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1. Roviditések
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2. Bevezetés

A cukorbetegséggel kapcsolatos  kutatdsok  napjaink  orvostudomanyéanak  egyik
legdinamikusabban fejlédé teriilete. Fontossagat az is mutatja, hogy a cukorbetegséget ma
korunk ,,pestis-ének” tartjak, mivel egyre jobban terjed, a cukorbetegek szama vilagszerte
emelkedik, és elmondhatd, hogy a kardiovaszkularis megbetegedéseknek a legfébb kockazati
tényezOje. Népegészségligyli szempontbdl is Oridsi jelentdséggel bir. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) adatai alapjan vilagszerte mintegy 345 millié embert érint. Az iparilag
fejlett orszdgokban az ugynevezett civilizacids betegségek kozé tartozik. Alapvetd befolyassal

bir az élettartamunkra, és az ¢letminéségiinkre.

A cukorbetegség ¢s annak szovodményei, mint az ischaemids szivbetegség, az
agyerbetegségek, a veseelégtelenség, a polineuropétia, a diabeteses szemlencse, valamint a
retina betegségek mind a modern tarsadalom megbetegedési illetve halalozasi listajanak élén
allnak. Eredetileg a cukorbetegséget egységes megbetegedésnek tartottak. Késobb deriilt csak
ki, hogy a diabetes heterogén betegsegcsoport, amelynek hatterében elégtelen inzulinhatas all.
A betegseg patofiziologiailag két alapvetd csoportba sorolhato. Az 1-es tipus (korabbi
elnevezése: inzulinfliggd diabetes mellitus, IDDM), melyben a hasnyalmirigy béta sejtjeinek
funkci6zavara miatt az inzulin termelése csokkent, illetve a 2-es tipus (nem inzulinfiiggd
diabetes mellitus, NIDDM), amelyben a periférias szovetek, foként a harantcsikolt izomszovet

és a zsirszovet érzéketlen az inzulin hatdsaival szemben.

Bar mar jonéhany évtizeddel korabbrdl is Iéteznek leirasok, esetek, amelyekben egyiitt fordul
elé a cukorbetegség, a koszvény, a magas vérnyomas és a zsiranyagcsere zavara, azonban
metabolikus szindroma felismerése Gerald Reaven (Reaven 1988) nevéhez fiiz6dnek, mivel
elséként ismerte fel e klinikai tiinetek kozott az ok-okozati kapcsolatot. A ,,reaveni elmélet”
azoOta szamos valtozason ment keresztil, de a tunetegyuttes molekuléris bioldgiai alapjanak az

inzulinrezisztencia/hiperinzulinémiét tartjak.

Az inzulinrezisztencia definicidszerlien az az allapot, amelyben normélis mennyiségii inzulin

szubnormalis hatassal valaszol.

Fontos megjegyezni, hogy az inzulinrezisztencia a valodi cukorbetegség nelkul is szamos,

legfoképpen sziv-érrendszeri szabalyozési zavar kiinduldpontja, éppen ezért az inzulin



rezisztenciat a koszoruér-betegség fliggetlen kockazati tényez6jének tekinthetjiik (Reaven
1996).

2.1. Az inzulinrezisztencia
Az inzulinreceptor

Az inzulinrezisztencia jelensége az inzulinreceptorok felfedezését kdvetden kertilt a kutatasok

érdeklédésének kozéppontjaba.

Az inzulinhatas kialakulasanak els6 1épése a receptorhoz vald kotédés. Jelenlegi ismereteink
szerint az inzulinreceptor egy transzmembran, tirozin-kinaz enzimcsoportba tartoz6 komplex
fehérje, amely két a-alegységet (135 kDa) és két p-alegységet (95 kDa) tartalmaz. A két-két

alegységet diszulfidhidak kapcsoljak dssze tetramerekke.

A regulalo tulajdonsagokkal rendelkezé a-alegység extracellularisan helyezkedik el, és
feladata az inzulin felismerése és megkotése. Ez a 719-731 aminosavbol allé egység egy
ciszteinben gazdag régiot tartalmaz, amely régio az inzulin kotéhelyéil szolgal (Gherzi és

mtsai 1989, Kellerer és mtsai 1999).

A B-alegység 620 aminosavbol allo, sejtmembranban elhelyezked6 fehérje-alegység, mely
katalitikus tulajdonsagokkal rendelkezik, vagyis egyidejlileg nevezhetd szubsztratnak és
enzimnek. Egy Kisebb, extracellularis része szintén tartalmaz cisztein részt, amely a
diszulfidhidak képzésére alkalmas, és amelyek segitségével megkotik az a-alegységet. A -
alegység membranban elhelyezkedd részének nagy valosziniiséggel csupan passziv szerepe
van, feladata a receptor lehorgonyzasa. Végul, a harmadik rész, a B-alegység intracellularisan,
a citoplazméban talalhat6 része kindz aktivitassal rendelkezik, igy meghataroz6 szerepe van a

szignaltranszdukcio folyamataban (Olefsky 1990).
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1. abra. Az inzulinreceptor szerkezete. a. az inzulin receptor a,p, szerkezete: L1, L2 leucinben gazdag
domén; CR ciszteinben gazdag domén; Fng, Fny, Fn; fibronektin domén; TM transzmembran domén; JM
juxtamembran domén; TK tirozin-kindz domén; CT karboxi-terminalis vég; b. az inzulin receptor szupra
domén szervezodése. Forras: De Meyts P, Whittaker J. Structural biology of insulin and IGF1 receptors:
implications for drug design. Nature Review Drug Discovery 2002; 1: 769-783

Miutan egy inzulinmolekula megk6t6dott a receptoran, ez csokkenti tovabbi inzulinmolekuldk
kotési affinitasat. A kotddést kdvetden a receptorok aggregalddnak, amely a jelatvitelhez
szllkséges, majd internalizdlodnak. Az inzulinreceptor Aalland6 valtozésban van:
szintetizalodik és lebomlik, illetve egy része degradacié nélkil recirkuldlva visszaépil a
membrénba (Olefsky 1990).

Inzulinhatas és szignaltranszdukcio

Az inzulinhatds tulajdonképpen az inzulin és a receptor kotddésével kezdddik. Az
inzulinmolekula a receptor a-alegységéhez kotédve felfliggeszti annak kindz-aktivitast gatlo
hatasat, igy a p-alegyseg tirozin-kinaz aktivitasa stimulalodik. Ennek hatadsara maga a receptor
is autofoszforilalodik, illetve mas endogén protein, pl inzulinreceptor-szubsztrat (IRS-1, IRS-
2) foszforilacidja is megtortenik. A foszforilaciot kovetéen az IRS-1 intracellularis



fehérjékhez kotodik. A kotofehérjék (mas néven dokkold fehérjék) specialis kotohelyeket, un.
SH2, SH3 kotohelyeket tartalmaznak, amelyek enzimek kapcsolddasat teszik lehetové (pl. PI-
3-kindz, PL-C, GAP, sth...). Ezen enzimek aktivalasa az inzulin altal elinditott jel
tovabbitasdhoz nélkilozhetetlen. Fontos megjegyezni, hogy az IRS fehérje a kaszkadrendszer
igen 1ényeges pontja, mivel beldle tobbféle iranyba indul6 utvonalak dgaznak el (Gustafson és
mtsai 1999, Kellerer és mtsai 1999). Aktivalodik a glukdztranszporter-rendszer és a sejtbe
gliikéz aramlik. Ezt kdvetden vagy a gliikkdztarolas irdnyéaba, vagy pedig a gliikézoxidacio felé
halad a folyamat, attol fliggden, hogy a szervezetben aktudlisan mire van igény (DeFronzo

1988, DeFronzo és mtsai 1979).
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2. abra. Az inzulin jelatviteli dtvonal altalanos tagolasa. Az inzulin jelatvitel PI3K aga a gliikéz
metabolizmust szabalyozza a vazizomban, a zsirszovetben és a majban, mig stimulilja a NO termelédést
és a vazodilataciot az ér endotheliumban. Az inzulin szignaltranszdukcios Utvonal MAPK &ga altalaban a
mitogenezist és az ér endotheliumban az ET-1 szekrécid kontrolljat szabalyozza. (a roviditéseket Id. a
Roéviditések jegyzékében). Forras: Muniyappa R, Montagnani M, Koh KK, et al. Cardiovascular action of
insulin. Endocr Rev 2007; 28: 463-491
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Az inzulin mennyiségének meghatdrozasa
A vérben az inzulin, illetve prekurzorainak mérésére az alabbi mddszereket alkalmazzak:

1. radioreceptor-assay: a lényege, hogy az inzulin receptorokhoz kompetitiv médon koétédik
az izotoppal jeldlt inzulin és a vizsgalt vérmintaban levo jeldletlen inzulin; igy a bioldgiailag

aktiv, receptorhoz kotddni képes inzulint €s az immunoreaktiv inzulint is lehet mérni,

2. kromatogréafias mddszerek (HPLC=high performance liquid chromatographia, affinitas-
kromatogréfia, forditott fazisi HPLC): nagyteljesitményli folyadékkromatografia, amely
vegyuletek elvalasztasara, azonositasara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas maodszer;

nagyon pontos, de munkaigényes,

3. RIA (radioimmunoassay)-mddszerek: segitségével a hormonok vérbeli koncentraciojat lehet
meghatarozni (,,valddi” inzulin méres); lényegében a radioaktivan jeldlt hormon specidlis
antitestekhez valo kotédésének kompetitiv gatlasarol van szd; Ujabban enzimeket hasznalnak
a radioaktiv jelolés helyett, s6t, ha a moddszert egy masik enzimmel is kiegészitik

(enzimamplifikacios rendszer), akkor a vizsgalat érzékenysége fokozhato,

4. ELISA (enzyme linked immunosorbens assay) modszer: egy igen érzékeny, nagy
specificitasu, kvantitativ analizisre alkalmas mddszer. Az antigén-ellenanyag kapcsolddas

elve alapjan az inzulink6t6 ellenanyagok kimutatasara szolgal.

Mint ismeretes, az inzulin harom legfontosabb célszerve a zsirszdvet, az izomszovet és a m4j,
kovetkezésképpen az inzulinrezisztencia is e szOvetekben, illetve szervben alakul ki. Bar
érintettségiik megjelenésének sorrendje még tisztazatlan, feltételezhetben a zsirszovet
inzulinrezisztencidja az elsddleges eltérés, majd ennek kdvetkezményeként alakul Ki

masodlagosan az izomszovet és a mdj inzulinrezisztenciaja.

Centralis inzulinrezisztencia

A glikolizis, mint ismeretes a maj glikoztermelése, amely az inzulin hatasara csokken. Ez a
hatds koros korilmények kozott nem, vagy csak kis mértékben kovetkezik be, igy

inzulinrezisztenciaban megemelkedik a maj glikoztermelése, és amennyiben a magasabb
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inzulinszint a glikdztermelést nem képes csokkenteni, akkor kialakul a méjsejtek

inzulinrezisztenciaja (Stumvoll és mtsa 1999)

Periférias inzulinrezisztencia

Mint ismeretes, a legnagyobb gliikdzfogyasztd szOvet az izomszdvet. 2-tipusu diabetesben,
basalis allapotban az izmok glikozfelvétele kismértékben ndvekszik. Inzulinrezisztencia
esetén a csokkent periférias glikozfelhasznalas és a maj fokozott gliikozleadasa egyuttesen

vezetnek hyperglykaemiéhoz (Reaven 1988).

A periférias inzulinhatas mérési modszerei
Az inzulinrezisztencia kiilonb6z6 modszerekkel mérhetd. Méréskor az inzulinnak a szervezet
glukoz-anyagcseréjére, illetve a vercukorszintre kifejtett hatasat veszik figyelembe. Az inzulin
vércukorszint-csokkentd hatasa két tamadasponton keresztiil valésul meg, mégpedig a
periférids cukorfelhasznalas stimuléldsaval illetve a maj glikdzleadas gatldsaval. Mindezek
alapjan elmondhatdé, hogy inzulinrezisztencia A&llapotdban a csokkent periférids
glukozfelhasznélas és/vagy a maj megnovekedett gliikozleadasa hiperglikémiahoz vezetnek.
Az inzulin hatasanak mérésére manapsag szamos modszert alkalmaznak. Ezen modszerek két
csoportja:
e indirekt modszerek:
a. oralis gliikdzterhelés (OGTT)
b. intravénas gliikdzterhelés (IVGTT)

e direkt modszerek:
a. intravénas inzulintolerancia-teszt (IVITT)
b. inzulinszuppresszios teszt

c. inzulin-glikoz clamp (EGC)

11



Oralis glikodztolerancia-teszt (OGTT)

A modszer segitségevel az inzulinhatasra lehet kdvetkeztetni. A glikozterhelés soran a mért
vercukorértékek alacsony, normalis vagy magas inzulinszintekkel is tarsulhatnak, vagyis
hasonld glukozszintek esetén is nagymértékben kulonbozhet az inzulinszint. Az OGTT
modszer bar fiziologidsnak tekinthetd, mégis vannak hatranyai, példaul valtozhat a gliikoz
felszivodasa, a bélhormonok hatasa érvényesilhet, illetve a modszer reprodukalhatésaga sem

megbizhato.

Intravénas glikoztolerancia-teszt (IVGTT)

Az eljaras elonye, hogy az OGTT modszer sordn eléforduld, a glikoz felszivodasabol és a
bélhormonok hatasabdl szarmazo bizonytalansagokat kikiszoboli. A modszer alkalmazésa
sorén az intravéndsan beadott gliikdéz hatdsara a vércukorszintek valtozésa logaritmikusan
abrazolhato, és a percenként szdmitott koncentracidcsokkenés reprezentalja a gliikozeltlinés
sebességét, amely az inzulinérzékenyseg mutatoja is egyben.

E modszer pontositasara Bergman (1985) kidolgozott egy un. minimal modellt (FSIGTT -
frequently sampled IVGTT). A szadmitdgépes modell segitségével a glukdz intravénas
beaddsat kovetden annak eltlinését kovetjik. Ennek mértéke azonban fiigg az
inzulinérzékenységtdl €s az endogén inzulinszekréciotol is. Az IVGTT modszer elsdsorban
csokkent glikoztolerancia és a 2-es tipusu diabetes mellitus vizsgalataban bizonyult

megbizhato eljarasnak.

Intravénas inzulintolerancia-teszt (IVITT)

Ez a mddszer tulajdonképpen intravénas inzulinterhelés, azaz intravénas inzulin beadasa utan
mérik a veércukor csokkenését. A mérés adataibdl kiszdmitott értek a szovetek
inzulinérzékenységének a mérdszama. A teszt sordn esetlegesen kialakuld hypoglykaemia
veszélye miatt euglykaemiés clamp-vizsgélatokkal szoktak kombinalni. Mindent dsszevetve,

pontos es elfogadhatdé modszer az inzulinérzékenyseg méresere.

Inzulinszuppresszios teszt

A Reaven altal kifejlesztett modszer sordn a steady state plazmainzulin szintet kezdetben
inzulin és glik6z egyideji infundalasaval érték el. Az endogén inzulinszekréciét adrenalinnal
gatoltak, az adrenalin nem kivant mellékhatasat pedig propranolollal kertlték el. A 90. és 150.

perc kozott mért vércukorertékek atlagabol szamolt érték, az Un. steady state plazmagliikéz

12



érték (SSPG), amely az inzulin altal stimulalt glukézfelhasznalas mértékét jelzi. Manapsag a

. sz

Inzulin-gliikéz clamp médszer (HEGC)

Az inzulinérzékenység jelenleg legjobbnak tartott modszere, amelyet ,,gold standard”-ként is
emlegetnek. A modszert elészor Andres dolgozta ki (1956), majd késébb DeFronzo
maodositotta (DeFronzo és mtsai 1979). A clamp mddszer lényege, hogy azt az intravénasan
adott glukoz infazios sebességet hatarozzuk meg, folyamatos inzulin infundalas mellett,
amely a vércukorszint tartés euglikémias (kb. 5.5 mmol/L) allapotban tartasahoz szlikséges
(hiperinzulinémias-euglikémias clamp). Ezen egyensulyi allapotban (amely altalaban 120 perc
mulva alakul ki) adagolt glukéz infazios sebesség (,M” értek = glukéz mg/perc/kg) a
szervezet inzulinérzékenységére lesz jellemzd. Ennek oka, hogy a magas exogén inzulinszint

leszoritja az endogén inzulin termelését és a majbal torténd gliikdzkidramlast is.

Hiperglikémias clamp modszer

Az inzulin szekréci6 mennyiségi meghatarozasara hasznalt modszer. A plazma glikoz
koncentracigjat akutan, folyamatos gliikz infuzidval a bazalis érték folé noveljik. Ezt a
hiperglikémias platot az inzulin szekréciora és a glikoz metabolizmusra adott valaszként
valtakoz0 sebességli gliikoz infuzid révén tartjuk fenn. Mivel a plazma gliik6z koncentracioja

konstans, a glikoz infuzids sebesség az inzulin szekrécio és a glikoz metabolizmus mutatdja.

2.2 A nitratok

A szerves nitrat vegyuletek, tobb mint egy évszazada a kardiovaszkularis betegségek széles
korben alkalmazott szerei. Leggyakrabban az angina pectoris és a kongesztiv szivelégtelenseg
kardiovaszkularis eredetli megbetegedés gyogyszeres, mint peldaul a gasztrointesztinalis
motilitdszavarok, glaucoma vagy a potenciazavarok kezelésében is egyre hangsulyosabb
szerephez jutnak a nitroglicerin ¢és szarmazékai. SOt, inzulinszenzitizal6 hatdssal is
rendelkeznek, amelyet Aallatkisérletekben (Bajza és mtsai 2004) ¢és egészséges felnott
onkéntesekben (Kovacs eés mtsai 2000) is kimutattak. Annak ellenére, hogy a nitrat terdpia

hatékonysaga egyediilallo és megkérddjelezhetetlen, alkalmazdsa soran szdmos buktatoval
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kell szamolni, melyek koziil elsésorban a nitrat tolerancia és a nitroglicerin ,rebound” a

gyakorlati jelentdségiik miatt emelenddek ki (Parker és mtsa 1998).

A hosszantartd nitrdt terdpia komfortos alkalmazdsa érdekeében Kifejlesztették a
transzdermalis, nitroglicerin-felszabaditd rendszert, amely hosszantartd és egyenletes hatést
biztosit. Ennek eredményeként viszont, folyamatosan magas plazmakoncentracié alakul ki,
amely hemodinamikai nitrat toleranciat okoz, mikézben az antianginas hatas csokken (Parker
és mtsa 1984, Luke és mtsai 1987).

Nyilvanvalova valt, hogy a hemodinamikai nitrat tolerancia gatol nehany endogén adaptiv
mechanizmust, mint pl. a miokardialis prekondicio antiischemias hatasat (Szilvassy és mtsai
1994, Ferdinandy és mtsai 1995), a gasztrointesztinalis sphincterek non-adrenerg, non-
kolinerg relax&cidjat (Sari és mtsai 1998), ezenkivil inzulinrezisztenciat is eredmeényez (Bajza
¢s mtsai 2004). Ezt kovetden feltételezték, hogy a hemodinamikai nitrat tolerancia valamilyen
modon Osszefiiggésben all a Sadri és Lautt altal elsoként leirt taplalék-indukalt
inzulinérzékenység fokozodassal (Sadri és mtsa 1999). E feltételezésiiket késdbb széles
korben elfogadtdk, mint a leghatékonyabb NO-fiiggd endogén inzulinérzékenyitd

mechanizmust.

A nitratok hatasmechanizmusa

Mint koztudott, valamennyi gyogyszerként hasznalt szerves nitratvegyilet egyfajta
gyogyszer-eldanyag, vagyis ahhoz, hogy gyogyszerhatast fejtsenek ki tgynevezett
biokonverzi6 sziikséges, amely tulajdonképpen a nitratvegyiletek denitraciojat jelenti. Ennek
sordn nitrogén-monoxid (NO) szabadul fel és a tényleges biol6giai hatést ez a felszabadult
NO hozza létre. A NO-felszabadulasat tekintve a nitratvegylletek két csoportja ismeretes. Az
elsd csoportba sorolhatok azok, amelyeknél a farmakologiailag aktiv NO enzimatikus reakcid
sorén szabadul fel - Gn. enzimatikus NO-donorok - példaul, a nitroglicerin és szdrmazékai
(mononitrat, gliceril-dinitrét, izoszorbid-dinitrat). A masodik csoportba azon nitratvegytletek
tartoznak, melyekb6l a NO spontan szabadul fel — (n. nem enzimatikus NO-donorok - ,

példaul, a Na-nitroprusszid és a 3-morpholinosydnonimine (SIN-1).

A felszabadult NO atjut a sejtmembréanon és a citoplazmaban aktivalja az oldott allapotban
1év6 (szolubilis) guanilat-ciklaz (sGC) enzimet. Az enzim guanozin-trifoszfatbdl (GTP)

ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) keletkezését aktivalja. A cGMP, jelatviteli rendszeren
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keresztiil, protein-kinaz enzimek aktivalasaval csokkenti az intracellularis Ca?*-koncentréciét,

ey

L-arginine ﬁ—— L-citrulline

NO

guanylyl cyclase
GTP _w

cGMP

cGMP-dependent cGMP-regulated cGMP-regul
protein klrml) Cphospnodoﬂnmas) ion channels

e =l

cellular effects

3. dbra. NO/cGMP szignal kaszkad. Az abra leirasat lasd a szévegben. Forras: Koesling D, Friebe A.
Structure-function relationships in NO-sensitive guanylyl cyclase. In: Nitric oxide. Biology and
pathobiology 2000; 369-379

A nitroglicerint transzdermalis tapaszok forméajaban méar kozel harom évtizede alkalmazzak.
Ezt az adagolési format elsdsorban azért fejlesztették ki, hogy biztositsak a kényelmes, 24
orés, folyamatos nitroglicerin hatdst az antianginas kezelések soran. Azonban, a tapasz
alkalmazasa soran, mar az elsé 24 6ras nitroglicerin expozicié alatt jelentés hemodinamikai
tolerancia kialakulasat figyelték meg, amely az antianginds hatds csokkenésével jart, és e
hatascsokkenés tovabbi nitroglicerin ddzis emeléssel sem volt megsziintetheté (Cowan és
mtsai 1987). Igy valosziniivé vélt, hogy a transzdermalis nitroglicerin megszakitas nélkiil nem
alkalmazhatd. Megfigyelték azonban, hogy ha a nitroglicerin kezelése soran valtakoznak a

»tapaszos” és a ,,tapaszmentes” periddusok, a tolerancia kialakulésa sikeresen kivédhet6.

A nitrat tolerancia mechanizmusai

A nitrét tolerancia definicio szerint nem mas, mint a nitrovasodilatatorok hosszantartd
kezelése sordn kialakuld csokkent hemodinamikai, illetve antianginas nitrat hatas. A fent
emlitett jelenség, vagyis a nitrat tolerancia, a nitrovasodilatatorok megel6z6 terapias

alkalmazasa szempontjabol talan a legnagyobb kihivast jelentd korlat.
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Ismeretes, hogy a klinikumban alkalmazott gyogyszerek tolerancigjanak talan a leggyakoribb
oka a hosszantartd kezelés miatti felgyorsult gyogyszer metabolizmus, amelyet altalaban
enzim indukcid valt ki. Ennek alapjan nitrat toleranciaban is ezt feltételezték eldszor, azonban
szamos adat alapjan bebizonyosodott, hogy a tolerancia kifejlédésének kiilonboz6 fazisaiban
az egyes nitrovasodilatatorok plazmakoncentracio-értékei megegyeztek a terapia megkezdése
elétt mért plazmakoncentracio-ertékekkel (a teljes hemodinamikai és antianginas hatas
mellett) (Thadani és mtsai 1980). Késébbi megfigyelések alapjan ugy gondoltdk, hogy a
vaszkuldris nitrat tolerancia tulajdonképpen megegyezik az antianginas nitrat toleranciaval.
Ezen elképzelést arra alapoztdk, hogy az in vitro kialakitott nitrat tolerancia valoban megfelel
a vaszkularis hatasokhoz kialakitott tolerancidval. Az elmélet cafolhatd, mivel klinikailag a
nitrat tolerancia allapotaban a betegek fizikai terhelhetdsége egyébként is igen alacsony, az
ezt kdvetd nitrdt megvonas pedig a fizikai teljesitoképességet dramaian lerontja (Parker és
mtsai 1995). Ez a tény arra utal, hogy a kialakult nitrat tolerancia mellett szamottevd

antiischaemias hatas van.

Kétségtelen, a szakirodalomban manapsag szamos koncepcid, elképzelés létezik a nitrat
tolerancia mechanizmusat illetéen, am egyik sem tekinthet bizonyitottnak. Az egyik korai
hipotézis alapjan a nitratok a tartds alkalmazas kovetkeztében veszitenek hatékonysagukbol,
mégpedig azért, mert a nitrat-biotranszformaciohoz szikséges szulfhidril (-SH)-csoportok, az
—SH-csoportok deplécidja miatt egyre kisebb mennyiségben allnak rendelkezésre (Needleman
és mtsa 1973). Ezen SH-csoportok deplécidja/kimeriilése kovetkeztében a nitrat redukcid is
deficitessé valik, ebbdl kovetkezden a nitratok hosszantartdé adagolasa soran, beldliik egyre
kevesebb NO keletkezik. Ma mar elmondhato, hogy ez a legfeljebb torténeti jelentéségii
koncepcid elsésorban in vitro vaszkularis toleranciaval fliigg 6ssze. A fenti, meglehetésen
ingatag experimentalis adatokon nyugvo megéllapitast megcéafoltak, tudniillik az SH-csoport
talkindlat még in vitro kortlmények kdzott sem fliggeszti fel a nitrat toleranciat (Gruetter és
mtsa 1986, Abdollah és mtsai 1987), masfeldl a nitrat toleranciaban in vivo korilmények
kozott a nitroglicerinbdl torténd NO képzés sem valtozik bizonyitottan (Laursen és mtsai

1996).

Tulajdonképpen e koncepcid alapja egy félreértelmezett jelenség, mert nitrat toleranciaban a
nitroglicerin vasodilatator hatasa SH-donor alkalmazésaval részben visszatér (May és mtsai
1987, Packer és mtsai 1987). Tovabba, azt is megfigyelték, hogy SH-donor egyideji

jelenlétében a nitratok vasodilatator hatasa feler6sodik (Horowitz és mtsai 1983, Winniford és
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mtsai 1986). A jelenlegi tudoméanyos szemlélet alapjan, a szulfhidril-deplécios felteves
tulajdonképpen a szulfhidril-csoportot tartalmazo szerek és a nitratok kdzotti, egymas hatasat

segitd kolcsonhatés félreértelmezése (Parker és mtsa 1998).

Egy maésik, nevezetesen a neurohumordlis elmélet alapjan Ugy Vélték, hogy a nitratok
adagoldsa  kozben szamos ellenregulacios mechanizmus  aktivalodik, megpedig
katekolaminok, endotelin, renin és egyéb vasoaktiv hormon illetve neurotranszmitter
felszabadulasa altal (Parker és mtsai 1991). Természetesen ez a tedria sem tlinik bizonyosnak,
mivel néhany évvel kés6bb ugyanez a munkacsoport illetve egy masik kutatocsoport, szinte
azonos mennyiségii kisérleti adatot sorakoztatott fel a neurohumoralis koncepcio ellen és
mellett is (Parker és mtsa 1993, Katz és mtsai 1991).

A nitrat tolerancia ugynevezett szabadgyok-hipotézise szerint, a hosszantartd nitratkezelés
ideje alatt fokozddik az oxigén-szabadgyok képzddése, ami a nitratokbol képz6dé NO-t
semlegesiti, illetve peroxinitritté alakitja. Ennek eredményeként a nitrat hatas csokken. Bér, a
nitrat tolerancia antioxidansokkal kedvezden befolyédsolhato allatkisérletekben is és a klinikai
alkalmazas sorén is, val6jaban az elmélet megalapozottsaga mégis kérdéses, mivel a nitrat

tolerancidban a NO képzddése nem csokken (Laursen és mtsai 1996).

Ujabb elképzelés alapjan fogalmazodott meg a megvaltozott cGMP metabolizmus
koncepciodja, mely szerint a nitrat toleranciaban a NO hatés jelatviteli Gtvonalaban van a hiba.
Bar jelentés mennyiségii allatkisérletes adattal megfeleléen bizonyitott ez a tedria, vagyis,
hogy a nitrat tolerancia alapja a megvaltozott cGMP metabolizmus lenne, am az elmélet

klinikai bizonyitékai hidnyoznak (Axelsson és mtsai 1979).

A nitrét tolerancia és a kardioprotektiv mechanizmusok

A tolerancia fogalma farmakolOgia értelmezés szerint azt jelenti, hogy a meghatarozott
gyogyszer hosszantartd adagolasa kdvetkeztében, az eredetileg hatékony doézis/adagolasmaod
mellett csokken, vagy akar elvész a gydgyszer hatékonysdga és a terapias hatds kivaltasat
egyre magasabb ddzis adagolasaval lehet csak elérni. Ez a jelenség, azaz a tolerancia bizonyos
gyogyszerek esetében jol ismert (pl. sympathomimeticumok, analgeticumok), de a nitrat
tolerancia a hagyomanyos értelemben vett gyogyszertoleranciatél tobb szempontbdl is
kulonbozik. Az egyik ilyen Iényeges farmakoldgiai kilonbség, hogy a hemodinamikai nitrat
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tolerancia a dozis emelésével nem sziintetheté meg (Parker és mtsa 1998). A masik, alapvetd
jelentéségli  megfigyelés, hogy a nitrat tolerancia 4allapotdban az endogén NO
kardiovaszkularis és gasztrointesztinalis hatasaival szemben kereszt-tolerancia alakul ki
(Szilvassy és mtsai 1994, Ferdinandy és mtsai 1995, Szilvassy és mtsai 1997, Ferdinandy és
mtsai 1998, Sari és mtsai 1998).

2.3. A kolecisztokinin

A Kolecisztokinin (CCK) a gyomor-bélrendszer gastrin-csaladjaba tartozo peptid. Szekrécidja
a duodenumban és a jejunum proximalis részén levo un. I-sejtekbol torténik (Larsson és mtsai
1978). Ezenkivil a CCK jelen van a szervezet egyéb idegi struktaraiban is, valamint a
hasnyalmirigy Langerhans-szigetei koriil, ahol valdsziniileg szerepe van a B- és az a-Sejtek
miitkodésének szabalyozasaban, mivel az inzulin és a glukagon felszabadulasat fokozza
(Rehfeld és mtsai 1980).

A CCK a célsejteken a megfelelé CCK-receptorokhoz (CCK-1 és CCK-2) koétédve fejti ki a
hatasat. Specifikus CCK-receptorok talalhatok a hasnyalmirigyben, az epehdlyagban, az
oesophagealis sphincterben, az ileumban és a vastagbélben, illetve ezen kivil az agyban és a
periférias idegek némelyikében.

A CCK-receptorokat két osztilyba sorolhatjuk a ligandjaikat kotd szelektivitdsuk alapjan
(Noble és mtsai 1999):

1. CCK-1 receptor, vagy periférias-receptor (régebbi neve: CCK-A receptor; A: alimentary)

2. CCK-2 receptor (régebbi neve: CCK-B receptor; B: brain)
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CCK-1 (CCK-A; A = alimentary) | CCK-2 (CCK-B; B = brain)

periféridsan: hasnyalmirigy,
eléfordulas epehdlyag dominansan az agyban
centralisan: hypothalamus

kotédési . ) . .
L sziikséges a szulfatalt CCK nem szikséges a szulfatalt CCK
szelektivitashoz
CCK-8, azonos affinitassal koti: CCK-8,
kotodési
o CCK-4 (gyenge) CCK-4,
affinitas . .
gasztrin (gyenge) gasztrin

1. Tablazat. A CCK-receptorok csoportositasa és jellemzése

A CCK-hataés és jelatvitel
Valészintsithet6, hogy a CCK-1 receptoron keresztil megvaldsuld hatas neuronalis, a nervus

vagus afferens idegeken keresztil valdsul meg (Sternini és mtsai 1999).

Amikor a CCK-receptor megkéti a CCK-t, a sejtmembran intracellularis oldalan a G-fehérje
aktivélja a foszfolipdz-C enzimet (PLC), amely a membranhoz kététt. Az aktivalt enzim ezt
kovetden atalakitja az inozitol 4,5-bifoszfatot (IP,) inozitol 1,4,5-trifoszfatta (IP3s) és diacil-
glicerolla (DAG).

A DAG protein kindz-C (PKC) enzimet aktival, amely a sejtben foszforildlja a
hormonhatésért felelos fehérjéket.

Az IP; a sejt kalcium raktaraibol Ca®*-t szabadit fel, ezaltal megnévelve az intracellularis Ca**
szintet. A magas intracellularis Ca*" -szint pedig aktivélja a kalcium-kalmodulin-dependens
protein-kinazokat (Berridge 1987, Nishizuka 1988, Roettger és mtsai 1995).

Mint ismeretes, antagonistak alkalmazasaval bizonyos élettani funkciok szabalyozasaban reszt
vev0 anyagok vizsgalata lehetévé valik. Az antagonistak blokkoljadk a vizsgélt anyag
kotodését a receptordhoz, mikdzben maguk nem valtanak ki bioldgiai hatast, mely ennek
eredményeként csokken vagy teljesen gatolt lesz. A CCK-receptor antagonistai kozil a

legfontosabbak az antibiotikum szarmazékok (pl. asperlicin), a benzodiazepin szarmazekok
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(pl. devazepid) és az aminosav szarmazékok (pl. proglumid) (Bock és mtsai 1986, Chang és
mtsa 1986, Hahne eés mtsai 1981).
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3. Célkitiizések

A nitrogén-monoxid koztudottan egy igen fontos molekula, amely kiilonbozé szabalyozo
funkcidkkal bir a kardiovaszkularis rendszerben, az immunfolyamatokban és az
idegrendszerben. A véredenyekben a NO az endotélium-fiiggé vazodilatacioban kozvetit
(Palmer és mtsai 1987, Ignarro és mtsai 1987), a kdzponti és a periférids idegrendszerben
pedig, mint Ggynevezett rendkivili neurotranszmitter (Garthwaite 1995) jatszik fontos
szerepet. Kimutattadk, hogy a NO-szintdz szisztémas gatlasa inzulinrezisztenciat okoz (Sadri
¢és mtsai 1997), amely azonban k6zonbositheté a 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) - amely
egy NO-donor - intraportalis beadasaval (Lautt 1999). A fenti megéllapitasok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a NO donorok, megfelel6 dozisban, olyan gyogyszerekként
szolgélhatnak, amelyek fokozzék az inzulinérzékenységet.

A transzdermadlis nitroglicerin az angina megelézésére hasznalt dozisban elnyomja a gliikdz-
stimulalt inzulin felszabadulast, mégpedig az inzulinérzékenység novelésével (Kovacs és
mtsai, 2000). Ez a megfigyelés kozvetetten tdmasztja ald a periférias inzulinérzékenység
nitrerg szabalyozasanak elképzelését (Shankar és mtsai 1998, Shankar és mtsai 2000) az
inzulinrezisztencia kezelésében és/vagy a diabétesz mindkét tipusaban. A nitratok hosszutavu
hasznalata ugyanakkor gyakran kapcsolatban all a tolerancia kialakuldsaval, amellyel a
terapias hatas gyengiil. S6t, az endogén nitrerg mechanizmusok a nitrat tolerancia allapotaban

komolyan karosodnak.

A téplalék-indukalt endogén inzulinérzékenyit6 mechanizmus gatolhaté proglumiddal, amely
egy kolecisztokinin (CCK)-receptor antagonista (Peitl és mtsa 2007). Tovabba felmeriilt,
hogy a CCK-1 receptorok funkcionalis integritasa elofeltétele a taplalék-indukélta
inzulinérzékenység kialakulasanak, hisz a genetikailag CCK-1 receptor hianyos patkanyokban
a postprandidlis és bazalis inzulinérzekenység egyarant csokkent (Peitl és mtsai 2010).
Kimutattak, hogy a neurondlis eredeti NO magéaba foglalja a CCK gasztrointesztinalis
motilitasra és szekreciora gyakorolt hatasat (Sari es mtsai 2004, Palvolgyi és mtsai 2005) és a

CCK-NO utvonal tamadhaté a hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban.
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E megfontolasokbol kiindulva a kisérletes munka fo célkitiizései az alabbiak voltak:

1. az akut és a szubkrdnikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatasainak 6sszehasonlitasa és az

inzulinrezisztencia kialakulasanak vizsgalata éber nyulakban,

2. a nitrat tolerancia hatasanak és a CCK potencialis szerepének vizsgalata a taplalek-indukalt

inzulin szenzitizacio jelenségére nyulakban.
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4. Anyagok es modszerek

Vizsgalataink soran minden allatkisérletet a laboratoriumi allatok védelmérdl és hasznalatarol
sz0l6 (NIH publications No. 85-23, 1996; NIH publications No 85-23, 1985) rendelkezések és
az ezzel osszhangban 1év6, a Debreceni Egyetem helyi etikai iranyelveinek a betartasaval
végeztiik (6/2007/DE MAB).

41. Az akut és a szubkronikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatdsainak

0sszehasonlitasa és az inzulinrezisztencia kialakulasanak vizsgalata éber nyulakban

A Kkisérletekinkben 3-3.2 kg sulyd, him New Zealand tipust fehér nyulakat (Charles-River
Laboratories, lIsaszeg, Hungary) hasznaltunk, amelyeket standard allathazi korilmények
kozott tartottuk, azaz biztositottuk szamukra a 12-12 6ras vilagos/sotét periddust, 22-25 °C
hémérsékletet és az 50-70 %-os relativ paratartalmat. Az allatokat egymastol elkilondlten
(egy nyul/ketrec) (Techniplast, Italy) helyeztiik el, standard laboratériumi tappal (Charles-
River Laboratories, Isaszeg, Hungary) etettiik s csapvizzel itattuk ad libitum, majd a 2 hetes
adaptacids periddus utan csoportositottuk Oket a vizsgalatainkhoz a megfeleld kisérleti

protokollok alapjan.

Miteti beavatkozas

A mitétet aszeptikus koriilmények kozott végeztikk el. A nyulakat i.v. bolus 10 mg/kg
diazepammal (Sigma, St Louis, MO) és 5 mg/kg ketaminnal (EGIS Pharmaceuticals Ltd.,
Budapest, Hungary) altattuk el. F4jdalomcsillapitast helyi érzéstelenitd s.c. adasaval (Lidocain
1%, EGIS, Hungary) egészitettiik ki. Polietilén katétert helyeztiink a juguléris véna két agaba,
inzulin és glukdz infazibdhoz, illetve a vénas vérminta (max. térfogat 0.5 ml) vételéhez, amely
a methemoglobin meghatarozasahoz volt szilkséges. A methemoglobin meghatarozds ABL
625 System hasznalataval tortént (Radiometer A/S, Copenhagen). Egy masik, a bal carotis
artéridba helyezett polietilén katéter pedig egy Statham P23 DB transducerhez (Gould,
Balainvilliers, France), azon keresztil pedig egy Experimetria (EXP-2, Budapest, Hungary)
multiscriptorhoz csatlakozva az artérias kozépnyomas mérésere szolgalt. A katétereket a nyak
artérias vérminta kinyeréséhez. A katétereket natrium-heparinos (100 1U/ml) oldattal toltottik
fel.
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Intravénas glikoz felhasznalas

A nyulak fizioldgias sooldatban oldott izotdnias glikozt kaptak intravénas bolusban (0.5
g/kg), 15 ml térfogatban, 2 percen keresztil infGziés pumpa segitségével (B.Braun,
Melsungen, Germany). Az infuzié el6tt, majd az infuziot kovetd 10, 30, 60, 120 és 180
percben artérids vérmintat vettink, vércukor és plazma inzulin meghatarozashoz. A glikézt
glukoz-oxidaz modszer segitségével mértilk, a plazma inzulin immunoreaktivitast pedig
radioimmunoassay (RIA) segitsegével, Izinta (Isotope Institute, Budapest, Hungary) inzulin
RIA Kit-et hasznalva.

Hiperinzulinémias euglikémias gliikdz clamp (HEGC)

Az egyik vénas katéteren keresztil human inzulint (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark)
infundaltunk 13 mU/kg dozisban 120 percen keresztil. Ez az inzulin infuzié a plazma inzulin
immunoreaktivitast korulbeltl 100 = 5 pU/ml-re allitja be. A vér glikézkoncentraciojanak
meghatarozasdhoz a vérmintdkat (0.3 ml) az artérias kaniilb6l vettik 10 perces
idointervallumokban. A masodik vénas kanilon keresztiil, a glikdz infuzid sebességének
megvaltoztatasaval a vér glukdzkoncentraciéjat 5.5 + 0.5 mmol/l értéken tartottuk fenn
(euglikémia). Amikor a vér gliikdzszintje stabilizalodott kb. 30 percre, ezt az allapotot
tekintettiik a steady state allapotnak. Ez tobbnyire az inzulin infuzié megkezdését kovetd 100
percen belll kialakult. A steady state allapotban tovabbi vérmintakat vettiink (0.5 ml) 10
percenként plazma-inzulin meghatarozasahoz. A a steady state ideje alatt mért gliikdz inflzios
sebesseget (mg/kg/min) az inzulin szenzitivitas jellemzésére hasznaltuk (DeFronzo és mtsai
1979).

Hemodinamikai nitrat tolerancia indukcidja

Hemodinamikai nitrat toleranciat folyamatos transzdermalis nitroglicerin expozicioval
indukaltuk az alabbi modon: nyulak leborotvalt mellkasara transzdermalis nitroglicerin
tapaszt alkalmaztunk (Nitroderm TTS 5, Ciba Hungaria, Budapest, Hungary), amelybdl 7
napon keresztil folyamatosan korulbelll 0.07 mg/kg/h nitroglicerin szabadult fel. A nitrat
tolerancia kialakulasat a nitroglicerin intravénas teszt dézisara (30 pg/kg) adott hipotenziv
valasz hianya mutatta, amig a kontroll allatoknal a tesztdozis az artérids kozépnyomas tobb
mint 20 %-o0s csokkenését okozta. A hipotenziv allapotot 6 6ran keresztil tart6 transzdermalis
nitroglicerin alkalmazasaval tartottuk fenn. gy a folyamatos, 6 éra idétartamu transzdermélis

nitroglicerin kezelést a nontoleradns allapot nitroglicerin hatdsénak tanulméanyozasara
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alkalmaztuk, mig a folyamatos, 7 napos TTS tapasz expozicidt a nitrat tolerancia hatasanak

vizsgalatara hasznaltuk.

A kisérlet leirasa

Egy héttel a miitét utan a nyulakat véletlenszertien 3 f6 csoportba osztottuk. Az 1. csoport (n =
12) a cukorterheléses vizsgalatokban vett részt, mig a 2. (n = 24) és 3. (n = 24) csoport a
hiperinzulinémias euglikémias clamp kisérletben. Az 1. csoport nyulait tovabbi 2 alcsoportba
randomizaltuk amelynek egyik csoportjat 7 napon keresztlil transzdermalis, nitroglicerin
tartalm tapasszal kezeltiik, amelybdl folyamatosan kb. 0.07 mg/kg/h nitroglicerin szabadult
fel, a masik csoport pedig placebo tapasz kapott 7 napon keresztill folyamatosan. Minden
tapaszt naponta Ujra cseréltlink és 6 déraval az utolso tapasz eltavolitasa utan elkezdtik az
intravénas glukozfelhasznélasi vizsgélatokat.

A 2. csoport nyulait hasonloképpen két alcsoportba randomizaltuk, majd 6 6raval az utolso
tapasz eltavolitasa utan meghataroztuk az inzulinérzékenységet hiperinzulinémias euglikémiéas
clamp maddszer segitségével.

A 3. csoport nyulait 4 alcsoportba (n=6) osztottuk, melyek kozil 6 allat kapott TTS 5 tapasz-
kezelést 6 6ran keresztul, melynek 3. drajaban elvégeztik a HEGC-t (azaz transzdermalis
nitroglicerin jelenlétében, nontolerans allapotban). A 3 o6ras transzdermalis nitroglicerin
expozicio azért fontos, hogy kikiiszoboljiik a kezdeti vérnyomascsokkenésbdl fakado
gondokat, amelyek befolyasolhatjak az inzulinérzékenységet. A masik alcsoport TTS 5
kezelést kapott 7 napon keresztul folyamatosan és a HEGC-t az utolsé napon végeztik (azaz
transzdermalis nitroglicerin jelenlétében, tolerans allapotban). A két kontroll csoport pedig
placebo tapaszokat kapott a megfeleld kezelési periodus alatt.

A glukézfelhasznalas és az inzulin clamp vizsgalatok elvégzése utan megbizonyosodtunk a
nitrat tolerancia hidnyardl vagy meglétérdl, ami tulajdonképpen a nitroglicerin intravénas
tesztdozisanak (30 pg/kg) a vérnyomas valtozasara adott valaszaban illetve annak hianyaban

nyilvanult meg.
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4. abra. A vizsgalat sematikus megjelenitése. PLAC: placebo, TDNG: transzdermalis nitroglicerin, NG:
akut nitroglicerin (a magyarazatot Id. a szovegben)

Statisztikai analizis

Az adatok elemzése ANOVA-val és az azt kovetd Bonferroni szerint modositott t teszt
segitségével tortént. A kapott eredményeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha P <0.05
(Wallenstein és mtsai 1980).

4.2. A nitrat tolerancia hatasanak és a CCK potencidlis szerepének vizsgalata a taplalék-

indukalt inzulin szenzitizacio jelenségére nyulakban.

A kisérlet leirasa

A nyulakat 7 napos akklimatizaciés periddus utan a nitroglicerin 1 perc alatt beadott
intravénas tesztddzisanak (30 pg/kg) alkalmazésaval teszteltiik hipotenziv valaszra (Szilvassy
és mtsai 1997). A vérnyomas maximalis csokkenése képezte az értékelés adatait. Azokat a
nyulakat, amelyeknél a nitroglicerin tesztdozisara nem mutatkozott szignifikans csékkenés a
vernyomasban, kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol. Az allatokat ezt kovetden randomizaltuk 3

{6 kisérleti csoportba.
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A Kkisérlet elsé csoportjanak allatai a RIST vizsgalat sorozatdban vettek részt, amelyben a
taplalék-indukalt inzulinérzékenyitd hatast vizsgaltuk éheztetett (la csoport) illetve az ujra
etetett nyulakon (1b csoport). A vizsgalatok e sorozataban Kifejezetten a taplaléknak az
inzulinérzékenységre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk.(Lautt 2007).

A masodik {6 csoport éber allatai a HEGC vizsgalatban vettek részt, melyben a teljes test
inzulinérzékenységét hataroztuk meg éheztetett (2a csoport) valamint Ujra etetett (2b csoport)
nyulakban.

A Kisérletsorozat 3. csoportjan vizsgaltuk az intraportdlis CCK infuzié hatasat az
inzulinérzekenységre. A kisérletet altatott nyulakon (thiopenthal 25 mg/kg i.v.) végeztik 24
oras ¢€heztetést kovetéen. A nyulak portalis véndjaba CCK oktapeptid szulfatot (CCKS)
infundaltunk 0.3; 1.0 és 3.0 pg/kg/h kumulativ dozisban 20 percen keresztiil a HEGC steady
state ideje alatt. A CCK legmagasabb inf(zids dozisanak végén maj mintakat vettiink cGMP
meghatarozashoz. E sorozat kontrolljaiként nitrat tolerans (4 db) és nem-tolerans (4 db)
nyulak szolgaltak, amelyek CCKS8 vivOanyag infuziot kovetden nem kaptak CCKS8 infuziot. A
Kisérletek e sorozata igazolta, hogy az intraportalis CCK8 infuzié okozhat inzulinérzékenyseg
fokozodast éheztetett nyulakban.

Ezt kovetden a f& csoportokat gy randomizaltuk, hogy voltak nyulak, amelyek
transzdermalis nitroglicerin tapaszt kaptak, amelybdl kb. 0.07 mg/kg/h nitroglicerin szabadult
fel, illetve amelyek placebo tapaszt kaptak 7 napon keresztiil. A tapaszokat naponta cseréltuk,
majd 1 oraval az utolso tapasz eltavolitasa utdn végeztik el a RIST- (1. csoport) illetve a
HEGC-mddszer (2. csoport) vizsgalat sorozatait. A RIST és a HEGC vizsgalatok befejezése
utdn megbizonyosodtunk a nitrat tolerancia jelenlétér6l vagy hidnyar6l, mégpedig a
nitroglicerin intraveénas tesztdozisanak (30 pg/kg) az artérias kdzépnyomas valtozasaira
gyakorolt hatasaival. Mindezt 4 6raval az utolso (7.) tapasz eltavolitasa utan, hasonl6 médon

hajtottuk végre, ahogy azt a 4 f6 csoportra vald randomizalas eldtt tettiik.
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Group 1, RIST Group 2, HEGC Group 3, HEGC
conscious conscious anaesthetized
starved re-fed starved re-fed Starved
Portal CCK
+ - + - + - + - + -

5. abra. A vizsgilat vazlata. Eheztetett (starved): a RIST vagy a HEGC médszer alkalmazasa el6tti 16
oras éheztetett periddus; Gjra-etetett (re-fed): az allatok 14 dran keresztiil éheztek, majd 2 éran keresztil
taplalkozhattak, miel6tt az inzulinérzékenységet meghatiroztuk; ,,+”: a nyulak nitroglicerin tapaszt
kaptak; ,,-””: a nyulak placebo tapaszt kaptak. (tovabbi magyarazatot Id. a sz6vegben)

A nitrat tolerancia meglétének igazolasa

A nyulakon folyamatos, 7 napon keresztil tarto transzdermalis nitroglicerin tapaszos, illetve
placebo tapaszos kezelést alkalmaztunk, melynek célja az volt, hogy kialakuljon a gliceril
trinitratra (GTN) adott vaszkularis tolerancia (Silver és mtsai 1991). A GTN vaszkularis
tolerancia kialakuldsarol a 7. napon bizonyosodtunk meg, az endotélium-mentes arteria
carotis gyurii preparatum izometrikus tenzidjanak tesztelésével (Szilvassy és mtsai 1994,
Ferdinandy ¢és mtsai 1995). Az 5 mm hosszu, izolalt arteria carotis gytri preparatumon
beallitottuk a nyugalmi tenziot (10 mN el6feszités), majd a norepinephrine ECs
koncentraciojaval eldfeszitettik. A gytriket ezt kovetéen a GTN  kumulativ
koncentracidjanak tettk ki fél-logaritmusos novekedessel. A fél-maximélis relaxacio
kivaltasahoz sziikséges GTN koncentracid 0.091 = 0.012 mM volt a vivéanyaggal kezelt, non-

tolerans gyiriin, mig 1.72 = 0.19 mM a GTN-kezelt, tolerans gy{irti esetében (P < 0.05).

RIST (Rapid Insulin Sensitivity Test)

A korabban Lautt (Lautt és mtsai 1998) altal leirt rapid insulin sensitivity test”-en (RIST)
kisebb modositast hajtottunk végre, hogy a nyulkisérleteinkben alkalmazhassuk. A kisérlet
soran az artérias és a vénas kanult (Vygonile V G22, Vygon GmbH & Co., Aachen,
Germany) bevezettiik az arteria illetve a vena auricularisba, majd az &llatokat pihenni hagytuk
korllbeltl 30 percig, hogy az élettani paraméterek stabilizalodjanak. Ezt kovetGen, 5
percenként az artérids vérbdl meghataroztuk a vércukorszintet. A hirom egymast kovetd

vércukorszint mérésének atlaga jelentette a kontroll értéket; majd a vénas kanllon keresztil 5
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percig tartd folyamatos 50 mU/kg inzulin (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark) inflziot
adagoltunk infGziés pumpa segitségevel (Syringe Pump 11 Plus — Harvard Apparatus,
Holliston, Massachusetts, USA). Az inzulin hipoglikémias hatasanak ellensulyozasara glikéz
infuziét (TEVA, Debrecen, Hungary) is elkezdtiink adagolni, oly médon, hogy a fent emlitett
atlagolt kontroll érték fenntartdsat biztositani tudjuk. Az a teljes glikdzmennyiség
(mg/testsaly kg —ban kifejezve), amely az inzulin hipoglikémias hatasanak ellensulyozasahoz
szlikséges, illetve hogy fenntartsa a kontroll vércukor szintet, az un. RIST index, amely a

teljes test inzulin érzékenységének a mutatoja (Peitl és mtsa 2007, Peitl és mtsai 2005).

HEGC (hiperinzulinémias euglikémias glikoz clamp mddszer)

A nyulak arteria és vena auricularisaba kanult helyeztink (Vygonule V 22, Vygon GmbH &
Co., Aachen, Germany). A gliikdéz- és az inzulin influzids szarakat 3-agu csapon keresztiil
csatlakoztattuk a vénas kaniilhdz, majd 30 perces stabilizacios periodus utén infazids pumpa
segitseégével (Syringe Pump 11 Plus — Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA) 10
mU/kg human inzulint (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark) infundaltunk 120 percen
keresztil az egyik vénas inflzios szaron at. Ez az inzulin infuzios sebesség azt eredményezte,
hogy a plazma inzulin immunoreaktivitas értéke 100 + 5 pU/ml volt a steady state ideje alatt.
A vércukorszint meghatarozasahoz 10 percenként vérmintakat (0.2 ml) vettink az artérids
kanulb6l. A vércukorszintet a masodik vénas infuzidos kaniilon keresztiil inditott, valtakozé
sebességli gliikoz infizid révén kb. 5.5 £ 0.5 mmol/l értéken tartottuk (euglikémia). Amikor a
vércukorszint legalabb 30 percig stabilizalodott, akkor ezt az allapotot tekintettiik a steady
state &llapotnak. Ez, &ltaldban az inzulin infuzio kezdetét koveté 100 percen beliil megtortént.
A steady state allapotban tovabbi vérmintdkat (0.2 ml) vettink a plazma inzulin
meghatarozasahoz 10 perces intervallumokban. A steady state ideje alatt megfigyelt gliikdz
infuzids sebesseg (mg/kg/min) jellemezte az inzulinérzékenységet (DeFronzo és mtsai 1979).
Minden clamp meghatarozast egy megel6z0, 16 o6ras éhezési periddust kovetden végeztiink el.
Az artérids kaniilt a vérminta gyljtésén kiviil az artérids vérnyomas és a szivfrekvencia
monitorozasara is hasznaltuk. Ebben az esetben, az artérids kanilt egy jelatalakitohoz
(Statham P23DB transducer) kapcsoltuk, amely egy elektromanométerhez (Experimetria Kft.
Budapest, Hungary) csatlakozott (Szilvassy és mtsai 1994).
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A maj cGMP szintjének mérése
A maj cGMP szintjét RIA mddszerrel (Szilvassy es mtsai 1994), Amesham kit hasznalataval,
méajmintakbol hataroztuk meg, amelyeket a CCK8 infzio befejezése utan azonnal kivettlnk.
Az inter- és intra-assay eltérések nem haladtdk meg az 5 %-ot. A mintékat nitrat tolerans és
nem-tolerans &llatokbol vettuk.

Statisztikai analizis

Az adatok elemzése ANOVA-val, és az azt kovetd Bonferroni szerint modositott t teszt
segitsegével tortént. A kapott eredményeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha P <0.05
(Wallenstein és mtsai 1980).
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5. Eredmenyek

5.1.Az akut és a szubkronikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatasainak

0sszehasonlitasa és az inzulinrezisztencia kKialakuldsanak vizsgalata éber nyulakban

A hemodinamikai nitrat tolerancia hatdsa a hemodinamika alapjaira és a
methemoglobin keletkezésére

A transzdermadlis nitroglicerin hatdsara a tapasz felhelyezését kovetd 30. percben atmeneti
csOkkenés tapasztalhatd az artérids kdzépnyomasban, mikodzben a szivfrekvencia értéke
szignifikansan nem valtozott. A folyamatos 7 napig tartd nitroglicerin felvétel a
szivfrekvenciat szignifikdnsan megnovelte a nitroglicerin tapasszal kezelt csoportban. A
szivfrekvencia novekedése statisztikailag szignifikans volt a folyamatos tapasz-expozicio 3.
napjatol 277 + 11, 280 + 14, 275 £ 9 és 281 + 15 1/perc a 3., 4., 5. illetve a 6. napon (P<0.05
versus control mindegyikre). Az alap artérias kozépnyomdas a 7 napos periddus alatt nem
valtozott sem az aktiv, sem a placebo tapasz alkalmazas hatasara. (2. tablazat)

A methemoglobin képzddés 1 % alatti volt a kisérlet teljes ideje alatt és nem valtozott a

hemodinamikai nitrat tolerancia kialakulasaval sem (az adatok nincsenek feltlintetve).

MABP (Hgmm)
3 oraval a
Tapasz ] )
Csoport 30 perc 3 0ra 7 nap tapasz levétele
elott
utan
NG tapasz 86+4.9 70 £ 4.4* 82+5.2 82+3.6 8855
Placebo 85+5.2 84+6.1 82+49 85+5.5 87+4.6
Szivfrekvencia (b.p.m.)
3 oraval a
Tapasz ) )
Csoport 30 perc 3 0ra 7 nap tapasz levétele
elott ]
utan
NG tapasz 241 + 17 255+ 15 239+9 284 + 10* 279 + 12*
Placebo 252+ 14 258 + 10 239+ 16 241+ 8 238 + 12

2. Téablazat. A transzdermalis nitroglicerin hatdsa az éber nyulak artérids vérnyomasara és
szivfrekvencidjara Az adatok 6 &llat/csoport &tlagértékei + SD. ,,*”: a ,tapasz elotti” értékektdl
szignifikansan kiilonbozé értékek (P < 0.05).
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A nitrat tolerancia hatésa a glukozfelhasznalasra

A 3. tablazat adataibol jol latszik, hogy az intravénas gliikoz terhelés (0.5 mg/kg) a tolerans és
a kontroll allatokban egyarant hasonlé mértékben megnovelte a vér glikdzszintjét, bar a
plazma inzulinszintek szignifikansan magasabbak voltak a tolerans nyulakban, mint a kontroll

nyulakban.
Kontroll Tolerans
Mintavétel Glukoz ) Glukoz )
(min) (mmoll) Inzulin (LU/mI) (mmol/l) Inzulin (MU/mI)
0 (alapvonal) 55+04 29+4.0 5.6+0.6 52 + 6.6*
10 116+19 4659 12.7+2.8 113+ 7.7*
30 96+15 44 +5.1 89+1.8 114 +9.1*
60 6.2+0.8 39+4.0 6.7+14 81 +6.8*
120 58+0.6 35+3.2 6.0+£0.8 63 + 4.9*
180 54+05 32+3.6 5.5+0.6 54 +4.8*

3. Tablazat. A nitrat tolerancia hatasa az intravénas glikéz felhasznalasra (0.5 mg/kg), éber nyulak
estében. Az adatok 6 allat/csoport atlagértékei £ SD. A ,,*”: szignifikdns kiilénbség a tolerans és a nem-
tolerans inzulin-értékek kozott (P < 0.05). A ,,kontroll” = placebo tapasszal kezelt allatok, ,,tolerans” = az
allatokat az intravénas nitroglicerin hipotenziv hatasara toleranssa tettiik, egy megel6z6 folyamatos 7
napos transzdermalis nitroglicerin tapaszos kezeléssel (0.07 mg/kg/h).

A nitrat tolerancia hatésa az inzulinérzékenysegre

Kisérleteinkben a hiperinzulinémias euglikémias gliikéz clamp modszert alkalmaztuk. Amint
azt az 6. abra mutatja, a glukdz-infuzio sebessegének valtozasa, amely az inzulinérzékenység
valtozasanak felel meg, szignifikdnsan alacsonyabb volt a tolerans mint a nem tolerans

(Placebo) nyulakban.
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6. dbra. A nitrat tolerancia hatasa az inzulin érzékenységre, amelyet HEGC maédszerrel hataroztunk meg.
Az adatok 6 allat/csoport atlagértékei + SD, ,,*” tolerans versus placebo: szignifikinsan kiilonb6z6é
értékek P < 0.05.

A transzdermalis nitroglicerin hatasa az inzulinérzékenységre nitrat tolerancidban vagy
annak hianyaban
Az akut transzdermalis nitroglicerin kezelés az aktiv nitroglicerin tapaszos allatokban,

Osszehasonlitva a placebo tapaszos nyulakkal, szignifikinsan megnovelte az
inzulinérzékenységet, amely az euglikémia fenntartdsdhoz szlikséges glikoz infazio
sebességének ndvekedésében nyilvanult meg (7. abra). A hemodinamikai nitrat toleranciat
okozd 7 napos aktiv tapaszos felvétel az inzulin hipoglikémids hatasaval szembeni
rezisztenciajat okozta, fliggetlenil attél, hogy a hetedik napon jelen volt a nitroglicerin tapasz,

vagy sem. (7. abra).
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7. abra. A transzdermalis nitroglicerin hatasa az inzulinérzékenységre. Az adatok 6 allat/csoport
atlagértékei £ SD, ,,*” nitroglicerin versus placebo: szignifikansan kiilonb6zé értékek P < 0.05.

5.2. A nitrat tolerancia hatasanak és a CCK potencidlis szerepének vizsgélata a taplalék-
indukalt inzulin szenzitizacié jelenségére nyulakban

A transzdermalis NG hatasara kialakult hemodinamikai nitrat tolerancia

Amint azt az 4. tablazat adatai mutatjak, a transzdermalis NG alkalmazésa az 1. tapasz utan
szignifikans csokkenést okozott az artérids kdzépnyomasban, a szivfrekvencidban
bekovetkezO valtozdsok nélkiil. A 3. és a 7. tapasz nem okozott semmilyen valtozast e
paraméterekben. Harminc perccel az utolso tapasz eltavolitdsa utdn sem volt tapasztalhatd
valtozas a vérnyomasban és a szivfrekvenciaban sem.

A NG (30 pg/kg) intravenas tesztddzisa az arterids kozépnyomast 83 + 5.1 és 86 + 4.9
Hgmm-r6l 61 + 4.4 és 60 + 5.3 Hgmm-re csokkentette mindkét csoportban, a placebo
tapaszos és a NG tapaszos allatokban egyarant (P<0.01 mindketténél). Azokban a nyulakban,
amelyek 7 napig voltak kezelve placebo tapasszal, a tapasz eltavolitasa utan az intravénas NG
teszt dozisa csokkentette a vérnyomast 83 + 4.8 Hgmm-r6l 60 + 3.6 Hgmm-re (P<0.01), mig
az aktiv tapasszal kezelt allatokban a vérnyomas nem csokkent ugyanezen NG dozis adasakor.
Ez aladtamasztja azt a tényt, hogy az aktiv tapasszal kezelt nyulak csoportjaban kifejlédott a
hemodinamikai nitrat tolerancia.

Methemoglobin keletkezése a vizsgélat sordn nem haladta meg az 1 %-ot sem a tolerans, sem

a nem-tolerans allatokban.
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MABP (Hgmm)

4 oraval a
Csoport Tapasz elétt | 1. tapasz 3. tapasz 7. tapasz tapasz levétel
utan
NG tapasz 83+5.1 69 + 3.2* 85+4.3 84+55 85+6.0
Placebo 86 +4.9 85+44 84+55 82+54 83+4.38
Szivfrekvencia (b.p.m.)
3 oraval a
Csoport Tapasz elétt | 1. tapasz 3. tapasz 7. tapasz tapasz levétel
utan
NG tapasz 236 + 16 242 + 18 244 + 19 277 +14* 273 +14*
Placebo 241 + 22 248 + 16 237 + 22 248 + 20 23518

4. Téblazat. A transzdermalis nitroglicerin hatasa az artérias vérnyomasra és a szivfrekvenciara éber
nyulakban. Az adatok 6 allat/csoport atlagértékei + SD. A ,,*”: a,,tapasz el6tt” —i értékektdl szignifikansan
kiilonb6z6 értékek P < 0.05. Az adatok azt mutatjak, hogy a vérnyomas és a szivfrekvencia értékeiben a
maximalis valtozasok a tapasz feltételét koveté6 30 percen beliil bekovetkeztek. A tapasz levétel utani
értékeket 4 draval az utolso tapasz eltavolitasa utan hataroztuk meg.

A RIST index véltozdsa éheztetett és az Ujra etetett nitrat tolerans és nem-tolerans
allatokban

Az 8. abra adataibol lathatd, hogy a placebo tapaszos, Ujra etetett allatok RIST index értéke
kdzel a duplaja volt az éheztetett alomtarsaikénal mert értékeknek. Annak ellenére, hogy a
hemodinamikai nitrat tolerans nyulakat Ujra etettik, ez nem volt hatassal a RIST index
értékeire. A nitrat tolerans allatok posztprandialis inzulinérzékenysége szignifikansan
alacsonyabb volt a nem-tolerans alomtarsaik esetében mért értékekkel, az Gjra etetett és az

éheztetett nyulakban egyarant. (8. abra).
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8. abra. A nitrat tolerancia hatasa a taplalék altal kivaltott inzulin érzékenység valtozasara. A teljes test
inzulinérzékenység RIST és HEGC mddszerrel meghatarozott értékei éheztetett (fehér oszlop/fasted) vagy
Ujra-etetett (kockdas oszlop/re-fed) nyulakban. Minden oszlop 6 nyul/alcsoport adatait jeleniti meg. Az
adatokat a szamtani atlag és a kozépérték standard hibajaként adtuk meg. A ,,*”: (jra-etetett vs
éheztetett kozti szignifikdns kuldnbséget jelzi, ahol P < 0.05; A ,,+”: tolerans vs nem-tolerans kozti
szignifikdns kuldnbséget jelzi, ahol P < 0.05. (tovabbi magyarazat: lasd a szovegben ill. a roviditések
jegyzékében)

A HEGC modszerrel mért inzulinérzékenység éheztetett és Ujra etetett nitrat tolerans és
nem-tolerans allatokban

Amint azt a 9. dbra adatai mutatjak, a HEGC steady state alatt az euglikémia fenntartasahoz
szlikséges gliikdz infGzio sebessége magasabb volt az Ujra-etetett allatokban, mint a nem-
tolerans allatok megfeleld ¢heztetett értékei. A taplalékra adott valaszként megndtt az egész
test inzulinérzékenysége. A taplalék-indukalt inzulinérzékenység jelensége eltlint a nitrat

tolerans allatokbdl.

A CCKS inzulinérzékenyité hatasa a HEGC steady state allapotanak ideje alatt

A 9. dbra adatai alapjan lathatd, hogy a CCK8 ddézis-fiiggd modon novelte az euglikémia
fenntartdsdhoz sziikseges a glukdz infuzid sebessegét a HEGC steady state allapotanak ideje
alatt. A nitrat tolerdns nyulakban a CCK8 infuzi6 nem okozott valtozast az

inzulinérzékenységben.
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9. abra. A nitrat tolerancia hatasa az intraportalis CCK8 inzulinérzékenyité hatasara altatott nyulakban.
A HEGC ,steady state” ideje alatt a portalis véndba CCKS8-t infundaltunk névekvé dozisban (0.3-3.0
mg/kg/h). ,,Tolerans”: az allatokat toleranssa tettik a nitroglicerin (30 pg/kg) intravénas doézisanak
hipotenziv hatasdval szemben, amelyet egy megel6zé folyamatos 7-napig tartd, transzdermalis tapaszbdl
torténd nitroglicerin expozicio (0.07 mg/kg/h) elézott meg. ,,non-tolerant”: az allatok 7 napig placebo
tapaszt kaptak és az intravénas nitroglicerin teszt-dézisra (30 pg/kg) jelentds vérnyomas csokkenéssel
valaszoltak. Az adatokat, amelyek 6 nyul/alcsoport eredményeib6l szairmaztak, a szamtani atlag és a
kozépérték standard hibajaként adtuk meg. A ,,*”: szignifikdns kilonbség a GIR (glikéz iflzids rata)
értékei kozott CCK vs vivoanyag beadasa utan, P < 0.05; ,,+”: tolerans vs nem-tolerans, P < 0.05.

A CCKS8 inflizié hatasa a hepatikus cGMP-re a nitrat tolerans nyulakban

A 3 pg/kg/h CCK8 infaziora adott valaszként a hepatikus cGMP szint megemelkedett 0.22 +
0.07 és 0.13 + 0.04 pmol/mg nedves szdvetstlyrdl 1.11 + 0.09 és 0.19 + 0.04 pmol/mg nedves
szdvetsulyra, non-toleréans és tolerans allatokban egyarant.
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6. Megbeszélés

6.1. Az akut és a szubkronikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatasainak
0sszehasonlitasa és az inzulinrezisztencia kialakulasanak vizsgalata éber nyulakban

Az eredmények igazoljak azon korédbbi feltevésiinket, hogy a folyamatos, 7 napos
transzdermalis tapaszbol felszabaduld, megkdozelitéleg 0.07 mg/kg/h nitroglicerin az éber
nyulakban hemodinamikai nitrat toleranciat okoz (Szilvassy és mtsai 1997). A tolerans
allapotot az intravénas bolus nitroglicerinre adott hipotenziv valasz hianya jellemzi, amely az
intolerans nyulak esetében jelentés vérnyomas csokkenést okozott. Az eredmények tovabba
azt mutatjak, hogy a nitrat tolerancia nem csak a nitroglicerin vazodilatacios hatasanak
csokkenésére korlatozodott, hanem zavart okozott a szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban
is, mégpedig az inzulinérzékenység csokkenésével. Ez a felvetésiink a kisérleteink két
kiilonb6z6 paradigmajanak eredményeibdl adodott:

1. a plazma inzulin immunoreaktivitasa nagymeértékben novekedett a tolerans allatokban a
glukozvelvétel ideje alatt, és

2. a hiperinzulinémias euglikémias glikoz clamp vizsgélatok soran sokkal alacsonyabb
glikoz infazids sebesség tartotta fenn az euglikémias allapotot a HEGC steady state alatt a

nitrat tolerans allatokban, mint a nem-toleransokban.

Miutan ezen utdbbi modszer, vagyis a HEGC az inzulinérzékenység meghatarozasanak az an.
»arany standard”modszere, arra kovetkeztettiink, hogy a hemodinamikai nitrat tolerancia
csokkenti az inzulinérzékenységet, legalabbis a nyulakban. Tovabba, eredményeink
0sszhangban allnak a Kovacs és mtsai (2000) eredményeivel, miszerint a transzdermalis
nitroglicerin csokkenti az inzulin felszabadulast és noveli az inzulin-stimulélt glikozfelvételt
egészséges onkéntes férfiakban. A nitroglicerin e metabolikus hatdsa szintén gatolva volt a
~tolerans” allapotban.

Az elmult idészakban munkacsoportunk kisérletes eredményeivel demonstraltuk azt a néhany
endogén nitrerg mechanizmust, amely a nitrat tolerancidban kéarosodik. A prekondicionalast,
amelyet a leghatdsosabb kardioprotektiv mechanizmusként tartanak szdmon (Murry és mtsai
1986), nyulakban (Szilvassy és mtsai 1994, Szilvassy és mtsai 1997) és patkanyokban
(Ferdinandy és mtsai 1995) a nitrat tolerancia gatolja. Ezekben az esetekben a gyors kamrai
pacing felerésitette a prekondicionalas jelenségét, amelynek protektiv. mechanizmusat a

nitrerg idegek szenzoros-effektoros funkcidja aldtamasztotta (Csont és mtsai 1999,
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Ferdinandy és mtsai 1997). Sari és mtsai (1998) megfigyelték, hogy a nydl Oddi-sphincter
nonadrenerg-nonkolinerg relaxacioja, amely mint ismeretes alapvetéen egy nitrerg jelenség,
szintén komolyan karosodott a nitrat toleranciaban. Oroszi és mtsai (1999a) tovabbi
bizonyitékot szolgaltatott a nitrat tolerancia allapotaban bekovetkezd nitrerg szenzoros idegi
funkcio karosodasara. Ugy talaltak, hogy a kapszaicinnel kivaltott koronaria-vazodilatacio a
nitroglicerin  hipotenziv hatasaval szemben tolerdnssa tett tengerimalac szivében
szignifikdnsan kisebb volt. Hasonlo hatast értek el a NO szintézis gatlasa utan ugyanezen
modellben (Oroszi és mtsai 1999b). Tehat, a hemodinamikai nitrat tolerancia kévetkezménye
hasonlit ahhoz, ami lathat6 volt a NO szintézis gatlasa utan, 3 kiilonb6zo fajban, 4 kiillonb6z6

kisérleti minta hasznalataval.

A munkink legfébb megfigyelése tehat, hogy a hemodinamikai nitrat tolerancia
inzulinrezisztenciat indukal. Eredményeink 6sszhangban allnak a Lautt vezette munkacsoport
hepatic insulin senzitizing substance (HISS) mechanizmusanak uttoro felismerésével. Patkany
Kisérleteik adatai alapjan ugy gondoltak, hogy a post-prandialis inzulin felszabadulas aktival
egy neuralis mechanizmust, amely a majhoz futé plexus hepaticus anterior-hoz (PHA)
kapcsolodik és érzékeny a NO-szintdz gatlasara, s mely megnoveli a periférids szdvetek
érzékenységét az inzulin hipoglikémias hatasaval szemben (Lautt 1999). Lautt csoportja azt is
felveti, hogy ez a mechanizmus nitratok altal aktivalhato. Tovabbi vizsgalatban, Reaven - az
inzulin rezisztencia-szindroma elképzelés sziil6atyja (Reaven 1991) - a kollégéival egyutt
(Piatti és mtsai 2000) Ugy talélta, hogy a NO/cGMP utvonal megvéaltozasa lehet egy korai
esemény azokndl a nem-diabeteszes egyéneknél, akiknél csaladi kortorténeti a 2-tipusu
diabetesz, s hogy ezek a valtozasok osszefliggésben allnak az inzulinrezisztencia fokaval. A
periférias inzulinérzékenység szabalyozasaban, a NO szerepének jelentdségét illeten, a NO
feldisuldsa ujszerii terapids megkdozelitésként szolgalhat az inzulinrezisztencia kezelésében,
példaul szerves nitratok hasznalataval (Lautt 1999). Masfelol, McGowder és mitsai
eredményei (McGowder 1999) ugy tiinik, hogy nem tamasztjak ala ezt a feltételezést, mivel
6k gy talaltak, hogy az S-nitrosoglutathion, amely szintén egy NO donor, gatolja az inzulin
felszabadulasat egészséges normoglikémias kutyakban. A vizsgalatuk soran, az alkalmazott
doézisu nem-enzimatikus NO donor, szignifikans csokkenést produkalt a vérnyomasban. Tehat
a fajok kiilonb6z0sége €s az alkalmazott NO donorok kozotti kiilonbség mellett, a kifejez6dott
hipotenziv valasz elfedheti a NO donor metabolikus hatasait az ellenregulacios szimpatikus
reflex aktivalodason keresztiil (kutydkban), amely megmagyarazhatja az eredmények kdzotti
latszdlagos ellentmondast.

39



Vizsgalataink soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az akut nitrat tapasz alkalmazasa
soran az inzulinérzékenység megmarad, mig a 7 napos szubkronikus kezelés kdvetkeztében

fellépd hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban kialakul az inzulinrezisztencia.

6.2. A nitrat tolerancia hatasdnak és a CCK potencialis szerepének vizsgélata a taplalék-
indukalt inzulin szenzitizacio jelenségére nyulakban.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy éber nyulakban a hemodinamikai nitrat tolerancia allapota,
amely a transzdermalis nitroglicerin tapasz 7-napig tarté folyamatos alkalmazasa soran alakul
ki, kapcsolatban all a taplalék-indukalt inzulin érzékenység jelenségének az elvesztésevel. E
megfigyelésen Kivil, a kapott eredmények alatamasztjak azon kordbbi megfigyelésiinket,
miszerint a bazalis, ¢hgyomri teljes test inzulinérzé¢kenység jelentésen karosodott kronikus,
folyamatos nitrét tapasz viselése révén kivaltott hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban
(Bajza és mtsai 2004). Tovabbi eredeti megfigyelésiink, hogy az intraportalis CCK8
inzulinérzékenyitd hatasa karosodik hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban. Figyelembe
véve, hogy a CCK a post-prandialis inzulinérzékenyité mechanizmus fiziologias triggerének
tekinthetd (Peitl és mtsai 2007, Peitl és mtsai 2010), a jelen eredményeink eldrelépést
jelentenek azon mechanizmusok jobb megértésében, melyek feltételezéseink szerint a

taplalkozas kivaltotta inzulinérzékenység fokozddasban jatszanak szerepet.

Az az elgondolas, miszerint barmilyen eredetli, az NO-cGMP utvonalban bekovetkezo
hidnyossag az inzulinérzékenység csokkenését eredményezi, nem ujkeletli. Petrie és mtsai
(1996) egészséges oOnkéntesekben HEGC mddszerrel meghataroztadk a periférias
inzulinérzékeny szovetek cukorfelvételét és megbecsilték a kapcsolatot a teljes test
inzulinérzékenység és a feltételezett NO termelés kozott. Megallapitottdk, hogy az
endothelialis NO termel6dése és az inzulinérzékenység kozott pozitiv korrelacid létezik. Az
NO-cGMP ut jelentdségét tamasztja ala Piatti és mtsai (2000) vizsgalata, akik beszamoltak
arrél, hogy azok a nem cukorbeteg egyének, akiknél a csaladi anamnézis pozitiv a 2-tipusd
cukorbetegség el6forduldsara, azokndl inzulin rezisztencia all fenn, s emellett magasabb
plazma NO koncentracio mellett a cGMP képzddés is elégtelen, szemben azokkal az
egészséges Onkéntesekkel, akiknek a csaladi kortorténetiikben nincs diabétesz. A klinikai
vizsgalatok eredményeit aldtdmasztjdk azok az A&llatkisérletek sordn nyert eredmények,
melyek az NOS-gatlas hatasat vizsgaltdk a postprandiélis inzulinérzékenység fokozodasban.

Lautt és mtsai irtak le el6szor, hogy a HISS-mechanizmus nem specifikus NOS gatlo
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alkalmazasaval (L-NAME) gatolhato, s mely intraportalisan adott NO donor alkalmazésaval
helyreéllithatd (Sadri és mtsai 1999). Porszasz és mtsai (2003) azt is kimutattak, hogy a NO
valoszintsitett szarmazasi helye a majat ellato, a nervus vagus PHA-ban futd kapszaicin-
érzékeny szenzoros idegek, hisz az idegi eredetiit NOS-t gatld 7-nitroindazol valamint PHA
kapszaicin kezelésének hatasara a HISS mechanizmus kérosodik (Porszasz és mtsai 2002,
2003).

Jelen munkank eredményei alapjan (gy gondoljuk, hogy a taplalék-indukalt
inzulinérzékenyité mechanizmus hemodinamikai nitrat tolerancidban karosodik. Ennek
jelent6ségét a hemodinamikai terapias hatékonysag elvesztésén tl az adja, hogy amennyiben
a postprandialis inzulinérzekenység karosodasa hosszu tavon fennall, az manifeszt 2-es tipusu
cukorbetegség kialakulasahoz vezethet (Herczeg és mtsai 2007).

Feltételezzlik, hogy e mechanizmus héatterében egy kémiailag mindeddig meghatarozatlan
anyag felszabadulasa all, amely anyag feltételezések szerint a majbdl szabadul fel az
elfogyasztott taplalékra adott valaszként és érzékenyiti a periférias szoveteket, legféképpen a
vazizomzatot, az inzulin hipoglikémids hatdsara (Lautt 1999). Ezt a kémiailag
meghatarozatlan anyagot a feltételezett szarmazasi helye alapjan hepatikus inzulin
szenzitizal6 anyagnak (hepatic insulin sensitizing substance, HISS) nevezték el. A HISS
mechanizmus kisérletes megkdzelitésének vizsgalatara Lautt és mtsai a RIST mddszer (Reid
és mtsai 2002) alkalmazasat javasoltdk a hiperinzulinémias euglikémias glikdéz clamp
maodszer helyett, mely utdbbi a klinikai gyakorlatban a teljes test inzulinérzékenységének a
meghatarozasara alkalmas arany standard moédszer (DeFronzo és mtsai 1979). A RIST
modszer soran rovid idejii inzulin infazidval (altaldban 5 perc) atmeneti hiperinzulinémiat
okozunk, majd az inzulin hipoglikemizal6 hatasat cukor infuzié adasaval védjuk ki (Lautt és
mtsai 1998).

A hiperinzulinémids euglikémias clamp modszer ideje alatt, a plazma inzulin
immunoreaktivitasa 10-szer vagy ennél tébbszor magasabb szinten volt, mint a megfeleld
éhomi értek (s ami megfelel az egészséges poszt-prandialis csucsértéknek). Feltételezve, hogy
a HISS mechanizmust legalabb részben a hiperinzulinémia aktivalja, ugy gondoljuk, hogy a
hosszantartd stabil hiperinzulinémia miatt e mechanizmus aktivacidjanak magasabb foka
valésul meg a HEGC modszer esetén, mint a RIST metodika altal. Ugyanakkor a
hiperinzulinémia szerepét a HISS-mechanizmus aktivalasdban mindez ideig nem sikertlt
megnyugtatéan tisztazni, Lautt és mtsai hipotéziését (Lautt 1999, 2003) Peitl és mitsai

megkérddjeleztek (2009), s egyben felvetik, hogy a kolecisztokininnek (CCK) mediator
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szerepe lehet az étkezés hataséra kialakult inzulinérzékenység fokozddasaban (Peitl és mtsai
2010). Barmilyen moddszert hasznaltunk az inzulinérzékenység meghatarozasara, az
eredményeink tisztdn mutatjak, hogy periférias szovetek inzulinérzékenysége szignifikansan
megnovekszik, amikor az &llatokat egy ¢hezési periddust kovetden visszadllitjuk a
taplalkozasra, s ezen endogén inzulinérzékenyité mechanizmus hemodinamikai nitrat
toleranciaban géatolva van.

A jelenlegi eredmények kozvetetten is alatdmasztjak Peitl és mtsai, eredményeit (Peitl és
mtsai 2010), miszerint a CCK kulcs szerepet jatszik a postprandidlis inzulinérzékenyitd
mechanizmus aktivalasaban. Vizsgalataikban egyrészt kimutattdk, hogy CCK-receptor
antagonista proglumid alkalmazéasaval az étkezés kivaltotta inzulinérzékenyitd mechanizmus
gatolhatd. De nem csak farmakoldgiai Gton létrehozott CCK-1 receptor gatlas vezet inzulin
rezisztencidhoz. A genetikusan CCK-1 receptor hianyos Otsuka Long Evans Tokushima Fatty
(OLETF) patkanyokrdl ismert, hogy inzulin rezisztensek (Jia és mtsai 2001), emellett Peitl és
mtsai igazoltdk, hogy a CCK-1 receptor hianydban az OLETF é&llatokban a HISS
mechanizmus postprandialis aktivalodasa is elmarad (Peitl és mtsai 2010). Jelen munkank
tovabbi bizonyitékul szolgdl a CCK inzulinérzékenyitd hatasat illetden, hiszen a CCKS
intraportéalis dézisdnak fokozatos ndvelése dozis-fiiggd modon képes fokozni a teljes test

inzulin érzékenységet, s amely hatas nitrat toleranciaban teljesen gatolt.

A CCK szerteagaz¢d hatasspektruma és e hatasok nitrat toleranciaban torténd megvaltozasa
osszetett folyamatok eredménye, gyakran egymassal latszélag ellentéstes hatasokkal. Igy
példaul Szilvassy munkacsoportja kimutatta, hogy a CCK Oddi sphincter kontrakciét okozd
hatdsa hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban nem valtozik (Sari és mtsai 1998), mig
kiilonboz6 fajokban is tobb szerzd bizonyitotta a NO szerepét a HISS mechanizmusban (Sadri
és mtsai 1999, Porszasz és mtsai 2002, Moore és mtsai 2002). E latsz6lagos ellentmondas
magyarazataként szolgalhat az a feltételezés, hogy az exogén és endogén NO kozott kereszt
tolerancia alakul ki (Papapetropoulos és mtsai 1998). Természetesen, tobb mint valoszind,
hogy az oxidativ stressz szerepet jatszik a kereszt tolerancia kialakulasaban, mégpedig
vélhetden kiilonféle biokémiai mechanizmusok 4ltal a kiilonb6zd eredetli NO semlegesitése
révén. Tekintettel arra, hogy a reaktiv oxigén gyokok fontos mediatorai a hemodinamikai
nitrat tolerancidnak, ezért az oxidativ stressz taplalék-indukalta inzulin szenzitizaciora
gyakorolt hatdsanak elemzésére tovabbi kiegészitd kisérleteket nem végeztiink.
Nyulkisérletek eredményei alapjan elmondhatd, hogy a cGMP metabolizmusaban tortént

valtozasok fontos tényez6i a NO-fliiggd folyamatok deszenzitizacidjanak a nitrat tolerancia
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allapotadban. A cGMP foszfodiészteraz gatlok, mint amilyen a cicletanine és a zaprinast
képesek visszaforditani a hemodinamikai nitrat tolerancia allapotat, legaldbbis izolalt
érpreparatumokon illetve gastrointestinalis simaizomban (Szilvassy és munkacsoportjanak
kordbbi, még nem kozolt megfigyelése). A jelen vizsgélat eredményei alapjan lehetetlen
megmagyarazni, hogy a nitrat tolerancia vajon milyen mechanizmus &ltal rontja az
intraportalis CCKS8 inzulinérzékenyité hatasat. Mivel a nitrat tolerans allatok méajszovetében a
cGMP szintje sokkal kisebb mértékben novekedett CCK8 intraportalis adasara, mint a nem-
tolerans allatokban, igy a nitrat tolerancia kialakulasanak hatterében a fokozott cGMP
lebomlas sem zérhato ki.

43



7. Osszefoglalas

A NO inzulinérzékenyité szerepe tObbszordsen igazolt, s mivel ismert, hogy a NO
hemodinamikai hatdsaival szemben tolerancia fejlédhet ki, igy azt a célt tliztiik magunk elé,
hogy megvizsgaljuk, hogy vajon a nitrat tolerancia az inzulinérzékenyit6 hatassal szemben is
kialakul-e? Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az nitrat tapasz akut, egyszeri alkalmazéasa az
inzulinérzeékenységet javitja, mig a 7 napos, folymatos (nem intermittdlo) kezelés
kovetkeztében fellépé hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban inzulinrezisztencia alakul
Ki.

Mivel korabbi vizsgélatok kimutattdk a NO szerepét a taplalék kivaltotta inzulinérzékenység
fokozodas (HISS-) mechanizmusaban, s mivel a HISS-mechanizmus tartds karosodasa 2-es
tipusu cukorbetegség kialakuldsahoz vezethet, igy megvizsgaltuk azt is, hogy a kialakulo
hemodinamikai nitrat tolerancia miként befolyésolja a HISS mechanizmust? Megallapitottuk,
hogy hemodinamikai nitrat tolerancia esetében nem csak bazalis, éhgyomri
inzulinrezisztencia alakul ki, hanem postprandiélis inzulinrezisztencia is. Ezen tulmenden
Ujabb bizonyitékul szolgaltunk a CCK inzulinérzékenyitd hatdsat illetden, illetve azt is
kimutattuk, hogy a CCK inzulinérzékenyité hatasaban az NO-cGMP Ut kdzponti szerepet
jatszik.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az eredményeink alatamasztjak Kovécs és munkatarsai
(2000) azon eredeti megfigyelését, miszerint transzdermalis nitroglicerin tapasz
alkalmazasaval inzulinérzékenyité hatas valthato ki. Eredmenyeink ugyanakkor a helyesen
megvalasztott nitrat terapia jelentoségére is felhivjak a figyelmet, hiszen a nitrat terapia kétéla
fegyver lehet az iszkémids szivbetegségben szenveddk kezelésében, akiknél a hattérben

gyakran a metabolikus szindroma részeként inzulin rezisztencia allhat.
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8. Summary

Several studies have proved the insulin sensitizing effect of NO. Furthermore, it is also well
established that tolerance can develop against the hemodynamic effect of NO; therefore we
aimed to study whether the development of nitrate tolerance also results in tolerance against
the hypoglycaemic effect of insulin (i.e. insulin resistance). Our results showed that the acute
treatment with nitrate-containing patches improves insulin sensitivity, however a continuous
7-day (non- intermittent) treatment, which resulted hemodynamic nitrate tolerance also led to

insulin resistance.

Previous studies have revealed the role of NO in the mechanism of meal-induced insulin
sensitization (HISS-mechanism) and since the persistent impairment of the HISS-mechanisms
can lead to the development of type Il diabetes mellitus, we evaluated the effect of evolving
hemodynamic nitrate tolerance on the HISS-mechanisms. We concluded that continuous NO
exposure that induced hemodynamic nitrate tolerance was associated not only with basal,
fasted insulin resistance, but it also caused postprandial insulin resistance. Furthermore, we
provided novel evidence for the insulin sensitizing effect of CCK and it was proved that the

NO-cGMP pathway plays a central role in the insulin sensitizing effect of CCK.

Our results support the original observation of Kovacs et al. (2000), that transdermal
nitroglycerin-containing patch can generate insulin sensitizing effect. In addition, our results
put the scope on the importance of the schedule of nitrate therapy, because it can be a two
edges sword in the treatment of ischemic heart disease, where insulin resistance as a part of
metabolic syndrome can be in background of the disease.
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