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Abstract

Diabetes mellitus involves most physiological functions include hematopoiesis and
immune system. In this research, ten male German shepherd dogs with same age were
provided; five dogs were considered as control and five of them were considered as
experimental groups; pre- and post- diabetes induction. The examinations were conducted
to guarantee their health and absence of diabetes with Intra-venous glucose tolerance test
(IVGTT) has been approved, according to Islamic Azad university animal ethics
recommendations. Alloxan monohydrate with 100 mg/kg in was injected intravenously
for experimental group. The blood samples were collected before and after diabetes
induction (after 45 days). Next, leukocytes number includes neutrophil, lymphocyte,
monocyte, eosinophil and basophil percents were measured. According to obtained
results, eosinophil and basophil rates hadn’t significant changes after diabetes induction.
But neutrophil, lymphocyte and monocyte percents had significant changes after diabetes
induction; while neutrophils were 82.3% in diabetic dogs (in comparison with 72.38% for
control and 69.53% for pre-diabetes). Lymphocyte and monocyte counts were lower in
diabetic dogs when they are compared with pre-diabetic and control measures
(Ilymphocyte: 22.79, 26.24 and 14.59% and monocyte 2.05, 2.58 and 1.81% respectively
for control, pre- and post-diabetes groups. It is seem that diabetes-related lymphocytes
dysfunction may caused considerable lymphocytes rise in diabetic dogs in comparison
with control or pre-diabetes groups. It was concluded that diabetes induction in German
shepherd dogs may caused lymphocyte and monocyte numbers and neutrophils rises. It is
suggested that impaired glucose and glutamine metabolism in diabetic condition and high
demands of neutrophils for these substances may cause neutrophils rises in diabetic dogs.
It seems that further studies about possible reasons of leukocytes number changes in
diabetic dogs are necessary.

Keywords: Diabetes mellitus, Hematopoiesis, Leukocytes, German shepherd dogs
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چكيده

عارضه دیابت اغلب عملکردهای فیزیولوژیکی شامل خون‌سازی و سیستم ایمنی بدن را درگیر می​کند. در این پژوهش ده قلاده سگ ژرمن شیپرد نر و هم سن انتخاب شده، 5 قلاده به عنوان گروه شاهد و 5 قلاده به عنوان گروه آزمایشی (قبل و بعد از القاء دیابت) تفکیک شد. آزمایش با رعایت اصول حقوق حیوانات انجام گرفت و قبل از شروع آزمایش از سلامت حیوانات و غیردیابتی بودن آنها (با استفاده از تست تحمل گلوکز) اطمینان حاصل شد. آلوکسان مونوهیدرات در غلظت 100 میلی​گرم بر کیلوگرم به صورت درون وریدی تزریق شد. نمونه خون کامل قبل و بعد از القاء دیابت و قبل از اتلاف حیوان اخذ شده و از نظر تعداد لکوسیت​ها (نوتروفیل، لمفوسیت، مونوسیت، ائوزینوفیل و بازوفیل) شمارش شد. طبق یافته​ها، تعداد ائوزینوفیل​ها و بازوفیل​ها در بین گروه​ها اختلاف معنی​داری نداشت. اما تعداد نوتروفیل، لمفوسیت و مونوسیت تفاوت معنی​داری بعد از القاء دیابت داشت به طوری که تعداد نوتروفیل​ها در سگ​های دیابتی 3/82% ( در مقایسه با 38/72% در گروه شاهد و 53/69% در زمان قبل از القای دیابت) بود. لمفوسیت​ها و مونوسیت​ها در گروه دیابتی کمتر از گروه شاهد و زمان پیش-دیابت بود (لمفوسیت: 79/22، 24/26 و 59/14% و مونوسیت: 05/2، 58/2 و 81/1%  به ترتیب برای گروه​های شاهد، پیش- و پس-دیابتی). به نظر می​رسد عامل کاهش تعداد لمفوسیت​ها، اختلال در تکثیر و فعالیت آنها در گروه دیابتی بوده باشد. نتیجه می​گیریم که القاء دیابت در سگ​های ژرمن شیپرد می​تواند سبب کاهش تعداد مونوسیت​ها و لنفوسیت​ها و افزایش تعداد نوتروفیل​ها شود. احتمالاً اختلال در متابولیسم گلوکز و گلوتامین و نیاز بالای نوتروفیل​ها به این منابع موجب تغییر و افزایش تعداد نوتروفیل​ها در شرایط دیابتی شده باشد. به نظر می​رسد مطالعات بیشتر در رابطه با دلایل احتمالی تغییر تعداد لکوسیت​ها در سگ​های دیابتی ضروری باشد. 

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 2، پیاپی 18، صفحات: 1220-1217.

کليد واژه​ها: دیابت، هماتوپویز، لکوسیت، سگ​های ژرمن شیپرد

مقدمه

    عارضه دیابت یکی از بیماری​های سیستم درون ریز بدن است که صرف​نظر از صدمات متابولیکی، سیستم قلبی- عروقی و گردش خون را نیز درگیر می​کند. در حدود 3/6% جمعیت دنیا مبتلا به دیابت یا اصطلاحاً دیابتی هستند. از علائم وقوع دیابت می​توان پلی اوری، افزایش اشتها، کاهش وزن، مشکلات قلبی- عروقی، نارسایی کلیه، شوک، کتوز، افزایش قند خون و فشار خون و ... را نام برد (8). 

بنکداران و همکاران (1) آنمی را یکی از مشکلات عمده افراد دیابتی برشمرده​اند. مطالعات منتشر شده نشانگر وجود ارتباط مثبت بین دیابت تیپ 1 و 2 و سطح پایین اریتروپویتین سرم است (3 و 16). مطالعات پیشنهاد می​کنند علاوه بر اینکه در شرایط نفروپاتی دیابتیک آنمی بروز می​کند، در برخی از موارد دیابتی بدون نفروپاتی نیز وقوع آنمی گزارش شده است (4).  در همین راستا پژوهشگران ایرانی (1) طی بررسی اپیدمیولوژیک بر روی بیماران دیابتی پیشنهاد کردند که عارضه آنمی در بیماران دیابتی تیپ 2 بدون بروز عوارض کلیوی 
می​تواند رخ دهد، شدت آنمی با شدت دیابت مرتبط بوده و در موارد نفروپاتی دیابتی، عارضه آنمی نیز با شدت بالایی بروز می​کند.

آلوکسان ماده​ای است که در مطالعات برای القاء دیابت در مدل​های آزمایشگاهی مورد استفاده قرار می​گیرد. آلوکسان یک عامل اکسیدکننده قوی بوده و اسید دیالوریک متابولیت حاصل از واکنش کاهشی است. آلوکسان و اسید دیالوریک ترکیبی به نام "آلوکسانتین" را تشکیل می​دهند که یک ترکیب دیابتوژنیک قوی می​باشد (9). 

صدمات پاتولوژیک دیابت تجربی القاء شده با آلوکسان در مدل سگ در کلیه​ها (13 و 15)، بیضه​ها (11)، شریان​ها (12)، کبد (15) گزارش شده است. در مطالعه اخیر (10)، مشاهده نمودیم که دیابت القاء شده با آلوکسان تأثیر معنی​داری بر فعالیت اریتروپویز (تعداد گویچه​های قرمز، نرخ هماتوکریت، غلظت هموگلوبین و ..) سگ های ژرمن شیپرد دیابتی نداشت. با توجه به یافته​های اخیر (10) و پیشنهاد بنکداران و همکاران (1) هدف از این مطالعه بررسی اثرات دیابت تجربی القاء شده با آلوکسان بر تعداد گلبول​های سفید خون در سگ​های ژرمن شیپرد (به عنوان مدل آزمایشگاهی دیابتی) است. 

مواد و روش​ها

     در این مطالعه 10 قلاده سگ نر نژاد ژرمن شیپرد شیپرد در سنین 2-5/1 سال انتخاب مورد آزمایش قرار گرفتند. پیش از شروع آزمایش حیوانات معاینه شدند و از نظر سلامتی و عدم وجود عارضه متابولیکی و بیماری خاص اطمینان حاصل شد. سگ​ها به اتاق حیوانات دانشگاه آزاد اسلامی واحد شبستر منتقل و شماره​گذاری شدند. حیوانات تحت درمان انگلی (تزریق لوامیسول) و تزریق واکسن هاری قرار گرفتند. حیوانات در داخل باکس​ها (با رعایت حقوق حیوانات) و با دسترسی آزاد به آب و سه وعده غذایی قرار داده شدند. گروه​های آزمایشی شامل گروه شاهد (بدون القاء دیابت) و گروه آزمایشی (پیش از القاء و پس از القاء دیابت) و هر یک شامل 5 قلاده بودند. برای عادت پذیری حیوانات به شرایط محیطی و جلوگیری از بروز تنش، القاء دیابت بعد از یک هفته انجام گرفت. بعد از زمان آدابتاسیون، برای اطمینان از عدم وجود دیابت، تست وریدی تحمل گلوکز (IVGTT) صورت گرفت. بعد از 5 روز، به حیوانات گروه دوم، آلوکسان (ساخت سیگما-آلدریچ، ایالات متحده) در غلظت 100 میلی​گرم در کیلوگرم وزن بدن به صورت داخل وریدی تزریق شد. یک هفته بعد، دومین IVGTT انجام گرفت و بروز عارضه دیابت تایید شد. در طول مطالعه، معاینات بالینی (شامل اخذ دمای رکتال، ضربان قلب، نرخ تنفس و ...) برای حیوانات هر دو گروه انجام 
می​گرفت. 

نمونه کامل خون از سگ​های گروه شاهد و گروه دیابتی (قبل و بعد از القاء دیابت) اخذ شده و در لوله​های حاوی ماده ضد انعقاد (EDTA) برای شمارش تفریقی لکوسیت​ها (شامل نوتروفیل، لمفوسیت، مونوسیت، ائوزینوفیل و بازوفیل​ها) با تهیه گسترش و رنگ​آمیزی به آزمایشگاه منتقل شد. اخذ نمونه خون از گروه دیابتی در زمان بروز دیابت حاد انجام گرفت. در این مطالعه هیچ​گونه درمان و تجویز دارو برای حیوانات دیابتی انجام نگرفت.

آنالیز آماری داده​ها

داده​های حاصل از آزمایش خون با استفاده از نرم افزار SAS دامنه​ای داده​های حاصل از گروه​های آزمایشی مورد مقایسه میانگین قرار گرفتند (01/0>p و n:5).

یافته​ها 

    مطابق نتایج حاصل جدول 1 تعداد ائوزینوفیل​ها و 
بازوفیل​ها بین گروه​های آزمایشی (قبل و بعد از القای دیابت) تفاوت معنی​داری نداشتند. تعداد نوتروفیل​ها، لمفوسیت​ها و مونوسیت​ها تغییر معنی​داری بعد از القای دیابت نشان دادند به طوری که نوتروفیل​ها در گروه دیابتی به 3/82% افزایش یافت (در مقایسه با 38/72% در گروه شاهد و 53/69% در شرایط پیش از القای دیابت) و لمفوسیت​ها و مونوسیت​ها کاهش معنی​داری در گروه دیابتی در مقایسه با گروه شاهد و قبل از القای دیابت داشتند (لمفوسیت​ها: 79/22%، 24/26% و 59/14%، مونوسیت​ها: 05/2%، 58/2% و 81/1% به ترتیب برای گروه​های شاهد، پیش و پس از القای دیابت).

جدول1- شمارش افتراقی لکوسیت​ها شامل نوتروفیل، لمفوسیت، مونوسیت، ائوزینوفیل و بازوفیل​ها در سگ​های ژرمن شیپرد گروه شاهد، پیش و پس از القای دیابت تجربی


		لکوسیت​ها 


(درصد از کل)

		گروه شاهد 
(غیردیابتی) 

		قبل از تزریق آلوکسان


 (غیردیابتی)

		بعد از تزریق آلوکسان (دیابتی)

		ارزش p

		SEM



		نوتروفیل 

		b38/72

		c53/69

		a 13 /82

		**


0001/0<

		842/0



		لمفوسیت

		b 79/22

		a24/26

		c 59/14

		**


0001/0<

		659/0



		مونوسیت

		b05/2

		a58/2

		b 81/1

		**


0046/0

		130/0



		ائوزینوفیل

		59/2

		31/2

		46/1

		ns

059/0

		295/0



		بازوفیل

		11/0

		04/0

		01/0

		ns

258/0

		037/0





**: اختلاف معنی​دار در سطح 1%، ns: اختلاف غیرمعنی​دار

بحث و نتيجه‌گيري

 Vozarova و همکاران (14) طی بررسی​هایی که بر روی تحمل گلوکزی، ویژگی​های آزادسازی انسولین و تعداد لکوسیت​های 352 الگوی غیردیابتی داشتند پیشنهاد کردند که نرخ بالای تعداد لکوسیت​ها می​تواند پیشگوی وقوع عارضه دیابت بوده و احتمالاً نشانه​ای از اختلال در فعالیت انسولین و توسعه دیابت تیپ 2 باشد.   Gkrania-Klotsasو همکاران (6) نیز پیشنهاد کردند که تعداد لکوسیت​ها به ویژه لمفوسیت (و نه مونوسیت) دارای همبستگی مثبت با ریسک وقوع دیابت تیپ 2 است. در مطالعه آنها الگوهای بررسی شده از نظر سن، جنسیت، مصرف دخانیات و شاخص جرم بدنی تصحیح شده بودند. Azeez و همکاران (2) گزارش کردند که تعداد لمفوسیت​ها و نوتروفیل​ها بعد از القای دیابت (تا زمان اتلاف حیوانات دیابتی) تغییر قابل ملاحظه​ای نداشته​اند. همچنین در مطالعه Erkin و همکاران (5) نیز کاهش قابل ملاحظه​ای در تعداد لکوسیت​های بیماران مبتلا به رتینوپاتی دیابتی در مقایسه با الگوهای سالم (شاهد) نداشتند. اما در مطالعه حاضر این دو فراسنجه (لمفوسیت و نوتروفیل) تغییر معنی​داری را در گروه دیابتی داشتند، در حالی که ائوزینوفیل​ها و بازوفیل​ها اختلاف معنی​داری (در مقایسه با گروه شاهد و قبل از القای دیابت) نداشتند (جدول 1). یافته​های مطالعه حاضر (افزایش معنی​دار تعداد  نوتروفیل​ها و کاهش تعداد مونوسیت​ها) با یافته​های Vozarova و همکاران (14)، Gkrania-Klotsas و همکاران (6) همخوانی داشته ولی مخالف یافته​های Azeez و همکاران (2) می​باشند. از طرفی، بروز افزایش در تعداد نوتروفیل​ها و کاهش در تعداد مونوسیت​ها (در نتیجه افزایش نسبت نوتروفیل به مونوسیت) به مفهوم یک زیست-نشانگر مهم برای شرایط تحریک ایمنی بدن (مانند شرایط بروز التهاب) مورد قبول قرار گرفته است (6 و 7). به نظر می​رسد فعالیت نسبی سیستم ایمنی در مطالعه حاضر پیرو القای دیابت، ناشی از آسیب​زا (پاتوژنز) بودن عارضه دیابت باشد که در مطالعه Vozarova و همکاران (14) نیز مشاهده شده است.


از یافته​های مطالعه حاضر می​توان نتیجه گرفت که القای دیابت در سگ​های ژرمن شیپرد می​تواند موجب کاهش مونوسیت و لنفوسیت و افزایش تعداد نوتروفیل​ها باشد. چنان​که در مطالعه بنکداران و همکاران (1) در الگوهای دیابتی نیز پیشنهاد شده است، اختلال در متابولیسم گلوکز و گلوتامین به عنوان مواد مغذی لازم برای تکثیر این دسته از لکوسیت​ها ممکن است باعث افزایش نوتروفیل​ها در سگ​های دیابتی شده باشد. انجام مطالعات بیشتر در راستای مشخص شدن دلایل و مکانیسم​های تغییر تعداد لکوسیت​ها در الگوهای دیابتی ضروری به نظر 
می​رسد. 
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