Diabéteszes retinopathia valamint a vese érpermeabilitas-valtozasanak vizsgalata
kisérleti allatokon, fluoreszceinnel jeldlt albumin segitségével

Déczi-Keresztesi Zoltan'?, Jung Janos?, Ember Istvan®, Kiss Istvan*, Mezei Tibor?
1. Marosvésérhelyi Orvosi és Gydgyszerészeti Egyetem, Gydgyszertan Tanszék, 2. Szemészeti Klinika, 3. Patoldgia Tanszék, 4. Népegészségtani Intézet, Pécsi
Tudoményegyetem, Orvostudoményi Kar

Evaluarea modificarilor de permabilitate vasculara la nivel
retinian i renal in diabetul zaharat experimental folosind
albumina marcata cu fluoresceina

in studiul de fatd, am urmdrit extravazarea albuminei la nivel retinian
si renal, comparénd grupe de animale cu diabet zaharat §i non-diabe-
tice (control). Diabetul zaharat a fost indus experimental cu o singura
injectie intraperitoneala de Alloxan, la sobolani tip Wistar. S-au prele-
vat probe de sange din vena cozii animalelor, s-a determinat glicemia
si la valori peste 13.7 mmol/l, animalul a fost considerat diabetic. Dupa
6 saptamani de la inducerea diabetului, s-a injectat in vena cozii ani-
malelor albumind sericd bovind marcata cu fluoresceina (FITC-BSA),
urmat de prelucrarea speciala histopatologica a tesutului retinian si
renal. Tesuturile au fost examinate cu ajutorul unui microscop cu fluo-
rescentd. Extravazarea FITC-BSA a fost mésurati folosind un program
pentru procesarea imaginilor la nivel retinian §i renal. Fluorescenta
tesuturilor a fost comparatd cu fluorescenta serului, misuratd cu aju-
torul unui spectofotometru. S-a comparat, de asemenea, fluorescenta
retinei si a tesutului renal. Valorile obtinute s-au prelucrat statistic.
Rezultate: Am comparat pentru prima oard modificérile de permeabili-
tate vasculara la nivel retinian si renal in diabetul zaharat experimental.
S-a constatat diferentd semnificativi statistic intre grupul de control si
cel diabetic. S-a constatat de asemenea corelatie pozitivd, comparand
fluorescenta retinei si a tesutului renal. Fluorescenta a putut fi masurata
separat pentru diferitele straturi ale retinei, in timp ce media s-a core-
lat cu fluorescenta serului. Metoda ar putea fi folosita pentru testarea
impactului unor medicamente asupra modificarilor de permeabilitate
vasculard la nivel retinian §i renal.

Cuvinte-cheie: diabet experimental, permeabilitate vasculard, FITC-BSA,
Alloxan, retinopatie diabeticd

Orvostudomanyi Ertesité, 2012, 85 (1): 25-30

A cukorbetegség (DM) napjainkban a jelentds jarvany-
tigyi probléma, ugyanis egyre nagyobb az el6forduldsa:
kb 7.000.000 1j beteget jegyeznek be évente vilagviszony-
latban [10]. 2009-ben 246 millid, f6ként 2-es tipusu dia-
béteszes beteget tartottak nyilvan vilagszerte. 2025-re a
cukorbetegek szama varhatdan 380 milliéra né majd, ami
7,1%-4t teszi ki a bolygé felnétt lakossdganak.

Romanidban a vaksdg egyik leggyakoribb oka a dia-
béteszes retinopathia (DR). Marosvasérhelyen a cukorbe-
tegség gyakorisdga a lakossag korében 5,8% és ezek kozott
a diabéteszes retinopathia el6forduldsa 39,2% [4].

A retinopathidk el6forduldsanak és stlyosbodasanak
leggyakoribb oka a cukorbetegség, amely stlyos latasza-
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Assessment of retinopathy and renal vascular permeability
changes in diabetic rats, using fluorescein-labeled albumin

In the present study, we compared the extravasation of albumin in
retinal and renal tissues, between diabetic and non-diabetic (control)
animals. Male Whistar rats were made diabetic by single intraperito-
neal injection of Alloxan, and another control group received vehicle.
6 weeks after Alloxan treatment, permeability of blood-retinal bar-
rier and renal vessels were measured by the extravasation of fluores-
cein isothiocyanate labeled bovine serum albumin (FITC-BSA) using
a fluorescence microscope. Fluorescence was assayed with an image
processing program, comparing the retina and renal tissues. Tissue
fluorescence was compared with serum fluorescence, measured with
a spectofotometer. Results: We compared for the first time retinal and
renal vascular permeability changes in diabetic animals. The differ-
ence between the control and diabetic group was statistically signifi-
cant. A positive correlation could be observed between the retina and
kidney tissue fluorescence. The fluorescence of different retinal layers
could be measured separately, while the average was in concordance
with serum fluorescence. The presented method can be used for test-
ing different drugs, in their impact to the permeability changes of
retinal and renal vessels in diabetes.
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varhoz, esetleg vaksdghoz vezethet [13]. Szamos tanul-
many utal arra, hogy a cukorbetegség 15 éves fennallasa
utan, a betegek mintegy 2%-a megvakul, mig 10%-a
stlyos lataskarosodasban szenved.

A cukorbetegek 20-30%-dnal alakul ki nephropathia.
A vesekarosodas kiilonbozé sulyossagu lehet, néha akar
veseatiiltetést téve sziikségessé. A veseelégtelenség a
cukorbetegek tobb mint 20%-anal halalhoz vezet [4, 16].

Ezért sziikségesnek tartjuk, 0j terdpias modszerek kuta-
tasat, valamint 4j gyogyszerek bevezetését, amelyek meg-
akaddlyozzdk vagy csokkentik a diabéteszes retinopathia
vascularis elvaltozasai altal okozott sz6védményeket.

A diabéteszes retinopathia jelenlegi kezelési lehet6-
ségei kozil megemlitend§ a vitreo-retindlis sebészet,
a szemfenéki lézerkezelés, vagy ezek kombindcidja, de
mindezen modszerek a mdr fennallo szévédmények
kezelését célozzdk, mint pl. az érproliferacid, valamint
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a fibro-membrandzus szovetburjanzas. Jogosan meriil
fel tehat az igény hatékonyabb megel6zést célzd, illetve
kevésbé koltséges kezelési modszerek irant.

Farmakolodgiai megkozelitésben jelenleg két terd-
pias stratégiat ismeriink a proliferativ diabéteszes
retinopathia (PDR) kezelésében, amelyek gatolni képe-
sek az angiogenesist a retina szintjén: kiillonb6z6 anya-
gok szisztémds alkalmazasa (protein kindz C-gatldk és
szomatosztatin analdgok), vagy helyi kezelés [anti-VEGF
(vascular endothelial growth factor), gyulladascsokkentd
anyagok, géntechnologia és ssejtterapia] [9]. Mindezen
modszerek még kisérleti stadiumban vannak.

A vér-retina gat (BRB - blood-retinal barrier) funk-
cionalis karosodasa a legjellemzébb valtozas diabéteszes
retinopathidban. Felel6s a macula 6déma kialakulaséért,
amely a cukorbetegek latasélesség romlasanak a leggya-
koribb oka [15].

A BRB két kilonbozé szinten taldlhato: a retina
pigment-epithelium rétege mint kiils6 barrier, és a retina
ereinek endothel rétege mint belsé barrier. Mindkét
barrier szoros, ,nem-atereszt§” intercelluldris jonctiokbol
all, ahol hianyoznak a fenestratiok. Ezzel ellentétben
a pajzsmirigy- és veseerek szintjén nagyon vékony az
endothel sejtréteg, szamos folytonossagi hiany van jelen
a citoplazmaban és a bazalis membran is nagyon vékony
és szabalytalan. Szerkezetileg a retina hajszélerei nagyon
hasonlitanak az agy hajszalereihez. Kimutattak, hogy a
felnott egyén retina erei a szén-részecskék szdmadra atjar-
hatatlanok, akdrcsak az agy és az iris erei. Ezzel ellentét-
ben a vese és a pajzsmirigy erei atjarhatok voltak ugyan-
azon szén-részecskék szamara [6, 20].

A BRB karosodasat kisérletileg is igazoltak, fluoreszcein-
angiografiaval és tivegtesti fluorophotometriaval cukorbete-
geken [5, 8] valamint diabéteszes patkanyokon [11]. Vinores
és mts. [22, 23] beszamolt arrdl, hogy a fluoreszceinnel jel6lt
albumin hasznos volt a BRB karosodasanak kimutatasaban
diabéteszes betegeknél. Az albumin ugyanis egyike a szé-
rumfehérjéknek, ezért az extravaszkuldris lokalizdcidja a
BRB kérosodasat jelenti [2, 18].

Streptozotocinnal (STZ) kivéltott diabéteszes patka-
nyokon végzett kisérletek bizonyitottak, hogy a kezdeti
BRB kérosodds Osszefiigg az endothelialis valamint a
neuronalis eredetli nitrogén monoxid sinthase (eNOS
és nNOS) expresszidjanak és a VEGF expresszidjanak
novekedésével. Egyébként a BRB kdrosodas és a VEGF
expresszié novekedésének pontos mechanizmusa dia-
béteszben még nem ismert [1, 2, 21]. Szamos kisérlet
igazolta, hogy akarcsak az STZ, az Alloxan is képes dia-
béteszt kivaltani, hasonlé mddon, a pancreas béta sejtje-
inek pusztitdsaval, amely I tipust diabéteszhez hasonld
allapotot valt ki [7].
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Tobb, egymassal Osszetiiggd biokémiai mechanizmus
szerepét feltételezik a cukorbetegség és a hiperglikémia
okozta kdros hatasok létrejottében az erek szintjén, igy a
fokozott gluk6dz metabolizaciot poliol reakciotton keresz-
till, a késoi glikacios termékek (advanced glycation end
products, AGE) fokozott termelédését, a protein kindz C
fokozott termel8dését és a reaktiv oxigén gyokok (ROS)
fokozott termel8dését, beleértve a nitrogén-monoxi-
dot (NO), szuperoxidot (O,-) valamint a termékiiket, a
peroxinitritet (ONOQO_). A poliol reakcidtiton keresztiil a
glukoz szorbitolld, majd fruktozza alakul, amely NAD+-
és NADPH felhasznalasaval jar. Mindez csokkenti a
glutathion (GSH) regeneracidjat, ami megnéveli a sejtek
érzékenységét az oxidativ stresszre. Ugyanezen mecha-
nizmusok megnovekedett ozmotikus stresszt is okozhat-
nak, amely kdrosithatja az érendothelt [14, 12].

A ROS és a lipid-peroxidok fokozott termelédése mar
a diabéteszes retinopathia korai stdidiumaban kialakul.
Endothel sejtek in vitro vizsgalataval kimutattak, hogy a
magas glukozszint fokozza az eNOS expressziojat. Ezen
kivil a peroxinitrit hozzajarulhat a vaszkularis 16zi6 1ét-
rejottéhez azaltal, hogy elinditja a lipid peroxidaciot és a
tirozin maradvanyok nitrdcidjat, valamint inaktivalja a
legfontosabb metabolikus enzimeket, és csokkenti a sej-
tek oxidativ stressz elleni védekez6képességét [19].

Anyag és modszer

Him Wistar patkdnyokat (250-300 g) hasznaltunk kisér-
leteinkhez. Két hasonlé testsuly és vércukor eloszlasu
csoportba soroltuk az dallatokat: az elsé kontroll csoport
(4 éllat), nem diabéteszes, a masodik a diabéteszes cso-
port (4 allat).

A diabéteszt egyetlen intraperitonealis Alloxan injek-
ciéval valtottuk ki, 125 mg/tskg adagban. Az Alloxan egy
hasnyalmirigy béta-sejt specifikus toxin, amely elpusz-
titja ezeket a sejteket. (Alloxan monohidrat, Alfa Aesar
GmbH & Co. KG) [7]. 24 6ra mulva, ha a vércukorszint
meghaladta a 13,7 mmol/l értéket, az allatot diabéteszes-
nek nyilvanitottuk. A vércukorszint mérése hetente tor-
tént, az allatok farokvéndjabol vett vérbél egy automata
glukométer segitségével: Accu-Chek® - Roche, Darmstadt,
Germany. Az édllatok testsulyat a kisérlet elején és végén
meértik.

A diabétesz 6 hetes fenndllasat kovetden megvizsgél-
tuk a vér-retina gat permeabilitdsat, valamint a veseszovet
érpermeabilitasat az Antonetti és munkatarsai [3] dltal
leirt, részben modositott mddszer segitségével, elséként
Osszehasonlitva a retina ereinek, valamint a vese ereinek
permeabilitasat.
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1. abra. Nem diabéteszes retina fluoreszcencidja

3. bra. Nem diabéteszes veseszovet fluorescencidja

Pentobarbitallal végzett dltalanos érzéstelenités
utan, az allatok farokvéndjdba 100 mg/kg fluorescein
izothiocianattal jelolt bovine szerumalbumint fecsken-
deztiink (FITC-BSA - Sigma-Aldrich). 10 perc mulva
az allatokat lefejeztiik, a szemgolyokat enukledltuk (n =
2x10), illetve a veséket eltavolitottuk. A halal pillanataban
3 ml vért vettiink EDTA- tartalmu kémcsovekbe. A sz6-
veteket 4%-os pufferolt formalin oldatba helyeztik (pH =
7) tovébbi szovettani feldolgozas céljabol.

A vért 2000G-n centrifugdltuk 10 percig, majd a feliil-
usz6 plazma fluoreszcencidjat egy Shimadzu UV-160 °
tipust spektrofotométer sgitségével vizsgaltuk, 433 + 2
nm-es excitacios, valamint 455 + 2 nm-es emisszios hul-
ldmhosszokon.

A szovetmintdkat a kovetkez6 mdédon dolgoztuk fel: a
szemgolyot vizszintes sikban metszettiik a latdideg szint-
jén, majd agar-rogzités utan paraftinba agyaztuk. Ezutdn
6, egyenként 4 mikron vastag metszetet készitettiink, 80
mikron intervallumonként, majd hematoxilin-eozin fes-
tést végeztiink. Hasonloképpen a vesénél a hilus szintjén

4, abra. Diabéteszes veseszovet fluorescencidja

metszettiik, majd 4 metszetet készitettiink a fent leirt jel-
lemzdk szigoru betartasaval.

A metszeteket fluoreszcens mikroszkdppal felsze-
relt kameraval (Nikon Eclipse E800, DN100 Network
Camera) vizsgaltuk és rogzitettiik. A képrogzités soran
altalunk standardizalt paramétereket hasznaltunk: fény-
erdsség: 4, 20x nagyitas, % sec., digital gain: 100, analog
gain: 280, Tonus: 1.

A retina-, valamint a veseszovet fluoreszcencia-in-
tenzitasat Image ] program segitségével mértiik, kiilon
lebontva a zo6ld arnyalatra, a rogzitett képek alapjan, az
alabbi standardok betartasaval: minden metszeten 10
pontban végeztiik a mérést, egyenként 200 um? feliile-
ten, vagyis 2 avascularis pontban, a retina 5 kiilonb6z6
rétegén (kiils6 magvas, kiilsé szemcsés, belsé a magvas, a
belsé szemcsés, valamint a ganglionsejtréteg). A vese fluo-
reszcenciat mértitk ugy a glomerulusok, mint a tubulusok
szintjén, ugyancsak 10 kiilonb6z6 pontban, a fenti stan-
dardok alapjan.

A szovet fluoreszcencidt a szérum fluoreszcencia fiigg-
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Tukey's multiple comparison test: p<0.05 (q=8.501), n=24

5. abra. Retina fluorescencia dsszehasonlitdsa a kontroll és a diabéteszes
csoport kdzott

Kontroll csoport
vércukorszint atlag
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7. abra. Kontroll csoport vércukorszint valtozasa

vényében szamoltuk, a kovetkez6 képlet segitségével:
(Tf1 + T2 + ... + Tf10)
Pfx 10
ahol Tf a szoveti, Pf a plazma fluoreszcenciét jeldli.

A statisztikai szamitasokat GraphPad Prism prog-
rammal, one way Anowa és Tukey’s multiple comparison
tesztek segitségével végeztiik.

Eredmények

A retina egyes rétegeinek fluoreszcencidja killon megfi-
gyelhet az 1.ésa2. abrakon. Fokozott fluorescein kidramlds
figyelhet6 meg a fotoreceptorok-, a kiils§ szemcsés-, a
belsé szemcsés-, valamint a glomerulusok rétegében. A
felvételek az anyag és modszer fejezetben leirtak alapjan
standardizalt médon torténtek.

A vese glomerulusok, illetve tubulusok szintjén lathaté a
fluorescein kidramlds a nem diabéteszes (3.4bra), valamint a
diabéteszes (4.abra) szovetmintak esetében. Lithat6 a foko-
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6. abra. Vese fluorescencia Gsszehasonlitdasa a kontroll és a diabéteszes
csoport kozott
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8. abra. Diabéteszes csoport vércukorszint véltozdsa

zott fluorescein kidramlds a glomerulusok szintjén.

A szoveti fluoreszcencia értékeket, a retina valamint a
vese szintjén az 1. tablazat szemlélteti. Az értékek a kiilon-
b6z6 metszetek szintjén, 10 kiilonbozé pontban Image |
segitségével mért fluoreszcencia intenzitds atlaga, a szérum
fluoreszcencia fiiggvényében, az anyag és mddszer fejezet-
ben leirt képlet alapjan.

A mért fluoreszcencia, Osszahasonlitva a szérum flu-
oreszcenciaval kiillonboz6 volt a nem diabéteszes, vala-
mint a diabéteszes dllatok retindjanak szintjén (5. abra) és
a vesetubulusok valamint glomerulusok szintjén (6. dbra) —
One Way Anova, illetve Tukey tesztek felhasznalasaval.

A Kkisérlet alatt a kontroll allatok vércukorszintje jelen-
téktelen ingadozast mutatott (7. abra), mig a diabéteszes
csoport vércukorszintje csokkend tendenciat mutatott (8.
abra).

Osszehasonlitva a kontroll valamint a diabéteszes cso-
portot statisztikailag szignifikans kiillonbséget észleltiink
- One Way Anova, illetve Tukey tesztek felhaszndldsaval
(9.4bra).
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Vércukorszint 6szehasonlitas

vércukor

kontroll B diabétesz
Tukey's Multiple Comparison Test | Mean Diff. | q Significant? P < 0.05?
kontroll vs DnT T -20.819 12.351 Yes

9. abra. Vércukorszint osszehasonlitas a kontroll valamint a diabéteszes
csoport kozott
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11. dbra. A fluoreszcein kidramlds koreldcidja a retina és a vese szovetek
kozott a diabéteszes csoport esetében

Osszehasomlitva a szovet fluoreszcenciét a retina, vala-
mint a vese szintjén, a szérum fluoreszcencia fiiggvényé-
ben, pozitiv korrelaciot észleltiink (Pearson-féle korrelacio
analizis), ugy a kontroll (10.abra), mint a diabéteszes cso-
port esetében (11.abra).

Az allatok sulya alig valtozott a kontroll csoportnal és
csokkend tendenciat mutatott a diabéteszes csoportnal, de
egyik sem volt statisztikailag szignifikdns (12.4bra).

Kovetkeztetések, megbeszélés

Célkitizésiink egy olyan kdnnyen megvaldsithato és rep-
rodukalhaté kisérleti modszer kidolgozasa volt, amely
segitségével szamos farmakon hatasa vizsgalhaté majd,
diabétesz okozta érpermeabilitds-valtozds szempontja-
bdl, Ggy a retina mint a vese szintjén.

A fluoreszcencia mérésére tobb szerzd is szaloptikds
fluoreszcens spektroszkopiat ajanl [17,24], amely madd-

Vese vs retina korrelacio
kontroll csoport
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10. abra. A fluoreszcein kidramlds koreldcija a retina és a vese szovetek
kozott a kontroll csoport esetében

Testulyvaltozas

1 2
kontroll u diabétesz

Tukey's Multiple Comparison Test| Mean Diff. | q Significant? P < 0.05? | Summary
Kontrol vs Diabétesz z 4.250 0.6102 | No ns

12. abra. A kontroll, valamint a diabéteszes csoportok silyvaltozasanak
atlagértékei

szer igen koltséges és nehezen beszerezhet6 késziilékeket
igényel. Ezzel szemben az altalunk leirt moédszer egy-
szer(, nem igényel draga késziilékeket és alkalmazhat6 a
killonboz szovetek érpermeabilitas-valtozasanak kimu-
tatdsara és ezek osszehasonlitasara.

Els6ként hasonlitottuk 06ssze az érpermeabilitas-
valtozasat diabéteszben a retina és a vese szovetei kozott,
a szérum fluoreszcencia fiiggvényében. A kontroll, vala-
mint diabéteszes csoport kozott statisztikailag szignifi-
kans kiilonbség volt, tigy a retina, mint a vese szintjén.
Osszehasonlitva a retina, valamint a vese szdvetek fluo-
reszcenciajat, pozitiv korrelaciot észleltiink. A retina egyes
rétegeinek fluoreszcencidja kiillon mérheté volt, az dtlag
pedig Osszefiiggésben volt a szérum fluoreszcenciaval. A
madszer hasznalhat6 egyes gyogyszerek érpermeabilitas-
valtozasra kifejtett hatdsdnak vizsgélatdra a retina és a
vese szintjén.
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1. tablazat. A retina, valamint vese szintjén mért szoveti fluoreszcencia
atlagai, a szérum fluoreszcencia fiiggvényében

Retina fluoreszcencia Vese fluoreszcencia
Kontroll Diabétesz Kontroll Diabétesz

71,737 84,893 34,480 88,999
51,334 108,023 40,747 112,065
73,516 107,016 74,363 283,942
95,569 87,149 91,900 125,399
49,924 67,257 56,289 103,748
63,002 188,630 68,315 101,105
56,071 69,325 77,182 233,631
86,107 117,453 107,959 112,283
58,694 120,504 72,387 148,993
56,728 123,029 85,902 144,357
73,648 116,090 109,099 205,523
59,294 123,813 155,808 160,221
62,349 126,622 85,184 153,000
73,247 62,631 80,608 152,986
44,698 58,275 105,693 175,323
43,262 158,347 176,267 173,043
47,721 67,421

77,518 68,161

46,154 60,346

42,780 157,875

48,349 66,184

61,270 66,885

39,736 62,973

39,301 167,706
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