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Sazetak

Prevencija i lecenje dijabetes melitusa (DM) i njegovih komplikacija je vazno za posti-
zanje globalnog cilja, a to je smanjenje prevremene smrtnosti od nezaraznih bolesti za
jednu tre¢inu do 2030. godine. Tokom godina su vrSena brojna istrazivanja o DM,
pretezno na zivotinjama. Cilj naSeg istraZivanja je izvrsiti sveobuhvatnu analizu podata-
ka iz literature i identifikovati tipove i metodologiju animalnih modela DM: korelirati
animalne modele sa tipovima DM kod coveka; i predociti prednosti i mane pojedinih
metoda. Pretrazene su elektronske baze podataka Medline, Highwire i Hinari, i to eksper-
imentalni i pregledni radovi. Animalni modeli DM a se dele na (i) indukovane, (ii) spon-
tane i (iii) transgenske i nok-aut modele. U ispitivanju protekcije beta Celija pankreasa,
patogeneze i prevencije DMI1 najpogodniji su spontani animalni modeli, dok su u
proucavanju terapije DM1 najpogodniji hemijski indukovani modeli. U ispitivanju
le¢enja DM2 najcesc¢e su koristeni transgenski i nokaut modeli, dok se u istrazivanjima
insulinske rezistencije i gojaznosti kod DM2 najcesce koriste spontani modeli. Jedan od
vaznih zakljucaka jeste da iako su veoma korisni, ne postoji idealni model, te je od
velikog znacaja dobro poznavati prednosti i mane svakog od modela i primeniti onaj koji
najvise odgovara cilju istraZivanja.

UvoD

koji se karakteriSe insulinskom deficijencijom kao posle-

Endokrini deo tkiva pankreasa, predstavljen Langerhan-
sovim ostrvcima, ima esencijalnu ulogu u regulaciji
glikemije. Kod coveka i pacova, ¢elijske nosioce endokrine
funkcije ¢ini nekoliko tipova celija: alfa celije (A celije),
koje luce glukagon; beta celije (B celije), koje luce insulin; i
gama celije (D Celije), koje luCe somatostatin, a u znatno
manjem broju prisutni su i drugi tipovi éelija (1-3). Secerna
bolest (diabetes mellitus), jedna od najce$¢ih metabolickih
bolesti, karakteriSe se hroni¢nom hiperglikemijom, koja je
uzrokovana apsolutnim ili relativnim nedostatkom insulina.
Stepen nedostatka je osnovni kreator polimorfnih klini¢kih
ispoljavanja ove bolesti (4). Razlikujemo tri osnovna tipa
dijabetesa melitusa (DM). Dijabetes melitus Tip 1 (DMI)
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dicom gubitka beta ¢elija (insulin zavisni dijabetes melitus,
1ZDM) (). Dijabetes melitus Tip 2 (DM2) u kome éelije ne
mogu adekvatno koristiti insulin (insulinska rezistencija)
i/ili je udruzeno sa apsolutnim nedostatkom insulina (insulin
nezavisni dijabetes melitus, INZDM) (). Tip 3, gestacioni
dijabetes koji se razvija kod trudnih zena koje nikada do tada
nisu imale DM (7). Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji
(SZO) DM ¢e biti sedmi uzrok smrti medu ljudima u svetu
do 2030. godine, pre svega u zemljama sa niskim i srednjim
standardom. Sprecavanje i leCenje DM i njegovih komp-
likacija je vazno za postizanje globalnog cilja, a to je sman-
jenje prevremene smrtnosti od nezaraznih bolesti za jednu
tre¢inu do 2030. godine (). Kako bi se doslo do Zeljenog
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rezultata tokom godina vrSila su se brojna istrazivanja,
pretezno na zivotinjama. Animalni modeli bi trebali biti
pazljivo izabrani u pogledu zivotinjske vrste koja se koristi i
u zavisnosti od aspekta bolesti koji se proucava (9),

Anmimalni modeli DM su kljuéni za razumevanje
razlicitih aspekata patogeneze DM i pronalaska novih terapi-
ja. Idealni model DM treba da ima odredene bitne karakter-
istike: patogeneza modela koja u potpunosti oponasa pato-
genezu humanog DM; osetljivost na antidijabetske lekove;
dugotrajo prezivljavanje modela, kako bi se mogle istrazi-
vati i komplikacije DM ),

Cilj istrazivanja je izvrsiti sveobuhvatnu analizu
postojecih tipova animalnih modela DM; korelirati ih sa
humanim tipovima DM, uz osvrt na prednosti i mane poje-
dinih modela.
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ta hemikalija na telo (11),

Hemijski indukovan model — Aloksan i streptozotocin se
smatraju najpotentnijim dijabetogenim hemikalijama do
sada koris¢enim u prouc¢avanju DM. Takode i druge sup-
stance mogu da izazovu DM. To su hlorozotocin, ditizon,
vakor, oksin, metilazoturea, ciproheptadin (9.

Aloksan predstavlja toksi¢an analog glukoze koji se pre-
dominantno akumulira u pankreaticnim beta ¢elijama putem
GLUT-2 transportera (13), On stvara reaktivna kiseoni¢na
jedinjenja (reactive oxygen species (ROS)) koji su odgo-
vorni za smrt beta ¢elija koje karakteriSe nizak antioksida-
tivni kapacitet. Stanje koje ova reakcija izaziva je insulin
zavisni aloksanski dijabetes, §to je ekvivalentno DM1 (14),
Jedan od tehnickih nedostataka modela je ¢injenica da se
aloksan brzo razgradjuje te da se mora brzo aplikovati
jedinkama kako bi doslo do akumulacije u beta ¢elijama.
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Slika 1. Imunohistohemijsko bojenje na insulin (4) kontrolna grupa, 630x; (B) 24h nakon primene aloksana, 400x;
(C) 48h nakon primene aloksana, 400x am,

MATERIJAL I METODE

Kako bi se doslo do Sto vise dostupnih, relevantnih rado-
va, pretrazene su elektronske baze podataka Medline,
Highwire 1 Hinari. Analizirani su rezultati eksperimentalnih
radova (Original Article) i podaci iz preglednih radova
(Review Article), koji su objedinjeni i sazeti tako da pruze
uvid u savremenu i najceS¢e primenjivanu metodologiju u
ovoj nauc¢no-istrazivackoj oblasti. U pretrazi nisu koris¢ene
restrikcije po datumu publikacije.

REZULTATI

Animalni modeli DM su: 1) Indukovani (eksperimental-
ni) u koje spadaju: hirurski (parcijalna ili totalna
pankreatektomija); ne-hirurski/toksi¢ni/hemijski (upotre-
bom dijabetogenog toksina u eksperimetalnim zivotinjama);
virusni; 1 2) Spontani (genetski indukovani), 3) Transgenski
i nok-aut modeli (nastali genetskim inZenjeringom) (10, 11),

Indukovani (eksperimentalni) modeli DM

Hirurski indukovan DM - Parcijalna pankreatektomija je
jedan od nac¢ina redukcije mase beta ¢elija (12), Predstavlja
stabilan model DM2 (1. Hirurski se uklanja 90% tkiva
pankreasa Sto rezultuje sporim razvitkom hiperglikemije u
periodu od 12 nedelja do 20 meseci. Period postoperacione
normoglikemije je prac¢en razvitkom hroni¢ne hiperglikemi-
je kao posledica daljeg propadanja preostalih beta ¢elija (10),
DM se, takode, moze izazvati i kombinovanjem 50% parci-
jalne pankreatektomije sa nikotinamidom-adenin dinuk-
leotid (NAD) (350mg/kg) i streptozocinom (200 mg/kg) u
BALB/c misevima. Postoje odredene prednosti kombino-
vane procedure jer umanjuju rizik nepotrebnih Stetnih efeka-

Takode, ukoliko je cirkulacija u pankreasu narusena u toku
prvih nekoliko minuta nakon primene aloksana, njegov
u¢inak moze izostati (15.16) Istrazivanja vrSena na
aloksanskom modelu navode postojanje Cetiri vremenski
determinisane faze glikemijskog odgovora od momenta
aplikacije aloksana: 1) prolazna hiperglikemijska faza (30
min), 2) prva hiperglikemijska faza (2-4h), 3) druga hipog-
likemijska faza (4-8h), 4) faza permanentne dijabeticne
hiperglikemije (12-48h) (14) (Slika 1).

Streptozotocin deluje kao inhibitor sinteze DNK u
¢elijama sisara i bakterija. Citotoksian je za beta celije
pankreasa i u zavisnosti od primenjene doze njegov efekat se
moZe videti unutra 72 sata (18), Rezultat njegovog delovanja
je nekroza beta ¢elija pankreasa (19). Primena streptozotoci-
na u vise manjih doza samo delimi¢no oste¢uje pankreasna
ostrvca, aktivira inflamatorne procese koji izazivaju dalji
gubitak aktivnosti beta ¢elija Sto na kraju rezultira insluin-
skom deficijencijom i hiperglikemijom. Ovakav odgovor
vise li¢i patogenezi i morfoloskim promenama DM1 nego
kod protokola gde se koristi pojedinacna visoka doza strep-
tozotocina (20, 21),

Pretrazivanjem elektronske baze Medline po kriterijumi-
ma pretrage ,alloxan diabetes® pronasli smo 58163
objavljenih naucnih publikacija a po kriterijumima pretrage
streptozotocin® AND ,.diabetes mellitus® 27868 nauénih
publikacija Sto ukazuje na veliki znacaj eksperimentalnih
modela DM indukovanih aloksanom i streptozocinom.
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Tabela 1. Poredenje uticaja aloksana i streptozotocina na tre-

tirane Zivotinje 1y .

Stanje Aloksan Streptozotocin
Akutna hiperglikemija 45 min 120 min
(maksimalna glukoza u krvi)

Deplecija glikogena iz jetre | Brze Sporo

Nivo insulina za vreme Povisen Povisen
hipoglikemijske faze

pH stabilnost 3-44, 1-4,5
Hipoglikemija Manje izrazena | ViSe izrazena
Osetljivost na insulin Da Da
Reverzibilnost Posle 3 meseca | Nereverzibilno
Stopa mortaliteta % 37 8

Virusom indukovan DM - virusi stvaraju bolest preko
mehanizma povezanog sa regulacijom urodenog imunog sis-
tema (22), Prijavljena je povezanost virusa sa razvitkom
DMI, a najces¢e pominjani su koksaki B virus, virus
encefalomiokarditisa, virus Kilham pacova, limfocitni hori-
omeningitisni virus rubele i virus mumpsa (1),

Spontani (genetski indukovani) modeli DM

Spontani modeli DM1:

Akita mis - nastaje spontanom mutacijom insulin 2
gena Sto dovodi do stresa na endoplazmaticnom retikulumu
beta ¢elija i razvoja teske hiperglikemije za 4 nedelje kod
muskih miSeva, dok zZenke miSeva imaju sporo napredujucu
hiperglikemiju (7).

Negojazni dijabeticni mis (Non-obese diabetic
(NOD)) je najcesce koris¢en model za ispitivanje DM1. Za
razliku od drugih koris¢enih modela u autoimunim studija-
ma ovaj model moze da razvije bolest spontano sli¢no
ljudima ),

BB pacov (Bio-breeding pacov): ovaj model dovodi
do poremecaja autoimune prirode i insulitis se karakterise
inflitracijom T limfocita, B limfocita, makrofaga i NK
¢elija (10), Ovi pacovi spontano razvijaju DM u roku od 50
do 90 dana sa slicnom incidencom (preko 90%) kod Zenki i
muzjaka (7).

LEW 1ARI1/-iddm pacovi (Levis insulin zavisni DM)
nastao je spontanom mutacijom. Cini se da beta Celije
zahvacenih Zivotinja umiru putem apoptoze, prouzroko-
vane proinflamatornim citokinima oslobodenih iz imunih
¢elija koje inflitruju ostrvca.

Spontani modeli DM2:

C57BL/6J mis sa ishranom bogatom mastima —
Model obuhvata ishranu bogatu mastima nedijabeti¢nog
misa soja C57BL/6J (29). C57BL/6J misevi kao posledicu
razvijaju hiperglikemiju, hiperinsulinemiju,
hiperlipidemiju, pove¢anu gojaznost, insulinsku rezistenci-
ju i glukoznu intoleranciju (10.22),

Streptozotocin — kod odraslih jedinki primenjuju se
kombinacija streptozotocina i nikotinamida-adenin dinuk-
leotid (NAD). NAD svojim antioksidativnim delovanjem
ublazava citotoksicno delovanje streptozotocina, te dolazi
samo do manjih oSte¢enja ukupne mase beta celija
pankreasa i stvaranja DM2. Stoga je ovaj model u prednosti
pri istraZivanju insulinotropnih agenasa u le¢enju DM2 (19),
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Goto Kakizaki pacov - jedinke nisu spososbne da
sekretuju zadovoljavajuée koli¢ine insulina (7), te razvijaju
blagu hiperglikemiju u ranoj fazi zivota, i predstavljaju
negojazni model.

Zucker Fatty i Zucker Fatty dijabeticni pacov — ovi
pacovi poseduju mutaciju gena za leptinske receptore
(fa/fa) $to prouzrokuje gojaznost i hipertenziju sa
povezanim bubreznim i kardiovaskularnim bolestima.
Zucker Fatty dijabeti¢ni pacov (ZDF) poseduje identi¢nu
mutaciju gena kao i dodatnu mutaciju koja dovodi do
spontanog razvoja hiperglikemije kod muzjaka tokom 7-
10 nedelja (10), U ovom periodu svi pacovi razvijaju
gojaznost, insulinsku rezistenciju i o¢igledni insuilin neza-
visni DM (22), Zenke postaju hiperglikemi¢ne tek posle
ishrane bogate mastima i pretpostavlja se da je uzrok pos-

tojanje dodatne mutacije, iako se ne definise o kojoj se
mutaciji radi. 19, Kod Zucker Fatty dijabeti¢nih pacova je
opisana poremecena arhitektonika ostrvaca, beta celijska
degranulacija i odumiranje beta éelija (22).

Transgenski i nok-aut modeli DM

U istrazivanju DM Kkoriste se mnogi transgenski i nokaut
modeli. Ovi modeli su stvoreni genetskom manipulacijom
koristeéi ili transgensku inserciju i/ili pristup ciljanog
brisanja gena (10). Modifikacijom genoma glodara moze se
naglasiti (transgenski model) ili suzbiti (nokaut model)
ekspresija gena za koji se smatra da igra bitnu ulogu u
metabolizmu glukoze (19),

Nova saznanja i bolje razumevanje karakteristika DM1 i
DM2 ¢e omoguciti razvijanje adekvatnijih animalnih mod-
ela i njihovu bolju selekciju, jer je malo verovatno da ¢ée
jedan animalni model ili tretman odgovarati Sirokom spektru
bolesti bilo kod DM1 i DM2 (7),

U tabeli 2 su dati neki od upotrebljavanih modela i
sluc¢ajeva kada se oni koriste. Takode, sve ¢es$ée se razvijaju
posebni modeli kako bi se ispitivale vrlo specifini aspekti
komplikacija DM.

ZAKLJUCAK

Analizom podataka iz dostupne literature, moze se
zakljuciti da je eksperimentalna indukcija DM i dalji razvoj
animalnih modela klju¢an za napredak i razumevanje
razli¢itih aspekata njegove patogeneze i novog terapijskog
pristupa. lako je prednost animalih modela viSestruka treba
biti svestan njihovih ogranicenja i u samom odabiru modela
voditi se pre svega tipom DM koji se proucava kao i ciljem
samog istrazivanja. -
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Tabela 2. Animalni modeli dijabetesa (12)

Animalni modeli dijabetesa tip 1

Upotreba modela

Glavne karakteristike

Najcesce upotrebljivani modeli

Ispitivanje patogeneze

Hiperglikemija
Autoimunost usmerena ka beta
¢elijama

NOD mis, BB pacov
Lew.1AR.1 pacov
Komeda dijabetesu sklon pacov

Prevencija dijabetesa tip 1

Hiperglikemija
Autoimunost usmerena ka beta
¢elijama

NOD mis, BB pacov
Lew.1AR.1 pacov
Komeda dijabetesu sklon pacov

Protekcija beta Celija

Hiperglikemija
Ostecenje beta celija

NOD mis, BB pacov
LewlAR.1 pacov

Komeda dijabetesu sklon pacov
Niske doze streptozotocina

Lecenje dijabetesa

Hiperglikemija
Znacajan gubitak mase beta ¢elija

Visoke doze streptozotocina,
Aloksan, Akita mis, NOD mis

Animalni modeli dijabetesa tip 2

Upotreba modela

Upotreba modela

Najceée upotrebljivani modeli

Ispitivanje patogeneze: uloga
insulinske rezistencije i/ili
gojaznosti u dijabetesu tip 2

Insulinska rezistencija

Ostecena glukozna tolerancija

Misevi ili pacovi hranjeni hranom
bogatom mastima

Lep©b/ob migevi

Leprdb/db
Zucker dijabeti¢ni Fatty pacovi
New Zeland gojazni (NZO) misevi

misevi

Ispitivanje patogeneze: uloga beta
celijske kompenzacije

Smanjena masa beta celija i/ili
umanjena funkcija beta ¢elija

Goto Kakizaki pacovi,
Neonatanlno streptozotocin u
pacovima
Misevi genetski manipulisani da se
izmeni kljuéna komponenta beta
celijske replikacije ili insulinske
sekrecije

Lecenje dijabetesa tip 2

Hiperglikemija
Insulinska rezistencija i oStecena
beta Celijska kompenzacija

Transgenski i nok-aut modeli
(zavisno od mehanizma tretmana)
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Abstract

Prevention and treatment of diabetes mellitus (DM) and its complications are important
for achieving the global goal, reducing premature mortality from non-communicable dis-
eases by one-third by 2030. Regarding DM, numerous studies have been conducted over
the years, mostly on animals. The goal of this research is to: perform a comprehensive
analysis of data from the literature and to identify the types of animal models of diabetes
mellitus; determine which type of diabetes in humans corresponds to each of the
animal models; present the applied methodology in the development of each model, the
mechanism of occurrence and possible advantages and disadvantages of particular meth-
ods. To find as many accessible, relevant papers as possible, the electronic databases
Medline, Highwire and Hinari were searched for both the results of experimental papers
(Original Article) and data from review papers (Review Article). Models of animal dia-
betes are: (i) induced (experimental), (ii) spontaneous and (iii) transgenic and knock-out
models. In the study of pancreatic beta-cell protection, pathogenesis and prevention of
DM1, the most suitable are spontaneous animal models, while chemically induced models
are the most suitable in the study of DM therapy. In the study of DM2 treatment, trans-
genic and knockout models were most often used. In contrast, in the study of the role of
insulin resistance and obesity in DM2, spontaneous models were most often used. An
important conclussion that can be drawn is that although DM models are beneficial, there
is no ideal one, so it is essential to know the advantages and disadvantages of each model.
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