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Ab stra ct

In tro duc tion: In fl am ma tion is the ini tial ho st res pon se to inju ry. It is not on-
ly lo ca li zed to the wou nd si te but al so cau ses syste mic chan ges, in clu di ng a 
va rie ty of physio lo gi cal and bioc he mi cal chan ges col lec ti ve ly cal led the acu-
te pha se res pon se. The se chan ges con ti nue du ri ng the re so lu tion of in fl am-
ma tion and the wou nd hea li ng pro ce ss. In this stu dy we com pa red se rum 
amyloid A pro tein (SAA), he ma to lo gi cal pa ra me te rs (to tal whi te blood ce ll 
cou nt, neut rop hil and lympho cyte per cen ta ge) and in ter fe ro n-gam ma (I FN-
γ) con cen tra tio ns in se rum du ri ng hea li ng of no n-oc clu ded, exci sio nal, fu ll-
thic kne ss der mal woun ds in ge ne ti cal ly dia be tic db/db mi ce and no n-dia be tic 
C57Bl/6 lit ter ma tes.

Ma te ria ls and Met ho ds: Area of a pun ch biop sy (8 mm in dia me ter) wou nd 
in ea ch mou se was ana lyzed by com pu te r-as sis ted pla ni met ry. On days 3, 6, 
9 and 13 af ter woun di ng, SAA and I FN-γ we re mea su red in plas ma by ELISA 
as says and hematological pa ra me te rs in who le blood by Sysmex SF 3000 au to-
ma tic he ma to lo gy ana lyzer.

Re sul ts: A de lay in the clo su re of woun ds in db/db in com pa ri son to nor mal 
mi ce was clear ly seen on days 6 and 9. To tal whi te blood ce ll cou nt was sig ni-
fi  can tly hig her on days 9 and 13 in db/db mi ce. Diff  e ren tial neut rop hil coun-
ts we re hig her and lympho cyte coun ts lower in db/db mi ce in com pa ri son to 
C57BL/6 mi ce throug hout the wou nd re pair pe riod. Peak SAA con cen tra tio ns 
we re seen on day 3 in C57Bl/6 and db/db mi ce (368.7 mg/L and 173.5 mg/L, 
res pec ti ve ly), but ten ded to be lower in db/db mi ce. I FN-γ le ve ls we re sig ni-
fi  can tly hig her (P < 0.05) on days 9 and 13 in db/db (75.3 pg/mL and 89.9 
pg/mL, res pec ti ve ly) in com pa ri son to tho se in C57Bl/6 mi ce (66.6 pg/mL and 
57.2 pg/mL, res pec ti ve ly).

Con clu sion. The lo cal tis sue re ge ne ra tion pro ce ss in mi ce af ter lo cal skin inju-
ry cau ses syste mic chan ges in pe rip he ral blood. De ter mi na tion of neit her SAA 
nor I FN-γ con cen tra tio ns cou ld be used to mo ni tor wou nd hea li ng dyna mi cs 
at the se ti me poin ts.

Key wor ds: db/db mi ce, se rum amyloid A pro tein, in ter fe ro n-gam ma, in fl am-
ma tion

Pris tig lo: 21. veljače 2007. Received: February 21, 2007

Prih va će no: 27. ožujak 2007. Ac cep ted: March 27, 2007

Sažetak

Uvod: Upa la je po čet ni od go vor do ma ći na na oz lje du. Ona ni je og ra ni če na sa-
mo na mjes to ra ne, ne go iza zi va sus tav ne prom je ne uk lju ču ju ći raz nov r sne 
fi  zio loš ke i bio ke mij ske prom je ne ko je se skup no na zi va ju od go vo rom akut ne 
fa ze. Ove se prom je ne nas tav lja ju ti je kom rje ša va nja upa le i pro ce sa ci je lje nja 
rane. U ovom is pi ti va nju smo us po re di li se rum ski ami loid A pro tein (SAA), 
he ma to loš ke pa ra met re (ukup na bi je la kr vna sli ka, pos to tak neut ro fi  la i lim-
fo ci ta) te kon cen tra ci je in ter fe ro na-ga ma (I FN-γ) u se ru mu ti je kom ci je lje nja 
neok lu di ra ne, ek sci zij ske kož ne ra ne u pu noj deb lji ni kod ge net ski di ja be tič-
nih db/db mi še va i ne di ja be tič nih C57Bl/6 mi še va iz is to ga leg la.

Ma te ri jal i me to de: Pod ruč je ra ne izaz va ne „pun ch“ biop si jom (prom je ra 8 
mm) kod sva kog je mi ša ana li zi ra no pla ni met rij ski uz ra ču nal nu pot po ru. Tre-
ćeg, 6., 9. i 13. da na od ra nja va nja SAA i I FN-g mje re ni su u plaz mi tes to vi ma 
ELISA, a he ma to loš ki pa ra met ri u pu noj kr vi na au to mat skom he ma to loš kom 
ana li za to ru Sysmex SF 3000.

Re zul ta ti: Šes tog i de ve tog da na jas no je za bi lje že no kaš nje nje u zat va ra nju 
ra ne kod db/db mi še va u us po red bi sa zdra vim mi še vi ma. Ukup na bi je la kr-
vna sli ka bi la je zna čaj no vi ša u db/db mi še va 9. i 13. da na. Kroz či ta vo raz-
dob lje ob no ve ra ne, di fe ren ci jal ni broj neut ro fi  la bio je vi ši, a broj lim fo ci ta 
ni ži kod db/db mi še va u us po red bi s C57Bl/6 mi še vi ma. Vr šne kon cen tra ci je 
SAA za bi lje že ne su 3. da na kod C57Bl/6 mi še va i db/db mi še va (368,7 mg/L od-
nos no 173,5 mg/L), s tež njom pre ma ni žim vri jed nos ti ma kod db/db mi še va. 
Ra zi ne I FN-γ bi le su zna čaj no vi še (P < 0,05) 9. i 13. da na kod db/db mi še va 
(75,3 pg/mL od nos no 89,9 pg/mL) u us po red bi s ra zi na ma kod C57Bl/6 mi še va 
(66,6 pg/mL od nos no 57,2 pg/mL).

Za lju čak: Lo kal ni pro ces tkiv ne re ge ne ra ci je kod mi še va na kon lo kal ne kož ne 
oz lje de uz ro ku je sus tav ne prom je ne u pe ri fer noj kr vi. Ni ti od re đi va nje kon cen-
tra ci je SAA ni ti I FN-γ ni je se mog lo ra bi ti za mot re nje di namike ci je lje nja ra ne 
u ovim vre men skim toč ka ma.

Ključ ne ri je či: db/db mi še vi, se rum ski ami loid A pro tein, in ter fe ro n-ga ma, 
upa la
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Uvod
Akut na upa la je pre sud na po čet na fa za u pro ce su ci je lje-
nja ra ne, ko ja do vo di do struk tur nog i fun kcij skog pop-
rav ka oš te će nog tki va. Upal na kas ka da nas tu pa smjes ta, 
pr ven stve no pu tem ak ti vi ra nih mo no ci ta u kr vi i tkiv nih 
mak ro fa ga na mjes tu oz lje de, te os lo bo đe nih upal nih 
pos red ni ka kao što su IL-1 i IL-6, što ta ko đer uz ro ku je sus-
tav ne prom je ne (1). Brz po ra st se rum skih ko ncen tra ci ja 
pro tei na akut ne fa ze (APP) je dan je od naj bo lje is tra že nih 
sus tav nih od go vo ra na akut ni upal ni po ti caj (2,3). Se rum-
ski ami loid A pro tein (SAA) je APP nis ke mo le ku lar ne te-
ži ne ko ji se pr ven stve no proiz vo di u jet ri u od go vo ru na 
prou pal ne ci to ki ne. Ra zi na SAA u kr vi ras te naj snaž ni je 
i naj br že me đu svim APP, pa je to ga os jet ljiv po ka za telj 
upa le i ko ris tan u mot re nju učin ko vi tos ti pro tu mik rob ne 
i pro tuu pal ne te ra pi je (4-6). In ter feroni pri pa da ju mre ži ci-
to ki na ko ji su uk lju če ni u kon tro lu sta nič ne fun kci je i ima-
ju zna čaj nu ulo gu u ak ti vi ra nju mak ro fa ga, pog la vi to in-
ter fe ro na-ga ma (I FN-γ), važ nog ak ti va to ra imu nog od go-
vo ra i mo du la to ra ci je lje nja ra ne (7,8). I FN-γ je uk lju čen u 
ho meos ta zu pro li fe ra ci je epi der mnih ke ra ti no ci ta (9), pa 
sus tav no da va nje I FN-γ na kon oz lje de sma nju je na kup lja-
nje ko la ge na ra ne i oči to sni ža va po čet ni upal ni od go vor 
(10). Poz na to je da je še ćer na bo le st ud ru že na s od go đe-
nim ci je lje njem ra na, a ge net ski di ja be tič ni (db/db) mi še vi 
su ko ris tan ži vo tinj ski mo del za ovo sta nje, jer je u ovih 
ži vo ti nja ci je lje nje ra ne znat no od go đe no u us po red bi 
s ne di ja be tič nim C57Bl/6 mi še vi na iz is to ga leg la (11,12). 
Po re me ćaj ci je lje nja obi lje žen je kaš nje njem u sta nič noj 
in fi l tra ci ji i stva ra nju gra nu la cij skog tki va, sma nje nom an-
gio ge ne zom, sniže nim ko la ge nom i nje go vom or ga ni za ci-
jom (13,14). Kod db/db mi še va je raz voj šećerne bo les ti po-
ve zan s od sut noš ću fun kcij ske izo for me re cep to ra lep ti na 
(15,16). Lep tin, proiz vod ob ge na, sin te ti zi ra se u mas nom 
tki vu i nje go ve kon cen tra ci je ko re li ra ju s koli či nom tje les-
ne mas ti (17). Lep tin je uk lju čen u re gu la ci ju ener get ske 
rav no te že, ali is to ta ko i u od go vor akut ne fa ze na tkiv nu 
oz lje du i sus tav nu upa lu, vje ro jat no za to što tran smem-
bran ski re cep tor lep ti na ima struk tur nih slič nos ti s po ro di-
com ci to ki na slič nih IL-6 (18,19).
U ovoj stu di ji is pi ti va li smo prom je ne u sus tav nom upal-
nom od go vo ru, od nos no nji hov od raz na SAA, I FN-γ te 
broj neut ro fi  la i di fe ren ci jal ni broj lim fo ci ta u pe ri fer noj 
kr vi ti je kom opo rav ka kož ne ra ne kod db/db mi še va i nji-
ho vih ko ntro la iz is to ga leg la, ka ko bis mo ut vr di li je li sus-
tav ni upal ni od go vor ta ko đer od go đen u db/db mi še va. 
Na da li smo se ka ko će mo na taj na čin mo ći ut vr di ti mo gu 
li se sus tav ni upal ni pa ra met ri ra bi ti kao bio loš ki bi lje zi za 
lo kal no ci je lje nje ra ne.

Introduction
Acu te in fl am ma tion is a cru cial ini tial pha se in the wou nd 
hea li ng pro ce ss that lea ds to struc tu ral and fun ctio nal re-
pair of inju red tis sue. Prom pt ini tia tion of the in fl am ma-
to ry cas ca de oc cu rs pri ma ri ly throu gh ac ti va ted blood 
mo no cytes and tis sue mac rop ha ges at the wou nd si te, 
and the re lea sed in fl am ma to ry me dia to rs su ch as IL-1 and 
IL-6, al so cau si ng syste mic chan ges (1). One of the mo st 
in ten si ve ly stu died syste mic res pon ses to an acu te in fl am-
ma to ry sti mu lus is the ra pid in crea se in se rum con cen tra-
tio ns of acu te pha se pro tei ns (AP Ps) (2,3). Se rum amyloid 
A pro tein (SAA) is a low mo le cu lar weig ht APP, whi ch is 
pro du ced pri ma ri ly by the li ver in res pon se to pro-in fl am-
ma to ry cyto ki nes. The SAA le vel in blood exhi bi ts the mo-
st in ten se and ra pid in crea se amo ng all AP Ps and the re-
fo re is a sen si ti ve in di ca tor of in fl am ma tion and va luab le 
in mo ni to ri ng effi    ca cy of an ti mic ro bial and an ti-in fl am-
ma to ry the ra py (4-6). In ter fe ro ns be lo ng to the ne two rk 
of cyto ki nes that are in vol ved in the con trol of cel lu lar 
fun ction and they play an im por ta nt ro le in mac rop ha ge 
ac ti va tion, es pe cial ly in ter fe ro n-gam ma (I FN-γ), an im por-
ta nt ac ti va tor of the im mu ne res pon se and mo du la tor of 
wou nd hea li ng (7,8). I FN-γ has been im pli ca ted in the ho-
meos ta sis of epi der mal ke ra ti no cyte pro li fe ra tion (9), and 
syste mic ad mi nis tra tion of I FN-γ upon inju ry dec rea sed 
wou nd col la gen de po si tion and clear ly re du ced the ini-
tial in fl am ma to ry res pon se (10).
Dia be tes is we ll known to be as so cia ted wi th de layed hea-
li ng of woun ds and ge ne ti cal ly dia be tic (db/db) mi ce are 
use ful as an ani mal mo del for this con di tion, sin ce wou-
nd hea li ng in the se ani ma ls is mar ked ly de layed as com-
pa red to no n-dia be tic C57Bl/6 lit ter ma tes (11,12). Hea li ng 
im pair me nt is cha rac te ri zed by de layed cel lu lar in fi l tra-
tion and gra nu la tion tis sue for ma tion, re du ced an gio ge-
ne sis, dec rea sed col la gen and its or ga ni za tion (13,14). In 
db/db mi ce, de ve lop me nt of dia be tes is coup led wi th the 
ab sen ce of the fun ctio nal iso fo rm of the lep tin re cep tor 
(15,16). Lep tin, a pro du ct of the ob ge ne, is synthe si zed by 
adi po se tis sue and its le vel cor re la tes wi th the amou nt of 
bo dy fat (17). It is in vol ved in ener gy ba lan ce re gu la tion 
but al so in the acu te pha se res pon se to tis sue inju ry and 
syste mic in fl am ma tion, pro bab ly be cau se the lep tin tran-
smem bra ne re cep tor has struc tu ral si mi la ri ties to the IL-
6-li ke cyto ki ne fa mi ly (18,19).
In this stu dy, we in ves ti ga ted chan ges in the syste mic in-
fl am ma to ry res pon se, as refl  ec ted by SAA, I FN-γ and neut-
rop hil and lympho cyte diff  e ren tial coun ts in pe rip he ral 
blood du ri ng cu ta neous wou nd re pair in db/db mi ce and 
their lit ter ma te con tro ls to de ter mi ne whet her the syste-
mic in fl am ma to ry res pon se is al so de layed in db/db mi ce. 
In this way, we ho ped to be ab le to de ter mi ne whet her 
syste mic in fl am ma to ry pa ra me te rs cou ld be used as bio-
mar ke rs for lo cal wou nd hea li ng.
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Materijali i metode

Ži vo ti nje
Dva de set ge net ski di ja be tič nih žen ka db+/db+ C57BL/
KsJ mi še va i dva de set kon trol nih žen ka C57Bl/6 mi še va, 
svi sta ri 6 tje da na, pri bav lje ni su od Char les Ri ver La bo ra-
to ries, Bel gi ja. Ži vo ti nje su os tav lje ne da se pri la go de kroz 
10 da na, obi lje že ne i po je di nač no smješ te ne za po ku se. 
Mi še vi su dr ža ni u stan dar dnim la bo ra to rij skim uv je ti ma, 
uz hra nu i vo du ad li bi tum.
Svi pos tup ci na ži vo ti nja ma pro vo di li su se u skla du s a) 
Di rek ti vom Sav je ta EEC 86/609 od 24. stu de no ga 1986. o 
prib li ža vanju za ko na, pra vi la i ad mi nis tra tiv nih pro pi sa Ze-
ma lja čla ni ca gle de zaš ti te ži vo ti nja ko je se ra be u ek spe ri-
men tal ne i dru ge znan stve ne svr he; i b) Us ta vom Re pub li-
ke Hr vat ske, Za kon o dob ro bi ti ži vo ti nja, Na rod ne no vi ne 
081-99-266/1 od 9. ve lja če 1999.

Ek spe ri men tal ni pos tu pak
Di ja be tič ni db/db mi še vi i ne di ja be tič ni C57Bl/6 mi še vi 
po di je lje ni su u 4 sku pi ne po 5 ži vo ti nja. Da na -1. mi še vi 
su anes te ti zi ra ni udi sa njem izofl  u ra na (Fo ra ne, izofl  u ran, 
in ha la cij ski anes te tik, Ab bo tt La bo ra to ries, En gles ka) i 
5%-tnog ki si ka u ko mo ri za in duk ci ju anes te zi je (Stoel ti ng 
Co., SAD). Upu hi va nje pli no va iz ve de no je po mo ću sus ta-
va Fluo vac 240V (In ter na tio nal Mar ket Sup ply, En gles ka). 
Po tom se anes te zi ja od r ža va la po mo ću mas ke (Stoel ti ng 
Co., SAD) izofl  u ra nom i 4%-tnim ki si kom, uz pov re me nu 
prov je ru nož nog refl  ek sa. Kad su ži vo ti nje bi le u pot pu-
noj anes te zi ji, in ter ska pu lar no pod ruč je se te me lji to ob-
ri ja lo (apa rat za ši ša nje na ba te ri je Con tu ra, In ter na tio nal 
Mar ket Sup ply, En gles ka) i preos ta la dla ka je uk lo nje na 
čet ki com. Na kon 24 sa ta (dan 0.) ži vo ti nje su anes te ti zi-
ra ne kao na dan -1., a ob ri ja no pod ruč je je de zin fi  ci ra no 
(Pursept-A, Me rz Hygie ne, Nje mač ka). Prim je nju ju ći stro-
go asep tič ne pos tup ke, na či nje na je jed na ek sci zij ska ra-
na u pu noj deb lji ni, prom je ra 8 mm, po sre di ni ob ri ja nog 
pod ruč ja kod sva ke ži vo ti nje (20) ste ri lnim jed nok rat nim 
zaob lje nim no ži ćem za biop si ju (Stie fel La bo ra to ries Ltd., 
Ir ska), ot kri va ju ći mi šić nu fas ci ju. Ži vo ti nje su vra će ne u ka-
ve ze u ko je je do da no poneš to po put ko ma di ća hra ne da 
im od vra ti po zor no st, te os ta vljene da se pov ra te iz anes-
te zi je. Tre ćeg, 6., 9. i 13. da na je pet db/db mi še va i pet 
C57Gl/6 mi še va anes te ti zi ra no kao što je go re opi sa no, za-
tim im je is puš te na krv ubo dom u ju gu lar nu ve nu i za jed-
nič ku ka ro tid nu ar te ri ju i prikup lje na u mik ro-ep ru ve te 
Bec ton Dic kin son ko je su sad r ža va le EDTA.

Ana li za zat va ra nja ra ne
Nap rav lje ne su se rij ske stan dar dne 2D fo tog ra fi  je sva ke ra-
ne di gi tal nim apa ra tom Olympus C-2040 Zoom (Olympus 
Op ti cal Co., Ltd., Ja pan) od mah na kon ra nja va nja (dan 0.) 
te 1., 3., 6. i 9. da na dok su ži vo ti nje bi le pod anes te zi jom 
izofl  u ra nom. Di gi tal ne snim ke su ob ra đe ne uz prim je nu 

Materials and methods

Ani ma ls
Twen ty ge ne ti cal ly dia be tic fe ma le C57BL/KsJ db+/db+ 
mi ce and twen ty fe ma le C57Bl/6 con trol mi ce, all 6 wee-
ks old, we re ob tai ned from Char les Ri ver La bo ra to ries, 
Bel gium. Ani ma ls we re al lowed to ac cli ma ti ze for 10 days, 
mar ked and in di vi dual ly hou sed for the expe ri men ts. Mi-
ce we re ke pt un der stan da rd la bo ra to ry con di tio ns. Food 
and wa ter we re pro vi ded ad li bi tum.
All pro ce du res on ani ma ls we re per for med in ac cor dan ce 
wi th the (a) EEC Coun cil Di rec ti ve 86/609 of No vem ber 24, 
1986 on the ap proxi ma tion of laws, re gu la tio ns and ad mi-
nis tra ti ve pro vi sio ns of the Mem ber Sta tes re gar di ng the 
pro tec tion of ani ma ls used for expe ri men tal and ot her 
scien ti fi c pur po ses; and (b) Sta tu te of Re pub lic Croa tia, 
Ani mal Wel fa re Law, Offi    cial Ga zet te 081-99-266/1 of Feb-
rua ry 9, 1999.

Expe ri men tal pro ce du re
Dia be tic db/db mi ce and no n-dia be tic C57BL/6 mi ce we-
re di vi ded in to 4 grou ps of 5 ani ma ls. On day -1, mi ce 
we re anes the ti zed by in ha la tion of isofl  u ra ne (Fo ra ne, 
isofl  u ra ne, in ha la tion anes the tic, Ab bo tt La bo ra to ries, En-
gla nd) and 5% oxygen, de li ve red in an anes the sia in duc-
tion cham ber (Stoel ti ng Co., USA). Gas sca ven gi ng was 
pro vi ded usi ng the Fluo vac 240V system (In ter na tio nal 
Mar ket Sup ply, En gla nd). Sub sequen tly, anes the sia was 
main tai ned, usi ng a ma sk (Stoel ti ng Co., USA), wi th isof-
lu ra ne and 4% oxygen, the pe dal refl  ex res pon se bei ng 
chec ked at in ter va ls. In the ful ly anes the ti zed ani mal, the 
in ter sca pu lar re gion was sur gi cal ly clo se-sha ved (Con tu ra 
cor dle ss clip per, In ter na tio nal Mar ket Sup ply, En gla nd), 
brus hi ng off  exce ss loo se hair. Twen ty-four hou rs la ter 
(day 0), ani ma ls we re anes the ti zed as on day -1 and the 
sha ved re gion was di sin fec ted (Pursept-A, Merz Hygie ne, 
Ger ma ny). Uti li zi ng stric tly asep tic pro ce du res, a sin gle fu-
ll-thic kne ss exci sio nal wou nd 8 mm in dia me ter was ma-
de mid li ne in the sha ved re gion of ea ch ani mal (20), wi-
th a ste ri le, dis po sab le biop sy pun ch (Stie fel La bo ra to ries 
Ltd., Ire la nd), expo si ng the un der lyi ng mus cu lar fas ciae. 
Ani ma ls we re re tur ned to their ca ges wi th so me fo rm of 
dis trac ti ve en ric hme nt li ke food pel let, and al lowed to 
re co ver from the anes the sia. On days 3, 6, 9 and 13 fi  ve 
db/db and fi  ve C57Bl/6 mi ce were anes the ti zed as be fo-
re and exsan gui na ted by pun ctu ri ng the ju gu lar vein and 
com mon ca ro tid ar te ry in to Bec ton Dic kin son EDTA con-
tai ni ng mic ro tai ne rs.

Ana lysis of wou nd clo su re
Se rial stan da rd 2D pho tog rap hs of ea ch wou nd we re ma-
de wi th an Olympus C-2040 Zoom di gi tal ca me ra (Olym-
pus Op ti cal Co., Ltd., Ja pan) im me dia te ly af ter woun di ng 
(day 0) and on days 1, 3, 6 and 9 whi le ani ma ls we re un-
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sus ta va Lei ca QWin Ima ge Pro ces si ng and Ana lysis Sy-
stem (Lei ca Ima gi ng System Ltd., Ve li ka Bri ta ni ja) s ruč nim 
ure đa jem ko ji omo gu ća va ruč no pra će nje gra ni ca ra ne. 
Za sva ku snim ku je iz ra ču na to pod ruč je ra ne.

Prip ra va i ana li za uzo ra ka
Alik vo ti kr vnih uzo ra ka pret hod no su raz ri je đe ni oto pi-
nom Sysmex Ce ll-pa ck u om je ru 1:5 i ana li zi ra ni na au to-
mat skom he ma to loš kom ana li za to ru Sysmex SF 3000 unu-
tar 4 sa ta od uzor ko va nja. Po tom je krv cen tri fu gi ra na na 
3500 okr/min kroz 15 mi nu ta na sob noj tem pe ra tu ri. Alik-
vo ti plaz me smr znu ti su na -20 °C i poh ra nje ni do ana li ze.
Ka ko bis mo od re di li ra zi ne SAA, uzor ci su pret hod no raz-
ri je đe ni 1:200. Kon cen tra ci je SAA od re đi va le su se is tra ži-
vač kim tes tom ELISA dos tup nim na tr žiš tu (Pha se Se rum 
Amyloid A As say (Mu ri ne), Tri del ta, Ir ska) (CV < 10%, ana li-
tič ka os jet lji vo st 0,03 mg/mL).
I FN-γ se mje rio is tra ži vač kim tes tom ELISA (Mou se IFNγ 
Biot rak As say, Amer sham Bios cien ces, Ve li ka Bri ta ni ja) (CV 
< 10%, os jet lji vo st < 10 pg/mL).

Sta tis tič ka ana li za i proc je na
Sta tis tič ki iz ra ču ni za sve pa ra met re iz ve de ni su po mo ću 
prog ra ma Graf Pad. Ka ko bis mo ut vr di li raz li ku iz me đu 
db/db mi še va i zdra vih C57Bl/6 mi še va, si ro vi po da ci su 
ana li zi ra ni po mo ću Ma nn-Whit neye vog tes ta. Raz li ka iz-
me đu vre men skih to ča ka unu tar is te sku pi ne ana li zi ra na 
je ne pa ra met rij skom jed nos mjer nom ana li zom va ri jan ce 
(ANOVA) uz upo ra bu Krus ka l-Wal li so va tes ta s Dun no vim 
tes tom vi šes tru ke us po red be. Ra zi na zna čaj nos ti pos tav-
lje na je na P < 0,05. Svi pa ra met ri su pri ka za ni kao me di ja-
ni s 95%-tnom gra ni com pouz da nos ti, osim za SAA (me di-
ja ni s 1. i 3. kvar ti lom).

Rezultati

Zat va ra nje ra ne
Iz re zi va nje ko že do ve lo je do uv la če nja ra ne u pr vom da-
nu kod svih ži vo ti nja, ali je bi lo zna čaj no iz ra že ni je kod 
C57Bl/6 mi še va (tab li ca 1.). Da na 0. su pod ruč ja ra ne bi la 
zna čaj no ve ća kod db/db mi še va ne go li kod C57Bl/6 mi-
še va iz is to ga leg la, uka zu ju ći na sma nje nu elas tič no st 
ru bo va ra ne kod di ja be tič nih pre ti lih ži vo ti nja. Kod db/
db mi še va se uv la če nje ra ne nas ta vi lo do 6. da na, dok je 
kod C57Bl/6 mi še va u to vri je me već za po če lo zat va ra nje 
ra ne. Tre će ga da na je re la tiv na ve li či na ra ne kod C57Bl/6 
mi še va bi la jed na ka kao i kod db/db mi še va, dok je 9. da-
na ve li či na ra ne bi la zna čaj no ma nja kod C57Bl/6 mi še va 
u us po red bi s db/db mi še vi ma, uka zu ju ći na zna čaj no br-
že zat va ra nje ra ne kod ne di ja be tič nih C57Bl/6 mi še va. Do 
13. da na za ci je li le su sve ra ne kod C57Bl/6 mi še va i 70% 
ra na kod db/db mi še va (ovi po da ci ni su pri ka za ni).

der isofl  u ra ne anes the sia. Di gi tal ima ges we re pro ces sed 
usi ng the Lei ca QWin Ima ge Pro ces si ng and Ana lysis Sys-
tem (Lei ca Ima gi ng System Ltd., UK), the ma nual tool bar 
al lowi ng ma nual tra ci ng of the wou nd mar gi ns. Wou nd 
area was cal cu la ted for ea ch ima ge.

Sam ple pre pa ra tion and ana lyses
Aliquo ts of blood sam ples we re pre-di lu ted wi th Sysmex 
Ce ll-pa ck so lu tion at a 1:5 ra tio and ana lyzed on the Sys-
mex SF 3000 au to ma tic he ma to lo gy ana lyzer wit hin 4 h 
of wit hdrawal. Af te rwa rd, blood was cen tri fu ged at 3500 
rpm for 15 min at room tem pe ra tu re. Plas ma aliquo ts we-
re sto red fro zen at -20 °C un til ana lyzed.
In or der to de ter mi ne the le ve ls of SAA, sam ples we re 
pre-di lu ted 1:200. SAA con cen tra tio ns we re de ter mi ned 
by com mer cial ELISA (Pha se Se rum Amyloid A As say (Mu-
ri ne), Tri del ta, Ire la nd) re sear ch kit (CV < 10%, ana lyti cal 
sen si ti vi ty 0.03 μg/mL).
I FN-γ was mea su red by com mer cial ELISA (Mou se IFNγ 
Biot rak As say, Amer sham Bios cien ces, UK) re sear ch kit 
(CV < 10%, sen si ti vi ty < 10 pg/mL).

Sta tis ti cal ana lysis and eva lua tion
Sta tis ti cal cal cu la tio ns for all pa ra me te rs we re per for med 
usi ng Graf Pad sof twa re. In or der to de ter mi ne the diff  e-
ren ce be tween db/db and heal thy C57Bl/6 mi ce, raw da ta 
we re ana lyzed by Ma nn-Whit ney te st. The diff  e ren ce be-
tween ti me poin ts wit hin the sa me group was ana lyzed 
by no n-pa ra met ric one-way ana lysis of va rian ce (ANOVA) 
usi ng Krus ka l-Wal lis te st wi th Du nn’s mul tip le com pa ri son 
te st. The le vel of sig ni fi  can ce was set at P < 0.05. All pa ra-
me te rs are pre sen ted as me dia ns wi th 95% con fi  den ce li-
mi ts, exce pt for SAA (me dia ns wi th 1st and 3rd quar ti les).

Results

Wou nd clo su re
Exci sion of skin re sul ted in ret rac tion of the woun ds wit-
hin the fi r st day in all ani ma ls and was sig ni fi  can tly grea-
ter in C57Bl/6 mi ce (Tab le 1). On day 0, wou nd areas in db/
db mi ce we re sig ni fi  can tly grea ter than in C57Bl/6 lit ter-
ma tes, in di ca ti ng redu ced elas ti ci ty in the wou nd mar gi-
ns of dia be tic, obe se ani ma ls. In db/db mi ce, wou nd ret-
rac tion con ti nued ti ll day 6, whi le in C57Bl/6 mi ce at that 
ti me wou nd clo su re had al rea dy star ted. On day 3, re la ti-
ve wou nd si ze in C57Bl/6 was the sa me as in db/db mi ce, 
whi le on day 9 it was sig ni fi  can tly smal ler in C57Bl/6 mi ce 
than in db/db mi ce, in di ca ti ng sig ni fi  can tly fas ter wou nd 
clo su re in no n-dia be tic C57Bl/6 mi ce. By day 13, all woun-
ds in C57Bl/6 and 70% of woun ds in db/db mi ce we re hea-
led (da ta not shown).



Šitum K. i sur. Us po red ba mi še va ti je kom ci je lje nja lo kal ne ra ne

Šitum K. et al. Syste mic chan ges in mi ce du ri ng wou nd re pair

Biochemia Medica 2007;17(1):1–138

  89

He ma to loš ki pa ra met ri
Kod C57Bl/6 mi še va se uku pan broj bi je lih sta ni ca u kr vi 
po ve ćao i pos ti gao vr šnu vri jed no st 6. da na, na kon če ga 
se sni ža vao do 13. da na, uza sta tis tič ku zna čaj no st (P = 
0,037 (tab li ca 1.). Kod db/db mi še va je ukup na bi je la krvna 
sli ka pos tig la vr šnu vri jed no st kas ni je (9. da na) ne go kod 
ne di ja be tič nih mi še va iz is to ga leg la, dos ti žu ći sta tis tič ku 
zna čaj no st pre ma 3. da nu (P = 0,048) i os ta la je re la tiv no 
vi so ka sve do kra ja is pi ti va nja (13. dan). De ve tog i 13. da na 
je ukup na bije la kr vna sli ka bi la zna čaj no vi ša kod db/db 
mi še va ne go li kod C57Bl/6 mi še va (P = 0,032 od nos no P = 

He ma to lo gy pa ra me te rs
To tal whi te blood ce ll (WBC) cou nt in blood from C57Bl/6 
mi ce in crea sed and reac hed peak va lue on day 6, sub-
sequen tly fal li ng to day 13, ac hie vi ng sta tis ti cal sig ni fi  can-
ce (P = 0.037) (Tab le 1). In db/db mi ce, to tal WBC cou nt 
reac hed peak va lue la ter (day 9) in re la tion to no n-dia be-
tic lit ter ma tes reac hi ng sta tis ti cal sig ni fi  can ce vs. day 3 (P 
= 0.048), and re mai ned re la ti ve ly hi gh un til the end of the 
stu dy (day 13). On days 9 and 13, to tal WBC cou nt was sig-
ni fi  can tly hig her in db/db mi ce than in C57Bl/6 mi ce (P = 
0.032 and P = 0.016, res pec ti ve ly) (Tab le 1). The WBC re fe-

Pa ra me ter Ti me poi nt (days) C57Bl/6 mi ce db/db mi ce P (Ma nn-Whit ney te st)

Wou nd area
(pixel)

0 18786 (14531–20849) 27671 (25382–29599) 0.008

1 33421 (24107–41852) 36881 (31364–44432) n.s.

3 35973 (26269–43097) 36674 (31156–49157) n.s.

6 25724 (16283–33575) 34792 (23912–46593) n.s.

9 10107(3491–13726) 15935 (10379–28663) 0.016

WBC (x109/L)

3 4.6 (3.1–5.2) 3.7 (2.8–5.1) n.s.

6 5.0 (3.3–6.7) 5.7 (4.4–7.7) n.s.

9 3.9 (2.5–4.7) 8.4 (4.5–10.6) 0.032

13 3.0 (2.5–3.7) 7.4 (4.1–9.1) 0.016

Neut rop hil (%)

3 10.8 (4.8–17.8) 28.7 (17.3–49.8) 0.008

6 11.6 (8.2–13.3) 21.3 (18.9–28.9) 0.008

9 9.3 (5.0–11.9) 28.1 (19.7–39.0) 0.008

13 7.3 (4.4–11.4) 34.1 (23.5–53.8) 0.008

Lympho cyte (%)

3 85.9 (80.0–91.6) 64.4 (41.4–74.4) 0.008

6 86.9 (83.9–90.1) 74.0 (61.7–78.9) 0.008

9 90.2 (88.2–93.0) 64.9 (53.3–74.3) 0.008

13 91.3 (85.9–94.8) 62.1 (42.1–71.4) 0.008

SAA (mg/L)*

3 368.7 (170.5–599.2) 173.5 (107.1–437.2) n.s.

6 62.0 (24.9–77.7) 61.0 (49.9–137.7) n.s.

9 10.0 (10.0–10.0) 11.7 (10.0–13.8) n.s.

13 10.0 (10.0–10.0) 13.3 (10.6–22.2) n.s.

I FN-γ (pg/mL)

3 62.7 (54.1–79.2) 67.6 (44.4–111.8) n.s.

6 69.1 (56.1–83.2) 74.3 (58.8–92.6) n.s.

9 66.6 (63.5–71.6) 75.3 (67.2–86.8) 0.032

13 57.2 (39.3–90.7) 89.9 (61.6–122.4) 0.014

*Da ta are pre sen ted as me dia ns wi th 1st and 3rd quar ti les (N = 5); n.s. – non signifi cant

TAB LI CA 1. Pa ra met ri mje re ni kod C57Bl/6 i db/db mi še va ti je-
kom stu di je. Po da ci su pri ka za ni kao me di ja ni uz 95%-tne gra ni-
ce vje ro dos toj nos ti (N = 5)

TAB LE 1. Pa ra me te rs mea su red in C57Bl/6 and db/db mi ce du ri-
ng the stu dy pe riod. Da ta are pre sen ted as me dia ns wi th 95% 
con fi  den ce li mi ts (N = 5)
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0,016) (tab li ca 1.). Pre ma Char les Ri ver La bo ra to ries, re fe-
ren tni ras pon za bi je lu kr vnu sli ku za žen ske C57Bl/6 mi še-
ve je 8,09 ± 2,29 x 109/L.
Di fe ren ci jal ni broj neut ro fi  la u kr vi C57Bl/6 mi še va pos-
tup no je opa dao kroz či ta vo vri je me pro mat ra nja. Di fe ren-
ci jal ni broj neut ro fi  la u kr vi db/db mi še va bio je 3. da na 
go to vo tros tru ko vi ši od ono ga kod zdra vih mi še va i taj se 
po ra st od r ža vao ti je kom či ta vog raz dob lja pro mat ra nja 
(tab li ca 1.). Šes to ga da na se pos to tak neut ro fi  la kod db/
db mi še va sni zio, ali bez sta tis tič ke zna čaj nos ti. Di fe ren ci-
jal ni broj lim fo ci ta u kr vi zdra vih mi še va po ka zao je bla gi 
po ra st pre ma kra ju stu di je. Sup rot no to me, broj lim fo ci ta 
u kr vi db/db mi še va po ve ća vao se do 6. da na, na kon če ga 
je us li je dio pad sve do kra ja stu di je, ali bez sta tis tič ke zna-
čaj nos ti (tab li ca 1.).

SAA i I FN-
Re fe ren tni ras pon za SAA kod mi še va je 0,2–40 mg/L 
(21,22). Kod ra nje nih C57Bl/6 mi še va se kon cen tra ci ja 
SAA sni ža va la od 3. do 6. da na, ali to ni je bi lo sta tis tič ki 
zna čaj no. De ve tog i 13. da na od ra nja va nja su ra zi ne SAA 
kod svih ži vo ti nja bi le is pod 40 mg/L, unu tar nor mal nog 
ras po na (tab li ca 1.). Kod ra nje nih db/db mi še va su 3. da-
na ra zi ne SAA bi le vi še od re fe ren tnog ras po na kod svih 
5 ži vo ti nja. Me di jan vri jed nos ti (s 1. i 3. kvar ti lom) bio je 
ni ži ne go li kod C57Bl/6 mi še va u is toj vre men skoj toč ki, 
ali raz li ka ni je dos tig la sta tis tič ku zna čaj no st. Kao i kod ne-
di ja be tič nih mi še va iz is to ga leg la, kod db/db mi še va se 
kon cen tra ci ja SAA vra ti la unu tar re fe ren tnog ras po na za 
SAA 9. i 13. da na (tab li ca 1.).
Kon cen tra ci je I FN-γ bi le su vi še u kr vi ra nje nih db/db mi-
še va u us po red bi s C57Bl/6 mi še vima ti je kom či ta vog raz-
dob lja is pi ti va nja, no ta je raz li ka bi la sta tis tič ki zna čaj na 
sa mo 9. i 13. da na (tab li ca 1.).

Rasprava
Prim je nom pret hod no raz vi je ne, pre ciz ne i po nov lji ve 
kom pju to ri zi ra ne me to de za mot re nje zat va ra nja ra ne na 
ko ži (23,24) pot vr dili smo ka ko je ci je lje nje ra ne znat no 
od go đe no kod di ja be tič nih db/db mi še va. Na ša smo za pa-
ža nja, uz to, da lje pro ši ri li ka ko bismo po ka za li da je sus-
tav ni upal ni od go vor i od go vor akut ne fa ze u ovih mi še va 
od go đen i du že tra je ne go kod ne di ja be tič nih mi ševa iz 
is to ga leg la.
Poz na to je da je ci je lje nje ra ne od go đe no kod lju di sa še-
ćer nom bo leš ću i kod ži vo tinj skih dijabetičkih mo de la kao 
što je db/db miš (7,12). U na šem is pi ti va nju bi lo je jas no da 
uči nak pro ce sa še ćer ne bo les ti ima naj ma nje dvi je sas tav-
ni ce. S jed ne stra ne, me ha nič ko uv la če nje gra ni ce ra ne 
po re me će no je kod db/db mi še va u us po red bi sa zdra vim 
mi še vi ma. Ko ža glo da va ca raz li ku je se od ljud ske ko že i 
me ha nič ko uv la če nje je va žan po čet ni od go vor na tkiv nu 
oz lje du kod glo da va ca, ali ne i kod lju di. Po re me će no uv la-

ren ce ran ge for fe ma le C57Bl/6 mi ce, ac cor di ng to Char les 
Ri ver La bo ra to ries, is 8.09 ± 2.29 x 109/L.
Neut rop hil diff  e ren tial coun ts in blood from C57Bl/6 mi ce 
dec rea sed gra dual ly throug hout the ob ser va tion pe riod. 
Neut rop hil diff  e ren tial coun ts in blood of db/db mi ce on 
day 3 we re al mo st three-fo ld tho se in heal thy mi ce, and 
this in crea se was sus tai ned throug hout the ob ser va tion 
pe riod (Tab le 1). On day 6, neut rop hil per cen ta ge of db/
db mi ce dec rea sed, howe ver, it did not rea ch sta tis ti cal 
sig ni fi  can ce. Lympho cyte diff  e ren tial cou nt in blood from 
heal thy mi ce showed a slig ht in crea se towar ds the end of 
the stu dy. In con tra st, lympho cyte cou nt in blood from 
db/db mi ce in crea sed un til day 6, fol lowed by a dec rea se 
un til the end of the stu dy, howe ver, wit hout reac hi ng sta-
tis ti cal sig ni fi  can ce (Tab le 1).

SAA and IFN-
In mi ce, the SAA re fe ren ce ran ge is 0.2–40 mg/L (21,22). 
In woun ded C57Bl/6 mi ce, SAA con cen tra tion dec li ned 
from day 3 to day 6, howe ver, not reac hi ng sta tis ti cal sig-
ni fi  can ce. On days 9 and 13 af ter the wou nd in ci sion, SAA 
le ve ls in all ani ma ls we re be low 40 mg/L, wit hin the nor-
mal ran ge (Tab le 1). In woun ded db/db mi ce, SAA le ve ls 
we re in crea sed in all 5 ani ma ls on day 3 in re la tion to the 
re fe ren ce ran ge. Me dian va lues (wi th 1st and 3rd quar ti les) 
we re lower than in C57Bl/6 mi ce at the sa me ti me poi nt, 
yet not ac hie vi ng sta tis ti cal sig ni fi  can ce. As in no n-dia be-
tic lit ter ma tes, SAA con cen tra tion in db/db mi ce re tur ned 
to the SAA re fe ren ce ran ge on days 9 and 13 (Tab le 1).
I FN-γ con cen tra tio ns in blood from woun ded db/db mi-
ce ten ded to be hig her in re la tion to C57Bl/6 mi ce du ri ng 
the stu dy pe riod, but this diff  e ren ce on ly reac hed sta tis ti-
cal sig ni fi  can ce on days 9 and 13 (Tab le 1).

Discussion
We ha ve con fi r med, usi ng a pre vious ly de ve lo ped, pre ci-
se and rep ro du cib le com pu te ri zed met hod for mo ni to-
ri ng skin wou nd clo su re (23,24), that wou nd hea li ng is 
mar ked ly de layed in dia be tic db/db mi ce. We ha ve al so 
exten ded the se ob ser va tio ns to show that the syste mic 
in fl am ma to ry and acu te pha se res pon se is de layed and 
mo re sus tai ned than in no n-dia be tic lit ter ma tes.
It is we ll known that in dia be tic hu ma ns and ani mal mo de-
ls of dia be tes, su ch as the db/db mou se, wou nd hea li ng 
is de layed (7,12). From our stu dy, it is clear that the eff  e-
ct of the dia be tic di sea se pro ce ss has at lea st two com po-
nen ts. On the one ha nd, the mec ha ni cal ret rac tion of the 
wou nd mar gin is im pai red in db/db mi ce in com pa ri son 
to nor mal mi ce. Ro de nt skin is diff  e re nt to hu man skin 
and mec ha ni cal ret rac tion is an im por ta nt ini tial res pon-
se to tis sue inju ry in the ro de nt and not in hu ma ns. The 
im pai red wou nd ret rac tion in db/db mi ce is pro bab ly at-
tri bu tab le to the lar ge amou nt of sub cu ta neous adi po se 
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če nje ra ne kod db/db mi še va vje ro jat no se mo že pri pi sa ti 
ve li koj ko li či ni pot kož nog mas nog tki va kod ovih pre ti lih 
životinja, ali bi is to ta ko mog lo bi ti po ve za no s prom je na-
ma elas tič nos ti ve ziv nog tki va. S dru ge stra ne, po nov na 
epi te li za cija i na kup lja nje gra nu la cij skog tki va ta ko đer su 
po re me će ni u ra na ma kod ovih mi še va, što do vo di do kaš-
nje nja u zat va ra nju ra ne, a to smo za pa zi li i u ovoj stu di ji.
Una toč mno gim stu di ja ma o učin ci ma ne dos tat ka re cep-
to ra za lep tin na lo kal ne prom je ne u cijelje nju ra ne kod 
db/db mi še va, ma lo se zna o sus tav nim upal nim prom je-
na ma u ovim uv je ti ma. Za bi lje ži li smo po ve ćan i us tra jan 
po ra st bro ja bi je lih kr vnih sta ni ca kroz naj ma nje 13 da na 
od ra nja va nja kod di ja be tič nih db/db mi še va u od no su 
na zdra ve mi še ve. To je pog la vi to bi lo zbog po ras ta bro-
ja neut ro fi  la u cir ku la ci ji. Ovi su na la zi suk lad ni oni ma iz 
pri jaš nje stu di je Wet zle ra i sur. (25) ko ji su po ka za li ka ko 
je kod ek sci zij skih ra na u pu noj deb lji ni kod db/db mi še-
va lo kal na upa la mje re na ek spre si jom IL-1β i TNF-α, kao 
i tkiv na in fi l tra ci ja neut ro fi  li ma i mak ro fa zi ma znat no po-
ve ća na i pro du že na u us po red bi sa zdra vim C57Bl/KS 
mi še vi ma kroz naj ma nje 13 da na. Ovaj po ja čan lo kal ni 
upal ni od go vor bio je ud ru žen s po ve ća nom ek spre si jom 
ke mo ki na MI P-2 i MCP-2 u tki vu ra ne. Sto ga se či ni da za-
pa že ne sus tav ne he ma to loš ke prom je ne toč no od ra ža va-
ju lo kal nu sta nič nu in fi l tra ci ju na mjes tu ra ne kod db/db 
mi še va. Što vi še, po re me ćen je raz voj lim fo ci ta u ti mu su 
db/db mi še va (26), što je mož da dop rinije lo sni že nju di fe-
re ncijal nog bro ja lim fo ci ta za bi lje že nom u na šem is pi ti va-
nju. Us tra jan upal ni od go vor kod db/db mi še va mož da je 
pri do nio kaš nje nju u ci je lje nju ra ne od ga đa ju ći prom je ne 
od upa le do na kup lja nja ve ziv nog tki va.
Pro tei ni akut ne fa ze čes to se ra be kao bi lje zi sustav nog 
od go vo ra na akut nu i su ba kut nu upa lu. U na šem is pi ti va-
nju mje re nje kon cen tra ci ja SAA (SAA je naj važ ni ji pro tein 
akut ne fa ze kod mi še va) ni je zna čaj no od ra zi lo prom je ne 
ko je nas ta ju na mjes tu ra ne, jer se SAA po vi su je ra no u od-
go vo ru na oz lje du i ima kra tak ži vot u cir ku la ci ji. To je bi lo 
og ra ni če nje na še stu di je, jer je pr va vre men ska toč ka bi la 
3. dan. Me đu tim, ia ko ni je bi lo sta tis tič ke zna čaj nos ti, 3. 
da na su ra zi ne SAA bi le ni že kod db/db mi še va ne go kod 
zdra vih mi še va. Ovi na la zi ko re li ra ju s onima dru gih au to-
ra ko ji su po ka za li ka ko su na kon in traar ti ku lar ne injek ci je 
zi mo sa na A u zglo bo ve ob/ob mi še va (s po manj ka njem 
lep ti na, a ne re cep to ra lep ti na) ra ne ra zi ne SAA (27) u cir-
ku la ci ji sni že ne, što je bi lo ud ru že no s po ja ča nim ar tri tič-
nim od go vo rom kod ovih di ja be tič nih ži vo ti nja (28).
I FN-γ je veo ma va žan u pro ce su zat va ra nja ra ne. Jed va ga 
se mo že ot kri ti u ek sci zij skim ra na ma ko je su u pro ce su ci-
je lje nja kod db/db mi še va, mož da zbog vi so kih ra zi na ci to-
ki na TGF-β1 ko ji ga suz bi ja (29). To vje ro jat no ob jaš nja va 
izos ta nak raz li ke u kon cen tra ci ja ma I FN-γ u cir ku la ci ji iz-
me đu db/db mi še va i C57Bl/6 mi še va 3. i 6. da na u na šem 
is pi ti va nju. Me đu tim, ra zi ne ovo ga ci to ki na u cir ku la ci ji 
zna čaj no su se po vi si le u db/db mi še va tek 9. i 13. da na, 

tis sue in the se obe se ani ma ls, but may al so be re la ted to 
chan ges in the elas ti ci ty of the con nec ti ve tis sue. On the 
ot her ha nd, re-e pit he lia li za tion and de po si tion of gra nu-
la tion tis sue in the woun ds of the se dia be tic mi ce are al so 
im pai red, re sul ti ng in a de lay in wou nd clo su re al so seen 
in our stu dy.
Al thou gh exten si ve stu dies ha ve been per for med on the 
eff  ec ts of the lep tin re cep tor de fi  cien cy on lo cal chan ges 
in hea li ng woun ds in db/db mi ce, lit tle is known about 
syste mic in fl am ma to ry chan ges un der the se con di tio ns. 
We fou nd an in crea sed and sus tai ned WBC cou nt that las-
ted for up to at lea st 13 days af ter woun di ng in dia be tic 
db/db as op po sed to nor mal mi ce. This was pre do mi nan-
tly ac coun ted for by an in crea se in the cir cu la ti ng neut rop-
hil cou nt. The se fi n din gs cor re la te ve ry we ll wi th tho se of 
a pre vious stu dy by Wet zler et al. (25) who showed that 
in fu ll-thic kne ss exci sion woun ds in db/db mi ce, lo cal in-
fl am ma tion, as mea su red by IL-1β and TNF-α expres sion, 
as we ll as the in fi l tra tion of the tis sue by neut rop hi ls and 
mac rop ha ges we re mar ked ly en han ced and pro lon ged 
in com pa ri son to heal thy C57bl/KS mi ce for at lea st 13 
days. This en han ced lo cal in fl am ma to ry res pon se was 
as so cia ted wi th in crea sed MI P-2 and MCP-2 che mo ki ne 
expres sion in the wou nd tis sue. The syste mic he ma to lo-
gi cal chan ges we ob ser ved, the re fo re, seem to refl  e ct 
clo se ly the lo cal ce ll in fi l tra tion oc cur ri ng at the wou nd 
si te in db/db mi ce. Mo reo ver, lympho cyte de ve lop me nt 
in the thymus of db/db mi ce is im pai red (26), whi ch may 
ha ve con tri bu ted to the re du ced lympho cyte diff  e ren tial 
ce ll cou nt ob ser ved in our stu dy. The sus tai ned in fl am ma-
to ry res pon se in db/db mi ce may con tri bu te to the de lay 
in wou nd hea li ng by de layi ng the chan ge from in fl am ma-
tion to con nec ti ve tis sue de po si tion.
Acu te pha se pro tei ns are frequen tly used as mar ke rs of 
the syste mic res pon se to acu te or su b-a cu te in fl am ma-
tion. Mea su re me nt of SAA con cen tra tio ns (SAA is the 
mo st im por ta nt acu te pha se pro tein in mi ce) in our stu-
dy did not sig ni fi  can tly refl  e ct the chan ges oc cur ri ng at 
the wou nd si te sin ce SAA in crea ses in res pon se to inju ry 
ear ly and has a sho rt li fe ti me in cir cu la tion. This was a li mi-
ta tion to our stu dy sin ce the fi r st ti me poi nt was on day 
3. Howe ver, al thou gh the re was no sta tis ti cal sig ni fi  can ce, 
SAA le ve ls we re lower on day 3 in db/db than in nor mal 
mi ce. The se fi n din gs cor re la te wi th tho se of ot her aut ho-
rs, showi ng that af ter the in tra-ar ti cu lar injec tion of zymo-
san A in to the join ts of ob/ob (lep ti n-de fi  cie nt rat her than 
lep tin re cep tor de fi  cie nt) mi ce, ear ly cir cu la ti ng le ve ls of 
SAA (27) are dec rea sed in as so cia tion wi th the en han ced 
ar thri tic res pon se in the se dia be tic ani ma ls (28).
I FN-γ is ve ry im por ta nt in the pro ce ss of wou nd clo su re. 
It is bare ly de tec tab le in hea li ng exci sio nal woun ds in db/
db mi ce, pos sib ly due to hi gh le ve ls of the sup pres si ng 
cyto ki ne TGF-β1 (29). This pro bab ly ac cou nts for the la ck 
of diff  e ren ce in cir cu la ti ng I FN-γ con cen tra tio ns be tween 
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od ra ža va jući mož da us tra jan upal ni od go vor na mjes tu ra-
ne i/ili sus tav no upal no po ti ca nje dru gih or ga na. Dois ta, 
opi sa no je 13 do 30 pu ta ve će stva ra nje prou pal nih ci to-
ki na u sr cu i aor ti db/db mi še va u od go vo ru na li po po li sa-
ha rid u us po red bi sa zdra vim mi še vi ma (29). Kas ni po ra st 
I FN-γ mo gao bi po mo ći u iza zi va nju prom je na na mjes tu 
ra ne od upa le do pop rav ka tki va, s ob zi rom na uza jam no 
an ta go nis tič ne učin ke I FN-γ (30) i TGF-β (10,31,32).
Dok je ko re la ci ja kon cen tra ci ja IFN ga ma u lo kal nim tki-
vi ma i nje go vim sis tem skim kon cen tra ci ja ma u ra nje nih 
ži vo ti nja og ra ničena kao po ka za telj lo kal nog ci je lje nja ra-
ne, od re đi va nje SAA tre ba da lje is tra ži ti ka ko bi se ut vr di-
lo mo že li ga se ra bi ti kao prim je re ni ji bi ljeg lo kal ne upa-
le ti je kom pro ce sa ci je lje nja ra ne. Ta ko đer nag la ša va mo 
prim je nu ra ni jih vre men skih to ča ka ka ko bi se ut vr di lo 
mo že li se na taj na čin pred vid je ti di na mi ka lo kal nog ci je-
lje nja ra ne.
U zak ljuč ku, pro ces lo kal ne tkiv ne re ge ne ra ci je kod mi še-
va na kon lo kal ne kož ne oz lje de uz ro ku je sus tav ne prom-
je ne u pe ri fer noj kr vi. Ni ti od re đi va nje kon cen tra ci je SAA 
ni ti I FN-γ ne mo že se ra bi ti za mot re nje di na mi ke ci je lje-
nja ra ne u na ve de nim vre men skim toč ka ma.

Zah va le

Zah va lju je mo Sla vi ci Sken der i Ved ra nu Vr ba nu na izvr-
snoj teh nič koj po mo ći u pro ved bi ove stu di je.

db/db and C57bl/6 mi ce on days 3 and 6 in our stu dy. 
Howe ver, the cir cu la ti ng le ve ls of this cyto ki ne sig ni fi  can-
tly in crea sed in db/db mi ce on ly on days 9 and 13, pos sib-
ly refl  ec ti ng the sus tai ned in fl am ma to ry res pon se at the 
wou nd si te and/or syste mic in fl am ma to ry sti mu la tion of 
ot her or ga ns. In deed, in res pon se to li po po lysac cha ri de, 
the ge ne ra tion of pro-in fl am ma to ry cyto ki nes by hea rt 
and aor ta of db/db mi ce has been re por ted to be 13- to 
30-fold that in nor mal mi ce (29). The la te ri se in I FN-γ may 
he lp in du ce a chan ge in the wou nd si te from in fl am ma-
tion to tis sue re pair, in view of the mu tual ly an ta go nis tic 
eff  ec ts of I FN-γ (30) and TGF-β (10,31,32).
Whi le the con cen tra tio ns of diff  e re nt tis sue to syste mic 
I FN-γ con cen tratio ns in woun ded ani ma ls may li mit the 
use of this cyto ki ne as a mar ker of lo cal wou nd res pon se, 
SAA mea su re me nt nee ds fur ther in ves ti ga tion to fi  nd out 
whet her it can be used as a mo re ap prop ria te mar ker of 
lo cal in fl am ma tion du ri ng the wou nd hea li ng pro ce ss. 
We al so sug ge st usi ng ear lier ti me poin ts to see whet her 
it may pre di ct the dyna mi cs of lo cal wou nd hea li ng.
In con clu sion, the lo cal tis sue re ge ne ra tion pro ce ss in mi-
ce af ter lo cal skin inju ry cau ses syste mic chan ges in pe-
rip he ral blood. De ter mi na tion of neit her SAA nor I FN-γ 
con cen tra tio ns cou ld be used to mo ni tor wou nd hea li ng 
dyna mi cs at the se ti me poin ts.
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