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Wptyw chromu lll, estradiolu i genisteiny na komoérkowa
lokalizacje insulinozaleznego biatka transportujgcego
glukoze 4 (Glut-4) w hodowli zr6znicowanych mig$niowych

komorek linii C2C12

Effect of chromium (l11), estradiol and genistein on cellular localizations of glucose transporter
type 4 (Glut-4) in differentiated mouse myocytes cells C2C12
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Wprowadzenie. W regulacji poziomu glukozy we krwi kluczowa role
odgrywa insulina i tkanki (miesnie, ttuszcz), ktére posiadajg insulinozalezne
biatko transportujace glukoze (Glut-4).

Cel pracy. W badaniach postanowiono okresli¢ wptyw 48 h inkubacji
komérek z jonami chromu (10 pg Cr3*/L) podawanymi w formie chlorku lub
pikolinianu, estradiolu (1; 10; 100 nM) oraz genisteiny (0,1; 1; 50 pM) na
translokacje Glut-4 z cytoplazma/btona komérkowa. Dodatkowo okreslono
wplyw badanych czynnikdw na efekty wywotane stymulacja insuling (100
nM, 15 min.).

Materiaty i metody. Badania wykonano na mysich komérkach miesniowych
linii C2C12 poddanych 6-dniowemu réznicowaniu (dodatek 2% surowicy
konskiej). Oznaczenie ilosci Glut-4 cytoplazma/btona komérkowa wykonano
przy uzyciu swoistych przeciwciat w mikroskopie konfokalnym.

Wyniki. Chrom w formie pikolinianu (10 pg Cri*/L) oraz genisteina
(0,1 uM) znaczaco zwiekszat ilos¢ Glut-4 na btonie komoérkowej. Oba
zwigzki hamowaty efekt stymulacyjny insuliny. Dla estradiolu (10; 100
nM) oraz chlorku chromu zauwazono nieistotne statystycznie zwiekszenie
ilodci Glut-4 na btonie komérkowe] i podobny efekt wywotany dodatkiem
insuliny.

Whniosek. Uzyskane wyniki nie wykluczajag mozliwosci oddziatywania
chromu poprzez receptory estrogenowe, jednakze nie daja jednoznacznej
odpowiedszi, ktéry z receptoréw moze by¢ stymulowany przez chrom.

Stowa kluczowe: chlorek chromu, estradiol, genisteina, biatko transportujgce
glukoze 4 (Glut-4), miocyty C2C12

Introduction. Insulin and selected tissues (e.g. muscle or adipose) play
a key role in regulation of blood glucose level. These tissues has insulin-
depended glucose transporter member 4 (Glut-4).

Aim. In the present study, we determined the effect of 48 h cell
incubation with chromium ions (Cr** 10 pg / L administered as chloride
or picolinate), estradiol (1, 10, 100 nM) or genistein (0.1, T, 50 pM) on
Glut-4 cytoplasm/cell membrane translocation. In addition, the influence
of the studied factors on the effects caused by insulin stimulation (100
nM, 15 min.) was examined.

Materials and methods. Research was carried out on mouse muscle cell
line C2C12 with prior six-day differentiation (addition of 2% horse serum).
The receptor localization (cytoplasm/cell membrane) was performed using
confocal microscopy after specific antibody staining.

Results. Chromium picolinate (10 pg Cr** / L) and genistein (0.1 pM)
significantly increased the amount of Glut-4 in cell membrane. In the
same time, both compounds inhibited the stimulatory effect of insulin.
Insignificant increase in the number of Glut-4 on the cell membrane in
the case of 10 nM and 100 nM of estradiol, and chromium chloride
supplementation was observed.

Conclusion. The results do not exclude the possibility of chromium action

through estrogen receptors, but do not give a definite answer which receptor
can be stimulated by chromium ions.

Key words: chromium chloride, estradiol, genistein, glucose transporter type
4 (Glut=4), C2C12 myocytes
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Wprowadzenie i cel pracy

Homeostaza glukozy w organizmie uwarunko-
wana jest odpowiedzig tkanek na dziatanie insuliny.
W warunkach prawidtowych insulina wiaze si¢ z re-
ceptorem insulinowym, co prowadzi do autofosfory-
lacji reszt tyrozynowych w czesci cytoplazmatycznej
receptora. Prowadzi to do fosforylacja bialek z rodziny
IRS (insulin receptor substrate) takich jak IRS 1-4
czy Gab-1 1 aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozytolu
(PI 3-K). PI 3-K katalizuje biosynteze 3-fosfatydyloi-
nozytoli, wtérnych molekut sygnatowych. Inicjuja one
tancuch reakcji prowadzacych do aktywacji czynnikéw
odpowiedzialnych za efekty wywolywane przez insuli-
ne: kinaz biatkowych B i C (PKB, PKC), fosfatydyloi-
nozyto-zaleznej kinazy (PDK-1) czy $ciezki zaleznej
od kinazy mTOR. Gtéwnym efektem dziatania tego
procesu jest translokacja biatka transportujacego glu-
koze 4 (Glut-4) z cytoplazmy na bton¢ komorkows,
w wyniku czego nastepuje inicjacja aktywnego trans-
portu glukozy do komérek [1, 2]. Proces wyciszania
sygnatu wzbudzonego przez hormon regulowany jest
w kilku etapach i zalezy od fosfataz wewnatrzkomor-
kowych. Powoduje to powrotne przeniesienie biatka
Glut-4 z btony komérkowej do cytoplazmy, przez co
zahamowany zostaje dokomérkowy transport gluko-
Zy.

Zaburzenia w przekazywaniu sygnatu pochodza-
cego od insuliny sg przyczyna cukrzycy typu 2, jednej
z najszybciej rozwijajacej si¢ choroby cywilizacyjne;.
Wedlug prognozy, przeprowadzonej przez Kimiwsp.,
w roku 2030 na catym $wiecie bedzie okoto 300 mi-
lionéw 0s6b cierpigeych na te chorobe [3]. Dobrym
kandydatem do wspomagania terapii cukrzycy typu
2 moze by¢ chrom. W badaniach, przeprowadzonych
zaréwno wérdd ludzi z objawami cukrzycy; jak i u zwie-
rzat laboratoryjnych z do§wiadczalnie wywotang cuk-
rzycg udowodniono, ze suplementacja jonami chromu
(III) zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia
arteriosklerozy, zawalu serca, obniza poziom chole-
sterolu, lipoprotein niskiej gestosci (LDL), zmniejsza
sekrecje insuliny przy niezmienionym stezeniu gluko-
zy [4-7]. Pomimo licznych badan przeprowadzonych
z udzialem chromu, molekularny mechanizm oddzia-
tywania tego pierwiastka nie jest do konica znany. Jedng
z hipotez jest mozliwo$¢ oddzialywania jonéw chromu
z receptorami estrogenowymi. Receptory estrogenowe
(ER) posiadaja w swojej budowie miejsce do wigzania
metali, a wzgledne powinowactwo chromu do ER
badane w hodowli komérek MCF-7 bylo tylko okoto
czterokrotnie nizsze anizeli do 17-beta-estradiolu
(E) [8]. Prowadzac badania z udziatem receptoréw
estrogenowych nalezatoby rozr6znic efekt wywotany
aktywacja receptora alfa lub beta. Takg mozliwos¢ daja
zwiazki selektywnie oddziatujace na jeden typ recepto-
ra estrogenowego. Niewatpliwie takim zwigzkiem jest

genisteina (G), ktora reaguje gléwnie z receptorem
estrogenowym beta [9].

Dlatego w niniejszej pracy postanowiono zbada¢
wplyw chromu, estradiolu (naturalnego liganda re-
ceptoréw estrogenowych) i genisteiny na komérkowsa
lokalizacje insulinozaleznego biatka transportujacego
glukoze 4 (Glut-4). Gléwnymi tkankami zaangazowa-
nymiw zalezny od tego hormonu transport glukozy sa
mie$nie, komorki thuszezowe i watroba. Z tego wzgle-
du badania zostaly wykonane na linii komoérkowej
mysich mioblastow C2C12 poddanej réznicowaniu
do miocytow.

Materialy i metody

Hodowle komoérkowe. Badania wykonywano
na komorkach mysich mioblastow linii C2C12 za-
kupionej w banku komorek European Collection of
Animal Cell Cultures (Porton Down, Anglia). Komoérki
wykorzystywano w badaniach maksymalnie do 20 pa-
sazu. Komoérki hodowano zgonie z procedurg opisana
wezesniej [ 10]. Do réznicowania uzywano medium
zawierajacego 2% surowice konska (HS) zakupionej
w Gibco, Szkocja.

Zwigzki chromu: chlorek (cCr) i pikolinian(pCr)
zakupione w Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Chemical
Co.; St. Louis, MO, USA) rozpuszczano w wodzie
dejonizowaneji sterylizowano za pomoca filtrow strzy-
kawkowych. Estradiol i genisteing zakupiono w Sigma
Aldrich Chemical Co., St. Louis, USA i rozpuszczono
w etanolu. Kontrole dla genisteiny i estradiolu sta-
nowity media z odpowiednim dodatkiem etanolu.
Stezenie zwigzkéw do badan wybrane zostaly we
weze$niejszych badaniach na komérkach linii C2C12
jako te, ktore wykazuja korzystny efekt biologiczny
[10, 11].

Immunocytochemia. Komérki do oznaczen
wysiano na oSmiokomorowe szkietka podstawowe typu
Lab-Tek w stezeniu 25 tys. kom./cm?. Po uzyskaniu 80
90% konfluencji komérki poddano réznicowaniu (do-
danie medium z surowica koniska) przez okres 4 dni.
Dwanascie godzin przed wykonaniem do$wiadczenia
usuwano medium réznicujace i podawano DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle medium with Glutamax)
bez surowicy (ktéra zawiera zwigzki estrogenowe).
Czynniki doswiadczalne podawano DMEM na okres
48 godz. Dla kazdego z badanych czynnikéw prze-
prowadzono takze stymulacje¢ insuling (100 nM,
15 min. przed zakonczeniem doswiadczenia). Po
inkubacji z badanymi czynnikami, komoérki prze-
ptukiwano dwukrotnie roztworem PBS i utrwalano
3,7% paraformaldehydem w PBS (w/0) przez 15 min.
w temperaturze pokojowej. Po 15 min. paraformal-
dehyd usuwano, komérki przemywano dwukrotnie
roztworem PBS i dodawano 70% roztwér metanolu
(metanol w PBS, o/o, 15 min, 40° C) w celu per-
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mabilizacji bton komérkowych. Nastepnie metanol
usuwano i przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS.
Tak przygotowane komorki inkubowano w roztworze
z pierwotnym przeciwciatem 1 pg/mlw PBS (krdlicze
poliklonalne przeciwciata IgG anty-Glut-4) przez 1,5
godz. w temperaturze pokojowej. Po usunigciu roz-
tworu przeciwcial komorki przeptukiwano roztworem
PBS i dodawano mieszaniny przeciwcial wtérnych
znakowanych fluorochromami (Alexa Fluor 488 kurze
anty-kroélicze) w stezeniu 0,5 pg/ml kazde w PBS na
godzine w temperaturze pokojowej. Po usunigciu prze-
ciwcial wtérnych komorki przeptukiwano 2-krotnie
roztworem PBS i dodawano 2 ng/ml 7-AAD (7-AAD
w PBS, w/0, 15 min., temperatura pokojowa), po czym
przeplukiwano 3-krotnie roztworem PBS. Nastepnie
ze szkielek podstawowych typu Lab-Tek usuwano
Scianki boczne, dodawano krople mounting medium
i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Preparaty
ogladano nastepnego dnia w mikroskopie konfokal-
nym w powiekszeniu 600X (Olympus, Polska).

Dla kazdego wariantu do§wiadczenia wykonywa-
no po 10 zdje¢, na ktérych widoczna byta komoérka
(miotuba) posiadajaca 3 lub wigcej jader. Wykonane
zdjecia analizowano przy pomocy programu Micro-
Image (Microlmage, Version 4,0 for windows 95/
NT/98, Olympus, Hamburg, Niemcy).

Oceniajac komorkows lokalizacje biatka Glut-4
obrysowywano widoczng na zdjeciu miotube w catosci
i dokonywano pomiaru wspétczynnika integralnosci
optycznej (IOD), a nastgpnie zaznaczano obszar
z pomini¢ciem blony komoérkowej i powtdrnie do-
konywano pomiaru. Z réznicy I0OD wyliczano 10D
blony komérkowej, ktore nastepnie dzielono przez
IOD catej komérki. Tak uzyskane wyniki przeliczono

na % wartosci uzyskanej dla warunkéw kontrolnych.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5 odr¢gbnych
doswiadczen £SEM. Dla badanych czynnikéw réznice
statystyczne wyliczano wzgledem wartosci uzyskanej
dla kontroli, natomiast w przypadku dodatkowej sty-
mulacji insuling dla warto$ci uzyskanej dla warunkow
kontrolnych + insulina. Przyktadowe zdjecia z mikro-
skopu konfokalnego przedstawiono na rycinie 1.

Analiza statystyczna. Wszystkie uzyskane z do-
$wiadczen wyniki wykazywaty parametry rozktadu
normalnego. Dlatego analize poziomu istotnosci
wykonano przy uzyciu one-way ANOVA (weryfikacja
testem Tukeya) przy zastosowaniu programu kom-
puterowego GraphPad Prism 4.0 (Microsoft, Seattle,
USA).

Wyniki i omowienie

Kontrola. Stosunek ilosci Glut-4 na powierzch-
ni btony komérkowej do ilosci zlokalizowanej we-
wnatrz komoérki w warunkach kontrolnych wynosit
11,6%2,13%. Powierzchnia btony komorkowej wy-
liczona ze zdjecia stanowita ponizej 4% powierzchni
catej komorki.

Dodatek insuliny spowodowat zwigkszenie ilo$ci
Glut-4 w btonie komérkowej (okoto 75%, p<0,05)
przy czym zaobserwowano komorki, gdzie ilosci tego
transportera w blonie komaérkowej byty ponad 3 krot-
nie wyzsze.

Chrom. Nie wykazano statystycznych réznic
w ilosci Glut-4 w btonie komérkowej po 48 godzinnej
inkubacji z jonami chromu podawanymi w formie
chlorku. Natomiast po 48 godzinnej stymulacji piko-
linianem chromu zauwazono okoto 40% wzrost ilosci

Ryc. 1. Przyktadowe zdjecia komérek linii C2C12 wykonane w mikroskopie konfokalnym. Zdjecia wykonano 6 dnia réznicowania. Na zdjeciach
widoczne centralnie miotuby. Zielona fluorescencja oznacza ekspresje Glut-4, czerwonym fluorochromem wybarwiono jadra komérkowe.
A- komorki hodowane w warunkach kontrolnych, B — komérki hodowane z dodatkiem jonéw chromu (10 pg Cr3+/L), C — komoérki hodowane
w warunkach kontrolnych, dodatkowo stymulowane insuling (100 nM) przez 15 minut. Zdjecia wykonano w mikroskopie konfokalnym ,Olym-
pus” w powiekszeniu 600x

Fig. 1. Typical image of the C2C12 cell line taken by confocal microscope (Olympus, 600xmagnification). Photos were done after the 6th
day of differentiation. Myotubes are shown in the central part of photos. Green fluorescence indicates the expression of GLUT-4, red - fluo-
rochrome-stained nuclei. A - control, B = chromium supplementation (10 ug Cr3*/L), C = control with addition insulin addition (100 nM, 15
min. before end of examination)
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receptora Glut-4 w btonie komérkowej. Dwudniowa
inkubacja komorek z jonami chromu (podawanego
w formie chlorku) dodatkowo stymulowanych insuli-
ng (100 nM) nie wptywato znaczaco na zwigkszenie
ilosci Glut-4 w btonie komérkowej (wzrost ilosci
o okoto 40%) w poréwnaniu do wartosci uzyskach dla
kontroli z dodatkiem insuliny. Co ciekawe nie zauwa-
zono efektu stymulacyjnego insuliny w komérkach
hodowanych z pikolinianem chromu (ryc. 2).

Transporter glukozy Glut4, lokalizacja btonowa
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Ryc. 2. Wptyw jonéw chromu (chlorku i pikolinianu, 10 pg Cr**/L) na
ilos¢ biatka transportujgcego glukoze (Glut-4) na btonie komérkowej.
Badanie wykonano w zréznicowanych komérkach linii C2C12 po 48
godzinnej inkubacji z badanymi czynnikami DMEM. Dodatkowo
wykonano 15 min. inkubacje z insuling o stezeniu 100 nM. Wyniki
stanowig wartosci $rednie £SEM. Rdznice statystyczne wyliczono
wzgledem wartosci uzyskanej dla kontroli lub kontroli z dodatkiem
insuliny. *** p<0,001

Fig. 2. Effect of chromium ions supplementation (10 pg Cr**/L, added
as chloride or picolinate) on membrane glucose transporter type 4
(Glut-4). Experiment was performed on differentiated C2C12 cell line
after 48 h incubation with tested compounds. Additionally 15 min.
stimulation (before end of examination) with insulin (100 nM) was
done. Results are presented as mean +SEM. Statistical differences were
calculated due to control (with or without insulin). *** p<0.001

Estradiol. Nie zauwazono istotnych r6znic staty-
stycznych po 48 inkubacji z estradiolem (w stezeniach
1,101 100 nM). Zaobserwowano natomiast zalezny
od stezenia estradiolu wzrost ekspresji Glut-4 w btonie
komoérkowej (od 81,4 dla 1 nM do 125,5% dla 100
nM estradiolu). Ten sam efekt zauwazalny byl po
dodatkowej stymulacji insulina, ktéra niezaleznie od
stezenia estradiolu zwigkszata ilos¢ Glut-4 na btonie
o okoto 45% w poréwnaniu dla warto$ci uzyskanej dla
danego ste¢zenia estradiolu (ryc. 3).

Genisteina. 48 h inkubacja z genisteing w steze-
niu 0,1 spowodowata zwigkszenie ilosci biatka Glut-4
na btonie komérkowej o okoto 50% (p>0,01%).
Poréwnujac trzy zastosowane stezenia zaobserwowa-
no zalezne od ste¢zenia obnizenie $redniej ekspresji
Glut-4 w btonie komoérkowej (od 151,7% dla 0,1 uM
do 90,5% dla 50 pM genisteiny). Dodanie insuliny
do hodowli suplementowanej genisteing nie wptywato
znaczgco na zwigkszenie ilos¢ Glut-4 w btonie komor-
kowej. Wartosci te byly poréwnywalne do wynikéw

Transporter glukozy Glut4, lokalizacja btonowa
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Ryc. 3. Wptyw estradiolu (1, 10 100 nM) i genisteiny (0,1, 1, 50 uM)
na ilos¢ biatka transportujgcego glukoze (Glut-4) na btonie komorkowe;j.
Badanie wykonano w zréznicowanych komérkach linii C2C12, po
48 godzinnej inkubacji z badanymi czynnikami DMEM. Dodatkowo
wykonano 15 min. inkubacje z insuling o stezeniu 100 nM. Wyniki
stanowig wartosci Srednie + SEM. Réznice statystyczne wyliczono
wzgledem wartosci uzyskanej dla kontroli lub kontroli z dodatkiem
insuliny. ** p<0,01; *** p<0,001

Fig. 3. Effect of estradiol (1, 10 i 100 nM) and genistein (0,1, T,
50 pM) on membrane glucose transporter type 4 (Glut-4). Experiment
was performed on differentiated C2C12 cell line after 48 h incubation
with tested compounds. Additionally 15 min. stimulation (before end of
examination) with insulin (100 nM) was done. Results are presented
as mean + SEM. Statistical differences were calculated due to control
(with or without insulin). ** p<0.01; *** p<0.001

uzyskanych bez hormonu, dlatego wykazano réznice
statystyczne pomiedzy wartoscig uzyskang dla kon-
troli z insuling a warto$cig uzyskang dla genisteiny
(50 uM) z insuling (ryc. 3).

Fizjologiczne zmiany stezenia glukozy w organi-
zmie podlegaja regulacji hormonalnej, w ktorej duza
role odgrywa insulina. Jest to hormon regulujacy m.in.
aktywacje dokomoérkowego, aktywnego transportu
glukozy do insulinozaleznych tkanek takich jak:
migsnie, ttuszcz czy watroba. Biatkiem bezposrednio
zaangazowanym w ten proces jest transporter Glut-4,
ktéry pod wplywem dziatania insuliny zostaje przenie-
siony z cytoplazmy na btong komoérkows i umozliwia
proces aktywnego transportu glukozy. Nieprawid-
fowosci w przekazywaniu sygnatu pochodzacego od
insuliny powoduja wystepowanie zaburzen spowo-
dowanych nadmierng iloscig cukru (hiperglikemis).
Leczenie tego typu zaburzen jest skomplikowane,
dlatego ciagle poszukuje si¢ zwiazkow, ktére moga
w pewien sposob korzystnie wptywaé na stan pacjen-
téw. Do takich zwiazkéw niewatpliwie naleza jony
chromu III. W licznych badaniach przeprowadzonych
na zwierzetach z laboratoryjnie indukowang cukrzyca
(uszkodzenie trzustki streptozotocyna ) wykazano, ze
suplementacja chromem zmniejsza poziom glukozy,
cholesterolu i LDL we krwi oraz ogranicza ryzyko
miazdzycyizawatu serca [ 12, 13]. Uludzi z objawami
cukrzycy typu 2, dodatkowa podaz chromu w diecie,
polepsza metabolizm glukozy i zwigksza efekt dzia-
tania insuliny [14, 15]. Co ciekawe, Cefalu i wsp.
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sugeruja, ze efekty wywotane przez chrom u pacjentow
z cukrzycg typu 2 moga by¢ zwigzane z genetycznymi
uwarunkowaniami [16]. Pomimo licznych badan,
mechanizm oddzialtywania jonéw chromu nie jest do
konca poznany. Sugeruje si¢, ze moze on by¢ zwia-
zany z oddzialywaniem poprzez wole rodniki [17],
ze zmiang plynnosci btony komérkowej [18] czy
z oddzialywaniem na receptory estrogenowe [11].

Tematem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu
48 h suplementacji chromem, estradiolem i geniste-
ing na ilo$¢ transportera glukozy Glut-4 na blonie
komoérkowej. Dodatkowo zbadano wplyw wyzej wy-
mienionych czynnikéw na translokacje biatka Glut-4
wywolany dodaniem insuliny (100 nM, 15 minut).
Wyniki uzyskane dla chromu (zwigkszenie ilosci
Glut-4 na btonie komérkowej o 20% — chlorek i 40%
—pikolinian) sa podobne z badaniami przeprowadzo-
nymi na linii 3T3-L1 (adipocyty) przez Chen i wsp.
[19]. Wykazali oni réwniez zwigkszona ilos¢ Glut-4
w btonie komérkowej pod wptywem 16 godz. inkubacji
z 10 pM chlorkiem (44 %) i pikolinianem chromu
(33%). Autorzy zaobserwowali réwniez zwigkszony
efekt translokacji biatek Glut-4 wywotany insuling,
co w niniejszej pracy obserwowane bylo tylko w przy-
padku inkubacji z chlorkiem chromu (10 ug Cr3*/L).
W badaniach na linii 3T3-L1 wykazano réwniez,
ze chrom podawany w postaci pikolinianu chromu
zwigkszal transport glukozy i translokacje Glut-4
w warunkach wywotania opornosci na insuling (24h
preinkubacja z wysokimi stezeniami glukozy) w ho-
dowli in vitro [ 20]. Co ciekawe, jony chromu wptywaja
na transport glukozy w dwojaki sposéb z jednej strony
zwigkszajg ilos¢ biatka Glut-4 na blonie komérkowej,
z drugiej zwigkszaja ilos¢ mRNA Glut-4 w komérce
[21].

Jest wiele dowoddw, ze estrogeny modulujg wraz-
liwos¢ na insuling i s3 zaangazowane w homeostaze
glukozy. W badaniach przeprowadzonych na myszach
z nokautem genéw receptora estrogenowego alfa
(ERa) lub beta (ER-B) zauwazono, ze Glut-4 nie ulega
kolokalizacji w mig$niach szkieletowych i komérkach
tluszczowych myszy. Dodatkowo brak genu ER-o po-
woduje obnizenie poziomu biatka Glut-4 i prowadzi
do wywotania symptomoéw charakterystycznych dla
cukrzycy, czego nie obserwuje si¢ u myszy z brakiem
ER-B[22, 23] Odwrotna sytuacje opisali Riiegg i wsp.,
ktorzy zaobserwowali zmniejszenie mRNA Glut-4
w zréznicowanych komérkach embrionalnych fibro-
blastow mysich pozbawionych ER-B [24]. W niniej-
szej pracy inkubacja z estradiolem (48h, w stezeniach:
1, 101100 nM, aktywacja gtéwnie ER-o.) nie wplywata
znaczgco na poziom Glut-4 na btonie komérkowe;.
Zauwazono natomiast, ze estradiol w stezeniach 10
i 100 nM powoduje zwigkszenie ilosci Glut-4 na bto-

nie komérkowej poréwnywalng dla tej uzyskanej dla
jonéw chromu podawanych w formie chlorku (okoto
20%). Opisane zmiany maja potwierdzenie w kinetyce
transportu glukozy pod wpltywem chlorku chromu
(10 pg Cr**/L) i estradiolu (10 nM) obserwowane
w zréznicowanych komoérkach linii C2C12. W obu
przypadkach obserwowano zwigkszanie aktywnosci
tego procesu [11]. Co ciekawe, efekt translokacji
Glut-4 wywotany insuling w przypadku estradiolu
(101100 nM) byt taki sam jak w przypadku inkubacji
z chlorkiem chloru (okoto 45%). W niniejszej pracy
48 h aktywacja ER-B genisteing w stezeniu 0,1 uM
spowodowato zwigkszenie ilosci Glut-4 na blonie
komérkowej o ponad 50% w poréwnaniu do kontroli.
Podobne wyniki uzyskano dla pikolinianu chromu
(10 pg Cr3*t/L, 45%). Wigcej podobienstw pomiedzy
dziataniem genisteiny w niskim st¢zeniu (0,1 pM)
a pikolinianem chromu dostarcza poréwnanie od-
dzialywania obu zwigzkéw na stymulacje insuling.
W obu przypadkach nie zauwazono efektu stymula-
cyjnego (ryc. 2 i 3). Zastosowanie wyzszych stezen
genisteiny, spowodowato obnizenie ilosci Glut-4 na
btonie komadrkowej, z jednoczesnym brakiem efektow
wywotanych poprzez dodatkows stymulacje insuling
(100 nM, 15 min.). Brak zmian w ilosci Glut-4 na
btonie komérkowej sa zgodne z wynikami Smith i wsp.,
ktérzy wykazali podobne zaleznosci w hodowlach ad-
ipocytow [ 25]. Potwierdzaja one réwniez obserwacje
zwigzane z kinetyka transportu glukozy do komoérek,
ktora pod wptywem suplementacji genisteing (10 uM
i powyzej) powoduje obnizenie wartosci tego procesu
w komorkach adipocytéw i miocytow [11, 26].

Uzyskane dane potwierdzaja wptyw jonéw chro-
mu na translokacje biatka transportujacego glukoze
(Glut-4). Poréwnanie efektéw wywotanych przez
chrom, estradiol i genisteing nie wyklucza mozliwosci
oddziatywania chromu poprzez receptory estrogeno-
we. Uzyskane wyniki nie daja w petni odpowiedzi na
pytanie, ktory z receptoréw estrogenowych moze by¢
odpowiedzialny za efekt wywolany dodatkiem chro-
mu, jednakze wydaje sie, ze oddzialywanie poprzez
ER-a jest bardziej prawdopodobne.

WNIOSKI

1. Chrom (10 pg Cr**/L) podawany w postaci pikol-
nianu chromu wptywa na ilos¢ Glut-4 w btonie
komorkowej natomiast w postaci chlorku nie
ma wplywu. Nie zauwazono istotnego wptywu
chromu na dziatanie insuliny.

2. Estradiol po 48 godz. inkubacji nie wplywa zna-
czgco na poziom Glut-4 w btonie komérkowe;j,
natomiast wraz ze wzrostem stezenia estradiolu
zaobserwowano zwigkszenie sie ilos¢ Glut-4
w btonie komérkowej. Nie zauwazono istotnego
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zwigkszenia translokacji tego transportera na
blon¢ komérkowsg po dodatkowej stymulacji in-
suling.

. Genisteina po 48 godzinach inkubacji w niskich

dawkach (0,1 uM) zwiekszata ilos¢ Glut-4
w btonie komérkowej natomiast w wyzszych
(1150 pM) nie miata wptywu. Genisteina we
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