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Sazetak: Istrazili smo utjecaj ritmi¢ne tonske stimulacije na promjene tjelesne tezine 1
rromatranih hematoloskih parametara miSeva soja BALB/c intoksiciranih hematotoksi¢nim
trovom lindanom. S obzirom na vrstu tretmana formirane se Cetiri grupe pokusnih zivotinja:
kontrola, otrov, zvuk i zvuk+otrov. MiSevi u grupama zvuk i zvuk+otrov su tijekom trajanja
pokusa u periodu od 19-7 sati bili izlozeni ritmi¢noj tonskoj stimulaciji od 152 otkucaja u
minuti uz standardiziranu frekvenciju od 440 Hz. MiSevi u grupama otrov i zvuk+otrov
iretirane su subletalnom dozom (LDss) lindana u periodu od 30 dana primajuci 1/10 doze
svaka 3 dana. Lindan se pokazao kao znacajan negativan stresor koji je kod muzjaka utjecao
na statistiCki znacajan gubitak tjelesne tezine (p=0,0378*, p<0,05).

Uocene su znaCajne razlike glede djelovanja ritmicne tonske stimulacije s obzirom na
spol. Djelovanje tretmana zvukom na promatrane parametre imunoloSkog sustava iskazuje se
kod muzjaka kao donekle pozitivan stresor; dok kod zenki ima ucinak negativnog, ali
“tatisticki neznaCajnog stresora. Kod muzjaka tretman zvukom djeluje kao jaki pozitivan
itresor na tjelesnu tezinu uz statisticku znacajnost (p=0,0404*, p<0,05) u smjeru povecanja
tezine. Primjene kombiniranog tretmana zvukom i otrovom kod muzjaka pokazuje statisticku
znacajnost u dobivanju na tezini (p=0,0023**, p<0,01), broju leukocita (p=0,0031**, p<0,01)
i limfocita (p=0,0070**, p<0,01) u odnosu na tretman lindanom. To ukazuje na pozitivan
u€inak ritmi¢ne tonske stimulacije na imunohematopoezu ubrzavajuci oporavak naruSenog
imunoloskog sustava muzjaka. Proizlazi da su muzjaci BALB/c miSeva ukupno senzibilniji od
zenki na djelovanje kako pozitivnih tako i negativnih stresora.
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sammary:. We have investigated the eftfect of rhythmic tonal stimulation on changes of body

eight and observed hematological parameters of BALB/c mice intoxicated with hematotoxic
soison lindan. Based on the type of treatment four groups of animals were formed: Control,
“oison, Sound and Sound+Poison. Mice in groups Sound and Sound+poison during the
=xperimental period from 7p.m. — 7.a.m. were exposed to rhythmic tonal stimulation of 152
»ezis per minute with standardized frequency of 440 Hz. Mice in groups Poison and
sound+Poison have been treated with subletal dose (LD50) of lindan during the period of 30
izys receiving 1/10 of dose every 3 days. Lindan was proven to be significantly negative
siressor, as in the males it has influenced the statistically significant body weight loss
p=0,0378*, p<0,05).

Significant differences between sexes regarding the influence of the rhythmic tonal
sumulation have been observed. Impact of the Sound treatment on the observed parameters
pertaining to immune system expresses .in males as somewhat positive stressor; while in
‘emales it has the effect of negative stressor, although statistically insignificant. In males
Sound treatment acts as a strong positive stressor on increase of the body weight with
idtistical significance (p=0,0404*, p<0,05). Combined treatment Sound+Poison in males
“lows the statistical significance of the increase in body weight (p=0,0023** p<0,01),
number of leukocytes (p=0,0031** p<0,01) and lymphocytes (p=0,0070** p<0,01)
comparing to the treatment with lindan only. That indicates the positive effects of rhythmic
tonal stimulation on immuno-hematopoesis in speeding up the process of recovery of the
disrupted immune system in males. Generally, it may be concluded that males of the BALB/c
mice are more sensitive then females on influence of both positive and negative stressors.
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1.UVOD
1.1. Psihoneuroimunologija

“sihoneuroimunologija”, je po definiciji Ronalda Glasera (5, 6), jednog od prvih
zirazivaCa u ovom podruéju, "podrucje koje se bavi prou¢avanjem interakcija izmedu
s=ntralnog ziv€anog sustava, endokrinog i imunoloSkog sustava; te utjecajem
“2nasanjal/stresa na ova medudjelovanja te njihov utjecaj na zdravlje". Ovaj naziv je
=i put upotrijebio Robert Ader, 1974.godine (1). Prvi je pokusima pokazao kako
mzak moze utjecati na imunoloski sustav.

i njegovom klasi¢nom pokusu uvjetovanja, Ader je zdruzio uvjetovan stimulans
2tzpinu saharina) s neuvjetovanim stimulansom, lijek zvan Cytotaxan za koji se zna
*= smanjuje broj T-limfocita u Stakora. Kada je imunoloski sustav kompromitiran
=adom broja T-limfocita, ono je objasnjeno kao imunosupresija, te stoga slijedom
navedenog, Cytotaxan moze biti klasificiran kao neuvjetovani stimulans za
Tunosupresiju. Nakon nekoliko sparivanja, Stakorima je dana otopina saharina (US)
2l bez Cytotaxana (NS), te se u krvnom uzorku odredio broj T-limfocita. Rezultat je
ookazao pad broja T-limfocita ukazuju¢i na imunosupresiju. Daljnja istrazivanja
ookazala su kako je ve¢ sama percepcija stresora bila dovoljna za promijene u
~unoloskom sustavu. Obzirom da je ovo istrazivanje bilo u€injeno na stakorima,
“mmjena otkrica na ljudima zahtjeva veliki oprez (1).

Uva su glavna puta koji povezuju mozak i imunologki sustav: autonomni Zivéani
sustav koji se sastoji od simpatiCke i parasimpatiCke komponente, te hipotalami¢no-
“pofizno-adrenalne osi (30). Ovi sustavi su medusobno povezani kemijskim
“=Uroprijenosnicima koje otpustaju ziv€éane stanice, endokrini organi i imunoloske
=:anice. Zivéani sustav djeluje na imunoloski sustav direktno i indirektno. Direktno
2 2lovanje se odvija preko uspostavljanja sinapsi ziv€anih stanica sa bijelim krvnim
slanicama u limfnom  tkivu, dok se indirektni postize preko krvlju noSenih
“2droprijenosnika i hormona, koji aktiviraju receptore na povrsini bijelih krvnih stanica
2). Takoder, utvrdeno je kako imunoloski sustav djeluje na ziv€ani sustav putem
=tokina koje otpustaju imunoloske stanice. Imunoloski odgovor se mijenja sukladno
stimulaciji ili inhibiciji hipotalamusa (i promijeni u razini neuroprijenosnika) i obrnuto,

cokazujuéi visoki postotak medusobne komunikacije.




I granulociti su kljuéne stanice koje su ukljucene u

mfociti,

vlakna koja stvaraju sinapse u limfoidnim tkivima. Hipotalamus je glavni

=00 Z2ivat informacije od ziv€anog sustava u imunoloski sustav. Ne samo da su

makrofazi i
skom odgovoru, a imaju receptore za neuroprijenosnike oslobodene iz

=.ronskl signali mozga pretvoreni u “izaslanicke molekule" kako bi mogle regulirati
«e¢ imunoloski sustav moze komunicirati direktno s hipotalamusom putem
a zvanih imunoprijenosnici. Postoje dvosmjerni krugovi izmedu sredi$njeg

“znog sustava i imunoloskog sustava. Naime, aktivacija imunoloskog sustava
=x.tira u povecanoj mjeri stvaranja neuronskog ATP-a u ventromedijalnoj jezgri

i

zlamusa pri najvecoj proizvodnji antitijela. Imunoloski sustav je sastavljen od
mfaidnog tkiva, a Cinjenica da su ova tkiva inervirana sa simpatiCkim ziv€éanim

bijele krvne

nima dodatno podrzava teoriju da sredisnji ziv€ani sustav moze direktno utjecati
unoloski sustav. Ne samo da ziv€ana vlakna formiraju neuroefektorne spojeve s

-

ocitima i makrofazima (presudne komponente imunog sustava
w=nice), ve€ odredeni neuroprijenosnici koje lue ovi zivei mogu utjecati na daleke
—focite | makrofage, koji imaju receptore za te neuroprijenosnike. Primjer jednog

—

z«vog neuroprijenosnika je noradrenalin, koji se veze na B (beta) adrenergi¢ne

=czptore na limfocitima.
ema sumnje u postojanje direktne ziv€ane komunikacije izmedu simpatickih

zca | stanica imunoloSkog sustava. Kako je prije navedeno, hipotalamiéno-
“oofizno-nadbubrezna okosnica (HPA) je sredisnja veza izmedu srediSnjeg ziv€anog

unoloskog sustava. Povecana ekspresija kortikotropin-oslobadajuéeg hormona
formiranjem adrenokortikotropnog hormona

~H"H) preko hipotalamusa rezultira
2CTH), koji potom signalizira nadbubreznoj kori da poveca razinu glukokortikoidnog

2rmona, koji zatim regulira dijelove imunoloskog odgovora (5)




"2 Muzikoterapija

slazba, univerzalan jezik s mnogo namjena, je bila koriStena u zdravstvenoj
T2l kako bi reducirala stres i uznemirenost. lako je glazbeni jezik jo$ uvijek sporan,
=«oliko studija sugeriraju kako glazba moze olaksati redukciju u stresnom
2govoru. Smanjivanje sréanog ritma, veéa tolerancija boli i patnje, kozna
orovadljivost, miSiéna aktivnost, subjektivni izvjestaji opustanja, smanjenje tieskobe i
s=oresije su opisani kod stresnih pacijenata podvrgnutih klasiénoj glazbi (4,15).
sresna buka moze proizvesti protivne efekte na imunoloskim parametrima i u
Zvieku 1 zivotinjskim modelima, a mnogi su od ovih efekata reverzibilni uz
‘armakolosSke intervencije. Medutim, jo$ uvijek ne postoji dovoljno informacija o
munoloSskom odgovoru na ne farmakoloSke tretmane kao $to je na primjer glazba.
Ja bi osvijetlili ovu drugu interakciju, skupina znanstvenika sa Sveucilista u Santiago
== Compostela u Spanjolskoj (8) su prouc¢avali efekte glazbe na populaciju T stanica,
= zstogeniéni odgovor stanica slezene na concanavalin A (Con A) i stani¢nu
z«tivnost NK stanica u misevima koji su povrgnuti kroniénom slusnom stresoru.
‘axoder je odreden plazmatiéni adrenokortikotropin (ACTH) kako bi se potvrdio
“=ca] hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine na imunoloski odgovor u ovim

=xsperimentalnim stanjima.

Stres-inducirana tjeskoba i depresija takoder su povezane sa povecanom

=mirtnosSéu i s povecanim prevladavanjem neoplazmicnih bolesti.

S bioloSkog stajalista su razmotreni efekti glazbe na imunoloski sustav i tumore.
='azba je emocionalni oblik komunikacije; emocije su subjektivni izvjestitelji u
~ormonskim i neurofizioloSkim procesima; stoga, hormonske | neurofizioloske
zmjene su adekvatna sredstva za interpretiranje djelotvornosti razli¢itin oblika
2'azbe na imunoloSki odgovor pod stresnim uvjetima. Otkriveno je da glazba
smanjuje stresom induciranu hiperaktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HPA)
220vine, ukljuéujudi izlu€ivanje ACTH i kortikosteroida , kao i moduliranje izlucivanja
“oradrenaling, adrenalina, hormona rasta , prolaktina i 3-beta endorfina.

“lini¢ke studije su pokazale kako su imunoloski ucinci glazbe statistiCki povezani uz
smanjivanje izlucivanja kortikosteroida . To uklju€uje poraste razine imunoglobina A u
slini (IgA) i plazma interleukina 1 (IL 1) koji su u vezi sa zna€ajnim smanjivanjima

<ancentracije kortizola u slini i plazmi. U eksperimentu sa BALB/c miSevima takoder

(U5)



20 odnos izmedu obnove imunih parametara i znacajnog smanjivanja u

B -————

w=som induciranom porastu razine plazminog ACTH u miSeva izvrgnutih glazbi (8)
“azoz e utjecala na znacajno povecanje broja i proliferativnog odgovora T-stanica
« & promovirala anti-tumorski odgovor kod glodavaca koji nisu podvrgnuti stresu.

nije postojao uzajamni odnos izmedu tih parametara i ACTH razine, to
I drugi neurohormoni i

oy
o

vamse kako u ovim efektima trebaju biti ukljuceni

e

roo:enosnici (8).

"

w2 glazbe, karakterna obiljezja i temperament bi mogli imati Siroki utjecaj na medu

Zwidualna varijabilnost u odgovoru na glazbu. Kritiéno sluSanje glazbe i neke
mogu dovesti do porasta koncentracije plazma

m=pretacije tehno glazbe (TM)
~=22r2nalina, adrenalina, hormona rasta, prolaktina, kortizola i B-beta endorfina uz

-ren H
=-=ne poraste srcanog ritma, sistolickog krvnog tlaka te znacajnih promjena u

g

a=procijeni emocionalnog stanja.

*.2 Lindan
.mzzn (CeHeClg) je insekticid iz grupe organokloridnih pesticida. Kemijski je stabilan,
sosolubilan i gotovo netopiv u vodi. LDsg za miSa iznosi 10.3 mg/kg tjelesne tezine.

Postojan je u tlu ali je biorazgradiv kad se

_7i3an je razmjerno stabilan u okolini.
“=de pod utjecajem vlaznih anaerobnih stanja. U sisavaca postoje mehanizmi za
“=fabolizam lindana i ekskreciju tog pesticida. Lindan se ne kumulira u krvi, ili masti
2ra u kojoj je veoma dobro topljiv. Dok je metabolizam lindana u ljudskom tijelu

u pasivnoj okolini ovaj pesticid je ekstremno postojan i nestaje u biti samo

tnlapljivanjem.

“iz=on izlozenosti pesticidu u eksperimentalnim zivotinjama je bila dokumentirana
Twnosupresija. Promjena staniénog i humoralnog imunolosdkog odgovora te atrofija
mfoidnog i hematopoetskog tkiva su bili izvijeSteni kao najistakniutije promijene (25,

-
i




*.4. Hematologija misa
*.4.1. Krvne stanice
“AZIVLJE:
U literaturi koja opisuje krvne stanice prisutni su razliCiti nazivi koji se koriste
zz oznaCavanje iste stanice kao npr. neutrofili- neutrofilni granulociti,

calimorfonuklearni  neutrofili;, eozinofili- eozinofilni granulociti, polimorfonuklearni

=azinofili; bazofili- bazofilni granulociti, polimorfonuklearni bazofili itd.

Sve krvne stanice koje cirkuliraju u perifernoj krvi potjeCu iz iste
~=matopoetske mati¢ne stanice. Na slici 1. vidi se njihova proliferacija do zrelih

=2=m1¢nih oblika.
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=lika 1. Razvoj krvnih stanica




Tablica 1. FizioloSke vrijednosti krvnih stanica u misa

krvng stanice_ _'_ vrijednosti
eritrociti ' 6-10x 10°/ mm?
leukociti 5-10 x 10° / mm°
neutrofili ' 10-60 %
limfociti 35-90 %

Za potrebe ovog pokusa vazno je uociti kako stanice limfocita i neutrofila ¢ine oko
+5% populacije stanica leukocitne loze u perifernoj krvi, pa su nasa mjerenja i obrada

razultata bila usredotoena na obradu te dvije vrste stanica.

=RITROCITI

Eritrociti ili crvene krvne stanice se razvijaju iz kostane srzi iz pluripotentnin
nematopoetskih matiénih stanica iz kojih potjeCu sve stanice u cirkulirajucoj krvi.
'edan dio tih stanica nakon diobe zadrzava se u obliku pluripotentnih stanica dok se
2rugi dio diferencira i tvori druge stanice. Usmjerena mati¢na stanica od koje potjecu
eritrociti je stanica koja stvara eritrocitne kolonije. Uz primjeren podrazaj iz nje
nastaju proeritroblasti, a iz njih u jos nekoliko koraka retikulociti i naposljetku eritrociti.
Juzina zivota eritrocita iznosi oko 120 dana.

Misji zreli eritrociti kao eritrociti kod svih sisavaca (izuzev deve) nemaju jezgru. Broj

sritrocita u migeva iznosi 6-10 x 109/mm?® (26, 27).




1.4.2. Diferencijalna krvna slika

1 DKS ( diferencijalna krvna slika) podrazumijeva brojanje i postotni prikaz pojedinih

' loza bijelih krvnih stanica (21).

Tablica 2. Diferencijalna krvna slika misa

limfociti 35 -90%
monociti 0-3%
neutrofili 10 - 60%
eozinofili 0-7%
bazofili 0-1%

Slika 2. Obojani krvni razmaz




LEUKOCITI

Leukociti ili bijele krvne stanice nastaju dijelom u kostanoj srzi, a dijelom u
limfaténom tkivu. Vecina leukocita se specifiéno prenosi krvlju do upalnih podrucja i
tako osiguravaju brzu i snaznu obranu organizma od zaraznih mikroorganizama. Uz
stanice koje su usmjerene u stvaranje eritrocita nastaju i dvije glavne leukocitne loze,
mijelocitna i limfocitna koje poc€inju mijeloblastom odnosno limfoblastom. Limfociti i
plazma-stanice se uglavnom stvaraju u limfatickim organima (limfne zlijezde,
slezena, timus, krajnici...), dok granulociti i monociti nastaju samo u kostanoj srzi
gdje se i pohranijuju. Zivotni vijek leukocita ovisi o vrsti i iznosi od par sati do nekoliko
mjeseci.
Njihov broj varira obzirom na utjecaj razliitin faktora kao $to su primjerice stres,

otrovi, hormoni, bolesti, lijekovi itd. Postoji nekoliko tipova leukocita:

Heterofili / Neutrofili

Oni se nazivaju i neutrofili jer im se citoplazmatske granule u sisavaca boje
neutralno. To su zrele stanice koje mogu fagocitirati i unistiti bakterije i viruse ¢ak i u

«rvi koja cirkulira. Krecu se ameboidno.

Eozinofili
Ove stanice imaju karakteristicno obojane crvene granule u svojoj citoplazmi. Slabi
su fagociti, ali ih krvotvorno tkivo proizvodi u veéem broju kod zaraze parazitima.

Makupljaju se i u tkivima u kojima se odigravaju alergijske reakcije.

Bazofili
aranule u citoplazmi im se specificno boje u tamno modru boju. Poput velikih

mastocita u krv oslobadaju heparin i vazni su u nekim vrstama alergijskih reakcija.

Limfociti
Fostoje veliki i mali limfociti koji se medusobno razlikuju po koli¢ini citoplazme. Veliki
mfociti su bogatiji citoplazmom. Pretezno su smjesteni u limfnim &vorovima. Dijele

ze na dvije podskupine: T i B limfocite koje se u svjetlosnom mikroskopu ne razlikuju.

“lonociti
“lonociti su velike stanice koje sadrze puno citoplazme. Jezgra im ima karakteristi¢an
tubrezasti oblik. To su nezrele stanice koje imaju malu moc¢ suprotstavljanja

Zaraznim agensima.




2. OBRAZLOZENJE TEME

Na osnovu dosadasnjih radova o utjecaja glazbe kao nefarmakoloske metode i
njenog utjecaja na zivi organizam zeljelo se je na pokusnim zivotinjama (BALB/c
misevi) odrediti utjecaj zvukoval/glazbe na promjenu tezine i stanje imuno-

hematopoetskog sustava intoksiciranih miSeva.

Glazba je sama po sebi jako kompleksna buduci obuhvaéa niz elemenata:
tempo, mjeru, tonalitet, frekvenciju slozenih u jednu cjelinu. Obzirom da su
dosadasnja istrazivanja vec¢inom radena sa slozenim glazbenim kompozicijama tesko
Je bilo precizno odrediti koja sastavnica glazbe djeluje na promatrani sustav. Ipak zna
se kako su frekvencija i ritam nedvojbeno najznaclajnije sastavnice glazbe. Glede
utjecaja frekvencija istrazivanja na ljudima pokazuju da izlaganje mozga razli¢itim
frekvencijama uzrokuje IuCenje razlicitih neuroprijenosnika (23). Buduéi je za
spitivanje utjecaja frekvencije na zive organizme potrebna slozena i skupa oprema
za potrebe ovog pokusa frekvencija je bila standardizirana na 440 Hz (ton a).
Nadalje, radovi radeni sa harmoni¢nim i disharmoniénim akordima (22) bili su
bazirani na promatranju promjena u mozgu tako da nije navedeno kolko i kakav
Atjecaj imaju na imunoloski odgovor organizma. To je bio joS jedan poticaj da se

spitaju moguce interakcije.

Stoga je u pokusu koristen metronom kao ritmicka i tonska osnova stimulacije.
Oslonac da se pokuSa samo sa ritmom (metronomom) pruzile su i spoznaje dr. Lee
Saika (18) koji je u svojim radovima pokazao kako nedonoscad bolje napreduje ako
slusa ritam koji odgovara ritmu otkucaja ljudskog srca u opustenom stanju. Na
isnovu respiracijskog i sr€anog ritma misa uzeta je frekvencija od 152 otkucaja u
minuti, kao priblizno alikvotna vrijednost obaju ritmova koji su od zivotne vaznosti za
Jrganizam.

Lindan je koriSten kao provjereno sredstvo koje narusava homeostatske

carametre imunohematopoetskog sustava (25, 29).

Ovim radom pokusSalo se ukazati na utjecaj ritma kao moguéu najznacajniju
sastavnicu glazbe u uzrokovanju razli¢itih odgovora u zivotinjskom i ljudskom
arganizmu. Moguca je primjena odgovarajuce stimulirajuée glazbe kod ljudi kojima je
narusen imunohematopoetski sustav radi pobolj$anja zdravstvenog stanja na jedan

1einvazivan i nefarmakoloski nacin.




3. MATERIJALI | METODE
3.1. Pokusne Zivotinje

U pokusu su koristeni misevi soja BALB/c uzgojeni na Zavodu za animalnu
fiziologiju, Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. Sveukupno je u pokus
silo ukljudeno 56 Zivotinja od ¢ega 31 muzjak i 25 Zenki, starih 2 mjeseca. Zivotinje
su grupirane po spolu u odvojenim kavezima po 8 muzjaka i 6 zenki. Hrana i voda im

e bila dostupna “ad libitum".
3.1.1 Nomenklatura BALB/c

Soj nosi porijeklo od H.J. Bagg-a koji je razvio "Bagg albino" 1913. iz zaliha
orodavaca kuénih ljubimaca iz Americke drzave Ohio. McDowell ih je uzgojio 1923.

Tijekom godina razvijeni su razli€iti podsojevi.
3.1.2 Podaci o soju

Kod BALB/c soja primijecena je bolja reproducibilnost nego kod vecine
.zgojenih sojeva sa prosjecnim okotom od 5,5 i prihvatljivim zivotnim vijekom. Oba
spola mogu biti agresivna $to je posebno naglaseno kod muzjaka nakon parenja.
-esto se koriste za stvaranje monoklonskih protutijela i kao domacdina za
ransplantabilne tumore. )

Slika 3. BALB/c mi$
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3.1.3 Obiljezavanje pokusnih Zivotinja

Svaka zivotinja je zbog razlikovanja tijekom pokusa oznacena rezom na uski u

xombinacijama oznacenim u tablici 2.

Tablica 3. Shema oznaka pokusnih zZivotinja

broj misSa oznaka na uhu
L1
L2
D1
D2

~N O O NN WODN -

o
-
-_—
O
N

Legenda:

L = lievo uho

D = desno uho

0,1,2 = broj zareza
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3.2. Oprema i tehnicka pomagala
U pokusu su koristeni:

metronom njemackog proizvodaca Wittner QM2 taktell, frekvencije 440 Hz,
namjesten na 152 otkucaja u minuti

- 24 satna vremenska sklopka

- standardni AC/DC adapter proizvodaca Hama

- bukomjer tipa 2205, danskog proizvodaca Briel & Kjael

- vaga proizvodaca Sartorius, tip GM 152

3.2.1. Metronom
Metronom je nastao uslijed potrebe glazbenika za pripisivanjem tocnog tempa u

Jlazbi. Mersenne je u njegovom djelu "Harmonie Universelle " koje je objavio 1636,
Zao vremensku vrijednost trajanju 'polovine note' onoliko koliko traje otkucaj srca.
Prvi metronom je izumio Etienne Loulié u 1696. Njegov uredaj je bio povisok; 2 metra
vsisine. Nekoliko mehanic¢kih poboljSanja je dovelo do osuvremenjivanja i prvog
Crenosivog metronoma. PoboljSanja su napravili Ditrich Nikolaus Winkel (1780-1826)

Johann Nepomuk Maelzel (1772-1838). Maelzel je imao vise poslovnog duha te je
napravio metronom koji je bio raspoloziv za Siru javnost (28).

Nazalost, mnogi su od ranih metronoma bili slabe kvalitete i Cesto su biii jako
“@precizni. Danasnji metronomi buduéi su opremljeni elektronickim uredajima

orecizni su i pouzdani.

3.2.2. Temeljni sklop za provedbu pokusa

Za potrebe pokusa koristen je
=dan od takvih modernih metronoma
zlika 4.) koji je putem univerzalnog
~/DC adaptera i 24-satne vremenske
z«/opke bio spojen na gradsku strujnu
mrazu 220 V/ 50 Hz.

Slika 4. Metronom Wittel QM2 Lot i foktedl
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3.3. Plan pokusa

Pokus je isplaniran na nacCin da se omoguci pracenje tjelesne tezine i
promjena imunohematoloskih parametara kod miseva intoksiciranih subletalnom
dozom lindana u odnosu na intoksicirane miseve koji su dodatno bili tonsko

stimulirani sluSanjem ritma metronoma.

Kako bi narusili homeostazu imunohematopoetskog sustava miseva koristen
e pesticid lindan. Zbog svoje netopljivosti u vodi, a svojstva liposolubilnosti otopljen
e u jestivom biljnom ulju tako da je koli€ina otopljenog otrova koje su primale
zivotinje bila 0,1 ml. Obzirom se radi o ulju pokazalo se kako ova koli€ina nema
veceg utjecaja na probavni sustav u smislu izazivanja u€estale defekacije ili diareje.
Nakon anestezije eterom zivotinje su intoksicirane oralno uz pomoc kanile. Misevi su
ntoksicirani sa 1/10 LDsp doze tijekom 10 dana u razmacima od po 3 dana od svake
orimljene doze jer se takav nacin primjene u prijasnjim pokusima u toksikologiji
nokazao kao najefikasniji.

Jtkucaja po minuti, te uslijed tehni¢ke ograniCenosti metronoma, uzeta je vrijednost
2d 152 otkucaja po minuti kao priblizna matemati¢ka alikvota oba ritma. Metronom je
oio postavljen izmedu kaveza sa pokusnim zivotinjama (slika 5.) tako da je glasnoca
Jnutar kaveza sa zivotinjama iznosila 43-45 dB. Kontrolne skupine su bile izlozene
~hite sound-u glasnoce 40 dB. Glasnoca je mjerena pomoéu bukomjera kako bi se
standardizirali uvjeti pokusa. Pokusne zivotinje su bile podvrgnute svakodnevnom

zlusanju ritma za vrijeme trajanja pokusa u vremenskom razdoblju od 19-7 sati.

kavez 1 kavez 2

metronom

©

Slika 5. Shema postave pokusa

Uzorkovanje i odredivanje tjelesne tezine te imunohematoloskih odrednica

zvr$eno je u laboratoriju Zavoda za animalnu fiziologiju , PMF-a u Zagrebu.




3.4. Odredivanje tjelesne tezine

Tjelesna tezina se pratila jednom svakog tjedna. Pokusna zivotinja se uhvati
zarep i njezno stavi u plasti¢nu kadicu te ocita tezina. Za vaganje je koristena
elektronska vaga proizvodaca Sartorius koja pokazuje vrijednosti na dvije decimale.

Tjelesna tezina se zabiljezi u pripremljene tablice.
3.5. Uzimanje uzorka krvi

U ovom pokusu krv je vadena iz repne vene. Kako bi se olak$ala manipuiacija
sa zivotinjama koristi se plasti¢ni stalak sa utorom kroz koji se provuce rep misa. Na
taj nacin je zivotinja fiksirana i nema opasnosti od ozljeda (eventualnog ugriza). U
sluaju defekacije ili bilo kakvog drugog oneciscenja (krv, urin) lako se sanira i ocisti

‘adno mjesto.

Zivotinja kojoj uzimamo uzorak se prebaci u mali kavez sa steliom i
ooklopcem te kratko zagrije uz pomoé infracrvene zarulje. Tako je vena lakse
Jostupna zbog vazodilatacije. Rep se drzi jednom rukom, a drugom se rukom u
ednom potezu lagano poprecno zareze ostrim, Cistim ziletom u podrucju vene. Kada
mamo viSekratno vadenje krvi prvo zarezivanje se radi pri vrhu repa, a svako
zlijedece poclinje iznad starog reza prema korijenu repa. Prva kap se uzme na
Zripremljeno predmetno stakalce i razvuce za krvni razmaz te uzme potrebna koli¢ina
rvi u eritrocitni i leukocitni melanzer u kojima se odmah razrijedi sa odgovaraju¢im

‘eagensima.
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3.6. Laboratorijske analize
3.6.1. Broj eritrocita i leukocita

Odredivanje broja eritrocita i leukocita se vr$i u razrijedenoj krvi pomocu
Burker-Turk-ove komore. Krv se razrjeduje u posebnim pipetama tzv. melanzerima
k0ji se sastoje od kapilarnog graduiranog dijela na kojem su oznake 0,5 i 1, koji
zavrSava kuglastim proSirenjem ili trbusastim dijelom na kojem je nastavak sa
Jznakom 101 za eritrocite ili 11 za leukocite. Zapremina trbusastog dijela je 100 puta
‘eCi od zapremine kapilarnog dijela melanzera za eritrocite i 10 puta vedi za
eukocite. U njemu se nalazi i staklena kuglica za mijeSanje koja moze biti crvene ili
bijele boje, ovisno o tome radi li se o eritrocitnom ili leukocitnom melanzeru. Na kradi
nastavak trbusastog dijela koji nosi oznaku 101 ili 11 ovisno o kojem se melanzeru
radi, navuée se gumena cjevCica s nastavkom ili poluautomatski pipetor pomocu
«0ojih se u melanzer uvladi krv i odgovarajuc¢a otopina za razrjedivanje. Kad radimo sa
gritrocitnim melanzerom najprije usiSemo krv do oznake 1 i razrijedimo do oznake

101 sa Hayemovom otopinom koja lizira leukocite, a fiksira eritrocite.

Za leukocite usisemo krv do oznake 0,5, a zatim Turkovu otopinu koja
flemolizira eritrocite i boja jezgre leukocita sto olakSava njihovo brojenje. Melanzer je
zatim potrebno dobro protresti rukom i odmah staviti na vibracionu mijesalicu kako bi

:e suspenzija stanica u prosirenom dijelu jednoliko promjesala.

Prije nanosenja otopine na Burker-Turk-ovu komoricu potrebno je ¢&vrsto
orekriti pokrovnicom, a iz melanzera ispustiti par kapi tekucine. To je bitno jer te kapi
“OtjeCu uglavnom od Ciste otopine koja je zaostala u kapilarnom dijelu nakon
ssisavanja. Burker-Turk-ova komorica je nesto veca i deblja od obiénog predmetnog
=’akla na kojoj se nalaze Cetiri uzduzna ureza izmedu kojih se nalaze tri polja od
“3jih je srednje tako izbruSeno da je za 1/10 mm nize od onih sa strane. To je polje
copre€no podijelieno na dva manja polja od kojih svako sadrzi po jednu urezanu
nrezicu. Povr$ina mrezice od 9 mm? je podijeliena na nekoliko podrugja
narizontalnim i vertikalnim crtama. Na krajevima mrezice nalaze se Cetiri kvadrata
smedena trostrukim crtama. Svaki od njih je dvostrukim crtama podijelien u 16

srednjih kvadrata povrsine 1/25 mm?, ti kvadrati sluze za brojanje leukocita.
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Za brojanje stanica se naj¢escée koristi srednje povecanje mikroskopa. Eritrociti
se broje u srediSnjem dijelu mrezice u kojem jednostruke crte omeduju 256 manjih
kvadrata povrsine 1/400 mm? Leukociti se broje u &etiri ugaona polja komorice,
svako povréine 1mm? dok se eritrociti broje u 80 malih kvadrata. Kako bismo dobili
trazene rezultate trebamo preracunati boj stanica na volumen od 11 krvi (17). To
radimo na slijedeéi nacin:

e zaeritrocite

E x axbxcx10? = broj eritrocita u litri krvi

e za leukocite

L xax b x ¢ x10% = broj leukocita u litri krvi

E - prosjecan broj eritrocita po jednom kvadratu

a - broj malih kvadrata na povrsini od 1 mm? (400)
b - faktor razrjedenja (100 ili 200)

¢ - faktor kojim se komora svodi na 1mm? (10)

L - prosjecan broj leukocita na 1mm?
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3.6.2. Diferencijalna krvna slika

a) Priprema krvnog razmaza

Za pripremu krvnog razmaza koristi se kap svjeze krvi koja se uzima na
pripremljeno ocis¢eno predmetno stakalce. Grafitnom olovkom se na jednom
uzem bridu oznaci broj zivotinje i broj vadenja krvi. Umjesto grafitne olovke moze
se upotrijebiti i dijamantna olovka koja zarezuje oznaku u predmetnicu, ali je
jednostavnija upotreba obicne grafitne olovke. Bitno je da se oznaka ne obriSe
uslijed daljnje manipulacije predmetnice kemikalijama. Kap srednje veliine se
kapne uz rub predmetnog stakalca. BrusSeno staklo pomoéu kojeg se pravi
razmaz se prisloni uzim bridom, pod kutom od 45° na predmetnicu. Staklo se

prisloni uz kap krvi koja se uslijed kapilarnosti razlije duz brida stakla. Laganim

ravnomjernim pomicanjem brusenog stakla, krv u tankom sloju slijedi brid koji klizi
po predmetnom stakalcu. Potrebno je par sati da se staklo dobro osusi kako bi se

moglo pristupiti bojenju.

b) Bojenje krvnog razmaza

rredmetnice se stave na mosti¢ od staklenih cijevi koji smjestimo iznad posude
za bojenje te se pristupa postupku bojenja koji se sastoji od nekoliko koraka.
Shematski to izgleda ovako: )
1. preliti predmetnice bojom May Grunwald i pustiti da djeluje 6 minuta
isprati destiliranom vodom
preliti predmetnice mjeSavinom destilirane vode i boje Giemsa u omjeru 2:1

isprati sa destiliranom vodom

o b w0

susiti na zraku

c) Pregled krvnog razmaza

Na obojeni i osuSeni razmaz se kapne kapljica cedrovog ulja (Oleum ceari
liqur) i gleda pod imerzionim objektivom. Analizira se 100 stanica iz reda leukocita
i to je broj koji nam govori o postotku te vrste leukocita u ukupnom broju svih
leukocita u krvi. Da bi se dobio toan broj odredenih stanica potrebno je izbrojeni

postotak pomnoziti sa ukupnim brojem leukocita u krvi.
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4. REZULTATI

4.1. Statisticka obrada podataka

Obzirom je cilj pokusa bio uofavanje djelovanja razliitih tretmana na
aporavak cjelokupnog imunohematopoetskog sustava, oslabljenog djelovanjem
subletalne doze lindana, za analizu su uzete razlike krajnjeg i pocetnog stanja
tlelesne tezine te krvnih parametara pokusnih zivotinja.

StatistiCka analiza je provedena uz primjenu SAS ra¢unalnog programa, (SAS
Release 8.02) koristeci proceduru opcéeg linearnog modela - proc glm (20). U analizi
sarijance tretmani i spol su smatrani fiksnim efektom. Razlike izmedu prosjecnih

Jrijednosti u€inaka testirane su Tukeyevim HSD testom (24).

4.2. Tezina pokusnih zivotinja

Rezultati promjena tjelesne tezine u tablici 4. i pripadajucoj slici 6. prikazuju
«retanja kod muzjaka pokusnih zivotinja tijekom trajanja pokusa, a u tablici 5. i slici 7.
«od zenki.

Tablica 4. Srednja vrijednost promjena tjelesne tezine (g)"™" u muzjaka pokusnih skupina

Tiseva’ i
dani

tretman 1. 7. 14, 21. 28. 35 42. 49. 56 63 70.
3550 3678 3669 37,04 3759 3799 37.88 3938 3954 3882 37,62
Konirola +149 +171 133 2144 2155 2152 182 1,76 169 21,91 147
) 3275 3502 3522 3601 3638 3599 3561 3674 37,72 3831 3773
Zvd +133 +1,68 +192 +184 $216 228 +247 #2732 2,06 211 1,91
36,39 3769 3738 3698 3653 3690 3650 37.80 3823 3890 3564
G +200 +275 232 +1,90 190 +174 165 4226 +232 4219 1222
. 3617 37,77 37,71 37,10 36,77 37,85 37,86 38,88 38,89 3837 39,15
2VUKHOIOV | 1590 4343 $348 208 4205 289 2,84 253 262 4224 1236

n = 7-8 (broj Zivotinja)
= + SD (standardna devijacija)

18




&1

30
25
20
15

tjelesna tezina (g)

tretman

B kontrola
Zvuk
DOotrov

O zvuk+otrov

70.

Slika 6. Graficki prikaz promjena vrijednosti tjelesne tezine (g) u muzjaka pokusnih skupina miSeva




Tablica 5. Srednja vrijednost promjena tjelesne tezine (g)"™ u Zenki pokusnih skupina

Tiseva®
dani
tretman 1. 7. 14. 21. 28. 35. 42. 49. 56. 63. 70.
kontrola 33,31 34,11 3382 3433 3491 3500 3497 3561 3585 36,31 36,50
| +1,85 +2,10 12,09 1,70 +237 +161 1244 1266 1242 +167 +2.49
_ 30,94 33,06 32,13 33,59 3343 3332 3417 3461 3378 3474 3445
+1,46 1216 +124 +108 +185 +1,51 +147 +1,80 +125 +140 =124
— 32,00 31,77 33,00 3386 33,77 3336 3262 3403 34,06 3470 3443
286 +284 +292 +287 1254 +185 +232 1244 +189 179 260
SRt 3465 3447 3474 3448 33,94 3364 3395 3421 3461 3370 34,90
+1,85 +1,74 1239 +1,41 1,17 +1,94 203 +229 +150 +253 1267

n = 6-7 (broj zivotinja)
" = ¢ SD (standardna devijacija)
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Slika 7. GrafiCki prikaz promjena vrijednosti tjielesne tezine (g) u zenki pokusnih skupina miseva




Tjelesna tezina je pracena svaki tjedan kroz jutro. Kako bi se uocile promijene u

dobivanju na tezini u odnosu na primijenjene tretmane za statisticku obradu je uzeta

razlika u tjelesnoj tezini izmedu zadnjeg i prvog vaganja i napravljen je test po

Turkey-Krameru.

U tablici 6. su prikazani statistiCki podaci o ovisnosti tielesne tezine prema pojedinom

faktoru te medusobnoj ovisnosti faktora u interakciji. Faktori u ovom slu¢aju su

iretman i spol.

Tablica 6. Znacaj ovisnosti tjelesne tezine pokusnih zivotinja obzirom na faktore pokus

faktori tielesna tezina
Tretman <0,0001 ***

Spol 0,8241 ns

TxS 0,0003 ***

ns = razlika nije statisti¢ki zna€ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Iz tablice zaklju€ujemo kako je promjena tjelesne tezine grupa zivotinja zna¢ajno

(p<0,0001) ovisna o tretmanu. Promjena tjelesne tezine pojedinog tretmana

znacajno je (uz p = 0,0003) ovisna o spolu zivotinja.
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Tablica 7. StatistiCka znacajnost promjena razlike u tjelesnoj tezini pokusnih zivotinja
obzirom na tretman

tretman tjelesna tezina
otrov : kontrola 0,0344 *
zvuk : kontrola 0,0782 ns
Zvuk +otrov : kontrola | 0,5567 ns
zvuk : otrov <0,0001 ***
zvuk +otrov : otrov 04425 ns
zvuk +otrov : zvuk 0,0024 **

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Na ovoj tablici uotava se statistiCki znaéajna (uz p = 0,0344) promjena u
Jobivanju na tezini zivotinja koje su bile tretirane otrovom u odnosu na kontrolu.
Paznju treba obratiti i na znaéajne (uz p < 0,0001) meduodnose grupa zivotinja koje
su bile tretirane samo zvukom u odnosu na tretirane samo otrovom, te onu grupu

oja je tretirana zvukom i otrovom (uz p = 0,0024) naspram grupe tretirane zvukom.

Tabiica 8. Statisticka znacajnost promjena razlike u tjelesnoj tezini muzjaka obzirom na

tretman
tretman tjelesna tezina
otrov : kontrola 0,0378 *
zvuk : kontrola 0,0404 *
zvuk +otrov : kontrola 0,9796 ns
Zvuk : otrov | <0,0001 ***
zvuk +otrov : otrov | 0,0023 **
zvuk +otrov : zvuk 0,3284 ns

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Kod muzjaka su znaéajno (uz p = 0,0378 i p = 0,0404) na promjenu tezine
Jijecali otrov i zvuk, dok grupa tretirana zvukom | otrovom u kombinaciji nije pokazala
Tnacajna statisticka odstupanja naspram kontrolne grupe, ali je zato pokazala
znacajan (uz p = 0,0023) odnos naspram grupe tretirane samo otrovom. Najveéi

zatisticki znacaj ( uz p<0,0001) se pokazao u odnosu izmedu grupa zvuk i otrov.

[\
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Tablica 9. Promjena razlike u tjelesnoj tezini zenki obzirom na tretman

tretman | tjelesna tezina
otrov : kontrola | 0,9926 ns
zvuk : kontrola 1,0000 ns
zvuk +otrov : kontrola 0,1167 ns
zvuk : otrov 0,9540 ns
zvuk +otrov : otrov 0,5556 ns
zvuk +otrov : zvuk _ 0,0680 ns

ns = razlika nije statisticki znac¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

®od Zenki se jasno vidi kako nema statisticki znacajnih rezultata.




TJELESNA TEZINA
OVISNOST TRETMANA O SPOLU
F=7.5614, p=0,00031

tretman

otrov

el 2k N

kontrola €

3 zvuk+otrov

spol

Slika 8. Usporedni grafikon promjene tjelesne tezine u ovisnosti o tretmanu u muzjaka (M) i

zenki (Z) od pocetka do kraja pokusa (75. dan)

Promjena razlike u tjelesnoj tezini na pocCetku i na kraju mjerenja svakog
cojedinog tretmana znacajno je (uz p = 0,0003) ovisna o spolu zivotinja.

Primjenom zvuka (p =0,0404* p<0,05) muzjaci su imali vecu razliku u porastu
tezine od pocetka do kraja mjerenja nego zenke. Otrov je djelovao na pad tezine u
Tuzjaka (p = 0,0378* p<0,05). Zenke pokazuju najveéi pad u tezini primjenom

Kombiniranog tretmana zvukom i otrovom.
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4.3. Hematoloske odrednice pokusnih Zivotinja

4.3.1. Eritrociti

Uzorak krvi za analizu je vadena iz repne vene pokusnih zivotinja. Uzimanje
| uzoraka se napravilo Cetiri puta tijekom trajanja pokusa. Vremenski period izmedu
svakog slijedeceg vadenja je bio dva tjedna odnosno petnaest dana. Dobiveni uzorci
izvadene krvi su analizirani odmah nakon uzimanja uzoraka.

Rezultati promjena broja eritrocita u tablici 10. i pripadajucoj slici 11. prikazuju

kretanja kod muzjaka pokusnih zivotinja tijekom trajanja pokusa, a u tablici 11. i slici
0. kod zenki.

Tablica 10. Srednja vrijednost promjena broja eritrocita (x 10'%/1)"* u muzjaka pokusnih

skupina miseva® 30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj eritrocita (x 10'%/1) u krvi
tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
Kehirela 9,05 9,20 8,15 9,67
+1,09 +1,19 +1,24 +1,38
Zvuk 8,95 8,16 8,17 8,50
+0,78 +0,49 +0,88 +1,27
7,36 8,79 6,19 7,53
otrov
+1,19 +1,44 +0,78 +0,84
Zvuk+otrov oA 5,86 6,25 6,71
+1,19 +1,71 +1,06 +1,07

" n = 7-8 (broj zivotinja)
" = + SD (standardna devijacija)

_ 12 messy | tretman
e 12 B kontrola
X or) L | |@zvuk
S ' |Ootrov
g 4]
£ 5 O zvuk+otrov
&

0

30. 45. 60. 75.
dani

Slika 9. Graficki prikaz promjena broja eritrocita u muzjaka pokusnih skupina miseva 30.,
45.,60.i 75. dan od pocetka pokusa




Tablica 11. Srednja vrijednost promjena broja eritrocita (x 10'/1)"™ u muzjaka pokusnih

skupina miseva’ 30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj eritrocita (x 10'%/I) u krvi
tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 7,79 9,05 8,43 9,41
+2,28 +0,56 +0,69 +0,94
—_ 8,56 10,46 7,96 9,04
+2,10 +3,19 10,45 +0,52
P 7,75 7,93 6,33 7,43
+2,04 +1,09 +1,38 +1,25
T 8,74 8,46 6,88 6,46
+0,62 +0,99 +1,18 +0,62

“ n = 6-7 (broj zivotinja)

" = ¢ SD (standardna devijacija)

.y 14 tretman
& 12
S 10 @kontrola
; 8 BEzvuk
s 6 Ootrov
,E 4 3 zvuk+otrov
& 2

ﬂ i

30. 45. 60. 75.
dani

Slika 10. Graficki prikaz promjena broja eritrocita u Zzenki pokusnih skupina miseva 30,
45.,60. i 75. dan od pocetka pokusa
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Tablica 12. Statisticka znacajnost ovisnosti broja eritrocita pokusnih zivotinja obzirom na
faktore pokusa

faktori eritrociti
Tretman 0,0003 ***

Spol 0,7917 ns

TxS 0,1788 ns

ns = razlika nije statisti¢ki zna¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

iz iabiice se moze procitati kako je promjena broja eritrocita kod Zivotinja
znac€ajno (uz p = 0,0003) ovisna samo o tretmanu. Promjena broja eritrocita nije

statisticki znacajna u odnosu na spol niti u odnosu na interakciju oba faktora
tretmana i spola).

Tablica 13. Statisti¢ka znaajnost promjene broja eritrocita obzirom na tretman bez obzira

na spol
tretman eritrociti

otrov : kontrola 0,1772 ns
zvuk : kontrola 0,2337 ns
zvuk +otrov : kontrola |, 0,0001 ***
Zvuk : otrov - 0,9988 ns
zvuk +otrov : otrov 0,0571 ns
Zvuk +otrov : zvuk 0,0397 **

ns = razlika nije statisti¢ki znagajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

StatistiCki zna¢aj pokazuje samo grupa tretirana zvukom i otrovom u odnosu

“rema kontrolnoj skupini (uz p = 0,0001) te u odnosu na zvuk (uz p = 0,0397).




Tablica 14. Statisticka znacajnost promjene broja eritrocita u muzjaka obzirom na tretman

tretman

otrov : kontrola
zvuk : kontrola
zvuk +otrov : kontrola

eritrociti

0,9995 ns
0,8828 ns
0,4906 ns

zvuk : otrov
zvuk +otrov : otrov

zvuk +otrov : zvuk

ns = razlika nije statisticki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Broj eritrocita se kod muzjaka nije statistiCki znaCajno promijenio bez obzira na

fretman.

Tablica 15. Statisticka zna€ajnost promjene broja eritrocita u Zenki obzirom na tretman

tretman

0,9902 ns
0,7796 ns

0,9953 ns

eritrociti

otrov : kontrola
zvuk : kontrola
zvuk +otrov : kontrola

0,2935 ns
0,8598 ns
0,0007 **

zvuk : otrov

zvuk +otrov : otrov

0,9824 ns
0,4166 ns

zvuk +otrov : zvuk

0,0625 ns

ns = razlika nije statistiCki znac¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Kao Sto je iz rezultata statisticke obrade podataka vidljivo, jedina statisticki

znacajna (uz p = 0,0007) promjena u padu broja eritrocita se o€itovala kod grupe

retirane zvukom i otrovom naspram kontrolne grupe.
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ERITROCITI
OVISNOST TRETMANA O SPOLU
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Slika 11. Usporedni grafikon promjene broja eritrocita u ovisnosti o tretmanu u muzjaka (M) i

zenki (Z) od poCetka do kraja pokusa (75. dan)

Promjena razlike u broju eritrocita na pocetku i na kraju mjerenja svakog
Jojedinog tretmana nije znaéajno (uz p = 0,17880) ovisna o spolu zivotinja.

Primjenom otrova i zvuka + otrov muzjaci su imali veéu razliku u broju eritrocita
2d pocetka do kraja mjerenja nego zenke. Zvuk je djelovao na statisticki znacajan
“ad (p = 0,0007**, p<0,01) u oporavku broja eritrocita kod zenki.




4.3.2. Leukociti

Uzorci krvi za analizu su vadeni iz repne vene pokusnih zivotinja. Uzorkovanje se
napravilo Cetiri puta tijekom trajanja pokusa. Vremenski period izmedu svakog
slijedeceg vadenja je bio dva tjedna odnosno petnaest dana. Dobiveni uzorci
izvadene krvi su analizirani odmah nakon uzimanja uzoraka.

U tablici 16. i slici 12. prikazana su kretanja promjena broja leukocita kod
muzjaka pokusnih zivotinja tijekom trajanja pokusa, a u tablici 17. i slici 13. kod zenki.

Tablica 16. Srednja vrijednost promjena broja leukocita (x 10%1)"" u muzjaka pokusnih

skupina miseva® 30, 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj leukocita (x 10%/1) u krvi

tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 4 96 5,54 6,11 5,88
+1,00 +2,28 +1,91 +1,99
ZUK 6,13 8,28 6,66 6,36
+2,10 +3,09 +1,80 1,51
Otrov 7,16 4,74 5,80 3,45
+3,46 +1,22 +1,25 +0,92
2vuke+otroy 4,33 . 3,85 4,30 5,18
+0,89 +1,03 +1,97 +1,34

" n = 7-8 (broj Zivotinja)
™" =+ SD (standardna devijacija)

= | tretman
N {
= {
- | |@kontrola
2 | @zvuk
.l= i
e | 'Ootrov
= | |@zvuk+otrov
(] %

dani

Slika 12. Graficki prikaz promjena broja leukocita u muzjaka pokusnih skupina miseva
30., 45.,60. i 75. dan od pocetka pokusa
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Tablica 17. Srednja vrijednost promjena broja leukocita (x 10%1)** u zenki pokusnih skupina

miseva® 30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj leukocita (x 10%/1) u krvi

tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 6,27 5,71 8,38 6,22
| +1,48 +1,24 +1,46 +1,87
7k | 8,50 6,43 9,78 6,34
+1,52 12,71 +2,32 +1,84
Otrov 6,56 5,59 3,69 5,10
| +2,37 +1,26 +1,46 +1,38
Zvuk+otrov | 8,36 5,96 6,07 4,87
+1,77 +1,86 +0,87 +0,75

" n = 7-8 (broj zivotinja)
™" = + SD (standardna devijacija)

leukociti x 10°1

30.

45.

dani

60.

tretman

Bkontrola I
| B zvuk (|

Ootrov
o zvuk+o_trov |

Slika 13. Graficki prikaz promjena broja leukocita u Zenki pokusnih skupina miseva 30.,
45., 60. i 75. dan od pocetka pokusa




Tablica 18. Statisticka znacajnost ovisnosti broja leukocita pokusnih Zivotinja obzirom na
faktore pokusa

faktori leukociti
Tretman_ 0,0107 * a
Spol 0,0304 *
TxS 0,0035 **

ns = razlika nije statistiCki znacajna t, * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

U tablici se vidi da je promjena broja leukocita kod Zivotinja znacajno (uz p =
0,0107) ovisna o tretmanu. Promjena broja leukocita primjenom pojedinog tretmana
znacajno je (uz p = 0,0304) ovisna o spolu zivotinja. Interakcija tretmana i spola

znacajna je (uz p = 0,0035) za broj leukocita.

Tablica 19. Statisticka znacajnost promjene broja leukocita obzirom na tretman

tretman leukociti

otrov : kontrola 0,0050 **
zvuk : kontrola 0,3671 ns
zvuk +otrov : kontrola 0,3361 ns
Zvuk : otrov 0,2504 ns
zvuk +otrov : otrov 0,2681 ns
Zvuk +otrov : zvuk 1,0000 ns

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

StatistiCki je znaéajan (uz p = 0,0050) samo utjecaj otrova naspram kontrolne grupe.

I
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Tablica 20. Statisticka zna€ajnost promjene broja leukocita u muzjaka obzirom na tretman

tretman leukociti
otrov : kontrola 0,0053 **
zvuk : kontrola 0,9987 ns
zvuk +otrov : kontrola 1,0000 ns
zvuk : otrov 0,0210 *
Zvuk +otrov : otrov 0,0031 **
zvuk +otrov : zvuk 0,9938 ns

ns = razlika nije statistiCki znac¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Promjena broja leukocita kod muzjaka je zna¢ajna (uz p = 0,0053) u odnosu na
grupe tretirane sa otrovom i kontrolne grupe. Statisti¢ki zna€ajnost pokazuju (uz p =
0,0210) odnosi grupa tretiranih zvukom naspram otrova dok grupa zvuk + otrov

pokazuje znacajnost (uz p = 0,0031) naspram zvuku.

Tablica 21. Statisticka zna€ajnost promjene broja leukocita u zenki obzirom na tretman

tretman : leukociti

otrov : kontrola 0,9498 ns
zvuk : kontrola 06985 ns
zvuk +otrov : kontrola 0,1926 ns
Zvuk : otrov 0,9993 ns
zvuk +otrov : otrov | 0,8741 ns
zvuk +otrov : zvuk 0,9931 ns

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

2roj leukocita se kod Zenki nije statisti¢ki znacajno promijenio bez obzira na tretman.
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OVISNOST TRETMANA O SPOLU
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Slika 15. Usporedni grafikon promjene broja leukocita u ovisnosti o tretmanu u muzjaka (M)

i zenki (2) od poéetka do kraja pokusa (75. dan)

Promjena razlike broja leukocita na pocCetku i na kraju mjerenja pojedinog
retmana znacéajno je (uz p = 0,0035) ovisna o spolu. Primjenom zvuka i zvuk +
Jtrova zenke su u prosjeku imale veéi pad u broju leukocita. Kod muzjaka skupina
‘retirana samo otrovom pokazuje statistiCki znaCajan pad broja leukocita (p =
J,0053** p<0,01). Kombinirani tretman zvukom i otrovom pokazuje porast broja
eukocita u muzjaka (p = 0,0031**, p<0,01).
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4.3.3 Diferencijalna krvna slika (DKS) - neutrofili

Rezultati promjena broja neutrofila u tablici 22. i pripadajucoj slici 15. prikazuju

kretanja kod muzjaka pokusnih zivotinja tijekom trajanja pokusa, a u tablici 23. i slici
16. kod zenki.

Tablica 22. Srednja vrijednost promjena broja neutrofila (x 10%1)"™ u muzjaka pokusnih
skupina miSeva® 30., 45., 60. i 75. dan od poc¢etka pokusa

broj neutrofila (x 10%1) u krvi
tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
konitrola 1,81 2,27 2,31 2,29
+0,97 +1,01 +0,61 +1,07
2vuk 2,74 3,99 2,97 2,87
+1,35 +1,69 +1,38 +1,31
otrov 3,40 1,02 3,32 1,78
[ +2,03 +0,42 +1,22 +0862
2vuk+otrov 1,25 0,84 1,08 1,65
+0,49 +0,37 +0,59 +0,71

* n = 7-8 (broj Zivotinja)
= £ SD (standardna devijacija)

12 tretman
o~ 10
- @ kontrola
% '8
= g BEzvuk
".E' " Ootrov

O zvuk+otrov

2 2
[
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30. 45, 60. 75.
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Slika 15. Graficki prikaz promjena broja neutrofila u muzjaka pokusnih skupina miseva
30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa




Tablica 23. Srednja vrijednost promjena broja neutrofila (x 10%1)** u zenki pokusnih skupina
miSeva® 30., 45., 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj neutrofila (x 10%I) u krvi

tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 2,40 2,11 2,50 1,83

+0,67 +0,49 +1,33 +0,94
Fvukom 3,22 2,36 4,91 1,85

+0,83 +0,76 +1,74 +0,54
otrovom 1,51 1,24 0,75 1,56

+0,59 +0,58 +0,13 +0,50
zvukom + 2,42 1,51 1,37 1,58
otrovom | +0,89 +0,53 0,41 +0,43

" n = 7-8 (broj zivotinja)

" = + SD (standardna devijacija)

tretman

Okontrola
zvuk
Ootrov
3 zvuk+otrov

neutrofili x 10

30. 45, 60. 5.
aani

Slika 16. Graficki prikaz promjena broja neutrofila u Zenki pokusnih skupina miseva 30.,
45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa




Tablica 24. StatistiCka znacajnost ovisnosti broja neutrofila pokusnih zivotinja obzirom na
faktore pokusa

faktori DKS / neutrofili
Tretman 0,4474 ns
Spol . 0,2181 ns
TxS 0,0281 *

ns = razlika nije statisti¢ki zna¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

iz taniice zakljutujemo kako je promjena broja neutrofila kod Zzivotinja zna€ajno
(uz p = 0,0281) ovisna samo o interakciji tretmana i spola. Promjena broja neutrofila

nije statistiCki znacajna o pojedinom tretmanu, niti o spolu.

Tablica 25. Statisticka zna€ajnost promjene broja neutrofila obzirom na tretman neovisno o

spolu

tretman DKS - neutrofili

otrov : kontrola 0,5568 ns

zvuk : kontrola 06692 ns

zvuk +otrov : kontrola | 0,9987 ns

Zvuk : otrov 0,9979 ns

zvuk +otrov : otrov 0,6512 ns

zvuk +otrov : zvuk 0,7588 ns

ns = razlika nije statisti¢ki znac¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Promjena broja neutrofila nije statistiCki znacajno ovisna o pojedinom tretmanu e

uzimajuci u obzir spol.




Tablica 26. StatistiCcka znacajnost promjene broja neutrofila u muzjaka obzirom na tretman

tretman DKS - neutrofili

otrov : kontrola 0,1360 ns
zvuk : kontrola 0,9984 ns
zvuk +otrov : kontrola 1,0000 ns
zvuk : otrov 0,3751 ns
zvuk +otrov : otrov 0,1318 ns

| . i o
zvuk +otrov : zvuk 0,9981 ns

ns = razlika nije statisti¢ki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Kod muzjaka nema statisticki znac¢ajnih rezultata.

Tablica 26. Statisticka zna¢ajnost promjene promjene broja neutrofila u zenki obzirom na

tretman
tretman DKS - neutrofili
- T

otrov : kontrola | 0,9949 ns
zvuk : kontrola | 0,9761 ns
zvuk +otrov : kontrola 1,0000 ns
Zvuk : otrov | 1,0000 ns
zZvuk +otrov : otrov | 0,7122 ns
zvuk +otrov : zvuk | 0,9752 ns

ns = razlika nije statisti¢ki znac¢ajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Zenke takoder pokazuju rezultate koji nisu statisticki znacajni.
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Slika 17. Usporedni grafikon promjene broja neutrofila u ovisnosti o tretmanu u muzjaka (M)

i zenki (2) od poéetka do kraja pokusa (75. dan)

-

Promjena razlike broja neutrofila na pocetku i na kraju mjerenja pojedinog

tretmana znacajno je (uz p = 0,02813) ovisna o spolu. Primjenom zvuka i zvuk +

otrova zenke su u prosjeku imale veci pad u broju neutrofita. Kod muzjaka je to slucaj

sa grupom tretiranom samo otrovom. Kontrolna skupina nije pokazala znacajniju

promjenu izmedu spolova.
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4.3.4 Diferencijalna krvna slika (DKS) - limfociti
U tablici 27. i slici 18. prikazana su kretanja promjena broja leukocita kod

muzjaka pokusnih zivotinja tijekom trajanja pokusa, a u tablici 28. i slici 19. kod zenki.

Tablica 27. Srednja vrijednost promjena broja limfocita (x 10%1)"" u muzjaka pokusnih

skupina miSeva® 30.,45.,60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj limfocita (x 10%I) u krvi
tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 3,00 3,15 3,59 3.41
+0,67 11,48 +1,55 +0,96
Sk 3,23 4,05 3,62 3,30
+0,86 11,48 +0,65 +0,63
otrov 3,63 3,44 2,07 1,55
+1,90 +0,90 +0,50 0,52
svukeotniay 2,89 2,84 2,82 3.33
+0,49 +0,98 +1,33 0,82

* n = 7-8 (broj zivotinja)
** = ¢ SD (standardna devijacija)

= . tretman
=
-] | |@kontrola
o zvuk
'g i |Ootrov
E | |Bzvuk+otrov

30. 45.

dani

Slika 18. Grafi¢ki prikaz promjena broja limfocita u muzjaka pokusnih skupina miseva
30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa
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Tablica 28. Srednja vrijednost promjena broja limfocita (x 10%/1)"* u Zenki pokusnih
skupina miseva® 30., 45, 60. i 75. dan od pocetka pokusa

broj limfocita (x 10°/1) u krvi

tretman 30. dan 45. dan 60. dan 75. dan
kontrola 3,19 3,47 468 4 16
+1,71 +1,04 +2.23 +1,02
e | 5,01 3,98 4,00 442
+1,17 +2,00 +1,80 +1,47
otrov 4,95 4,19 2,66 3,28
| +2,00 +0,75 +1,41 +0,97
ey 5,63 417 434 3,17
+1,23 +1,56 +0,62 +0,86

“ n = 7-8 (broj Zivotinja)

" = t SD (standardna devijacija)

12 tretman
o~ 10
s 8 @kontrola
x 6 B zvuk
‘o Ootrov
g 4-
E > | |@zvuk+otrov

0

30. 45, 60. 75.
dani

Slika 18. Graficki prikaz promjena broja limfocita u Zenki pokusnih skupina miseva 30
45., 60. i 75. dan od poc€etka pokusa
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Tablica 29. StatistiCka znacajnost ovisnosti broja neutrofila pokusnih zivotinja obzirom na
faktore pokusa

faktori
Tretman
Spol
TxS

DKS / limfociti

<0,0001 ***
0,0891 ns
0,0059 **

ns = razlika nije statisticki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Tablica pokazuje da promjena broja limfocita kod zivotinja zna€ajno (uz
p < 0,0001) ovisi o tretmanu. Promjena broja limfocita primjenom pojedinog tretmana

znacajno je (uz p = 0,0059) ovisna o Interakciji tretmana i spola.

Tablica 30. Statisticka zna€ajnost promjene broja limfocita obzirom na tretman

tretman

otrov : kontrola
zvuk : kontrola
zvuk +otrov : kontrola

zvuk : otrov

zvuk +otrov : otrov

DKS - limfociti

<0,0001 ***
0,2584 ns
0,0269 *

0,0142*
0,1561 ns

zvuk +otrov : zvuk

0,7291 ns

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

U ovoj tablici uo¢ava se statisti¢ki zna¢ajna (uz p < 0,0001) promjena u promjeni

broja limfocita kod zivotinja koje su bile tretirane otrovom u odnosu na kontrolu.

Grupa zvuk + otrov pokazuje znaéajan (uz p = 0,0269) ucinak naspram kontrole.

Paznju treba obratiti i na zna¢ajne (uz p = 0,0142) meduodnose grupa zivotinja koje

su bile tretirane samo zvukom u odnosu na tretirane samo otrovom.




Tablica 31. Statisticka znacajnost promjene broja limfocita u muzjaka obzirom na tretman

tretman DKS - limfociti
otrov : kontrola 0,0169 *
zvuk : kontrola 0,9997 ns
zvuk +otrov : kontrola 1,0000 ns
zvuk : otrov 0,0447 *
zvuk +otrov : otrov 0,0070 **
zvuk +otrov : zvuk 0,9933 ns

ns = razlika nije statisticki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Promjena broja limfocita kod muzjaka je znaéajna (uz p = 0,0169) u odnosu
grupe tretirane sa otrovom i kontrolne grupe. Statisticki znaéajnost pokazuju (uz p =
0,0447) odnosi grupa tretiranih zvukom naspram otrova dok grupa zvuk + otrov
pokazuje znaéajnost (uz p = 0,0070) naspram otrovu.

Tablica 32. Statisticka zna¢ajnost promjene broja limfocita u Zenki obzirom na tretman

tretman DKS - limfociti
otrov : kontrola I 0,0184 *
zvuk : kontrola 0,4298 ns
zvuk +otrov : kontrola 0,0014 **
zvuk : otrov 0,8553 ns
zvuk +otrov : otrov 0,9967 ns
zvuk +otrov : zvuk 0,4034 ns

ns = razlika nije statisti¢ki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Kod zenki, promjena broja limfocita je znaéajna (uz p = 0,0184) u odnosu grupe
tretirane sa otrovom i kontrole. StatistiCki zna¢ajnost pokazuje (uz p = 0,0014)

odnos grupe zvuk + otrov naspram kontroli.
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Slika 19. Usporedni grafikon promjene broja limfocita u ovisnosti o tretmanu u muzjaka (M) i
zenki (Z) od pocetka do kraja pokusa (75. dan)

-

Promjena razlike broja limfocita na pocCetku i na kraju mjerenja pojedinog
tretmana znacajno je (uz p = 0,0059) ovisna o spolu. Primjenom otrova (p = 0,0184*,
p<0,05), a posebice tretman zvukom i otrovom (p = 0,0014**, p<0,01) zenke su
pokazale veci pad u broju limfocita. Kod muzjaka skupina tretirana samo otrovom
pokazuje statistiCki znacajni pad (p = 0,0169*%, p< 0,05) u broju limfocita.
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5. RASPRAVA

Prije svega valja napomenuti kako raznovrsnost interakcija u neuroendokrinologiji
te drugi mehanizmi mogu pridonijeti promijeni imunoloskog sustava kao posljedice
stresa ili depresije. Postoji dvosmjerna komunikacija izmedu imunoloskog i
neuroendokrinog sustava (7). Medustani¢na komunikacija izmedu ova dva sustava
primarno je posredovana od strane hormona i neuropeptida koji dosezu limfoidne
organe i stanice preko vaskularnog sustava ili direktno preko autonomnih veza
izmedu ziv€anih zavrSetaka i limfoidnih organa. Limfoidne stanice imaju mnoga
receptorska mjesta za hormone i neuroprijenosnike, koji su identicni onima u
sredi$njem ziv€anom sustavu (9, 10, 11). Brojne molekule koje proizvode stanice
ziv€anog sustava (16), kao na primjer adrenokortikotropni hormon (ACTH), prolaktin
(PRL), hormon rasta (GH), tireotropin (TSH), dinorfin, dopamin i ostale imaju
sposobnost moduliranja imunoloske funkcije. Tijekom limfocitne aktivacije, limfoidne
stanice moqu proizvesti hormonske tvari poput onih koje lu¢i hipofiza, kao na primjer
ACTH, TSH, GH, PRL, gonadotrophin, i R endorfin.

Kako bi se dobio bolji uvid u rezultate ovog pokusa zbirno su prikazani na tablici 33.

Tablica 33. StatistiCka znac¢ajnost ovisposti promatranih parametara pokusnih zivotinja
obzirom na faktore pokusa

DKS DKS
tezina eritrociti leukociti  (neutrofili)  (limfociti)

tretman | < 0,0001***  0,0003*** 0,0107* 04474ns <0,0001***

Spol 0,8241ns 0,7917 ns 0,0304* 0,2181 ns 0,0891 ns

TxS I 0,0003*** 0,1788ns 0,0035** 0,0281 * 0,0059**

ns = razlika nije statistiCki znacajna; * p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001

Uc¢inak tretmana je signifikantan za promjenu tjelesne tezine, broj eritrocita, broj
leukocita i broj limfocita.

Ucinak spola je signifikantan samo za broj leukocita, dok je interakcija tretmana i
spola signifikantna za promjenu tjelesne tezine, broj leukocita te broj neutrofila i

limfocita.
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Dobiveni rezultati se ve¢im dijelom poklapaju sa rezultatima do sada objavljenih
radova o utjecaju zvuénog stresa na imunoloski sustav, iako valja napomenuti da je
kljuéni rad (8) na kojeg se pozivamo raden samo sa muzjacima. Mozda je to upravo

zato $to je rezultate kod zenki jako teSko smisleno interpretirati.

Analiza podataka i rezultata opisanih pokusa pokazuje razli€itu osjetljivost krvne
slike na otrov lindan i poku$aj ublazavanja tih posljedica terapijom zvukom u muzjaka
I zenki miseva.

Naime, u muzjaka je vidljivo kako skupina miseva u istovremenom tretmanu
zvukom i otrovom ima pozitivan u€inak na sve promatrane parametre razlike
pocetnog i zavrSnog mjerenja osim na broj eritrocita. Jo$ je vaznije zapazanje da
kombinirani tretman zvukom i otrovom u usporedbi sa skupinom tretiranih miSeva
samo s otrovom pokazuje statisticki porast u svim parametrima osim u broju eritrocita
(tablice 8, 14, 20, 26 i 31). Takoder ovi rezultati su pokazali da tretman zvukom ima
negativan u€inak na krvnu sliku, ali ne i na tezinu. Naime, muzjaci izlozeni samo
zvuku dobili su na tezini (p =0,0404*, p < 0,05).

Dakle, vidljivo je da ritmiéna tonska stimulacija (tretman zvukom) kao
pojedinacan ¢imbenik na muzjake djeluje kao umjereni negativni stresor. Zanimljivo
je da primjenom kombiniranog tretmana ritmi¢ne tonske stimulacije i otrova lindana
(tretman’zvukom i otrovom), za kqji je dokazano da djeluje imunohematotoksicno,
nastupa zamjetan pozitivan u€inak kako na tezinu tako i na broj stanica leukocitne
loze (neutrofili i limfociti) u muzjaka. To pokazuje kako u sluaju primjene
kombiniranog tretmana, u muzjaka, zvuk ima ucinak pozitivnog stresora. Proizlazi
kako su muzjaci ukupno senzibilniji na izlaganje stresorima bilo da oni djeluju

pozitivno ili negativno.

Rezultate za zenke iS€itavamo u tablicama 9, 15, 21, 27 i 32. Prije svega valja
naglasiti da za razliku od muzjaka kombinacija tretmana zvukom i otrovom u odnosu
prema kontroli pokazuje tendenciju smanjenja tezine i krvne slike, uz visoku
statistiCku znacajnost razlika samo kod eritrocita | limfocita. Nadalje, rezultati
pokazuju da tretman zvukom ima u€inak smanjenja u svim mjerenim parametrima
osim u tezini gdje je kod skupine zenki koje su bile izlozene samo zvuku utvrden
blagi, ali statisticki neznacajan dobitak na tezini koji je bio nesto veéi nego kod

kontrolne skupine. Dakle, moze se ustvrditi da tretman zvukom kao samostalan
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tretman kod zenki djeluje stresno negativno na krvnu sliku, ali ne i na promjenu
tezine. Medutim, za razliku od muzjaka, broj eritrocita i limfocita u skupini zenki
tretiranih  kombinacijom ritmicke tonske stimulacije i otrova lindana pokazuju

statisti¢ki znacajan pad.

Obzirom na brojne interakcije koje su prisutne kod psiho-neuro-endokrino-
imunoloskih odgovora tesko je na osnovu promatranih parametara i dobivenih
rezultata precizno odrediti mehanizme kojim ritmicka tonska stimulacija djeluje na
imunohematopoetski sustav. Takoder treba obratiti paznju na razlike u imunoloskom
odgovoru kod zenki i muzjaka. Ova razlika najvjerojatnije ima svoje korijene u
razlikama fiziolosko-endokrinih sustava zenki i muzjaka, kao i razlikama u gradi i
funkciji mozga (3,12,13,14,19). Evolucijski, potrebno je da zenke budu manje

podlozne razli¢itim stresorima zbog odrzavanja trudnoce i produljenja vrste.

Ipak, kod oba spola nacelno se moze ustvrditi kako najvjerojatnije postoji aktivacija
anabolickog sustava Sto dovodi do povecanja tjelesne tezine, a Sto je posebice
izrazeno kod muzjaka tretiranih zvukom. No za potvrdu vjerodostojnosti te tvrdnje
trebalo bi odredivati razine neuroprijenosnika i hormona (hormon rasta, TSH,
glukagona i drugih) duz osovine hipotalamus-hipofiza-endokrine zlijezde.

Tretman subletalnom dozom otrova kroz 75 dana djelovao je na gubitak tezine
mnogo izrazajnije kod muzjaka negoli kod zenki. Skupina miseva tretirana samo
zvukom je dobila na tezini. Ocito je otrov imao negativan, a zvuk pozitivan ucinak u
dobivanju na tezini. Sinergizam dvaju ¢imbenika tretmanom zvukom i otrovom je

pokazao ponistavanje negativnih posljedica trovanja lindanom.

Promjene broja leukocita u ovom pokusu, na po¢etnom i zavrSnom mjerenju, upucuju
da je ukupno gledajuéi doslo do boljeg oporavka leukocitne loze kod muzjaka u
odnosu na zenke. Najvece povecanje broja leukocita u odnosu na kontrolnu skupinu
j& u muzjaka tretiranih zvukom i otrovom. Nasuprot njima zenke koje su tretirane
zvukom i otrovom su imale najveci pad u broju leukocita. Iz ovih podataka se vidi
kako kombinacija zvukom i otrovom ima sasvim suprotno djelovanje ovisno o spolu

tretiranih zivotinja. Kod muzjaka je ucinak pozitivan, a u zenki negativan.
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Analiza broja limfocita u perifernoj krvi pokusnih zivotinja pokazuje istu tendenciju

promjena u muzjaka s ukupnim brojem leukocita. Zenke, naprotiv pokazuju statisticki

znacajan pad u broju limfocita, osim kombinacijom zvukom i otrovom.

Kod broja neutrofila nije bilo znacajnih statistickih razlika.

U dostupnoj literaturi nisu nadeni znanstveni radovi u kojima su promatrane promjene
u broju eritrocita nakon stimulacije pokusnih Zivotinja na glazbu ili ritam. S obzirom da
eritrocitna krvna loza nije direktno povezana sa mehanizmima unutar psiho—neuro—
endokrino—imunoloSke osi za pretpostaviti je da se ne bi trebale javljati vece
promjene u broju eritrocita, sto je i potvrdeno u rezultatima ovoga pokusa. Pokus je
dao samo jedan statistiCki znacajan pad rezultata kod zenki tretiranih kombinacijom
zvukom | otrovom. Ta skupina je i kod muzjaka pokazala najve¢i pad u broju
eritrocita, a pretpostavka je kako je najvecu ulogu u njihovom padu ipak imao otrov

lindan, koji je poznat kao hematotoksican.

Sliéni rezultati dobiveni su u neuroimunoloskom laboratoriju farmakoloskog odjela
Sveugilista u Santiago de Compostela, Spanjolska pod vodstvom dr. Freire-Garabal-
a i suradnika (8). Navedeni znanstven su izu€avali utjecaj glazbe na imunoloski
odgovor i razvoj tumora u glodavaca, U BALB/c miSeva su praceni: staniCnost timusa
| slezene, populacija perifernih T limfocita, proliferativni odgovor stanica slezene na
mitogen konkavalina A i aktivnost NK stanica. Sprague Dawley Stakori su bili
injektirani s Walkerom 256 karcinosarkoma stanicama; 8 dani kasnije Stakori su
zrtvovani. Makroskopski su bili izbrojeni metastaticki Evori¢a na povrsini plucnih krila.
Glazba je smanjila broj i razvoj pluénih metastaza. Glazba je istovremeno povecala
imunolosku sposobnost i protu-tumorski odgovor u pokusnih glodavaca. Podaci ovog
pokusa ukazuju kako glazba moze pozitivno stimulirati imunoloski sustav i time
umanijiti negativne ucinke metastaziranja tumora. Dakako, ovo su prvi koraci koji
polako vode ka uvodenju glazbe kao nefarmakoloskoj komponenti lijeCenja uz
medicinski tretman, no predstoji jo§ mnogo mukotrpnog rada i istrazivanja na

podrucju utjecaja razli€itin sastavnih dijelova glazbe kako bi se to omogucilo.

Vecéina dosadasnjih istrazivanja je radena samo na muzjacima te je stoga potrebno
jo$ vise produbiti saznanja o razlic¢itosti medu spolovima ra psiho-neuro-hormonalnoj

razini.
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Rezultati ovdje opisanih pokusa ukazuju kako i sama ritmic¢na tonska stimulacija ima
odredeni pozitivan utjecaj na oporavak hematopoetskog i imunoloskog sustava
miSeva intoksiciranih otrovom koji djeluje toksiéno na njihov imuno-hematopoetski
sustav i op¢i metabolizam. Moguce primjene rezultata ovog pokusa u ljudi u prvom
redu odnose se na primjenu zvukoval/glazbe kod imuno-kompromitiranih pacijenata,
a posebice kad se javlja potreba brzeg oporavka imuno-hematopoetskog sustava bilo

uslijed posljedica bolesti ili provodenja terapije.




6. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem utjecaja ritmicke tonske stimulacije i promatranih hematoloskinh

parametara miSeva intoksiciranih hematotoksi¢nim otrovom lindanom na promjene

tielesne tezine izvedeni su ovi zakljucci:

Ritmicna tonska stimulacija od 152 otkucaja u minuti uz standardiziranu
frekvenciju od 440 Hz (tretman zvuk) uzrokuje porast promjena tezine u oba
spola. U kombinaciji sa lindanom zvuk poti¢e imuno-hematopoetski sustav u

muzjaka nasuprot pada vrijednosti hematoloskih parametara u zenki.

Postoje znacajne razlike djelovanja tretmana zvukom s obzirom na spol.
Muzjaci su se pokazali opéenito senzibilniji kako na pozitivne tako i negativne
stresore kao sto je lindan koji uzrokuje statistiCki znacajan pad u tezini te broju

leukocita i limfocita.

Tretman zvukom oporavlja imunoloski sustav kod muzjaka, dok je kod zenki

opazen manji ucinak oporavka.

Kod muzjaka tretman zvukom djeluje pozitivno na tjelesnu tezinu uz statisticku

znacajnost od p=0,0404* p<0,05.

Lindan uzrokuje statisticki znacajan gubitak tjelesne tezine u muzjaka uz
p=0,0378* p<0,05.

Kombinacija aplikacije zvuka i lindana kod muzjaka pokazuje statistiCku
znaCajnost u oporavku tezine (p=0,0023** p<0,01), te broja leukocita
(p=0,0031**, p<0,01) i broja limfocita (p=0,0070** p<0,01) u odnosu na
skupinu miseva tretiranih lindanom. Dakle, zvucni tretman ima ucinak u

poticanju imuno-hematopoeze kod narusenog imunohematoloskog sustava.
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