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1. Bevezetés

A cukorbetegséggel kapcsolatos  kutatdsok  napjaink  orvostudomanyéanak  egyik
legdinamikusabban fejl6do 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
tényezéje. Népegészségligyi szempontbdl is Oriasi jelentéséggel bir. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) adatai alapjan vilagszerte mintegy 345 millié embert érint. Az iparilag
fejlett orszagokban az tigynevezett civilizacios betegségek kozé tartozik. Alapvetd befolyassal

bir az élettartamunkra, és az életmindségiinkre.

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 betegség 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.

Az inzulinrezisztencia definicidszerlien az az allapot, amelyben normalis mennyiségii inzulin

szubnormalis hatassal valaszol.

Fontos megjegyezni, hogy az inzulinrezisztencia a valddi cukorbetegseg nélkul is sz&mos,
legfoképpen sziv-érrendszeri szabalyozési zavar kiindulopontja, éppen ezért az inzulin

rezisztenciat a koszoruér-betegség fuggetlen kockazati tényez6éjének tekinthetjiik.
Az inzulin mennyiségének meghatarozasa

Mint ismeretes, az inzulin harom legfontosabb célszerve a zsirszdvet, az izomszdvet s a maj,

kdvetkezésképpen az inzulinrezisztencia is e szvetekben, illetve szervben alakul ki.



Centralis inzulinrezisztencia

A glikolizis, mint ismeretes a maj glikoztermelése, amely az inzulin hatasara csokken. Ez a
hatds koros koralmenyek kozott nem, vagy csak kis mértékben kovetkezik be, igy
inzulinrezisztencidban megemelkedik a maj glikoztermelése, és amennyiben a magasabb
inzulinszint a glukoztermelést nem képes csokkenteni, akkor kialakul a majsejtek

inzulinrezisztenciaja.
Periférias inzulinrezisztencia

Mint ismeretes, a legnagyobb glikozfogyasztd szovet az izomszdvet. 2-tipusu diabetesben,
basalis allapotban az izmok glukozfelvétele kismértékben ndvekszik. Inzulinrezisztencia
esetén a csokkent periférias glukozfelhasznalas és a maj fokozott gliikozleadasa egyuttesen

vezetnek hyperglykaemiéhoz.

A periférias inzulinhatas merési modszerei

Az inzulinrezisztencia kiilonb6zé modszerekkel mérhetd. Méréskor az inzulinnak a szervezet
glukdz-anyagcseréjére, illetve a vércukorszintre kifejtett hatasat veszik figyelembe. Az inzulin
vércukorszint-csokkent6 hatasa két tamadasponton keresztiil valdésul meg, mégpedig a
periférias cukorfelhasznalas stimulalasaval illetve a méj glikdzleadas gatlasaval. Mindezek
alapjan  elmondhat6, hogy inzulinrezisztencia allapotdban a csokkent periférias
glukozfelhasznalas és/vagy a maj megnovekedett gliikozleadasa hiperglikémiahoz vezetnek.
Az inzulin hatdsdnak mérésére manapsag szamos modszert alkalmaznak. Ezen mddszerek két
csoportja:
e indirekt modszerek:
a. oralis gliikdzterhelés (OGTT)
b. intravénas glikozterhelés (IVGTT)

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

c. inzulin-glikéz clamp (EGC)



A nitratok

A szerves nitrat vegyuletek, tébb mint egy évszazada a kardiovaszkularis betegségek széles
kdrben alkalmazott szerei. Leggyakrabban az angina pectoris és a kongesztiv szivelégtelenség
terapiajaban hasznaljak. Ezenkiviil az utébbi években mar szdmos nem kardiovaszkularis
eredeti megbetegedés gyogyszeres, mint példaul a gasztrointesztinalis motilitaszavarok,
glaucoma vagy a potenciazavarok kezelésében is egyre hangsulyosabb szerephez jutnak a
nitroglicerin és szarmazékai. S6t, inzulinszenzitizalé hatassal is rendelkeznek, amelyet
allatkisérletekben €s egészséges felndtt onkéntesekben is kimutattak. Annak ellenére, hogy a
nitrat terapia hatékonysaga egyediilallo és megkérddjelezhetetlen, alkalmazasa sordn szdmos
buktatoval kell szamolni, melyek koziil els6sorban a nitrat tolerancia és a nitroglicerin

,rebound” a gyakorlati jelentdségiik miatt emelenddek ki.

A hosszantartd nitrat terapia komfortos alkalmazasa érdekében Kifejlesztettéek a
transzdermalis, nitroglicerin-felszabadito rendszert, amely hosszantart6 és egyenletes hatast
biztosit. Ennek eredményeként viszont, folyamatosan magas plazmakoncentracio alakul ki,

amely hemodinamikai nitrat toleranciat okoz, mikzben az antianginas hatas csokken.

Nyilvanvalova valt, hogy a hemodinamikai nitrat tolerancia gatol nehany endogén adaptiv
mechanizmust, mint pl. a miokardialis prekondicié antiischemias hatasat, a
gasztrointesztindlis  sphincterek non-adrenerg, non-kolinerg relaxacidjat, ezenkivil
inzulinrezisztenciat is eredményez. Ezt kovetden feltételezték, hogy a hemodinamikai nitrat
tolerancia valamilyen moédon 6sszefliggésben all a taplalék-indukalt inzulinerzékenység
fokozddassal. E feltételezésiiket késobb széles korben elfogadtak, mint a leghatékonyabb NO-

fiiggd endogén inzulinérzékenyité mechanizmust.

A kolecisztokinin

A kolecisztokinin (CCK) a gyomor-bélrendszer gastrin-csaladjaba tartoz6 peptid. Szekrécidja
a duodenumban ¢és a jejunum proximalis részén levo Un. I-sejtekbdl torténik. Ezenkiviil a
CCK jelen van a szervezet egyéb idegi strukturaiban is, valamint a hasnyalmirigy
Langerhans-szigetei kortil, ahol valosziniileg szerepe van a B- és az a-sejtek miikodésének

szabalyozéaséaban, mivel az inzulin és a glukagon felszabadulasat fokozza.



A CCK a célsejteken a megfelel6 CCK-receptorokhoz (CCK-1 és CCK-2) kotédve 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

periférids idegek némelyikében.

Mint ismeretes, antagonistak alkalmazasaval bizonyos élettani funkciok szabalyozasaban reszt
vev0 anyagok vizsgalata lehetévé valik. Az antagonistak blokkoljadk a vizsgélt anyag
kotoédését a receptorahoz, mikozben 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

(pl. devazepid) és az aminosav szarmazékok (pl. proglumid).

2. Célkitiizések

A nitrogén-monoxid koztudottan egy igen fontos molekula, amely kiillonb6z6 szabalyozo
funkciokkal bir a kardiovaszkularis rendszerben, az immunfolyamatokban és az
idegrendszerben. A véredényekben a NO az endotélium-fiiggé vazodilatacioban kozvetit, a
kdzponti és a periférias idegrendszerben pedig, mint ugynevezett rendkivili neurotranszmitter
jatszik fontos szerepet. Kimutattadk, hogy a NO-szintaz szisztémas gatlasa inzulinrezisztenciat
okoz, amely azonban kdzonbositheté a 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) - amely egy NO-
donor - intraportalis beadasaval. A fenti megallapitasok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
NO donorok, megfelelé dézisban, olyan gyogyszerekként szolgalhatnak, amelyek fokozzak az

inzulinérzékenyseget.

A transzdermalis nitroglicerin az angina megel6zésére hasznalt dozisban elnyomja a glikkoz-
stimuldlt inzulin felszabadulast, mégpedig az inzulinérzékenység novelésevel. Ez a
megfigyelés kozvetetten tdmasztja ala a periférias inzulinerzékenység nitrerg szabalyozéasanak
elképzelését az inzulinrezisztencia kezelésében és/vagy a diabétesz mindkét tipusaban. A
nitratok hosszatavi hasznalata ugyanakkor gyakran kapcsolatban all a tolerancia
kialakulasaval, amellyel a terapias hatas gyengiil. SOt, az endogén nitrerg mechanizmusok a

nitrat tolerancia allapotaban komolyan karosodnak.



A téplalék-indukalt endogén inzulinérzékenyitd mechanizmus gatolhatd proglumiddal, amely
egy Kkolecisztokinin (CCK)-receptor antagonista. Tovabba felmerilt, hogy a CCK-1
receptorok funkcionalis integritasa el6feltétele a taplalék-indukalta inzulinérzékenység
kialakulasanak, hisz a genetikailag CCK-1 receptor hianyos patkanyokban a postprandialis és
bazélis inzulinérzékenység egyarant csokkent. Kimutattadk, hogy a neuronalis eredetli NO
magaba foglalja a CCK gasztrointesztinalis motilitasra és szekrécidra gyakorolt hatasat és a

CCK-NO utvonal tAmadhaté a hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban.

E megfontolasokbol kiindulva a kisérletes munka fo célkitiizései az alabbiak voltak:

1. az akut és a szubkrdnikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatasainak dsszehasonlitasa és az
inzulinrezisztencia kialakulasanak vizsgalata éber nyulakban,

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

inzulin szenzitizacid jelenségére nyulakban.

3. Anyagok és mddszerek

Vizsgalataink soran minden allatkisérletet a laboratoriumi allatok védelmérdl €s hasznélatarol
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
végeztik (6/2007/DE MAB).

3.1. Az akut és a szubkrénikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatdsainak

0sszehasonlitasa és az inzulinrezisztencia kialakulasanak vizsgalata éber nyulakban

A Kkisérletekinkben 3-3.2 kg sulyd, him New Zealand tipusu fehér nyulakat (Charles-River
Laboratories, lIsaszeg, Hungary) hasznaltunk, amelyeket standard allathazi korulmények
kdzott tartottuk, azaz biztositottuk szamukra a 12-12 6ras vilagos/sotét periodust, 22-25 °C
hémérsékletet és az 50-70 %-o0s relativ paratartalmat. Az allatokat egymastdl elkildndlten
(egy nyul/ketrec) (Techniplast, Italy) helyeztiik el, standard laboratoriumi tappal (Charles-
River Laboratories, Isaszeg, Hungary) etettlik és csapvizzel itattuk ad libitum, majd a 2 hetes
adaptacios periddus utan csoportositottuk 6ket a vizsgalatainkhoz a megfeleld kisérleti

protokollok alapjan.



Muteéti beavatkozas

A mitétet aszeptikus koriilmények kozott végeztik 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) egészitettik ki. Polietilén katétert helyeztlink a jugularis véna két 4gaba,
inzulin és glukdz infazidhoz, illetve a vénas vérminta (max. térfogat 0.5 ml) vételehez, amely
a methemoglobin meghatarozasahoz volt szikseges. A methemoglobin meghatarozas ABL
625 System hasznélataval tortént (Radiometer A/S, Copenhagen). Egy masik, a bal carotis
artériaba helyezett polietilen katéter pedig egy Statham P23 DB transducerhez (Gould,
Balainvilliers, France), azon keresztil pedig egy Experimetria (EXP-2, Budapest, Hungary)
multiscriptorhoz csatlakozva az artérias kozépnyomas mérésére szolgalt. A katétereket a nyak
artérias vérminta kinyerésehez. A katétereket natrium-heparinos (100 1U/ml) oldattal toltottik
fel.

Intravénas glikoz felhasznalas

A nyulak fizioldgias sooldatban oldott izoténias glikézt kaptak intravénas bolusban (0.5
g/kg), 15 ml térfogatban, 2 percen keresztil infaziés pumpa segitségével (B.Braun,
Melsungen, Germany). Az infuzié el6tt, majd az infuziot koveté 10, 30, 60, 120 és 180
percben artérias vérmintat vettink, vércukor és plazma inzulin meghatarozashoz. A glikézt
glikoz-oxidaz mddszer segitségével mertik, a plazma inzulin immunoreaktivitast pedig
radioimmunoassay (RIA) segitsegével, Izinta (Isotope Institute, Budapest, Hungary) inzulin
RIA kit-et hasznalva.

Hiperinzulinémias euglikémias glukéz clamp (HEGC)

Az egyik vénas katéteren keresztil huméan inzulint (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark)
infundaltunk 13 mU/kg dozisban 120 percen keresztll. Ez az inzulin infGzid a plazma inzulin
immunoreaktivitast kortlbelil 100 £ 5 pU/ml-re allitja be. A vér gliikézkoncentracidjanak
meghatarozadsdhoz a vérmintdkat (0.3 ml) az artérids kaniilb6l vettik 10 perces
idéintervallumokban. A masodik vénas kanulon keresztil, a glikéz infazié sebességének
megvaltoztatdsaval a ver glukdézkoncentracidjat 5.5 + 0.5 mmol/l értéken tartottuk fenn
(euglikémia). Amikor a vér glukozszintje stabilizalodott kb. 30 percre, ezt az allapotot
tekintettlik a steady state allapotnak. Ez tobbnyire az inzulin infizi6 megkezdését kdvetd 100

percen belll kialakult. A steady state allapotban tovabbi vérmintakat vettiink (0.5 ml) 10



percenként plazma-inzulin meghatarozésahoz. A a steady state ideje alatt mért gliikdz inflzios

sebességet (mg/kg/min) az inzulin szenzitivitas jellemzésére hasznaltuk.

Hemodinamikai nitrat tolerancia indukcidja

Hemodinamikai nitrdt toleranciat folyamatos transdermalis nitroglicerin expozicioval
indukaltuk az alabbi médon: nyulak leborotvalt mellkasara transdermalis nitroglicerin tapaszt
alkalmaztunk (Nitroderm TTS 5, Ciba Hungaria, Budapest, Hungary), amelyb6l 7 napon
keresztiil folyamatosan korilbelul 0.07 mg/kg/h nitroglicerin szabadult fel. A nitrat tolerancia
kialakulasat a nitroglicerin intravénas teszt dozisara (30 ug/kg) adott hipotenziv valasz hianya
mutatta, amig a kontroll allatoknal a tesztdozis az artérias kozepnyomas tébb mint 20 %-0s
csokkenését okozta. A hipotenziv allapotot 6 6ran keresztil tarté transdermalis nitroglicerin
alkalmazasaval tartottuk fenn. Igy a folyamatos, 6 6ra idétartami transdermalis nitroglicerin
kezelést a nontolerans allapot nitroglicerin hatdsanak tanulményozasara alkalmaztuk, mig a
folyamatos, 7 napos TTS tapasz expoziciét a nitrat tolerancia hatdsanak 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 keresztiil transdermalis, nitroglicerin
tartalmu tapasszal kezeltiik, amelyb6l 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 draval az utolso tapasz eltavolitasa utan elkezdtiik az
intravénas glukozfelhasznélasi vizsgalatokat.

A 2. csoport nyulait hasonloképpen két alcsoportba randomizaltuk, majd 6 éraval az utolsd
tapasz eltavolitasa utdn meghataroztuk az inzulinérzékenységet hiperinzulinémias euglikémias
clamp mddszer segitségével.

A 3. csoport nyulait 4 alcsoportba (n=6) osztottuk, melyek kozil 6 allat kapott TTS 5 tapasz-
kezelést 6 6ran keresztlil, melynek 3. oOrajaban elvégeztik a HEGC-t (azaz transdermalis
nitroglicerin jelenlétében, nontolerans allapotban). A 3 oras transdermalis nitroglicerin
expozicio azért fontos, hogy Kkikuszoboljuk a kezdeti vérnyomascsokkenésbol fakado
gondokat, amelyek befolyasolhatjdk az inzulinérzékenységet. A masik alcsoport TTS 5
kezelést kapott 7 napon keresztil folyamatosan és a HEGC-t az utolsé napon végeztiik (azaz



transdermdlis nitroglicerin jelenlétében, tolerans &llapotban). 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 hianyardl vagy meglétér6l, ami tulajdonképpen a nitroglicerin intravénés
tesztdozisanak (30 pg/kg) a vérnyomas valtozasara adott valaszaban illetve annak hianyaban

nyilvanult meg.

Statisztikai analizis
Az adatok elemzése ANOVA-val és az azt kovetd Bonferroni szerint modositott t teszt

segitségével tortént. A kapott eredményeket akkor tekintettlik szignifikansnak, ha P <0.05.

3.2. A nitrat tolerancia hatasanak és a CCK potencialis szerepének vizsgalata a taplalék-

indukalt inzulin szenzitizacio jelenségére nyulakban.

A kisérlet leirésa

A nyulakat 7 napos akklimatizacios periédus utan a nitroglicerin 1 perc alatt beadott
intravénds tesztdozisanak (30 pg/kg) alkalmazésaval teszteltiik hipotenziv valaszra. A
vernyomas maximalis csokkenése képezte az ertékelés adatait. Azokat a nyulakat, amelyeknél
a nitroglicerin tesztdézisdra nem mutatkozott szignifikdns csokkenés a vérnyomasban,
kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol. Az allatokat ezt kdvetden randomizaltuk 3 6 kisérleti
csoportba.

A Kkisérlet els6 csoportjanak allatai a RIST vizsgalat sorozatiban vettek részt, amelyben a
taplalék-indukalt inzulinérzékenyité hatast vizsgaltuk éheztetett (l1a csoport) illetve az Gjra
etetett nyulakon (1b csoport). A vizsgalatok e sorozataban Kifejezetten a taplaléknak az
inzulinérzekenységre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A masodik f6 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 Kkisérletsorozat 3. csoportjdn vizsgaltuk az intraportdlis CCK infizié hatdsat az
inzulinérzékenységre. A Kisérletet altatott nyulakon (thiopenthal 25 mg/kg i.v.) végeztik 24
ords ¢éheztetést kovetden. A nyulak portdlis vénajaba CCK oktapeptid szulfatot (CCKS)
infundaltunk 0.3; 1.0 és 3.0 pg/kg/h kumulativ dozisban 20 percen keresztil a HEGC steady
state ideje alatt. A CCK legmagasabb inflzids dozisanak végén maj mintékat vettink cGMP

meghatarozashoz. E sorozat kontrolljaiként nitrat tolerans (4 db) és nem-tolerans (4 db)
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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 fo 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 eltavolitdsa utdn végeztilk 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 jelenlétér6él vagy hidnyar6l, mégpedig a
nitroglicerin intravénas 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.

A nitrat tolerancia meglétének igazolasa

A nyulakon folyamatos, 7 napon keresztil tartd transdermalis nitroglicerin tapaszos, illetve
placebo tapaszos kezelést alkalmaztunk, melynek célja az volt, hogy kialakuljon a gliceril
trinitratra (GTN) adott vaszkularis tolerancia. A GTN vaszkuléris tolerancia kialakulasarél a
7. napon bizonyosodtunk meg, az endotélium-mentes arteria carotis gylrli preparatum
izometrikus tenzidjanak tesztelésével. Az 5 mm hosszu, izolalt arteria carotis gyuri
preparatumon bedllitottuk a nyugalmi tenzidt (10 mN eldfeszités), majd a norepinephrine
koncentracidjanak tettik ki fél-logaritmusos novekedessel. A fél-maximélis relaxacio
kivaltasahoz sziikséges GTN koncentracié 0.091 + 0.012 mM volt a vivoanyaggal kezelt, non-

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

RIST (Rapid Insulin Sensitivity Test)

A korébban Lautt altal leirt “rapid insulin sensitivity test”-en (RIST) kisebb mddositast
hajtottunk végre, hogy a nyulkisérleteinkben alkalmazhassuk. A kisérlet soran az artérias és a
vénas kanilt (Vygoniile V G22, Vygon GmbH & Co., Aachen, Germany) bevezettiik az
arteria illetve a vena auricularisba, majd az allatokat pihenni hagytuk kéralbelll 30 percig,
hogy az élettani paraméterek stabilizalddjanak. Ezt kdvetéen, 5 percenként az artérias vérbol
meghataroztuk a vércukorszintet. A harom egymast kovetd vércukorszint mérésének atlaga
jelentette a kontroll értéket; majd a vénas kanulon keresztul 5 percig tarté folyamatos 50
mU/kg inzulin (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark) infuziét adagoltunk infiziés pumpa
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segitsegével (Syringe Pump 11 Plus — Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA).
Az inzulin hipoglikémias hatasanak ellensulyozésara glikoz infuziot (TEVA, Debrecen,
Hungary) is elkezdtink adagolni, oly modon, hogy a fent emlitett atlagolt kontroll érték
fenntartasat biztositani tudjuk. Az a teljes glikdzmennyiség (mg/testsuly kg —ban kifejezve),
amely az inzulin hipoglikémias hatasanak ellenstlyozasahoz szlikséges, illetve hogy
fenntartsa a kontroll vércukor szintet, az Un. RIST index, amely a teljes test inzulin

érzékenysegének a mutatdja.

HEGC (hiperinzulinémias euglikémias gliikoz clamp modszer)

A nyulak arteria és vena auricularisaba kanult helyeztink (Vygonule V 22, Vygon GmbH &
Co., Aachen, Germany). A gliikdz- és az inzulin influzids szarakat 3-agu csapon keresztil
csatlakoztattuk a vénas kaniilhdz, majd 30 perces stabilizacios periodus utén infazids pumpa
segitségével (Syringe Pump 11 Plus — Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA) 10
mU/kg humén inzulint (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark) infundaltunk 120 percen
keresztil az egyik vénas inflzios szaron at. Ez az inzulin infuzios sebesseg azt eredményezte,
hogy a plazma inzulin immunoreaktivitas értéke 100 £ 5 pU/ml volt a steady state ideje alatt.
A vércukorszint meghatarozasdhoz 10 percenként vérmintékat (0.2 ml) vettlink az artériés
kaniilb6l. A vércukorszintet a masodik vénas infuzids kaniilon keresztiil inditott, valtakozo
sebességli gliikdz infuzid révén kb. 5.5 + 0.5 mmol/l értéken tartottuk (euglikémia). Amikor a
vercukorszint legalabb 30 percig stabilizalodott, akkor ezt az allapotot tekintettik a steady
state allapotnak. Ez, dltalaban az inzulin infuzi6 kezdetét kovetd 100 percen beliil megtortént.
A steady state allapotban tovabbi vérmintakat (0.2 ml) vettink a plazma inzulin
meghatarozasahoz 10 perces intervallumokban. A steady state ideje alatt megfigyelt gliikoz
infuziés sebesség (mg/kg/min) jellemezte az inzulinérzékenységet. Minden clamp
meghatdrozast egy megel6z0, 16 6ras ¢hezési periddust kdvetden végeztiink el. Az artérias
kaniilt a vérminta gytijtésén kiviil az artérias vérnyomas és a szivfrekvencia monitorozasara is
hasznaltuk. Ebben az esetben, az artérias kanilt egy jelatalakitohoz (Statham P23DB
transducer) kapcsoltuk, amely egy elektromanométerhez (Experimetria Kft. Budapest,

Hungary) csatlakozott.
A maj cGMP szintjének mérése

A méj cGMP szintjét RIA mddszerrel, Amesham kit hasznalataval, majmintakbdl hataroztuk

meg, amelyeket a CCK8 infuzié befejezése utan azonnal kivettiink. Az inter- és intra-assay
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eltéresek nem haladtdk meg az 5 %-ot. A mintékat nitrat tolerans és nem-toleréans allatokbdl

vettik.

Statisztikai analizis
Az adatok elemzése ANOVA-val, és az azt kovetd Bonferroni szerint modositott t teszt

segitségével tortént. A kapott eredményeket akkor tekintettlik szignifikansnak, ha P <0.05.

4. Eredmények

4.1. Az akut és a szubkrénikus (7 napos) nitroglicerin kezelés hatdsainak

0sszehasonlitasa és az inzulinrezisztencia kialakuldsanak 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 hataséara.

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

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

A nitréat tolerancia hatésa a glikdzfelhasznalasra
Az intravénas glikoz terhelés (0.5 mg/kg) a toleréans és a kontroll allatokban egyarant hasonld
mértékben megnovelte a vér glukozszintjét, bar a plazma inzulinszintek szignifikansan

magasabbak voltak a tolerans nyulakban, mint a kontroll nyulakban.

A nitrat tolerancia hatésa az inzulinérzékenysegre
Kisérleteinkben a hiperinzulinémias euglikémiés glikéz clamp mddszert alkalmaztuk. A
glukoz-infuzid sebessegének valtozasa, amely az inzulinérzékenység valtozasanak felel meg,

szignifikdnsan alacsonyabb volt a tolerans mint a nem tolerans (Placebo) nyulakban.
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A transzdermadlis nitroglicerin hatasa az inzulinérzékenységre nitrat tolerancidban vagy
annak hianyaban

Az akut transzdermalis nitroglicerin kezelés az aktiv nitroglicerin tapaszos allatokban,
Osszehasonlitva a placebo tapaszos nyulakkal, szignifikansan megndvelte az
inzulinérzékenységet, amely az euglikémia fenntartdsdhoz szikséges gliikdz infazio
sebességének novekedésében nyilvanult meg. A hemodinamikai nitrat toleranciat okozé 7
napos aktiv tapaszos felvétel az inzulin hipoglikémias hatdsaval szembeni rezisztenciajat

okozta, fuggetlendl attol, hogy a hetedik napon jelen volt a nitroglicerin tapasz, vagy sem.

Az eredmények igazoljak azon korabbi feltevésinket, hogy a folyamatos, 7 napos
transzdermalis tapaszbol felszabaduld, megkdzelitéleg 0.07 mg/kg/h nitroglicerin az éber
nyulakban hemodinamikai nitrat toleranciat okoz. A tolerdns 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 vazodilatacidés hatasanak csokkenésére korlatozodott,
hanem zavart okozott a szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban is, mégpedig az
inzulinérzekenység csokkenésével. Ez a felvetésink a kisérleteink két kiillonb6z6
paradigmdjanak eredményeibdl adodott:

1. a plazma inzulin immunoreaktivitasa nagymértékben novekedett a tolerans allatokban a
glikozvelvétel ideje alatt, és

2. a hiperinzulinémiés euglikémids glikdéz clamp vizsgéalatok sordn sokkal alacsonyabb
glukoz infazios sebesség tartotta fenn az euglikémias allapotot a HEGC steady state alatt a

nitrat tolerans allatokban, mint a nem-toleransokban.

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.
4.2. A nitrat tolerancia hatasanak és a CCK potencialis szerepének vizsgalata a taplalék-
indukalt inzulin szenzitizacio jelenségére nyulakban

A transzdermalis NG hatasara kialakult hemodinamikai nitrat tolerancia
A transzdermalis NG alkalmazéasa az 1. tapasz utan szignifikans csokkenést okozott az artérias

kozépnyomadsban, a szivfrekvenciaban bekdvetkezd valtozasok nélkiil. A 3. és a 7. tapasz nem
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okozott semmilyen valtozast e paraméterekben. Harminc perccel az utolsé tapasz eltavolitasa
utan sem volt tapasztalhaté valtozas a vérnyomasban és a szivfrekvenciaban sem.

A NG (30 pg/kg) intravénds tesztddzisa az artérids kdzépnyomast 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 alatamasztja azt a tényt, hogy az aktiv tapasszal kezelt nyulak csoportjaban kifejlodott a
hemodinamikai nitrat tolerancia.

Methemoglobin keletkezése a vizsgalat soran nem haladta meg az 1 %-ot sem a tolerans, sem

a nem-tolerans allatokban.

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

A placebo tapaszos, Ujra etetett allatok RIST index értéke kdzel a dupldja volt az éheztetett
alomtérsaikénadl mért értékeknek. Annak ellenére, hogy a hemodinamikai nitrat tolerans
nyulakat Ujra etettilk, 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 Ujra etetett és az éheztetett nyulakban egyarant.

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

A HEGC steady state alatt az euglikémia fenntartasahoz sziikséges glikoz inflzié sebessége
magasabb volt az Ujra-etetett allatokban, mint a nem-tolerans allatok megfelelé éheztetett
értékei. A taplalékra adott valaszként megndétt az egész test inzulinérzékenysége. A taplalék-

indukalt inzulinérzékenység jelensége eltiint a nitrat tolerans allatokbol.

A CCKS inzulinérzékenyité hatasa a HEGC steady state allapotanak ideje alatt

A CCKa8 dozis-fiiggé modon novelte az euglikémia fenntartasahoz sziikséges a gliikoz infazid
sebességét a HEGC steady state allapotanak ideje alatt. A nitrat tolerans nyulakban a CCK8
infuzié nem okozott valtozast az inzulinérzékenységben.

A CCKB8 infuzié hatasa a hepatikus cGMP-re a nitrat tolerans nyulakban
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A 3 pg/kg/h CCKS8 inflzidra adott valaszként a hepatikus cGMP szint megemelkedett 0.22 +
0.07 és 0.13 + 0.04 pmol/mg nedves szdvetsalyrol 1.11 + 0.09 és 0.19 £ 0.04 pmol/mg nedves
szovetsulyra, non-tolerans és tolerans allatokban egyarant.

Az eredmények azt mutatjak, hogy éber nyulakban a hemodinamikai nitrat tolerancia allapota,
amely a transzdermalis nitroglicerin tapasz 7-napig tart6 folyamatos alkalmazéasa soran alakul
ki, kapcsolatban all a taplalék-indukalt inzulin érzékenyseg jelenségének az elvesztésevel. E
megfigyelésen kivil, a kapott eredmények alatamasztjdk azon korabbi megfigyelésiinket,
miszerint a bazalis, éhgyomri teljes test inzulinérzékenység jelentdsen karosodott kronikus,
folyamatos nitrat tapasz viselése révén kivaltott hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban.
Tovéabbi eredeti megfigyelésiink, hogy az intraportalis CCKS8 inzulinérzékenyitd hatasa
karosodik hemodinamikai nitrat tolerancia allapotaban.

Jelen munk&nk eredményei alapjan (4gy gondoljuk, hogy a taplalék-indukalt
inzulinérzékenyitdé mechanizmus hemodinamikai nitrat tolerancidban karosodik. Ennek
jelentdségét a hemodinamikai terapias hatékonysag elvesztésén tal az adja, hogy amennyiben
a postprandialis inzulinérzekenység karosodasa hosszu tavon fennall, az manifeszt 2-es tipusu
cukorbetegseg kialakulasahoz vezethet.

Barmilyen mddszert hasznaltunk az inzulinérzékenység meghatarozaséara, az eredmenyeink
tisztan mutatjak, hogy periférids szovetek inzulinérzékenysege szignifikansan megndvekszik,
amikor az allatokat egy ¢hezési periodust kovetden visszaallitjuk a taplalkozasra, s ezen
endogén inzulinérzékenyité mechanizmus hemodinamikai nitrat toleranciaban gatolva van.

A CCK kulcs szerepet jatszik a postprandialis inzulinérzékenyité mechanizmus aktivalasaban.
A CCK-receptor antagonista proglumid alkalmazdsaval az étkezés kivaltotta
inzulinérzékenyité mechanizmus gatolhat6. Jelen munkank tovabbi bizonyitékul szolgél a
CCK inzulinérzékenyitd hatasat illetden, hiszen a CCKS intraportalis dézisanak fokozatos
novelése dozis-fiiggé modon képes fokozni a teljes test inzulin érzékenységet, s amely hatas

nitrat toleranciaban teljesen gatolt.

5. Osszefoglalas

A NO inzulinérzékenyité szerepe tobbszorosen igazolt, s mivel ismert, hogy a NO
hemodinamikai hatdsaival szemben tolerancia fejlédhet ki, igy azt a célt tliztiik magunk elé,
hogy megvizsgéljuk, hogy vajon a nitrat tolerancia az inzulinérzékenyitd hatassal szemben is

kialakul-e? Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az nitrat tapasz akut, egyszeri alkalmazéasa az
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inzulinérzeékenységet javitja, mig a 7 napos, folymatos (nem intermittdlo) kezelés
kovetkeztében fellépd hemodinamikai nitrat tolerancia allapotdban 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 postprandialis inzulinrezisztencia is. Ezen tilmenéen
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
alkalmazaséaval inzulinérzékenyité hatas valthaté ki. Eredményeink ugyanakkor a helyesen
megvalasztott nitrat terapia jelentéségére is felhivjak a figyelmet, hiszen a nitrat terapia kétéla
fegyver lehet az iszkémias szivbetegségben szenveddk kezelésében, akiknél a hattérben

gyakran a metabolikus szindroma részeként inzulin rezisztencia allhat.
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