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WPLYW CHROMU (IIT) NA METABOLIZM KWASOW
TLUSZCZOWYCH ORAZ EKSPRESJE GENOW SZLAKU
INSULINOWEGO W KOMORKACH MIESNIOWYCH MYSZY
LINII C2C12

Streszczenie

Jony chromu (III) maja istotny wptyw na przemiang weglowodanowo-lipidowa ludzi i zwierzat, po-
wodujac u chorych na cukrzycg wzrost wrazliwosci komoérek na insuling, zwigkszenie przemian kwasow
thuszczowych, spadek masy ciata i poziomu wolnych kwaséw tluszczowych w surowicy. Celem pracy
bylo zbadanie dzialania chromu na proces beta-oksydacji kwasow tluszczowych oraz zmiany ekspresji
gendéw szlaku insulinowego w tkance mig$niowej. Do badan uzyto mysich komorek migsniowych linii
C2C12 poddanych 4-dniowemu roznicowaniu. Chrom dodawano do medium w postaci chlorku lub piko-
linianu chromu a aktywno$¢ B-oksydacji mierzono po 1, 3, 6 lub 48 godzinnej inkubacji. Suplementacja
chromem w stezeniu 1 pgCr’*/L spowodowata wzrost (p < 0,001) aktywnosci procesu spalania kwasow
thuszczowych w 1, 3 godzinie inkubacji z pikolinianem oraz w 1, 3, i 6 godzinie inkubacji z chlorkiem
chromu. Po 48 godzinnej inkubacji z jonami chromu obserwowano obnizenie aktywnosci tego procesu.
Wplyw chlorku chromu 10 pgCr**/L na ekspresje genow zaangazowanych w szlak przekazywania sygnatu
od insuliny okreslono z wykorzystaniem mikromacierzy SuperArray. Chrom po 4 godz. inkubacji spowo-
dowal wzrost ekspresji 22 gendéw natomiast po 24 godzinach wzrost dwoch i spadek ekspresji dwoch
gendow w porownaniu z kontrola. Uzyskane wyniki wskazuja na pozytywny wpltyw suplementacji chro-
mem na zwigkszenie aktywnosci B-oksydacji. Dane uzyskane technika mikromacierzy wskazuja na inte-
rakcjg jonow chromu ze szlakiem przewodzenia sygnatu insulinowego réwniez na poziomie transkrypcyj-
nym. Wzrost ekspresji genow zwiazanych z metabolizmem lipidéow i genéw docelowych dla PPAR suge-
ruja trwate efekty wywolane przez jony chromu.

Stowa kluczowe: chlorek chromu, pikolinian chromu, B-oksydacja, mikromacierze Super miocyty C2C12
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Wprowadzenie

Spirala spalania kwasow tluszczowych (B-oksydacja) jest jednym ze sposobow
komorki na pozyskanie energii. Rozpoczyna si¢ od transportu acylo-CoA z cytoplazmy
komorki do mitochondrium przez kompleks btonowych transferaz karnityno-
palmitynowych (CPT1/CPT2). Aktywno$¢ tych transporteréw inhibowana jest m.in.
przez malonylo-CoA, ktory jest produktem posrednim syntezy kwasow tluszczowych
[1]. Aktywne spalanie kwasu ttuszczowych moze by¢ rowniez regulowane na poziomie
transkrypcyjnym np. przez czynniki transkrypcje takie jak PPARs (ang. peroxisome
proliferator—activated receptors) czy SREBPs (ang. sterol-regulated transcription
factors) [10]. Odmienna grupe czynnikow stanowia pierwiastki sladowe, w tym jony
chromu (II1).

Chrom jest pierwiastkiem §ladowym niezbednym do prawidlowego funkcjonowa-
nia organizméw zwierzat i ludzi. W organizmach zywych forma biologicznie czynna
chromu sg jony na +3 stopniu utlenienia. Jego niedobor w organizmie prowadzi do
zaburzen w metabolizmie weglowodanow i lipidow. Objawy tego procesu sg takie jak
w przypadku cukrzycy oraz schorzen sercowo-naczyniowych: obnizona tolerancja
glukozy, hiperglikemia, hiperinsulinemia, zwigkszenie poziomu cholesterolu i triglice-
rydéw, zmniejszenie poziomu lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL) [32]. Glowna
funkcja tego pierwiastka, jako dodatku do zywnosci, jest zwigkszenie wrazliwo$ci
komorek na insuling a co za tym idzie polepszenie stanu diabetykow. Mechanizm dzia-
fania chromu tlumaczy si¢ wptywem na procesy sterowane przez receptor insulinowy
[32,7].

Oprocz wpltywu na metabolizm glukozy trdjwarto§ciowy chrom bierze udziat
w metabolizmie lipidow. W wielu badaniach wykazano, ze suplementacja diety chro-
mem powoduje obnizenie we krwi poziomu catkowitego cholesterolu, frakcji LDL-
cholesterolu, triglicerydow i nieestryfikowanych kwaséw tluszczowych oraz podwyz-
szenie stezenia frakcji HDL-cholesterolu powiazane z obnizeniem masy ciala u zwie-
rzat 1 ludzi z cukrzyca [16,26,14]. Dostepne sa jedynie nieliczne wyniki badan, doty-
czace wpltywu suplementacji Cr na metabolizm weglowodanowo-lipidowy w osoczu
u zdrowych osobnikow. Skarmianie jatdwek dieta z dodatkiem chromu (propionian
chromu, 5, 10, lub 15 mg Cr’*/dzien) spowodowato zalezne od dawki obnizenie po-
ziomu wolnych kwasow thuszczowych [30], natomiast u kréow dodatek chromo-L-
metioniny (0,03 lub 0,06 mgCr’"/kg masy ciata) nie wptynat na poziom wolnych kw.
thuszcz. w osoczu krow w okresie przed- i poporodowym [29]. W przypadku $win,
podawanie pikolinian chromu do pozywienia (200 ppb ) prowadzito do obnizenia po-
ziomu niezestryfikowanych kwasow thuszczowych w osoczu [21,18] natomiast suple-
mentacja diety chromem (pikolinian chromu, 200 ppb) u ci¢zarnych loch spowodowata
wyzszy niz w grupie kontrolnej poziom niezestryfikowanych kwasow tluszczowych w
osoczu, zaréwno przed jak i po positku. Wykazano rowniez, ze suplementacja pozy-
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wienia pikolinianem chromu (0,5 i 5 mg Cr/kg) nasila f-oksydacje kwasow thuszczo-
wych w limfocytach u zdrowych szczuréw ptci meskiej [15]. Ze wzgledu na zréznico-
wanie wynikow i r6zne modele do§wiadczalne trudno o wyciagnigcie jednoznacznych
wnioskow. Dlatego postanowiono zbada¢ wptyw roznych soli i st¢zen chromu, na ak-
tywnos¢ spalania kwasow thuszczowych w uktadach izolowanych.

W przypadku badan in vivo na uzyskane efekty wptyw moga mie¢ czynniki takie
jak zmienno$¢ migdzygatunkowa, stan fizjologiczny zwierzgcia, zastosowana dawka
i forma chromu, sposéb podania suplementu, jego biodostgpnosci. Dlatego tez, w ba-
daniu bedacym przedmiotem niniejszej publikacji, do wyjasnienia wplywu chromu na
proces beta-oksydacji kwasow thuszczowych wykorzystano hodowle komorkowe in
vitro, ktore pozwalaja na tatwe poréwnanie dziatania réznych form chromu, ich st¢zen
oraz zbadanie kinetyki procesu. Dodatkowo postanowiono okresli¢ wplywu chromu na
transkrypcje genow powiazanych ze szlakiem przewodnictwa insuliny.

Material i metody badan

Hodowla komoérkowa. Do badan uzyto linii komdrkowej mysich miocytow
C2C12 zakupionych w banku komoérek European Collection of Animal Cell Cultures
(ECACC Porton Down, Anglia). Podstawowe medium hodowlane zawieralo DMEM
with Glutamax® (Gibco, Szkocja) z dodatkiem antybiotykow: penicyliny i streptomy-
cyny (50 IU/ml), fungizonu (amfoterycyna 1,25 pg/ml), gentamycyny (30 pg/ml)
(Gibco, Szkocja) i 8 pg/ml tylozyny (Sigma Aldrich Chemical Co.; ST.Louis, MO).
Medium wzrostowe (uzywane do proliferacji komorek C2C12) zawieralo poza tym
10% bydleca surowice ptodowa (FBS, o/0) natomiast medium uzywane do réznicowa-
nia - 2% surowice konska (HS, o/0) (obie surowice z Gibco, Szkocja). Podczas hodow-
li pozywke wymieniano co 48 godzin, dwukrotnie przeplukujac komoérki roztworem
fizjologicznym buforowanym fosforanami (PBS, Gibco, Szkocja). Komoérki hodowano
w inkubatorze z doptywem CO,; (5% CO,, 95% powietrza wysycanego para wodna,
37°C, SANYO Electric Co., Ltd. Japonia), a wszystkie czynnosci prowadzone na kul-
turach komorkowych wykonywano w komorze laminarnej z pionowym nawiewem
sterylnego powietrza [11] uzywajac sterylnego sprzetu i odczynnikow i zachowujac
zasady aseptyki.

Zwiazki chromu zakupione w Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Chemical Co.;
ST.Louis, MO, USA) rozpuszczano w wodzie dejonizowanej i sterylizowano za pomo-
ca filtrow strzykawkowych.

Utlenianie kwasow tluszczowych (p — oksydacja). Komdrki wysiewano na plytki
24-dotkowe w stezeniu 25 tys. kom./cm” w pozywce wzrostowej (DMEM + 10% FBS).
Po uzyskaniu 80 - 90 % komorki poddano réznicowaniu (DMEM + 2% HS) przez
okres 4 dni. Na 12 godzin przed wykonaniem doswiadczenia usuwano medium rézni-
cujace i podawano medium podstawowe (DMEM). Czynniki doswiadczalne podawano
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w medium podstawowym na okres 1, 3, 6 lub 48 godz. Po inkubacji z badanymi czyn-
nikami pozywke usuwano, przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS i wprowadzano
po 300 ul mieszaniny reakcyjnej/dotek zawierajacej kwas palmitynowy w stezeniu
277,5 Bq. Po 60 min inkubacji w 37°C do dotkéw dodawano 200 pl 2M NaOH. Po 24
godz. z lizatéw komoérkowych pobierano po 50 ul na oznaczenie biatka [19] a reszte
przenoszono na kolumng z AG-1-X8 (Bio — Rad, Germany). Przesacz poddawano ana-
lizie izotopowej w liczniku scyntylacyjnym (Pacard TRI-CARB, Pacard, Minnesota,
USA). Aktywnos$¢ B - oksydacji w komodrkach C2C12 okreslano na podstawie ilosci
trytowanej wody powstatej w wyniku rozktadu trytowanego kwasu palmitynowego
([9,10-*H]-kwas palmitynowy; Amersham, UK) metoda Manninga i wsp. [20,13]. Wy-
niki podawano w pmolach roztozonego kwasu palmitynowego na 1 min. na 1 g biatka.
Wyniki stanowig $rednia z 4 odrgbnych doswiadczen. Przedstawiono je jako % warto-
$ci uzyskanej dla kontroli.

Identyfikacja genow szlaku insulinowego — mikromacierze SuperArray. Do iden-
tyfikacji aktywnosci gendw zaangazowanych w procesy sterowane insuling wykorzy-
stano technike SuperArray”, ktéra oferuje gotowe zestawy (kity) do tego typu analiz.
Plytka hybrydyzacyjna zawiera 120 interesujacych nas genéw w tym geny referencyjne
(uzywane do walidacji metody). Komorki linii C2C12 wysiano na szalki Petriego (o
pow. 75 cm?) w stezeniu 25 tys. kom./cm®. Po uzyskaniu 80 - 90 % komérki poddano
réznicowaniu (DMEM+2% HS) przez okres 4 dni. Na 12 godz. przed wykonaniem
doswiadczenia usuwano medium réznicujace i podawano DMEM. Doswiadczenie
macierzowe zaplanowano dwutorowo w celu zbadania krotkotrwatego (4 godz.) i dtu-
gotrwalego (24 godz.) oddziatywania jonoéw chromu na ekspresje genow. Po inkubacji
pozywke usuwano a komorki przeptukiwano dwukrotnie roztworem zimnego PBS
(4°C). Plytke umieszczano w lodzie, a komorki zeskrobywano do sterylnych probowek
typu eppendrof i wirowano (700 g 5 min, MniSpin, Eppendorf, Niemcy). Osad komo-
rek zamrazano w -80°C do czasu analizy. Izolacje catkowitego RNA przeprowadzono
przy uzyciu Array GardeTM Total RNA Isolation Kit wedtug procedury zamieszczonej
przez producenta. Nastepnie ilos¢ i jakos¢ wyizolowanego RNA badano przy uzyciu
NanoDrop ND -1000 (Thermo Fisher Scientific USA) oraz 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, USA). Do analizy wybrane zostaly probki, ktorych RIN (warto$¢ indek-
su integralno$ci - stosunek 28s/18s RNA) wynosit 8,5 i wigcej. Do syntezy nici cDNA
uzyto 5 ug wyizolowanego RNA. Aby uzyskac takie stezenie w 9 ul (objetosé zalecana
przez producenta do dalszych analiz) zawartos¢ probek podlegata cz¢sciowemu odpa-
rowaniu w koncentratorze (Concentrator 5301, Eppendorf, Niemcy), lub uzupehieniu
woda (H,0 RNA-free). Syntezg nici cDNA i cRNA przeprowadzono wedtug procedury
zawartej w TrueLabeling-AMP™ 2.0 z uzyciem odczynnikéw dotaczonych przez pro-
ducenta. Nastgpnie cRNA oczyszczono przy uzyciu cRNA Cleanup Kit i mierzono
jego stezenie na NanoDrop ND-1000. Hybrydyzacje przeprowadzono w piecu hybry-



WPLYW CHROMU (111) NA METABOLIZM KWASOW TLUSZCZOWYCH ORAZ... 187

dyzacyjnym (G2545a, Agilent Techonologies, USA) w temperaturze 60°C przez 24
godz. wedtug procedury Oligo GEArray® System przy uzyciu dostarczonych przez
producenta odczynnikow. Wynik hybrydyzacji obrazowano na kliszach rentgenow-
skich, ktoére nastgpnie skanowano (Canon LiDE 60, Tokjo, Japonia). Skany klisz
umieszczano na stronie producenta zestawu. Analiz¢ wynikéw przeprowadzono w
programie GEArray Expression Analysis Suite znajdujacym si¢ na stronie:
www.geasuite.superarray.com. Wyniki zostaly standaryzowane wobec genow referen-
cyjnych znajdujacych si¢ na kazdej plytce (Gapdh (Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase), Rps27a (Ribosomal protein S27a), B2m (Beta-2 microglobulin) i podwoj-
nych kopii genow: Hsp90abl (Heat shock protein 90 kDa alpha - cytosolic, class B
member 1), Ppia (Peptidylprolyl isomerase A). Do analizy wybrano geny, ktorych eks-
presja roznita si¢ co najmniej dwukrotnie w poréwnaniu z wartoscia uzyskang dla kon-
troli (DMEM). Byto to doswiadczenie pilotowe, wykonane w 1 powtorzeniu.

Analize poziomu istotno$ci wykonano za pomoca standardowego testu one-way
ANOVA przy zastosowaniu programu komputerowego GraphPad Prism 4.0 (Microso-
ft, Seattle, USA).

Wiyniki i dyskusja

B — oksydacja. Wplyw jonow chromu, podawanego w postaci chlorku i pikolinia-
nu, badano w stezeniu 11 10 pgCr’*/L po 1, 3, 6 i 48 godz. stymulacji z czynnikiem.
Kontrolg stanowila hodowla z DMEM bez dodatku chromu. Wyniki przedstawiono
w procentowych wartosciach proby kontrolnej, dla ktorej szybkos$¢ przemiany kwasu
palmitynowego wynosita 19,72 £SD pmol/min/g biatka.

Jony chromu (chlorku i pikolinianu) zastosowane w matych dawkach (1 pgCr’*/L)
stymulowaly proces B-oksydacji w krotkim okresie 1 - 6 godz., natomiast po 48 godz.
stymulacji powodowal nieznaczne obnizenie wartosci tego procesu w pordwnaniu
z warto$cia kontrolng. Po zastosowaniu stezenia 10 pgCr’*/L nie zauwazono istotnych
statystycznie rdéznic w procesie B-oksydacji.

Zauwazono odmienny wptyw soli chromu na proces beta-oksydacji w czasie 1 - 6
godz. Chlorek chromu stymulowatl ten proces w czasie osiagajac najwyzsza warto$¢
w 6 godz. inkubacji, natomiast dla pikolinianu chromu najwyzsze efekty obserwowano
po 1 godz. inkubacji, po czym efekt stopniowo zanikat. Wptyw chlorku i pikolinianu
chromu po 48 godz. inkubacji byt podobny. W obu badanych solach wyzsze efekty
stymulacyjne w okresie 1 - 6 godz. inkubacji wykazywatly stezenia 1 pgCr’'/L, nato-
miast po 48 godzinach 10 pgCr’'/L.

Chlorek chromu, w obu badanych st¢zeniach, wykazatl zalezne od czasu nasilenie
procesow spalania thuszczow w czasie 1 — 6 godz. inkubacji. Zmiany miaty charakter
liniowy, ktory mozna opisa¢ wzorami y = 0,0722x + 1,0677, R* = 0,6868 dla cCrl,
oraz y = 0,0364x + 0,9164, R* = 0,9461 dla cCr10. Najwyzszy efekt stymulacyjny dla
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stezenia 1 pgCr’/L wynosit okoto 50% (3 i 6 godz. inkubacji, p < 0,01), natomiast dla
stezenia 10 pgCr’ /L okoto 12% (6 godz., p < 0,05). Po 48h inkubacji stwierdzono
zmnigjszenie proceséw spalania kwasow tluszczowych w przypadku inkubacji z 1
ngCr’ /L (okoto 20%, p < 0,05), natomiast dla stezenia 10 pgCr’*/L nie zauwazono
istotnych zmian (rys. 1.).

B-oksydacja kwasow tluszczowych/
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Rys. 1. Wplyw chlorku chromu (III) podawanego w stezeniu 1 i 10 pgCr*'/L na procesy p-oksydacji
kwaséw tluszczowych w komorkach linii C2C12 poddanej réznicowaniu. Badanie przeprowadzono po 1,
3, 6, lub 48 godzinie inkubacji z jonami chromu. Wyniki stanowig $rednia z 4 odrgbnych do$wiadczen.
Wyniki przedstawiono jako % warto$ci kontrolnej (=SD; n = 10). * - p < 0,05; *** - p < 0,001

Fig. 1. The effect chromium ions (III) concentrations (1 and 10 pgCr’*/L) on fatty acids p-oxidation in
differentiated C2C12 cells incubated for 1, 3, 6 or 48 h with chromium chloride. Results originated from 4
distinct experiments. Results are presented as % of control value (£SD; n = 10). * - p < 0,05; *** - p <
0,001

Najwyzszy efekt stymulacji procesu B-oksydacji pod wptywem pikolinianu chro-
mu obserwowano po 1 godz. inkubacji (okoto 20%, p < 0,001, dla pCr1). Wydhuzanie
czasu inkubacji z czynnikiem powodowato obnizenie aktywnosci tego procesu, osiaga-
jac najnizsze wartosci w 6 godz. inkubacji (okoto 75% wartosci kontrolnej dla pCrl,
p < 0,001 1 80% dla pCrl0, p <0,01). Zalezno$¢ pomigdzy czasem inkubacji, a wydaj-
noscia procesu B-oksydacji mozna opisa¢ wzorami , ktére dla stezenia 1 ugCr’ /L wy-
nosi y = -0,1014x + 1,3912, R* = 0,9056, a dla 10 ugCr’*/L - y = -0,0416x + 1,0796,
R”= 0,995. Po 48 godzinnej inkubacji stwierdzono zmniejszenie proceséw spalania
kwasow thuszczowych w przypadku inkubacji z 1 ugCr’ /L (okoto 25%, p < 0,001),
natomiast dla stezenia 10 pgCr’'/L nie zauwazono istotnych zmian.
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Rys. 2. Wpltyw pikolinianu chromu (III) podawanego w stezeniu 1 i 10 pgCr’'/L na procesy p-oksydacji
kwasow ttuszczowych w komorkach linii C2C12 poddanej réznicowaniu. Badanie przeprowadzono po 1,
3, 6, lub 48 godzinie inkubacji z jonami chromu. Wyniki stanowia §rednia z 4 odrgbnych doswiadczen.
Wiyniki przedstawiono jako % wartosci kontrolnej (£SD; n = 10). ** - p <0,01; *** - p < 0,001

Fig. 2. The effect chromium picolinate (III) concentrations (1 and 10 pgCr’*/L) on fatty acids B-oxidation
in differentiated C2C12 cells following 1, 3, 6 or 48 h supplementation with chromium chloride. Results
originated from 4 distinct experiments. Results are presented as % of control value, (£SD; n = 10). ** - p <
0,01; *** - p < 0,001

Mikromacierze SupeArray. Wptyw jonéw chromu III na ekspresj¢ genéw badano
w stezeniu 10 ugCr’’/L. Zauwazono suplementacja chlorkiem chromu (10 pgCr’*/L)
spowodowala zmiang ekspresji genow zarowno w 4 jak i w 24 godzinie ekspozycji
z czynnikami w pordwnaniu do warunkow kontrolnych (DMEM).

Chlorek chromu (10 pgCr’*/L) po 4 godzinnej stymulacji spowodowat wzrost
ekspresji 21 gendéw, w tym ekspresja 12 gendéw nie byla odnotowana w kontroli
(DMEM). Byly to geny, ktorych aktywno$¢ klasyfikowana jest jako przynalezna do:

1) bezposrednich genoéw szlaku insulinowego T1
2) biatek zwigzanych z receptorem insulinowym 14
3) cyklu komoérkowego/ réznicowania 16
4) czynnikéw transkrypeyjnych i regulatorow 14
5) genow docelowych dla PPAR 13
6) genow docelowych SREBP1 T1
7) metabolizmu biatek 113
8) metabolizmu lipidow 16

9) metabolizmu weglowodanow 13
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10) szlaku kinazy PI-3 15
11) szlaku kinazy MAP 13
12) wtornych genow efektorowych szlaku insulinowego T1

1 - zaznaczono geny, ktorych ekspresja ponad dwukrotnie wzrosta w stosunku do kon-
troli inkubowanej bez dodatku chromu.

Wsrod genow zaangazowanych w metabolizm lipidow dostgpnych na plytce mi-
kromacierzowej, jony chromu stymulowaty ekspresje: Araf 1, Cebpb, Pklr, Pparg,
Prkce, Prkci, Rafl, Slc27a4, Sorbsl z czego: Araf 1 Prkcc, Prkci, Rafl, Slc27a4 i
Sorbslmozna zaliczy¢ do gendéw bezposrednio zaangazowanych w metabolizm lipi-
dow, Cebpb, Pparg, Slc27a4 do gendéw regulowanych przez PPAR a Pklr do gendéw
regulowanych przez SREBP1.

Indeks genow, genow zaleznych od insuliny, odpowiedzialnych za regulacj¢ metaboli-
zmu thiszezoéw po 4 godzinnej inkubacji z chlorkiem chromu (10 pgCr’’L) przedsta-
wiono w tabeli.l.

Po 24 godzinnej inkubacji z chlorkiem chromu zauwazono spadek ekspresji
dwoch gendw i wzrost ekspresji dwoch genow. Byly to geny, ktorych aktywnosc¢ kla-
syfikowana jest jako przynalezna do:

1) cyklu komérkowego/ roznicowania 11
2) metabolizmu biatek 12101
3) metabolizmu weglowodanoéw 12
4) szlaku kinazy PI-3 11

1 - zaznaczono geny, ktorych ekspresja ponad dwukrotnie wzrosta, natomiast | - tych,
ktorych ekspresja ponad dwukrotnie zmalata w stosunku do kontroli inkubowanej bez
dodatku chromu.

Po 24 godzinach inkubacji z chromem nie zauwazono zmiany ekspresji genow
wptywajacych na metabolizm lipidow.

Sprawnie dziatajacy mechanizm regulujacy katabolizm kwasow tluszczowych jest
niezbedny do prawidlowego funkcjonowania organizmoéow. Zaburzenia w tej regulacji
lub nadmiar energii dostarczanej z pokarmem powoduje powstanie otylosci. Z me-
dycznego punktu widzenia dietetyczne czynniki mogace wpltywaé na zmniejszenie
masy ciala sa bardzo istotne. Wsrdd nich wazna rolg petnia jony chromu [28,25].

Badania przeprowadzono na dwoch najczegsciej stosowanych, jako suplement die-
ty, solach chromu: niecorganicznej - chlorku chromu i organicznej formy tego zwiazku
— pikolinianu chromu. Réznica w budowie chemicznej tych soli powoduje powstanie
roznic w adsorpcji z przewodu pokarmowego. W badaniach przeprowadzonych na
szczurach wykazano zwigkszone wchtanianie chromu zastosowanego w postaci pikoli-
nianu (1,1%), w poréwnaniu do chlorku chromu (0,9%) [2]. U ludzi natomiast wyka-
zano, ze przyswajanie chromu w postaci chlorku chromu 0,1 - 0,4% jest duzo nizsze
niz pikolinianu chromu (2,8%) [9,27]. Obserwowane roznice tlumaczy si¢ lepszym
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przenikaniem pikolinianu chromu przez btony komérkowe. Zastosowane przez nas w
badaniach stgzenia chromu, nie wykazuja toksycznego dziatania na komorki linii
C2C12 manifestujacego si¢ zmianami w cyklu komoérkowym czy tempie proliferacji
[17].

Tabela 1

Wptyw chlorku chromu (10 pg Cr3+/L) na ekspresj¢ genow zaleznych od insuliny, odpowie-
dzialnych za regulacj¢ metabolizmu tluszczow w komorkach linii C2C12 poddanych réznico-
waniu po 4 godzinach inkubacji. 1 - zaznaczono geny, ktorych ekspresja ponad dwukrotnie
wzrosta w stosunku do kontroli inkubowanej bez dodatku chromu.

The effect of chromium chloride supplementation (10 pg Cr3+/L) on insulin path genes expres-
sion in differentiated C2C12 cells after 4h supplementation. 1- mark genes after more then
twice elevation as compared with control cells incubated without chromium.

Symbol genu/ Nazwa genu/Gene name Warto$é¢ ekspr.esji genu
Gene symbol Gene expression value

Araf V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 133,57

Cebpa CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha 1 3,02

Pklr Pyruvate kinase liver and red blood cell 1T 2,86

Pparg Peroxisome proliferator activated receptor gamma T 226

Prkcc Protein kinase C, gamma 1T 2,17

Prkci Protein kinase C, iota 1T 5,25

Rafl V-raf-leukemia viral oncogene 1 1T 3,35

Slc27a4 Solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 4 1T 3,35

Sorbsl Sorbin and SH3 domain containing 1 T 2,06

cCr - chlorek chromu

DMEM - pozywka zawierajaca: sole nieorganiczne utrzymujace stale pH i ci$nienie osmotycz-
ne, zestaw aminokwasow, glukoze i witaminy z dodatkiem Glutmaxu (ang. Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium with Glutamax)

pCr - pikolinian chromu

PPAR - receptory aktywujace proliferacje peroksysomow (ang. peroxisome prolifera-
tor—activated receptors)

SREBP — czynniki transkrypcyjne regulowane przez sterole (ang. sterol-regulated transcription
factors)

W uzyskanych przez nas wynikach, jony chromu (III) podawane w st¢zeniu 1 pg
Cr’'/L powodowaly zwigkszenie aktywnosci B-oksydacji w pierwszych godzinach
inkubacji z tymi jonami. Jest to zgodne z badaniami przeprowadzonymi przez Kuryta
i wsp, gdzie wykazano, ze suplementacja jonami chromu (96,51 uM) zwigksza aktyw-
nos¢ tego procesu w limfocytach izolowanych z krwi szczurdéw. Zastanawiajaca jest
tylko r6zna dynamika zmian w zaleznos$ci od zastosowanych zwiazkéw chromu. Chlo-
rek chromu powodowal liniowy wzrost intensywnosci utleniania kwasoéw ttuszczo-
wych w czasie 1 - 6 godzin, natomiast dla pikolinianu chromu efekt stymulacji osiagat
najwyzsza warto§¢ w 1 godzinie inkubacji, a w miarg uptywu czasu obnizat si¢. Zaob-
serwowane zmiany nalezy tlumaczy¢ réznicami w budowie strukturalnej podawanych



192 Lewicki Stawomir, Rattman Dariusz, Kuryl Tomasz, Snochowski Marek, Debski Bogdan

zwiazkow chromu. Chrom w postaci chlorku jest fatwo rozpuszczalny w wodzie, przez
co moze mie¢ utrudnione wchtanianie do komoérki w poréwnaniu do pikolinianu chro-
mu, ktory wykazuje mocno hydrofobowe wlasciwosci. Przyjmujac to zatozenie efekt
dziatania pikolinianu chromu mogt by¢ nasilony przez pierwsza godzing inkubacji
a nastgpnie zanikat ze wzgledu na zwigkszajaca si¢ ilo$¢ produktow B - oksydacji.
Zmniejszona kinetyka wchtania chromu podanego w postaci chlorku chromu mogtaby
thumaczy¢ wzrost aktywnos$ci procesow beta-oksydacji w czasie. Z drugiej strony nie
nalezy zapomnie¢ o duzej dysproporcji wielkosci migdzy tymi solami. Chrom podany
w postaci chlorku bedzie transportowany do komorek w postaci jonéw przez kanaty
jonowe, natomiast pikolinian chromu, jako cata czasteczka. Dysocjacja chromu z piko-
linianu chromu wiazataby si¢ z wydzieleniem do komorki 3 czasteczek kwasu pikoli-
nowego, co moze ujemnie wplywac na metabolizm komorki w tym na p-oksydacjg.

Jony chromu, ktore znalazty si¢ wewnatrz komorki moga przechodzi¢ do jadra
komoérkowego, gdzie bezposrednio lub posrednio (np. przez aktywacje receptorow
estrogenowych) moga oddziatywac na ekspresje genow [5,22,6]. W badaniach prze-
prowadzonych na komodrkach watrobowych Hepa-1 (mysia hepatoma) z uzyciem izo-
topu >*Cr (chrom podawano w postaci K,Cr,07, 25 pM) wykazano, ze okoto 30 % jest
akumulowane w jadrach komérkowych. Dostgpne w literaturze wyniki badan wptywu
chromu na ekspresj¢ genow dotycza gtownie oznaczen gendéw, ktore zmienity swoja
ekspresje po zastosowaniu toksycznych form chromu VI [11,23,12]. Przedmiotem
przeprowadzanych przez nas analiz byt natomiast aspekt regulacji przez chrom ekspre-
sji gendw zwiazany z efektami wywotanymi przez insuling. Zaobserwowano wzrost
ekspresji 22 gendow ze 120 dostepnych na mikromacierzy po 4 godzinnej inkubacji
z jonami chromu, z czego 1 mozna zaliczy, jako gen docelowy indukowane przez
SREBP, 3 jako geny docelowe indukowane przez PPAR, a 6 z nich jako geny zaanga-
zowane w metabolizm lipidéw. Sterowanie transkrypcja genoéw przez jony chromu
moze by¢ sposobem na wyjasnienie ingerencji tego pierwiastka zarowno w metabolizm
cukrow jak i thuszczow.

Whioski

1. Jony chromu (III) podawane w stezeniu 1 pgCr’'/L powoduja zwigkszenie ak-
tywnosci B-oksydacji w 1, 3 (dla pikolinianu) i 1, 3, i 6 (dla chlorku) godzinie
inkubacji. Po 48 godzinnej inkubacji suplementacja jonami chromu spowodowa-
ta obnizenie aktywnosci tego procesu.

2. Chrom podawany w postaci chlorku wykazuje silniejsze dziatanie stymulacyjne
niz w postaci pikolinianu

3. Nie zauwazono istotnego wptywu obu soli chromu stosowanych w stezeniu 10
ngCr’/L, co moze sugerowaé, ze dawka 1 pgCr’/L jest dawka graniczna, zdol-
na do wywotania efektu biologicznego
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4.

Wyniki analizy mikromacierzy wskazuja na aktywne dziatanie jonow chromu
(III), jako aktywatora ekspresji gendw szlaku insulinowego (wzrost ekspresji 22
genow po 4 godzinnej inkubacji), co moze by¢ jednym z mechanizméw dziata-
nia chromu na metabolizm we¢glowodanowo-lipidowy w komorkach migénio-
wych.
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THE EFFECT OF CHROMIUM (IIT) ON FATTY ACID METABOLISM AND INSULIN PATH
RELATED GENE EXPRESSION IN MOUSE MYOCYTES CELL LINE C2C12

Summary

Chromium (III) ions influence significantly carbohydrate-lipid metabolism causing in diabetic sub-
jects an optimalisation of insulin action, increase of lipid alteration, decrease body weight and free fatty
acids plasma level. The aim of the present study was to describe changes in B-oxidation of fatty acids and
gene expression following chromium supplementation. The experiments were performed in mouse myob-
last C2C12 cell line over 4 days differentiation. Chromium was added to medium (DMEM), as chromium
chloride (CrCls) or chromium picolinate, in 1 and 10 pgCr’’/L concentrations. Beta-oxidation of fatty
acids activity was measured after 1, 3, 6, or 48 h. incubations. Introduction of chromium 1 ngI:’ /L to cell
culture resulted intensification of fatty acids oxidation after 1 and 3 h (picolinate, p < 0,001) and 1, 3, and
6 h (chloride, p < 0,001) incubation. We observed higher stimulation effect along chromium chloride
administration (about 50% of control value) than chromium picolinate (25% of control value). After 48h
incubation decrease of fatty acids oxidation were noticed. The influence of chromium chloride (10
ngCr*’/L) supplementation on gene expression was examined using microarray SuperArray technique.
Chromium added caused increase in 22 genes expression over 4h while only 2 increase and 2 decrease
over 24h incubation in compare with control. The results in these studies showed positive effect of chro-
mium supplementation on activity of B-oxidation. Results from microarray analysis indicate chromium
interaction on signaling insulin pathway, also on transcription level. Increased expression of genes en-
gaged in lipid metabolism and genes activated by peroxisome proliferator—activated receptor PPAR sug-
gest permanent effect caused by chromium ions.

Key words: chromium chloride, chromium picolinate, f-oxidation of fatty acids, microarray, C2C12
myocytes.
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