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A cukorbetegség (DM) napjainkban a jelentős járvány-
ügyi probléma, ugyanis egyre nagyobb az előfordulása: 
kb 7.000.000 új beteget jegyeznek be évente világviszony-
latban [10]. 2009-ben 246 millió, főként 2-es típusú dia-
béteszes beteget tartottak nyilván világszerte. 2025-re a 
cukorbetegek száma várhatóan 380 millióra nő majd, ami 
7,1%-át teszi ki a bolygó felnőtt lakosságának. 

Romániában a vakság egyik leggyakoribb oka a dia-
béteszes retinopathia (DR). Marosvásárhelyen a cukorbe-
tegség gyakorisága a lakosság körében 5,8% és ezek között 
a diabéteszes retinopathia előfordulása 39,2% [4].

A retinopathiák előfordulásának és súlyosbodásának 
leggyakoribb oka a cukorbetegség,  amely súlyos látásza-

varhoz, esetleg vaksághoz vezethet [13]. Számos tanul-
mány utal arra, hogy a cukorbetegség 15 éves fennállása 
után, a betegek mintegy 2%-a megvakul, míg 10%-a 
súlyos látáskárosodásban szenved. 

A cukorbetegek 20-30%-ánál alakul ki nephropathia. 
A vesekárosodás különböző súlyosságú lehet, néha akár 
veseátültetést téve szükségessé. A veseelégtelenség a 
cukorbetegek több mint 20%-ánál halálhoz vezet [4, 16]. 

Ezért szükségesnek tartjuk, új terápiás módszerek kuta-
tását, valamint új gyógyszerek bevezetését, amelyek meg-
akadályozzák vagy csökkentik a diabéteszes retinopathia 
vascularis elváltozásai által okozott szövődményeket.

A diabéteszes retinopathia jelenlegi kezelési lehető-
ségei közül megemlítendő a vitreo-retinális sebészet, 
a szemfenéki lézerkezelés, vagy ezek kombinációja, de 
mindezen módszerek a már fennálló szövődmények 
kezelését célozzák, mint pl. az érproliferáció, valamint 

Evaluarea modificărilor de permabilitate vasculară la nivel 
retinian şi renal în diabetul zaharat  experimental  folosind 
albumină marcată cu fluoresceină  

În studiul de faţă, am urmărit extravazarea albuminei la nivel retinian 
şi renal, comparând grupe de animale cu diabet zaharat şi non-diabe-
tice (control). Diabetul zaharat a fost indus experimental cu o singură 
injecţie intraperitoneală de Alloxan, la şobolani tip Wistar. S-au prele-
vat probe de sânge din vena cozii animalelor, s-a determinat glicemia 
şi la valori peste 13.7 mmol/l, animalul a fost considerat diabetic. După 
6 săptămâni de la inducerea diabetului, s-a injectat în vena cozii ani-
malelor albumină serică bovină marcată cu fluoresceină (FITC-BSA), 
urmat de prelucrarea specială histopatologică  a ţesutului retinian şi 
renal. Ţesuturile au fost examinate cu ajutorul unui microscop cu fluo-
rescenţă. Extravazarea FITC-BSA a fost măsurată folosind un program 
pentru procesarea imaginilor la nivel retinian şi renal. Fluorescenţa 
ţesuturilor a fost comparată cu fluorescenţa serului, măsurată cu aju-
torul unui spectofotometru. S-a comparat, de asemenea, fluorescenţa 
retinei şi a ţesutului renal. Valorile obţinute s-au prelucrat statistic. 
Rezultate: Am comparat pentru prima oară modificările de permeabili-
tate vasculară la nivel retinian şi renal în diabetul zaharat experimental. 
S-a constatat diferenţă semnificativă statistic între grupul de control şi 
cel diabetic. S-a constatat de asemenea corelaţie pozitivă, comparând 
fluorescenţa retinei şi a ţesutului renal. Fluorescenţa a putut fi măsurată 
separat pentru diferitele straturi ale retinei, în timp ce media s-a core-
lat cu fluorescenţa serului. Metoda ar putea fi folosită pentru testarea 
impactului unor medicamente asupra modificărilor de permeabilitate 
vasculară la nivel retinian şi renal.
Cuvinte-cheie: diabet experimental, permeabilitate vasculară, FITC-BSA, 
Alloxan, retinopatie diabetică

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.
Keywords: diabetic retinopathy, experimental diabetes, Alloxan, FITC-
BSA, vascular permeability
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a fibro-membranózus szövetburjánzás. Jogosan merül 
fel tehát az igény hatékonyabb megelőzést célzó, illetve 
kevésbé költséges kezelési módszerek iránt.  

Farmakológiai megközelítésben jelenleg két terá-
piás stratégiát ismerünk a proliferativ diabéteszes 
retinopathia (PDR) kezelésében, amelyek gátolni képe-
sek az angiogenesist a retina szintjén: különböző anya-
gok szisztémás alkalmazása (protein kináz C-gátlók és 
szomatosztatin analógok), vagy helyi kezelés [anti-VEGF 
(vascular endothelial growth factor), gyulladáscsökkentő 
anyagok, géntechnológia és őssejtterápia] [9]. Mindezen 
módszerek még kísérleti stádiumban vannak.

A vér-retina gát (BRB - blood-retinal barrier) funk-
cionális károsodása a legjellemzőbb változás diabéteszes 
retinopathiában. Felelős a macula ödéma kialakulásáért, 
amely a cukorbetegek látásélesség romlásának a leggya-
koribb oka [15].

A BRB két különböző szinten található: a retina 
pigment-epithelium rétege mint külső barrier, és a retina 
ereinek endothel rétege mint belső barrier. Mindkét 
barrier szoros, „nem-áteresztő” intercelluláris jonctiókból 
áll, ahol hiányoznak a fenestratiók. Ezzel ellentétben 
a pajzsmirigy- és veseerek szintjén nagyon vékony az 
endothel sejtréteg, számos folytonossági hiány van jelen 
a citoplazmában és a bazális membrán is nagyon vékony 
és szabálytalan. Szerkezetileg a retina hajszálerei nagyon 
hasonlítanak az agy hajszálereihez. Kimutatták, hogy a 
felnőtt egyén retina erei a szén-részecskék számára átjár-
hatatlanok, akárcsak az agy és az iris erei. Ezzel ellentét-
ben a vese és a pajzsmirigy erei átjárhatók voltak ugyan-
azon szén-részecskék számára [6, 20].

A BRB károsodását kísérletileg is igazolták, fluoreszcein-
angiográfiával és üvegtesti fluorophotometriával cukorbete-
geken [5, 8] valamint diabéteszes patkányokon [11]. Vinores 
és mts. [22, 23] beszámolt arról, hogy a fluoreszceinnel jelölt 
albumin hasznos volt a BRB károsodásának kimutatásában 
diabéteszes betegeknél. Az albumin ugyanis egyike a szé-
rumfehérjéknek, ezért az extravaszkuláris lokalizációja a 
BRB károsodását jelenti [2, 18].

Streptozotocinnal (STZ) kiváltott diabéteszes patká-
nyokon végzett kísérletek bizonyították, hogy a kezdeti 
BRB károsodás összefügg az endothelialis valamint a 
neuronális eredetű nitrogén monoxid sinthase (eNOS 
és nNOS) expressziójának és a VEGF expressziójának 
növekedésével. Egyébként a BRB károsodás és a VEGF 
expresszió növekedésének pontos mechanizmusa dia-
béteszben még nem ismert [1, 2, 21]. Számos kísérlet 
igazolta, hogy akárcsak az STZ, az Alloxan is képes dia-
béteszt kiváltani, hasonló módon, a pancreas béta sejtje-
inek pusztításával, amely I típusú diabéteszhez hasonló 
állapotot vált ki [7]. 

Több, egymással összefüggő biokémiai mechanizmus 
szerepét feltételezik a cukorbetegség és a hiperglikémia 
okozta káros hatások létrejöttében az erek szintjén, így a 
fokozott glukóz metabolizációt poliol reakcióúton keresz-
tül, a késői glikációs termékek (advanced glycation end 
products, AGE) fokozott termelődését, a protein kináz C 
fokozott termelődését és a reaktív oxigén gyökök (ROS) 
fokozott termelődését, beleértve a nitrogén-monoxi-
dot (NO), szuperoxidot (O2-) valamint a terméküket, a 
peroxinitritet (ONOO_). A poliol reakcióúton keresztül a 
glukóz szorbitollá, majd fruktózzá alakul, amely NAD+- 
és NADPH felhasználásával jár. Mindez csökkenti a 
glutathion (GSH) regenerációját, ami megnöveli a sejtek 
érzékenységét az oxidatív stresszre. Ugyanezen mecha-
nizmusok megnövekedett ozmotikus stresszt is okozhat-
nak, amely károsíthatja az érendothelt [14, 12].

A ROS és a lipid-peroxidok fokozott termelődése már 
a diabéteszes retinopathia korai stádiumában kialakul. 
Endothel sejtek in vitro vizsgálatával kimutatták, hogy a 
magas glukózszint fokozza az eNOS expresszióját. Ezen 
kívül a peroxinitrit hozzájárulhat a vaszkuláris lézió lét-
rejöttéhez azáltal, hogy elindítja a lipid peroxidációt és a 
tirozin maradványok nitrációját, valamint inaktiválja a 
legfontosabb metabolikus enzimeket, és csökkenti a sej-
tek oxidatív stressz elleni védekezőképességét [19].

Anyag és módszer 

Hím Wistar patkányokat (250-300 g) használtunk kísér-
leteinkhez. Két hasonló testsúly és vércukor eloszlású 
csoportba soroltuk az állatokat: az első kontroll csoport 
(4 állat), nem diabéteszes, a második a diabéteszes cso-
port (4 állat).

A diabéteszt egyetlen intraperitoneális Alloxan injek-
cióval váltottuk ki, 125 mg/tskg adagban. Az Alloxan egy 
hasnyálmirigy béta-sejt specifikus toxin, amely elpusz-
títja ezeket a sejteket. (Alloxan monohidrat, Alfa Aesar 
GmbH & Co. KG) [7]. 24 óra múlva, ha a vércukorszint 
meghaladta a 13,7 mmol/l értéket, az állatot diabéteszes-
nek nyilvánítottuk. A vércukorszint mérése hetente tör-
tént, az állatok farokvénájából vett vérből egy automata 
glukométer segítségével: Accu-Chek® - Roche, Darmstadt, 
Germany. Az állatok testsúlyát a kísérlet elején és végén 
mértük.

A diabétesz 6 hetes fennállását követően megvizsgál-
tuk a vér-retina gát permeabilitását, valamint a veseszövet 
érpermeabilitását az Antonetti és munkatársai [3] által 
leírt, részben módosított módszer segítségével, elsőként 
összehasonlítva a retina ereinek, valamint a vese ereinek 
permeabilitását.
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Pentobarbitallal végzett általános érzéstelenítés 
után, az állatok farokvénájába 100 mg/kg fluorescein 
izothiocianattal jelölt bovine szerumalbumint fecsken-
deztünk (FITC-BSA - Sigma-Aldrich). 10 perc múlva 
az állatokat lefejeztük, a szemgolyókat enukleáltuk (n = 
2x10), illetve a veséket eltávolítottuk. A halál pillanatában 
3 ml vért vettünk EDTA- tartalmú kémcsövekbe. A szö-
veteket 4%-os pufferolt formalin oldatba helyeztük (pH = 
7) további szövettani feldolgozás céljából.

A vért 2000G-n centrifugáltuk 10 percig, majd a felül-
úszó plazma fluoreszcenciáját egy Shimadzu UV-160 ° 
típusú spektrofotométer sgítségével vizsgáltuk, 433 ± 2 
nm-es excitációs, valamint 455 ± 2 nm-es emissziós hul-
lámhosszokon.

A szövetmintákat a következő módon dolgoztuk fel: a 
szemgolyót vízszintes síkban metszettük a látóideg szint-
jén, majd agar-rögzítés után paraffinba ágyaztuk. Ezután 
6, egyenként 4 mikron vastag metszetet készítettünk, 80 
mikron intervallumonként, majd hematoxilin-eozin fes-
tést végeztünk. Hasonlóképpen a vesénél a hílus szintjén 

metszettük, majd 4 metszetet készítettünk a fent leírt jel-
lemzők szigorú betartásával.

A metszeteket fluoreszcens mikroszkóppal felsze-
relt kamerával (Nikon Eclipse E800, DN100 Network 
Camera) vizsgáltuk és rögzítettük. A képrögzítés során 
általunk standardizált paramétereket használtunk: fény-
erősség: 4, 20x nagyítás, ¼ sec., digital gain: 100, analog 
gain: 280, Tonus: 1.

A retina-, valamint a veseszövet fluoreszcencia-in-
tenzitását Image J program segítségével mértük, külön 
lebontva a zöld árnyalatra, a rögzített képek alapján, az 
alábbi standardok betartásával: minden metszeten 10 
pontban végeztük a mérést, egyenként 200 μm2 felüle-
ten, vagyis 2 avascularis pontban, a retina 5 különböző 
rétegén (külső magvas, külső szemcsés, belső a magvas, a 
belső szemcsés, valamint a ganglionsejtréteg). A vese fluo-
reszcenciát mértük úgy a glomerulusok, mint a tubulusok 
szintjén, ugyancsak 10 különböző pontban, a fenti stan-
dardok alapján.

A szövet fluoreszcenciát a szérum fluoreszcencia függ-

1. ábra. Nem diabéteszes retina fluoreszcenciája 2. ábra. Diabéteszes retina fluoreszcenciája

3. ábra. Nem diabéteszes veseszövet fluorescenciája 4. ábra. Diabéteszes veseszövet fluorescenciája
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vényében számoltuk, a következő képlet segítségével:
(Tf1 + Tf2 + ... + Tf10)

Pf × 10
ahol Tf a szöveti, Pf a plazma fluoreszcenciát jelöli.   
A statisztikai számításokat GraphPad Prism prog-

rammal, one way Anowa és Tukey’s multiple comparison 
tesztek segítségével végeztük.

Eredmények 

A retina egyes rétegeinek fluoreszcenciája külön megfi-
gyelhető az 1. és a 2. ábrákon. Fokozott fluorescein kiáramlás 
figyelhető meg a fotoreceptorok-, a külső szemcsés-, a 
belső szemcsés-, valamint a glomerulusok rétegében. A 
felvételek az anyag és módszer fejezetben leírtak alapján 
standardizált módon történtek.

A vese glomerulusok, illetve tubulusok szintjén látható a 
fluorescein kiáramlás a nem diabéteszes (3. ábra), valamint a 
diabéteszes (4. ábra) szövetminták esetében. Látható a foko-

zott fluorescein kiáramlás a glomerulusok szintjén.
A szöveti fluoreszcencia értékeket, a retina valamint a 

vese szintjén az 1. táblázat szemlélteti. Az értékek a külön-
böző metszetek szintjén, 10 különböző pontban Image J 
segítségével mért fluoreszcencia intenzitás átlaga, a szérum 
fluoreszcencia függvényében, az anyag és módszer fejezet-
ben leírt képlet alapján.

A mért fluoreszcencia, összahasonlítva a szérum flu-
oreszcenciával különböző volt a nem diabéteszes, vala-
mint a diabéteszes állatok retinájának szintjén (5. ábra) és 
a vesetubulusok valamint glomerulusok szintjén (6. ábra) – 
One Way Anova, illetve Tukey tesztek felhasználásával.

A kísérlet alatt a kontroll állatok vércukorszintje jelen-
téktelen ingadozást mutatott (7. ábra), míg a diabéteszes 
csoport vércukorszintje csökkenő tendenciát mutatott (8. 

ábra). 
Összehasonlítva a kontroll valamint a diabéteszes cso-

portot statisztikailag szignifikáns különbséget észleltünk 
– One Way Anova, illetve Tukey tesztek felhasználásával 
(9. ábra).  

5. ábra. Retina fluorescencia összehasonlítása a kontroll és a diabéteszes 
csoport között

7. ábra. Kontroll csoport vércukorszint változása

6. ábra. Vese fluorescencia összehasonlítása a kontroll és a diabéteszes 
csoport között

8. ábra. Diabéteszes csoport vércukorszint változása
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Összehasomlítva a szövet fluoreszcenciát a retina, vala-
mint a vese szintjén, a szérum fluoreszcencia függvényé-
ben, pozitív korrelációt észleltünk (Pearson-féle korreláció 
analízis), úgy a kontroll (10. ábra), mint a diabéteszes cso-
port esetében (11. ábra). 

Az állatok súlya alig változott a kontroll csoportnál és 
csökkenő tendenciát mutatott a diabéteszes csoportnál, de 
egyik sem volt statisztikailag szignifikáns (12. ábra).

Következtetések, megbeszélés 

Célkitűzésünk egy olyan könnyen megvalósítható és rep-
rodukálható kísérleti módszer kidolgozása volt, amely 
segítségével számos farmakon hatása vizsgálható majd, 
diabétesz okozta érpermeabilitás-változás szempontjá-
ból, úgy a retina mint a vese szintjén. 

A fluoreszcencia mérésére több szerző is száloptikás 
fluoreszcens spektroszkópiát ajánl [17,24], amely mód-

szer igen költséges és nehezen beszerezhető készülékeket 
igényel. Ezzel szemben az általunk leírt módszer egy-
szerű, nem ígényel drága készülékeket és alkalmazható a 
különböző szövetek érpermeabilitás-változásának kimu-
tatására és ezek összehasonlítására. 

Elsőként hasonlítottuk össze az érpermeabilitás-
változását diabéteszben a retina és a vese szövetei között, 
a szérum fluoreszcencia függvényében. A kontroll, vala-
mint diabéteszes csoport között statisztikailag szignifi-
káns különbség volt, úgy a retina, mint a vese szintjén. 
Összehasonlítva a retina, valamint a vese szövetek fluo-
reszcenciáját, pozitív korrelációt észleltünk. A retina egyes 
rétegeinek fluoreszcenciája külön mérhető volt, az átlag 
pedig összefüggésben volt a szérum fluoreszcenciával. A 
módszer használható egyes gyógyszerek érpermeabilitás-
változásra kifejtett hatásának vizsgálatára a retina és a 
vese szintjén. 

9. ábra. Vércukorszint összehasonlítás a kontroll valamint a diabéteszes 
csoport között

11. ábra. A fluoreszcein kiáramlás korelációja a retina és a vese szövetek 
között a diabéteszes csoport esetében

10. ábra. A fluoreszcein kiáramlás korelációja a retina és a vese szövetek 
között a kontroll csoport esetében

12. ábra. A kontroll, valamint a diabéteszes csoportok súlyváltozásának 
átlagértékei  
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1. táblázat. A retina, valamint vese szintjén mért szöveti fluoreszcencia 
átlagai, a szérum fluoreszcencia függvényében

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




