, nemir, loSu koncentraciju, suzavanje paZznje,
konfuziju, somatske tegobe poput tahikardije, palpitacija, znojenja, mu¢nine,
vrtoglavice, dijareje, miSi¢ne napetosti, nesvestice, kratkog daha, tahipneju.
Mehanizam nastanka ovih simptoma se sastoji od slozenog kognitivnog,
bihejvioralnog, fizioloskog i afektivnog sistema odgovora koji je povezan sa
pripremom za ocekivane dogadaje ili okolnosti koje se dozivljavaju kao
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pretec¢e (Chand and Marwaha, 2022). Emocija anksioznosti moZe trajati izvan
fizioloskih vremenskih perioda kao odgovor na specificne dogadaje, i tako se
pretvoriti u jedan od viSestrukih anksioznih poremecaja. U literaturi se cesce
koristi termin ,anksiozni poremecaji”. Anksiozni poremecaji karakterisu se
prolongiranim preteranim strahom i uznemireno$¢u, i povezani su sa
poremecajima u ponasSanju (Park and Kim, 2020). Simptomi su dovoljno
izrazeni da dovedu do znacdajnog stresa ili znacajnog oStecenja
funkcionisanja. Literatura opisuje nekoliko razli¢itih vrsta anksioznih
poremecaja, kao Sto su: generalizovani anksiozni poremecaj koji se
karakteriSe preteranom brigom, socijalni anksiozni poremecaj koji se odlikuje
preteranim strahom i brigom u odredenim drustvenim situacijama, pani¢ni
poremecaj ¢ija su glavna odlika napadi panike, kao i tkz. poremecaj
anksioznosti separacije koji predstavlja poremecaj u vidu preteranog straha
ili emociju anksioznosti zbog odvajanja od osoba sa kojima postiji duboka
emocionalna veza (Park and Kim, 2020). Razlika izmedu anksioznog
poremecaja kao mentalnog poremecaja i anksioznosti kao normalne emocije
je u tome Sto ljudi sa anksioznim poremecajima dozivljavaju anksioznost
vedinu dana tokom otprilike 6 meseci. Anksiozni poremecaji su medu
najdugotrajnijim mentalnim problemima i ¢esto traju decenijama (American
Psychiatric Association, 2013).

1.3.2.3. Stres

Tvorac koncepta stresa je bio americ¢ki fiziolog, otac teorije homeostaze
i termina ,bori se ili bezi odgovora”, Walter Bradford Cannon koji je 1935.
godine stres definisao kao pretnju homeostazi (Cannon, 1935). Jedna od
najcitiranijih definicija stresa je rezultat istraZivanja madarsko-kanadskog
endokrinologa Hansa Selye koji je nazvao stres ,sindromom opste adaptacije”
(Selye, 1936). Hans Selye se smatra osnivac¢em modernog istrazivanja stresa.
Selye je izneo dve vazne pretpostavke: 1. stres je u osnovi fizioloski odgovor
i 2. stres je nespecifi¢can odgovor tela na bilo koju potrebu ili pretnju sa kojom
se susrece (Selye, 1975).

Koncept stresa se od tada do danas znacajno prosirio i evaluirao. Stres
se u modernoj literaturi definiSe kao stanje homeostaze koja se narusava,
ukljucujuéi i sistemski i lokalni stres (Rom and Reznick, 2016). Specifi¢ni
stresor moZe potencijalno da izazove specifican lokalni stres, dok intenzitet
stresa iznad praga dovodi do aktiviranja osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda (HHN) i rezultira sistematskim odgovorom na stres.
Takode, stres ne ukljucuje vise samo negativne aspekte kao §to su ,sindrom
opSte adaptacije”, pretnje po zdravlje i zivot, ve¢ i pozitivne aspekte kao Sto
su prilagodavanje postojec¢im stresorima i adaptacija na njih.

Danas se pojam stresa vise ne odnosi samo na akutnu aktivaciju HHN
osovine i niza kompenzatornih odgovora simpati¢cnog autonomnog nervnog
sistema i nadbubreZnih Zlezda kada je homeostaza ugroZena, kako su Selye i
Cannon opisivali. Preciziranjem pojma homeostaze, koncept stresa postaje
sve specifi¢niji. Kao primere, mozemo uzeti oksidativni stres koji se posebno
odnosi na poremecaj redoks signalizacije i kontrole, a stres endoplazmatskog
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retikuluma se odnosi na stres izazvan akumulacijom nesavijenih proteina u
endoplazmatskom retikulumu (Walter and Ron, 2011; Sies, 2015). Dokazano
je dainiZi organizmi ili izolovana tkiva i ¢elije takode imaju odgovor na stres
(Bailey, 2016; Guo and Henley, 2014).

Bitno je ista¢i da model sistema stresa sadrZi pet osnovnih elemenata:
stresni stimulus, stresor, stres, odgovor na stres i efekat stresa (Goldstein,
2021). U ovom okviru, stresni stimulus je pocetna tacka, efekat je krajnja
tacka, a stresor, stres i odgovor na stres su kaskade. Na osnovu ovog modela,
moze se definisati svaki element sistema stresa. Stresori su faktori sa
potencijalom da direktno izazovu poremecaje homeostaze. Stres je stanje
homeostaze koje se dovodi u pitanje. Stresni stimulansi su agensi koji mogu
inicirati stvaranje stresora. Odgovor na stres je kompenzacioni mehanizam
koji ima za cilj ponovno postizanje homeostaze. Efekti stresa su bioloske
posledice koje nastaju kao rezultat borbe sa stresorima, a podrazumeva
ponovno uspostavljanje homeostaze koja promovise zdravlje (pozitivni
efekti), ili izazivanje oStecenja organizma ili ¢ak bolesti (negativni efekti) (Lu
et al., 2021).

Dve glavne kategorije stresa su: fizioloSki i psiholo8ki stres (Mason,
1975). Dok se psiholoski stres odnosi samo na sistemski stres koji ima najveci
uticaj na osovinu hipotalamus-hipofiza-nadbubreZna Zlezda, fizioloski stres
ima i sistemski i lokalni uticaj. Sistemski uticaj je sli¢an uticaju psiholoskog
stresa, dok se specificnost lokalnog stresa ogleda u mestima na kojima se
stresori stvaraju, pa samim tim moZemo imati stres citoskeleta, stres
endoplazmatskog retikuluma, stres telomera, mitohondrija (Doss et al., 2020;
Da Silveira et al., 2020; Chen and Cubillos-Ruiz, 2020; Mendere et al., 2020)
ili prema funkcijama (metaboli¢ki stres, neurodegenerativni stres) (Lampert
et al., 2020; Cooper et al., 2020).

Mnogobrojni istrazivaci koncepte stresa i dalje usko povezuju sa
negativnim efektima po zdravlje, iako postoje mnogobrojni nau¢ni dokazi da
stresori uglavnom pokazuju dvofazni dozno-zavisni efekat. Dvofazni koncept
propagira teoriju da bi izloZenost stresorima na visokom nivou mogla biti
Stetna po zdravlje, dok niska izloZenost stresorima ima pozitivne efekte po
zdravlje (Calabrese and Mattson, 2017). Ovi dvofazni dozno-zavisni odgovori
su definisani kao ,hormeza”, a adaptivni odgovor na niske doze se smatra
rezultatom kompenzacionih bioloskih procesa za obnavljanje homeostaze
poremecene stresorima (Li and He, 2009). U ovom kontekstu, stres se mora
podeliti na eustres i distres. Eustres oznacava fizioloski povoljan stres,
odnosno homeostaza je minimalno poremecena umerenim nivoima stresora.
Eustres izaziva optimalnu reakciju na stres, poboljSa puferski kapacitet
homeostaze i koristi zdravlju. Distres podrazumeva nepovoljan nivo stresa,
gde dolazi do intenzivne promene homeostatskih parametara koji uvek
dovode do pojacanog sistemskog ili lokalnog odgovora na stres, koji

posledi¢no naruSava homeostazu i ugrozava zdravlje (Bienertova-Vasku et
al., 2020).
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Stres je stanje homeostaze koja se dovodi u dizbalans. Jasno je da se
stres moze desiti sistemski kroz aktiviranje HHN osovine (sistemski stres) ili
moze da se desi samo na mestu gde su stresori indukovani ili generisani
(lokalni stres). Stresori mogu pokrenuti odgovore na molekularnom,
¢elijskom i sistemskom nivou kako bi se ocuvala homeostaza i izazvala
adaptacija. Stres moZe imati znacajan uticaj na imuni sistem, kroz sloZene
interakcija izmedu nervnog i imunolos8kog sistema. Hormoni stresa poput
kortizola, norepinefrina i adrenalina imaju znacajan uticaj na imuni sistem
(Zefferino et al., 2021). Hroni¢ni stres osim inflamacije, moze potisnuti
proizvodnju citokina, proteina koji igraju klju¢nu ulogu u imunoloskoj
funkciji. Studije koje povezuju stres i imuni sistem su dokazale da je reakcija
na stres razli¢ita kod razlic¢itih pojedinaca, i zbog toga je od izuzetne vaznosti
utvrditi na koji nacin populacija sportista reaguje na stres, i do kakvih
promena u imunskom sistemu to moze dovesti.

1.3.2.4. Emocionalna regulacija

Emocionalna regulacija privlaci znacajnu i sve veéu paznju u poslednjih
nekoliko decenija u psihijatriji, neurologiji, psihologiji i srodnim oblastima.
OpseZno je ispitivana u literaturi, pre svega zbog svojih izuzetno vaznih
ishoda na psihicko i fizi¢ko zdravlje. Obimno istrazivanje koje je ispitalo
osnove emocionalne regulacije u smislu bioloskih, drustvenih, razvojnih,
kognitivnih i procesa razvoja li¢nosti, kao i njihovih povezanosti sa fizickim
i psihickim zdravljem i njihovom disfunkcijom je opisano u drugom izdanju
priru¢nika za emocionalnu regulaciju (Gross, 2014). Oblast klinicke
psihijatrije jasno naglasava da je loSa emocionalna regulacija bitan
transdijagnosticki faktor rizika koji je uklju¢en u mnoge psihijatrijske
poremecaje, ukljuc¢ujuci mentalni distres koji obuhvata anksioznost, depresiju
i stres, zatim poremecaje raspoloZenja, li¢nosti, kao i poremecaje u ishrani
(Cludius et al., 2020). Emocionalna regulacija je definisana kao ,proces kojim
pojedinci uti¢u na to koje emocije imaju, kada ih imaju i kako ih dozivljavaju,
a strategije regulacije emocija mogu biti automatske ili kontrolisane, svesne
ili nesvesne, i mogu imati svoje efekte u jednoj tacki ili vise tacaka u procesu
generisanja emocija” (Eisma and Stroebe, 2021). Emocionalna regulacija
zapocinje kada je cilj regulacije da se doZivi drugacija emocija, aktiviran
neskladom izmedu generisane emocije i nekog Zeljenog emocionalnog stanja.

Uprkos mnogim oblicima koje emocionalna regulacija moze imati,
postoje tri vaZna zajednic¢ka faktora za emocionalnu regulaciju — svest, ciljevi
i strategije. Svest o emocijama, kao i kontekstu u kome se one javljaju, moé¢na
je alat za emocionalnu regulaciju. Emocionalna svest poboljsava i opseg
dostupnih strategija za emocionalnu regulaciju i fleksibilnost sa kojom ih
neko koristi. Drugi vazan faktor u emocionalnoj regulaciji je cilj regulacije
emocija - to jest, ono S$to se Zeli posti¢i. Ciljevi emocionalne regulacije
uklju¢uju povecanje ili smanjenje veli¢ine ili intenziteta dozivljaja emocija,
kao i modifikovanje ispoljavanja emocija. Treé¢i faktor koji je vaZan za
emocionalnu regulaciju su specifi¢ne strategije koje se sprovode da bi se
postigla regulacija emocija. Dok ciljevi regulacije emocija odreduju krajnji
efekat i obrazac ponasanja, strategije regulacije emocija specificiraju nacine
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na koje se emocionalna regulacija sprovodi (Bonanno and Burton, 2013).
Upotreba specifi¢ne strategije emocionalne regulacije u odredenoj situaciji
moze zavisiti od vise faktora, ukljucujuc¢i kontekst u kojem se primenjuje i
fleksibilnost sa kojom se mogu primeniti strategije emocionalne regulacije na
razlic¢ite tipove stresora (nazvanih oscilacija).

Strategije koje koristimo za emocionalnu regulaciju mogu da menjaju
emocionalni odgovor pre nego Sto je u potpunosti generisan (npr.
preispitivanje znacenja situacije u kojoj je emocija generisana), dok druge
moduliraju veé generisani emocionalni odgovor (npr. suzbijanje emocija -
ekspresivno ponasanje). Sada je jasno da razlicite strategije regulacije emocija
imaju sasvim razli¢ite posledice, pri ¢emu su neke strategije generalno
adaptivne (kao Sto je kognitivna preformulacija), a druge strategije su
generalno neprilagodene (kao Sto je emocionalna supresija) (Sikka et al.,
2022). Upravo su strategija kognitivne preformulacije i strategija emocionalne
supresije dve najpoznatije strategije za emocionalnu regulaciju.

Strategije kognitivne preformulacije uklju¢uju modifikaciju na¢ina na
koji se razmislja o stimulansu koji izaziva emocije, tako da se emocionalni
odgovor koji on izaziva menja u Zeljenom pravcu (Thompson et al., 2019).
Strategija kognitivne preformulacije se naj¢esS¢e definiSe kroz ponovnu
procenu, koja se ¢esto operacionalizuje ili kao semanti¢ka ponovna procena
ili kao ponovna procena putem promene perspektive (Ochsner et al., 2012).
Semantic¢ko preispitivanje se odnosi na kognitivno-lingvisti¢ku strategiju u
kojoj se menja znacenje vezano za emocionalni stimulus (Naragon-Gainey et
al., 2017). Ponovna procena kroz promenu perspektive podrazumeva
usvajanje perspektive odvojenog posmatraca kako bi se kognitivno
distancirao od emocionalnog stimulusa/stanja, a da se pritom ne menja
njegovo znacenje (Ochsner et al., 2012). Pokazalo se da ponovna procena
regrutuje mreZu regiona mozga povezanih sa kognitivhom kontrolom,
paznjom i verbalnom obradom, ukljuc¢ujuéi prednji cingularni korteks i
dorsolateralni prefrontalni korteks. Analize funkcionalne povezanosti su
pokazale da je aktivnost u ovim regionima mozga obrnuto povezana sa
aktivacijom amigdale, Sto najverovatnije odrazava smanjen emocionalni
odgovor nakon regulacije “odozgo na dole”(Wager et al., 2008). Temporalni,
inferiorni parijetalni i ventromedijalni prefrontalni regioni koji se aktiviraju
tokom zadataka ponovne procene smatraju se delom ,semanti¢kog sistema” i
mogu odraZavati oporavak i primenu kontekstualnog i socio-emocionalnog
znanja neophodnog za ponovnu procenu znacenja emocionalnog stimulusa
(Wager et al., 2008).

Emocionalna supresija predstavlja strategiju emocionalne regulacije
koja deluju direktno na samo emocionalno stanje. Emocionalna supresija se
jos naziva i strategije modulacije odgovora. Ova strategija ukljuc¢uje napore
da se inhibiraju ponasanja povezana sa izraZavanjem emocija (npr. izrazi lica)
(McRae and Gross, 2020). Moze se operacionalizovati i analizirati kao
supresija emocija merena upitnicima (Skala emocionalne regulacije) ili kao
ucestalost upotrebe emocionalne supresije u svakodnevnom Zivotu merena
ekoloskom trenutnom procenom (McMahon and Naragon-Gainey, 2020).
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Manipulacija emocionalnom supresijom se u laboratorijskom uslovima
sprovodi tako S$to se ispitanici izlaZzu odredenim stimulansima (npr.
“negativne” slike) i eksplicitno im se nalaZe da potisnu svoje emocionalno
ponasSanje (npr. izrazavanje emocija na licu), $to se zatim uporeduje sa
opozitnom situacijom (npr. gledanje “negativnih” slika bez regulisanja
sopstvenih emocija). Stepen do kojeg ispitanik moZe da prati ova uputstva
odraZzava sposobnost regulacije emocija ili uspeh (McRae and Gross, 2020).
Studije su pokazale da ljudi koji hroni¢no potiskuju emocije i koriste
strategiju emocionalne supresije imaju vecdu incidencu pojave stresa,
anksioznosti i depresije (Liverant et al., 2022; Mohiyeddini et al., 2014;
Cavicchioli et al., 2021). Supresija se zbog toga smatra neadekvatnom
strategijom regulacije emocija sa evidentnim dokazima da je povezana sa
izrazenom simpatickom i kardiovaskularnom aktivnos$éu, povecanom
aktivacijom amigdala i insula, kao i povedanom akusti¢nom senzacijom na
nepoznate zvukove (Roberts et al., 2008; Muhtadie et al., 2021; Hagemann et
al., 2006). Studije o emocionalnoj supresiji u kojima je koris¢en upitnik ili
ekoloska trenutna procena pruzaju naucne dokaze o Stetnim efektima
koris¢enja ove strategije. One pokazuju da je upotreba ove strategije povezana
sa nizim nivoom pozitivnog afekta, visim nivoima negativnog afekta, niZim
optimizmom i  zivotnim  zadovoljstvom, niZem = blagostanjem i
samoposStovanjem, povelanim negativnim razmisljanjem, smanjenim
zadovoljstvom u emotivnim odnosima, povecdanim osecajem usamljenosti,
losijom socijalnom podrSkom, visim rizikom od kardiovaskularnih bolesti,
izmenjenim funkcionisanjem imunog sistema, pa ¢ak i povecanim stepenom
mortaliteta (Lopez et al., 2020; Mroczek et al., 2015; Silva et al., 2018; Cameron
and Overall, 2018).

Zbog svih ovih efekata, supresija emocija se obi¢no smatra
neadekvatnom strategijom regulacije emocija. Ipak, upotreba emocionalne
supresija u pojedinim kontekstima moZe biti znacajna. Ova strategija
emocionalne regulacije ima negativne rezultate za ljude iz zapadnih kultura,
ali ne nuzno za ljude iz isto¢nih kultura ili za one koji posStuju “azijske
vrednosti” (Yuan et al.,2014; Ip et al., 2021). U nekim situacijama, drustvene
norme mogu zahtevati potiskivanje izrazavanja necijih emocija, kao $to je
manje pokazivanje pozitivnih emocija prilikom pobede na takmicenju ili
postignutog gola prilikom utakmice (Kalokerinos et al., 2014). Supresija
emocija takode mozZe biti poZeljna za odredene profesije, kao 5to su lekari,
koji mogu koristiti emocionalnu supresiju (izmenjen izraz lica) kao odgovor
na negativne stimuluse (npr. posmatranje patnje kod pacijenata) da bi
optimalno obavljali svoj posao (Weilenmann et al., 2018).

1.3.3. Povezanost mentalnog distresa i imunskog sistema

Imunski sistem nije samoregulisan ve¢ funkcioniSe u bliskoj vezi sa
nervnim sistemom. Ova povezanost je prisutna na razli¢itim nivoima
organizacije. Na lokalnom nivou, postoje jasni nauc¢ni dokazi za sintezu i
koris¢enje velikog broja faktora imunskog sistema od strane centralnog
nervnog sistema kao i za sintezu i koris¢enje neuroendokrinih medijatora od
strane imunskog sistema.
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Interakcije kratkog dometa izmedu imunih ¢elija i perifernih nervnih
zavrSetaka koji inervisu imune organe omogucavaju imunoloSkom sistemu da
regrutuje lokalne neuronske elemente koji sluze za podeSavanje imunoloskog
odgovora. Recipro¢no, imune celije i medijatori imunskog sistema imaju
znacajnu regulatornu ulogu u nervnom sistemu i ucestvuju u eliminaciji i
plasti¢nosti sinapsi tokom razvoja, kao i u sinaptickoj plasti¢nosti u odraslom
dobu. Na nivou celog organizma, dugotrajne interakcije izmedu imunih ¢elija
i centralnog nervnog sistema omogucavaju imunoloskom sistemu da angaZuje
druge organske sisteme u borbi protiv infekcije patogenim mikroorganizama
i omogucava nervnom sistemu da reguliSe imunitet. Promene u
komunikacionim putevima izmedu imunog sistema i nervnog sistema mogu
objasniti mnoga patoloska stanja koja su u pocetku bila pripisana iskljucivo
disfunkciji organa (Dantzer, 2018).

Sve je vise dokaza koji sugerisu direktnu vezu izmedu razli¢itih
komponentni mentalnog distresa i imunskog sistema, i zbog toga je
povezanost mentalnog distresa kao disfunkcije nervnog sistema i imunskog
sistema do sada bila predmet brojnih istrazivanja u svetu. Veliki broj nau¢nih
studija je pokazalo da depresija, anksioznost, stres i emocionalna regulacija
kao glavni elementi mentalnog distresa mogu znacajno uticati na imuni
sistem na viSe nacina (Beurel et al., 2020; Ray et al., 2017; Lopez et al., 2018).
Mentalni distres predstavlja optereéenje mentalnih i organskih funkcija
uzrokovano nepovoljnim i zahtevnim stimulusima unutar i izvan tela. On
posledi¢no uzrokuje adaptivne bioloSke odgovore ¢iji je osnovni cilj da
odrZzavaju homeostazu u fizioloSkim granicama. U situacijama kad su
pojedine komponentne mentalnog distresa prolongirane i visoko intenzivne,
poput stresa, znacajno se povecava incidenca razvoja kako drugih
komponentni mentalnog distresa, tako i velikog broja organskih bolesti
(kardiovaskularne bolesti, dijabetes tipa 2, metaboli¢ki sindrom, autoimune
bolesti) (McEwen, 2017). Reakcija organizma na mentalni distres je
posredovana sloZenom interakcijom nervnih, endokrinih i imunoloskih
mehanizama preko dve glavne osovine distresa i njihovih odgovarajuéih
krajnjih proizvoda. Prva osovina je hipotalamus-hipofiza-nadbubreZna
zlezda (HHN) sa svojim glukokortikoidnim hormonom kortizolom, dok drugu
osovinu predstavlja simpaticki nervni sistem sa svojim hormonima
adrenalinom i noradrenalinom (Mifsud and Reul, 2018). U zavisnosti od
duzine trajanja mentalnog distresa, ove dve osovine izazivaju drugacije
efekte na imuni sistem. Studije na glodarima, uglavnom sa prolongiranim i
ponovljenim mentalnim stresom su pokazale da stres menja broj leukocita,
njihova svojstva i distribuciju (Ince et al., 2018; Poller et al., 2022). Generalno,
hroni¢ni mentalni stres smanjuje broj limfocita ste¢enog imuniteta, kao $to su
T ¢celije i B celije, dok povecava broj celija urodenog imuniteta, kao $to su
neutrofili i monociti, u krvi i kostanoj srzi. Ove promene mogu biti posledica
izmenjene diferencijacije i proliferacije leukocita u kostanoj srzi i njihovog
ulaska u cirkulaciju. Medutim, ne ponasaju se sve podgrupe leukocita isto
nakon prestanka stresa.
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Porast neutrofila i smanjenje B ¢elija odrZavaju se od nekoliko sati pa
do nekoliko dana nakon poslednjeg stresa, dok druge promene u broju
leukocita nestaju (Ishikawa et al., 2021). Akutni mentalni stres izaziva sli¢ne
promene u leukocitima kao i hroni¢ni stres, posto su smanjenje limfocita i
povecanje mijeloidnih ¢elija primetni odmah nakon jednoc¢asovnog izlaganja
stresu. Medutim, efekti akutnog stresa su kratkotrajniji. Samo povecanje
neutrofila, ali ne i povecanje monocita, primecdeno je 12 sati nakon
jednosatnog izlaganja stresu (Wohleb, 2013). Ovi nalazi pokazuju da hroni¢ni
stres izaziva dugotrajnije promene leukocita u odnosu na akutni stres i da
povecanje broja neutrofila traje duZe od promena u drugim podskupovima
leukocita.

Stresom izazvana mobilizacija leukocita iz koStane srZi uglavnom je
posredovana autonomnim i neuroendokrinim sistemima. Aktivacija
simpatickog nervnog sistema nakon stresa dovodi do povecanog lucenja
noradrenalina i adrenalina iz medule nadbubrezne Zlezde u cirkulaciju i
povecane sekrecije noradrenalina iz simpatickih nerava i na taj nacin rezultira
poviSenim nivoima noradrenalina u organizmu. Oslobodeni noradrenalin i
adrenalin stupaju u interakciju sa a-adrenergickim i B-adrenergi¢nim
receptorima, prisutnim u centralnom nervnom sistemu i na ¢elijskoj
membrani leukocita i drugim organima u celom telu. Noradrenalin i
adrenalin, kada se jednom otpuste, vezuju se za specifi¢cne G-proteinske
receptore vezane za membranu da bi pokrenuli intracelularni cAMP signalni
put koji brzo aktivira celijske odgovor (Chu et al., 2022). Nakon oslobadanja,
neurotransmiteri aktiviraju adrenergicke receptore na leukocitima i njihovim
okolnim ¢elijama (npr. mezenhimskim mati¢nim ¢elijama u kostanoj srzi), sto
dovodi do mobilizacije leukocita izazvane stresom (Muhlen et al., 2014).
Neutrofilni granulociti na membrani imaju veliki broj beta adrenergickih
receptora i na ovaj nac¢in adrenalin moze uticati ne samo na fagocitozu, vec i
na pokretljivost neutrofila, hemotaksu i produkciju citokina. Aktivacija
simpatikusa moZe biti dovoljna za ove efekte, 5to je dokazano u studiji McKim
i saradnika, da sistemska administracija izoprenalina, neselektivnog J-
adrenergickog agoniste, smanjuje broj limfocita i povecava broj monocita i
neutrofila u kostanoj srzi (McKim et al., 2018). Farmakoloska inhibicija B2 i
B3 adrenergickih receptora potiskuje mobilizaciju mijeloidnih ¢elija izazvanu
stresom, §to ukazuje na njihovu kljué¢nu ulogu.

Uzimajuéi u obzir samo hipotalamus-hipofizno-nadbubreZznu osovinu,
mozemo primetiti da se oslobadanje kortizola u uslovima akutnog stresa prvo
povecava, a zatim smanjuje, umesto toga tokom hroni¢nog stresa kortizol
nema cirkadijalni ritam. Ovo dovodi do rezistencije na glukokortikoide gde
je povecanje kortizola povezano sa nedostatkom efekta, tj. sa neadekvatnim
reagovanjem glukokoritoidnih receptora i njihovom desenzibilizacijom.
Kortizol je nazvan "hormonom stresa" jer pojacava “reakciju alarma”,
medutim, mali porast koncentracije ovog hormona nije opasan po zdravlje jer
kortizol reguliSse brojne funkcije organa u telu (Miller, 2018). Kortizol ima
izrazit cirkadijalni ritam, koji reguliSe centralni pejsmejker lokalizovan u
suprahijazmatskom jezgru, koji aktivira osovinu hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda (HHN). Ova osovina igra vaznu ulogu u kontroli
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inflamacije, odnosno urodenog imuniteta, preko kortizola. Ovaj hormon,
preko svojih receptora koji se nalaze u velikom broju na svim imunim ¢elijama
ima brojne imunomodulatorne efekte. Pre svega deluje kao antiinflamatorni
agens tako 3to indukuju apoptozu u monocitima, makrofagima i T celijama
(Nicolaides et al., 2015). Glukokortikoidi povec¢avaju nivoe antiinflamatornih
citokina i smanjuju nivoe proinflamatornih citokina. Monociti tretirani
kortikosteroidima smanjuju proizvodnju interleukina 12 (IL-12), Sto je
rezultiralo smanjenim kapacitetom monocita da indukuju sintezu interferon
gama (IFN-y), i povedanom sposobnos$éu da indukuju sintezu interleukina 4
(IL-4) u T ¢elijama. Deksametazon, koji je selektivni glukokortikoidni agonist,
povecava nivoe mRNA IL-4, interleukina 10 (IL-10), interleukina 13 (IL-13),
smanjuje sintezu IFN-y i faktora nekroze tumora alfa (TNF- a) (Kim et al.,
2016). Ovaj mehanizam inflamacije se javlja u bazalnom stanju, i u stanjima
akutnog i kratkotrajnog stresa, dok se u okolnostima prolongiranog stresa
moze aktivirati drugaciji skup mehanizama, $to dovodi do intenziviranja
inflamacijskog odgovora u vezi sa HHN osovinom. Ovaj proces je nazvan
rezistencija na glukokortikoide, jer se ¢ini da imune ¢elije postaju manje
osetljive na efekte glukokortikoida, zbog izloZenosti hroni¢nom stresu. Kada
se razvije rezistencija na glukokortikoide, reakcije ,bori se ili bezi” na stres
se menjaju i odreduju pro-inflamatorni odgovor. Ova rezistencija izazvana
hroni¢nim stresom moZe da izazove smanjenje antiinflamatornih dejstava i da
produzi inflamatorni proces (Cohen et al., 2001). Sve navedeno znacajno
menja aktivnost steCenog imunskog sistema, T celija i B ¢elija, §to dovodi do
oslabljenog imunoloskog odgovora i povecane osetljivosti na infekcije. Dolazi
do povecdane proizvodnje proinflamatornih citokina, kao $to su interleukin 1
(IL-1p), interleukin 6 (IL-6) i TNF-a. U stanjima hroni¢nog izlaganja kortizolu
povecana je incidenca od autoimunih bolesti jer kortizol potiskuje aktivnost
imunih ¢elija adaptivnog imuniteta koje pomaZu u sprec¢avanju autoimunih
reakcija (Ishikawa and Furuyashiki, 2022).

Tokom mentalnog distresa, i mnogi drugi hormoni poput hormona rasta
i prolaktina, znacajno uti¢u na funkciju polimorfonuklearnih leukocita.
Hormon rasta u nekim eksperimentalnim wuslovima moZe da poveca
proizvodnju slobodnih kiseoni¢nih radikala u polimorfonuklearnim ¢elijama
i na taj nacin pojaca njihovo antibakterijsko dejstvo. Prolaktin ponekad
dovodi do znacajnih proinflamatornih efekata u razlic¢itim tkivima i povecava
sposobnost fagocitoze. Svi ovi hormoni u neutrofilnim granulocitima pokrecéu
kompleksne signalne puteve koji mogu da uti¢u na ekspresiju velikog broja
gena (Husband, 2020). Dokazano je da mentalni distres aktivira mikrogliju,
povecava ekspresiju proinflamatornih medijatora u mozgu i indukuje
mozdanu infiltraciju monocita kroz krvno-mozdanu barijeru (Weber, 2007).
Pacijenti sa depresijom pokazuju patoloski odgovor urodenog imunoloskog
sistem na periferiji i u mozgu, Sto je ilustrovano povecanjem neutrofila,
monocita i inflamatornih medijatora u krvi (Lynall et al., 2020). Ove studije
su posledi¢ni dokazi da je povezanost mentalnog distresa i imunog sistema
dvosmerna i jako kompleksna, i da je potrebno viSe nauc¢nih istrazivanja koja
bi istrazivala ovu povezanost.
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Rezultati nauc¢nih studija sugeridu da je veliki broj patofizioloskih
efekata distresa na zdravlje i rizik od bolesti u velikoj meri posredovan
brzinom ubrzanog starenja imunog sistema (imunosenescencija). Ovaj proces
karakteriSe nesposobnost da se uspostavi odgovarajuc¢i i efikasan imuni
odgovor na stimulus, a povezan je sa hroni¢nim proinflamatornim stanjem
niskog stepena. Mnoge imunoloske promene povezane sa starenjem podsecaju
na one uocene nakon dugotrajnog ili hroni¢nog izlaganja stresu ukljuc¢ujudi
»,nereSavajucu” inflamaciju i poviSeni oksidativni stres (De Punder et al,,
2019). Starenje celije imunog sistema moZe se indeksirati duZinom telomera,
koji su specijalizovani kompleksi nukleinske kiseline i proteina koji pokrivaju
krajeve linearne DNK i stite DNK od oStecenja. Zbog ,problema krajnje
replikacije”, zavrini deo telomera ne uspeva da se replicira tokom svake
¢elijske deobe, zbog cega telomere postaju progresivno krace. Kada telomere
dostignu kriti¢no kratku duzinu, ¢elije postaju podloZne starenju ili apoptozi.
Skracenju telomera se suprotstavlja celijski enzim telomeraza koji dodaje
telomernu DNK, ¢ime se ¢uva duZina telomera i fizioloska funkcija celije.
Ubrzano skradivanje moZze biti posledica uticaja mentalnog distresa na
poremec¢aj HHN osovine i na patoloski odgovor imunog sistema. Ove
disregulacije verovatno doprinose skrac¢ivanju telomera povecdanjem
oksidativnog stresa, koji zauzvrat osStecuje telomere (Vitllic et al., 2014; Lin
and Epel, 2022; De Punder et al., 2019). Studije su pokazale da osim stresa,
depresija i anksioznost imaju veliku ulogu u ovom mehanizmu ostecenja
imunog sistema (Verhoeven et al., 2015; Akay, 2022; Bazaz et al., 2021).

Neutrofilni granulociti predstavljaju najbrojniju vrstu leukocita
periferne krvi i znac¢ajna su komponenta urodenog imunskog odgovora. Ove
¢elije su odgovorne za sekreciju velikog broja hemijskih medijatora od kojih
neki direktno ili indirektno ucestvuju u borbi protiv patogenih
mikroorganizama, dok drugi doprinose procesu inflamacije. Poslednjih
godina, sve je vise dokaza da su neutrofilni granulociti izuzetno vazZni za
normalno funkcionisanje centralnog nervnog sistema, kao i da njihova
disfunkcija moze doprineti nastanku neuroloskih i mentalnih poremecaja, kao
i obratno (Aronowski and Roy-O'Reilly, 2019). Epigenetske promene u
jedrima ovih celija, odnosno promene u transkripciji pojedinih gena, mogu u
nekim slucajevima izazvati drasticne promene u sekreciji hemijskih
medijatora, a to se moze odraziti na stepen inflamacije u razli¢itim tkivima i
organima. Iako postoji veliki broj istrazivanja ovih fenomena, jo$ uvek nije u
potpunosti jasno na koji nac¢in mentalni distres dovodi do ovih i drugih
morfoloskih i funkcionalnih promena neutrofilnih granulocita.

VazZno je napomenuti da je interakcija izmedu imunog sistema i
mentalnog distresa sloZen proces koji nije u potpunosti istraZen.
Neuroimunologija je jedna od najbrze rastuc¢ih oblasti u medicinskim
naukama, jer popunjava jaz izmedu dva glavna sistema organizma, nervnog
sistema i imunog sistema. Oba sistema utic¢u jedni na druge kroz dvosmerne
interakcije, jer mentalni distres moze dovesti do poremecaja u funkcionisanju
imunog sistema, a takode i specificne modulacije u aktivnostima imunog
sistema, kao Sto je neuroimflamacija, mogu dovesti do razvoja odredenih
komponenti mentalnog distresa.
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Zbog toga je potrebno viSe istrazivanja koja bi bila usmerena na
zavisno-posledi¢ni odnos ove dve vitalno znacajne komponente homeostaze,
da bi se u potpunosti razumeli mehanizmi koji leZze u osnovi ove veze i da bi
se identifikovala potencijalna terapija za mentalni distres koji uti¢e na imuni
sistem, i obratno. Nasa studija moZe pomoc¢i u razumevanju ove veze, i dati
model za brzu identifikaciju mentalnog distresa na osnovu promenjene
strukture neutrofilnih granulocita.

1.4. Fizicéka aktivnost

1.4.1.Definicija fizicke aktivnosti

U sklopu ispravnog definisanja termina fizicke aktivnosti prvo moramo
razmotriti pojmove koji se koriste u stru¢noj terminologiji, a to su: fizi¢ka
aktivnost, fizicko vezbanje, fizi¢ka spremnost i sport.

Fizicka aktivnost (FA) se definiSe kao svaki telesni pokret izazvan
kontrakcijom skeletnih misSi¢éa koja povecava potroSnju energije iznad
bazalnog nivoa (Caspersen et al., 1985). Koli¢ina energije potrebna da se
izvrsi fizicka aktivnost moZe se izraziti kroz potrosnju kilokalorija (kcal) ili
u jedinicama metabolickog ekvivalenta (MET). Jedan MET se definiSe kao
koli¢ina energije koja se trosi u mirovanju, $to je pribliZzno 3,5 mililitara
kiseonika po kilogramu telesne tezine u minuti (ml.kg-'min-1), $to odgovara
utrosku energije od 1 kcal.kg-'min-'(Ainsworth et al.,, 2011). Ukupna
energetska potrosnja tokom fizi¢ke aktivnosti odredena je koli¢inom mi$i¢ne
mase koja wucestvuje u pokretu, kao i intenzitetom, trajanjem i ucestaloscu
misiénih kontrakcija. Metaboli¢ki ekvivalenti se koriste za kategorizaciju
intenziteta FA: fizi¢kih aktivnosti niskog intenziteta (gledanje televizije,
lezanje, rad za stolom, kupovina namirnica, spora Setnja), FA umerenog
intenziteta (spora voznja bicikla, koSenje travnjaka) i fizicke aktivnosti
visokog intenziteta (brza voznja bicikla, tréanje, penjanje uz brdo) (Dhuli et
al., 2022). FA obuhvata Sirok spektar aktivnosti i podrazumeva bilo koju vrstu
fizickog rada. Hodanje kao vrsta aktivnosti moZe ukljucivati hodanje na
otvorenom, po ravnom, uzbrdo ili nizbrdo, ili hodanje na traci za trcanje.
Tipi¢ni tipovi fizicke aktivnosti koji se odnose na fizi¢ko vezbanje ukljuc¢uju
hodanje, voznju bicikla, plivanje ili tréanje, jer imaju specifi¢ne obrasce
kretanja i definisanu potrosnju energije u vezi sa obavljanjem takvih
aktivnosti. Fizicka aktivnost takode ukljuc¢uje niz ponasanja kao $to su npr.
hodanje do autobuske stanice, bastovanstvo i izgradnja zida od cigle. Dakle,
»~ukupna fizicka aktivnost” ukljucuje sve aktivnosti iz razli¢itih domena, kao
Sto su ,aktivni prevoz”, aktivnosti u domacdinstvu, fizicke aktivnosti u
slobodno vreme i profesionalne fizi¢ke aktivnosti. Aktivnosti u slobodno
vreme mogu se dalje podeliti na kategorije kao $to su takmicarski sportovi,
rekreativne aktivnosti (npr. planinarenje, biciklizam) i fizicko veZbanje.

Fizi¢ka aktivnost moZze biti kategorisana kao FA za razvoj izdrzljivosti
i fizicka aktivnost za jac¢anje misic¢a. Dalje klasifikacije FA su metabolicki
povezane (aerobne naspram anaerobne vezbe) ili one vezano za vrstu misié¢ne
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kontrakcije: izotoni¢na kontrakcija protiv otpora u kome se duzina misica
skracduje (koncentri¢no) ili produZava (ekscentri¢no) i izometrijska (stati¢na
ili FA bez promena duZine misi¢a) (Patel et al., 2017). Fizicka aktivnost u
svakodnevnom Zzivotu i fizicko vezbanje su uglavnom aerobne aktivnosti, gde
se vedina proizvodnje energije odvija metaboli¢kim putevima zavisnim od
kiseonika. Aerobna FA se odnosi na aktivnost koja se izvodi intenzitetom koji
omogucava da metabolizam koristi uskladistenu energiju uglavnom u obliku
ugljenih hidrata kroz proces aerobne glikolize. Pored glikolitickog puta,
dobijanje energije iz metabolizma masti (B-oksidacija), takode je ukljuceno
tokom aerobne FA. Aerobna FA uglavnom ukljuc¢uje velike misi¢ne grupe koje
izvode dinamicke aktivnosti, §to dovodi do znacajnog povecanja srcane
frekvencije i potroSnje energije. Primeri aerobnih veZzbi ukljuc¢uju sve
aktivnosti koje se sprovode niskim do umerenim intenzitetom (voZnju bicikla,
tréanje, plivanje) (Patel et al., 2017). Aerobna fizicka aktivnost je vrsta
aktivnosti koja se obi¢no povezuje sa izdrzljivos¢u, kondicijom i brojnim
povoljnim zdravstvenim efektima.

Fizi¢ka aktivnost koja jaca miSice se u literaturi naziva ,trening snage”
ili ,trening sa otporom®” i predstavlja oblik fizicke aktivnosti/vezbanja koji
je prvenstveno namenjen odrzavanju ili poboljSanju miSiéne snage i
povecanju ili odrzavanju misiéne mase (Malm et al., 2019). DefiniSe se kao
fizicka aktivnost koja poboljsava funkciju misi¢a, koja je vazna za odrzavanje
ili poboljsanje koordinacije i ravnoteze, posebno kod starijih (Muehlbauer et
al. 2015). Prema definiciji, aktivnosti za jacanje misi¢a prvenstveno ukljuc¢uju
anaerobne (bez utroska Kkiseonika) energetske sisteme organizma,
proporcionalno vise kako se intenzitet povecava. Anaerobna FA se odnosi na
pokrete koji se izvode velikim intenzitetom koji nisu metaboli¢ki odrzivi
koris¢enjem energije dobijene putem aerobnih izvora, i koji zahtevaju da se
metabolizam uskladiStene energije uglavnom obradi anaerobnom glikolizom.
Primer anaerobne FA su visoko intenzivne veZbe.

Fizicko vezbanje kao termin je dugi niz godina koriS¢en naizmenié¢no
sa "fizickom aktivnos$éu", i, u stvari, oba imaju niz zajedni¢kih elemenata
(Tabela 1). I fizi¢ka aktivnost i veZbanje ukljuc¢uju bilo koji telesni pokret koji
fizickom spremnoséu kako se povecava intenzitet, trajanje i ucestalost
pokreta (Caspersen et al., 1985). Fizicko veZbanje, nije sinonim za fizi¢ku
aktivnost: to je potkategorija fizi¢ke aktivnosti. Fizi¢cko veZbanje je fizicka
aktivnost koja je planirana, strukturisana, ponavljaju¢a i svrsishodna u
smislu da je krajnji cilj fizickog vezbanja poboljSanje ili odrzavanje jedne ili
vise komponenti fizicke spremnosti (Caspersen et al., 1985). Fizicke vezbe
treba razlikovati na osnovu vremenskih karakteristika na akutne fizicke
vezbe (pojedinac¢na sesija) i hroni¢ne fizi¢ke vezbe (ponovljene sesije akutnih
vezbi). Jedna sesija fizickog vezbanja se obi¢no naziva ,akutnim
(pojedina¢nim) efektom fizickog vezbanja” ili ,akutnim fizickim vezbama”
(Budde et al., 2016). Stavise, hroni¢ne fizicke vezbe se mogu oznaciti kao
,fizicki trening” kada se sprovode redovno na planiran, strukturiran i
svrsishodan nacdin sa ciljem povecdanja (ili odrzavanja) individualnih
sposobnosti u jednoj ili vise dimenzija fizicke spremnosti.
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Tabela 1. Elementi fizicke aktivnosti i fizickog veZbanja (preuzeto i
prevedeno iz Caspersen et al., 1985).

Fizicka aktivnost Fizicko vezbanje

1. Telesni pokret izazvan
kontrakcijom skeletnim misica

1. Telesni pokret izazvan 2. Rezultira potrosnjom energije
kontrakcijom skeletnim misi¢a

3. Potrosnja energije u kcal varira od
2. Rezultira potrosnjom energije niskog do visokog

3. Potrosnja energije u kcal varira 4. Postoji visoko pozitivna korelacija
od niskog do visokog za fizickom spremnoscéu

4. Postoji pozitivna korelacija za 5. Planirana, strukturisana,
fizickom spremnoscéu ponavljajuca i svrsishodna fizi¢ka
aktivnost

6. Cilj da se poboljsaju ili ocuvaju
komponente fizicke spremnosti

Fizi¢cka spremnost, fizicka kondicija, forma, fizi¢ki fitnes je u korelaciji
sa fizickom aktivnoscéu, koja je povezana sa pokretima koje ljudi izvode.
Fizi¢cka spremnost se definiSe kao skup atributa koje ljudi imaju ili postizu, a
koji se odnose na sposobnost obavljanja fizi¢ke aktivnosti. Biti fizicki
spreman je definisano kao ,sposobnost da se obavljaju svakodnevni zadaci
energi¢no, bez preteranog zamora i sa dovoljno energije za uZivanje u
aktivnostima u slobodno vreme i suocavanje sa nepredvidenim hitnim
situacijama” (Caspersen et al., 1985). Fizi¢ka spremnost u vezi sa zdravljem
se odnosi na stepen do kojeg pojedinac poseduje osobine i kapacitete
povezane sa niskim rizikom od razvoja hipokinetskih bolesti i stanja i
ukljucuje morfoloske, misiéne, metabolicke, motori¢ke i kardiorespiratorne
osobine (American College of Sports Medicine, 2014).

Komponente fizicke spremnosti se u zavisnosti od fokusa i cilja mogu
klasifikovati u dve grupe: prva grupa komponente koje su u direktnoj
korelaciji sa zdravljem, i druga grupa komponenti koje se povezane za
vestinom izvodenja odredene aktivnosti (Wilder et al., 2006). Komponente
fizicke spremnosti koje su u vezi sa zdravljem su kardiorespiratorna
izdrzljivost (maksimalna aerobna sposobnost, o¢uvana funkcija srca i pluda,
fizioloske vrednosti krvnog pritiska), misié¢na izdrzljivost i misSi¢na snaga,
morfoloska komponenta (telesna masa u odnosu na telesnu visinu, sastav tela,
distribucija potkoznih masti, procenat abdominalnih visceralnih masti,
gustina kostiju i fleksibilnost) i metabolicka komponenta (tolerancija na
glukozu, osetljivost na insulin, metabolizam lipida i lipoproteina,
karakteristike oksidacije supstrata) (Wilder et al., 2006).
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Komponente povezane sa veStinom izvodenja odredene aktivnosti su:
agilnost, ravnoteza, koordinacija, sila, reakciono vreme, brzina i fleksibilnost
(shema 1)

Shema 1. Komponente fizicke sposobnosti (preuzeto i prevedeno iz
Caspersen et al., 1985)

- 1. kardiorespiratorna

izdrZljivost
Komponente 2. misi¢na izdrzljivost
[ povezanesa 7 3 migiéna snaga
zdravljem 4. telesna kompozicija
_ 5. metabolicki odgovor
Fizi¢ka spremnost o
1. agilnost
Komponente 2. ravnoteza
- povezanesa < 3. koordinacija
vestinom 4. misi¢na sila
5. reakciono vreme

6. brzina

Nivo fizicke spremnosti, kao i intenzitet fizicke aktivnosti, mozZe da
varira od niskog do visokog. Vazno je napomenuti da komponente fizicke
spremnosti povezane sa zdravljem nisu u direktnoj zavisnosti. Na primer,
osoba moZe imati razvijenu miSiénu snagu, ali u isto vreme moZe biti
nefleksibilna (primer sportista koji se bave dizanjem tegova). Pet komponenti
fizicke kondicije koje se odnose na zdravlje znacajnije su za pozitivne
zdravstvene benefite od onih koje se odnose na vestinu izvodenja aktivnosti.
Relativni znacaj bilo koje komponente koja je povezana sa zdravljem zavisi
od stepena spremnosti ili zdravstvenog cilja.

Sport je definisan kao organizovano bavljenje fizickom aktivnoscu, koje
se moze izvoditi pojedinac¢no ili kao deo tima, gde ucesnici imaju jasno
definisan cilj, koji je regulisan pravilima i orjentisan prema rezultatima
(Malm et al., 2019). Sport se moZze organizovati prema uzrastu, polu, nivou
ambicija, kompleksnosti ili drugim karakteristikama, i moZe imati amaterski
ili profesionalni takmicarski karakter. Prema definiciji Evropskog
kardioloskog drustva sportista je ,pojedinac decijeg ili adultnog uzrasta, koji
se redovno bavi fizickim veZbanjem i ucestvuje u zvani¢nom sportskom
takmicenju, bilo amaterski ili profesionalno” (Pelliccia et al., 2021). Americko
udruZzenje za srce definiSe sportistu takmicara kao pojedinca koji je ukljucen
u redovne (obi¢no visoko intenzivne) sportske aktivnosti koje su
organizovane individualno ili u sklopu timskih sportova, sa akcentom na
takmicenje i sportski u¢inak (Maron et al., 2007).
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Sportisti koji su ukljuceni u redovne takmicarske aktivnosti obuhvataju
Sirok dobni spektar i mogu se takmiciti na omladinskom, srednjoskolskom,
akademskom, univerzitetskom, poluprofesionalnom, profesionalnom,
nacionalnom, medunarodnom i olimpijskom nivou.

Rekreativni sportisti se bave sportom radi razonode i u sklopu fizickih
aktivnosti u slobodno vreme, dok je sportista takmicar visoko utreniran
sportista sa akcentom na razvijanje sportskih sposobnosti u cilju pobede na
takmicenju. U predloZenoj klasifikaciji sportista zasnovanoj na minimalnom
obimu fizic¢ke aktivnosti, ,elitni” sportisti (profesionalni sportisti, olimpijci i
sportisti koji se takmic¢e na internacionalnom nivou) uglavnom upraZnjavaju
vezbanje >210h/nedeljno; ,takmicarski” sportisti (srednjoskolski, akademski,
univerzitetski sport) upraznjavaju vezbanje =6 h/nedeljno; i ,rekreativni”
sportisti vezbaju =4 h/nedeljno (McKinney et al., 2019).

1.4.2. Opste uloge fizicke aktivnosti

Fizi¢ka aktivnost je decenijama prepoznata po svojoj aktivnoj ulozi u
poboljsanju svih komponenti fizicke spremnosti i odrZzavanju zdravlja u
celini. Redovna FA poboljsava sve aspekte ljudskog zdravljai Siroko je
prihvadena kao preventivna i terapijska strategija za hroni¢ne nezarazne
bolesti (World Health Organization, 2020). U literaturi je dokumentovano da
FA odrzava i obnavlja homeostazu na nivou organizma, tkiva, dcelija i
molekula kako bi se stimulisale pozitivne fizioloSke adaptacije koje
posledi¢no Stite od razli¢itih patoloskih stanja (Oiu et al., 2023). Fiziologija
FA je sloZzena i ukljucuje adaptivne odgovore vise sistema organa. Fizicka
aktivnost predstavlja evolucionu prednost preZivljavanja koja modulise
skeletne miSice u generatore energije, i na taj nac¢in obezbeduje energiju za
sve fizioloSke procese. Fizicka aktivnost je dinamic¢na aktivnost koja zahteva
energiju i koja ne uti¢e samo na kardiovaskularni, respiratorni i misiéno-
skeletni sistem, ve¢ znacajno utice i na imunolo8ki, nervni i endokrini sistem
(Hawley et al., 2014).

Efekti fizicke aktivnosti i veZbanja mogu biti neposredni (u toku i
neposredno posle FA), ali i dugotrajni ukoliko je fizicka aktivnost redovna
(efekti nakon redovne fizi¢ke aktivnosti imaju dugoro¢ne benefite po
zdravlje). Kao primer, aktivnost specificnih misiénih enzima moZe se brzo
povecati u toku i neposredno nakon FA, ali isto tako brzo se moZe izgubiti u
po prestanku FA (Bogdanis, 2012). Druge promene ostaju mesecima ili
godinama c¢ak i ako se FA ne upraZnjava - kao npr. povecan broj i veli¢ina
misiénih vlakana i krvnih sudova (Gundersen, 2016). Za zdravstveno povoljne
efekte potrebno je da se fizicka aktivnost obavlja u kontinuitetu i sa
progresijom. Vedina sprovedenih fizi¢kih veZzbi/treninga je kombinacija vezbi
izdrZzljivosti i veZbi za jacanje misica i tesko je odrediti njihov pojedinacan
uticaj na zdravlje. Ranije je ve¢ina nau¢nih studija prikupljala podatke samo
o vezbama izdrzljivosti. Medutim, nauc¢ne studije su dokazale da i veZzbe
otpora pokazuju pozitivne efekte na zdravlje (mentalno i fizi¢ko) i prevenciju
bolesti (Gordon et al., 2017; Keileni et al., 2017; Yamamoto et al., 2016).
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Redovne fizi¢cke aktivnosti umerenog intenziteta, kao 8to su veZzbe
snage, izdrzZljivosti, ravnoteze, fleksibilnosti i koordinacije, imaju
zdravstveno povoljne efekte na zdravlje i Siroko su prihvacene kao terapijska
i preventivna strategija za hroni¢ne nezarazne bolesti. Rezultati velikog broja
nauc¢nih studija podrzava konsenzus da redovna fizicka aktivnost ima
znacajnu ulogu u smanjenju rizika od nastanka i progresije psihijatrijskih
bolesti (depresija, anksioznost, stres, §izofrenija), imunolo$kih i autoimunih
bolesti, neuroloskih bolesti (demencija, Parkinsonova bolest, multipla
skleroza), metaboli¢kih bolesti (gojaznost, hiperlipidemija, metabolic¢ki
sindrom, sindrom policisti¢nih jajnika, dijabetes tipa 2, dijabetes tipa 1),
kardiovaskularnih bolesti (hipertenzija, koronarna bolest srca, src¢ana
insuficijencija), cerebrovaskularni insult, bolesti respiratornog sistema
(hroni¢na opstruktivna bolest pluéa, astma, cisti¢cna fibroza), misiéno-
skeletnih poremecaja (osteoartritis, osteoporoza, bol u ledima, reumatoidni
artritis, sarkopenija), kao i pojedinih tipovima karcinoma (karcinom kolona i
karcinom prostate) (El Assar et al., 2022; Pedersen and Saltin, 2015; Elagizi
et al., 2020; Schuch and Vancampfort, 2021; Tsukita et al., 2022; Teich et al.,
2019; Tian et al., 2022; Beaudart et al., 2017; . Ballon-Landa and Parsons,2018;
Izquierdo et al., 2021; Thompson et al., 2020).

Epidemioloske studije pokazuju da je umeren nivo fizicke aktivnosti
povezan sa nizim rizikom od smrtnosti kod osoba sa ili bez kardiovaskularnih
bolesti (Jeong et al., 2019). Stavise, redovna fizi¢ka aktivnost i vezbanje su
povezani sa smanjenim rizikom od negativnih zdravstvenih ishoda uopste
(npr. nivo invaliditeta, smrtnost) i sa boljim preZivljavanjem (Pedersen and
Saltin, 2015; Mok et al., 2019; Harridge and Lazarus, 2017). VeZbanje moZze
delimi¢no da moduliSe hroni¢na stanja i multimorbiditet povezan sa niskom
fizickom aktivnoscéu i moZe se koristiti kao preventivni pristup za poboljsanje
kvaliteta zivota (Oiu et al., 2023). Vecéa frekvenca i vedi intenzitet fizicke
aktivnosti, kao i razli¢ite vrste fizicke aktivnosti (npr. aerobne aktivnosti,
aktivnosti za jacanje misica i kostiju), su povezane sa viSestrukim pozitivnim
zdravstvenim benefitima (npr. poveéanje kardiorespiratorne kondicije, snage
i mase miSi¢a, povecanje gustine kostiju, efikasniji metaboli¢ki sistem)
(Chaput et al., 2020).

Medutim, ako fizi¢ka aktivnost ne =zadovoljava minimalni nivo
intenziteta, ne treba oc¢ekivati znacajne fizioloS§ke promene organa i organskih
sistema koje mogu uticati povoljno na zdravlje. Sa druge strane, kod
pojedinaca koji tek pocinju sa fizickom aktivnoséu, visoko intenzivna FA
moze dovesti do neZeljenih kardiovaskularnih dogadaja, a produZeno
intenzivno vezbanje moZe povecati incidencu infarkta (Franklin et al., 2020).
Stoga su intenzitet i nacin vezbanja od kriticne vaznosti za postizanje
pozitivnih efekata na zdravlje. Za znacajne zdravstvene benefite, Svetska
zdravstvena organizacija preporucuje da odrasli obavljaju najmanje 150
minuta FA umerenog intenziteta ili 75 minuta aerobne fizi¢ke aktivnosti
visokog intenziteta nedeljno, ili ekvivalentnu kombinaciju aerobne fizicke
aktivnosti umerenog i visokog intenziteta (World Health Organization, 2020).
Za dodatne zdravstvene benefite, odraslima se preporucuje da povecaju
aerobnu fizi¢ku aktivnost umerenog intenziteta na vise od 150 minuta
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nedeljno ili da obavljaju vise od 75 minuta aerobne fizicke aktivnosti visokog
intenziteta tokom cele nedelje ili ekvivalentnu kombinaciju aktivnost
umerenog i visokog intenziteta. Odraslima se takode preporucuje da
upraznjavaju aktivnosti jacanja misi¢a koje uklju¢uju sve glavne miSiéne
grupe 2 ili viSe dana nedeljno umerenim ili visokim intenzitetom. Pored
aerobnih aktivnosti, odraslima od 65 godina i starijima preporucuje se
visekomponentna fizicka aktivnost koja obuhvata funkcionalnu ravnotezu i
trening snage umerenog ili visokog intenziteta najmanje 3 dana u nedelji
(World Health Organization, 2020).

Rezultati nauc¢nih istraZivanja su takode dokazali da 500 MET minuta
nedeljno aerobne fizi¢ke aktivnosti, $to je ekvivalentno 150 minuta umerenog
intenziteta ili 75 minuta visokog intenziteta fizicke aktivnosti nedeljno,
dovelo do znacdajnog smanjenja rizika od smrtnosti od svih uzroka kod
pacijenata sa kardiovaskularnim oboljenjima, kao i smanjenje rizika od
kardiovaskularnih oboljenja kod zdravih odraslih osoba (Jeong et al., 2019).
Deca i adolescenti uzrasta 5-17 godina koji su u proseku upraznjavali 60
minuta fizi¢ke aktivnosti umerenog do visokog intenziteta dnevno, imali su
mnogobrojne povoljne zdravstvene benefite uklju¢ujuéi poboljSanje
emocionalne regulacije, poboljSanje kognitivnih sposobnosti, smanjenu
incidencu depresije, anksioznosti, efikasniju kardiorespiratornu izdrZljivost,
poveanu misiénu snagu i izdrZljivost, adekvatnu mineralizaciju kostiju,
smanjenu incidencu za razvoj autoimunih bolesti, kao i adekvatno
funkcionisanje metaboli¢kog sistema (Chaput et al., 2020). Zato je usvojena
preporuka da deca i adolescenti uzrasta 5-17 godina upraznjavaju 60min
fizicke aktivnosti umerenog do visokog intenziteta dnevno (World Health
Organization, 2020).

Moze se zakljuciti da je uz adekvatno programiranje, redovna fizicka
aktivnost efikasan nacdin za poboljSanje fizickih performansi, poboljsanje
fizickog i mentalnog zdravlja i smanjenje faktora rizika za veliki broj
hroni¢nih nezaraznih bolesti kao $to su depresija, anksioznost,
kardiovaskularne bolesti, metaboli¢ki sindrom, sarkopenija, osteoporoza,
respiratorne bolesti i drugo. Za razliku od lekova, fizicka aktivnost nema
negativnih nuspojava, zanemarljivo kosta i istovremeno ispoljava pozitivne
efekte na mnoge zdravstvene probleme. Ako bi se mnos8tvo korisnih efekata
redovnog vezbanja kombinovalo u jednom leku, on bi se prepisivao za skoro
sve vrste fizi¢kih i mentalnih zdravstvenih problema.

1.4.3. Metode za procenu intenziteta fizicke aktivnosti

Dozno-zavisni efekat fizicke aktivnosti je tema koja je zaokupirala
paznju mnogobrojnih naué¢nih studija. Potvrdeno je da umerena fizicka
aktivnost ima veliki broj zdravstvenih benefita, a da visoko intenzivna fizi¢ka
aktivnost moze imati ¢ak i negativne efekte po zdravlje (La Gerche and
Heidbuchel, 2014; O'Keefe et al., 2020). Sposobnost procene uticaja razli¢itog
intenziteta fizicke aktivnosti na zdravlje zavisi od metoda pomocu kojih je
moguce ta¢no, precizno i ponovljivo odrediti intenzitet FA.
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Metode merenja su znacajno evoluirale tokom godina, stvarajuci
heterogen skup dokaza koji podrzavaju tvrdnju da fizi¢ka aktivnost ima
povoljne uticaje na zdravlje (Xiao, 2020).

Kompleksnost  procene je otezana  razli¢itim  zdravstvenim
implikacijama merenja aktivnosti, razli¢itim metodama merenja intenziteta i
procenom doprinosa fizicke aktivnosti. Zbog svega navedenog, upotreba
validne, precizne i pouzdane metode u istrazivanjima o uticajima fizicke
aktivnosti predstavlja neprekidan izazov, bududi da je od sustinske vaZnosti
da se odabere metoda koja moZe pruziti relevantne odgovore na hipoteze i
dizajn studije, pruZajucdi istovremeno korisne rezultate.

Intenzitet FA se moZe proceniti u apsolutnim vrednostima kao ukupan
rezultat date aktivnosti ili u relativnim vrednostima kao procenat odredenih
maksimalnih fizioloSkih parametara (Wasfy and Baggish, 2016). Apsolutni
intenzitet vezbanja se obi¢no meri u metaboli¢ckim ekvivalentima (MET) ili u
kilokalorijama (kcal) sagorelim po jedinici vremena (tabela 2). Koristeci
standardizovane procene potrosnje MET ili kcal, ovi rezultati apsolutnog
intenziteta su adekvatni za procenu intenziteta fizicke aktivnosti u
populacijama kao $to su adolescenti i deca, kao i odrasli izmedu 18 i 65
godina, istoga se obi¢no koriste u opservacionim studijama koje procenjuju
uticaj intenziteta FA na pojedine komponente zdravlja. Ogranicenje rezultata
apsolutnog intenziteta je njihova neefikasnost da uzmu u obzir veliku
varijabilnost u fizickoj spremnosti koja moze postojati izmedu opserviranih
ispitanika. Na primer, veZzbanje intenziteta od 5 MET moZe istovremeno
predstavljati visoki intenzitet FA za ispitanika sa uznapredovalom
kardiovaskularnom boles¢u i relativnhno nizak do wumeren napor za
univerzitetske sportiste (Wasfy and Baggish, 2016).

Najcesc¢e koris¢ena metoda za procenu apsolutnih vrednosti FA su
upitnici za samoprocenu, koji se oslanjaju na sposobnost prisecanja
ispitanika. Glavne razlike medu upitnicima se ogledaju u tome koje sve
elemente FA mere (npr. oblik, trajanje ili ucestalost fizicke aktivnosti),
kvalitet podataka (npr. mere intenziteta, razlikovanje uobic¢ajenih FA i samo
nedavne aktivnosti i uklju¢ivanje aktivnosti u slobodno vreme i aktivnosti
koje nisu u slobodno vreme), nacin na koji se podaci izvestavaju (npr.
kilokalorije, rezultati aktivnosti, vreme) i kako se dobijaju podaci (npr.
kompjuterizovani upitnik, intervju, odgovaranje na pitanja na papiru)
(Besson et al., 2010). Prednost upitnika ukljuc¢uju lakoé¢u administracije,
ekonomic¢nost, preciznost u merenju intenzivne FA, kao i sposobnost da se
odrede diskretne kategorije nivoa aktivnosti (npr. nizak, umeren ili visok),
rangiranja pojedinaca ili grupa prema njihovoj fizi¢koj aktivnosti, pruzaju
detalje o fizi¢koj aktivnosti i pokazuju poboljSanje medu grupama ili
pojedincima (Sylvia et al., 2014). Zbog mogucnosti poredenja, upitnici za
samoprocenu su znacajno pouzdaniji na nivou grupe nego na individualnom
nivou, kao i kada je upitnik strukturiran hronoloski i sa definisanim
periodima (Sylvia et al., 2014).
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Tabela 2. Kvantifikacija apsolutnog intenziteta FA (prevedeno i preuzeto od

Wasfy and Baggish, 2016)

Jedinica intenziteta i Raspon

Prednosti (+) Procena

intenziteta

definicija
Apsolutni intenzitet: energija potrebna za obavljanje

aktivnosti
Kilokalorije/vreme
Nije
definisano
Potrosnja 1 L O2=5kcal
Sedentarni:
1-1,5 MET
Metabolicki Niski:
ekvivalent (MET) 1,6-2,9MET
Umereni:
1 MET= 3,5mL 3,0-5,9MET
potrosnje O2/kg/min
= mirno sedenje Visoki:
>6,0MET
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Mane (-) intenziteta FA

(+) Povezan sa
unosom energije

(-) Zavisi od
telesne mase Potrosnja
kcal/nedeljno
(-) Neprakti¢no

za direktno

merenje

(-) Nije
individualizovan
na osnovu
kondicije

(+) Intenzitet
aktivnosti se
moze izraziti
jednostavno kao
kumulativan zbir
potrosnje
energije u
odnosu na
mirovanje

Ukupno
MET.min.ned-?

(-) MET procene
za datu aktivnost
variraju u
zavisnosti od
telesne
konstitucije, pola
i starosti

Ukupno
MET.h.ned-?

(-) Nije
individualizovan
na osnovu
fizicke
spremnosti



Za razliku od procene intenziteta fizicke aktivnosti u apsolutnim
vrednostima, procena intenziteta fizicke aktivnosti u relativnim vrednostima
uzima u obzir razlike u individualnim nivoima tako $to definiSe intenzitet
kao procenat odredenih maksimalnih fiziolo8kih parametara (tj. maksimalne
potrosnje kiseonika-VO:max, procenat rezerve srcane frekvencije-HRR,
maksimalna sréana frekvencija-HRmax, koris¢enje Borgove skale
subjektivnog osecaja zamora). Samim tim, procena relativnog intenziteta se
odnosi na fizi¢ku aktivnost gde se nivo napora odreduje na osnovu trenutnog
nivoa napora u odnosu na maksimalni kapacitet (tabela 3) (Siddique et al.,
2020). Kao primer, moZe se kategorisati vezbanje koje se izvodi pri relativnom
intenzitetu fizicke aktivnosti od 60% maksimalne potrosnje kiseonika (VO:
max) moZze se dozirati kao hodanje na tredmilu brzinom od 5km na sat za
ispitanika koji ima pozitivhu anamnezu za kardiovaskularne bolesti, i tréanje
na tredmilu brzinom od 10km na sat za sportistu takmicara. Upotreba
relativnog intenziteta fizicke aktivnosti je uobicajena u klinickoj praksi za
sastavljanje predloga i preporuka za veZbanje i u visokokvalitetnim
interventnim studijama veZzbanja. Za efikasnu primenu ove metode
odredivanja intenziteta FA neophodno je ta¢no odredivanje maksimalnih
vrednosti za svakog pojedina¢nog subjekta, Sto zahteva specifican oblik
laboratorijske ili terenske procene intenziteta FA. Ovaj proces, kada se
primjenjuje u svrhu nauc¢nih studija, zahteva znacajan angazman resursa i
predstavlja izuzetno zahtevno izvodenje.

Tabela 3. Kvantifikacija relativnog intenziteta FA (prevedeno i preuzeto od
Wasty and Baggish, 2016)

Procena
intenziteta FA

Jedinica intenziteta Raspon

Prednosti (+)
i definicija intenziteta Mane (-)

Relativni intenzitet: procenat maksimalnog kapaciteta
FA

Veoma lagan:

(+) Odredeno u

<25% odnosu na
fizicku
Lagan: spremnost
25-44% pojedinca Ukupno
minuta/sati u
% maksimalne Umeren: (-) Zahteva zoni datog
potrosnje kiseonika  45-59% prethodno intenziteta
(VO2 max) laboratorijsko
Visok: testiranje
60-84 %

Veoma visok:

(-) Neprakti¢no
za merenje

85-99% tokom
uobicajene FA

Maksimalni:

100%
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(+) Procenjuje

fizicku
Veoma lagan: spremnost
< 30% pojedinca
Lagan: (+) Lako se prati
30-49% tokom
uobic¢ajenih FA
Umeren: pomocu
50-69% monitora sréane Ukupno
% maksimalne frekvencije minuta/sati u
sr¢ane frekvencije Visok: zoni datog
(HRmax%) 70-89% (+) Dobra intenziteta

korelacija sa
Veoma visok: potrosnjom

90-99% energije tokom
FA u stabilnom
Maksimalni: stanju
100 % umerenog-
visokog
intenziteta
(-) Zahteva
prethodno
laboratorijsko
testiranje
Veoma lagan: | (+) Procenjuje
<10 fizicku
spremnost
Lagan: pojedinca
10-11
Borgova skala (+) Lako se Ukupno
subjektivnog Umeren: procenjuje tokom = minuta/sati u
osecaja zamora 12-13 veZbanja zoni datog
(modifikovana) intenziteta
Visok: (-) Velike
14-16 varijacije medu
pojedincima ¢ak
Veoma visok: ina sli¢nim
17-19 nivoima fizic¢ke
spremnosti
Maksimalni:
20
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Metoda dvostruko obeleZene vode gde subjekti unose izotopske
markere kiseonika i vodonika, koji kada se eliminiSu iz tela urinom
dozvoljavaju odredivanje ukupne proizvodnje ugljen-dioksida i potrosnje
energije, ostaje zlatni standard za procenu ukupne potrosSnje energije i
intenziteta fizicke aktivnosti. Medutim, ova metoda se ne koristi ¢esto za
istrazivacke studije jer je skupa, zahteva veliko opteredenje ispitanika,
dugotrajan je proces i ne moZe da obuhvati kvalitativne podatke (Westerterp,
2017).

Veliki broj opservacionih kohortnih studija, kao i velikih prospektivnih
opservacionih studija su ¢esto procenjivale intenzitet FA na apsolutnoj skali
(Bonnefoy et al., 2001; Lee et al., 1995; Piercy et al., 2018). Da bi se obezbedila
zajedni¢ka analiza rezultata koja bi omogudéila poredenja izmedu studija o
fizickoj aktivnosti iz instrumenata za samoprocenu izmedu razli¢itih
upitnika, razvijen je tkz. “zbornik fizi¢kih aktivnosti”, koji procenjuje
energiju potrebnu za obavljanje bilo koje date aktivnosti kroz metabolicke
ekvivalente (MET) (Ainsworth et al., 2011). Izrazavanje intenziteta FA kroz
MET sate ili MET minute je Siroko prihvaden nacin procene nivoa intenziteta
FA koji omogucava poredenje svih metoda merenja fizicke aktivnosti.
Najvaznije, za odrasle uzrasta od 18 do 65 godine, preporuke za
upraznjavanje FA su zasnovane na skali apsolutnog intenziteta i izvedene su
na osnovu istraZivanja koje su procenjivale odnos doza-odgovor izmedu
potrosnje energije (tj. apsolutnog intenziteta) i zdravlja (Piercy et al., 2018).

Zbog prethodno navedenih dokaza izvedenih iz nauc¢nih studija odlu¢ili
smo se da u nasoj studiji procenjujemo apsolutni intenzitet fizicke aktivnosti
na osnovu upitnika za samoprocenu, i na taj nac¢in utvrdimo da li razli¢iti
nivoi intenziteta FA imaju uticaja kako na imuni sistem, posebno na
strukturne promene hromatina neutrofilnih granulocita, tako i na ispitivane
parametre mentalnog distresa.

1.4.4. Fizicka aktivnost kao modulisuéi faktor funkcije neutrofila

Efekat fizicke aktivnosti na fiziolo§ko funkcionisanje imunskog sistema
je dobro poznat. FA i imunski odgovor su medusobno povezani i uti¢u jedno
na drugo. FA menja imunolosku regulaciju uticuéi na leukocite, NK ¢elije,
interleukine, citokine, T i B limfocite (Gupta et al., 2018). Redovna FA
doprinosi smanjenju rizika od hroni¢nih metaboli¢kih i kardiorespiratornih
bolesti, delimi¢no zbog antiinflamatornih efekata FA (Wedell-Neergaard et
al., 2018). Sa druge strane ovi efekti su verovatno odgovorni i za suzbijanje
fizioloskih funkcija imuniteta koji naSe telo ¢ini podloZnijim infekcijama
(Asimakos et al., 2018).

SloZzena mreZa celija i molekula gradi imuni sistem, koji funkcioniSe
tako da stiti naSe telo od invazije mikroorganizama, olakSava zarastanje rana
i sprecava bolest. Imuni sistem se moZe podeliti na urodeni (nespecific¢an,
prirodan) i adaptivni (specifi¢ni, ponavljajuc¢i) imunitet, a oba imunska
sistema funkcionisu sinergisticki u ukupnom imunolo$kom odgovoru.
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U imunoloskom odgovoru, ¢elije adaptivnog imunskog sistema imaju
ulogu da oslobadaju molekule glasnika i citokine koji moduliraju imuni
odgovor, posebno funkciju urodenih imunih ¢elija, dok celije urodenog
imunog sistema pomaZu fukcionisanje specifi¢nih imunih odgovora kroz
prezentaciju antigena (Iwasaki and Medzhitov, 2015). Imuni sistem ne samo
da Stiti naSe telo od infekcije, ve¢ utic¢e i na druge fiziolo$ke sisteme i njihove
procese, uklju¢ujuéi metabolizam, san, reparaciju tkiva, mentalno zdravlje i
termoregulaciju (Sattler, 2017). Na osnovu dokaza da reakcije na stres
posredovane preko endokrinog i nervnog sistema igraju klju¢nu ulogu u
odredivanju imunih promena izazvanih fizickom aktivno$éu i da imuni
sistem posreduje u mnogim efektima FA, poslednjih godina imunologija
veZzbanja se razvila u posebnu naué¢nu disciplinu (Peake, 2013).

Postoje relevantni nau¢ni dokazi da FA umerenog intenziteta ispoljava
pozitivne efekte na organizam, dok produzeni periodi intenzivne FA mogu
smanjiti imunitet (Asimakos et al., 2018). Imuni odgovor na dejstvo FA je
precizno uskladen, a specificne imune celije se redistribuiraju za definisane
funkcionalne svrhe. Veé¢ina nauc¢nih studija o efektima FA na imuni sistem
fokusirana je na uticaj hroni¢nih efekata FA. Dokazano je da intenzitet,
trajanje i obim FA uti¢u na redistribuciju imunih ¢elija u cirkulaciju povezanu
sa FA (Bigley and Simpson, 2015; Walsh et al., 2011). I akutna i hroni¢na FA
su pokazale znacajan uticaj na aktivnost, redistribucije i funkciju neutrofila.

Neutrofili, kao celije koje prve reaguju u borbi protiv bakterijske
infekcije u urodenom imunitetu, su pogodan tip celija za proucavanje u
oblasti imunologije vezbanja. Paradoksalna funkcija neutrofila je da iako su
ove celije neophodne za odbranu domacina, one su takode ukljucene u
patoloski supstrat inflamatornih stanja (Euler and Hoffmann, 2019). Njihova
mikrobicidna aktivnost se sastoji od oksidativnih i neoksidativnih procesa
koji se aktiviraju istovremeno nakon fagocitoze. Dok se wuniStavanje
infektivnih agenasa deSava intracelularno, oslobadanje citotoksi¢nih
molekula u ekstracelularni odeljak moZze ostetiti tkiva. Aktivnosti neutrofila
su modulisane citokinima, hormonima i bioaktivnim lipidima. Stoga je jos
uvek neizvesno da li promene u funkciji neutrofila izazvane FA imaju
pozitivne ili negativne posledice po ukupno zdravlje.

Akutna FA visokog intenziteta izaziva intenzivne promene u broju i
funkciji neutrofila u krvi. Neutrofili, kao i sve druge glavne subpopulacije
leukocita imaju tendenciju povecdanja broja tokom intenzivne FA kao rezultat
hemodinamskog stresa i oslobadanja kateholamina i kortizola koji deluju na
B2-adrenergicke i glukokortikoidne receptore neutrofila (Walsh et al., 2011).
Ovo se deSava kada intenzitet FA prede 60% V0:max. Medutim, ovaj prag
moze biti znatno niZi ako postoji dugotrajno opteredenje naporom.
Mobilizacija u cirkulaciju ne samo neutrofila, veé¢ svih klasa leukocita je
otpoceta visoko intenzivnom FA i kod sportista i kod neaktivnih pojedinaca,
dok hroni¢ni ponovljeni efekti submaksimalnog intenziteta FA pojacavaju
mobilizaciju neutrofila na ra¢un limfocita (Syu et al., 2012). Akutna visoko
intenzivna FA, poput tré¢anja maratona ili visoko intenzivnog intervalnog
vezbanja, povecava oStecenje tkiva i stimulise lucenje mnogih
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proinflamatornih citokina (faktor nekroze tumora alfa- TNFa i interleukina
1B) koji izazivaju povecanje broja neutrofila, a takode se povecava rizik od
infekcije gornjih respiratornih puteva (Simpson et al., 2020).

Broj neutrofila (i shodno tome, ukupan broj leukocita) ¢esto nastavlja
da raste dugo tokom perioda oporavka (do 6 h nakon prestanka veZzbanja),
posebno ako je vezba produzena (>2 h) (Syu et al., 2012). Ovu ,neutrofiliju”
karakteriSe povecano prisustvo nezrelih, manje diferenciranih, prekursora
neutrofila u krvi, najverovatnije kao odgovor na povecane nivoe biomarkera
u plazmi ukljuc¢ujucdi glukokortikoide, hormon rasta i citokine kao Sto je IL- 6
i faktor stimulacije kolonije granulocita, koji mobilisu mijeloidne celije iz
koStane srzi. Zbog toga, iako postoji povecéan broj neutrofila, njihova ukupna
funkcija je smanjena (Peake et al., 2004). Iako je ova neutrofilija posle duzeg
vezbanja sli¢na onoj uoc¢enoj tokom bakterijske infekcije (>10,0 x 106/ ml), 6-
24 h oporavka je obi¢no dovoljno da se broj neutrofila vrati u fizioloske
vrednosti (Peake et al., 2017).

Za razliku od visoko intenzivne, akutne FA, prolongirana i
kontinuirana FA umerenog intenziteta ne menja broj neutrofila u krvi, a
znacajno poboljSava skoro sve elemente neutrofilne funkcije (Wang et al.,
2020). Kontinuirana i redovna aerobna fizicka aktivnost umerenog intenziteta
povecava sposobnost hemotakse kao i fagocitoze neutrofilnih granulocita
(Nieman and Wentz, 2019). Hormoni stresa, adrenalin i noradrenalin, koji
mogu da smanje funkciju imunih ¢elija, i proinflamatorni citokini, koji
ukazuju na intenzivnu metabolicku aktivnost, ne dostiZu visoke nivoe za
vreme umerene fizi¢ke aktivnosti koja traje krace od 60 minuta. Hroni¢na
umereno intenzivna FA snizava mnoge proinflamatorne citokine (npr. C-
reaktivni protein i IL-1) i povecava koncentraciju antiinflamatornog citokina
(IL-10) u cirkulaciji, i na taj nac¢in odrzava nivoe neutrofila u fizioloskim
granicama i znacajno poboljSava imunitet na §ta ukazuje smanjena osetljivost
na virusne i bakterijske infekcije (Wang et al., 2020). Tokom aerobne fizicke
aktivnosti umerenog intenziteta koja traje krace od 60 minuta, povecava se
ukupna antipatogena aktivnost ne samo neutrofilnih granulocita, vec¢ i
tkivnih makrofaga paralelno sa poja¢anom recirkulacijom imunoglobulina,
citokina, NK ¢elija, citotoksi¢nih T ¢elija i nezrelih B ¢elija, koje igraju
kriti¢cnu ulogu u aktivnosti imunoloske odbrane (Nieman and Wentz, 2019).

Tes8ko je proceniti sve efekte razli¢itog intenzitete FA na imunski
sistem. Takode ostaje izazov da se otkrije efekat moguce imunosupresije ili
¢ak imunoprogresije izazvane uticajem drugih faktora koji povecavaju
osetljivost pojedinca na mikroorganizme, kao S$to je mentalni distres,
poremecaji sna, poremecaji u ishrani i redukcija esencijalnih hranljivih
materija. Zbog velikog broja faktora koji moduliraju odgovor imunskog
sistema na FA, ostaje upitna izolovana procena adekvatne uzro¢no-posledi¢ne
veze izmedu FA aktivnosti i funkcionisanja imunskog sistema, i nasa studija
je pokusala da da doprinos istraZivanju u ovoj oblasti.
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1.4.5. Medusobna povezanost fizicke aktivnosti i mentalnog distresa

Danas, veliki broj istrazivanja podrzava benefite FA na fizi¢ko zdravlje,
i empirijski zasnovane karakteristike aktivnosti su uspostavljene za
prevenciju i terapiju velikog broja poremecaja fizickog zdravlja tokom
zivotnog veka. Medutim, prednosti FA nisu ograni¢ene samo na komponente
fizickog zdravlja, kao i stanje bolesti. Fizi¢ka aktivnost je takode promovisana
kao sredstvo za unapredenje razli¢itih komponenti mentalnog zdravlja,
ukljuc¢ujuéi emocionalne poremecaje, stres, depresiju, anksioznost,
poboljsanje i ouvanje svih segmenata kognitivnih funkcija (White et al.,
2017).

Mentalni distres je globalni problem koji pogada milione ljudi Sirom
sveta. Stres, depresija, anksioznost, umor, nesanica, poremecaj kognitivnih
funkcija, emocionalni poremecaji su komponente poremecaja mentalnog
zdravlja. Studije su uporedile o¢ekivane zdravstveno povoljne efekte redovne
fizicke aktivnosti za poboljsanje mentalnog zdravlja sa drugim terapijama, na
primer, lekovima. Najnovija istrazivanja pokazuju da fizicka aktivnost i
vezbanje koje se koriste kao primarni ili sekundarni metod terapije imaju
znacajne pozitivne efekte u prevenciji ili ublazavanju simptoma depresije i
imaju antidepresivni efekat kod osoba sa neuroloskim oboljenjima (Adamson
et al., 2015; Kim et al., 2019). FA i veZbanje poboljsavaju kvalitet Zivota i
suocavanje sa stresom i jacaju sposobnost emocionalne regulacije,
samoposStovanja i socijalnih vestina, a takode smanjuju i minimiziraju
simptome anksioznosti i stresa (Kandola and Stubbs, 2020; Wu et al., 2022;
Failde-Garrido et al., 2022)

Meta- analiza koju su Pearce i saradnici publikovali, a koja je obuhvatila
vise od 190 hiljada ispitanika, je uocila da postoji znac¢ajna dozno-zavisna
veza izmedu FA i depresije. Dokazano je da u odnosu na ispitanike koji ne
upraznjavaju FA, oni koji uprazZnjavaju FA polovinu preporuc¢enog nedeljnog
obima 4,4 MET sati nedeljno (METh/nedelja) imaju 18% manji rizik od pojave
depresije. Ispitanici koji su upraznjavali preporuc¢en obim FA od 8,8 MET sati
nedeljno imali su ¢ak 25% manji rizik incidence depresije (Pearce et al., 2022).
Studija je pokazala da veci intenzitet FA nije doprineo povedanju zdravstveno
povoljnih efekata FA.

Pronadeni su i mnogobrojni dokazi o zastitnim efektima fizicke
aktivnosti u lefenju i minimiziranju simptoma anksioznosti. Schuch i
saradnici su u meta-analizu uklju¢ili preko 69.000 ucesnika, i dokazali da visi
nivoi fizicke aktivnosti znacajno smanjuju incidencu anksioznog napada
(Schuch et al., 2019).

Neka od predlozenih fiziolo8kih objasnjenja za poboljsanje mentalnog
zdravlja primenom fizi¢cke aktivnosti i veZbanja su veca perfuzija i poveéan
volumen mozga, povecan volumen hipokampusa, antiinflamatorni efekti
fizicke aktivnosti koji zna¢ajno smanjenju inflamaciju mozga kod mentalnih i
neuroloskih bolesti (Schuch and Vancampfort, 2021; Spielman et al., 2016).
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Fizi¢ka aktivnost takode moZe da posreduje u otpornosti na depresiju
izazvanu stresom preko receptora gama koaktivatora 1-alfa (PGC-1a)
aktiviranog proliferatorom skeletnih misiéa peroksizoma, povecavajuci
konverziju kinurenina u kinurenin kiselinu, Sto zauzvrat S§titi mozak i
smanjuje rizik od stresom izazvane depresije (Agudelo et al., 2014). Dalje,
povecano oslobadanje faktora rasta, endorfina i signalnih molekula su drugi
amplifikatori mentalnog zdravlja izazvani vezbanjem (Knochel et al., 2012).

Dokazano je da FA znacajno povecava aktivnost neurotrofnog faktora
iz mozga (engl.Brain-Derived Neurotrophic Factor-BDNF). Nedostaci u BDNF
signalizaciji, malom molekulu kojeg proizvode i luce neuroni, doprinose
patogenezi nekoliko najc¢e8¢ih i najznacajnijih mentalnih bolesti, kao $to su
depresija, anksiozni poremecaji, Sizofrenija i bipolarni poremecaji (Phillips,
2017). Fizicka aktivnost je posebno efikasna strategija za povecdanje nivoa
BDNF u cirkulaciji i poboljsanje funkcije mozga (Colucci-D'Amato et al,,
2020). Takode, ¢ini se da fizioloski stres, delimi¢no modulisan hipotalamuso-
hipofizno-nadbubreZnom osovinom (HHN), igra centralnu ulogu u nizu
psihijatrijskih stanja wukljucuju¢i anksioznost i poremecaje povezane sa
stresom. VeZzba uti¢e na stres i HHN osovinu, $to moZe doprineti njegovom
anksiolitickom efektu (Abelson et al., 2007).

Posto neuroni i leukociti infiltriraju svako tkivo u telu, nervni i imuni
sistem mogu igrati posebno vaznu ulogu u koordinaciji odgovora na FA i u
svim pozitivnim efektima na zdravlje koje razli¢iti modaliteti FA pruzaju.
Navodno je dokazano da FA moZe ublaZiti negativne efekte mentalnog
distresa, kao i poboljsati funkciju imunog sistema (Hawley et al., 2014).
Kompleksne neuronske mreze kontroliSu inicijaciju, intenzitet, trajanje i
zavrSetak FA, kao i odgovore svih sistema organa na FA. Medutim,
mehanizmi pomocu kojih nervi sistem moZe poboljSati funkcionalnost i
otpornost na bolesti razli¢itih sistema organa uglavnom su nepoznati.
Takode, potrebne su i dalje naucne studije kako bi se razgranicila uloga FA u
regulisanju inflamacije i poboljSanju odredenih komponenti imunoloske
funkcije.

Precizno definisanje na koji na¢in FA moduliSe aktivnost nervnih i
imunih ¢elija moze otkriti nove pristupe za smanjenje negativnih uticaja ovih
poremecaja po zdravlje, i nasa studija je po nasim saznanjima prva koja ce
pokusati da objasni kompleksu integraciju strukturnih promena neutrofilnih
granulocita koje mogu biti posledica medusobne kooperacije mentalnog
distresa i promenljivog intenziteta FA u populaciji sportista.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati da 1i postoji statisticki znacajna korelacija izmedu
teksturalnih parametara strukture i distribucije hromatina neutrofilnih
granulocita periferne krvi i nivoa mentalnog distresa kod sportista

2. Ispitati da 1li intenzitet fizicke aktivnosti sportista statisticki
znacajno uti¢e na povezanost strukture hromatina neutrofilnih granulocita
periferne krvi i nivoa mentalnog distresa kod sportista

3. Predloziti model zasnovan na metodama vestacke inteligencije i
masinskog ucenja koji bi mogao da na osnovu parametara strukturne
organizacije hromatina neutrofilnih granulocita periferne krvi utvrdi
postojanje mentalnog distresa kod sportista
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3. MATERIJAL I
METODOLOGIJA
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Period istrazivanja je planiran i sproveden u toku drugog dela 2021.
godine. Sva merenja i analize su obavljene u Laboratoriji za medicinu sporta
i terapiju vezbanjem, kao i u Laboratoriji za celularnu fiziologiju, Instituta za
medicinsku fiziologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Pre ukljud¢ivanja u istrazivanje, svi ispitanici su u pisanoj formi bili
detaljno informisani o samom cilju,svrsi i na¢inu na koji ¢e istrazivanje biti
sprovedeno, kao i o svim potencijalnim rizicima. Nakon detaljnog
informisanja, od svakog pojedinacnog ispitanika koji je bio spreman da
ucestvuje u studiji je dobijen pismeni, dobrovoljni pristanak. Istrazivanje je
dobilo dozvolu Eti¢ke komisije Medicinskog fakulteta u Beogradu, broj
1322/VII-17, i sprovedeno je u skladu sa Eti¢kim kodeksom i principima
Internacionalnog medicinskog udruzenja (Deklaracija iz Helsinkija) za
istraZzivanja na humanoj populaciji, ukljuc¢ujuéi istraZivanja na humanom
materijalu.

3.1. Izbor ispitanika i kriterijumi za podelu na grupe u istrazivanju

Studija preseka je obavljena na uzorku od 100 zdravih sportista,
studenata Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, koji su se
takmicili u Univerzitetskoj ligi. U studiji je ucestvovalo 60 ispitanika muskog
pola i 40 ispitanica Zenskog pola, prose¢ne starosti 22.8 * 2.2 godina.
Ispitanici su podeljeni na dve grupe od interesa na osnovu rezultata dobijenih
popunjavanjem upitnika.

Prvi kriterijum za podelu ispitanika je izvrSen prema rezultatima
dobijenih analizom strukturisanog, validiranog upitnika o proceni mentalnog
distresa (Lovibond and Lovibond, 1995; Jovanovic et al., 2014; Spitzer et al.,
2006; Rokvic, 2019; Gross and John, 2003; Popov et al., 2016). Dobijeni
rezultati su nam posluzili da na osnovu nivoa mentalnog distresa podelimo
ispitanike na dve grupe. Prva grupa ispitanika je imala fizioloSki nivo
mentalnog distresa, i u toj grupi je bilo ukupno 42 ispitanika. Druga grupa
ispitanika je imala povisen nivo mentalnog distresa, i u toj grupi je bilo 58
ispitanika.

Drugi kriterijum koji je bio uzet za klasifikaciju ispitanika na grupe je
procena intenziteta fizicke aktivnosti na osnovu rezultata dobijenih analizom
Medunarodnog upitnika fizi¢ke aktivnosti (International Physical Activity
Questionnaire - IPAQ) (The IPAQ Group, 2015; IPAQ Research Committee,
2005). Obradom odgovora iz upitnika, ispitanici su podeljeni u dve grupe
prema intenzitetu fizicke aktivnosti: ispitanici sa umerenim i visokim
intenzitetom fizi¢ke aktivnosti. U grupi umerenog intenziteta je bilo 38
ispitanika, a u grupi visokog intenziteta fizicke aktivnosti je bilo 62
ispitanika.

Pre zapocinjanja studije, svi ispitanici su popunjavali standardizovani

sportsko-medicinski upitnik koji se sastojao od 48 pitanja na koja je ispitanik
mogao odgovoriti sa da ili ne.

41



Pitanja u upitniku su se pre svega odnosila na sportsku anamnezu,
zatim medicinsku anamnezu koja je obuhvatala li¢nu, porodi¢nu, kao i
anamnezu po sistemima organa. Svaki pojedina¢ni odgovor koji je oznacen
kao potvrdan je na kraju upitnika bio detaljno obrazloZen. Na samom kraju
upitnika svi ispitanici su svojeru¢nim potpisom potvrdivali tac¢nost i
verodostojnost datih podataka. Popunjen, a zatim detaljno pregledan upitnik
je posluzio kao jedan od kriterijuma za definitivni izbor svih prijavljenih
ispitanika u studiji.

Inkluzioni kriterijumi za uceSc¢e u studiji su bili: obavezan status
studenta Medicinskog fakulteta, ¢lanstvo u Univerzitetskoj sportskoj ligi,
ucestalost treninga minimum tri puta nedeljno, uceSée na sportskim
utakmicama, intenzitet fizicke aktivnosti od najmanje 150 minuta umerene ili
75 minuta intenzivne fizicke aktivnosti nedeljno. Ekskluzioni kriterijumi su
bili: medicinska istorija mentalnih poremecdaja, pozitivha porodi¢na
anamneza mentalnih poremecaja, medicinska istorija hroni¢nih nezaraznih
sistemskih bolesti poput hipertenzije, dijabetesa, autoimunih bolesti,
upotreba alkohola, psihoaktivnih supstanci lekova i drugih sredstava koji
mogu da uti¢u na centralni nervni sistem poput anksiolitika i antidepresiva,
kao i niske ili poviSene vrednosti neutrofilnih granulocita (<40%; >70% u
relativnoj leukocitarnoj formuli).

3.2. Protokol prikupljanja podataka

Sve analize, merenja i ispitivanja su izvodena u prostorijama
Laboratorije za medicinu sporta i terapije vezbanjem, kao i Laboratorije za
celularnu fiziologiju Instituta za medicinsku fiziologiju, Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Merenja su se vrsila u prepodnevnim
¢asovima, izmedu 8:00 i 12:00 ¢asova. Na ovaj nacin je uticaj homeostaskog
cirkadijalnog ritma na parametre od znacaja bio minimalan. Sva merenja su
uvek bila sprovedena u strogo kontrolisanim ambijentalnim uslovima:
temperatura je odgovarala zoni komfora i bila je izmedu 18 i 22 °C,
atmosferski pritisak je iznosio 760 mmHg a relativna vlaZnosti vazduha je
bila maksimalno do 60% (iznosila je izmedu 30 i 60%). Sve analize, merenja i
preglede je iskljuc¢ivo izvodio jedan istraZivac¢, uvek na identi¢an nacin i pod
identi¢nim uslovima.

3.2.1 Antropometrijska merenja ispitanika

Za metodologiju procene telesne visine ispitanika (TV) su koriséene
smernice iz Internacionalnog bioloskog programa (IBP- International
Biological Programme), u kojem je jasno definisana standardizovana lista
antropometrijskih mera koje se odreduju prema uniformnoj proceduri
(Weiner and Lourie, 1981). Prema ovoj metodologiji tokom merenja TV svi
ispitanici su zauzimali jasno definisan polozaj tela: ispruZen, sastavljene i
jednako opterecene noge, sastavljene pete, stopala su u odnosu na pete bila u
divergentnom polozaju pod uglom od 60 stepeni, ruke su stajale uz telo, a
glava je bila u uspravnom poloZaju (nivo Frankfurtske horizontale).
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Za proceduru merenja TV Kkoristili smo standardni laboratorijski
visinometar (Seca 214 Portable Stadiometer, Cardinal Health, USA). Ovaj
visinomer predstavlja 210cm dugacku graduisanu, mernu Sipku ugaonog
profila sa pokretnim delom koji klizi celom duzinom visinomera. Pokretni
deo predstavlja horizontalni kliza¢ koji se prilikom merenja prislanja na jasno
definisanu antropometrijsku tacku na temenu - vertex ispitanika. Vrednosti
TV se nakon merenja direktno ocitavaju na otvoru horizontalnog mernog
kliza¢a. Merna skala je Stampana duz boc¢ne strane merne Sipke, S§to
omogucava lako ocitavanje rezultata prilikom merenja, ¢ime se garantuju
precizni rezultati. [Izmerene vrednosti telesne visine su prema matematickom
pravilu zaokruzivanja decimalnih brojeva, zaokruZivane na mnajbliZzu
vrednost, sa greSkom od + 0.5 cm.

Za procenu telesna mase ispitanika (TM), za odredivanje procenta
telesnih masti (BF%), kao i za odredivanje mase misi¢nog tkiva koriséena je
metoda bioimpedance (InBody 230 Body Composition Analyzer, Seoul, Korea).
Metodologija merenja prethodno opisanih parametara je zahtevala sledecu
proceduru: ispitanik je morao da stane bos na za to odredena mesta na vagi i
da u istom trenutku obuhvati levom i desnom Sakom elektrode koje su za to
predvidene. Nakon uno$enja relevantnih podataka o visini, uzrastu i polu
svakog ispitanika proces merenja je mogao da zapoc¢ne. Rezultati merenja
dobijani su u stampanoj formi na standardizovanom formularu proizvodaca.

3.2.2. Fizikalni pregled ispitanika

Na pocetku fizikalnog pregleda svim ispitanicima je wuraden
elektrokardiografski zapis u miru, nakon 3 minuta mirovanja u leZecem
polozaju, koriste¢i dvanaestokanalni elektrokardiograf (Cardioline Delta 3
Plus Digital ECG Machine, Italia), standardne brzine kretanja trake od 25
mm/s, da bi se iz istraZivanja iskljucili svi ispitanici kojima su utvrdene
signifikantne promene na EKG zapisu. Metodom po Korotkovu svim
ispitanicima su odredivane vrednosti arterijskog krvnog pritiska,
postavljanjem donje ivice manZetne 2cm iznad nivoa brahijalne arterije
obostrano, koris¢enjem sfingomanometra (GIMA S.p.a. Gessate, Italy)
(Samokhvalov et al., 2016). Za potrebe istrazivanja uvek su se uzimale vece
vrednosti arterijskog krvnog pritiska. Zatim su svi ispitanici bili podvrgnuti
kompletnom fizikalnom pregledu po sistemima organa (glava, vrat, grudni
kos, abdomen i ekstremiteti) metodama inspekcije, perkusije, palpacije i
auskultacije. Metodologija fizikalnog pregleda je obavljena prema
standardizovanoj proceduri (Lyle et al., 2012).

3.3. Gray Level Co-occurrence Matrix (GLCM) algoritam teksturalne
analize

Od svakog ispitanika je uzeta kap periferne krvi iz jagodice prsta,
postujuci sve mere asepse i antisepse. Krvni razmazi su bili fiksirani u
apsolutnom metanolu 3-5 min, a zatim obojeni modifikacijom Gimza metode
u skladu sa preporuc¢enim protokolom proizvodaca Sigma-Aldrich (Procedure
No. GS5-10) (Sigma-Aldrich, 2014).
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U ovom protokolu, filmovi fiksirani metanolom stavljeni su u
nerazblaZzenu Giemsu na 2 min, nakon ¢ega su stavljeni u dejonizovanu vodu
na 3 min. Nakon ispiranja u dejonizovanoj vodi, filmovi su osuSeni na
vazduhu. Jedna od varijanti ove Gimza metode je u prethodnim
istrazivanjima bila koriSéena za vizuelizaciju i kompjutersku teksturalnu
analizu hromatinske strukture imunskih ¢elija (Pantic et al., 2017).

Digitalne mikrografije struktura nuklearnog hromatina u JPG formatu
napravljene su koris¢enjem instrumenta TCA1000-C opremljenog Aptina
MT9J003 CMOS senzorom montiranim na OPTIC900TH trinokularni bioloski
mikroskop (COLO  LabEkperts, Novo Mesto, Slovenija). Dimenzije
mikrofotografija bile su 3.584 (Sirina) x 2.748 (visina) rezolucionih jedinica,
sa dubinom bita od 24. U ovom istrazivanju, po prvi put je koris¢en specifi¢an
pristup zasnovan na podeSavanjima akvizicije slike koja, prema nasim
dosadasnjim iskustvima, u velikoj meri povecava slozenost mikrografije, nivo
detalja i heterogenost, pruzajuci vise podataka za GLCM, u poredenju sa
pristupom koji je ranije koris¢en (Topalovic et al., 2021; Pantic¢ et al., 2019.).
Ova podesSavanja ukljuc¢uju temperaturu boje sa vrednos¢u od 4,828, nijansu
od 1,362, nijansu sa vrednoscéu 24, zasic¢enost od 78 i osvetljenost od 64.
Mikrografi su konvertovani u 8-bitni format sivih tonova za analizu teksture
(slika 3). GLCM analiza je obavljena u softveru Image] (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) i dodacima koje je razvio Julio E. Cabrera i
azurirao Tobi C. Cornish (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/tekture.html).
Analizirano je ukupno 1.000 regiona od interesa (ROI) reprezentativnih
struktura hromatina neutrofila (10 po ispitaniku). GLCM analiza teksture ima
za cilj da opiSe karakteristike teksture objekta na slici analizom kombinacija
intenziteta sive na odredenim pozicijama na kojima se nalaze jedna u odnosu
na drugu na slici (slika 4) (Topalovic et al., 2021). Statisticka analiza teksture
se stoga moze klasifikovati u statistiku prvog, drugog i viseg reda prema
broju tacaka intenziteta (piksela) u svakoj kombinaciji (Carstensen, 1992).

- A

Slika 3. Mikrografi neutrofilnih granulocita su konvertovani u 8-bitni
format sivih tonova za analizu teksture. Dve ¢elije koje su vidljive na ovoj
slici, iako su morfoloski sli¢ne, imaju razli¢ite vrednosti GLCM kontrasta,
ASM i IDM (publikovano u Topalovic et al., 2021)
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Slika 4. Prilikom formiranja matrice ko-pojavljivanja, svakoj
rezolucionoj jedinici se dodeljuje vrednost na osnovu njenog intenziteta
sivog, nakon cega se parovi vrednosti analiziraju koriS¢enjem sloZenog
matemati¢kog algoritma. Ovo je pojednostavljen prikaz jedinica rezolucije
koje imaju samo cetiri moguca intenziteta sive boje (0-3) (publikovano u
Topalovic et al., 2021)

GLCM analiza teksture predstavlja algoritam koji je zasnovan na
statistici drugog reda pri ¢emu smo izracunavali sledece vrednosti: angularni
drugi momenat (ASM), inverzni momenat razlike (IDM), GLCM kontrast
(CON), testuralnu korelaciju (COR) i GLCM varijansu (VAR). Sve parametre
u istrazivanju smo izra¢unavali prema sledeé¢im formulama:

ASM= 3 3 1p(i, ))}?
L
1. Angularni drugi momenat (ASM) se kao parametar izracunava

sumiranjem kvadratnih vrednosti svakog elementa u GLCM matrici, gde i i j
predstavljaju koordinate matrice (Jordanova et al., 2022)

IDM=Y Y—
i

2. Izra¢unavanje inverznog momenta razlike (IDM), u ovoj formuli, (ij)
predstavlja razliku izmedu vrednosti sivog nivoa dva susedna piksela, a 1 se
dodaje imeniocu da bi se izbeglo deljenje sa nulom. Koriste¢i inverznu
kvadratnu razliku izmedu vrednosti nivoa sivog, IDM daje vecéu tezinu
parovima piksela koji su bliZzi po vrednosti, §to ukazuje na ujednaceniju ili
homogeniju teksturu. IDM meri lokalnu homogenost slike. Ucestalost
istovremene pojave parova piksela se povecava kada su oni blizu vrednosti

45

1+(L 7)2 P( '])



sive skale i na taj na¢in povecava IDM vrednost. Zbog teZinskog faktora (1 +
(i —j) 2) - 1), ishod je mali doprinos nehomogenih oblasti i = j. Rezultat je
niska IDM vrednost za nehomogene slike i relativno viSa vrednost za
homogene slike. IDM se krec¢e izmedu 0i 1 (Yang et al., 2012)

CON =Y Y(i - j)kPd[i,j]n
1]

3. GLCM kontrast (CON) u osnovi procenjuje razliku u vrednostima sive
izmedu dve susedne rezolucione jedinice. On je obrnuto proporcionalan
momentu inverzne razlike jer procenjuje heterogenost strukture. Zbog toga,
ova statisticka mera ¢e se povecavati ukoliko budu postojale lokalne

promene u strukturi hromatina, kao $to je promena euhromatina u
heterohromatin.

Yixj (ij)—pxpy
O'Xo'y

COR =

4. Teksturalna korelacija (COR) je teksturalni parametar koji prilikom
kalkulacije preradunava srednje vrednosti intenziteta sivih rezolucionih
jedinica (p) i standardne devijacije (0) za odgovarajudi smer (x) i (y) u matrici.
Formula izra¢unava kovarijansu izmedu vrednosti intenziteta sive boje
susednih piksela, normalizovanih njihovim standardnim devijacijama.
Korelacija moZe imati vrednost od -1 do +1. Kada teksturna organizacija
jedinica rezolucije nije u korelaciji, oznac¢ava se sa 0, dok vrednosti +1 i -1

ukazuju na savrSenu pozitivnu ili negativnu korelaciju (Jordanova et al,,
2022)

VAR= S i - p)? (i)
L]

5. Parametar GLCM varijanse (VAR) se izra¢unava uzimanjem zbira
kvadratne razlike izmedu svake vrednosti intenziteta sive boje i srednje
vrednosti intenziteta nivoa sive boje matrice ko-pojavljivanja, pomnoZene
odgovarajuéom  normalizovanom  vredno$¢u  matrice  istovremenih
pojavljivanja. Drugim re¢ima, meri koliko su elementi matrice istovremenog
pojavljivanja na sivom nivou wudaljeni od prose¢ne vrednosti matrice.
Prethodne publikacije su potvrdile da GLCM varijansa predstavlja jedan od
najsenzitivnijih parametara GLCM analize, posebno kada se radi o strukturnim
diskretnim promenama u citoarhitekturi celije, kao i promenama u tkivnoj
heterogenosti (Zhang et al., 2017)
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3.4. Metode za procenu mentalnog distresa

Svi ispitanici su bili zamoljeni da popune validirani, strukturisani
upitnik koji se sastojao od 3 dela. Prvi deo upitnika je predstavljala Skala
depresivnosti, anksioznosti i stresa DASS-21 (Depression Anxiety Stress Scales)
¢ija je validacija na srpski jezik prethodno obavljena (Jovanovic et al., 2014).
DASS-21 skala je predstavljala alat kojim smo vr$ili procenu tri posebne, ali
usko povezane komponente mentalnog distresa: depresivnost, anksioznost i
stres. Analizom dobijenih rezultata putem ove skale merili smo teZinu
mentalnog distresa. Skala se sastoji od 21 stavke koje su ocenjene na
Likertovoj skali od ¢etiri tacke u rasponu od 0 (uopSte se ne odnosi na mene
- nikada) do 3 (veoma cesto se odnosi na mene - skoro uvek) (Jebb et al.,
2021). Da bi se analizirala DASS-21 skala, rezultati za svaku podskalu
(depresija, anksioznost i stres) se izratunavaju odvojeno sumiranjem
rezultata stavki koje pripadaju svakoj podskali. Rezultati podskale se mogu
kretati od 0 do 21, pri ¢emu visi rezultati ukazuju na teZe simptome depresije,
anksioznosti ili stresa. Ukupan rezultat smo izrac¢unavali sumiranjem
pojedinac¢nih rezultata svake od 21 stavki, ¢ime smo dobili opstu meru
mentalnog distresa. Ukupan rezultat je mogao da se krece u rasponu od 0 do
63, pri ¢emu su visi rezultati ukazivali na veci nivo mentalnog distresa.

Drugi deo upitnika je predstavljala skala za procenu generalizovane
anksioznosti GAD-7 (Generalized anxiety disorder) ¢ija je validacija na srpski
jezik prethodno obavljena (Rokvic, 2019). Skrining upitnik GAD-7 je
specijalno dizajniran da moZze sa velikom ta¢nos¢u da prepozna i meri
hroni¢no i postojano osecanje zabrinutosti koje je senzitivniji alat za procenu
od DASS-21 skale. GAD-7 skalu smo koristili za procenu i merenje tezine
simptoma povezanih sa generalizovanim anksioznim poremecdajem. Skala
sadrzi 7 pitanja. Svako pitanje se odnosi na to koliko ih je, tokom poslednje 2
nedelje, opteredivao svaki od 7 osnovnih simptoma generalizovanog
anksioznog poremecaja. Opcije odgovora su bile ,uopste ne”, ,nekoliko
dana”, ,duZze od sedam dana” i ,skoro svaki dan”, ocenjene sa 0, 1, 2 i 3,
respektivno. Prema analizama odgovora, rezultati GAD-7 skale se kre¢u od 0
do 21, pri ¢emu ocene od >5, 210 i 215 predstavljaju blage, umerene i teske
nivoe simptoma generalizovanog anksioznog poremecaja (Lowe et al., 2008).

Treé¢i deo wupitnika je obuhvatio skalu za procenu emocionalne
regulacije ERQ (Emotion Regulation Questionnaire) ¢ija je verzija na srpskom
jeziku prethodno takode validirana (Popov et al., 2016). Ovom skalom koja
sadrzi 10 pitanja su kvantifikovana dva modaliteta emocionalne regulacije
koji su usko povezani sa mentalnim distresom: kognitivna preformulacija (6
pitanja) i emocionalna supresija (4 pitanja) (Sorman et al., 2022). Stavke se
ocenjuju na Likertovoj skali od sedam tacaka, u rasponu od 1 (= potpuno
neta¢no) do 7 (= potpuno tac¢no) (Jebb et al., 2019). Stavke u podskali
kognitivne preformulacije mere sklonost pojedinca da kognitivno preoblikuje
ili reinterpretira emocionalne dogadaje kako bi regulisao svoje emocionalne
reakcije.
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Stavke u podskali emocionalne supresije mere sklonost pojedinca da
inhibira ili potisne svoje emocionalne reakcije (Sorman et al., 2022). Da bi
analizirali ERQ skalu, neophodno je izrac¢unati rezultate za svaku podskalu,
sumiranjem odgovora na relevantna pitanja. Vis$i rezultati na subskali
kognitivne preformulacije ukazuju na vecdu upotrebu ovog elementa kao
strategije za regulisanje emocija, dok visi rezultati na subskali emocionalne
supresije ukazuju na vedu upotrebu potiskivanja emocija kao regulatorne
strategije. Rezultati se uporedjuju sa normama (Sorman et al., 2022).

3.5. Procena intenziteta fizicke aktivnosti

U na$oj studiji smo kao alat za procenu intenziteta fizi¢ke aktivnosti
koristili kratku formu Medunarodnog upitnika o fizickoj aktivnosti (engl.
IPAQ - International Physical Activity Questionnaire). Validacija upitnika za
populaciju u Srbiji je prethodno uradena (Stojmenovi¢ and Milosavljevié,
2017). IPAQ je upitnik koji se sastoji od sedam pitanja dizajniranih da procene
intenzitet fizicke aktivnosti u prethodnih sedam dana. Pitanja su grupisana u
tri kategorije:

1. Aktivnosti napornog intenziteta: Pitanja 1-2 ispituju o duZini
vremena provedenog u aktivnostima napornog intenziteta tokom prethodnih
sedam dana, ukljucujué¢i aktivnosti kao Sto su podizanje tereta, kopanje,
aerobik ili brza voznja bicikla.

2. Aktivnosti umerenog intenziteta: Pitanja 2-4 ispituju o duZini
vremena provedenog u aktivnostima umerenog intenziteta tokom prethodnih
sedam dana, ukljuc¢ujuc¢i aktivnosti kao Sto su voznja bicikla umerenim
naporom, ples, plivanje ili noSenje lakih tereta.

3. Aktivnosti niskog intenziteta - Setnja i sedenje: Pitanja 5-7 se odnose
na duzinu vremena provedenog u Setnji i sedenju tokom prethodnih sedam
dana, kako u svrhe prevoza, tako tokom slobodnog vremena.

Protokol administracije, uputstva i sva objasnjenja koja je trebalo dati
ispitanicima su standardizovana. Pre popunjavanja upitnika, svim
ispitanicima je detaljno objasnjena procedura davanja odgovora. Akcenat je
stavljen na uslov da se evidentiraju samo fizicku aktivnost u kojoj su
ucestvovali najmanje 10 min u pojedinac¢noj sesiji. Za svako pitanje, od
ispitanika se traZilo da navedu broj dana u nedelji i duZzinu vremena tokom
dana koji su proveli u navedenoj aktivnosti. Ukupna duZina vremena
provedenog u svakoj kategoriji aktivnosti izra¢unava se mnoZenjem broja
dana u nedelji sa duZinom vremena dnevno, a ukupan intenzitet fizicke
aktivnosti izradunavao se sabiranjem vremena provedenog u svakoj
kategoriji. Prema IPAQ MET metodi ocenjivanja intenziteta fizi¢ke aktivnosti,
ukupan skor fizi¢ke aktivnosti (FA skor) za svaki intenzitet FA napornog,
umerenog i niskog intenziteta je izra¢unatiizrazen u MET minutima nedeljno
(MET.min.ned-1)(Tabela 4) (Papathanasiou et al., 2009).
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MET (engl.Metabolic Equivalent of Task) predstavlja internacionalnu
jedinicu koja se koristi za procenu potrosSnje energije tokom fizic¢kih
aktivnosti (Mendes et al., 2018). Jedan MET se definiSe kao koli¢ina energije
koja se tro8i u mirovanju, Sto je priblizno 3,5 mililitara kiseonika po
kilogramu telesne teZine u minuti (mL.kg-'min-!) (Ainsworth et al., 2011).

Na osnovu ovih uputstava, ukupan skor naporne fizicke aktivnosti je
dobijen tako Sto se vreme utroSeno za obavljanje naporne fizi¢ke aktivnosti u
proteklih 7 dana pomnoZilo sa korekcionim faktorom 8 MET. Ukupan skor
umerene fizi¢ka aktivnosti je dobijen tako §to se vreme utroSeno za obavljanje
umerene fizi¢cke aktivnosti u proteklih 7 dana pomnozilo sa korekcionim
faktorom 4 MET, a ukupan skor fizi¢cke aktivnosti niskog intenziteta je dobijen
tako Sto se vreme utroSeno za obavljanje niske fizicke aktivnosti u proteklih
7 dana pomnozilo sa korekcionim faktorom 3.3. Na taj nac¢in su skorovi
naporne, umerene i fizicke aktivnosti niskog intenziteta izrac¢unati za svakog
ispitanika pojedina¢no. Ukupan skor fizicke aktivnosti je izra¢unat na osnovu
zbira naporne, umerene i fizicke aktivnosti niskog intenziteta (tabela 4). Na
osnovu skora ukupne i/ili naporne fizicke aktivnosti, svi ispitanici mogu biti
klasifikovani u tri kategorije intenziteta fizi¢ke aktivnosti: visok, umeren i
nizak intenzitet (Stojmenovié¢ and Milosavljevi¢, 2017).

U nasoj studiji, ispitanici su prema kriterijuma za klasifikaciju fizicke
aktivnosti na osnovu skorova IPAQ analize bili podeljeni u dve kategorije:
prva grupa sportista koja su klasifikovani u kategoriju umerene fizicke
aktivnosti (pojedini¢ni skor naporne FA > 480 MET.min.ned-! ili ukupan skor
FA = 600 MET.min.ned-'i druga grupa sportista kod kojih je utvrden visok
nivo fizi¢ke aktivnosti (pojedinaé¢ni skor naporne FA 1500 MET.min.ned-! ili
ukupna vrednost FA >3 000 MET.min.ned1)

Tabela 4. Skorovanje fizicke aktivnosti prema IPAQ vodic¢u i kriterijumi
za klasifikacija fizicke aktivnosti (preuzeto i prevedeno iz Papathanasiou G.
et al., 2009)

A. Skorovanje fizicke aktivnosti-FA

Skor naporne FA = 8MET x (broj dana sa napornom FA) x (dnevno minuta
provedenih u napornoj FA)

Skor umerene FA = 4MET x (broj dana sa umerenom FA) X (dnevno minuta
provedenih u umerenoj FA)

Skor niske FA = 3.3MET x (broj dana sa niskom FA) X (dnevno minuta
provedenih u niskoj FA)

Ukupan skor FA = Vrednost naporne FA + Vrednost umerene FA + Vrednost
niske FA

Sve vrednosti FA su izrazene u MET.min.ned-!
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Svim ispitanicima je naglaSeno da zabeleze samo FA u trajanju od najmanje
10 minuta

Za upisane FA koje su trajale manje od 10 minuta dnevno registrovana je
vrednost 0 minuta dnevno

Za upisane FA koje su trajale vise od 180 minuta dnevno registrovana je
vrednost od 180 minuta dnevno

Sva pitanja sa nepopunjenim informacjiama za broj dana ili vreme
provedeno u odredenoj FA nisu analizirana, kao i pitanja sa odgovorima
,hisam siguran” ili ,ne znam”

B. Kriterijumi za klasifikaciju fizicke aktivnosti

Nizak nivo FA: Ukupan skor FA < 600 MET.min.ned-!

Umeren nivo FA: Pojedini¢ni Skor naporne FA 2 MET.min.ned-'ili
Ukupan skor FA 2 MET.min.ned-!.

Visok nivo FA: Pojedinac¢ni skor naporne FA > 1500 MET.min.ned-1ili
Ukupna vrednost FA = 3 000 MET.min.ned-!

3.6. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka je obavljena u SPSS programu (v25.0, IBM
korporacija, Cikago, IL, USA). Normalnost distribucije rezultata je testirana
Kolmogorov - Smirnovljevim testom. U zavisnosti od normalnosti raspodele
i parametarske prirode podataka, korelaciona analiza je obavljena
odredivanjem Pirsonovog ili Spirmanovog korelacionog koeficijenta. Modeli
masinskog wucenja su razvijeni u ,Scikit-Learn” biblioteci za ,Python”
programski jezik. Radi implementacije koda ove biblioteke koris¢ena je
,Jupyter Notebook” platforma u okviru ,Google Colaboratory” projekta.
Nivo statisticke znacajnosti je bio p<0.05 (statisticki znacajna razlika),
odnosno p<0.01 (visoka statisticka znacajnost).
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4.1. Demografske karakteristike ispitanika, antropometrijske mere,

intenzitet fizicke aktivnosti i rezultati testova za procenu mentalnog
distresa

U naSem istrazivanju je ucestvovalo ukupno 100 ispitanika, od toga 40
zenskog i 60 muskog pola.

Zenski pol
40%

Muski pol
60%

Grafikon 1. Udeo Zenskog i muskog pola u ispitivanom uzorku.
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Grafikon 2. Raspodela ucestalosti starosti ispitanika u uzorku.

Prose¢na starost ispitanika u studiji je iznosila 22.8+2.2 godine,
najmladi ispitanik je imao 18 godina, a najstariji 28 godina. Kod ispitanika
muskog pola, prose¢na starost je bila 23.1+2.1 godinu, a kod ispitanika
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zenskog pola 22.3+2.1 godinu. Prose¢na telesna masa ispitanika bila je
78.7+16.1kg, a visina 181.6+8.8cm. Srednji indeks telesne mase je bio 23.7+3.4.
Procenjeno je da je srednji udeo masti u telesnoj kompoziciji ispitanika bio
18.5£7.9% a misica 46.1+5.3%.

Tabela 5. Demografske i antropometrijske karakteristike ispitanika
(n=100)

Starost (godina) 18 28 22.8

Telesna visina (cm) 161 200 181.7 8.8
Telesna masa (kg) 49 120 78.7 16.1
BMI (kg/m?) 17.6 35.1 23.7 3.4
Y%masti 3.0 42.3 18.5 7.9
%misica 31.6 57.2 46.2 5.3

X - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna devijacija; Med - medijana; Min - najmanja vrednost
parametra; Max - najveca vrednost parametra

Tabela 6. Demografske i antropometrijske karakteristike prikazane u
odnosu na pol ispitanika (n=100)

Starost (godina) 23.1 2 1 0 .0 <0.01**
Z 22.3 2.1 18.0 26.0

Telesna visina (cm) M 187.4 5.4 176.0 200.0 <0.01**
z 173.1 5.5 161.0 184.0

Telesna masa (kg) M 88.4 12.3 62.0 120.0 <0.01**
Z 64.3 8.5 49.0 88.0

BMI (kg/m2) M 25.1 3.1 17.7 35.1 <0.01**
z 21.4 2.6 17.6 30.8

%masti M 14.8 7.0 3.0 35.8 <0.01**
z 24.0 5.7 13.0 42.3

%misi¢a M 48.9 4.2 36.9 57.2 <0.01**
z 42.0 3.9 31.6 56.7

*p<0,05. X - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna devijacija; Med - medijana; Min - najmanja
vrednost parametra; Max - najveca vrednost parametra
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Prema rezultatima IPAQ wupitnika, skor naporne fizicke aktivnosti
iznosio je 1429.9+1141.9 MET.min.ned-!, skor umerene fizi¢ke aktivnosti
650.0+647.2 MET.min.ned-! a skor fizicke aktivnosti niskog intenziteta
1680.7+1034.4 MET.min.ned-!- Prosec¢an ukupan broj MET minuta nedeljno je
iznosio 3754.241776.5. Prema IPAQ kriteriju =za Kklasifikaciju fizicke
aktivnosti, umeren nivo intenziteta FA je procenjen kod 38 ispitanika, dok je
visok nivo intenziteta FA procenjen kod 62 ispitanika.

Srednja vrednost skora za anksioznost izracunata uz pomoé¢ GAD-7
upitnika je iznosila 2.1+3.1. Prose¢na vrednosti ERQ skorova su bile 4.42+1.09
za kognitivnu preformulaciju, odnosno 3.61+1.19 za emocionalnu supresiju.
Srednje vrednosti DASS skorova su iznosile 5.9+7.5 za anksioznost, 5.1+9.4,
odnosno 18.5+14.6 za mentalni distres. Nakon obavljene korelacione analize,
nije detektovana statisticki znacajna povezanosti izmedu skorova za fizi¢ku
aktivnost i nivoa anksioznosti, depresije i mentalnog stresa kod ispitanika
(p>0.05). Takode, nije bilo statisti¢ki zna¢ajne povezanosti izmedu intenziteta
fizicke aktivnosti i stepena kognitivne preformulacije, odnosno emocionalne
supresije (p>0.05).
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Grafikon 3. Plotovane vrednosti skale emocionalne regulacije - skora
emocionalne supresije i umerenog intenziteta fizicke aktivnosti. Nije
utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost.
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Grafikon 4. Plotovane vrednosti skale emocionalne regulacije - skora
kognitivne preformulacije i visokog intenziteta fizicke aktivnosti. Nije
utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost.
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Grafikon 5. Plotovane vrednosti skora za procenu generalizovane
anksioznosti (GAD-7) i umerenog intenziteta fizicke aktivnosti. Nije nadena
statisticki znac¢ajna povezanost.
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Grafikon 6. Plotovane vrednosti skora za procenu generalizovane
anksioznosti (GAD-7) i visokog intenziteta fizicke aktivnosti. Nije nadena
statisticki znacajna povezanost.
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Grafikon 7. Plotovane vrednosti skora skale depresivnosti, anksioznosti
i stresa (DASS-21) i umerenog intenziteta fizicke aktivnosti. Nije nadena
statisticki znacajna povezanost.
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4.2. Teksturalni indikatori neutrofilnih granulocita i njihova
povezanost sa intenzitetom fizicke aktivnosti i rezultatima mentalnog
distresa

Prose¢na vrednost angularnog drugog momenta jedarne strukture
neutrofilnih granulocita periferne krvi iznosila je 0.0008+0.0002, dok je
srednja vrednost inverznog momenta razlike iznosila 0.202+0.005. Angularni
drugi momenat i inverzni momenat razlike su bili u statisticki znacajnoj
korelaciji (p<0.01) Sto je ocekivano i potvrduje metodoloSku ispravnost
analize, imajué¢i u vidu da oba parametra kvantifikuju odredene aspekte

teksturalne homogenosti (angularni drugi momenat uniformnost, a inverzni
momenat razlike lokalnu homogenost).
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Grafikon 8. Plotovane vrednosti angularnog drugog momenta i
inverznog momenta razlike jedarne strukture neutrofilnih granulocita

periferne krvi. Detektovana je statisticki visoko znacajna povezanost
(p<0.01).

Proseé¢ne vrednosti teksturalnog kontrasta jedarne strukture
neutrofilnih granulocita periferne krvi iznosila je 32.1+1.7, a teksturalne
korelacije 0.001+£0.0006. Prose¢na vrednost teksturalne varijanse jedarne
strukture je bila 1341.8+303.6. Identi¢cno kao i kod vrednosti angularnog
drugog momenta i inverznog momenta razlike, i ovde su detektovane
statisticki visoko znacajne korelacije koje verifikuju metodolosku validnost
GLCM algoritma.
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Grafikon 9. Dijagram stabljike i lista vrednosti angularnog drugog
momenta u uzorku.
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Grafikon 10. Histogram distribucije frekvencija inverznog momenta
razlike u uzorku.
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Grafikon 11. Dijagram stabljike i lista vrednosti teksturalnog kontrasta

jedarne strukture.
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Grafikon 12. Histogram distribucije frekvencija teksturalnog kontrasta

jedarne strukture u uzorku.
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Grafikon 13. Histogram distribucije frekvencija teksturalne varijanse
jedarne strukture u uzorku.

Detektovana je statisticki visoko znacdajna negativna korelacija izmedu
vrednosti inverznog momenta razlike jedarne strukture mneutrofilnih
granulocita i DASS-21 skora (r=-0.61, p<0.01). Sli¢na, takode negativna i
statisticki visoko signifikantna korelacija je pronadena izmedu ovog skora i
angularnog drugog momenta (r=-0.47, p<0.01). Sa druge strane, GLCM
kontrast je bio pozitivno povezan sa ovim skorom, a povezanost je takode bila
statisticki visoko znacajna (r=+0.61, p<0.01).

Nivo anksioznosti meren GAD-7 skorom je takode bio statisti¢ki
znacajno povezan sa teksturalnim indikatorima jedarne strukture
neutrofilnih granulocita periferne krvi. Utvrdena je statisticki visoko
znacajna negativna korelacija izmedu angularnog drugog momenta i nivoa
anksioznosti (r=-0.34, p<0.01). Sumarno, povecanje nivoa anksioznosti je u
uzorku bilo pracdeno smanjenjem teksturalne uniformnosti jedra neutrofilnih
granulocita, i obratno, ispitanici sa smanjenim nivoom anksioznosti su imali
veéi nivo teksturalne uniformnosti jedra ovih celija. Sli¢na, ali jo$ jaca
negativna korelacija je utvrdena izmedu GAD-7 skora i inverznog momenta
razlike jedarne strukture (r=-0.39, p<0.01).
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Grafikon 14. Plotovane vrednosti inverznog momenta razlike jedarne
strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi i skora za procenu
generalizovane anksioznosti (GAD-7). Detektovana je statisti¢ki visoko
znacajna povezanost (p<0.01).

Sa druge strane, veoma jaka ali pozitivna, statisticki visoko
signifikantna korelacija je detektovana izmedu teksturalnog kontrasta
jedarne strukture ¢elija i nivoa anksioznosti merene GAD-7 skalom (r=+0.38,
p<0.01). Drugim recima, sa povecanjem nivoa anksioznosti, doslo je do
povecanja vrednosti teksturalnog kontrasta i obratno. Nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu anksioznosti i vrednosti teksturalne varijanse jedra
neutrofilnih granulocita (r=0.09, p>0.05). Takode, nije utvrdena statisticki
znacajna korelacija izmedu anksioznosti i teksturalne korelacije jedra kao
parametra GLCM analize (r=-0.12, p>0.05).
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Grafikon 15. Plotovane vrednosti teksturalnog kontrasta jedarne
strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi i skora za procenu
generalizovane anksioznosti (GAD-7). Detektovana je statisti¢ki visoko
znacajna povezanost (p<0.01).
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Grafikon 16. Plotovane vrednosti teksturalne varijanse jedarne
strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi i skora za procenu
generalizovane anksioznosti (GAD-7). Nije detektovana statisticki znacajna
povezanost (p>0.05).
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Grafikon 17. Plotovane vrednosti inverznog momenta razlike jedarne
strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi i nivoa kognitivne
preformulacije. Nije detektovana statisti¢ki znacajna povezanost (p>0.05).
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Grafikon 18. Plotovane vrednosti teksturalnog kontrasta jedarne
strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi i nivoa emocionalne
supresije. Nije detektovana statisti¢ki znac¢ajna povezanost (p>0.05)
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Kada su u pitanju rezultati vezani za emocionalnu regulaciju, nije
utrvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu nivoa kognitivne
preformulacije i teksturalnih parametara jedarne strukture neutrofilnih
granulocita. Ovo se odnosi kako na parametre homogenosti (angularni drugi
momenat i inverzni momenat razlike) tako i na ostale GLCM indikatore
(teksturalni kontrast, korelacija i varijansa). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za
povezanost emocionalne supresije sa teksturalnim indikatorima.
Emocionalna supresija nije bila u statisti¢ki znacajnoj korelaciji ni sa jednim
GLCM indikatorom jedarne strukture neutrofilnih granulocita.

Intenzitet fizicke aktivnosti nije bio u statisti¢ki znacajnoj korelaciji sa
GLCM parametrima jedarne strukture neutrofilnih granulocita periferne krvi.
Nije detektovana statisticki znacajna povezanost izmedu umerenog
intenziteta fizicke aktivnosti i indikatora teksturalne homogenosti i
uniformnosti jedra (p>0.05). Takode nije utvrdena statisti¢cki znacajna
povezanost izmedu visokog intenziteta fizicke aktivnosti i parametara
teksturalne homogenosti, kontrasta i varijanse hromatina neutrofilnih
granulocita (p>0.05).
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Grafikon 19. Plotovane vrednosti angularnog drugog momenta jedarne
strukture neutrofilnih granulocita i umerenog intenziteta fizi¢ke aktivnosti.
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Grafikon 20. Plotovane vrednosti inverznog momenta razlike jedarne
strukture neutrofilnih granulocita i visokog intenziteta fizi¢ke aktivnosti.

4.3. Model masinskog ucenja zasnovan na algoritmu ,slu¢ajnih Suma”“

U ovom istraZzivanju predloZili smo model masinskog ucenja zasnovan
na regresor algoritmu ,sluc¢ajnih Suma” (engl. ,random forest regressor”) koji
ima potencijalnu primenu u predikciji anksioznosti i mentalnog stresa na
osnovu GLCM indikatora jedarne strukture neutrofilnih granulocita periferne
krvi. Model je napravljen u ,Scikit-learn” biblioteci koriste¢i Python
programski jezik. Treniranje i testiranje modela je uradeno u okviru ,Jupyter
Notebook” platforme kao deo ,Google Colaboratory” projekta.
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from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor

from sklearn.datasets import make_classification

from sklearn.model_selection import train_test_split

from sklearn import metrics

from sklearn.metrics import mean_squared_error, r2_score

from sklearn.metrics import RocCurveDisplay

from sklearn.model_selection import GridSearchCV

X= df[[ 'asm', 'con', 'cor', 'idm', ‘'var' ]]

y = df['dass - s']

X_train, X_test, y_train, y_test = train_test_split(X, y, test_size=0.2)

rf = RandomForestRegressor(n_estimators=100, random_state=42)
rf.fit(X_train, y_train)

y_pred = rf.predict(X_test)
mse = mean_squared_error(y_test, y pred)
r2 = r2_score(y_test, y_pred)

print(f"Mean squared error: {mse:.2f}")
print(f"R-squared score: {r2:.2f}")

Slika 5. Primer dela Python koda za treniranje i testiranje modela
masinskog ucenja zasnovanog na algoritmu ,sluc¢ajnih Suma”

Model je razvijen na osnovu RandomForestRegressor modula u Scikit-
Learn biblioteci. Za razliku od klasifikatora kod kojeg je izlazna varijabla
obi¢no dihotomna, kod regresora, izlaz predstavlja varijablu na racionalnoj
skali (u ovom slucaju skor). U na$oj studiji su kao ulazni podaci koris¢ene
vrednosti svih pet GLCM indikatora: angularnog drugog momenta, inverznog
momenta razlike, teksturalne korelacije, kontrasta i varijanse.

Od svih rezultata dobijenih ispitivanjem testova za procenu mentalnog
distresa, model zasnovan na algoritmu ,slucajnih Suma” je pokazao najbolje
performanse prilikom predvidanja nivoa anksioznosti kvantifikovanog GAD-
7 testom. Utvrdeno je da ovaj model masinskog uc¢enja ima srednju kvadratnu
gresku (engl. ,mean squared error”- MSE) od 7.07 i R-kvadratni skor od 0.34.
MSE meri prose¢nu kvadratnu razliku izmedu predvidenih vrednosti i realno
izmerenih vrednosti. U ovom slucaju, vrednost MSE od 7.07 je ukazala na to
da su predvidanja modela prosec¢no odstupila za 7.07 jedinica od stvarnih
vrednosti. U nasoj studiji, R-kvadratni skor je pokazao koliko dobro model
odgovara podacima, sa vrednostima koje se krecu od 0 do 1. U ovom slucaju,
R-kvadratni skor od 0.34 ukazuje na to da model objasnjava 34% varijabilnosti
ciljne varijable. Ovo se ¢esto tumaci kao ,umerena” performansa modela sa
prostorom za buducde poboljSanje (npr. uz povecanje uzorka ili dodatnu
hiperoptimizaciju parametara).
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importances = rf.feature_importances_
indices = np.argsort(importances)[::-1]

# Print the feature ranking
print("Feature ranking:")

for f in range(X_train.shape[1]):
print(f"{f+1}. {X_train.columns[indices[f]]} ({importances[indices[f]]})")

# Plot the feature importances of the forest
plt.figure()
plt.title("Feature importances")
plt.bar(range(X_train.shape[1]), importances[indices],
color="r", align="center")
plt.xticks(range(X_train.shape[1]), X_train.columns[indices], rotation=909)
plt.xlim([-1, X_train.shape[1]])
plt.show()

Slika 6. Primer dela Python koda za utvrdivanje prediktorne vrednosti
pojedinih wulaznih varijabli tokom stvaranja modela masinskog ucenja
zasnovanog na algoritmu ,slu¢ajnih Suma”

Nakon utvrdivanja R-kvadratnog skora, izvrSeno je rangiranje ulaznih
varijabli prema njihovoj vaznosti za performanse modela. Rezultati pokazuju
da inverzni momenat razlike ima najvecu vaZnost sa skorom od 0.406, zatim
sledi teksturalni kontrast (0.177), angularni drugi momenat (0.170),
teksturalna korelacija (0.133) i teksturalna varijansa sa najmanjim stepenom
vaznosti za funkcionisanje modela (0.114).
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Grafikon 21. Rangiranje wulaznih varijabli prema njihovoj vaZnosti za

performanse modela ,,sluéajnih Suma“. (idm-inverzni momenat razlike; con-kontrast;
asm-angularni drugi momenat; cor-korelacija; var-varijansa)

4.4. Model masinskog ucenja zasnovan na “Gradient Boosting”
regresorskom algoritmu

Drugi hipoteticki model masinskog ucenja koji predlazemo u cilju
predikcije rezultata psiholoskih testova je model zasnovan na takozvanom
“Gradient Boosting” regresorskom (GBR) algoritmu. Ovaj model je razvijen
takode wu okviru scikit-learn biblioteke za programski jezik Python
koris¢enjem ,Gradient Boosting Regressor“modula. Hiperparametri ovog
modela su definisani re¢nikom ,param_grid” a za potrebe naseg istrazivanja
koris¢en je parametar “cv” koji definiSe broj preklapanja koji su bili koris¢eni
tokom treninga. Sli¢no modelu baziranom na algoritmu sluc¢ajnih Suma, GBR
model je pokazao veliku sposobnost u predvidanju anksioznosti merene
GAD-7 skorom na osnovu GLCM indikatora. I u okviru ove metode, kao
ulazni podaci su koris¢ene vrednosti angularnog drugog momenta, inverznog
momenta razlike, teksturalnoj kontrasta, teksturalne korelacije i GLCM
varijanse.

Utvrdeno je da ovaj model masinskog ucenja ima srednju kvadratnu
gresku od 135.6 i R-kvadratni skor od 0.29. Ovaj rezultat ukazuje da GBR ima
znatno slabije performanse u odnosu na RF algoritam, ali takode da ove
performanse nisu zanemarljive i da ima puno moguénosti za njihovo dodatno
unapredenje  (nakon  povecdanja uzorka i dodatne optimizacije
hiperparametara).
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from sklearn.ensemble import GradientBoostingRegressor
from sklearn.model_selection import GridSearchCV

# Define the hyperparameters to search over
param_grid = {'n_estimators': [50, 100, 200], 'max_depth': [2, 3, 4]}

# Create a GridSearchCV object to find the best hyperparameters
gbr = GridSearchCV(GradientBoostingRegressor(), param_grid, cv=5)
gbr.fit(X_train, y_train)

# Make predictions on the test set
y_pred = gbr.predict(X_test)

# Compute the metrics
mse = mean_squared_error(y_test, y pred)
r2 = r2_score(y_test, y pred)

print(f"Mean squared error: {mse:.2f}")
print(f"R-squared score: {r2:.2f}")

Slika 7. Primer dela Python koda u ,Scikit-Learn” biblioteci za
treniranje i testiranje modela masinskog ucenja zasnovanog na “Gradient
Boosting” regresorskom algoritmu.

Nakon utvrdivanja R-kvadratnog skora, sli¢no kao kod RF modela,
izvrSeno je rangiranje wulaznih varijabli prema mnjihovoj vaZnosti za
performanse modela. Rezultati pokazuju da teksturalni kontrast ima najvecu
vaznost sa skorom od 0.40, zatim sledi inverzni momenat razlike (0.312),
angularni drugi momenat (0.121), teksturalna korelacija (0.096) i teksturalna
varijansa sa najmanjim stepenom vaznosti za funkcionisanje modela (0.075).
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Grafikon 22. Rangiranje ulaznih varijabli prema njihovoj vaZnosti za

performanse “Gradient Boosting” modela. (con-kontrast;idm-inverzni momenat
razlike; asm-angularni drugi momenat; cor-korelacija; var-varijansa)

4.5. Model masinskog ucenja zasnovan na “Support Vector Machine”
regresorskom algoritmu

Treéi hipoteticki model masinskog ucenja koji je predloZen na osnovu
nasih rezultata odnosi se na algoritam regresora masine sa potpornim
vektorima (engl. ,Support Vector machine Regressor”, SVR). Ovaj algoritam
se zasniva na konceptu potpornih vektora i postavljanju odgovarajucih
margina u podacima kako bi se pronasla takozvana ,hiperravnina” u prostoru
visoke dimenzije koja najbolje odgovara skupu podataka. Cilj SVR algoritma
je minimizirati greSku predikcije i maksimizirati marginu izmedu
hiperravnine i najblizih primera iz skupa podataka. U naSem istrazivanju
opredelili smo se za modul SVR u okviru biblioteke Scikit-Learn u cilju
stvaranja instance SVR modela. Uz pomo¢ ,GridSearchCV*® wuradili smo
pretragu mreZe hiperparametara radi utvrdivanja najbolje kombinacije za
predloZzeni SVR model. Pored ostalog, koristili smo model sa radijalnom
baznom funkcijom (RBF), kernelom i hiperparametarskom mrezom. Nakon
treniranja i testiranja, utvrdeno je da ovaj model masinskog ucenja ima
srednju kvadratnu gresku od 192.3 i R-kvadratni skor od 0.05. Ovaj rezultat
sugeriSe da SVR model ima veoma slabe performanse i da nije efikasan u
predikciji anksioznosti, mentalnog distresa i ostalih psiholoskih parametara.
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from sklearn.svm import SVR
from sklearn.model_selection import GridSearchCV

# Define the hyperparameters to search over
param_grid = {'C': [0.1, 1, 10], 'epsilon': [0.1, ©0.01, ©.001]}

# Create a GridSearchCV object to find the best hyperparameters
svr = GridSearchCV(SVR(kernel="rbf'), param_grid, cv=5)
svr.fit(X_train, y_train)

# Make predictions on the test set
y_pred = svr.predict(X_test)

# Compute the metrics
mse = mean_squared_error(y_test, y_pred)
r2 = r2_score(y_test, y_pred)

print(f"Mean squared error: {mse:.2f}")
print(f"R-squared score: {r2:.2f}")

Slika 8. Primer dela Python koda u ,Scikit-Learn” biblioteci za

treniranje i testiranje modela masSinskog ucenja zasnovanog na ,Support
Vector machine Regressor” algoritmu.
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Grafikon 23. Rangiranje ulaznih varijabli prema njihovoj vaZnosti za

performanse ,Support Vector Machine Regressor” modela. (con-kontrast;idm-
inverzni momenat razlike; asm-angularni drugi momenat; cor-korelacija; var-varijansa)
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5. DISKUSIJA



Kroz istoriju, viSestruko je naglasavan znacaj fizicke aktivnosti,
redovnog vezbanja i fizicke kondicije. Prvi nau¢ni podaci koji ukazuju na
beneficijalne efekte fizi¢ke aktivnosti po zdravlje, datiraju od kraja XIX i
pocetka XX veka i prate razvojnu ekspanziju epidemioloskih studija (Health
and exercise, 1886, Loomis, 1889; Weber, 1918). Tako je, prema rezultatima
jedne od prvih, opservacionih epidemioloskih studija, pokazano da su fizic¢ki
neaktivne osobe u vecoj stopi oboljevale od koronarne bolesti u odnosu na
pojedince koji su vodili aktivni Zivotni stil (Morris et all, 1953). Spisak bolesti
koje su povezane sa fizi¢kom neaktivnos¢u i sedanternim nacinom Zivota je
vremenom bivao sve vedi, a najznacajnija negativni uticaj je definisan u
aspektu povezanosti sa rastu¢om prevalencom gojaznosti, kardiovaskularnih
bolesti, dijabetesa tipa 2, metaboli¢ckog sindroma, insulinske rezistencije,
hiperlipidemije, malignih oboljenja, ali i u aspektu mentalnih bolesti poput
depresije i anksioznosti. Fizi¢ka neaktivnost se vodi kao cetvrti doprinosecdi
etioloski faktor za nastanak smrti, na globalnom nivou (Dyreson and Schultz,
2021).

Navedene hroni¢ne nezarazne bolesti, u osnovi, kao zajedni¢ku
karakteristiku imaju povezanost sa hroni¢nim stresom odnosno disregulaciju
u integraciji neuroendokrinog, inflamatornog, metabolickog i bihevioralnog
odgovora na stres (O'Connor et al., 2021). Za razliku od fizi¢ke neaktivnosti,
aktivan stil zZivota, izrazen kroz razli¢ite stepene intenziteta fizicke
aktivnosti, je obrnuto proporcionalan stopama zdravstvenih problema
povezanih sa stresom i razvojem hroni¢nih bolesti. Znac¢ajno je istaci da,
fizicka spremnost, postignuta bilo dnevnom fizi¢kom aktivnoscu ili redovnim
i usmerenim veZbanjem, povecava tzv. ,rezilijentnost”, koja se definise kao
sposobnost da se izdrzi, oporavi i napreduje prilikom suocenosti sa
stresorima i promenljivim zahtevima homeostaze. Homeostatski sistemi u
okviru kojih redovna fizi¢ka aktivnost povecéava rezilijentost ukljucuju:
neuroendokrini (u smeru uspostavljanja balansiranog hormonskog odgovora
na razne stresore), inflamatorni (stimulisanje anti-inflamatornog odgovora),
povecanje neuroplasti¢nosti i ekspresije razli¢itih faktora rasta. Navedeni
sistemi su funkcionalno integrisani pa se promene unutar jednog, vrlo ¢esto
odrazavaju u funkciji drugog sistema. Tako, u zavisnosti od intenziteta i
trajanja fizicke aktivnosti, razlikujemo oscilacije u nivoima kortizola i
posledi¢no, promene u funkcionisanju imunskog sistema bilo u smeru npr.
povecanja migratorne aktivnosti neutrofilnih granulocita i monocita, ili

paradoksalno, supresije pojedinih komponenti imunskog sistema (Kim et al.,
2019).

U nasoj studiji je wucestvovalo 100 zdravih sportista studenata
Medicinskog fakulteta u Beogradu. Ispitanicima su pre popunjavanja upitnika
za procenu mentalnog distresa odradena antropometrijska merenja. Rezultati
antropometrijskih merenja koje smo dobili pokazuju znacajne slicnosti sa
podacima istrazivanja koje su sproveli Zaccagni i saradnici (Zaccagni et al.,
2014). Naime, oni su ispitivali povezanost antropometrijskih parametetara i
intenziteta fizicke aktivnosti kod studenata Italijanskih wuniverziteta, i
ukazali su da aktivan nacin zivota, ukljuc¢ujucéi redovnu nedeljnu fizicku
aktivnost, u znacajnoj korelaciji sa parametrima telesne kompozicije.
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Rezultati nase studije su u saglasnosti sa rezultatima ove studije, gde je
naglaseno da nedeljni intenzitet fizicke aktivnost ima uticaj kod ispitanika
muskog pola na smanjenje procenta masti, dok su Zene pokazivale povecanje
procenta misic¢a, $to bi se moglo objasniti polnom sklonos$éu ka odrZavanju
energetske ravnoteZe u organizmu, ili bavljenjem razli¢itim sportskim
aktivnostima. Pored ove naucne studije, zna¢ajno je napomenuti i studiju
sprovedenu od strane Savengnago i saradnika (Savengnago et al., 2014). Ova
studija je ispitivala zdravstvene navike Univerzitetskih studenata na osnovu
kojih su identifikovali telesnu kompoziciju i intenzitet fizicke aktivnosti
studenata. Analizom rezultata ove studije je otrivena visoka prevalencija
niskog intenziteta fizicke aktivnosti, povezana sa visokim procentom telesne
masti ¢ak i medu pojedincima ¢iji je BMI bio u normalnom opsegu. Nasi
ispitanici su se, prema referentnim vrednostima iz gore navedenog
istrazivanja, uklapali u opseg sa studentima istog pola i intenziteta fizicke
aktivnosti po vrednostima parametara telesne kompozicije.

Uporedivanjem razlika dobijenih analizom  antropometrijskih
parametara , u nasoj studiji su zabeleZene statisti¢ki visoko znacajne razlike
izmedu svih antropometrijskih parametara ispitanika muskog i Zenskog pola.
Vrednosti telesne visine, telesne mase, BMI i procenta telesnih misi¢a bile su
statisticki znacajno vece u grupi ispitanika muskog pola. Sa druge strane, kod
ispitanika Zenskog pola, procenat telesnih masti bio je statisti¢ki znacajno
veci. Razlike u vrednostima antropometrijskih parametara izmedu sportista i
sportistkinja su prvenstveno posledica bioloskih polnih razlika u telesnoj
kompoziciji, hormonalnih profila i fizioloskih adaptacija na trening (Giagulli
et al., 2019; Santos et al., 2014).

Procenat ukupnih telesnih masti ima tendenciju da bude veci kod Zena
nego kod muskaraca zbog razlika u polnim hormonima, kao i zbog razlike u
procentu esencijalnih masti koji postoji kod polova. Estrogen, primarni Zenski
polni hormon, podstice talozenje i skladiStenje masti, posebno u dojkama,
bokovima i butinama, $to dovodi do veéeg udela telesne masti kod Zena
(Grantham and Henneberg, 2014). Nasuprot tome, testosteron, kao primarni
muski polni hormon, podsti¢e razvoj nemasne telesne mase i smanjuje
skladiStenje masti u telu, $to dovodi do nizeg udela telesne masti u struturi
tela kod muskaraca (Fink et al., 2018). Procenat esencijalnih masti kod osoba
muskog pola iznosi 3 - 6%, a kod osoba Zenskog pola ovaj procent se krece
izmedu 9 i 14%. Procenat ukupnih telesnih masti koje su neophodne za
adekvatnu celijsku komunikaciju, sintezu steroidnih hormona, sintezu i
skladiStenje vitamina, zastitu vitalnih abdominalnih organa, kao i termicku
izolaciju tela, predstavljaju esencijalne masti (Spector and Kim, 2015).

Osim na procenat telesnih masti, i objasnjenje statisticki znacajne
razlike u procentu misi¢a izmedu ispitanika Zenskog i muskog pola se moze
objasniti zbog razli¢itog uticaja polnih hormona, pri ¢emu muskarci imaju
vedu misiénu masu i snagu od zZena. Ovo je posledica razlike u nivoima
testosterona, koji promovisu misiénu hipertrofiju i povecanje snage (Fink et
al., 2018).
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Takode, i drugi faktori, kao $to su razlike u tipu misiénih vlakana i

arhitekturi, mogu doprineti polnim razlikama u misi¢noj masi i snazi (Staron
et al., 2000).

Telesna masa i BMI se takode razlikuju izmedu sportista muskog i
zenskog pola, pri ¢emu muskarci generalno imaju vec¢u telesnu masa i imaju
vecde vrednosti BMI od Zena. Ovo je delimi¢no zbog razlika u telesnoj
kompoziciji, pri ¢emu muskarci obi¢no imaju vise misi¢ne mase i vecu gustinu
kostiju od Zena (Giagulli et al., 2019). Medutim, upotreba BMI kao mere
telesne kompozicije je ogranicena, jer ne pravi razliku izmedu nemasne
telesne mase i masne mase (Mulasi et al., 2015).

Pored bioloskih polnih razlika, na antropometrijske razlike izmedu
sportista i sportistkinja mogu uticati i faktori treninga. Na primer, sportisti
muskog i Zenskog pola mogu imati razli¢ite ciljeve i metode treninga, Sto
moze uticati na njihov telesni sastav i fizicke performanse (Wohlgemuth et
al., 2021). Pored toga, polno specifi¢ni odgovori na trening, kao §to su razlike
u misiénoj hipertrofiji i povedanju snage, mogu doprineti ve¢ postojeim
polnim razlikama u antropometrijskim merama Sto je pokazano u studiji
Robersta i saradnika (Roberts et al., 2020). Sumarno, uticaj polnih hormona,
razlika u tipu misi¢nih vlakana, specifi¢ni faktori treninga uti¢u na nekoliko
antropometrijskih mera, uklju¢ujué¢i ukupan procenat telesnih masti,
procenat telesnih misica, telesnu masu i BMI. Rezultati koje smo dobili u nasoj
studiji su potpunosti u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja u radu Bredella
iz 2017. godine, koje je analiziralo uzroke razli¢itog procenta i rasporeda
telesnih masti i telesnih misi¢a kod osoba muskog i Zenskog pola (Bredella,
2017).

Na osnovu analize skorova za intenzitet fizicke aktivnosti i skala
mentalnog distresa kroz 3 upitnika, nismo dobili statisticki znacajnu
korelaciju niti povezanost razlic¢itih intenziteta FA i mentalnog distresa.

Prva korelacija koju smo statistic¢ki ispitivali je povezanost umerene i
visoko intenzivne FA i parametara emocionalne regulacije (emocionalna
supresija i kognitivna preformulacija). Emocionalna regulacija ima ulogu da
modulise kvalitet, intenzitet i vremenski tok iskustva doZivljenih emocija
(Gross and Thompson, 2007). Zahvaljuju¢i emocionalnoj regulaciji mozemo
modulirati stepen uticaja stimulusa koji su odgovorni za izazivanje emocija,
usmeravati paznju ka (ili daleko) od njih, proceniti situacije opteredene
emocijama ili inhibirati obrasce ponasanja koji se javljaju uz takve emocije.
Regulacija emocionalnog odgovora moze biti slu¢ajna i namerna, i delovati u
bilo kojoj tacki od nastanka emocije do ispoljavanja obrasca ponasSanja koji
prati tu emociju. MoZze i¢i u razli¢itim smerovima i podsticati ili prigusivati
pozitivne ili negativne emocije. Emocionalna regulacija igra znacajnu ulogu
u drustvenim interakcijama, kognitivhom funkcionisanju, samokontroli,
mentalnom zdravlju i blagostanju pojedinca (Gross, 2015; Braunstein et al.,
2017). Ali, ne treba zaboraviti i ulogu emocionalne regulacije u fizi¢koj
aktivnosti i treningu.
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Pojedinci prilikom treninga koriste razli¢ite asocijativne i disocijativne
kognitivne tehnike (npr. razgovor sa samim sobom, distrakcija, vizualizacija
i samobodrenje) koje mogu biti podsticajne i povecati toleranciju na stresore
tako Sto ¢e ublaZiti negativne efekte fizickog napora. Navedene kognitivne
tehnike su zapravo strategije emocionalne regulacije (Bernstein and Mc Nally,
2017). Prema nekim autorima se smatra da redovna fizi¢ka aktivnost zapravo
ojacava mehanizme emocionalne regulacije i moze da olaksa adaptaciju u
kontekstu emocionalnog odgovora za suocavanje sa drugim stresorima koji
¢ak nisu povezani sa vezbanjem (Oaten and Cheng, 2006; Bernstein et al.,
2017). Rezultati nase studije se razlikuju od rezultata istraZzivanja Wanga i
saradnika. Oni su u svom radu ispitivali stepen emocionalne regulacije i
njenu povezanost sa intenzitetom fizicke aktivnosti kod univerzitetskih
studenata (Wang et al., 2022). Rezultati ove nauc¢ne studije na 826 studenata
su ukazali na to da je postojala statisticki znacajna povezanost izmedu
intenziteta fizicke aktivnosti i stepena emocionalne regulacije. Naime,
dokazali su da je intenzivnija fizicka aktivnost u pozitivnoj korelaciji sa
boljom emocionalnom regulacijom kako pozitivnih, tako i negativnih emocija.
Druga nauc¢na studija, Wu-a i saradnika koja je uradena na uzorku od 60
studenata odredivala je povezanost izmedu: stepena fizicke aktivnosti,
emocionalne regulacije i debljine kore velikog mozga (Wu et al., 2022). Oni
su, istovetno nasim rezultatima, pokazali da nije bilo povezanosti izmedu
razli¢itih intenziteta (nizak, umeren, visok) fizi¢cke aktivnosti i parametara
emocionalne regulacije, ali da je debljina kore velikog mozga znacajno
korelirala sa viSim intenzitetom fizi¢ke aktivnosti. Detaljnijim ispitivanjima,
autori su otkrili da je zadebljanje kore bilo znacajno u regionu desnog
rostralnog prednjeg cingularnog korteksa koji ima znacajnu ulogu u
nagradivanju/kazni i integraciji emocije sa obrascima ponaSanja. Stoga, za
procenu emocionalne regulacije mozda treba sprovesti joS neku metodu
evaluacije pored upitnika, u smeru kako morfoloskih, tako i funkcionalnih
ispitivanja. Zbog toga Sto je vec¢i deo funkcionalnog i strukturnog razvoja
mozga zavrSen u ranom adultnom periodu, efekat fizicke aktivnosti, kao i
duzina sportskog staza na razli¢ite psiholoske parametre kod zdravih
odraslih osoba mogu predstavljati znacajan predmet budué¢ih nauénih
istrazivanja.

Nakon procene medusobne povezanosti razlic¢itih intenziteta FA i
emocionalne regulacije kod ispitanika je sprovedena analiza GAD-7 upitnika
za ispitivanje generalizovane anksioznosti i njena povezanost sa intenzitetom
FA. Anksioznost je u danasnje vreme izuzetno ¢est problem kod mladih ljudi
Sirom sveta (Jefferies and Ungar, 2020). KarakteriSe se neurovegetativnim
simptomima koji podrazumevaju: razdraZzljivost, nervozu i preteranu
zabrinutost, drhtanje ruku, stezanje u grudima, lupanje srca itd. Prema nekim
procenama 33,7% ljudi tokom Zivota bude pogodeno nekom formom
anksioznih poremecdaja (Steel et al., 2014). Posebno se izdvaja znacaj
anksioznosti kod populacije studenata jer su oni pod viSestrukim pritiskom i
to - akademskim (prijemni ispiti/provere znanja i ispiti tokom osnovnih
studija), do skora i pandemijskim, ali i socijalnim stresovima kao 3to su
neizvesna buducénost nakon zavrsetka studija itd.
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Studenti sa anksiozno$¢u imaju nedostatak entuzijazma za ucenje i
zivot, poteskoce sa spavanjem i u teZzim slucajevima, ¢ak i automutilisticke
obrasce ponasanja koji mogu voditi u suicid (Liu et al., 2019). Prema teoriji
socijalnog povlacenja znacajno smanjenje fizi¢ke aktivnosti kod adolescenata
koji su iskljuceni iz grupnih aktivnosti vodi u poremecaje poput anksioznosti
i depresije (Anderson and Brice, 2011). Stoga, bavljenje fizickom akivnos$cu,
prema rezultatima brojnih studija, pogotovu u populaciji studenata pokazuje
pozitivan uticaj na mentalno zdravlje (McMahon et al., 2017). Rezultati nase
studije su pokazali da nije bilo zna¢ajne povezanosti izmedu GAD-7 skora i
stepena fizicke aktivnosti. Rezultati nase studije se razlikuju od rezultata
drugih autora koji su istrazivali povezanost fizicke aktivnosti i anksioznosti.
Tian i saradnici su medu populacijom od 1153 studenata ispitivali korelaciju
izmedu intenziteta fizicke aktivnosti i procene anksioznosti (Tian and Austin,
2022). Najveci broj ispitanika je imao umerenu i visoko intenzivnu fizi¢ku
aktivnost, a rezultati ove naucne studije su pokazali da je kod ispitanika koji
su imali vedi intenzitet fizicke aktivnosti dokazan manji stepen anksioznosti,
a takode je procenjen i vedi stepen blagostanja. Pandemija COVID-19 je u
poslednje 3 godine umnogome doprinela razvoju anksioznosti u celokupnoj
populaciji, pa se cesto oko nje centralizuju istrazivanja ovog tipa.
Levandovska i saradnici su kod 506 mladih ispitanika izmedu 18 - 34 godina
evaluirali stepene fizicke aktivnosti i GAD-7 skor u dve vremenske tacke -
nedelju dana pre i posle prvog ,zakljuc¢avanja” tokom pandemije COVID-19
(Lewandowska et al., 2022). Zabelezen je znacajan pad u intenzitetu fizicke
aktivnosti kod ispitanika nakon ,zaklju¢avanja” i porast sedanterno
provedenog vremena. Pored ovoga, doslo je i do znacajne inverzije u
vrednostima GAD-7 skora prema kojima je nakon smanjenja fizicke aktivnosti
doslo do znacajnog porasta u stopama anksioznosti kod ispitanika. U svom
istrazivanju, Ji i saradnici su obuhvatili 84 studenta, i dokazali su da
intenzitet, kao i ucestalost fizi¢ke aktivnosti znacajno smanjuju stepen
anksioznosti (Ji et al., 2022). U ovom istraZivanju je utvrdeno da na stepen
anksioznosti vecdi uticaj ima intenzitet fizi¢ke aktivnosti, od ucestalosti
fizicke aktivnosti. U ovoj, kao i u prethodno navedenim studijama, dobijeno
je da postoji negativna korelacija izmedu stepena fizi¢cke aktivnosti i GAD-7
skora, 8to nije u saglasnosti sa dobijenim rezultatima u na$oj studiji.
Potencijalno objasnjenje zasto nasi rezultati odstupaju od rezultata prethodno
navedenih studija je u tome S$to je studija sprovedena u periodu kada su
epidemioloske mere bile manje represivne, pa je kod ispitanika stepen
blagostanja bio verovatno vecdi, a samim tim i nivo anksioznosti manji, a
takode, nasa studija je obuhvatila samo ispitanike koji su se bavili sportom,
a ne celu populaciju studenata, $to je bio slu¢aj u prethodnim studijama.

Sleded¢i upitnik koji je analiziran u sklopi studije je i DASS-21 koji je
sluzio za procenu depresivnosti, anksioznosti i stresa kod ispitanika.
Depresija se definiSe kao poremecaj ponasanja, kod koga moZze postojati nisko
samopostovanje, stalni osecdaj krivice, gubitak zadovoljstva i motivacije,
nedostatak interesovanja, razdrazljivost ili tuga, poremecdaji spavanja,
nedostatak apetita, teSko¢e u koncentrisanju i gubitak energije. Depresija se
smatra multidimenzionalnim poremecajem, i moZe se predstaviti kao
negativna afektivnost sa znacajnim uticajem na mentalno blagostanje
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(McAllister-Williams et al., 2020). Stres se, s druge strane, definiSe kao
psihic¢ko ili fizicko opteredenje koje je povezano sa moguéim osecajem
ranjivosti, i moZze, izmedu ostalog, dovesti do razliti¢citih mentalnih
poremecaja i ugroziti emocionalno blagostanje individue. U literaturi se stres
definiSe kao pojava koja se javlja kada postoji neravnoteza izmedu nekog
zahteva (fizickog i/ili psihi¢kog), koji se namece osobi i reagovanje osobe na
taj zahtev (O Connor et al., 2021). Sa psiholoske tacke gledista fizic¢ka
aktivnost moZe smanjiti nivoe mentalnog stresa. Medutim, kada govorimo o
elitnim sportistima, rutina fizickog veZbanja moZe znacajno povecati
mentalni stres. Fizicka aktivnost takode moZe prevenirati ili ublaziti
simptome depresije stimulisanjem niza neuroplasti¢nih procesa, smanjenjem
inflamacije i poveéanjem otpornosti na oksidativni i psiholoski stres. VeZbe
koje su planirane, strukturirane i repetitivne sa specifi¢nim ciljem, dovode do
ublaZenja simptoma kod ljudi sa stresom i anksiozno3¢u. Medutim, treba
navesti i da veZzbanje moZe biti povezano i sa negativnim efektima na
zdravlje, kao 8to je moguénost za nastanak povreda i razvoj poremecaja u
ishrani Sto dalje moZe voditi u poremecaje mentalnog zdravlja. Zbog
povecanih zahteva, kod vrhunskih sportista se nakon povreda ¢esc¢e razvija
depresija (Bryan et al., 2019). Rezultati nase studije nisu dokazali statisti¢ki
znacajnu povezanost izmedu umerenog i visokog intenziteta fizicke
aktivnosti i DASS-21 skora. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa studijom
sprovedenom od strane Talapka i saradnika, u kojoj je ucestvovalo 823
studenata, i gde je pokazano da su se intenzitet fizicke aktivnosti direktno
odrazava na skorove depresivnosti, anksioznosti i stresa (Talapka et al.,
2021). Studenti koji su bili fizicki neaktivni su imali vise skorove
depresivnosti, anksioznosti i stresa, dok su studenti koji su na nedeljnom
novou upraznjavali umerenu ili visoko intenzivnu fizi¢cku aktivnost imali
nize DASS-21 skorove. U navedenoj studiji je pokazano da je najvisu vrednost
DASS-21 skora imala populacija studenata zavrSne godine, ceS¢e osobe
zenskog pola, kao i da je parametar za skorovanje anksioznosti bio najvise
izrazen. Takode, nasi rezultati nisu u saglasnosti sa studijom Zhanga i
saradnika iz 2022. godine, u kojoj je na 1117 studenata dokazano da visi
intenziteti fizicke aktivnosti imaju negativnu statisticku povezanost sa DASS-
21 skorom (Zhang et al., 2022). U ovoj studiji, dokazano je da tolerancija na
vezbanje i visoko intenzivnu fizi¢cku aktivnost koju su definisali kao
sposobnost da se kontinuirano izvrSavaju planovi veZzbanja uprkos
intenzitetu veZbanja iznad fizioloSkog praga c¢ak i kada se aktivnost
dozivljava kao neprijatna/neudobna, moZe znacajno unaprediti mentalnu
otpornost u suoc¢avanju i tolerisanju depresije, stresa i anksioznosti (Zhang et
al., 2022). Studija koja se delimi¢no slaze sa naSim rezultatima je studija
Vaugan i saradnika, koji su ispitivali stepen depresivnosti, anksioznosti i
stresa u grupi vrhunskih sportista, amatera i ljudi koji se ne bave sportom
(Vaughan et al., 2020). Oni su pokazali da je kod vrhunskih sportista veéi skor
depresivnosti u odnosu na obe grupe, ali zna¢ajno manji skor anksioznosti i
stresa nego kod pojedinaca koji se ne bave sportom. U osnovi razlika u DASS-
21 skoru u navedenim studijama moZze biti tzv. ,sindrom izgaranja”.
,Sindrom izgaranja”, bez obzira na kontekst, predstavlja hroni¢nu
manifestaciju stresa, i biva prac¢en drugim poremecdajima mentalnog zdravlja
(Raedeke and Smith, 2001; Gustafsson et al., 2018).
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IstraZivanja sugeriSu da je izgaranje kod vrhunskih sportista i mentalno
zdravlje (na primer, depresija i anksioznost) u visokoj korelaciji. Takode,
depresija moZe biti uobicajeni ishod izagaranja kod sportista (De Francisco et
al., 2016). Nasi rezultati se potencijalno mogu objasniti kompleksnim
zajedni¢kim uticajem zahteva sportova u kojem su se ispitanici takmicili i
akademskim zahtevima koje su morali uspesno da ostvare.

U nas$oj studiji, nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike u korelaciji
umerenog i visokog intenziteta fizicke aktivnosti i strukturne organizacije
neutrofilnih granulocita analizirane pomoé¢u GLCM metode teksturalne
analize, iako je u kasnije navedenim nau¢nim istraZivanjima dokazano da su
razlic¢iti intenziteti fizicke aktivnosti u korelaciji sa promenama u funkciji
¢elija imunskog sistema. Sagledac¢emo rezultate dobijene tim studijama, a
onda ¢emo pokusati da analiziramo razloge zbog kojih nasa studija nije u
homologiji sa njihovim istraZzivanjima. Svakako, znacajno je naglasiti da je
nasa studija prva koja je proucavala strukturne, a ne funkcionalne promene
neutrofilnih granulocita, na specifi¢nom uzorku sportista. S toga su analize i
rezultati dobijeni u napred navedenim studijama samo delimi¢no uporedivi
sa nasSim.

U poslednjih 20 godina dvadesetog veka, dokumentovan je znacajan
broj nau¢nih rezultata koji dokazuje pozitivan uticaj vezbanja na imuni sistem
(Forte et al., 2022; Bigley et al.,2014). Zaista, fizicka aktivnost se sve cesce
primenjuje u prevenciji i terapiji ne samo infektivnih i inflamatornih bolesti
i velikog broja karcinoma poput karcinom kolona, prostate, plu¢a i drugih,
vec¢ cak i bolesti koje uklju¢uju poremeceno funkcionisanje imunog sistema
kao 8to su autoimuni i/ili autoinflamatorni poremecaji (Pedersen and Saltin,
2015).

Iako vezbanje snazno modulira sve aspekte imunoloskog odgovora, ovo
je posebno vazno u modulaciji urodenog/inflamatornog odgovora. U ovom
momentu, i pored velikog broja nauc¢nih studija, jo$ uvek nije u potpunosti
poznato koji je optimalan nivo FA koji poboljsava, ali ne narusava ili
preterano stimuliSe zdravu urodenu imunolosku funkciju. To je verovatno
zato Sto ¢e optimalni nivo zavisiti od fizioloskih prilagodavanja svakog
pojedinca veZbanju. Fizicka aktivnost (i umerena i intenzivna) je fizioloski
stresor, a njeni efekti na inflamatorne odgovore su uglavnom posredovani
promenama u simpatickom nervnom sistemu (SNS) i/ili hipotalamus-
hipofizno-nadbubreZnoj (HHN) osovini (Husband, 2020).

Pokazano da, tokom umerene ili visoko intenzivne fizicke aktivnosti
koja traje krace od 60 minuta, dolazi do: stimulisanja fagocitne sposobnosti
tkivnih makrofaga, povecane recirkulacije imunoglobulina, antiinflamatornih
citokina, neutrofila, NK celija, citotoksi¢nih T i nezrelih B limfocita (Bigley
and Simpson, 2015). S obzirom na to da su, prilikom fizickog napora veceg
intenziteta, misi¢na vlakna u intenzivnom metabolizmu, novonastali otpadni
produkti mogu oStetiti celije pri ¢emu se razvija inflamacija. Prilikom
kratkotrajne umerene fizi¢ke aktivnosti prvenstveno se mobilisu NK ¢elije i
CD8* T limfociti koji imaju citotoksi¢ni efekat i veliki migratorni potencijal.
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Hormoni stresa, koji mogu suprimirati funkciju imunskih ¢elija, i
proinflamatorni citokini, koji su indikatori intenzivne metaboli¢ke aktivnosti,
ne dostiZzu dovoljno visoke nivoe tokom umerene do visoko intenzivne fizicke
aktivnosti kratkog trajanja. Vremenom, ove prolazne, veZbanjem izazvane
promene u brojnosti razlic¢itih subpopulacija limfocita dovode do poboljsanja
imunoloske funkcije i redukcije inflamacije (Adams et al., 2011; Bigley et al.,
2014; Gupta et al., 2018; Nieman et al., 2005). Bitno je napomenuti i da
umerena fizicka aktivnost dovodi do blagih i kratkotrajnih povecanja IL-6
koji pored antiinflamatornih efekata, dovodi i do poboljsanja u metabolizmu

glukoze i lipida tokom vremena (Kartstoft and Pedersen, 2016; Pedersen,
2017).

Tranzitorna imunska disfunkcija je entitet koji je prema rezultatima
nekih istrazivanja udruzena sa kratkotrajnom visoko intenzivnom fizickom
aktivno§ (Campbell and Turner, 2018). Medutim, revizijom literaturnih
podataka, otkriveno je da stepen imunosupresije zapravo ne zavisi od
intenziteta fizi¢ke aktivnosti ve¢ od koli¢ine stresa koju pojedinac dozivljava
prilikom bavljenja visoko intenzivnom fizickom aktivno3¢u (Campbell and
Turner, 2018). U radu Nimana i saradnika pokazano je da kod sportista koji
intenzivno vezbaju viSe od 2 h, dolazi do znacajnog povecanja koncentracije
vise od 300 metabolita Sto ukazuje na to da su zalihe glikogena potroSene i
da se aktiviraju drugi metaboli¢ki putevi u cilju obezbedivanja adekvatnog
energetskog bilansa (Nieman et al., 2018a). Jedna od jedinjenja koje se tom
prilikom stvaraju su i oksilipini. Oksilipini predstavljaju heterogenu grupu
jedinjenja koji nastaju kao posledica oksidacije masnih kiselina i njihovi efekti
su mnogostruki. Pre svega, oni zajedno sa ¢elijama urodene imunosti u
oStecenom miSi¢nom tkivu iniciraju i reguliSsu tok same inflamacije
(Markworth et al., 2016; Nieman et al., 2013; Nieman et al., 2018b). Pored
oksilipina, otkriven je veliki broj razli¢itih molekula koje proizvode imunske
¢elije, a reguliSu tok inflamacije, poput: lizozima C, neutrofilne elastaze,
defenzina 1, proteina S100-A8/A12, katelicidina, a-aktinina-1, profilina-1,
serumskog amiloida A-4, mijeloperoksidaze, komplementa C4B i C7,
inhibitora C1 proteaze, a-2-HS glikoproteina itd. Ekstenzivne promene
serumskih koncentracija i aktivnosti razli¢itih metabolita, lipidnih medijatora
i proteina uti¢u na imunske ¢elije u smeru smanjenja kapaciteta za povecanu
potrosnju kiseonika nakon aktivacije u sledeé¢im inflamacijama. Kada je re¢ o
prolongiranom bavljenju fizickom aktivno$¢u, odnosno tzv. hroni¢nom
vezbanju treba navesti da su i tu primedene promene u funkciji imunskog
sistema (Nieman et al., 2014). U radu Sanelija i saradnika je pokazano da kod
ljudi koji svakodnevno treniraju dolazi do promena u broju neutrofila, kao i
u nivoima granulocitnih faktora rasta, CRP-a i signalnih molekula poput IL-
10 i TNFa. Stepen varijacije u nivoima navedenih parametara nije isti i zavisi
pre svega od nivoa fizickog opterecenja. Tako su kod dugotrajnog bavljenja
fizickom aktivnos$éu sniZene vrednosti TNFa, IL-10, granulocitnog faktora
rasta i broja neutrofila (Shanely et al., 2013). Curi i saradnici su u svom
nauc¢nom istrazivanju dokazali da intenzivna fizi¢ka aktivnost znacajno utice
na metabolizam netrofilnih granulocita, dovodeé¢i do njihove povecane
apopotoze usled smanjene koncentracije glikemije u krvi, kao primarnog
izvora energije za metabolizam neutrofila (Curi et al., 2020).
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Jensen i saradnici su ispitivali razlike u nivoima TNFa i kod vojnika
koji su praktikovali visoko intenzivnu fizi¢ki aktivnost peSacenja sa teretom
kroz period od 40 dana (Jensen et al., 2019). TNFa igra znacajnu ulogu u
regulisanju aktivacije, hemotakse, fagocitoze i drugih antimikrobnih funkcija
neutrofila. Njihovi rezultati su ukazali na to da, Sto su vece distance koji su
vojnici prelazili s teretom, to su nivoi TNFa nizi, a samim tim i funkcija
neutrofila, sto ukazuje na efekte dugotrajne fizicke aktivnosti.

Pored ovih, sve je vise dokaza da prolongirani uticaj FA ima kompleksni
antiinflamatorni efekat, ne samo na funkciju neutrofila. Dokazano je da
redovna i kontinuirana fizi¢ka aktivnost ima inflamatorni efekat koji
moduliSe vise mehanizama koji ukljuc¢uju: regulaciju inflamatornih signalnih
puteva, oslobadanje miokina koji stimuliSu proizvodnju IL-la i IL-10,
redukcija metaboli¢ki aktivnog visceralnog masnog tkiva, poboljSanje
oksigenacije i regulacije nivoa oksilipina (Simpson et al., 2015). Jo$ jedan
bitan segment dugotrajnog bavljenja fizickom aktivnoséu je i smanjenje
oksidativnog stresa poboljSavanjem antioksidativne zastite i to, povedanom
sintezom i aktivnos¢u enzima poput katalaze, superoksid dismutaze i
glutation peroksidaze i neenzimskih antioksidanasa ukljuc¢ujuéi glutation
(Valacchi et al., 2018).

Pojedine studije su pokazale da razli¢it intenzitet FA moZe dovesti do
epigenetskih promena u razli¢itim celijskim populacijama, poput misiénih,
masnih i germinativnih ¢elija, uti¢uci kako na strukturu hromatina, tako i na
DNK i mikro RNK. Ljudski genom se sastoji od priblizno 3 milijarde baznih
parova DNK, koja je upakovana u kompaktnu strukturu zvanu hromatin.
Hromatin se sastoji od nukleozoma, koji se sastoje od DNK omotane oko
jezgra histonskog proteina. Struktura hromatina igra kriticnu ulogu u
regulaciji ekspresije gena jer moZe da promovise ili inhibira pristup DNK
transkripcionim faktorima, RNK polimerazi i drugim regulatornim
proteinima. Dinamic¢ka priroda strukture hromatina omoguéava promene u
ekspresiji gena kao odgovor na spoljasnje stimuluse kao Sto je razlicit
intenzitet FA (Neufer et al., 2015).

Rezultati nau¢nih studija su dokazali da visoko intenzivna FA izaziva
promene u strukturi hromatina koje dovode do promena u ekspresiji gena. Na
primer, studija koju su sproveli Perry i saradnici (Perry et al., 2008) su otkrili
da je 12 nedelja treninga aerobnog tipa visokog intenziteta dovelo do
promena u strukturi hromatina u promotorskim regionima gena ukljuc¢enih u
mitohondrijalnu biogenezu i oksidativni metabolizam. Ove promene su bile
povezane sa povecanom ekspresijom gena i poboljSanom funkcijom
mitohondrija u celijama skeletnih misi¢a. Jedan od mehanizama pomocu
kojeg FA moZe da moduliSe strukturu hromatina je kroz aktivnost enzima koji
modifikuju histon. Enzimi koji modifikuju histon, kao Sto su histon
acetiltransferaze (HAT) i histon deacetilaze (HDAC) mogu dodati ili ukloniti
acetil grupe iz proteina histona, koji mogu izmeniti strukturu hromatina i
regulisati ekspresiju gena. Pokazalo se da FA povecava aktivnost HAT-a i
smanjuje aktivnost HDAC-a, §to dovodi do povecanja acetilacije histona i
promena u ekspresiji gena (McGee, 2009).
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Pored modifikacije histona, FA takode moZe uticati na strukturu
hromatina kroz promene u metilaciji DNK. Metilacija DNK je proces kojim se
metil grupe dodaju molekulu DNK, obi¢no na ostacima citozina u CpG
dinukleotidima. Metilacija DNK moZe da promeni strukturu hromatina
regrutovanjem proteina koji se vezuju za metilovanu DNK i inhibiraju pristup
DNK transkripcionim faktorima i drugim regulatornim proteinima. Pokazalo
se da redovna fizi¢ka aktivnost menja obrasce metilacije DNK u genima
uklju¢enim u metabolizam i upalu, $to moze doprineti pozitivnim efektima
fizicke aktivnosti na zdravlje (Barres et al., 2012).

Drugi mehanizam pomocu kojeg fizi¢ka aktivnost moze da modulise
strukturu hromatina je kroz aktivnost mikroRNK (miRNA). miRNA su male
nekodiraju¢e RNK koje se mogu vezati za molekule RNK (mRNA) i regulisati
njihovo prevodenje u protein. Pokazalo se da redovna fizi¢ka aktivnost menja
ekspresiju miRNK uklju¢enih u rast i metabolizam misica, $to moze doprineti
adaptivnim odgovorima na veZbanje (Liu et al., 2017). Efekti fizicke
aktivnosti na strukturu hromatina nisu ograniceni na celije skeletnih misica.
Takode se pokazalo da FA menja strukturu hromatina u drugim tipovima
¢elija kao 8to je masno tkivo. Na primer, studija Stinkens i saradnika je otkrila
da akutna, visoko intenzivna FA povecava ekspresiju gena ukljuc¢enih u
metabolizam lipida u masnom tkivu kroz promene u strukturi hromatina
(Stinkens et al. 2018). Sli¢no, studija Denhama i saradnika je otkrila da
akutna, visoko intenzivna FA menja strukturu spermatozoida i germinativnih
¢elija, sto dovodi do promena u ekspresiji gena u vezi sa razli¢itim vrstama
hroni¢nih nezaraznih bolesti, karcinoma, autoimunih i autoinflamatornih
bolesti (Denham et al., 2015). Ukratko, fizi¢ka aktivnost uglavnom visokog
intenziteta moze da moduliSe strukturu hromatina kroz razli¢ite mehanizme
ukljuc¢ujuéi modifikaciju histona, metilaciju DNK i aktivnost mikro RNA.

Sve prethodno navedene studije su pokazale da razli¢it intenzitet FA
moze dovesti do dinamic¢kih i funkcionalnih promena neutrofilnih
granulocita, a takode i drugih ¢elija umunskog sistema. Dodatno, moZe do¢i
do promene u strukturi hromatina, DNK i mikro RNK, kod misi¢nih, masnih
i germinativnim ¢elija. Medutim, u literaturi ne postoji ni jedna studija koja
je dokazala da usled povecdanog intenziteta FA dolazi do strukturnih promena
neutrofilnih granulocita, tj. da dolazi do promena hromatinske organizacije
koja moze dovesti do znacajne epigenetske modulacije koja se moZze
detektovati GLCM metodom teksturalne analize.

Analizom rezulatat naSe studije nismo dobili statisticki znacajnu
povezanost izmedu umerenog i visokog intenziteta fizicke aktivnosti i
strukturne organizacije neutrofilnih granulocita. Potencijalni razlozi ovakvih
rezultata se se mogu objasniti sledeé¢im pretpostavkama.

Procenjeni poluzivot neutrofila u ljudskoj krvi je samo 19 sati. Zivotni
vek neutrofila se, medutim, moze produziti do 72 sata kada se aktiviraju.
Zbog kratkog zivotnog veka, neutrofili u krvi moraju se stalno formirati iz
¢elija prekursora kosStane srzi (Curi et al., 2020).
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Ovo je jedan od mogudih razloga zasto nije bilo promena u strukturi
neutrofilnih granulocitita izmedu ispitanika, jer vreme uzimanja krvi za
analizu moZda nije znacajno koreliralo sa uticajem razli¢itog intenziteta FA
na mogucu strukturnu reorganizaciju neutrofilnih granulocita.

Drugi potencijalni razlog zasto nije bilo znac¢ajne povezanosti izmedu
razli¢itog intenziteta FA i strukturne organizacije hromatina neutrofilnih
granulocita, kao i korelacije intenziteta FA i komponenti mentalnog distresa
je nac¢in odredivanja intenziteta FA. U nasoj studiji, za procenu intenziteta FA
smo koristili medunarodni upitnik fizicke aktivnosti (IPAQ), koji je jedan od
upitnika koji sluZi za samoprocenu intenziteta FA, i to apsolutnih vrednosti.
Mere apsolutnog i relativnog intenziteta mogu da daju veoma razlicite
procene intenziteta fizicke aktivnosti (Strath et al., 2013). Kao primer,
hodanje se vrlo cesto opisuje kao fizicka aktivnost umerenog intenziteta;
medutim, stvarni intenzitet za pojedinca moZe varirati.

U apsolutnom smislu, hodanje brzinom od ~4.8 km/h je ekvivalentno
3.3 MET, $to ispunjava kriterijume za umereni intenzitet. Medutim, razlika se
moze primetiti kada se uporede pojedinci razli¢itih nivoa fizi¢cke spremnosti
(osoba A sa VOamax od 17,5 mL Oz/kg/min (ekvivaltno 5 MET), u odnosu
na osobu B sa VO2max od 42 mL Oz/kg/min ( ekvivaletno 12 MET) hodajuci
istom brzinom od =4.8 km/h. Sa apsolutnog stanovista, i osoba A i osoba B
rade na istom apsolutnom nivou intenziteta fizicke aktivnosti (3.3 MET).
Medutim, sa relativnog stanovista, osoba A radi na nivou napornog
intenziteta (hoda sa 60% VOamax), dok osoba B izvodi aktivnost niskog
intenziteta (hoda sa 25% od VOamax). Prevodenje apsolutnih podataka u
relativni intenzitet aktivnosti moguce je samo ako je poznat maksimalna
potrosnja kiseonika kod subjekta. Upitnici, nazalost, obi¢no ne pruzaju takve
informacije (Shephard, 2003; Strath et al., 2013).

Takode, postoje znacajne inter-individualne varijacije u intenzitetu FA
i ukupnoj potrodnji energije za razlicite aktivnosti, u zavisnosti od starosti,
pola, telesne mase, vesStine i nivoa fizicke kondicije ispitanika (Shephard,
2003). Na primer, tempo hodanja se razlikuje izmedu onih koji se bave
svakodnevnim Zivotnim aktivnostima i onih koji ciljano hodaju. Stavise,
energetske potrosnje nekih aktivnosti su ili nedovoljno poznate, ili su se
promenile od kada su podaci prvi put prikupljeni. Konaé¢no, neki autori su
preveli podatke u MET vrednosti pretpostavljajuc¢i standardnu vrednost od 1
kcal/min za bazalni metabolizam; u stvari, vrednosti variraju u zavisnosti od
starosti, pola i povrsine tela od oko 0.8 do 1,4 kcal/min, a samim time i
intenzitet aktivnosti znacajno varira.

U nauc¢nim radovima je takode bilo sugestija da ispitanici nemaju jasnu
percepciju svoje fizicke spremnosti (Wasfy and Baggish, 2016). Ucestalost
aktivnosti se obi¢no definiSe u minutama provedenim u aktivnosti, kao i
danima nedeljno. Ovo moZe biti razuman pristup kada se vrsi opsta procena
uobicajene aktivnosti - na primer, broj sesija aktivnosti koje izazivaju
znojenje u trajanju od 20 minuta ili duZe. Medutim, ako se takva procena vise
puta primenjuje na Sirok spektar pojedina¢ne aktivnosti kao sto su hodanje,
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tréanje, voznja bicikla i plivanje, subjekti su skloni da precene ukupan broj
sati aktivnosti koje obavljaju u sedmici. Ucestalost mnogih aktivnosti
znacajno varira, ¢ak i u intervalu od nekoliko dana, i nazalost ispitanici su
skloni da navedu svoju najvisu skorasnju ili Zeljenu, a ne pravu prosecnu
ucestalost u fizi¢koj aktivnosti. Neke od najveéih precenjivanja trajanja
fizicke aktivnosti potic¢u iz fiskulturne sale ili teretane, gde se veliki deo
treninga od 45 ili 60 minuta moZe potro$iti na sluSanje uputstava ili ¢ekanje
na red za koriséenje odredene opreme (Ainsworth et al., 2015).

Jedan od znacajnih i vrlo potentnih mehanizama kojima neutrofili
ostvaruju svoju funkciju su neutrofilne ekstracelularne zamke (NEZ). NEZ se
oslobadaju iz stimulisanih neutrofila i predstavljaju trodimenzionalne
mrezaste strukture izgradene od citoskeleta nukleusa, DNK molekula, histona
i proteina neutrofilnih granula. NEZ funkcioniSu kao mreze u kojima bivaju
zarobljene oStecene celije ili mikroorganizmi omogucdavajudi lizozomalnim
enzimima da razgrade zarobljene materije uz minimizaciju oStecenja okolnih
¢elija. Proces oslobadanja NEZ je regulisan od strane nekoliko faktora, i to:
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata, oksidaze protein-arginin deaminaze
4, RKV itd. (Shi et al., 2019). Nakon inicijacije procesa, dolazi do
dekondenzacije hromatina koja je katalisana granularnom peroksidazom i
neutrofilnom elastazom. Na kraju, NEZ se oslobada rupturom ¢elijske
membrane Sto vodi u ¢elijsku smrt, a za njihovo uklanjanje su odgovorni
makrofazi (Castanheira et al., 2019). Stoga, stepen kondenzacije hromatina u
neutrofilima moZe biti u korelaciji sa njihovom aktivnos¢u, a u kontekstu
fizicke aktivnosti povezan sa njenim intenzitetom i vremenskim trajanjem.
Potencijalno objasnjenje nasih rezultata moZe leZati u tome da u momentu
testiranja nas$i ispitanici nisu bili izloZeni visoko intenzivoj fizickoj aktivnosti
pa se i potencijal neutrofila u formiranju NEZ nije mogao istaci, i na taj nacin
nije doslo do strukturne promene neutrofilnih granulocita koja je bilo moguce
detektovati GLCM teksturalnom analizom. Definitivan wuticaj fizicke
aktivnosti na neutrofile i organizaciju hromatina bi mogao biti ispitan
dodatnim analizama npr. odredivanjem koncentracije slobodne DNK u
serumu ispitanika kao $to su to Beiter i saradnici uradili. U ovoj studiji, Beiter
i saradnici su 6 vrhunskih sportista, starosti izmedu 20 - 33 godina, izlozili
napornoj fizickoj aktivnosti na pokretnoj traci i odredivali koli¢inu slobodne
DNK i aktivnost DNAze u serumu i na preparatima razmaza periferne krvi
analizirali morfologiju granulocita i pratili formiranje NEZ (Beiter et al,,
2014). Nakon klini¢ke studije, autori su primetili da je u serumu doslo do
znacajnog porasta u koli¢ini slobodne DNK i aktivnosti DNAze, ali na
preparatima razmaza morfologija neutrofila je delovala neizmenjena, $to
potencijalno moZze biti sluc¢aj i sa naSom studijom. Detaljnijom analizom
autori su uvideli da je ipak doslo do promene u citoarhitektonici jedra u
smeru uvecanog jedra i istaknutih DNK fibrila. Navedena studija je pokazala
da promene u organizaciji genetickog materijala prolaze kroz faze pre nego
sto dode do pojave morfoloski vidljivih promena pod svetlosnim
mikroskopom.
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Takode, jedno od objasnjenja zbog kojih nismo dobili statisti¢ki
znacajnu povezanost izmedu umerenog i visokog intenziteta fizicke
aktivnosti i strukturne organizacije neutrofilnih granulocita moze biti u tkz.
»polarizaciji fizicke aktivnosti”. Osoba moze ispuniti dnevne preporuke za
fizicku aktivnost kratkim veZbama umerenog ili napornog intenziteta, a onda
ostati fizi¢ki neaktivna ostatak dana, stvarajudi tako ,polarizaciju” fizicke
aktivnosti: imati visoku ili umerenu dozu planirane fizi¢cke aktivnosti, uprkos
tome Sto sa druge strane postoji niska potrosSnja energije u uobicajenim
dnevnim aktivnostima zbog velikog obima sedentarnog nacina zivota. Imajudi
u vidu da se radi o univerzitetskim sportistima, studentima medicine, koji
imaju zahtevne ispite i provode dosta vremena sedeci, ovaj entitet se moze
uzeti u obzir u naSem istraZivanju. Dokazano je da polarizacija fizicke
aktivnosti moze dovesti ¢ak i do povedanog rizika od negativnih uticaja po
zdravlje uprkos ispunjavanju preporuka za fizi¢ku aktivnost (Malm et al.,
2019). Zbog svega prethodno navedenog, ostaje zakljuc¢ak da je ovo po nasim
saznanjima prva studija koja je pokusala da analizira pitanje u kom stepenu
razli¢iti intenziteti fizicke aktivnosti moduliraju strukturu neutrofilnih
granulocita, kao i to da je ova tema joS uvek sloZena i nedovoljno istrazena, i
da je u buducénosti potrebno analizirati koje su najbolje tehnike i metode
nauc¢no istrazivackog rada kojima bi ova povezanost postala jasnija i
preciznije definisana.

U naSoj studiji, je po prvi put, pokazano da su neki od GLMC
parametara strukture hromatina u neutrofilima povezani sa nivoima
mentalnog distresa kod zdravih mladih sportista, u fizioloskim uslovima.
Prema nasim rezultatima, homogenost i uniformnost teksture hromatina su
bili u statisticki visoko znacajnoj negativnoj korelaciji sa mentalnim
distresom, dok je statisti¢cki visoko signifikantna pozitivna korelacija
detektovana izmedu teksturalnog kontrasta jedarne strukture ¢elija i nivoa
mentalnog distresa merenog DASS-21 skalom, kao i nivoa anksioznosti
merene GAD-7 skalom. Ovi parametri pokazuju relativno dobru
diskriminatornu sposobnost u razlikovanju ucesnika sa normalnim i
poviSenim nivoom mentalnog distresa. U radu smo konstruisali model
masinskog ucenja koji na osnovu binomne logisticke regresije koristi
navedene, i druge teksturne karakteristike, za predvidanje poveanog nivoa
mentralnog distresa na osnovu rezultata dobijenih analizom razmaza
periferne krvi ispitanika.

Rezultati nasSe studije su u potpunosti u saglasnosti sa rezultatima
naucne studije Panti¢a i saradnika iz 2019. godine. U ovoj studiji su autori
dokazali statisticki znacajnu negativnu korelaciju teksturalne homogenosti
hromatina neutrofilnih granulocita sa nivoima mentalnog distresa kod
pacijenata sa rekurentnim depresivnim sindromom (Pantic et al., 2019).
Rezultati ove naucne studije su pokazali da je postojala statisticki visoko
znacajna (p < 0,01) korelacija izmedu IDM hromatina neutrofilnih granulocita
i skora na skali stresa u okviru DASS-21. Korelacija je bila negativna, $to znaci
da je povecanjem IDM nivo stresa opadao, i obrnuto.
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Ovo je bila prva i jedina nauc¢na studija koja je analizirala povezanost
strukturnih promena hromatina neutrofilnih granulocita i nivoa mentalnog
distresa. Zbog nedostatka nauc¢nih studija koje su istrazivale istu ili sli¢nu
temu kao naSe istrazivanje, objasnjenje nasih rezultata kao i opravdanost
istraZzivanja mozemo diskutovati u sledeé¢im nauc¢nim studijama koje su
koristile istu tehniku teksturalne analize kako za strukturu hromatina, tako i
drugih specifi¢nih morfoloskih karakteristika celije, samo na drugim
¢elijama, a takode je znacajno pomenuti studije koje su se pre svega bavile
funkcionalnim promenama neutrofilnih granulocita. Panti¢ i saradnici su
2013. godine predstavili rezultate koji su ukazivali na to da su entropija,
ugaoni drugi moment, varijansa i korelacija teksture nuklearne strukture
limfocita odredene GLCM metodom razli¢ite u korteksu timusa u poredenju
sa medulom. Ovi rezultati su sugerisali da GLCM kao metoda moZe imati
odredeni potencijal u otkrivanju diskretnih promena u nuklearnoj strukturi
(Pantic et al., 2013). U nau¢nom radu Parka i saradnika pomoéu GLCM
teksturalne analize je istrazivana strukturna sloZenost i tekstura citoskeleta i
jedra u ljudskim mezenhimskim mati¢nim delijama tokom rane faze
diferencijacije u osteoblaste metodom diferencijacije-indukcije: mehani¢kim
i/ili hemijskim stimulusima. Park i saradnici su dokazali da su u jedrima
¢elija koje su bile stumilisane sa oba stimulusa izracunate vece vrednosti za
varijansu i homogenost, $to ukazuje da je raspored hromatina bio neskladan
u ranoj fazi diferencijacije. Pokazano je i potvrdeno da kombinovana
stimulacija mehanickim i hemijskim faktorima ubrzava diferencijaciju
mati¢nih ¢elija, ¢ak i u ranoj fazi (Park et al., 2014). U svojoj studiji
Martinovi¢ i saradnici su analizirati strukturnu organizaciju hromatina
limfocita kod tri grupe ispitanika: prve grupe ispitanika koji su imali
dijabetes tip 2, druge grupe ispitanika koji su imali dijabetes tip 2 i koji su
leceni metforminom, i treée grupe =zdravih ispitanika, koris¢enjem
konvencionalnih kompjuterski potpomognutih metoda, fraktalne analize i
analize matrice ko-pojavljivanja sivih vrednosti (GLCM). GLCM analiza
angularnog drugog momenta (ASM) otkrila je razlike u hromatinskoj
strukturi limfocita kod ispitanika koji su imali dijabetes tip 2 i koji su leceni
metforminom, i druge dve grupe ispitanika (Martinovi¢ et al., 2018). Din¢i¢ i
saradnici su u svom istrazivanju razlika izmedu nuklearnih karakteristika
papilarnog karcinoma Stitne zlezde i Hasimotovog tireoiditisa dokazali da
postoji statisticni znacajna razlika izmedu kontrasta, korelacije, ugaonog
drugog momenta i homogenosti GLCM-a parametara u teksturi hromatina
folikularnih celija kod Hasimotovog tireoiditisa i maligno izmenjenjenih
¢elija (Dincic et al., 2020). Paunovi¢ i saradnici su u svom nau¢nom radu
koristili GLCM algoritam kao metodu za detekciju diskretnih promena u
distribuciji hromatina hepatocita nakon in vivo izlaganja nanocesticama
gvozde oksida. Istrazivac¢i su u ovom naucénom radu primetili da postoji
statisticki znacajna povezanost izmedu hepatocita koji su izloZeni dejstvu
nanocestica gvozde oksida i smanjenje uniformnosti teksture hromatina
merene kao GLCM angularni drugi moment, a takode slicne promene su
detektovane za homogenost teksture hromatina izraZene kao vrednost
inverznog momenta razlike (Paunovi¢ et al., 2020). U nauc¢noj studiji
Yamamota i saradnika pomoéu GLCM testuralne analize morfoloskih
karakteristika je izvrSena diferencijacija 5 tipova leukocita (neutrofili,
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limfociti, eozinofili, bazofili i monociti), a rezultati su pokazali da je
osetljivost analize iznosila 95.6%, a specifi¢cnost 99.3% (Yamamoto et al,,
2017). Kono i saradnici su u svojoj studiji na osnovu razlike u morfoloskim
specificnostima upotrebili GLCM testuralnu analizu za kvantitativno
razlikovanje ¢etiri tipa ¢elija prekursora eritrocita: proeritroblasta, bazofilnih
eritroblasta, polihromatskih eritroblasta i ortohromatskih eritroblasta.
Prose¢na stopa podudarnosti (osetljivost) metode iznosila je 95,8% (87,5-
100,0), a prosec¢na specifié¢nost 97,6% (Kono et al., 2018).

Prema rezultatima Demira i saradnika, stres i depresija u nekim
sluc¢ajevima mogu biti povezani sa povecanim brojem neutrofila (Demir et al.,
2015). U ovoj nauc¢noj studiji je pokazano da pojedinci sa major depresivnim
poremecajem, koji nisu podvrgnuti farmakoloSkoj terapiji, mogu imati
znacajno povecan odnos neutrofila i limfocita, verovatno usled promena
nivoa odredenih proinflamatornih citokina. Tsai je u svom revijskom radu
ukazao na znacaj IL-8, proinflamatornog citokina kojeg, izmedu ostalog,
produkuju i celije mikroglije i to u vecoj meri u okviru brojnih psihi¢kih
poremecaja poput: depresije major, bipolarnog poremecaja, anksioznih stanja,
shizofrenije i demencije (Tsai, 2021). Navedeni citokin stimuliSe adhezivnost,
hemotaksi¢nost i povedanu lizozimsku aktivnost neutrofila. Povecana
migracija neutrofila je prema Jakobsonu i saradnicima znacajan faktor u
reorganizaciji hromatina (Jacobson et al., 2018). Naime, oni su primetili da u
¢elijskoj kulturi neutrofila dolazi do reorganizacije genoma i to prvenstveno
heterohromatina, prilikom migracije ¢elija kroz uzane pore. Zakljucili su da
je heterohromatin mehanoreaktivni oblik hromatina koji §titi transkripciono
aktivne kontakte od remetilacijskih efekata migracije. U radu Hanfera i
saradnika u populaciji od 40 studenata je dokazano da se baktericidna
sposobnost neutrofila znacajno smanjuje wusled izlaganja 10-minutnom
mentalnom stresu (Khanfer et al., 2010). Oni su ispitanike izlagali 10-to
minutnom stresnom zadatku i potom iz uzorka periferne krvi analizirali
proto¢nom citometrijom funkciju neutrofila. Njihovi rezultati su pokazali da
mentalni stres moZze smanjiti proizvodnju ¢elijskog superoksidnog anjona, a
time i fagocitnu sposobnost neutrofila (Khanfer et al., 2010).

U animalnim modelima depresije su otkrivena inflamatorna Zzarista
kako u mozgu tako i u perifernim tkivima a znacaj ovog otkri¢a se ogleda u
stepenu rezistentnosti pacijenata koji boluju od depresije na trenutno
dostupnu farmakolosku terapiju (Kitaoka, 2022). Kao znacajan uzrok
neuroinflamacije se navodi akutni i hroni¢ni stres. Zanimljiva zapaZanja ove
studije su da se bez obzira na trajanje stresa, broj neutrofila povecava, a takav
efekat nastaje kao direktna posledica stimulacije progenitorskih <¢elija
neutrofilne loze, dok se za ostale loze u zavisnosti od trajanja stresnog
stimulusa razvija manji ili veci stepen supresije.

Kada govorimo o mentalnom stresu, pokazano je da moZe imati
supresivne efekte na neke od funkcija neutrofila kao Sto su fagocitoza i
baktericidna aktivnost. U eksperimentalnim modelima, baktericidna
aktivnost ovih celija moze biti znacajno smanjena nakon izlaganja cak i
kratkotrajnim stresnim stimulansima.
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Kinoshita i saradnici su u svom radu izlagali miSeve stresu, uranjanjem
u vodu na 1ili2 hna37°C (Kinoshita et al., 2019). Rezultati ovog istrazivanja
su pokazali da usled mentalnog stresa kod Zzivotinja dolazi do smanjene
fagocitne sposobnosti i efektivnosti neutrofila izolovanih iz periferne krvi u
smanjivanju patogenosti E. coli. Autori su takode primetili da su ispitivani
granulociti ispoljili promene koje su identi¢ne pocetnoj fazi procesa
programirane Celijske smrti.

Pored konkretne povezanosti stresa i funkcije neutrofila, od posebnog
interesa je odnos izmedu mentalnog stresa i signalnih molekula u inflamaciji.
Prolongirani stres moZe biti povezan sa regulacijom nivoa odredenih
proinflamatornih citokina, i pretpostavlja se da je to jedan od mehanizama
koji doprinosi nastanku razli¢itih bolesti povezanih sa stresom. Akutni stres,
ali takode i oporavak od stresa, mogu uticati na povecanu ili smanjenu
proizvodnju odredenih citokina (Faith et al., 2019). Prema rezultatima Kempa
i autora, nakon izlaganja miSeva akutnom stresu, celije mikroglije su
sekretovale vece koncentracije faktora nekroze tumora a (TNFa) koji je bitan
regulator sinapsne aktivnosti u ventralnom hipotalamusu, gde se nalazi
integrativni centar za reagovanje na stresne stimuluse. TNFa takode ima
ulogu u ¢elijskoj signalizaciji i regulaciji funkcija ¢elija imunskog sistema
kroz nekoliko poznatih mehanizama (poveéana hemotaksa, adhezivnost,
fagocitna sposobnost, ameboidno kretanje) (Kemp et al., 2022). Pored TNFa,
u literaturi se navodi da tokom i nakon kontakta sa stresnim stimulusom rastu
i koncentracije interleukina 6 (IL-6), koji ima potencijalno znacajne efekte na
proizvodnju i funkciju ¢elija nespecifi¢ne imunosti (Niraula et al., 2019).

Mehanizmi regulacije ekspresije gena za TNFa i IL-6 u okviru
inflamacije indukovane stresom su kompleksni, i pored direktnih efekata na
transkripciju i translaciju navode se i epigeneti¢ki aspekti regulacije u smeru
metilacije/acetilacije histona, Sto posledi¢no moZe dovesti i do znacajne
redistribucije hromatina. Pored efekata signalnih molekula u inflamaciji, jo$
jedan od mogucéih molekularnih mehanizama kojim mentalni stres izaziva
morfoloSke promene u neutrofilima wukljuc¢uju i stvaranje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (RKV). Reaktivne kiseoni¢ne vrste se definiSu kao atomi
kiseonika koji imaju jedan nespareni elektron i koji u cilju postizanja
elektrohemijske stabilnosti, taj elektron preuzimaju od susednih jedinjenja
pokrecucdi na taj nac¢in oksidativnu kaskadu ostec¢enja. U okviru RKV navode
se jedinjenja poput: vodonik peroksida, superoksidnog anjona i hidroksilnog
radikala. Oksidativno oSte¢enje je jedan od mehanizama kojim se sluze ¢elije
imunskog sistema u borbi protiv razli¢itih patogena. Primera radi, kada se
neutrofili susretnu sa nekim mikroorganizmom, dolazi do fagocitoze i
nastajanja ranog fagozoma. Intracelularnim transportom, fagozom se spaja sa
lizozomima i unutar novonastalog fagolizozoma dolazi do procesa koji se
naziva ,oksidativni prasak”. Naime, u lizozomima se uz pomo¢ enzima kao
Sto je NADPH oksidaza, proizvodi superoksidni anjon.

Medutim, treba navesti da kao rezultat razlic¢itih ¢elijskih procesa poput
gore mnavedene fagocitoze, =zatim aktivnoséu respiratornog lanca u
mitohondrijama moze do¢i do tzv. ,curenja” RKV, koji deluju toksi¢no na
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komponente celije. DNK je posebno osetljiva na dejstvo RKV pa nastala
oksidativna oSteenja mogu uticati na organizaciju hromatina (El-Benna et
al., 2016, Hu et al., 2020; Salinas et al., 2020). Otkriveno je da u okviru
razli¢itih inflamatornih procesa dolazi do povecanog generisanja RKV i
posledi¢no, oStecenja gena. Stoga, mozemo zakljuciti da su korelacijama
dobijenim u ovoj studiji doprinele fizioloSke promene oksidativnog statusa
tokom mentalnog distresa.

Navedeni zakljucak je i u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima
o promenama izazvanim oksidopaminom u strukturi hromatina limfocita
(Panti¢ et al., 2016). U ovom nau¢nom radu su istraZivaci dokazali da
proapoptoticki hemijski agens, oksidopamin, izaziva promene zavisne od
doze u teksturalnim obrascima hromatina koje se mogu kvantifikovati
koris¢enjem metode matrice ko-pojavljivanja sivih vrednosti (GLCM), i na taj
nacin ukazali da bi se matematicki GLCM algoritam mogao uspesno koristiti
u detekciji i evaluaciji diskretnih ranih apoptoti¢kih strukturnih promena
hromatina limfocita periferne krvi koje se ne mogu detektovati koris¢enjem
konvencionalnih tehnika mikroskopije/¢elijske biologije.

Hemijski derivat dopamina, 6-hidroksidopamin je proapoptotski agens
koji u dozno-zavisnom rezimu smanjuje GLCM parametre teksturalne analize
hromatina kao 8to su ASM i IDM, dok istovremeno poveclava vrednosti
korelacije i varijanse GLCM parametara. 6-hidroksidopamin je od ranije
poznat po svojoj sposobnosti da stimuliSe proizvodnju vodonik peroksida,
superoksid anjona i hidroksi radikala u raznim populacijama ¢elija, ali i po
sposobnosti indukovanja programirane celijske smrti usled ostecenja DNK
(Panti¢ et al., 2021). Rezultati drugih eksperimenata su takode sugerisali da
toksini i procesi koji doprinose generisanju RKV mogu da povedaju
homogenost hromatina i smanje vrednosti ASM i IDM (Nikolovski et al., 2019;
Paunovi¢ et al., 2020).

Fizi¢ki i mentalni stres su snazno povezani sa povedanim generisanjem
RKYV u neutrofilnim granulocitima (Curi et al., 2020). Promene u transkripciji
i potencijalno ostec¢enje DNK izazvano RKV dovode i do morfoloskih promena
u hromatinu, samim tim uloga RKV mora biti detaljno analizirana. U
eksperimentalnim modelima opekotine kod miSeva, otkriveno da dolazi do
povecanog stvaranja RKV od strane aktiviranih neutrofila. Oksidativno
oStecenje se moze uspesSno inhibirati primenom antioksidativhog enzima -
superoksid dismutaze, 1 - 2 h nakon stresnog dogadaja (Miyazaki et al., 2015).
Pored traume, i akutna infekcija takode moZze biti posmatrana kao znacajan
stresogeni faktor. Vinit i saradnici su ispitivali generisanje RKV u
neutrofilima kod: pacijenata sa teSkom formom COVID-19, sepsom i kod
zdravih pojedinaca (Veenith et al., 2022). Visoki nivoi RKV su korelisali sa
vedim brojem neutrofila koji su zapaZeni u grupama pacijenata sa tezom
formom COVID-19 i sepsom i to ¢ak u devet puta vecoj koncentraciji nego kod
zdravih pojedinaca. Uloge RKV u ovim uslovima su nejasne i opre¢ne. Neki
autori smatraju da imaju ulogu da olaksaju fagocitozu tkivnog detritusa,
drugi da dovode do inhibicije ovog procesa, a prema nekima RKYV sluZe kao
signalni molekuli i privlace ¢elije imunskog sistema na mesto oStecenja tkiva.
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U radu Nunes-Silve i saradnika miSevi su bili izlagani kratkotrajnoj
intenzivnoj fizi¢koj aktivnosti na pokretnoj traci, u periodu od oko sat
vremena (Nunes-Silva et al., 2014). Nakon 12 i 24 ¢asova od izlaganja u tkivu
m.kvadricepsa je primecena povedana migratorna sposobnost i posledi¢no
povecan broj neurofila i monocita. U istom eksperimentu na liniji miSeva
kojima je suprimiran gen za NADPH oksidazu, primeceno je da postoji
smanjena migratorna aktivnost $to ukazuje na to da RKV imaju bitnu ulogu u
hemotaksi ¢elija urodenog imuniteta.

Uticaj mentalnog distresa na generisanje RKV i posledi¢no celijski
odgovor na distres stoji u osnovi mehanizama razvoja razli¢itih
psihosomatskih poremecaja (Hayashi, 2015). Kim i saradnici su pokazali da
nakon izazivanja stresa kod zdravih ispitanika i ispitanika obolelih od
shizofrenije, dolazi do znacajnog povecanja nivoa RKV u plazmi obolelih od
shizofrenije u odnosu na zdrave pojedince. Razli¢iti mentalni poremecaji u
osnovi imaju naru$enu redoks ravnotezu (Kim et al., 2021). Prema rezultatima
nekih drugih studija, dokazano je da hormoni stresa iz hipotalamus-hipofiza-
nadbubreZna zlezda osovine mogu uticati na transkripciju gena ¢iji su krajnji
efekti ukljuc¢eni u stvaranje RKV. Mehanizmi kojima se postizu navedeni
efekti mogu biti direktni i to aktivacijom razli¢itih intracelularnih signalnih
puteva ili indirektni, preko povecane sinteze i oslobadanja proinflamatornih
citokina. U zavisnosti od stepena oSteenja, odnosno nivoa RKV i
antioksidativne zastite, promene mogu biti vrlo suptilne i nedetktabilne
konvencionalnim metodama mikroskopije ili obimne uz jasno ogranicene
patomorfoloske supstrate. Ukoliko je u pitanju suptilna promena, upotreba
kompjuterskog algoritma kao sto je GLCM, moZe olak3sati detekciju.

U nas$oj studiji smo dobili znacajne pozitivne korelacije izmedu DASS-
21 skora i GLCM kontrasta hromatina. Potencijalno objasnjenje dobijenih
rezultata bi moglo lezati u vezi izmedu efekata psihickog stresa na ekspresiju
$aperona. Saperoni su kompleksi proteina koji imaju ulogu u regulisanju
uvijanja proteinskih molekula, odnosno postizanju adekvatne prostorne
konformacije proteina (Roufayel and Kadri, 2019; Fatima et al., 2021). Jedan
od aspekata funkcije Saperona se ogleda i u uvijanju histonskih proteina i
formiranju nukleozoma, a samim time i celokupne organizacije hromatina.
Pored ove uloge, Saperoni takode kontroliSu procese kao Sto su: uklanjanje
pogresno uvijenih proteina, promena konformacije peptidnih toksina i
prevencija agregacije polipeptida. U proslosti, nekoliko autora je sugerisalo
da mentalni stres moZe povecati ekspresiju Saperona, i da ova disregulacija
moze biti povezana sa odredenim mentalnim poremecajima (Hayashi, 2015).
Hayashi i saradnici su u svom radu dokazali da hroni¢ni mentalni stres
pokrec¢u ,reakciju” na ¢elijski stres usled povecane ekspresije Saperona, i na
taj nac¢in moze do¢i do poremecene citoarhitekture celije (DNK, histona,
hromatina).

Cini se da postoje sinergisti¢ki efekti starenja i stresa na funkciju
neutrofila $to je prikazano u ranijim radovima (Lord et al., 2019). Starenje je
¢esto povezano sa povecanjem cirkulisué¢ih proinflamatornih citokina i
promenama u HHN osi. U nekim slucajevima, starenje je takode povezano sa
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specifiénim promenama parametara GLCM hromatina u nekim populacijama
¢elija. Na primer, pretpostavlja se da u nekim ¢elijama slezine, starenje moze
povecati entropiju nuklearnog hromatina i smanjenje IDM (Panti¢ et al.,
2012). U radu Bartleta i saradnika ispitivana je aktivnost neutrofila kroz
parametre migracije, fagocitoze, oksidativnog praska, ekspresije povrsinskih
receptora, metabolizma i sistemske inflamacije u grupama starijih pojedinaca
koji su se imali vedi ili manji stepen fizicke aktivnosti i mladih ispitanika
(Bartlett et al., 2016). Njihovi rezultati su pokazali da je migratorna aktivnost
neutrofila bila vec¢a u grupi aktivnijih starijih ispitanika i vrlo sli¢na kao u
grupi mladih ispitanika, dok se ostali parametri nisu razlikovali kod starijih
ispitanika bez obzira na stepen fizi¢ke aktivnosti. Oni su takode dobili i
znacajno povecanje u nivoima proinflamatornih citokina u obe grupe starijih
ispitanika u odnosu na grupu mladih ispitanika, sto ukazuje da iako postoji
niskostepena inflamacija koja je povezana sa godinama starosti, bavljenje
fizickom aktivno$éu utic¢e na funkciju neutrofila i potencijalno interferira sa
faktorima koji dovode do imunosupresije i odumiranja ¢elija.

Potencijalni uticaj hormona, kortizola i epinefrina treba uzeti u obzir
kao jo$ jedan od faktora koji mogu uticati na reorganizaciju hromatina u
neutrofilima (Parks and Davis, 2012). Kortizol moZe biti odgovoran za razne
epigeneticke promene u mnogim populacijama ¢elija. Na primer, promene na
nivou genoma u nivoima metilacije DNK mogu biti povezane sa izmenjenom
reaktivnoséu kortizola na stres, kao Sto je sugerisano u nauc¢nim
istrazivanjima (Houtepen et al., 2016). Takode, naznaceno je da odredeni
faktori koji uti¢u na aktivnost simpati¢no-adrenalne osovine mogu izazvati
velike epigenetske modifikacije (Jiang et al., 2019). Sto se ti¢e neutrofilnih
granulocita, efekti kortizola ili epinefrina na ekspresiju gena i remodeliranje
hromatina jo$ uvek nisu u potpunosti shvaceni, tako da ne mozemo doneti
definitivne zakljucke o tome da li su ova dva hormona imala bilo kakvog
uticaja na korelacije otkrivene u nasoj studiji.

Verovatno najvecda vrednost nasSeg istrazivanja se ogleda u moguénosti
koris¢enja ra¢unarskih indikatora teksturalne analize u cilju stvaranja modela
masinskog ucenja koji bi u teoriji mogli da se koriste za predikciju mentalnog
distresa. U ovom trenutku ne postoji biohemijski ili imunoloski test iz krvi
koji se rutinski koristi za dijagnostiku anksioznih poremecaja ili poremecaja
raspoloZenja poput depresije. Umesto toga, dijagnozu obi¢no postavlja
psihijatar nakon pregleda i uzimanja detaljne istorije bolesti, a na osnovu
svoje subjektivne procene i iskustva. U ovom trenutku, postojece
medunarodne klasifikacije bolesti navode dijagnosti¢ke kriterijume za vecéinu
ovih poremecaja i tac¢no je da se psihijatar usmerava prema ovim
kriterijumima tokom postavljanja dijagnoze, medutim, ovakav mnacin
psihijatrijske evaluacije je i dalje subjektivan i ponekad dovodi do gresaka.
Cak i u najsavremenijim i najefikasnijim zdravstvenim sistemima, c&esto
dolazi do nedovoljne wusaglasenosti izmedu dva psihijatra u vezi sa
postavljanjem dijagnoze za brojne klinicke slike, pri ¢emu je taj stepen
saglasnosti ¢esto manji od 80%. (Picardi et al.,2017). Upitnici poput GAD-7,
DASS-21 i druge skale se takode ne Kkoriste rutinski veé¢ tokom
naucnoistrazivackog rada.
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Stoga u psihijatriji ve¢ godinama, ako ne i decenijama postoji potreba
za razvojem novih, inovativnih dijagnosti¢kih testova i biomarkera koji bi bili
u moguénosti da barem donekle poboljSaju dijagnosticku preciznost u
utvrdivanju komponenti mentalnog distresa.

Tokom poslednjih deset godina, svedoci smo ubrzanog razvoja
masinskog ucenja i veStacke inteligencije sa potencijalnom primenom u svim
medicinskim oblastima, a psihijatrija i neuronauke nisu izuzetak. Generalno,
postoje dva tipa masinskog ucenja: ucenje pod supervizijom i ucenje bez
supervizije. Kod masinskog wucenja pod supervizijom, kompijuterskom
modelu (masini) se prezentuje serija primera u kojima su ulaznim podacima
asocirani izlazni podaci. Vremenom, masina ,nauci” da pravilno asocira ulaz
sa izlazom, odnosno uoci diskretne i kompleksne obrasce u organizaciji
podataka. Nakon toga, model stice sposobnost da sam predvidi izlazni
podatak na osnovu datog ulaznog podatka. Kad je u pitanju bududi
dijagnosti¢ki test u oblasti psihijatrije, ulazni podaci bi bili neki krvni
biohemijski ili imunoloski parametri (u naSem sluc¢aju GLCM indikatori jedra
neutrofilnih granulocita), a izlazni podatak bi bila dijagnoza mentalnog
poremecaja ili ocena nekog psihickog simptoma (u nasem slucaju, to bi bio
skor za parametre mentalnog distresa). Za razliku od masinskog ucenja pod
supervizijom, masinsko ucenje bez supervizije podrazumeva davanje slobode
masini da sama detektuje specificne obrasce organizacije i distribucije
podataka bez unapred zadatog pocetka i cilja. Ovakve metode su cesto
sporije, kompleksnije i teZe za implementaciju, pa se u medicinskim naukama
rede primenjuju.

U neuronaukama, od metoda masinskog ucenja pod supervizijom,
verovatno najveci potencijal imaju algoritmi drva odluke (engl. ,decision
trees”), masine sa potpornim vektorima (engl. ,Support Vector Machine”,
SVM) kao i metode zasnovane na dubokom ucenju.

Prvi model masSinskog ucenja su predstavljala drva odluke, koja su u
osnovi grupa pravila koje masina prati imajuci u vidu ulazne parametre koji
su obi¢no na racionalnoj skali. Koriste¢i razli¢ita pravila, kao i razlicite
obrasce ,granjanja” gradi se algoritam gde svaka grana u stvari predstavlja
odluku u kom smeru ¢e i¢i dalji proces zaklju¢ivanja. Kada postoji veliki broj
drva odluke onda se cesto koristi algoritam slucajnih Suma (engl. ,Random
Forests”), a finalna odluka se donosi na osnovu vedinske ocene drva odluka
koja su ucestvovala u odluc¢ivanju. U nasoj studiji, ovaj model se pokazao kao
metod sa najboljim performansama u smislu prediktorne sposobnosti za nivo
anksioznosti merene GAD-7 skorom. Ovo ujedno predstavlja prvo
istraZzivanje u kome je model sluc¢ajnih Suma koris¢en za predikciju nekog
psiholoskog parametra uz upotrebu GLCM indikatora kao ulaznih podataka
za treniranje.

Drugi model masinskog ucenja pod supervizijom koji je predloZen u
nadoj studiji u cilju predikcije psiholo$kih parametara je model masine sa
potpornim vektorima (engl. ,Support Vector Machine”). Princip rada ovog
modela se zasniva na pronalaZenju hiperravni koja najbolje razdvaja odnosno
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klasifikuje podatke, odnosno ravni koja se odlikuje najve¢om udaljenosc¢u od
najbliZih vrednosti posmatranih varijabli. U proslosti je u biologiji i medicini
koris¢en u mnogim studijama u cilju klasifikacije medicinskih podataka, ali
ovo je prvi put da je upotrebljen u cilju regresije, odnosno za predvidanje
varijable na racionalnoj skali imajuc¢i u vidu GLCM ulazne podatke. NaZalost,
prediktorna sposobnost u nasoj studiji je bila relativno mala u poredenju sa
modelom slucajnih Suma $to ukazuje na manju verovatnoéu potencijalno
uspedne primene u buducénosti na veé¢im i heterogenijim uzorcima.

Potrebno je istadi da pristupi zasnovani na modelima masinskog ucenja
i vestackoj inteligenciji, onako kako su primenjeni u nasem istraZivanju imaju
nekoliko bitnih ogranic¢enja. Prvo, uzorak na kome je studija radena je suvise
mali da bi se u potpunosti razvio funkcionalni i validni model, te stoga
mozemo govoriti isklju¢ivo o predlogu hipotetickih modela koji bi u
budué¢nosti na veéem uzorku mogli biti dodatno trenirani i testirani. Na
primer, sasvim je moguce da bi na ve¢em uzorku model zasnovan na masini
sa potpornim vektorima imao znacdajno bolje performanse u smislu
prediktorne sposobnosti. Takode, ovaj model, kao i model zasnovan na
sluc¢ajnim Sumama imaju brojne hiperparametre, od kojih su samo neki u
naSem istraZivanju testirani. Optimizacija hiperparametara na velikom
uzorku kod ovih modela ¢esto zahteva znacajnu procesorsku snagu i druge
faktore i u buducénosti ¢e biti neophodno da se svi aspekti funkcionisanja ovih
modela detaljno ispitaju. Takode, potrebno je napomenuti da je put od
treniranja do pune implementacije modela masinskog u¢enja u medicine ¢esto
kompleksan i udruZen sa brojnim izazovima i preprekama. Kad su u pitanju
humani ispitanici (za razliku od ¢elija u kulturi ili laboratorijskih Zivotinja),
uspesno treniranje i testiranje modela ¢ak i na veoma velikom uzorku, ne
znacu nuzno da ¢e model biti primenljiv na drugim delovima populacije i u
drugacijim eksperimentalnim ili klini¢kim uslovima. Ovo je uglavnom
posledica cesto velike heterogenosti same populacije i sledstvene
nemogucnosti da se obezbedi dovoljno veliki uzorak koji bi bio
reprezentabilan.

Jos jedno bitno ogranic¢enje naSeg istrazivanja se odnosi ne opste
nedostatke modela masinskog ucenja u pogledu njihove interpretabilnosti.
Modeli zasnovani na slu¢ajnim Sumama, kao i oni zasnovani na masinama sa
potpornim vektorima se mogu posmatrati kao takozvani modeli ,crne kutije”
(engl. ,black box models”). Ovo u osnovi znaci da je model istreniran da sa
odredenom precizno$éu na osnovu ulaznih podataka (npr. biohemijski ili
imunolos8ki parametri) predvidi neki psiholoski parametar (npr. nivo
anksioznosti ili mentalnog distresa), ali tacan mehanizam na osnovu kojeg se
ovo predvidanje vrii ostaje nepoznat. Cak ni vrhunski ekspert za maginsko
ucenje ili vesStacku inteligenciju nije u mogucénosti da spozna unutrasnje
funkcionisanje (engl. ,inner workings”) modela, ne zbog nedostatka iskustva
i ekspertize ve¢ zbog same prirode modela koju odlikuje izrazito visok nivo
kompleksnosti. Ova c¢injenica znacajno smanjuje nivo reproducibilnosti
istraZzivanja i moze dovesti do toga da dva ista modela, istrenirana na sli¢nim
uzorcima i slicnim eksperimentalnim ili klini¢kim uslovima pokazu drasti¢no
razli¢ite performanse u pogledu klasifikacione preciznosti (npr. kad je u
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pitanju dihotomna varijabla) ili predvidac¢ke sposobnosti (kad je u pitanju
varijiabla na racionalnoj skali).

Jedna od mogucih alternativa modelima masinskog uc¢enja primenjenim
u nasem istrazivanju predstavlja algoritam zasnovan na neuralnim mrezama.
Neuralne mreZze su poslednjih godina postale veoma popularni pristup u
biomedicinskom modelovanju naro¢ito u analizi dvodimenzionalnih signala
poput digitalnih mikrografa i radioloskih slika. Kod neuralnih mreza,
arhitektura modela se zasniva na jednom ili viSe slojeva povezanih neurona
koji propustaju informaciju (u jednom ili oba smera), a verovatnoca prolaska
informacije kroz odredenu sinapsu je determinisana takozvanim teZinskim
vrednostima koje se formiraju prilikom treniranja. Neuralne mreze takode,
slicno sludajnim Sumama i masinama sa potpornim vektorima predstavljaju
vid masinskog ucenja pod supervizijom. Drugim rec¢ima, i ovde se modelu
tokom treniranja prezentuje serija primera sa korektno asociranim ulaznim i
izlaznim podacima, nakon ¢ega model uc¢i da pravilno vrsi asocijacije kroz
davanje prednosti odredenim sinapsama u odnosu na druge sinapse. U
medicinskim istrazivanjima se danas najc¢esce koriste multislajsni perceptroni
i konvolucione neuronske mreze kao oblici takozvanog ,dubokog ucenja”.
Konvolucione neuralne mreZe su posebno pogodne za klasifikaciju
medicinskih slika tokom ra¢unarske interpretacije preparata u patologiji, kao
i snimaka u radiologiji. U naSem istrazivanju, ovakav vid masinskog ucenja
bi u budué¢nosti dodatno mogao da doprinese prepoznavanju specifi¢ne
strukture imunskih ¢elija asocirane sa povedanim nivoima anksioznosti i
mentalnog distresa. Ipak, potrebno je napomenuti da sama ¢injenica da je neki
metod masinskog ucenja danas popularan (neuralne mreze) u smislu primene
u razvoju ves$tacke inteligencije, ne mora nuzno da znaci da se taj model
odlikuje i najve¢om klasifikacionom i predvidac¢kom sposobnosé¢u kada su u
pitanju psiholoski parametri.

U buducénosti ¢e biti neophodno sprovesti dodatna istrazivanja u cilju
utvrdivanja nauc¢ne vrednosti GLCM metode u neuronaukama, imajuéi u vidu
da je ova racunarska tehnika relativno nova u ovoj oblasti. Takode ¢e na
razli¢itim uzorcima i pod uticajem odredenih klini¢kih faktora biti potrebno
razviti veéi broj modela masinskog ucenja i deteljno ispitati njihovu
validnost, senzitivnost i pouzdanost u predvidanju komponenti mentalnog
distresa. Moguce je da, ukoliko istrazivaci uspeju da razviju efikasan model
zasnovan na slucajnim Sumama, masinama sa potpornim vektorima ili
neuronskim mreZzama, on postane sastavni deo nekog buduceg biomarkera za
detekciju komponentni mentalnog distresa, ne samo kod pacijenata sa
dijagnostikovanim mentalnim poremecajem veé¢ i kod mentalno zdravih
osoba. Ovakav sistem bi imao Siroku primenu u psihologiji i psihijatriji i
znacajno bi mogao da doprinese unapredenju rane dijagnostike mentalnih
poremecaja. lako smo u ovom momentu jo$ uvek daleko od trenutka kada bi
ovakav biosenzor mogao biti primenjen u klini¢koj praksi, nasi rezultati
predstavljaju potencijalno korisnu osnovu za dalja istazivanja u ovoj
multidisciplinarnoj tematici koja obuhvata znanja iz oblasti psihijatrije,
psihologije, ¢elijske biologije i informacionih tehnologija.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju rezultata dobijenih ovom studijom, kao i pretpostavljenih

ciljeva, moZemo izvesti sledece zakljucke:

1. Analizom medusobne povezanosti teksturalnih parametara strukture i
distribucije hromatina neutrofilnih granulocita periferne krvi i nivoa
mentalnog distresa kod sportista utvrdeno je sledece:

a)

Detektovana je statisticki visoko znacdajna negativna korelacija izmedu
vrednosti inverznog momenta razlike (IDM) i i angularnog drugog
momenta (ASM) jedarne strukture neutrofilnih granulocita i DASS-21
skora.

GLCM teksturalni kontrast je bio u statisticki visoko znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa DASS-21 skorom.

Nivo anksioznosti izmeren GAD-7 skorom je bio u statisticki visoko
znacajnoj negativnoj korelaciji sa angularnim drugim momentom (ASM)
i inverznim momentom razlike (IDM).

Utvrdena je pozitivna statisticki visoko znacajna korelacija GLCM
teksturalnog kontrasta jedarne strukture neutrofilnih granulocita i
nivoa anksioznosti merene GAD-7 skalom.

DASS-21 skor, kao ni GAD-7 skor nisu bili u statisti¢cki znacajnoj
povezanosti sa vrednostima parametara teksturalne varijanse i
korelacije jedra kao parametara GLCM analize.

Nivoi kognitivne preformulacije i emocionalne supresije nisu bili u
statisticki znacajnoj korelaciji ni sa jednim GLCM indikatorom jedarne
strukture neutrofilnih granulocita.

2. Analizom medusobne povezanosti intenziteta fizicke aktivnosti i
teksturalnih parametara strukture i distribucije hromatina neutrofilnih
granulocita periferne krvi utvrdeno je sledece:

a)

b)

Umeren intenzitet fizicke aktivnosti statisticki znacajno ne menja
strukturnu organizaciju hromatina neutrofilnih granulocita periferne
krvi kod sportista.

Visoko intenzivna fizi¢ka aktivnost nije u statisticki znacajnoj korelaciji
ni sa jednim parametrom GLCM testuralne analize hromatina
neutrofilnih granulocita kod sportista.

3. Analizom medusobne povezanosti nivoa mentalnog distresa i razli¢itog
intenzitet fizicke aktivnosti kod sportista zakljuceno je sledece:

a)

Umerena i visoko intenzivna fizi¢ka aktivnost statisticki znacdajno ne
uti¢e na DASS-21 skor.
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b) Anksioznost izmerena GAD-7 skorom nije bila u statisticki znacajnoj
korelaciji sa umerenom i visoko intenzivnom fizickom aktivnoscu.

c¢) Nivoi kognitivne preformulacije i emocionalne supresije nisu bili u
statisticki znacajnoj korelaciji ni sa umerenom, kao ni sa visoko
intenzivnom fizi¢kom aktivnoséu.

4. PredloZene metode i modeli masinskog ucenja bi u buduénosti teorijski

mogle biti znac¢ajne komponente biomarkera za brzo detektovanje mentalnog
distresa kod sportista
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SPISAK SKRACENICA
PTM: Post-translacione modifikacije
HDAC: Histon deacitilaza
HATs: Histon acetiltransferaza

GLCM: Gray Level Co-occurrence Matrix (matrica ko-pojavljivanja sivih
vrednosti)

ASM: Angular second moment (angularni drugi momenat)
IDM: Inverse difference moment (inverzni momenat razlike)
MET: Metaboli¢ki ekvivalent

FA: Fizicka aktivnost

VO2 max: Maksimalna potrosnja kiseonika

HHN: Hipotalamus-hipofizno-nadbubreZna osovina

cAMP: Cikli¢ni adenozin monofosfat

CON: GLCM kontrast

COR: GLCM korelacija

VAR: GLCM varijansa

IPAQ: International Physical Activity Questionnaire (Medunarodni upitnik o
fizickoj aktivnosti)

MET.min.ned-': MET minuta nedeljno
MET.h.ned-1: MET sati nedeljno
MSE: mean squared error (srednja kvadratna greska)

RKV: reaktivne kiseonicke vrste
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