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Sazetak. Dijabetes se ubraja medu najéesca endokrinoloska oboljenja sa prevalencom u
stalnom porastu te predstavlja stalan predmet istrazivanja. Aloksanski dijabetes kod pacova
odgovara dijabetesu tipa 1 kod ljudi. Radi pracenja uticaja dijabetesa na leukocitarnu formulu
izvriena je intoksikacija Wistar pacova aloksanom (100 mg/kg). Cetrnaest dana od postizanja
stabilne hiperglikemije jedinkama je uzeta krv kardijalnom punkcijom. Kod svih tretiranih
grupa doslo je do signifikantnog (p=0,000) povecanja broja leukocita po litri krvi u odnosu na
jedinke kontrolnih grupa. Znatno nizi udio bazofilnih granulocita (r=0,002) uocen je u
diferencijalnoj krvnoj slici tretiranih jedinki. Udio neutrofilnih granulocita u krvi tretiranih
jedinki bio je nizi, a eozinofilnih granulocita i limfocita visi nego kod kontrolnih jedinki, bez
statisti¢ki znacajne razlike (p>0,050).

Kljuéne rijeci: Wistar pacov, aloksan, dijabetes, diferencijalna krvna slika.

UvoD

Sec¢erna bolest predstavlja najéeséu endokrinolosku bolest u svijetu, koja je
istovremeno i metabolicka bolest sa visestrukom etiologijom, obiljezena hroni¢nom
hiperglikemijom i poremeéajem metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina. Javlja se kao
posljedica poremecaja lucenja i djelovanja insulina (Magas, 2010). Dijabetes se danas ubraja
medu najcesca endokrinoloska oboljenja sa prevalencom u stalnom porastu, narocito u
razvijenim zemljama svijeta (Rolo i Palmeira, 2006). Prema Svjetskoj zdravstvenoj
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organizaciji (WHO, 2011) secerna bolest je odgovorna za oko 2,2% smrtnih ishoda
uzrokovanih boles¢u medu ljudima. Dijabetes svakih deset sekundi odnese jedan zivot, a
dvije osobe obole od ove bolesti. To je oboljenje evolutivnog toka, velike ucestalosti, zbog
¢ega se u savremenoj literaturi oznac¢ava kao pandemijski problem morbiditeta i mortaliteta.
Danasnja statistika dijabetesa porazavajuca je jer govori da se dijabetes ubraja medu pet
najcescih nezaraznih uzroka smrti u svijetu (Stilinovi¢, 2013). Biohemijske promjene koje
leze u patogenezi dijabetesa dovode do pojave oksidativnog stresa, a pracen je povecanim
prisustvom slobodnih radikala i smanjenom antioksidativnom odbranom organizma.
Oksidativni stres koji nastaje kao posljedica hiperglikemije predstavlja glavnog uzrocnika
patoloskih  komplikacija karakteristicnin  za dijabetes. Tokom hiperglikemije u
mitohondrijama dolazi do prekomjerne produkcije superoksidnog radikala, koji u daljim
koracima moze biti konvertovan u druge oblike reaktivnih oksidativnih vrsta, koje doprinose
opstem oksidativnom stresu (Green i sar., 2004).

Kod zivotinja dijabetes moze biti indukovan organskim jedinjenjem, aloksanom, koji
dovodi do unistenja B-celija Langerhansovih ostrvaca pankreasa (Szkudelski, 2001). Aloksan
je originalno izolovao Brugnatelli 1818. godine, a Wohler i Liebig su 1838. godine sintetisali
pirimidinski derivat koji je kasnije nazvan aloksan (Lenzen i Panten, 1988), ali tek 1943.
godine dobija na znacaju u istrazivanju dijabetesa posto su Dunn, Sheehan i McLetchie
saopstili da pomocu njega mogu da izazovu specifiénu nekrozu B-celija pankreasa kod kunica
(Dunn i sar., 1943). Ovo otkrice potvrdili su drugi istrazivaci i uveden je termin ,,aloksanski
dijabetes““(Mrozikiewicz i sar., 1994). Aloksan ima strukturnu formulu veoma sli¢nu
molekuli glukoze. Sli¢nost ide do te mjere da ih GLUT-2 glukozni transporter prihvata i
ubacuje direktno u citoplazmu (-celija, pri cemu ne ostecuje i ne inhibira GLUT-2 receptore
(Lenzen, 2007). U prisustvu intracelijskih tiola, posebno glutationa, stvara reaktivna
kiseoni¢na jedinjenja (slobodne radikale) koji su odgovorni za smrt B-¢elija koje imaju
izrazito nizak autooksidativni kapacitet.

Tjelesne te¢nosti SU najbolji pokazatelj promjena u organizmu. S tim u vezi, odredena
je diferencijalna krvna slika tretiranih pacova radi utvrdivanja promjena nastalih dejstvom
aloksana, odnosno razvojem diabetes mellitusa tip 1.

MATERIJAL | METODE

Za potrebe eksperimenta izdvojeno je 40 jedinki Wistar pacova oba pola priblizne
starosti i tjelesne mase. Drzane su u pleksiglas kavezima na dvanaestoCasovnom reZzimu
svjetlosti (12 ¢asova na svjetlu i 12 ¢asova u mraku), na temperaturi 22+2°S i hrani i vodi ad
libitum. Nakon dvonedeljne aklimacije, jedinke su podijeljene u grupe (kontrolne K & i K Q i
tretirane A &' i AQ) i podvrgnute tretmanu.

Prema podacima iz literature uobi¢ajeno doziranje aloksana u svrhu izazivanja hiperglikemije
kod Wistar pacova krece se od 40 mg/kg, i. v. (Mude i sar., 2012), 42 mg/kg, i. v. (Lucchesi i
sar., 2013, 2015), 70 mg/kg, i. v. (Akah i sar., 2009), 100 mg/Kkg, i. p. (Peri, 2014, Saba i sar.,
2010), 120 mg/kg, s. ¢. (Ahmadvand i sar., 2012), 125 mg/kg, i. p. (Georgewill i Georgewill,
2009), 140 mg/kg, i. p. (Olurishe i sar., 2013) 150 mg/kg, i. p. (Dallatu i sar., 2010; Ahmed i
sar., 2010; Kim i Ha, 2013; Ebong i sar., 2014), 160 mg/kg, i. p. (Muhammad i sar., 2012), do
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200 mg/kg, i. p. (Indradevi i sar., 2012) i vise. Odabrana doza aloksana iznosila je 100 mg/kg,
I. p. Kako manje doze aloksana unesenog intraperiotonealno mogu rezultovati autoreverzijom
u normalno glikemijsko stanje, zahvaljujuéi regenerativnom kapacitetu ¢elija Langerhansovih
ostrvaca (Jain i Arya, 2011), nivo glukoze u krvi kontrolisan je svakih 48 sati, uzorkom krvi
iz repne vene i upotrebom digitalnog glukometra Accu Check Active (Roche). Po potrebi je
ponavljan tretman aloksanom do postizanja stabilne hiperglikemije (>11 mmol glukoze po
litri krvi). Dvadeset jedinki oba pola sa izrazenom hiperglikemijom je zrtvovano nakon 14
dana.

Zivotinje su, prije uzimanja krvi, anestezirane intramuskularnim ubrizgavanjem
ketamina koncentracije 50 mg/kg (Ketaminol 10 100 ml/mg, Intervet, razrijeden fizioloSkim
rastvorom u omjeru 1:10). Po anesteziranju (15-20 minuta od aplikacije) uzeta je krv
kardijalnom punkcijom u vakutenere sa antikoagulansom K3EDTA, radi odredivanja broja
leukocita /I krvi, metodom brojanja u Thoma komori i diferencijalne krvne slike, pravljenjem
razmaza bojenih metodom po Pappenheim-u (kombinovano bojenje po May-Grinwald-u i
Giemsa-i) (Ivanc i Deki¢, 2006). Gotovi preparati su mikroskopirani pomo¢u imerzionog
objektiva i imerzionog ulja radi diferenciranja elemenata.

U skladu sa uputstvima etickih komisija i komiteta za brigu o laboratorijskim

zivotinjama sve jedinke su zrtvovane dekapitacijom pod dubokom anestezijom (Zakon o
zastiti i dobrobiti zivotinja Republike Srpske) u jutarnjim casovima, u periodu od 08.00-
10.00, kako bi se izbjegle moguce varijacije dobijenih rezultata.
Svi rezultati istrazivanja su analizirani softverski u Office Excel 2010, uz parametre srednja
vrijednost, minimum, maksimum, standardna devijacija i koeficijent variranja. Podaci su
medusobno uporedeni Studentovim t-testom sa minimalnom statisticki signifikantnom razlikom
od r<0.050. Svi rezultati istrazivanja su obradeni i pomocu statistickog paketa SPSS 20.0
(ANOVA i LSD test). Prilikom obrade podataka koriSten je nivo pouzdanosti od 95 %.

REZULTATI | DISKUSIJA

Tokom eksperimenta 20 jedinki

S(r)nmom pacova Wistar soja je tretirano aloksanom, uz
ot — redovnu kontrolu koncentracije glukoze u
20 krvi (Slika 1). Ustanovljen je porast
15 22 koncentracije glukoze u odnosu na pocetnu
10 vrijednost, §to je jedan od osnovnih simptoma
5 dijabetesa, pri ¢emu se hiperglikemijom
0 smatraju  vrijednosti iznad 11 mmol/l.
period mjerenja

Stabilan dijabetes razvijen je kod svih
Slika 1. Vrijednosti koncentracije glukoze u ~ eksperimentalnih  jedinki, pri  ¢emu su
krvi tretiranih jedinki prosjecne vrijednosti koncentracije glukoze u

krvi muzjaka iznosile 24,75 mmol/l, odnosno
kod zenki 22,1 mmol/l na kraju eksperimenta. Kod svih tretiranih grupa, kojima je aplikovan
aloksan, doslo je do signifikantnog (p=0,000) povec¢anja broja leukocita po litri krvi u odnosu
na jedinke kontrolnih grupa (Slika 2).
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7.00 6.59
0.010 0.007
6.50 5.77
6.00
550 0.005 0.002
5.00 0.000
Aloksan Kontrola Aloksan Kontrola

Slika 2. Broj leukocita (10%1) u krvi Slika 3. Udio bazofila u diferencijalnoj

tretiranih i kontrolnih jedinki

krvnoj slici tretiranih i kontrolnih jedinki

0.200 0.188 0.035 0.032
0.180 0.165 0.030 0.027
0.160 0.025 .
0.140 0.020

Aloksan Kontrola Aloksan Kontrola

Slika 4. Udio neutrofila u diferencijalnoj Slika 5. Udio eozinofila u diferencijalnoj
krvnoj slici tretiranih i kontrolnih jedinki krvnoj slici tretiranih i kontrolnih jedinki

0.795 0.015 0.012 0013
0.800 0.775
' 0.010
0.700 0.005
0.600 0.000
Aloksan Kontrola Aloksan Kontrola

Slika 6. Udio limfocita u diferencijalnoj Slika 7. Udio monocita u diferencijalnoj
krvnoj slici tretiranih i kontrolnih jedinki krvnoj slici tretiranih i kontrolnih jedinki

Analizom leukocitarne formule tretiranih zivotinja uocava se sli¢nost sa kontrolnom
grupom jedinki, s tim da je doslo do blagog povecanja udjela limfocita i smanjenja udjela
neutrofila (p>0,050), dok je proporcija bazofila znacajno smanjena kod dijabeti¢nih jedinki
(p=0,002) (Slike 3, 4 i 6). Ne uocava se znacajna razlika ni izmedu zastupljenosti eozinofila i
monocita (p>0,050) kontrolnih i tretiranih jedinki (Slike 5 i 7). Prisutne su i manje razlike u
vrijednostima u odnosu na pol, bez statistickog znacaja.

Komparacijom dobijenih rezultata sa podacima iz literature moze se konstatovati da je
leukocitarna formula kontrolnih jedinki u granicama fizioloskih vrijednosti (Lindstrom i sar.,
2015; Sharp i Villano, 2013; Thrall i sar., 2012; Antai i sar., 2009; Moriyama i sar., 2008;
Rusov, 1984). Rezultati dobijeni analizom krvi tretiranih jedinki u skladu su sa istrazivanjem
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Muhammada i saradnika (2012), koji su zabiljezili povecanje ukupnog broja leukocita, ali i
promjene procentualne zastupljenosti pojedinih formi leukocita u odnosu na kontrolne
jedinke. Takode, doSlo je do smanjenja procenta neutrofilnih granulocita, dok se broj
limfocita kod dijabetogenih pacova povecao u odnosu na zdrave jedinke. Asanga i saradnici
(2013), navode da su pacovi u stanju aloksanskog dijabetesa podlozni alergijskim reakcijama,
ali i ¢estim infekcijama. Takode, iznose ¢injenicu da se osjetljivost pacova javlja kao rezutat
slobodnih radikala nastalih tokom metabolizma aloksana, koji dalje uti¢u na razlicita tkiva u
organizmu. Prema Pankaju i Varmai (2013), varijabilan broj neutrofila moze se pripisati
promjeni broja ukupnih leukocita, sto negativno uti¢e na imuni sistem i fagocitoznu aktivnost
organizma. Kao posljedica neutropenije javlja se smanjena sposobnost odbrane organizma od
bakterija, $to povlaci za sobom i pojavu ¢estih infekcija (Stankovié¢, 2014).

Aloksan djeluje proinflamatorno povecanjem broja ukupnih leukocita, kao i

promjenom odnosa pojedinih tipova u leukocitarnoj formuli u korist limfocita.
Jedan od osnovnih razloga za smanjenje broja bazofila u perifernoj krvi, registrovan u nasem
istrazivanju, predstavlja stres, koji je evidentno prisutan tokom eksperimenta. Na broj
bazofila u krvi utice i reakcija na hemijsku supstancu aloksan, ali i anemija do koje dolazi u
stanju vjestacki izazvanog dijabetesa.

Registrovano je blago povisenje eozinofilnih granulocita bez statistickog znacaja kod
pacova u stanju dijabetesa u odnosu na kontrole. Eozinofili ucestvuju u alergijskim
reakcijama tako sto vrSe fagocitozu i odstranjivanje kompleksa antigen—antitijelo. Broj
monocita nije se znacajnije promijenio, ali je doslo do neznatnog pada u odnosu na
netretirane pacove. Posto se monociti produkuju u kostanoj srzi, bilo koja bolest koja utice na
kostanu srz moze izazvati nizi nivo monocita. Pove¢ana koncentracija glukoze nastala kao
rezultat djelovanja aloksana na Langerhansova ostrvca pankreasa dovodi do oksidativnog
stresa. Stres je rezultat slobodnih radikala, koji narusavaju normalno funkcionisanje celija i
izazivaju mnoga patoloska stanja i bolesti. Tipican primarni odgovor na stres jeste povecana
sekrecija kateholamina (adrenalin) i kortikosteroida (kortizol). Kod pacova najvece promjene
usljed djelovanja adrenalina jesu povecanje koncentracije glukoze i broja limfocita. Moze se
oc¢ekivati da ¢e nakon djelovanja stresora na organizam do¢i do povecanja broja neutrofilnih
granulocita, jer je opsteprihvaceno da je neutrofilija fizioloski odgovor organizma na stres.
Medutim, dominantna forma leukocita kod pacova su limfociti, te se moze ocekivati da ¢e
organizam djelovati promjenom broja limfocita. Limfocitoza predstavlja jednu od pratecih
pojava stresa, a proporcionalno tome je i smanjenje procentualnog udjela ostalih formi
leukocita tretirane grupe (Mahmutovic¢ i sar., 2013).

ZAKLJUCCI

U radu je ispitano djelovanje aloksanom indukovanog dijabetesa na hematoloske
parametre oba pola albino pacova Wistar soja. Na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti sljedece:

» uspjesno je izvrSena indukcija dijabetesa intraperitonealnom aplikacijom aloksana,

» dijabeticki organizmi imaju znatno vise leukocita po litri krvi u odnosu na zdrave

organizme,
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» vedi je broj limfocita kod tretiranih jedinki u odnosu na kontrolne,

» broj neutrofila i bazofila pokazuje tendenciju opadanja kod tretiranih jedinki u
poredenju sa kontrolnom grupom,

» aloksanom indukovani dijabetes pacovima Wistar soja nije imao znacajnijeg
efekta na proporcionalnu zastupljenost eozinofila i monocita u ukupnom uzorku
Krvi.
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