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1. BEVEZETO

Az iparosodott orszadgokban, igy hazdnkban is egyre né a 2-es tipusu diabetes
mellitusban szenvedd betegek szdma. A betegek tobbsége mar a felismerés pillanataban
inzulinrezisztens, hiperinzulinémids, illetve dislipidémids, kardio-és vaszkularis betegségben
szenved.

Az inzulinrezisztencia olyan allapot, amikor a normalis mennyiségli inzulin a
normalistol eltérd, csokkent valaszt valt ki. Ez lehet kompenzalt, amikor a B sejtek inzulin
termelése fokozott, ill. lehet dekompenzalt, amikor mar hiperglikémia van jelen. A szekunder
hiperinzulinémia miatt hiperlipidémia, hiperglikémia, hipertonia és az endotélsejtek
elvaltozasa alakul ki. 2-es tipust diabetesre jellemzd, hogy 35-40 %-al csokken az egész test
gliilkozfelhasznalasa, melynek oka az izomszovet glikogénképzésében ¢és az itt folyd
glitkozoxidacio csokkenésében keresendd. gy a folos cukor laktattd alakul, amely a méjbeli
glikoneogenezis szubsztratja, és a Kori-koron keresztiil egyik oka a mdj fokozott glikogén
szintézisének. A kronikus hiperglikémia idején a szervezet védekezik a tulzott cukorfelvétel
ellen, csokken az inzulin stimulalta cukorfelhasznalas. Ismert, hogy cukorbetegekben az
alacsonyabb cukorfelvétel csaknem egészéért a csokkent glikogénszintézis felelOs.

2-es tipust cukorbetegekben a periférids inzulinrezisztencia €s a B-sejtek kdrosodasa

mar a betegség manifesztacioja eldtt kimutathatd, és a hiperglikémia 6nmagat rontod
folyamatként tovabb sulyosbitja az inzulinrezisztenciat és kimeritheti a [ sejteket. A
diabeteses betegekben altaldban az egészséges egyénekben mérhetd szintekhez képest
magasabb a triglicerid és a szabadzsirsavak (Free Fatty Acids, FFA) szintje. A magasabb
FFA szint az inzulinrezisztencia nyilvanvald jele. Ez 6nmagéaban is inzulin-szekretalog,
vagyis ha emelkedik a szintje, gatolja a gliikdz stimulélta inzulinszekréciot, a gliikokinaz,
fosztfofruktokindz enzimet €s a gliikk6zoxidaciot.
A B sejtek cukorérzékeld és az inzulinvalaszt ado képességét a cukoradast kovetd korai
inzulinvalasz jelzi, amennyiben nem all fenn 2-es tipusu diabetes mellitus. Az éhgyomri
vércukor novekedésével romlik az inzulinvalasz, vagyis feltételezhetd, hogy a ,,cukorérzékeld
rendszer” érzékenysége csokken, ,,downregulalodik™, gliikdzrezisztencia alakul ki.

Elképzelheté az a lehetdség is, hogy a primér ok a nervus vagus kozvetitette
hiperinzulinizmus, amely taldn centralis (hipotalamikus) 1ézi6 kovetkeztében, genetikus
prediszpozicié talajan alakul ki. Az elsédleges hiperinzulinizmus ellen a szdvetek
védekeznek, a hipoglikémiat kivédve inzulinrezisztenssé valnak. Az inzulinrezisztencia
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azutdn jelentds testsulygyarapodashoz vezet. Mind a paraszimpatikus rendszer
hiperreaktivitdsanak, mind a szimpatikus idegrendszer csokkent miikddésének alapvetd
szerepe lehet. Ez az idegrendszeri regulacids zavar a hipotalamusz-hipofizis tengely
aktivalasa utjan hozzajarulhat a centralis obezitashoz, és az inzulinrezisztenciahoz.

A 2-es tipusu diabetes mellitus heterogén betegségcsoport, amelyben a hiperglikémia
egyfeldl a gliikkoz hatdsadra bekovetkezd csokkent foku inzulin szekrécido révén jon létre,
masfeldl az inzulin kisebb hatékonysaggal noveli a vazizomzat gliikozfelvételét, fékezve a
maj glikoztermelését (inzulin rezisztencia). Az inzulinrezisztencia gyakori, ennek ellenére
nem mindig alakul ki diabetes, mivel a szervezet az inzulin szekrécié fokozasaval megfeleld
kompenzaciora képes. A 2-es tipusu diabetes mellitus gyakori valtozatdban az inzulin
rezisztencia nem az inzulin receptor vagy a gliikoz transzporter genetikai valtozasanak
eredménye, hanem kialakuldsaban valdsziniileg szerepet jatszanak a receptor utani
intracelluldris  jelatvitel genetikailag meghatarozott defektusai is. Az 4llandosult
hiperinzulinémia kovetkezményeként egyéb gyakori korképek is tarsulnak, mint pl.
abdominalis elhizas, hipertenzid, hiperlipidémia ¢és koszoruér megbetegedés (inzulin

rezisztencia szindroma).

A 2-ES TiPUSU DIABETES MELLITUS ALTALANOS JELLEMZOI
¢ Eletkor tekintetében altalaban 30 év folstti kezdet,
¢ Ketoacidozisra valé hajlam nincs,
¢ Az endogén inzulinszekrécio jelentdsen novekszik,
¢ Nincs specifikus HLA antigénekkel val6 tarsulés,
¢ Szigetsejt ellenes antitestek nincsenek,

Szigetsejt patologia:

¢ Kisebb, de normalisnak tiind Langerhans szigetek,

¢ Amyloid lerak6dasa gyakori.

A KROM (11I) VEGYULETEK SZEREPE A 2-ES T{PUSU DIABETES MELLITUS
PATHOLOGIAJABAN

Mar évtizedek oOta folynak vizsgalatok arra nézve, hogy a krém (III) ionok milyen
szerepet toltenek be a gliikdoz-metabolizmusban és a 2-es tipusu diabetes mellitus

megeldzésében, illetve a krom potlasaval megelozhetd vagy kezelheté-e a cukorbetegség



bizonyos fajtaja, ahol a kromnak, mint nyomelemnek a hidnya feltételezheté a betegség
kialakulasa hatterében.

Ertekezésemben kitérek a krom feltételezett biologiai szerepére, utalok az irodalomban
leirt fontosabb kutatdsi eredményekre, részletezem munkdm soran végzett in vitro ¢és

allatkisérletes vizsgalatok eredményét, illetve a human vizsgalatok soran tett megfigyeléseket.
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALO

2.1. A KROM BIOLOGIAI SZEREPE

A krom 24-es atomszamu, a peridodusos rendszer VI. B. csoportjaba tartozik. Olyan
elemek veszik koriil, mint a vanadium, magnézium ¢és a molibdén, melyek biologiai hatdsa
tobbnyire ismert. A harom vegyértékii krom a legstabilabb oxidacids allapotu, erdteljesen
hajlamos 0Osszetett vegyiiletek, komplexek ¢és kelatok képzésére. Biologiai szerepe a
kréomvegyiileteknek nem ismert teljesen, de kapcsolatban van elektromos toltéstikkel.
Lehetnek neutralis molekulak, pozitiv és negativ toltésli ionos vegyiiletek. A cisz és a transz
izoméria jelentdséggel birhat, amelynek szerepe szintén nem ismert.(Anderson és mtsai, 2001,

Krzanowski, 1996).
Kornyezeti tényezok

Végeztek kutatdsokat arra nézve is, hogy nagyobb foldrajzi egységek vonatkozasaban a
talaj, a vizek és a levegd atlagos kromtartama korreldl-e az ott €16 lakossag szervezetében
megfigyelhetd kromszintekkel. Csak specialis koriilmények kozott sikeriilt kimutatni, hogy a

vizsgalt vizek kromkoncentracioja korreldlt a diagnosztizalt humén krom deficienciaval.

Meérték a levegdben és a tiiddben 1évé kromtartalmat is. A tiidobe keriild vizoldékony
kréomvegyiiletek gyorsan a keringésbe és egyéb szervekbe vandorolnak, az intracellularis
felhasznalast kovetden. A vizoldékony harom vegyértékii krom-klorid ezzel szemben nem
vandorol. Feltételezik, hogy a levegébdl a tiidobe keriilé krom ( a hdrom vegyértékii is)
visszamarad a tiidében. Csak a vizoldékony, hat vegyértékii krom képes bejutni a szervekbe.

Kiilonbo6z6 talajmintakban is megmérték a krom szintjét. A krom, mint sok mas elem
eldsegiti a fiatal novények és oltvanyok ndvekedését és fejlodését, noveli a termést, valamint
a gylimolcsok cukortartalmat. Megjegyezni kivanom, hogy az el6bbiekben targyalt
novényélettani vizsgalatok sordn tett megfigyelések csak harom vegyértékli kromot
tartalmazo vegyiiletekre vonatkoztak (Chema és mtsai, Hopkins ¢és mtsai, 1968, Hunt és

mtsai, 1996, Mishra ¢és mtsai, 1995, Vincent és mtsai, 2000).
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Megoszlasa a szervezetben

crer

sok kroémot talaltak a szivben, az agyban, kiilondsen a nucleus caudatusban. A hajban szintén
magas a kromtartalom. Az életkor is befolyasolja a kromtartalmat az emberi szdvetekben,
kiilonosen az agyszdvetben. A krém a kiilonb6zo szervekben nagy koncentracidoban fordul el
az ¢let elsé hetében. Ez az érték konstans marad a vesében, a mdjban 10 éves korig, majd
csokken. Az aortaban, szivben, 1épben ez a cs6kkenés az elsd hdnapban megtorténik, €és ez az
alacsonyabb szint eltart az élet végéig.

Néhany szervben folyamatosan csokken az értéke. Ez alol kivétel a tiidd, ahol a
hanyatlas 20 éves korig tart, majd egy allando novekedés figyelheté meg idés korig. A krém
az egyetlen ismert elem, amelynek szintje csokken a legtobb szervben a kor elérehaladtaval.

A plazmaban 1évd alacsonyabb krom szint az alacsony krom felvételnek (taplalék)
koszonhetd, de nem jelent feltétleniil krom hianyt. A plazma krom szintje nagyon gyorsan
valtozik, ez azonban nincs Osszefliggésben a szervezet krom raktaraval, foleg a felvételt
tiikkr6zi (Anderson és mtsai 1985, Granadillo és mtsai, 1994, Hinsberg €s mtsai, 1957, Mertz
¢és mtsai, 1998).

Korabban leirtdk, hogy a krém akkumulalodik a tumorokban. Szignifikdns emelkedést
tapasztaltak a majban akut lymphoid leukémia kapcsan, ezzel szemben a leukémias betegek
vesé¢jében csokkent az értéke. CsOkkent krom szintet taldltak a hajban diabeteses
gyermekeknél, a nem cukorbeteg gyerekekkel Osszehasonlitva (Davies és mtsai, 1997,

Bahadori és mtsai, 1997).

Elettani hatasa

Ismert, hogy a krémhidny hiper- és hipoglikémidt is okozhat. Ezen korképek kezelése
krommal valoszinlileg az inzulin hatds normalizalasan alapul. Az inzulin hatasanak
potencirozdsa miatt kevesebb inzulinra van sziikség, ezért az emelkedett szérum
inzulinszintek is csokkennek 2-es tipust diabetesben. Néhany 2-es tipusu diabeteses betegnél
valdszintileg kromhidny is szerepet jatszik a betegség kialakulasaban. Ez részben azzal
hozhat6 Osszefiiggésbe, hogy a tobblet szénhidrat fogyasztasakor tobb krom valasztodik ki a
vesén keresztiil, de szerepe lehet a krombevitel elégtelenségének is. Tobb feltételezés van
azzal kapcsolatban, hogy milyen a krom és az inzulin interakcioja.

Egyik feltételezés alapjan a krom az inzulin molekulat konformaciod valtoztatasra

készteti, stabilizalja, megvaltoztatva annak receptorkotését.
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Hathat az inzulinreceptoron keresztiil gy is, hogy a tirosin-kinaz aktivitast fokozza.
A kromtartalmi agens biologiailag aktiv forméja a krom mellett nikotinsavat és
aminosavakat tartalmaz. Napi sziikséglet 50-200 pg. Jelenleg ismert, hogy a taplalkozassal

bevitt krom mennyisége nem optimalis (Cefalu, 1998, Cunningham és mtsai, 1998).

2.1.1. A KROM FELTETELEZHETO HATASAI

1. Alacsony molekulastlyu anyagokon keresztiil hat az anyagcserére (pirofoszfat, metionin,
szerin, glicin, leucin, lisin, prolin),

2. Enzim aktivitas regulaldsan keresztiil,

— acytokrom C dehidrogenaz rendszerben,

— foszfoglukomutaz kofaktoraként, magnézium hidny esetén, a krom képes atvenni
annak szerepét,

A proteinek struktirajat megvaltoztathatja,

Nukleinsavak: a DNS, RNS metabolizmusban, mutagén hatasa is lehet,

Baktériumok: néhany baktériumtorzs szaporodasat gatoljak a kromvegytiletek,

S o kW

Vorosvértestek: a kromvegyiiletek nagy affinitassal kotddnek a vordsvértestekhez
(penetralnak az erythrocyta membranjahoz),

7. Glukoz tolerancia faktor.

Gliikoz tolerancia faktor

Egy olyan kromtartalmii szerves vegyiilet, amely a normal gliikkozhaztartas
fenntartasahoz sziikséges. Ezt a komplexet eldszor a sorélesztobdl mutattak ki és onnan is
izolaltdk. A legtobb harom vegyértékii kromvegyiiletnek, a nagyon stabil vegyiiletek
kivételével, koriilbeliil egyforma aktivitdsuk van a gliikoz metabolizmusban. A krém szerves
vegyiilet formdjaban az élelmi anyagok koziil a legnagyobb mennyiségben az élesztdben
talalhato. A krom hatasa szorosan Osszefligg az inzulinaktivitassal. Ezért a krémraktarak
csokkenése esetén kezdetben csokkent gliikoztoleranciat, késébb diabetes mellitus
kialakulasat figyelhetjiik meg. Ezen kiviil a kromhiany késlelteti a novekedést, csokkenti a
glikogén tartalékot, noveli az artéridkban a 1ézidk kialakulasat, és modositja az aminosavak
felhasznalasat a fehérje szintézisben (Anderson és mtsai, 1983, Bahiriji és mtsai, 2000, Browm
és mtsai, 1986, Evans és mtsai, 1973, 1989, 1993, Lee és mtsai, 1994, Liam és mtsai, 2000,
Mirsky, 1993, Potter és mtsai, 1985, Wise, 1978).
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2.2. A KROM FELSZiVODASA

A harom vegyértékli krom kis mértékben abszorbedlodik a gasztrointesztinalis
A duodénumbol a vas felszivodadsdhoz hasonléan klatrin burka csapddkba csoportosulva
szivodik fel. A klatrin egy fehérje, mely a legtobb allati sejtben megtalalhatd. A klatrin burka
csapdak megfelelden biztositjdk a molekuldk felvételét az extracellularis folyadékbol. Ezt a
receptor medialta folyamatot endocytozisnak hivjuk. A klatrin az endocytozis hatékonysagat
kb. ezerszeresére novelheti. A klatrin 3 nehéz és 3 konnytl lancbdl allo fehérje, a lancok nem
kovalens kotésekkel vannak dsszekotve, ugy, hogy szimmetrikus térszerkezet alakul ki.

A gyomor pH-ja is szerepet jatszik a felszivodasban, az alacsony pH-ji gyomorsav
eldsegitheti a krom redukcidjat.

Felszivodasat a taplalék jelenléte is befolyasolja. A taplalék alkotéi mind megkdtni,
mind redukélni is képesek a haromértékii krom ionokat. A taplalékban kotott formaban
talalhato krom bioldgiai hozzaférhetdsége altalaban nagyobb, mint az egyszerli anorganikus
formaban adagolt kromvegytileteké.

A napi bevitt krom mennyiségének legalabb 270 pg-nak kell lenni ahhoz, hogy
kompenzalja a veszteséget. Normal étrend mellett 78 pg a napi krom felvétel. A szuboptimalis
felvétel oka tobbek kozott a talfinomitott ételek fogyasztasanak elterjedése, illetve a
mezdgazdasagi termelés intenzifikalasa lehet (Anderson €s mtsai, 1983, Hopkins és mtsai,
1968, Hubner ¢és mtsai, 1994, Kerger ¢s mtsai, 1996, Lim és mtsai, 1983, Mahdi és mtsai,
1994, Mayer 1955, Porter ¢és mtsai, 1999, Stoecker €s mtsai, 1998).

2.3. KIVALASZTAS

A krom kivalasztidsa a vizelettel (80%) és a fécesszel torténik. A vesékben 63 %-a
reabszorbedldodik a tubulus filtratumbol, ezért ardnylag magas a kromkoncentracido a
vesékben. Atlagos napi kivalasztott krom mennyiség 7-8 pg(Anderson és mtsai, 1985, 1988,
Cihad és mtsai, 1978, Lim ¢és mtsai, 1983, Polansky ¢€s mtsai, 1998, Stoecker és mtsai, 1998).

2.4. TOXICITAS

A hatértékti krom-ion gyorsan penetral a sejtmembranon keresztiil, erés oxidalo agens.
A hatos vegyértékii kromnak nagyobb a toxicitdsa, mint a harom vegyértéki kromnak.

Megfigyelték, hogy krémmal dolgozoknal akut és kronikus respiratorikus betegségek
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eléfordulasa gyakoribb. Az orrsévényben ulkuszt és perforacidt is leirtak, tovabba rinitisz,
szinuszitisz, laringitisz, asztma, akut pneumonitisz, bronhus karcinoma is eldfordulhat. A
krénikus expoziciot elszenvedd egyéneknél gyulladasos betegségek ¢€s ulkus is gyakran fordul
eld a gasztrointesztinalis traktusban.

A vizoldékony harom vegyértékii kromnak alacsony a toxicitdsa. A hat vegyértékii
krom viszont jobban szivodik fel a gasztrointesztindlis traktusbol, mint a hdrom vegyérték.
Fiziologias koriilmények kozott sziderofillinhez kotve reabszorbedlodik a szovetekbe. Az
egyes szervek és szovetek kromhoz valo affinitdsa (raktarozé képessége) valtozo, igy a herék,
csontok, m4j, 1ép affinitdsa nagy, az izomé és az agy¢é kisebb (McCarty, 1998, Stoecker és

mtsai, 1998, O'Flaherty és mtsai, 1996).

2.5. GENETIKAI FAKTOROK

A 2-es tipust diabetes mellitus kialakuldsdban feltehetéen genetikai faktorok is
szerepet jatszanak, melyek jelenleg még nem ismertek. A mexikoi amerikaiak kiilondsen
predisponaltak a 2. tipust diabetes mellitus kialakuldsara a genetikai faktorok miatt, melyek
féleg az android tipusu elhizdsban jatszanak szerepet. A betegeknél a modern életstilus a f6 ok
a diabetes mellitus kialakulasaban. A bioaktiv krom (krom-pikolinat), a sorélesztd, az oldhato
rostok, biguanidok hasznalata, alacsony zsirtartalmt étrend, a testmozgas mind a prevenciot
szolgalja.

A ventromedialis hipotalamuszban van a jollakottsagi kozpont, melynek barmilyen
karosodasa hipotalamikus obezitast idéz el6. Ezekre az emberekre hiperfagia, illetve csokkent
termogenezis, hiperinzulinémia és obezitas jellemzd. A ventromedidlis hipotalamuszban 1évo
glilkozmonitorozod receptor aktivitdsdnak novekedése a termogenezist stimulalja a szimpatikus
idegrendszer altal. A gliikdzmonitorozo receptor a paraszimpatikus idegrendszeren keresztiil
nem a szérum gliikoz, hanem a szérum inzulin szintjétdl fiigg. A periférias szovetek hatékony
gliilkozhozzaférhetdsége is inzulinfiiggd. Az inzulinérzékeny ventromedialis hipotalamusz
glilkdzreceptora a jollakottsag-¢hség kontroll hatékony miikodésére hat, stimulalja a
termogenezist, és az inzulinszekréciot csokkenti (McCarty, 1993, 1997, Okada ¢s mtsai, 1989,
Rowland és mtsai, 1977, Schuit és mtsai, 2001, Stern és mtsai, 1976, Teitelbaum és mtsai,

1962).
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2.6. A KROM PIKOLINAT BEVITEL HATASA A TESTFELEPITESRE

Az irodalomban a kiilonb6z6 krompotlasi lehetdségek koziil a legtobb human vizsgalati
adat a krom(III)-pikolinat komplex hatasanak vizsgalatara vonatkozik. A vizsgalatsorozatok
koziil egy igen alapos, randomizalt, placebo kontrollalt vizsgalat soran 200-400 pg kréom
pikolinatot illetve placebdt kaptak a betegek naponta. Napi két részre elosztva,
fehérje/szénhidrat tartalmt italba keverve fogyasztottak el a két kiilonb6zéd mennyiségben
adott krom-pikolinatot. Nem volt eldirva teststlycsokkentd diéta €és kotelezd testmozgas. A
test Osszetételt kezdetben, €s 72 nap elteltével vizsgaltadk meg, BCI indexet (body composition
improvement) alkalmazva. A zsirmentes testtomeg (FFM, fat free mass) novekedésével lehet
kiszamolni a BCI-t, ahogy a test zsirtartalma csokken, igy n6 az FFM. A test zsirtartalmanak
csokkenését €s a FFM novekedést mint pozitiv értékeket kezelték, mig a zsir ndvekedés és az
FFM csokkenés negativ szam volt. Példaul, egy személy, aki két font zsirt veszitett és nyert 1
FFM-et, ez a BCI értéke +3 lenne, mig egy egyén, aki 2 font zsirt vesztett, de ugyanakkor 2
font FFM-et is veszitett 0 BCI-t kapna. Tehat ez a szamitdsi mod sokkal alkalmasabb a
testosszetétel valtozdsdnak szamszerlsitésére, és sokkal érzékenyebb, mint ha a testzsirt
széazalékban, vagy ha a testsulycsokkenést kg-ban vagy BMI-ben adnank meg.

A test zsirtartalmanak, €s a zsirt nem tartalmazé szovetek mennyiségének Osszevetése
volt a vizsgélat targya. A kezelés megkezdése eldtt nem volt szignifikans kiillonbség a hdrom
vizsgalt csoport kozott. Azonban a vizsgalat végzése alatt mind a 200 pg/nap, mind a 400
ug/map krom pikolindtot szedd csoportban szignifikansan magasabb volt a BCI véltozésa,
mint a placebo csoportban. Nem volt viszont szignifikdns kiilonbség a két kiilonb6zo
dozisban alkalmazott krom-pikolinatot szedd csoport kozott. Ez a megfigyelés azt latszik
alatdmasztani, hogy a kordbban megallapitott, ¢és optimalisnak tartott 270 pg/nap
krombevitelnél kisebb mennyiség is elegendd lehet.

Ismert, hogy az inzulin direkt hat az aminosavak bearamléasara az izomszovetekbe, €s
feltehet6leg minden olyan anatomiai helyen hat, ahol fehérjeszintézis torténik, nem meglepd,
hogy a gliikkdz haztartason tul, az egésztest dsszetételre is mérhetd hatast gyakorol (Grant és
mtsai, 1997, Han ¢és mtsai, 1965, Mayer és mtsai, 1956, McCarty 1994, Schulz és mtsai,
1993).
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2.7. BIOLOGIAILAG AKTiV KROM OLIGOPEPTID (LMWCr)

A krémot, mint esszencidlis nyomelemet régota ismerték, tudtdk, hogy sziikséges a
normdl szénhidrat és lipid metabolizmushoz. Ennek ellenére, a természetben el6fordulo,
biologiailag aktiv kromtartalmi molekulat, amelyet alacsony molekulasulya krémkotod
anyagnak neveziink (LMWCr), csak joval késébb, a kozelmultban identifikaltak, majd
izolaltak.

Fontossaga ellenére szinte alig tudunk valamit a szerkezetérdl, az Osszetételérdl és in
vivo biologiailag aktiv formajardl. Tudjuk, hogy szerepe van a kialakult inzulin valasz
nagysaganak alakitdsaban, miutan az inzulin az inzulin receptor kiilsé oldalahoz ko&tédott és
azt aktivalta. A membran foszfotirozin-protein-foszfatdz aktivitds valasza fiigg az LMWCr
oligopeptid kromtartalmatol. A maximalis valasz eléréséhez oligopeptidenként legalabb négy
krémion jelenléte sziikséges. Az izolalt oligopeptidben a krém/oligopeptid arany 3,5/1. A
krémtartalmu oligopeptid azonban a felhasznalodas kézben idével aranyos médon kromot
veszit. Feltételezhetd, hogy az alacsony molekulasulyu oligopeptid egység eredetileg négy
krémiont tartalmaz.

A szarvasmarhdbol izolalt LMWCr képes aktivalni a patkdny adipocitdk membranjanak

foszfotirozin-foszfatazat. Ez a kisérleti tény a tirozin-kindz-inzulin receptor kolcsonhatés
(aktivitas) jobb megismeréséhez, uj hatdsmechanizmus feltételezésé¢hez vezetett.
Az alacsony molekulastlytl kromtartalmti oligopeptid nem befolyasolja a tirosin-protein-
kinaz aktivitast a patkany zsirszovet membranrészeknél inzulin hidnyaban, de az inzulin 4ltal
stimulalt kindz aktivitds a membran részekben nyolcszorosdra ndvekszik az oligopeptidek
jelenlétében. Elgondolkoztatd, hogy a LMWCr kromtartalmatol fliggd mértékben képes
stimuldlni az inzulin receptor tirosin-kinaz aktivitasat. A LMWCr felfedezése, hatdsdnak
megismerése képes megvilagitani a korabban nem értett kapcsolatot a krom, a 2. tipusu
diabetes mellitus és a kardiovaszkularis betegségek kozott.

A LMWOCr egy olyan oligopeptid, amely kb. 1500 Dalton molekulatomeggel, 4 kotott
krom ionnal jellemezhetd. Az aminosavak tobb mint a fele glutamat és aszpartat, amelyek,
ugy tiinik, fontosak a krémkotd helyek kialakuldsa szempontjabol. A LMWCr elsédleges
szerepet jatszik az inzulinhatas potencirozéasaban, az inzulinnak a receptorhoz valé kétésében,
de masodlagost a gliikozmetabolizmusban.

Amig egyes szerzOk szerint a LMWCr aktivéalja a membran foszfotirozin foszfatazt,
addig més tanulméanyok szerint a LMWCr elsddleges funkcidja az, hogy az inzulinreceptor

tirosin kinaz aktivitdsat fokozza. Ezek a tanulmanyok a krom és a LMWCr biologiai
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crer

hatdasmechanizmusa kozott, mivel a LMWCr-hoz hasonldan a kalmodulin 4 Ca iont két meg
valaszként a Ca bedramlasra, majd ez utobbi forma kotddik a kindzokhoz és a foszfatazokhoz,
stimuldlva aktivitasukat. Véleményem szerint, dnmagaban ez az analogia meglehetdsen
formalis.

A kozelmultban végzett vizsgalat feltarta, hogy ha a gliik6z koncentracioja atmenetileg
nd a vérben, iddlegesen a kromkoncentracio is emelkedik, majd a keringésben megjelend
tobblet inzulin hatdsara az inzulin dependens sejtek kromfelvétele kovetkeztében a krom
koncentracioja csokken. A LMWCr ezekben a sejtekben krommentes LMW formaban marad,
ugy, hogy megérzi Cr-kotd képességét. Ez a tulajdonsdga teszi érthetdvé, hogy képes a
krémot mobilizdlni a krom transzferb6l. A LMWCr-nek az inzulinhatast potencirozé
képessége (foszfotirozin-kinaz aktivalas) kozvetleniil fliigg krémtartalmatol, és a krom nem
helyettesithetd mas, atmeneti fémionnal, viszont az inzulin valdsziniileg stimulalja a LMWCr
aktivitasanak helyreallitasat, azaz krommal valé feltoltését. igy nem meglepd, hogy a krom
hidnya 0Osszefiiggésbe hozhatdé a nem inzulin dependens diabetes mellitus kialakulaséaval.
Ismert az is, hogy kromadas Streptozotocin indukalta diabeteses patkdnyoknal megnovekedett
inzulinérzékenységet eredményez, bar az inzulinreceptorok szama konstans marad.

A krom 0gy ismert, mint sziikséges nyomelem a megfeleld szénhidrat és lipid
metabolizmushoz emldsokben. Sajnos, az egyéb, biologiailag aktiv kromvegyiiletek

struktardja, funkcidja és hatasmodja még nem ismert (Vincent 1999, 2000).

2.8. A KROM TAPLALEKKAL TORTENO BEVITELE,

A BEVITT KROMMENNYISEG BECSLESENEK LEHETOSEGE

A harom vegyértéki krom gliikkdztoleranciaban jatszott szerepének 1959-es felfedezése
Ota szamos tanulmany dokumentalta a taplalékkal bevitt krom gliikkéz és lipidanyagcserében
betoltott szerepét. (Mertz, 1998) Ezen metabolizmusokban valdsziniileg az inzulinhatas
potencirozasan keresztiil hat. A krom pontos hatdasmechanizmusa nem ismert, ezért fontos
fiziologiai szerepének, és a bioldgiailag aktiv forméjanak tovabbi kutatasa.

Az ajanlott biztonsagos ¢és adekvat napi krém bevitel felndtteknek 50-200 pg. A
megbizhaté tanulméanyokbol kitlinik, hogy a betegek csak 40-60 %-at fogyasztjdk a
minimalisan ajanlott mennyiségnek. Az egyik tanulmdnyban az atlagos napi bevitel (7 nap
atlaga) 22 n6t vizsgalva 25 £ 1 pg, 10 férfinél pedig 33 + 3 pg volt (Anderson és Kozlovszky,
1985). Hasonlo eredmények lattak napvilagot Anglisban, Finnorszigban és Uj-Zélandon
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(Anderson, 1987). A napi, taplalékkal bevitt krom 18 anyanal, két honappal a sziilést
kovetden 41 + 4 g volt, mig ugyanez a paraméter a kontrollként vizsgalt n6knél 27 £ 2ug-
nak bizonyult (Anderson és mtsai, 1988). Sziilés utdn a ndk nagyobb krombevitele hatterében
a nagyobb mennyiségii étel fogyasztasa szerepel. A krom relativ biohasznosulasa forditott
aranyban all a bevitt krom mennyiségével. Tovabba az is érdekes, hogy a felszivodas a terhes
nékben jelentdsen nagyobb volt, mint a kontroll csoportban. A felszivodas fokozodéasa azon
esetekben volt kifejezett, amikor a taplalékkal bevitt krom napi mennyisége kevesebb volt,
mint 30 pg.

Nincsenek megbizhatd alapadatok ¢és szamitdsi modszerek a diétds krombevitel
kiszamitasara, ezért csak a direkt mérések szolgaltatnak megbizhaté adatokat. Ezt
tdmasztottak ald Anderson ¢s mtsai mérési eredményei is. Meghataroztdk kiilonbozd fajta
sorok, valamint azonos fajta sorok kiilonbozd gyartasi sorozatainak kromtartalmat. Mind az
egyes fajtak, mind az egyes fajtak kiilonb6z6 gyartasi sorozatai nagy variabilitdst mutattak a
krémtartalom tekintetében (Anderson és Bryden, 1983). Hasonldé eredményeket kaptak
kiilonboz6 fajtaji és gyartasi sorozati kukoricapehely készitmények esetében is (Anderson,
1988). Az észlelt variabilitds illuzorikussa teszi olyan altaldnos, kromtartalmat megado
tablazat kidolgozasat, amely segitségével kelld pontossaggal szamitani lehetne a taplalékkal
bevitt krom mennyiségét. A szezondlis és a geografiai variabilitds tovabb ndveli a

bizonytalansagot.

2.9. A KROM ES A GLUKOZTOLERANCIA

Jelen tudasunk szerint a krom optimalis szint alatti bevitele gliikoz és lipidmetabolizmus
karosodasaval jar egyiitt. A krom deficiencia az aldbbiakban leirt jellemz6 rendellenességek
mellett, azaz:

e clhuzodo hiperglikémia,

e csOkkent gliikoztolerancia,

e cmelkedett inzulin szint,

o gliikkozuria,

o emelkedett szérum koleszterin és triglicerid szintek,
e csokkent inzulinkotodés,

e csOkkent szdml miik6do inzulinreceptor,

tovabba még olyan tiineteket is produkalhat, mint:

e varatlan sulyvesztés, karosodott idegvezetés
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e ¢segyéb neurologiai eltérések.

e Azirodalomban leirtak, és sajat tapasztalataink szerint is megfeleld
kromvegytilet adagolasaval a fentiekben 6sszefoglalt eltérések szerencsés
esetekben eliminalhatdk, illetve szinte majd minden esetben mérsékelhetdk. A
krom szupplementécio hatékonysagat legmarkansabban jelzi a javult
gliikoztolerancia, amely nem korlatozodik a csak totalis parenteralis
taplalasban részesiilé betegekre.

Irodalmi adatok szerint protein kaldria malnutricioban szenvedd gyermekek (Hopkins,
1968, Gurson 1971), emelkedett koleszterinszintet mutato felndttek (Wang, 1989) iddsek
(Levinne, 1968), inzulin és nem-inzulin dependens diabetesben szenveddk (Glinsmann, és
Mertz, 1966, Nath, 1979, Mossop, 1983), valamint hipoglikémiasok (Anderson, 1987)
esetében hatékonynak bizonyult a hosszabb - rdvidebb ideig alkalmazott krom
szupplementacios kezelés.

A krom nemcsak az emelkedett vércukor szinteket képes tobbé-kevésbé normalizalni,
hanem a csokkent vércukorszintekre is jotékonyan hat (Anderson, 1987). Clausen (1988) 20
hipoglikémias betegnél szintén javuld tendenciat észlelt harom hénapos krompotlast (125ug
Cr/nap) kovetden. Ebben a tanulméanyban az észlelt biologiai hatas még kifejezettebb volt egy
honappal a kezelés befejezése utdn. A krémnak mind alacsony, mind pedig magas
vércukorszintekre gyakorolt jotékony hatdsa valosziniileg az inzulinhatds normalizaldsan
alapul. A hatadsmechanizmust az a megfigyelés is aldtdmasztja, hogy cukorbevitelt vagy
étkezést kovetden a korabbiakban észlelteknél alacsonyabb inzulin koncentraciok alakulnak
ki. Kovetkezésképpen a kevesebb inzulin jelenléte a hipoglikémia kialakulasanak
valoszinliségét is csokkenti (Anderson, 1987). A gliikk6z és lipid metabolizmusnak a krom
szupplementaciot kovetd javuldsa ardnyos a gliikkdz intolerencia fokéaval, a szokvéanyos
étkezési krombevitellel és a krompotlas mértékével. Tetten érhetd, hogy azok a kutatdk, akik
nem talaltak hasznos hatdsokat a krémbevitellel kapcsolatban, gyakran nem jol tervezték meg
vizsgalataikat, vagy a vizsgalattervezettdl jelentdsen eltértek (Shermann 1968, Wise, 1978,
Rabinovitz, 1983, Offenbacher, 1985) Pé¢ldaul Shermann és munkatarsai (1968) 4 nem
diabeteses személyt vizsgaltak, akiknek a mdasodik 6rdban mért gliikéz értékei azonosak
voltak az éhgyomri értékekkel. Ezeknek a személyeknek kozel normalis gliikoztoleranciajuk
volt, ezért az amugy is normal laboratoriumi értékeik nem valtoztak a krom szupplementéciot
kovetden. A nevezett tanulmanyban a tovabbi vizsgalati alanyok diabetesesek voltak, akik
csak 100 pg krémot kaptak naponta. Ez a dozis valoszinlileg nem volt elég a diabeteses

allapot javitasara. Ezzel szemben, Mossop (1983) diabeteses betegeit 500 pg/map krémmal
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kezelte, és dramai javulést tapasztalt a gliikoz-tolerancidban. Wise (1978), az altala végzett
vizsgélatban nem alkalmazott kettds vak modszert, és a vizsgalat csak 6 napig tartott.
Rabinowitz (1983) tanulmanya a krombevitel hasznossagadt nem igazolta, de olyan
diabetesesek adatait elemezte, akiknél a kezelés soran bevitt krom mennyisége nem volt
megallapithatd. Gyanithat6 a 7 pg/nap vizelettel {iritett krom mennyiség alapjan, hogy ezek a
betegek joval tobb kromot fogyaszthattak, mint barmelyik mas kutatd altal vizsgalt beteg,
akik a kromkezelésre jol reagaltak Anderson (1983, 1987) és Martinez (1985). Offenbacher és
Pi-Sunyer (1980) a kromban gazdag ¢lesztd hasznardl szamoltak be olyan id0s embereknél,
akiknél nem volt ismert a krombevitel mértéke. Nem meglepd, hogy utdnkovetéses
tanulmanyukban nem voltak képesek a kromkezelés hasznat demonstralni (Offenbacher,
1985). A tanulmanybol tovabba az is kitlint, hogy a vizsgalt egyedek fegyelmezetten tartottak
a diétdjukat. Ez utobbinak volt kdszonhetd, hogy a taplalékkal bevitt kromot a szokasosnal
pontosabban sikeriilt megbecsiilni, értéke 37,1 pg Cr/nap-nak adodott. igy mar érthetd, hogy a
szupplementacié nem vezethetett és nem is vezetett tovabbi javuldshoz a gliikéz és lipid

metabolizmusban.

2.10. A CUKROK INZULINOGEN TULAJDONSAGAI

ES A VIZELETTEL VESZITETT KROM

Kozlovsky ¢és munkatarsai (1986) kimutattdk, hogy az egyszeri cukrokban gazdag diéta
noveli a vizelettel {ritett krom mennyiségét, mivel az egyszerli cukrok fokozzdk a keringd
inzulin mennyiségét. Anderson és munkatarsai (1990) utankovetéses vizsgalatot végeztek
annak meghatarozasara, vajon az olyan szénhidratok vagy kombinaciojuk, amelyek a keringd
inzulin és/vagy gliikk6z nagyobb mértékii ndvekedését idézik eld, eldidézik-e a vizelettel valo,
aranyosan nagyobb kromvesztést is? Husz vizsgélt egyénnek (11 férfi és 9 nd) a kovetkezd
négy szénhidrat tartalmu ital kombinécidja koziil teststlykilogrammra szdmitott dézisban
egyet-egyet adtak 5 napon keresztiil. Két kiilonb6zé kombinacid adagolasa kozott legalabb
két hét telt el. A fentiekben emlitett kombinacidk a kdvetkezd dsszetételiiek voltak:

1. 1,0 g gliikoz,

2. 0,9 g fézetlen keményito,

3. 1 g gliikoz, melyet 20 perc mulva 1,75 g fruktéz kovetett,

4. Viz, amit 20 perc mulva 1,75 g frukt6z kovetett.

Vizsgalataik szerint a gliikéz és fruktoz kombinacid volt leginkabb inzulinogén, ezt

kovette a gliikdz egyediil adva, majd a keményitd €s fruktdéz, ezutan a keményitd egyediil,
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majd a viz és a fruktdz kombindcidja. Azon vizsgalati alanyok, akik a gliikoz és a fruktoz
elfogyasztasa utdan 718 pmol/l (100 pU/ml), vagy ennél nagyobb inzulinvélaszt adtak, nem
mutattak emelkedett kromvesztést a kering® inzulin szintjének novekedésével. Ugy tiinik, az
emelkedett inzulin valasszal rendelkez6 alanyok elveszitik azon képességiiket, hogy elégséges
mennyiségli kromot mobilizdljanak a pluszban bevitt szénhidrdt okozta ,stressz”
ellensulyozasara. A krém mobilizacidjanak elmaradasa gy is felfoghato, hogy az elégtelen
krémbevitel kovetkeztében a kromraktdrak meglehetdsen iliresek (Anderson és Kozlovsky,
1985). Ez 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, miszerint azok, akik a krém kiegészitésre
jol reagalnak, altalaban hatarértéken 1év0, vagy karosodott gliikkdz-toleranciaval birnak, mig
azok akiknek a gliikéz-toleranciajuk kozel optimalis, nem reagalnak a krom bevitelre
(Anderson, 1983, 1987, Martinez, 1985). Earle és munkatarsai (1989) megerdsitették, hogy a
kiilonb6zd vizsgalati csoportok eltéréen reagalnak a krom bevitelére, hiszen ismert, hogy a
nem elhizott egyedeknek szignifikansan alacsonyabb plazma krom és inzulinértékeik vannak,
mint a vizsgélatba bevont elhizott kontroll alanyoknak. Ugyanakkor nem tudtak szignifikans
kiilonbséget taldlni a sulytobblettel rendelkezé ¢és nem rendelkezd diabeteses vizsgalati
alanyok kozott. Ugy tiinik, a krom metabolizmus ¢és a testtomeg index (BMI) valtozasa kozott

nincs dsszefiiggés.

2.11. A KROM ES AZ INZULIN INTERAKCIOJA

A krom ¢és az inzulin kolcsOnhatds mechanizmusa pontosan nem ismert. Mertz (1974)
feltételezte, hogy a krom kotést formal a sejtmembran és az inzulin hidrofil csoportja kdzott.
A krom azonban kozvetleniil is kotddhet az inzulinhoz, amit konformacié valtozas kovethet,
modositva a receptorkdtddés erdsségét, és (vagy) modifikalva az aktivitast, anélkiil, hogy a
krém direkt médon hidat képezne a receptor €s az inzulin molekula kozott. Az elObbieket
valoszintisiti, hogy egy inzulint potencialé hatdsu krom-nikotinsav-glutation komplex
szorosan kapcsolddik az inzulin molekuldhoz (Anderson, 1978). A kotés erOsségére jellemzo,
hogy a komplex csak részlegesen disszocialt az inzulinrdl triklorecetsavas, perklorsavas vagy
ammoniumszulfatos precipitacié utdn. Melegitéssel 1,8-as pH-nal a krom komplex 85%-at le
lehetett valasztani az inzulinr6l. Egy részlegesen tisztitott, természetesen eléforduld, inzulin
hatasat potenciroz6 faktorrdl szintén kimutattak, hogy inzulinhoz k&tddik, és a kotddés vezet
megnovekedett inzulin aktivitdshoz (Evans, 1973). Az inzulin alfa és epszilon
aminocsoportjainak acetilacidja megakadalyozta ezen faktor inzulinhoz kotddését. Egy
élesztébol izolalt *'Cr-jelzett anionos komplex szintén kotdott inzulinhoz (Votava, 1973),

bar ezen komplexeknek inzulin aktivitast fokoz6 hatasa nem lett kvantitative megmérve. Egy
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specidlis Cr (III) komplex inzulinhoz kotddését kdvetden, jelentdsen megvaltoztatta az inzulin
komplex nagyobb mértékben csokkentette a vércukor-, szérum koleszterin és foszfolipid
szinteket kémiailag diabetesessé tett patkanyokban, mint az inzulin egyediil (Govindaraju,
1989). Ez a tény bizonyitja, hogy az inzulin-molekula konformaciés valtozdsai szorosan
Osszefliggnek a tapasztalt bioldgiai valaszokkal. A krémnak a B-sejtek gliikdzszenzitivitasara
gyakorolt hatdsa szintén magyarazhatja a krom szupplementacio eldidézte fokozott aktivitast
(Potter, 1985). Szoptatds patkanyok egész pankreasznak inzulintartalma csokkent krom
bevitel utdn, de novekedett az elvalasztast kdvetden. A krommal kezelt felnétt patkdnyok
sejt tomege valamint az egész pankreasznak kromtartalma megndvekedett a kezelés hatasara
(Hubner, 1989). Ghafghazie ¢s munkatarsai (1980) megfigyelései szerint felndtt patkanyokbodl
izolalt szigetsejteken észlelt inzulin szekrécids gatlds krom jelenlétében, a krém és az
intracellularis kalcium kozotti interakcid kovetkezménye, tekintettel arra, hogy a gatlas

kalciummal kivédhetd volt.
2.12. A KROM BIOLOGIAILAG AKTIV FORMAI

A krom biolégiailag aktiv formaja feltételezés szerint krémot, nikotinsavat ¢€s
aminosavakat tartalmaz (Mertz, 1974). Logikusnak tiinik, hogy elégtelen nikotinsav és/vagy
aminosav ellatottsdg a krom hatdsdnak csokkenéséhez, vagy teljes elmaradidsahoz vezethet,
annak ellenére, hogy a rendszer elegendd kromot tartalmaz. Urberg és Zemmel (1987)
feltételezték, hogy a kromra adott, alkalmanként megfigyelhetd inkonzisztens reakcio oka az,
hogy a kroémhoz kotédo és ezaltal biologiailag aktiv nikotinsav-kromkomplex kialakulasa
vagy a kialakult komplex miikddése valamilyen okbdl kifolydlag gatolt (nikotinsav hiany,
nikotinsavnal erésebb komplexképzok jelenléte, stb.).

Yang és munkatarsai (1988) Cr(III)-nikotinsav-aminosav komplexet szintetizaltak, ami
hatdsosan csOkkentette a vércukorszintet €és a lipidszintet is. Nyulakban a komplex
hozzavetdleg 73 %-kal csokkentette a szérum triglicerid, és mintegy 44 %-kal a koleszterin
szintet. Ezen komplex készitmény adagolasat kdvetden a hiperlipoproteinémiaban szenvedd
betegek 70 %-a mutatott javulast. A vércukorszint 12 diabeteses beteg koziil 8-ban csokkent a
kezelés hatésara.

Egy masik vizsgalat eredményei azt mutatjak, hogy a krom-pikolinsav komplex szintén
csokkentette a szérum lipid szinteket, és javitotta a gliikdztoleranciat (Evans és Press, 1989).

28 oOnkéntesen végzett vizsgalat tanisaga szerint a 42 napon keresztiil alkalmazott krém-
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pikolinat kezelés (200 pg krém) az dsszkoleszterin, LDL-koleszterin és az apolipoprotein B
szintek csokkenését eredményezte.

Egy masik tanulményban krom-pikolinsav terapia mind a vércukorszintet, mind a
glikalt hemoglobin szintet csokkentette (esetszam:11). A krém-pikolinsav komplex a
testfelépitést is képes kedvezd irdnyba befolyédsolni korosan sovany egyének esetében (10
eset).

Szemben a szervetlen krom(IIl) és a krom(VI) ionokkal, a szaritott €lesztébol izolalt
gliikoz tolerancia faktor (GTF) kb.5-6-szorosdra ndveli a zsirsejtek glikozfelvételét. A
novekedés okaként a GTF altal megndvelt gliikoztranszport jellhetd meg (csokkent Ky, alig
valtozd Vmax). Ugy gondolom, a szervetlen kromionok biologiai hatasanak elmaradéasa
valoszinlileg a krodmionok rendkiviil stabilis hexakvo burkanak kialakuldsaval magyarazhato.

Khan ¢és munkatarsai (1990) kiilonb6z6 ¢élelmiszerekbdl és fiiszerekbdl izolaltak
alacsony molekulatomegili, inzulin potenciald faktorokat. Fahéj, szegfiiszeg, babérlevél és
kurkuma kivonatok tobb mint haromszorosidra novelték az inzulin aktivitdsat. A
leghatékonyabbnak talalt élelmiszerek ¢és fliszerek krém koncentracidja nem korreldlt a
bioaktivitassal. Feltételezem, hogy a korrelacié hidnyat az a méréstechnikai nehézség okozta,
hogy a kutatok az élelmiszerek 6ssz kromkoncentracidja mellett képtelenek voltak megmérni
a szervesen kotott kromfrakeiot, hiszen az el6bbiek is mutattak, hogy az anorganikus krom
kevésbé hatékony, vagy éppen hatastalan.

A biologiailag aktiv kromkomplexek kutatdsanak lendiiletet adott a marha
kolosztrumbdl izolalt anyag (Yamamoto, 1988). A tisztitott, bioldgiailag aktiv komplex egy
anionos krémtartalmu anyag, molekulatomege hozzavetdleg 1500 Dalton, és a krom mellett
aszpartatsavat, glutaminsavat, glicint és ciszteint 5:4:2:1 ardnyban tartalmaz. Nikotinsavat
nem talaltak benne, de valamilyen, az ultraibolya tartomanyban a nikotinsavhoz hasonld
hullamhosszon abszorbeéald anyag (260 nm) jelen volt a komplexben.

A bioldgiailag aktiv kromvegyiiletek hatdsanak megitélése nehéz feladat. Az irodalom
attekintése alapjan ezt jol példazza, hogy egyes kutatok téves konkluziot vontak le a GTF-ban
1évo krém inzulinhatéast potencirozé tulajdonsagara vonatkozoan. Feltételezték, hogy a krom
nem képezi részét a GTF-nak, mivel a krom koncentracidja alacsony, vagy nem detektalhat6 a
legnagyobb biologiai aktivitdst mutatd anyagban. Taldn a vizsgalataik tdjékozodo jellegiiek
voltak, esetleg nem megfeleld modszert vagy felszerelést alkalmaztak. A tanulsdg, hogy
elhamarkodott kovetkeztetéseket nem szabad levonni tajékoztatd jelleghi adatok birtokaban.
Ezek a kovetkeztetések nem gyarapitjadk a krom biologiailag aktiv formairdl szerzett eddigi

tudasunkat, csak zavart keltenek ezen a teriileten, és nem szolgaljék az elérehaladast.
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2.13. A KROM ES A NUKLEINSAVAK

Okada és munkatdrsai (1989) szerint a krom hasznos szerepet jatszik az emldsok gén
expressziojaban, de ugyanakkor mutagén is lehet. A krom hatdsara bekovetkezd fokozott
génexpresszid, valamint a mutagenezis mechanizmusa ismeretlen. A krom eldszeretettel
kotddik a DNS-hez a kromatinban, ezaltal az iniciacios helyek szamanak novekedését, és ezen
keresztiil fokozott RNS szintézist okoz. A szintézis fokozodasa egy 70.000 Daltonos nuklearis
krém-koté fehérje indukcidjan, €s a nuklearis kromatin aktivacidjan keresztiil valosul meg
(Okada, 1989). Emellett a krébm mar kis mennyiségben is (0,5-5 pg) aktivalhatja a DNS-

polimerézt, ami mutagenezishez vezethet.

2.14. TAPLALKOZASI TENYEZOK SZEREPE A GLUKOZ-INZULIN
RENDSZERBEN

2.14.1. A TAPLALEKKAL A SZERVEZETBE KERULO KROM SZEREPE

A megfelel6 formaban bevitt krém javitja a glikoz/inzulin rendszer mukodését
hipoglikémids, hiperglikémias, diabeteses ¢és hiperlipidémias egyénekben, mikdzben az
egészséges egyénekre nincs érzékelhetd hatasa. Az éltalanos inzulin érzékenység novelésével
javitja az inzulin kotodését, ¢és az asszocidciés konstans ndvelésével az inzulin
internalizalodéasat. Noveli a béta sejt érzékenységet, fokozza az inzulin receptor enzimek
aktivitasat.

Szamos vizsgalatot végeztek 2-es tipust és/vagy dislipidémids egyéneken krom
tartalmt taplalék kiegészitdk hatdsaval kapcsolatban. A legtdbb szerzd a kromnak a gliikoz-
inzulin rendszerre kifejtett jotékony hatdsardl szamolt be. Egy, a kozelmultban késziilt
tanulmany kovetkeztetései is megerdsitik a fentieket. Adataik szerint a négy héonapos, 500
ug(Cr)/mapos placebo-kontrollalt, krom-pikolinat formdjaban alkalmazott terapia meggy6z6
(szignifikdns) eredményre vezetett a 2-es tipusu diabeteses betegek kezelésénél.
Kovetkeztetésképpen bizonyitottnak tekinthetd, hogy a krém szerepet jatszik a gliikkdz-inzulin
rendszer kontrolljdban, és a krom mennyisége €s kémiai formaja is meghatarozo (Bahiriji,

2000).
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2.14.2. DIETAVAL KOMBINALT, KROMELESZTO ES A KROM-PIKOLINAT
KEZELES HATASA A TESTOSSZETETELRE TULSULYOS, NEM DIABETESES
BETEGEKNEL

Az erre vonatkozd tanulmanyoknak a célja az volt, hogy a kromélesztd és a krom-
pikolinat zsirmentes testtomegre kifejtett hatdsat alacsony kaldritartalma diéta hatasara
bekovetkezett sulycsokkenés alatt és utdn mérje.

Az egyik, placebo kontrollalt vizsgélatrol szold tanulmény 36 elhizott, harom
csoportra osztott, nem diabeteses, 8 héten keresztiil alacsony kaloriatartalma diétaval
kiegészitett, és 18 héten keresztiil 200 pug(Cr)/map kromterapidban (részben kromélesztd,
részben krom-pikolinat) részesitett beteg 26 hetes kezelése soran kapott eredményeket
dolgozott fel. Az értékelés soran megallapitottak, hogy a testtdmeg csdkkenése mindharom
csoportban jelentds volt mar a 8. hét utdn is. A 8. hét utdn a zsirmentes testtdmeg mindharom
csoportban csokkent. A tanulmany meglepd eredménye, hogy a krém-pikolindtot kapo
csoportban a 26. hét utdn a testtomeg csokkenésen beliil a zsirmentes testtomeg novekedett
(p<0.029), mig a tobbi csoportban tovabbra sem valtozott az arany. Ez azt jelenti, hogy a
krom-pikolinat, szemben a kromélesztdvel, ugy volt képes fokozni a zsirmentes testtomeget
elhizott betegben, alacsony kaloriatartalma fogyodktra utan a fenntartasi periodusban, hogy

kozben nem veszélyeztette az elért tomegcsokkenést (Kaatrs, 1996).

2.15. AZ INZULINRECEPTOR BIOLOGIAJA

Az inzulinrezisztencia talajan kialakult 2-es tipusu diabetes mellitus patogenezisének
megismeréséhez az inzulin hatdsmechanizmusanak magyarazata az egyik legfontosabb 1épés.
Az inzulinhatas els6 1épése a hormon ¢és egy specifikus plazma membran receptor
kolcsonhatasa. Az inzulinreceptor a plazma membran glikoprotein szerves alkotorésze. Négy
alegységbdl épiil fel: két exoplazmatikusan elhelyezkedd o alegységbdl, amely diszulfid
hidakon keresztiil kotddik a transzmembrélisan elhelyezkedd [ alegységekhez. Az «
alegységhez kotddott inzulin a tirosin-protein-kinazt aktivalja, amely a citoplazman beliil
elhelyezkedd B alegységen autotranszforméaciot indukal a maradék tirosinon. A hormon és a
sejtfeliileti receptor interakcidjat kovetden egyéb folyamatok is lejatszodnak. A fentiek
hatdsara megjelend bioldgiai szigndl indukalja a hormon degradaciojat, majd
kovetkezésképpen szabalyozodik az aktiv feliileti receptorszam ¢€s érzékenység. Az atalakulas

kovetkezményeként kialakult inzulin-receptor komplex belép a célsejtbe internalizacio, vagy

receptor medialta endocitozis utjan.
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Jelen tudasunk szerint a 2-es tipust diabetes mellitusban észlelt inzulinrezisztenciat
végsd soron a receptor kapacitas és a tirozin kinaz aktivitas csokkenése okozza (Cefalu, 1998,

Davis és mtsai, 1996, 1997, Kelly, 2000, Mertz, 1993).
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3. CELKITUZESEK

Célom, munkdm soran, az irodalombol ismert krom (III) vegyiiletek gliikoz
metabolizmusban betoltott szerepének vizsgalata volt.
A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A harom vegyértékii krom megvaltoztatja-e a sejtek gliikkoz felhasznalasat és/vagy a
sejtmembranok permeabilitdsat? Valamint van-e hatasa az inzulinmolekula stabilitasara. A
kérdés eldontésére in vitro modszert dolgoztunk ki.

2. A PTE, AOK, Elettani Intézetében Dr. Karadi Zoltan munkacsoportjaval folytatott
kollaboracios allatkisérletekben azt tanulmédnyoztuk, hogy a ventromedialis hipotalamuszt
vagy glikdézmonitoroz6 idegsejtjeinek elpusztitasa nyomén Iétrejove, korosan csokkent
gliikoztolerancia kialakulasat befolyasolja, megakadalyozza-e krom(IlI)-ionokkal végzett
elokezelés. Célunk az volt, hogy igazoljuk (vagy kizdrjuk) a krom(IlI)-ionok kozponti
idegrendszer tamadaspontjat.

3. A 2-es tipusu diabetes mellitusban szenvedd betegek egy csoportjanak oralis
krémkezelés jar-e kimutathat6 eldénnyel az egyéb antidiabetikus terapiaval kombinalva?
Ismert, hogy napjainkban a krom bevitel nem optimalis, ezért feltételezhetd, hogy csokkent
gliikkoz toleranciaban, hiperlipidémidban, tovabba totadlis parenterdlis taplalast kdvetden
kialakult diabetesben. A leggyakoribb azonban, hogy néhany 2-es tipusu diabetes mellitus-
ban szenvedd betegnél a krom hianya szerepet jatszhat a betegség kialakuldsaban. Sajat

kezdeményezésti human vizsgalatot végeztiink a kérdés eldontésére.
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4. KISERLETI ES VIZSGALATI RESZ

4.1. IN VITRO VIZSGALATOK (PILOT STUDY)

Vizsgalatunk célja a kromnak, inzulin jelen-, ill. tavollétében a vordsvértestek gliikoz
anyagcseréjében kifejtett szerepének tisztazasa volt in vitro koriilmények kozott. Egyben
vizsgaltuk a szelénnek és a magnéziumnak, mint fontos ionoknak az esetleges hatasat is ezen
folyamatban. Uj, konnyen alkalmazhato, in vitro modszert fejlesztettiink ki a fentiekben
vazolt kérdéskor vorosvértestek glikoz fogyasztasara kifejtett hatdsanak vizsgélatara. A
vorosvértest-szuszpenziok gliikkoz felhasznalasat kiilon-kiilon a krom(IIl), szelén, inzulin,
magnézium ionok jelenlétében, illetve egyszerre tobb, az eldbb emlitett vizsgalt agens

egyiittes jelenlétében, az alabb ismertetett modszerrel és koriilmények kozott mértiik.

4.1.1. A MODELLVEGYULET ES RENDSZER KIVALASZTASA

4.1.1.1. A modellvegyiilet kivalasztasa

Ismeretes, hogy a hatasért maguk a Cr’'-ionok tehetSk felel6ssé, az anionok szerepe
bizonyos korlatok kozéott (pl.: ne legyenek sejtmérgek) elhanyagolhatd. A koordinacios szféra
kémiai Osszetételének tobbnyire csak farmakokinetikai (kompartmentek és membranok
atjarhatosdga) szempontokbol van jelentés szerepe. A Cr'*  -vegyiiletek kutatasi
eredményeibdl ismert, hogy a haromértékii komplex ionok mind két, mind harom kétfogu
ligandumot tartalmazé ligandumtér esetén megfeleld stabilitdst ¢és hatarozott kémiai
Osszetételt mutatnak.

Vizsgalataink eldtt huszondt, részben két, részben harom ligandumot tartalmazoé, jol
definialt kémiai Osszetétellel rendelkezd komplex Cr'* -vegyiiletet —szintetizaltunk.
Ligandumként nikotinsavat, aszkorbinsavat, pikolinsavat, L-tirozint, L-glutamint, L-
aszparagint, L-ciszteint L-hisztidint, L-leucint, DL-a-alanint, gliikdéz-6-foszfatot, uracilt és
gliikozamint hasznaltunk.

A preparatumok elsédleges vizsgalata és kivalasztdsa sordn a kovetkezd szempontokat
helyeztiik el6térbe:

- konnyt és reprodukalhat6 eléallithatdsag,

- jo vizoldhatésag,
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crer

a ligandum vizes oldatbeli stabilitasa,

a ligandum sajat farmakologiai hatdsanak elhanyagolhatosaga a kivalasztott
rendszerben, ill. a vizsgalni kivant folyamatok szempontjabol,

a komplex ion idedlis (nem kicsi, nem til nagy) stabilitasa,

az ¢lettani, biokémiai, farmakologiai hatdsok sziikséges irodalmi ismertségi szintje.

Belathatd példaul az, hogy a nikotinsav ¢és a glutamin komplexek alacsony

vizoldhatésaguk miatt, vagy az aszkorbinsav komplexek a komlexald agens vizes oldatbani

bomlékonysaga miatt eleve nem elégitik ki a tesztvegyiilet irant timasztott kovetelményeket.

Az egyes vegyiiletek tulajdonsagait nem részletezve, a fenti szempontoknak -kiilonos

tekintettel az ismertség, vizoldhatésag, komplex, ill. ligandum stabilitds szempontjaira-

legjobban a kettes és harmas koordinacios szammal rendelkez6 pikolinat komplexek feleltek

meg.

4.1.1.2. A rendszer kivalasztasa

A kivalasztott rendszerrel szemben a kovetkezd fontosabb kovetelményeket tamasztottuk.

Olyan rendszerre volt sziikség, amely:

¢letfunkcidjukat hosszabb ideig megtart6 (t01¢l0) sejteket tartalmaz,
sejtkoncentracidja elég magas ahhoz, hogy a biokémiai atalakulasok analitikailag
kovethetok legyenek, lehetdleg egyszerti analitikai modszerek segitségével,

a sejtkoncentracio ellendrzése egyszeriien megvaldsithato,

az ¢letfunkciok egyszeri modszerekkel, a vizsgalat idétartama alatt kozelitéleg
alland¢ aktivitas mellett legyenek fenntarthatok,

egy vizsgalat soran viszonylag sok mintadsszetétel legyen vizsgalhato,

a rendszer integritasa egyszerli modszerekkel legyen ellendrizhetd,

az ¢letfunkciok fenntartasa soran szamottevo gliikkozfelhasznalast eredményez,

olcson eldallithatd, egyszeriien fenntarthato.

A rendszer kivalasztdsa sordn kompromisszumot kellett kotni.

Tekintettel arra, hogy a cukoranyagcsere soran az inzulinnak, és az inzulin miikddésével

kapcsolatos folyamatoknak fontos szerepe van, idealis olyan tal¢€l6 sejt vagy szovetkultura lett

volna, amely lehet6évé teszi az inzulinnak a gliikéz anyagcsere folyamatra gyakorolt hatasa,

ill. a bekovetkezd valtozasok kovetését is. Ilyen sejtkultura megfeleld mennyiségben vald
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eldallitdsa, fenntartdsa egyrészt koltséges, masrészt szamunkra megoldhatatlan technikai
feladatott jelentett. Ezért valasztasunk a vorosvértest szuszpenzids modellre esett, mivel:

- gyakorlatilag korlatlan mennyiségben all rendelkezésre,

- nem koltséges,

- az életfunkcidk fenntartdsa egyszerd,

- amembran permeabilitasi folyamatok (Cr-ionok, inzulinhatas) jol kdvethetok,

- arendszer stabilitasa, integritasa (hemoglobin és kalium kiaramlas) egyszerti

modszerekkel ellendrizheto,

- aglikoz felhasznalasa kellden intenziv, és egyszeriien, érzékenyen mérhetd,

- az inzulinmolekula id6beni stabilitasanak valtozasa jol kdvethetd.

Annak ellenére, hogy ezen sejttipusnak nincs inzulin receptora, a felvetett kérdés
megvalaszolasara, azaz -a vizsgalt fémionoknak van -e mérhetd hatdsa az inzulinmolekula

stabilitasara-, a valasztott modell kétséget kizaréan alkalmasnak latszott.
4.1.2. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az alkalmazott oldatok osszetétele:

Cr3+-pikolindt oldat:

o koncentracioja: 80 uM/1
J oldoszere: fiziologias sdoldat
A krém-pikolinat komplexet Evans és Poutschnik mddszere szerint készitettiik.

H,S8eOs oldat:

torzsoldat:

- koncentracioja: 100 uM/1

- oldoszere: fiziologias sooldat

munkaoldat:

- koncentréacioja: 16 uM/1

- bemérés: 1. 0 térfogata torzsoldat

- oldoszere (higitdszere): 5.25. térfogat szérum
A H;SeO3 Reanal, pro anal. mindségi volt.
MgCl; oldat:

- koncentréacidja: 8§ mM/I

- oldészere: 141 mM/1 -es sdoldat

Az alkalmazott magnézium-klorid Reanal, pro anal. mindségii volt.
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Inzulin (Actrapid) oldat (Novo Nordisk, Norvégia) :

- koncentracioja: 1600 ulU/ml
- oldoszere: fiziologias sooldat

A gliikoz (Reanal, pro anal.) tartalmu, kozelitoleg izoozmotikus inkubdcios médiumok

elédllitasdahoz sziikséges alapoldat:

gliikoz

- koncentracidja: 10 mM/1

- oldoszere: 4 mM/1 NaH,PO4- Na,HPOy -ot tartalmazo, 145 mM/l-es NaCl oldat
- pH-ja: 7.38

Fiziologids so és a szérum oldat:

- szérumkoncentracio: 84 % (V/V)

- fiziologids s6oldat koncentracio: 16 % (V/V)

Vorosvértest-massza készitése:

A vorosvértest masszat a kovetkezOk szerint készitettilk heparinizalt vérbdl (amely
poliglobulids anamnézissel rendelkezd, kozépkoru betegek terdpids vérlebocsatasabol
szarmazott): A vOrdsvértest-masszat a plazmatdl centrifugalassal szeparaltuk (1000 X g, 10
perc, 0 - +4 °C), majd a szeparalt plazma térfogataval azonos térfogatu fiziologias sdoldattal
haromszor mostuk. A mosoéfolyadékot elontottiik. A mosott és centrifugalassal szeparalt
vorosvértest massza (Htc=0.9 I/1) azonos mennyiségeit (4 ml) a tablazatban lathato

mintadsszetételek eseteiben vizsgaltuk.

A mintak elkészitése és osszetétele:

Az inkubéciés médium alkotdit automata pipettaval mértiik a 10 ml térfogatt, szilikon
gumi membrandugoval zarhatd tesztcsovekbe. A csovek tartalmat Osszekevertiik. Végil a
vorosvértest szuszpenzio kivant mennyiségei (4.0-4.0 ml) széles kifolyonyilassal rendelkezd,
osztott, 10 ml -es pipettaval keriiltek bemérésre. A csoveket a bemérést kovetden azonnal
lezartuk, tartalmukat forgatassal dvatosan homogenizaltuk. A vizsgélat iddskaldjanak nulla
pontjat (t=0 min) a tovabbiakban a virdsvértest szuszpenzidé bemérésének idépontja képezte.
mennyiségekben alkalmazva, a tesztcsovekben a hematokrit érték 0.5 1/, a mintidk

ozmolaritasa pedig hozzavetdlegesen fiziologias volt.
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1. Tablazat. A kiilonb6z6 oldatok alkalmazott mennyiségei ml -ben (mintak &sszetétele) az egyes tesztcsdovekben

_ o ' Fiziologias
Minta Voros- Inzulin |Cr’" |[Mg*" [Se* fe Fiziologias s6 oldat és
vértestek sooldat  poldat és gliikoz )
szérum
No. ml-ben | ml ml | ml |ml ml ml ml

1. 4.0 - - - - 2.0 0.5 1.5

2. 4.0 - - 05| - 2.0 0.5 1.0

3. 4.0 - 0.5 - - 2.0 0.5 1.0

4. 4.0 0.5 - - - 2.0 0.5 1.0

5. 4.0 - 0.5 051 - 2.0 0.5 0.5

6. 4.0 0.5 - 05| - 2.0 0.5 0.5

7. 4.0 0.5 0.5 - - 2.0 0.5 0.5

8. 4.0 0.5 0.5 051 - 2.0 0.5 -

9. 4.0 - - - - - 0.5 3.5
10. 4.0 - - - 05| 20 - 1.5
11. 4.0 - - 0505 20 - 1.0
12. 4.0 - 0.5 - 05| 20 - 1.0
13. 4.0 0.5 - - 05| 20 - 1.0
14. 4.0 - 0.5 05]05( 20 - 0.5
15. 4.0 0.5 - 0505 20 - 0.5
16. 4.0 0.5 0.5 - 05| 20 - 0.5
17. 4.0 0.5 0.5/ 05]05( 20 - -

18. 4.0 - - - 0.5 - - 3.5
4.1.3.VIZSGALAT

A csoveket lezartuk, tartalmukat forgatassal homogenizaltuk, majd 310 K -os
légtermosztatba helyeztiik. Az inkubaci6 soran a csovek tartalmat azonos idonként (t=15 min)
a csovek tartalmanak forgatasaval reszuszpendaltuk.

A mintdkat 180 percen keresztiil inkubaltuk. A csdvek tartalmat minden mintavétel

eldtt, azaz a 0, 60, 120, 180. percben forgatassal 6vatosan homogenizaltuk. A mintavétel és a
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centrifugalds utan (3000 x g, 10 min., 0 - +4 °C ) a feliiluszoknak meghataroztuk a K, Na,

crer

crer

crer

inzulin szintjét '*I RIA kittel (IZINTA) mértik. A hemoglobin-koncentraciot benzidin

reagens segitségével, spektrofotometrids uton mértiik ( Andrews és Brooks, 1981).

EREDMENYEK

Az eredményeket harom alkalommal ismételt méréssorozatokbdl kaptuk, ahol mindig harom
parhuzamos mérést végeztiink. Az eredményeket atlag + SEM értékben tiintettiik fel.
Szignifikans kiilonbséget észleltiink (p<0.05) a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A gliikoz €s az inzulin meghatarozas statisztikai vizsgalata:
A glik6z meghatdrozds megbizhatdsagi jellemzdit az Osszeméréskor kapott 16 gliikoz
koncentréaci6 szorasabol becsiilhetjiik. A 16 darab mintara CV=4.2 %.
Feltételezziik, hogy minden mért adat + 4.2 % relativ hibaval terhelt. A mintdk gliikkoz
tartalmat az Osszemérés utani glilkéz koncentraciora vonatkoztatva %-ban adtuk meg, a
kovetkezd képlet szerint:
G=100 * g/A, ahol

G= a vizsgalt minta mért gliikkdz koncentracidja mM/1

A,= a mintak gliikoz koncentracidja az 6sszeméréskor, atlag

A szamitott érték (G) becsiilt hibgja:

0G/og =100/ A,= 166,2510391
0G/oA,=—100* g/ A,=  —-27639 * g
s = 0,042 * g
sag =0,042%0,6015/4= 0,00631575
Sg =72%*¢g

Az inzulin koncentracié mérési adatainak megbizhatdsaga:
Az inzulin koncentriciok meghatarozasat '’ RIA-kit (IZINTA-Hungary) felhasznalasaval
végezték. A dolgozatban felhasznalt koncentracio adatokat 3 mérés szdmtani kozepeként

képeztiik. Az analizist végzé laboratérium megadta a CV% értékeket. A standard errort
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ezekbdl szadmitottuk és a diagrammban mint hibasavokat abrazoltuk. A hibasavok kis

terjedelme miatt ezek koziil néhany nem lathat6 az dbréan.

A STATISZTIKAI ERTEKELES TABLAZATAL:

2. tablazat A gliikoz fogyas valtozasa a kiilonbozo dsszetételti mintak esetén szelén nélkiil

Szelén nélkiil
Valtozas a | AKkiilonbség Konfidencia  [Signifikancia, p
Osszetétel kontrollhoz standard hatarok (95%-o0s
képest, D deviacidja op Alsé Felsé kétoldali)
-9,14 5,18 -19,286 1,000 0,0773
IMg -14,96 3,69 -22,201 -7,721 0,0001
0,00 2,75 -5,388 5,388 1,0000
-11,64 5,26 -21,938] -1,335 0,0268
ICr -11,64 3,58 -18,656] -4,617 0,0012
-14,96 3,24 -21,311] -8,611 0,0000
-16,63 5,42 -27,252] -6,004 0,0022
[Inzulin -18,29 3,81 -25,751] -10,820 0,0000
-14,96 3,24 -21,311] -8,611 0,0000
-9,14 5,18 -19,286 1,000 0,0773
[Mg+Cr -22,44 3,95 -30,193]-14, 690 0,0000
-14,96 3,24 -21,311] -8,611 0,0000
-5,82 5,07 -15,753 4,117 0,2510
[Inzulin+tMg -13,30 3,64 -20,428] -6,169 0,0003
-4,16 2,88 -9,799 1,488 0,1489
-5,82 5,07 -15,753 4,117 0,2510
[Inzulin+Cr -7,48 3,44 -14,231] -0,730 0,0299
1,66 2,80 ~7,151] 3,827 05528
-3,32 4,99 -13,106 6,456 0,5053
Inzulin+Cr+Mg -14,96 3,69 -22,201) -7,721 0,0001
-14,96 3,24 -21,311] -8,611 0,0000
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3. tablazat A gliik6z fogyas valtozasa a kiilonb6z6 6sszetételi mintak esetén, szelén hozzaadasaval

Szelénnel
Osszetétel Valtozas a A kiilonbség Konfidencia hatarok [Signifikancia, p
kontrollhoz standard (95%-0s
képest, D | deviacidja op kétoldali)
Alsé Felsd

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Mg 3,32 3,57 -3,663 10,312 0,3511
-16,62 2,75 -22,005) -11,241 0,0000

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Cr 14,96 3,24 8,611 21,311 0,0000
12,47 1,85 8,847 16,088 0,0000

-11,64 5,10 -21,639 -1,633 0,0226

Inzulin 7,48 3,44 0,730 14,231 0,0299
4,99 2,04 0,984 8,990 0,0146

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Mg+Cr 0,00 3,67 -7,185 7,185 1,0000
-1,66 2,24 -6,054 2,729 0,4582

17,44 5,64 -28,488 -6,388 0,0020

Inzulin+Mg -1,66 3,72 -8,947 5,623 0,6547
-10,81 2,54 -15,787 -5,823 0,0000

-4,16 4,86 -13,689 5,377 0,3929

Inzulin+Cr -4,16 3,80 -11,594 3,282 0,2735
0,00 2,19 -4,291 4,291 1,0000

-4,16 4,86 -13,689 5,377 0,3929

Inzulin+Cr+Mg 0,00 3,67 -7,185 7,185 1,0000
15,79 1,77 12,318 19,267 0,0000
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4. tablazat Az inzulinszint valtozasa a kiilonb6z6 6sszetételii mintak esetén, szelén nélkiil

Szelén nélkiil

Osszetétel Viéltozas a A kiilonbség | Konfidencia hatarok | Signifikancia,
kontrollhoz standard p (95%-os
képest, D deviaciéja oD kétoldali)
Alsé Felsd
Mg 1,62 0,64 0,356 2,878 0,0120
-0,14 0,19 -0,502 0,226 0,4569
-1,58 0,46 -2,477 | -0,689 0,0005
Cr 1,43 0,90 -0,333 3,193 0,1118
-1,49 0,71 -2,881 | -0,107 0,0347
0,00 0,42 -0,827 0,823 0,9962
Inzulin 61,13 0,57 60,006 | 62,248 0,0000
44,67 0,12 44,427 44,911 0,0000
42,04 3,01 36,137 | 47,935 0,0000
Mg+Cr 2,38 2,24 -2,014 6,780 0,2881
0,13 0,53 -0,904 1,158 0,8092
0,49 0,36 -0,220 1,190 0,1776
Inzulin+Mg 114,29 7,84 98,930 | 129,652 0,0000
69,52 6,82 56,159 | 82,887 0,0000
67,44 0,69 66,085 68,795 0,0000
Inzulin+Cr 105,78 5,54 94,926 | 116,624 0,0000
47,67 0,31 47,058 | 48,276 0,0000
57,56 2,22 53,206 | 61,912 0,0000
Inzulin+Cr+Mg 113,90 6,02 102,096 | 125,708 0,0000
70,51 0,12 70,264 | 70,754 0,0000
89,18 1,48 86,271 92,089 0,0000
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5.. tablazat A gliik6z %-os fogyasa az id6 fliggvényében

Szelénnel } -
Valtozas a A kulonbseg . . i Signifikancia, p
Osszetétel kontrollhoz standard Konfidencia hatarok (95%-o0s
képest, D deviacioja op Alsé Felso kétoldali)

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Mg 3,32 3,57 -3,663 10,312 0,3511
-16,62 2,75 -22,005 -11,241 0,0000

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Cr 14,96 3,24 8,611 21,311 0,0000
12,47 1,85 8,847 16,088 0,0000

-11,64 5,10 -21,639 -1,633 0,0226

Inzulin 7,48 3,44 0,730 14,231 0,0299
4,99 2,04 0,984 8,990 0,0146

0,00 4,73 -9,280 9,280 1,0000

Mg+Cr 0,00 3,67 -7,185 7,185 1,0000
-1,66 2,24 -6,054 2,729 0,4582

-17,44 5,64 -28,488 -6,388 0,0020

Inzulin+Mg -1,66 3,72 -8,947 5,623 0,6547
-10,81 2,54 -15,787 -5, 82_3 0,0000

-4,16 4,86 -13,689 5,377 0,3929

Inzulin+Cr -4.16 3,80 -11,594 3,282 0,2735
0,00 2,19 -4,291 4122 1,0000

-4,16 4,86 -13,689 5,377 0,3929

Inzulin+Cr+Mg 0,00 3,67 -7,185 7,185 1,0000
15,79 1,77 12,318 19,267 0,0000
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4.1.4.1. Hemoglobin koncentraciok:

A mért értekek a 180. percben sem haladtdk meg a 15-20 mg % -os koncentraciot. Az
inkubécios médium Osszetételével 0sszefliggd valtozast nem észleltem, ezért az egyes értékek

kozlésétol eltekintek.

4.1.4.2. K - ionkoncentraciok

A talalt értékek a 180. percben sem haladtak meg a 2.4 mM/I -es koncentraciot.
Az inkubacios médium Osszetételével Osszefliggd valtozast ezen paraméter esetén sem

észleltem, ezért az egyes értékek kozlésétol eltekintek.

4.1.4.3. Gliikozkoncentraciok

Az 1. ébra a glikoz fogydsok % -os valtozasat mutatja a kiilonb6zé mintdkban a

kontrollhoz hasonlitva, a kiilonb6z6 mintavételi idokben.

A sejtek gliik6z fogyasa [%] O Szelén nélkiil
(az analizis idépontjai: 60, 120, 180 perc) OSzelénnel
90 :
80 = |
< 70 A
= 6o aIF . * fi dF
nw ﬁﬁ % *
o 40 * = —
u= | Fﬂ
5 30 % s H . i
S 20 - — — T
O 10 - ! ﬂ 1
0 g Ul il il U
d > \© p & p O b ©
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1.abra A gliik6z koncentraciok atlagat mutatja a kiilonbozé mintdkban a kontrollhoz hasonlitva, a harom
kiiléonb6z6 mintavételi idépontokban. A vizsgalt értékeken kiviil a szorast tlintettiik fel. * = P < 0,05 a kontroll
csoport mérési eredményeivel 0sszehasonlitva.
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Felhivnam a figyelmet a kontroll minta és a Se-tartalmu relativ kontroll minta gliikkoz
fogyasztasa kozotti kiilonbségre. A Se -ionok megjelenése az inkubacidés médiumokban a
gliikoz fogyasat mérhetden befolyasolja, a kiilonbségek a 180. percben a legkifejezettebbek.

A 2 - 9. dbrakon az egyes mintadsszetételek esetén észlelt % -os gliikdéz fogydsok az idd

fliggvényeként kertiltek abrazolasra.

A GLUKOZFOGYASZTAS IDOFUGGESE (KONTROLL)
70
& Meért Se nélkiil
60 —— Se nélkiil
A Meért szelénnel

. 50 —— Szelénnel
=
S 40
«
&
5 30 1
=~
E
© 20

10

O / T T T T T T T T
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2. Abra a gliikozfogyasztas idéfliggvénye
A GLUKOZFOGYASZTAS IDOFUGGESE (Mg)
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50
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3. Abra a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye

40



Gliikozfogyasztas, %
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4. Abra a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye

Gliikozfogyasztas, %

80

A GLUKOZFOGYASZTAS IDOFUGGESE (Inzulin)

70

/‘

60

& Meért Se nélkiil
— Se nélkiil

A Mért szelénnel
— Szelénnel

50

30

20

20

40

80 100 120 140 160 180

e
~

2

1d6, min
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A GLUKOZFOGYASZTAS IDOFUGGESE (Mg + Cr)
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6. Abra a gliikkozfogyasztas id6fliggvénye
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7. Abra a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye
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8. Abra a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye
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A vizsgalat teljes id6tartama alatt a kiilonb6z6 mintadsszetételek esetében észlelt gliikoz

fogyasztasokat Se -ionok jelen, ill. tdvollétében, mint a % -os gliil6z fogyasztas - 1d6 gorbék

9. Abra a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye

1d6 szerinti hatarozott integraljait (AUC .150) a 2. tdblazat foglalja ossze.
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6. Tablazat. Az egyes mintadsszetételek esetén a vizsgalat idétartama alatt észlelt gliikoz
fogyasztasok id0 szerinti integraljai Se -ionok jelen, ill. tdvollétében

szelén nélkiil szelénnel
Minta Gsszetétele | Analitikus | Numerikus| Analitikus | Numerikus
integr. integr. ntegr. integr.
Kl 5850.5]  5753.0| 5720.0 5728.1
Mg 42285 4311.2 5570.8 5429.8
Cr 39489  3913.5 7006.3 6995.9
Inzulin 3165.8] 3217.5 5552.2 5628.7
Me+Cr 3380.6] 34164 5682.7 5678.4
InzulintMg 44709 44852 41729 42453
Inzulin+Cr 49183  4907.8 5160.7 5231.0
Inzulin+Cr-HVig 2844  4211.8 5794.5 5951.8

A 10-17. dbrakon a kiilonb6z6é mintadsszetételek esetén, Se -ionok jelen, ill.
tavollétében, a vizsgalat egyes iddintervallumaiban észlelt % -os gliikoz fogyasztasok kertiltek

abrazolasra a vizsgalati id6 fliggvényeként.
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10. Abra A a gliikozfogyasztas idéfiiggvénye
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GLUKOZFOGYASZTAS IDOGORBEJE 60 MIN ALATT (Mg)
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11. Abra a gliikézfogyasztas idéfiiggvénye
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12. Abra a gliikézfogyasztas idofiiggvénye
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GLUKOZFOGYASZTAS IDOGORBEJE 60 MIN ALATT (Inzulin)
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13. Abra a gliikézfogyasztas id6fiiggvénye
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14. Abra a gliikozfogyasztas idofiiggvénye
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GLUKOZFOGYASZTAS IDOGORBEJE 60 MIN ALATT (Inzulin + Mg)

40
35 //\
30
25
20
€ Meért Se nélkiil
< 15 L 3 — Se nélkiil
A Meért szelénnel
10 4 —— Szelénnel
5 /-
0 T T T T T T T T
20 60 80 100 120 140 160 180 200
,5 4
-10
1dé, min
15. Abra a gliikézfogyasztas id6fiiggvénye
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16. Abra a gliikozfogyasztas idofiiggvénye
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GLUKOZFOGYASZTAS IDOGORBEJE 60 MIN ALATT (Inzulin + Cr + Mg)
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17. Abra a gliikozfogyasztas idofiiggvénye

A 10. - 17. abrékon lathato gorbék alatti teriileteket (AUC) a 7. tablazat foglalja ssze.
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7. Téblazat. Az egyes mintadsszetételek esetén a vizsgalat egyes iddintervallumai alatt észlelt
gliikoz fogyasztasok 1d6 szerinti integraljai Se -ionok jelen, ill. tavollétében

szelén nélkiil szelénnel
Minta Osszetétele | Analitikus | Numerikus | Analitikus | Numerikus
integr. integr. integr. integr.

K1 3394.2 3091.7 3263.7 31414
Mg 2723.1 2644.2 3040.0 2743.7
Cr 2536.6 2296.2 4214.5 3961.7
Inzulin 2238.3 2097.4 3711.2 3514.2
Mg+Cr 2051.9 1973.1 3226.4 3091.7
Inzulin+tMg 2704.4 2569.7 2946.8 2768.5
Inzulin+Cr 3021.4 2818.2 3077.3 3017.1
Inzulin+Cr+Mg 2387.5 2196.8 3617.9 3613.7

4.1.4.4. Inzulin koncentraciok

A 18. abran az inzulin-szint valtozasok kovethetok a fentiekben analizalt mintakban a

vizsgalat kiilonb6z6 id6pontjaiban.

49



A sejtek inzulin koncentraciéja [uU/ml]

(az analizis idépontja: 60, 120, 180 min) Szelén nélkul
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A 18. abran bemutatott, a kiilonb6z6 mintadsszetételek esetén észlelt inzulin- koncentracio -
1d6 diagramok 1d6 szerinti integraljait a 4. tablazat foglalja 6ssze. A vizsgalt értékeken kiviil a

szorast tiintettiik fel. * =P < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva.
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7. Téblazat Az egyes mintadsszetételek esetén a vizsgalat egyes idépontjaiban észlelt
inzulinkoncentraci6 - id6 fliggvények 1d6 szerinti hatarozott (0 - 180 min) integral értékei Se -
ionok jelen, ill. tavollétében

szelén nélkiil szelénnel
Minta dsszetétele | Analitikus | Numerikus | Analitikus | Numerikus
integr. integr. integr. integr.

K1 517. 4 500. 6 365. 1 349. 5
Mg 455.7 433. 2 429. 3 390. 8
Cr 658. 7 611. 8 360. 7 345. 6
Inzulin 12833.5 12020.7 8452. 1 7958. 3
Mg+Cr 502. 1 463. 4 545. 4 514. 7
Inzulin+Mg 8794.8  8290.1 14289.9 13401.5
Inzulin+Cr 11086.4 10427. 2 12017.5 11282.8
Inzulin+Cr+Mg 11323.6 10529. 5 15021.9 14269.6

Lathat6, hogy a szelén és egyéb ionok jelenléte a kozegben bonyolult képet
eredményez.
Az é4bran jol lathatd, hogy a szeléntartalmi mintdkban minden esetben magasabb
inzulinkoncentraciok mérhetdk, mint a megfeleld szelént nem tartalmazd, kontrollnak

tekinthet® mintakban.

4.1.5. MEGBESZELES

4.1.5.1. K" és hemoglobin koncentraciok alakuldsa az
inkubaciés médiumban

Ezen vizsgalatok célja az volt, hogy figyelemmel kisérhessik a mintdkban a
vorosvértestek integritdsanak esetleges valtozasat az inkubacids eljaras soran. Feltételeztiik,
hogy a sejtmembranok részleges, vagy teljes integritdsanak megsziinése jol kovethetd az
inkubacios médium kaliumtartalmanak, ill. hemoglobin tartalmanak valtozasan keresztiil.
Tekintettel arra a tényre, hogy az inkubaciés médium ezeket a komponenseket az 6sszemérés
idépontjaban nem tartalmazta, valamint arra, hogy a celluléris térben a kalium ¢és hemoglobin
koncentracioja magas, detektalasukra pedig érzékeny, egyszerli analitikai modszerek allnak
rendelkezésre, az alkalmazott modszerek alkalmasnak tintek a felvetett kérdések
megvalaszolasara.

Ahogy azt az 4.3.2. és 4.3.3. pontokban emlitettem, az inkubdacios id6 eldre haladtaval

mind a hemoglobin, mind a kalium koncentracidja az inkubéacios médiumban fokozatosan
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novekedett. A 180. perc végén vett mintdkban a kalium koncentracioja nem haladta meg a 0.4
- 0.5 mM/l értéket. Figyelembe véve a sejtszuszpenzid - inkubécidos médium térfogatok
aranyat (1 : 1), valamint azt a tényt, hogy a sejtek belsejében a kalium koncentracidja eléri a
70 - 90 mM/I -es értéket, tovabba feltételezve, hogy az 6sszes mért kalium az inkubécids
médiumban a sejtmembran integritds megsziinésének kovetkezménye, kiszamithatd a sériilt
sejtek hanyada. Ezen gondolatmenetet kdvetve, a sejten beliili kdliumkoncentracio alsé
hatarat, valamint az inkubacidos médiumban mért kaliumkoncentracié felsd hatarat -mint
legkedvezdtlenebb szElsd értékeket- tekintve, lathatd, hogy a sejtek kevesebb mint 0.7 % -
anak szlint meg az integritdsa. A valdsagban természetesen joval kevesebb sejt integritdsa
sériilt, hiszen a sejtkdzi médiumban mért kalium mennyiségének tulnyomod része passziv
diffuzios uton keriilt ki az egyébként ép membrannal rendelkezd sejtek belsejébdl a sejtkozi
folyadékba, tekintettel a koncentraciogradiens nagysagara és a hosszu inkubacios idére (3
ora). Ez utobbi Aallitast erdsitik a hemoglobin koncentraciok mérésébdl levonhatd
kovetkeztetések is. Elvégezve a szamitdst, amelyben az 4tlagos hemoglobinkoncentraciot a
vorosvértestekben 261 g/l -nek (vér hemoglobin cc.: 145 g/l, HTC: 0.5 /1, vvt. massza HTC:
0.9 1/1), az inkubacid végén (180. perc) a sejtkdzi inkubacidos médiumban pedig eddigelé a
legmagasabb mért értéket, azaz 36.3 mg% -ot tekintve alapul, az integritdsukat vesztett sejtek

aranyara 0.14 % adodik.

Levonhato kovetkeztetések:

- az alkalmazott inkubaciés médium Osszetétele nem veszélyeztette szamottevo
mértékben a vizsgalatok sordn a membranok integritasat,

- a vizsgalt vegyliletek szintén strukturbaratnak bizonyultak az alkalmazott
koncentraciokban és vegyiilet formaban,

- akalium kiaramlasi adatokbol becsiilt sériilt struktiira hanyad a valdsagos értéknél
alacsonyabb, mivel a sejtkozi térbe keriilt kalium jelentds hdnyada nem a
strukturdk integritdsanak sériilése soran, hanem diffiziés mechanizmus Utjan jut a
vizsgalt térfogatba.

Osszegezve: A kidolgozott modell és a mellé rendelt vizsgalati koriilmények alkalmasnak

latszanak a kutatasi cél megvalositasara.
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4.1.5.2. A gliikozkoncentraciok osszetételtol fiiggo valtozasa az

inkubacios médiumokban

A sejtszuszpenzid gliikdz felhaszndldsdnak mérészdmaul az inkubacidés médiumbol
eltiint gliikoz mennyiségét hasznaltuk az alkalmazott 0Osszes glilkoz mennyiségének
szézalékdban kifejezve. A kiilonbozé kémiai Osszetételii inkubaciés médiumokkal végzett
kisérletek soran kapott eredményeket az 1. dbra foglalja Gssze. A mérési eredmények
értékelése soran a kdvetkezd f6 megallapitasokat tettiik.

1./ A varakozasnak megfeleléen az inkubacids id6 elore haladtaval a felhasznalt gliikoz
mennyisége az eldz6 idopontban mért értékhez képest novekedett. A maximalis felhasznalast
minden 0sszetétel esetében az inkubacio 180. percében észleltiik.

Kovetkeztetés:
Ugy tiinik, hogy a vizsgalat idStartama alatt sikeriilt a sejtek életfunkcioit végig megtartani,
azaz a sejtek éltek.

2./ A 180. percben (ahol az 6sszegz6dd hibak nagysaga a legkisebb, a mérés biztonsaga
pedig a legnagyobb) a szelént nem tartalmazd, kiilonbozd kémiai Osszetételi inkubécios
médiumokkal készitett mintdk eseteiben észlelt gliikkdz fogyasztasokat egymashoz hasonlitva
lathato, hogy a kozel fizioldgids osszetételt kontroll (K1) gliikkdz felhasznalésa a legnagyobb,
értékét csak a csak Mg -ot, inzulin+Cr ot, és inzulin+tMg -ot tartalmaz6é mintdkban észlelt
értekek kozelitik.

Kovetkeztetés:
Kézenfekvonek latszik a kovetkeztetés, hogy egy egészséges sejtszuszpenzid a vizsgalt
paramétert tekintve a legoptimalisabban fiziologias koriilmények kozott miikodik.

3./ A varakozéssal ellentétben a gliikdz felhasznalasa inzulin jelenlétében jelentdsen,

hozzéavetdleg 15 % -kal csokkent a 180. perces analizis eredményeket hasonlitva egymashoz.
Kovetkeztetés:
Az inzulin az alkalmazott mennyiségben nem fokozta mérhetd mértékben a vorosvértest
membranok permeabilitasat gliikdzra, vagy ha novelte is a membranok permeabilitasat, a
gliikkoz felhasznaldsa soran a glilkoz membranon keresztiili transzportja nem ratalimitald
1épése a gliikoz felhasznalas folyamatanak.

4./ A vizsgalat végén (180. perc) észlelt, Se -ionokat nem tartalmazo, de egyébként
azonos Osszetételi mintak gliikoz fogyasztdsdhoz képest, az Osszes gliikdéz fogyasztasanak
novekedését eredményezi a Se -ionok megjelenése az inkubaciés médiumban. A 180. perc

végén szelén jelenlétében a legmagasabb értéket az inzulint és Cr + Mg -ionokat tartalmazé
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inkubécios médiumban lehetett mérni. Az elébbi értékhez képest a tovabbiakban a Cr -
ionokat, az inzulint, ill. inzulint és Cr -ionokat tartalmaz¢é inkubacidos médiumokban mért
értékek fokozatosan csOkkentek. A vizsgélat kezdeti, ill. kozépsd szakaszaban egyes
mintadsszetételek esetén, igy pl. a Cr, Mg -ionokat ¢€s inzulint tartalmazé mintak esetében a
60. ¢és 120. percekben, vagy a Mg -ionokat és inzulint tartalmazé mintdk esetén a 60. percben
a tendencia atmenetileg megfordul.

Kovetkeztetés:

A Se -ionok megjelenése az eldbbiekkel ellentétben a kontroll Osszetételben mért gliikkoz
fogyasztasnal jelentdsen nagyobb gliikéz fogyasztast eredményez a fentickben jelzett
mintadsszetételek esetén. A jelenségre tobb lehetséges magyardzat is szolgalhat, Ggymint:

- a vorosvértest szuszpenziok eredendden, vagy elOkészitésik (mosas)
kovetkeztében szelénhianyosak,

- a Se -ionok ismert antioxidans tulajdonsaguk kovetkeztében a gliikoz
metabolizmusat jelentésen novelik,

- a glikéoz metabolizmus sebesség meghatarozd folyamatiban olyan
transzportmechanizmusok vagy kulcsenzim(ek) szerepel(nek), amely(ek)
aktivitasa szelén ionokkal jelentésen fokozhato.

Ez utébbi feltételezést tdmogatja az a megfigyelés is, hogy a vizsgélt folyamat idébeni
lefolyasa mintadsszetételtol fliggo jelentds eltérést (a tendencia idéleges megfordulasa) mutat
ugy, hogy a vizsgalt iddoperiddus végén ez a kiilonbség mar nem észlelhetd. A
mintadsszetételtdl fliggd bonyolult idobeniségi valtozasok valds voltat a VI. tablazat adatai, a

180. percben mért értékek igazsagtartalmat pedig a VII. tablazat adatai tamogatjak.

4.1.5.3. Az inzulinkoncentraciok osszetételtol fiiggo valtozasa az

inkubacios médiumokban

A 18. abran jol lathatd, hogy a vordsvértest modell alapallapotban (azon mintadsszetételek,
amelyekhez kiilon nem adtunk inzulint) nem hordoz szamottevé mennyiségii (né¢hany plU/ml)
inzulint, a mintdkhoz adott inzulin mennyiségéhez (200 plU/ml) képest. Az
inzulinkoncentraciok valtozasanak értékelése soran ezt a csekély jarulékot a tovabbiakban

figyelmen kiviil hagytuk.
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A vizsgalatok eredményeinek elemzése soran a kovetkezo fo megallapitasokat

tettiik:

1./ Az inzulin eltlinését (lebomlasat, vagy penetraldsat a vorosvértestekbe) az inkubacios
médiumbdl a csak inzulint tartalmaz6 mintdk esetén a Se -ionok jelentdsen gatoljak.

2./ A Mg- ill. a Cr -ionoknak mind 6nmagukban, mind egylitt alkalmazva azokat, a
teljes vizsgalati periodus alatt jelentds inzulint stabilizdlo6 hatdsa (a mérhetd
inzulinkoncentraciok alapjan) észlelhetd az inkubacidés médiumban.

3./ A Mg- és Cr -ionok egyiittes alkalmazdsa nem eredményezett additiv hatast a
vizsgalt rendszerben.

4./ A Mg- és Cr -ionok inkubécidés médiumbeni inzulinkoncentracié csokkenést gatld
hatdsa Se -ionok hatasara jelentésen mérséklodik.

5./ A fenti megallapitasokat erdsitik a VIII. tablazatban foglalt AUC értékek is.
Kovetkeztetés:

Az mind a 18. dbrardl, mind a 8. tdblazat adataibol kitlinik, hogy a Cr- és Mg-ionok
gatoljak az inzulinkoncentracid csokkenését az inkubacidos médiumban. Ezen ionok
tavollétében a Se-ionok hasonl6 hatdsa is megfigyelhetd. Tekintettel arra, hogy a sejten beliili
térben technikai okok miatt az inzulinkoncentacié alakulasat nem tudtuk mérni, nem donthetd
el teljes bizonyossaggal, hogy az észlelt koncentraciovaltozasok mekkora hanyada szarmazik
az inzulinmolekula bomléasabdl, illetve a sejtkdzi térbol a sejten beliili térbe keriilésétol.
Valoszintisithetd, hogy a vizsgalt ionok els6sorban az inzulinmolekula stabilitasanak
novekedésén, a lebomlas gatlasan, €s nem a membrantranszport, illetve membran-

permeabilitas fokozasan keresztiil hatnak.

Osszefoglalva:

Az in vitro mérések tanlisaga szerint a Cr-ionoknak dnmagukban, esetleg a Mg-
ionokkal egyiitt jelentdés szerepe lehet a glilkoz hasznosulasi folyamat sebességének
alakitdsaban, részben az inzulinmolekula stabilitdsanak novelésén, részben egyéb
folyamatokon keresztiil. A Se-ionok valdsziniileg jelentds szerepet jatszhatnak az

inzulinmolekula élettartaménak egyes id6szakaiban. (Keszthelyi és mtsai, 2003)
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4.2 ALLATKISERLETES VIZSGALATOK

A krom-kezelés altalanos homeosztatikus, taplalkozasi és anyagcsere hatdsainak
tovabbi elemzésére magatartasi-biokémiai/neurokémiai kisérleteket folytattunk laboratoriumi
patkanyokkal. Vizsgaltuk, hogy a kozponti szabalyozasban alapvetd jelentéségli VMH
terliletére juttatott agyi streptozotocin mikroinjekcié segitségével Iétrehozhatdé koros
homeosztatikus allapot megelézheté-e krom(I1l)-vegytilettel torténd eldkezeléssel. Alapvetd
szakmai célunk annak igazolasa (vagy kizardsa) volt, hogy a kozponti idegrendszer
miikddésében és szabalyozasi mechanizmusaiban a glilkbzanyagcserét illetden van-e szerepe

a krom(I1T)-ionoknak.

4.2.1. A STREPTOZOTOCIN (STZ)

A streptozotocin, amely a Streptomyces acromogens nevil gombafaj termékeként valt
ismertté, egy széles spektrumu, antibiotikus hatasu anyag, amely szisztémdésan adva
szelektiven elpusztitja a pankreasz béta-sejtjeit, igy rendkiviil hatdsos diabetogén agens.
Kémiailag egy D-gliik6zhoz C2-es pozicidban kapcsolt 1-metil-1-nitrozureabol all (19. dbra).
Szintelen, szilard halmazallapoti anyag, molekulatdmege 265, Vizben jol oldodik.
Szobahdmérsékleten az anyag nem stabil, tarolasa 20°C alatt kell, hogy torténjen. Oldatban
pH 4-en és alacsony homérsékleten valdosul meg optimadlis stabilitasa. Az STZ béta-sejt
toxikus tulajdonsadgat kihaszndlva, a klinikumban eredetileg inzulintermeld tumorok
kezelésére hasznaljak. Citotoxikus hatdsaért az 1-metil-1-nitrozourea csoport felelds (Rerup,

1970).
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a-D-Glucopyranose
(a-D-Glucose)

Streptozotocin

19. Abra. A streptozotocin és a D-glitkdz molekula kémiai szerkezete

4.2.2. AZ STZ HATASA A PERIFERIAN

Az STZ a GLUT2 gliikoz-transzporteren keresztiil jut specifikusan a pankreasz béta
sejtjeibe. Toxicitasanak f6 okaként feltételezik, hogy a szigetsejtekben gyors NAD-csokkenést
okoz. A NAD alapvetd jelentdségli a glikolizis €s a mitokondridlis oxidativ foszforilacio
soran zajlo, ATP termeléséhez sziikséges redox-folyamatokban. Az STZ a DNS metilacidjat
okozza, ami lanctorésekhez vezet, és ezzel aktivalja a PARP-t (poli(ADP-rib6z)polimeraz).
Ez az enzim poli-(ADP-ribdz) termelését valtja ki, ami NAD felhasznéldsaval torténik, ez
pedig az ATP szintézis csOkkenéséhez vezet. Az STZ ezen hatasmodjat PARP-deficiens
egereken tortént vizsgalatok tamasztottak ala. (Kullin és mtsai, 2000).

Morfolégiailag az STZ €16 allatban kiterjedt karosodasokat okoz. A STZ hatdséara
komplex oxidativ stressz-allapot jon létre, amely szabadgyok-képzddést, és NO-termelddést
indit be. Ez DNS kérosodast okoz, és a sejt energia-egyensulyanak végzetes felboruldsahoz

vezet.

4.2.3. CENTRALIS STREPTOZOTOCIN-DIABETES MODELL

Karadi ¢s munkatarsai (1998) korabbi vizsgalataik soran megallapitottdk, hogy az STZ
kozvetleniil a VMH-ba juttatva, a 2-tipusu diabeteshez hasonlito allapot 1étrejottét

eredményezi.
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A pankredsz béta sejtek és a GR sejtek tobb kozos, biokémiai és elektrofiziologiai
tulajdonsaga alapjan feltételezték, hogy az STZ a KIR-i neuronokra is toxikus. VMH-ba adott
STZ mikroinjekcié mind akutan, mind krénikusan a gliikkdztolerancia kéros valtozasat okozta
(,,impaired glucose tolerance’), ami specifikusan a VMH GR ek pusztulasejtjein miatt johetett
1étre. (Karadi és mtsai, 1988, 1992). Az agyi STZ mikroinjekcié adasa utani negyedik héten
végzett OGTT alapjan a valtozas irreverzibilisnek tlint, kompenzacios funkcidjavulds nem
jelentkezett. Szovettani vizsgalatokkal intracerebralis sejtkdrosodas volt kimutathatd, igy
valoszinli, hogy ez volt a szabalyozasi zavar oka. Egyes kutatasok szerint a VMH stimulécigja
inzulintol fiiggetlen gliikozfelvételi utakat nyithat meg egyes periférids szovettipusokban, pl. a
vazizomban, szivizomban, barna zsirszovetben, ami részben magyarazatul szolgalhata VMH

miikédészavarok DM-szerl allapotot okozo hatasara (Karadi és mtsai 1988, 1992).

4.2.4. A TAPLALKOZAS ES AZ ANYAGCSERE KOZPONTI SZABALYOZASA

4.2.4.1. A szénhidrat és lipid anyagcsere

A szénhidrat-anyagcsere kozponti kérdése a vércukor-szint fenntartdsa €s annak
szabalyozasa. Az eurdpai ¢és az észak-amerikai lakossag napi szénhidrat-bevitele kb. 300g. Ez
a napi energiaigénynek majdnem a felét teszi ki. A szénhidratok nagy része poliszaharid
(féleg keményitd) formajaban keriill a tépcsatorndba. A szénhidratok kozil csak a
monoszaharidok képesek a tapcsatornabdl felszivodni, ezért mar a szajiiregben megkezdddik
a poliszacharidok lebontdsa. A keményitdt az o-amildz bontja, amely a nyéalban és a
pankreasznedvben van jelen. Az amildz a keményitémolekula 1-4 glikozidos kotéseit bontja,
de nem hasitja az 1-6 kotéseket, amelyek a lanc-elagazasoknal talalhatoak, ill. az ezek melletti
1-4 kotéseket sem. Az amilaz hatasara tehat maltoz, maltotrioz és a-dextrinek keletkeznek,
amelyeket az enterocitak kefeszegélyében taldlhatd enzimek (a maltdz, izomaltdz és az a-
dextrinaz) bontanak tovabb monoszacharidokka.

A szervezetnek naponta min. 160-180 g gliikozra van sziiksége. A bélrendszerbdl
felszivodott gliikoz kb. 55-60%-a alakul at glikogénné. Ehezés esetén a vércukor-szint
fenntartasat a maj a glikogenolizisbdl, ill. a gliikkoneogenezisbdl biztositja. EIobbi a maj
raktarozott glikogénjének bontdsat jelenti, utobbi a cukor ujdonképzdédése zsirok, fehérjek,
aminosavak 4talakitasa révén. Tartés éhezéskor 100%-ban a gliikoneogenezis tartja fenn a
sziikséges vércukor-szintet. A gliikoneogenezis meglehetdsen energiaigényes folyamat, ami a

maj milkddési energidjanak 20%-at teszi ki.
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A m3j glikozfelvétele fiigg a portalis véna gliikkdz-koncentraciojatdl. A szabalyozas mai
tuddsunk szerint a hipotalamusz szintjén valdésul meg (ld. késébb), a maj vagalis és
szplanknikus beidegzésén keresztiil. A taplalkozasban a gliik6z mellett a fruktoz €s a galaktoz
is fontos szerepet jatszik. A fruktoz foként a szukroz alkotojaként keriil bevitelre, a napi bevitt
szénhidrat mennyiség kb. 15-20%-at teszi ki. A fruktéz erdsen stimuldlja a mdj

zsirsavtermelését, féleg a VLDL szint emelkedik jelentdsebb fruktoz-bevitelt kovetden.

Az inzulin fokozza a gliikkézfelvételt szamos szdvettipusban, ill. ezzel egy iddben
gatolja a gliikdz termelését és a lipolizist. A gliikoz altal stimulélt inzulin kibocsajtas egy
kezdeti, atmeneti fazisbol (AIR), és egy ezt kovetd, elnyujtottabb masodik szakaszbol all. Az
inzulinszekrécid ezen bifazisos mintazata a szekrécids granulumok két, funkcionalisan eltérd
alcsoportjanak exocitozisaval van 0sszefiiggésben. Az ijabb kutatdsok azt mutatjak, hogy az
inzulinra adott akut inzulin szekrétoros valasz (AIR) alacsonyabb a koros gliikkdz-toleranciat
mutatd egyénekben, ill. azokban, akik a magas rizikoju diabeteses csoportba tartoznak. Az
alacsony AIR szamos esetben alkalmas lehet diabetes kialakulasanak megjosolasara. A korai
inzulin szekrécié fontos az étkezés utani endogén glikoz-termelés elnyomasahoz. Igy, ha
elveszik az AIR, posztprandidlis hiperglikémia alakul ki. Ez minden esetben létrejon, de
egészségeseknél nem koros novekedés tapasztalhatd. A diabetes kialakuldsaval parhuzamosan
klinikailag manifeszt hiperglikémiava fejlodik.

A plazma lipidek vizben oldhatatlanok, ezért apoproteinekhez kapcsolt forméban,
lipoproteinekként vannak jelen. A lipoproteineket stirtiségiik alapjan soroljuk a VLDL, LDL,
HDL csoportba, ill. a kilomikronok kozé, ez utobbiak a legnagyobb, étkezés utan megjelend
részecskék a plazméban

A plazmaban talalhaté lipidek: a koleszterin, a koleszterinészterek, a trigliceridek
frakcigja ¢€s a foszfolipidek. A zsirsavakat szénlancuk hosszisaga, ill. a kettds kotések szama
alapjan csoportositjuk. Esszencialisnak nevezziik azokat a zsirsavakat, melyeket az emberi
szervezet nem tud szintetizalni, igy ezek csak bizonyos tdpanyagok fogyasztasaval vihetdk be
(pl. linolénsav). A koleszterin részben a sejtmembranok alkotdrésze, részben az epesavak és
szteroid hormonok szintézisének alapanyaga. A foszfolipidek szintén fontos sejtmemran
alkotok. A triglicerid a plazmaban féleg a kilomikronokban és a VLDL-ben van jelen. A
zsirszovet a szervezet O energiaraktara. Az elhizdst gyakran kiséri hipertrigliceridémia. Az
elhizdshoz kapcsol6dd hipertrigliceridémia  feltételezett okai multifaktorialisak. Ugy
gondoljak, hogy a hiperinzulinémia és az inzulinrezisztencia kulcsszerepet jatszik a maj

VLDL-termelésének fokozodasaban. Inzulin-injekcidkkal kivaltott kronikus hiperinzulinémia
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fokozta a TG szekrécids ratat. Mdas szerzok szerint ebben inkdbb az inzulin-rezisztencia a {6
tényez6. Vizsgalataik szerint az inzulin ugyan 6nmagaban csokkenti a TG-termelddést, de az
inzulin-hatas elégtelensége a szekrécio-gatlast csokkenti.

A leptin nevii, 16kD nagysagu polipeptid hormont 1994-ben fedezték fel. Kizarolag a
zsirsejtek termelik, szerepe a taplalékfelvétel és az energiahaztartds szabalyozasdban van.
Elvalasztasanak szabalyozodi az éhezést kdvetd inzulin- és gliikokortikoid-szint emelkedés, a
taplalékfelvétel és a zsirszoveti trigliceridszint nagysaga. A keringésben mérhetd leptin
koncentracio szamos vizsgalat tanusaga szerint szorosan korrelal a test abszolut vagy relativ
zsirtartalmaval. A leptin a szénhidrat-anyagcserét szamos ponton befolydsolja. A
hasnyalmirigy szigetsejtjeiben az ATP-érzékeny kaliumcsatornak aktivitdsa utjan csokkenti
mind a bazélis, mind a mind a glukéz stimuldlta inzulinelvalasztast. Az izomszdvetben
eldsegiti a glukozfelvételt, a glikogenezist , a GLUT-4 transzporter expressziojat. A majban a
laktatfelvétel fokozasa révén stimuldlja a glukoneogenezist, valamint eldsegiti a zsirsavak
béta-oxidaciojat. Fokozza a glikogenolizist is. A leptin szabalyozd szerepet tolt be az adaptiv
thermogenezis szabalyozasaban is. Részben kozvetleniil, részben centralis atkapcsolassal, a
sympathoadrenalis rendszeren keresztiil. A keringd leptinmennyiségek mintegy 1/3-a szabad,
2/3 része pedig szolubilis receptorokhoz kotott. A 2-es tipust diabetesben a szolubilis receptor
szint emelkedésével csokken a szabad leptinmennyiség, ami a leptinrezisztencia egy tovabbi
tényezdje.

Elhizasban a legtobb vizsgalat emelkedett szérumleptinszintet talalt, pozitiv korrelacio
mutatkozott a test zsirtartalma, a BMI és a keringd leptin koncentracié kozott. Sem
elhizésben, sem 2-es tipusu diabetesben megbetegedettekben nem talaltak eltérést a leptin és
receptorai génszerkezetében az egészségesekhez képest.

Hat4sara a hipotalamuszban cs6kken a neuropeptid Y elvalasztdsa (a NPY erds
taplalékfelvételt kivaltod anyag), ill. fokozodik a hdleadas.

Az ¢él6 szervezetek sejtjeik energiaellatasat taplalékfelvétellel biztositjak. A
taplalékokbol az energia a magas energia-tartalmia makroerg kotések oxidacidjaval szabadul
fel. A felszabadult energia egy része azonnal felhasznaladsra keriil, masik része raktarozodik.
Egyensulyi allapotban a téplalékfelvétel mértékét az ¢élolény aktualis energia-sziikséglete
szabja meg, ami viszont nemcsak a pillanatnyi igényt kell, hogy biztositsa, hanem a raktarak
feltoltését is kell, hogy szolgalja. Egyensulyi fiziologids esetben a bevitt energia egyenld a
felhasznalt energia mennyiségével. Hossz tavon csak igy maradhat az €l6lény testtomege

alland6. A taplalkozasi szokdsok kialakulasa kiilsd és belsé tényezok fiiggvénye. Az, hogy a

crer
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eredményétdl fligg. Bizonyos kiilsé ingerek jollakott allatban is taplalkozasi magatartdst
valthatnak ki (pl. a csoportban ¢l6 fajoknal a fajtars jelenléte a taplalékfelvételt fokozhatja),
mas ingerek pedig az €hes allat taplalékfelvételét 1s megakadalyozhatjak (pl. bizonyos szag-
vagy szin-ingerek jelenléte).
Az ¢hség olyan komplex motivacids allapot, ami a tdplalkozasi magatartds kivaltasara szolgal.
Az ¢hség mar akkor jelentkezik, amikor a raktdrak még képesek fedezni az é161ény energia-
sziikségletét. A taplalékfelvétellel kapcsolatos magatartdsformak a kdvetkezok:
e 1. ataplalék felkutatésa,
e 2. ataplalék elfogyasztasa,
o 3. ataplalékfelvétel befejezése.
Ez utdbbihoz a jollakottsag érzése vezet. A jollakottsdg érzése a gyomor-, ill. a bélfal
fesziilése, GI ¢és neurokémiai anyagok felszabaduldsa (pl. bombezin, CCK) hatdsara alakul ki.
Ez az allapot még azel6tt kialakul, hogy a raktarak feltoltddnének, amiben kozponti
idegrendszeri folyamatoknak van nagy szerepe. A felszivodott tapanyagok is szerepet
jatszanak a jollakottsdg kialakulasdban. Példaul a triptofan S5-hidroxi-triptaminna alakul,
amely a KIR-ben gatolja a taplalékfelvételt. Az inzulin pedig gatolja a neuropeptid Y gén
transzkripcidjat, gatolva a taplalékfelvételt.

A téplalkozési magatartast befolydsold intrinzik folyamatok egymas mellett és
egymassal egylittmiikodve befolyasoljak a taplalék felvételét. Ezen folyamatok kdzponti
idegrendszeri szabalyozasat tekintem at roviden a kovetkezd fejezetben (Halmos, Jermendy,

2002).

4.2.4.2. A taplalkozas-szabalyozasban résztvevé fontosabb agyi

teriiletek

Vonatkoz6 ismereteinket 1ézios és ingerléses kisérletek eredményei alapoztdk meg. A
kisérletek eredményei alapjan logikusnak tiint az egyes funkciokhoz meghatarozott agyi
teriileteket rendelni. Az LHA elektromos ingerlésével jollakott patkanyban is evést tudtak
Brobeck, 1951). A VMH elektromos ingerlése a taplalékfelvétel megsziinését okozta még
¢hes allatban is (Hoebel és Teitelbaum, 1962), mig a VMH 1€zi6i hiperfagiat és obezitast
hoztak 1étre. igy alakultak ki az un. ,.kozpont-tedriak”, azaz: LHA (lateralis hypothalamus
area)=¢hségkdzpont, VMH (ventromedialis hypothalamus)= jollakottsag kozpont elképzelés.

A kozpont-tedridkhoz hasonldan, egymadssal ellentétesen hatd agyi strukturdk meglétén
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alapulnak a palya-elméletek is, melyek a 60-as évektdl kezdve terjedtek el: pl. nigrostriatalis
rendszer és mezolimbikus dopaminergids rendszer=¢hségpalya, ventralis noradrenergias
palya=jollakottsagpalya. Az egysejt-elvezetéses modszerekkel végzett vizsgalatok ezeket az
elméleteket ugy modositottak, hogy jelenleg a kozpont- és palyateoridk helyett a tdplalkozas-
szabalyoz6 rendszert egy olyan hierarchikusan egymadsra €piilé neuronhélozatnak tekintjiik,
amely a kiils6-bels6 hatdsok pillanatnyi valtozasaira képes adaptiv valaszokat adni.

A hipotalamusz mind anatomiailag, mind funkcionélisan kézponti helyet foglal el a
hormonalis, vegetativ ¢és metabolikus szabdlyozasban. Kommunikal szinte az egész
idegrendszerrel, kontrolldlja a hipofizedlis szekréciot, ezzel pedig befolyéasolja az endokrin- és
exokrin rendszer nagy részét is. Egyes teriiletei mar koran szoba keriiltek a taplalkozés-
szabalyozassal kapcsolatban, mint pl. A hipotalamikus kettds centrum teoria, amely a LHA-
VMH-t tekinti a tdplalkozasi viselkedés kdzpontjanak (Egyed és mtsai, 2000).

Késobbi kutatasok mas hipotalamikus régiokat is kapcsolatba hoztak a taplalkozas-
szabalyozassal, igy a szuprakiazmatikus magot, a preoptikus magot, a nukleusz arkuatuszt és
a paraventrikularis magot is. A preoptikus magban héérzékeny neuronok is talalhatok, melyek
izgalma serkenti a VMH miikddését. A szuprakiazmatikus magnak a diurnalis ritmus
generdlasdban van szerepe. A nucleusz arkuatusz neuronjain vannak azok a receptorok,
amelyek a zsirraktarak teltségét jelz0 leptint érzékelik (Karadi és mtsai, 1995).

A téaplalkozés szabalyozasaban a hipotalamuszon kiviili teriiletek is részt vesznek. A
magok. Ezt az is bizonyitja, hogy decerebralt allatok is képesek a jollakottsdgi szignalokra
valaszolni. Itt emlithetjiik meg a nukleusz traktusz szolitarii-t, amelyen a GI rendszerbdl a
n. vaguson keresztiil érkezd ingeriiletek atkapcsolodnak. A nucleusz dorsalis a vagus egy
masik magja, melynek 1ézioja elhizashoz vezet (Egyed ¢és mtsai, 2000).

A nukleusz parabrahidlis 1ézioja szintén elhizast okoz, amiben szerepe lehet az itt

talalhato VMH-ban izgalmat kivaltd neuronoknak is.

4.2.4.3. Az agyi gliikoz-monitorozo rendszer

A taplalkozas szabalyozéasédhoz sziikség van olyan szignalokra, amelyek tajékoztatjak a
KIR-t a szervezet energia-ellatottsagarol. Ezeket a jeleket az KIR-ben specifikus receptorok
érzékelik, amelyek segitségével az egyes anyagcsere-folyamatok allandé kozponti
monitorozasa lehetséges. A gliikkdéz, mivel alapveté fontossagi mind az idegrendszer
sejtjeinek energiaellatadsaban, mind a tobbi szdvet metabolizmuséban, megfeleld kémiai inger

egy ilyen anyagcsere-monitorozd rendszer szdmara. Aranytiogliikdz i.p. adasaval valdban
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sikeriilt az agyban is kimutatni gliikoz-receptorokat. Ezek féleg a VMH teriiletén voltak
kimutathatok. Mas uton, azaz elektrofiziologiai kisérletek soran olyan sejteket talaltak a KIR-
ben, amelyek gliikkdz hatdsara specifikusan megvaltoztattak a tiizelési frekvenciajukat. Ezek
az un. glikdéz monitorozod sejtek, melyek vizsgalatat el6szor Oomura és munkatarsai kezdték
meg (1969,1992). A glikézra nem érzékeny neuronokat gliik6z inszenzitiv sejteknek
nevezziikk (GIS). Viselkedésiik alapjan a glilkoz monitorozé sejteket két csoportra lehet
osztani. A gliikéz-receptor neuronok (GR) gliikoz hatasara aktivitdsukat novelik, mig a
gliikoz-szenzitiv (GS) neuronok aktivitasa gliikoz hatdsara csokken. A fenti jellemzo
tulajdonsagaik alapjan a két csoportba tartozé sejteket meg lehet kiilonboztetni. A LHA
neuronjainak kb. 30%-a gliikkdz-szenzitiv neuron. A GS neuronokon a glilkkéz hatésara
kialakuld gatlas gy jon létre, hogy az ATP fiiggd NA-pumpa aktivitasa gliilkdz hatasara nd,
¢és ez a sejtek hiperpolarizacidjdhoz vezet. Szivglikozidokkal ez a hatas csokkenthetd volt,
mert ezek a szerek gatoljak az ATP fiiggé Na pumpat. A VMH-ban és az arkuatusz-magban
hasonldéan mintegy 1/3-os ardnyban az Uin. GR neuronok taldlhatok meg. GLUT2 medialta,
gliikokinaz kozvetitésével kialakuld hatast jeleznek e sejtek, melyek miikodésében az ATP
érzékeny K-csatornak szerepe is fontos. GM sejtek talalhatok a hipotalamusz mellett is, foleg
a NTS, area postrema, az amigdala és az OBF teriiletén (Karadi és mtsai, 1988, 1992, 1998).
Feltételezik, hogy a KIR-ben létezik egy gliikdz-monitorozéd sejthaldzat, amelynek fontos

szerepe lehet a taplalkozas szabalyozasaban (Karadi és mtsai 1998, Egyed és mtsai, 2000).

4.2.4.4. Célkitizések

Kisérletiink a gliilkdz anyagcserét két, kiillonbdzd aspektusbol vizsgald kisérleti program
érintkezési pontjat képezi. Egyrészt kapcsolodik a GM neuronhdldézat homeosztatikus
regulacidban betoltott szerepének tovabbi vizsgdlatdhoz, masrészt pedig a krom-pikolinat
hatdsainak kutatdsdhoz. Célunk volt annak tisztdzasa, hogy befolyasolja-e a krom-pikolinat
kozvetlen agyi addsa a VMH-ba torténé STZ mikroinjekcid diabetes-szerti allapotot indukélo
hatasat. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1./ Van-e kiilonbség a kisérleti patkdnyok  vércukor-szintjei, illetve.
gliikoztoleranciajuk kozott akutan abban az esetben, ha csak STZ-t juttatunk a VMH-ba,
illetve ha krom eldkezelést is alkalmazunk az STZ beadasa elott?

2./ Van-e kiilonbség ugyanezen paraméterekben kronikusan, a mikroinjekciok beaddsa
utan 4 héttel?

3./ Az ip. inzulin injekciok nyoman fellépd taplalékfelvételben kialakul-e kiilonbség az

egyes allatcsoportok kdzott?
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4./ Az éllatok metabolikus allapotanak jellemzésére alkalmas paraméterek koziil a

plazma inzulin-és leptin szintekben a kezelések okoznak-e eltéréseket?

4.2.4.4.1. Anyagok és modszerek

Kiserleti allatok

Kisérletiinkh6z n= 40 felndtt, him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat
egyedi ketrecekben helyeztiik el. A viz-¢s taplalékfelvétel allanddan biztositott volt szamukra,
kivéve az OGTT vizsgalatokat megel6zd 15 6ras periddust. A helyiségben allandd volt a
hémérsékletet (21£2°C) ¢€s a paratartalom (60£5%). A kisérlet kezdete eldtt egy alkalommal
un. kontroll OGTT vizsgalat tortént (19. abra). Ez alapjan az eleve koros gliikozterhelési
gorbét mutatd allatokat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.

A kisérlethez alkalmas allatok gliikkozterhelési gorbéi a fizioldgias tartomanyon beliil

voltak. Ezutan az allatokat 3, azonos testtomeg atlagu csoportra osztottuk.
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20. Abra Kontroll OGTT. A 9. tiblazat adatainak dbrazolasa

Miitét
Az operaciokat ketamin (Calypsol, Richter Gedeon) anesztéziaban végeztiik. Az allatok

fejét sztereotaxias késziilékkel rogzitettilk. A koponyacsontrol eltavolitottuk a bort, az izmot

¢s a kotészovetet. Ezutan mikromanipulator segitségével kimértiikk a furasok helyét a
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koponyan, és mikroszkopos kontroll mellett fogaszati firoval 2-3 mm atmérdjli lyukat fartunk
a keményagyhartyaig.

Kovetkezd 1épésként a csoportunk altal készitett vezetdkaniil-part mikromanipulator
segitségével a VMH-nak megfelelé agyteriilet felett a durdra helyeztik. A pontos
pozicionalashoz a koordinatdkat a Pellegrino-féle patkanyagy-atlaszbol (1979) vettiik. A
beadas pontossagat a beadokaniil preciz hosszbedllitasaval biztositottuk. Végiil a beado6 kaniil-

part fogaszati akrilattal rogzitettiik a koponyacsonthoz.

Aoyi mikroinjekciok

A miitét utan egyhetes felépiilési periodus kovetkezett. Ez alatt az allatok visszanyerték
a mutét eldtti sulyukat. A mikroinjekciok beadasahoz behelyeztiik a vezetdkaniilbe pontosan
illeszkedd beadd kaniiloket. Az anyagokat Hamilton-mikrofecskenddvel, mikroinjekcids
pumpa segitségével 1 perc alatt juttattuk a vezetOkaniilon keresztiil a VMH-ba. Az egy oldalra
adott anyagmennyiség minden esetben 1 pl volt. Ujabb 1 perc varakozas utan, amikor a szer
varhatéan mar eldiffundalt a beadés helyérdl, a kaniilt kihuztuk.

Az allatok egyik csoportjanak csak STZ-t, a masodiknak STZ-t és krom-pikolinatot is, a
harmadik, un. almiitétt kontroll csoportnak pedig fiziologias NaCl oldatot adtunk. A Cr-
pikolinat oldat koncentracidja 2 mg/ml, pH-ja pedig 5 volt. A STZ-t jéghideg fizioldgias
sooldatban oldottuk, pH-ja 6.5, koncentracioja 10 mg/ml, 0,037 M volt. A krom-pikolinat és
az STZ beadédsa kozott kb. 75 perc telt el. Az almitott csoportnak azonos volumenti
fiziologias sooldatot azért adtunk, hogy kisziirjilk a volumenvaltozas okozta agyszoveti

nyomasvaltozas hatasat.

OGTT (oralis gliikoz tolerancia teszt)

Az ordlis gliikoz tolerancia vizsgalat (OGTT) olyan provokacios teszt, mely lehetOséget
nyujt diabeteses megbetegedés felderitésére olyan esetben is, ha az éhgyomri vércukor-szint a
koros €s a normalis érték kozti hatdron van, ill. olyan betegeknél, akiknek klinikai allapota
(polineuropatia, retinopatia) Osszefligghet diagnosztizalatlan DM-szal. Az OGTT soran
kideriilhet a gliikdz metabolizmus olyan rejtett zavara is, amely az ¢éhgyomri gliikkoz
koncentraciokban nem okoz eltérést. Kisérletiinkben az OGTT -et a patkdnyok vizsgélataban
bevalt valtozatban alkalmaztuk. A kisérlet soran két alkalommal tortént oralis gliikoz terhelés.
Elészor egy akut vizsgélat tortént az agyi mikroinjekciok beaddsa utan 15 perccel, majd egy

kronikus teszt a kezelés utan 4 héttel.
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Az oralis gliikoz terhelést gy végeztiik, hogy szdjon at szondat vezettiink a gyomorba,
majd ezen keresztiil 0.75g/ml/100 tsg mennyiségii D-gliikdz oldattal terheltiik meg az
allatokat.

A vércukor koncentraciokat Glucotrend markaji automatikus, digitalis, kézi gliikométerrel
végeztiik. Meghataroztuk az €¢hgyomri vércukor-szintet a cukor beadéasa eldtt (0’), majd a
terhelés utan, a 9., 18., 30., 60., és 120. percben. Az OGTT vizsgalatokat minden allat-

csoportban elvégeztiik.

4.2.4.4.2. Intraperitonealisan adott inzulin kivaltotta

taplalékfelvétel

A vizsgalat 15 6ras ¢heztetés utan tortént. Az allatoknak intraperitonealisan 6 NE/tskg
inzulint adtunk, majd kimért mennyiségli tapot az etetdjiilkbe helyezve, mértiik a patkanyok
taplalékfelvételét az injekcio utdni 2., 4., és 24. draban. Egyidejlileg vércukorszint méréseket

1s végeztiink.

4.2.4.4.3. Tovabbi mérések

Az allatok metabolikus allapotdnak tovabbi jellemzésére plazma inzulin és leptinszint
méréseket végeztiink. A vizsgéalathoz sziikséges plazma kinyeréséhez az allatokat
kivéreztettiikk, vériiket centrifugaltuk. A meghatdrozdsok radioimmunassay segitségével

torténtek (Linco Co., USA).

Szovettan

A szovettani vizsgalatok célja annak eldontése volt, hogy az intracerebralis
mikroinjekciok a megfeleld helyre keriiltek-e. Az allatokat a kisérlet befejezését kovetd 24 ora
mulva lettek elvéreztetve. Az éllatokat transzkardidlisan fizioldgias soéval, majd 10%-os
formalinnal perfundaltuk. A koponyabdl eltavolitott, sorozatmetszett és festett agyszdvet

mintdk fénymikroszkopos vizsgalataval ellendriztiik a kaniilnyomok helyét.
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Statisztikai vizsgalatok

A kisérleti eredmények értékelése t-probaval és tobbszempontos variancia-analizissel, a

Microsoft Office 97 Excel tablazatkezeld program segitségével tortént.

9. tablazat
2h 4h 24h
STZ+Cr 5 5 23
6 8 31
10 11 33
8 8 31
6 7 25
9 9 33
STZ 4 9 32
9 12 41
5 9 37
7 13 42
5 10 43
8 13 34
(of0] 3 7 30
5 9 32
5 6,5 33
7 7,5 32
4 10 29
6 55 32
2h 4h 24h Total
STZ+Cr
Esetszam 6 6 6 18
Osszesen 44 48 176 268
Atlag 7,333333 8 29,33333 14,88889
Varancia 3,866667 4 18,26667 118,2222
STZ
Esetszam 6 6 6 18
Osszesen 38 66 229 333
Atlag 6,333333 11 38,16667 18,5
Variancia 3,866667 3,6 20,56667 216,8529
cO
Esetszam 6 6 6 18
Osszesen 30 455 188 263,5
Atlag 5 7,583333 31,33333 14,63889
Variancia 2 2,741667 2,266667 150,7884
Total
Esteszam 18 18 18
Osszesen 112 159,5 593
Atlag 6,222222 8,861111 32,94444
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Variancia 3,830065 5,494281 27,23203
ANOVA
a variatiok forrasa SS df MS F P-value F crit
Minta 168,0648 2 84,03241 12,36276 3,20432
Oszlopok 7806,287 2 3903,144 574,2263 3,20432
Interakcio 147,5185 4 36,87963 5,425691 2,578737
Csoporton belll 305,875 45 6,797222
Osszesen 8427,745 53
t-Test: Paros T préba az atlagokra 2h
STZ+Cr 2h CO 2h
Atlag 7,333333333 5
Variancia 3,866666667 2
Megfigyelések szama 6 6
Pearson korrelacié 0,647275457
Az atlagok kozti klildnbség 0
Df (szadsagfok) 5
t érték 3,796283012
P(T<=t) egyoldalas
t kritikus egyoldalas 2,015049176
P(T<=t) kétoldalas
t kritikus kétoldalasl 2,570577635
t-Test: Paros T préba az atlagokra 2h
STZ 2h CO 2h
Atlag 6,333333333 5
Variancia 3,866666667 2
Megdfigyelések szama 6 6
Pearson korrelacié 0,647275457
Az atlagok kozti kiildnbség 0
Df (szabadsagfok) 5
t érték 2,169304578

P(T<=t) egyoldalas
t kritikus egyoldalas
P(T<=t) kétoldalas

t kritikus kétoldalas

2,015049176
0,082215183
2,570577635

68



t-Test: Parositott T proba az atlagokra 24 h

STZ+Cr 24h STZ 24h
Atlag 29,33333333 38,16667
Variancia 18,26666667 20,56667
Medgfigyelések szama 6 6
Pearson korrelacié 0,099745918
Az atlagok kozti klildnbség 0
Df (szabadsagfok) 5
t érték -3,659090304
P(T<=t) egyoldalas
t kritikus egyoldalas 2,015049176
P(T<=t) kétoldalasl
t kritikus kétoldalasl 2,570577635
t-Test: Parositott T proba az atlagokra 4h

STZ+Cr4h  STZ 4h
Atlag 8 11
Variancia 4 3,6
Megdfigyelések szama 6 6
Pearson korrelacié 0,158113883
Az atléagok kozti kuldnbség 0
Df (szadsagfok) 5
t érték -2,90473751
P(T<=t) egyoldalas
t kritikus egyoldalas 2,015049176
P(T<=t) kétoldalas
t kritikus kétoldalas 2,570577635
t-Test: Parositott T préba az atlagokra 4h

STZ 4h CO 4h
Atlag 11 7,583333
Variancia 3,6 2,741667
Medgfigyelések szama 6 6
Pearson korrelacié -0,127321403
Az atlagok kozti kildnbség 0
Df (szabadsagfok) 5
t érték 3,13168771
P(T<=t) egyoldalas
t kritikus egyoldalas 2,015049176
P(T<=t) kétoldalas
t kritikus kétoldalas 2,570577635
t-Test: Parositott T proba az atlagokra 24 h
STZ 24h CO 24h
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Atlag

Variancia
Megdfigyelések szama
Pearson korrelacié
Az atlagok kozti kildnbség
Df (szabadsagfok)

t érték

P(T<=t) egyoldalas

t kritikus egyoldalas
P(T<=t) kétoldalas

t kritikus két oldalas

38,16666667 31,33333
20,56666667 2,266667
6 6
-0,097641166
0
5
3,404864674

2,015049176

2,570577635

4.2.4.4.4. EREDMENYEK

A kezelések utan az akutan elvégzett OGTT soran szignifikans kiilonbséget észleltiink a

VMH-jukba STZ-t kapott csoport, és. az STZ beadasa eldtt krommal el6kezelt csoport kozott.

Az STZ mikroinjekcids csoportban tartdsan, patolégidsan magas vércukor-értékek alakultak

ki.
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21. Abra Akut OGTT (* = szignifikans kiilonbség) a harom kiilonb6z6 vizsgalt csoportban. STZ-*vel kezelt
allatok szama, n=6, STZ+Kroém, n=6, kontroll csoport, n=6. P<0,05

Ezzel szemben a krémmal kezelt, és az almiitott csoport kozott nem talaltam szakmailag

jelentds eltérést, mindkét csoportban az észlelt értékek kozelitették a normal értékek

tartomanyat (20. dbra). A krom eldkezelés tehat akutan védelmet nyujtott az STZ hatasaval

szemben.

A kronikus OGTT soran a csak STZ-t kapott allatok vércukorszint - id6 gorbéi a

varakozasainknak megfeleléen koros értékeket mutattak. Korabbi kisérleteinkhez hasonloan
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az STZ mikroinjekciés csoportban a vércukorterhelési gorbe elhtizodo lefutdsa volt
megfigyelhetd. A legmagasabb vércukor-érték a 120. percben, ill. az azt kovetd tapfelvétel
utdn egy oraval alakult ki. A krommal el0kezelt csoportban a gorbe lefutasa nem volt teljesen
fiziologias, de a mért vércukorértékek a csak STZ-t kapott allatokhoz képest alacsonyabbak
voltak, és a 120. percre, illetve a tapfelvételt kdvetden is a kontroll tartomanyba tértek vissza
(21. ébra).

3 *
P T
3
£
“E’ 6 o | 2
3 m— STZ+Krom
g 5 — CO
>

4 T T 1 T I, !" T

0 9 18’ 30 60’ 120° TAP+1h

Id& (min)
21. Abra Kronikus OGTT (* = szignifikans eltérés)

A centréalisan alkalmazott STZ az ip. adott inzulin kivaltotta taplalékfelvétel zavarat is
eléidézte. Mig az els6 2 6rdban az egyes csoportok kozott Iényeges kiilonbség nem alakult ki,
addig 4 ora elteltével csak az STZ-t kapott allatok ettek szignifikansan tobbet. A krommal
eldkezelt és a kontrollcsoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség. 24 ora elteltével azt
tapasztaltuk, hogy az eltérések nem csokkentek, a csak STZ-t kapott allatok ették tovabbra is
szignifikansan tobbet. Annak eldontésére, hogy a tapfelvételben mutatkozo eltéréseket
(23. abra) nem a vércukorszint-beli kiilonbségek valtottak-e ki, a kisérlet tapfelvétel mérési

szakaszaiban vércukorszint meghatarozasokat is végeztiink.
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23. Abra. Intraperitonealis inzulin dozis kivaltotta tapfelvétel

A vércukorszint mérések eredményeit a 24. abra szemlélteti. Az abran jol lathato, hogy

a vércukor szintek a harom kisérleti csoportban végig egyiitt haladtak a vizsgélat soran.
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24. Abra. A tapfelvétel mérésekkel parhuzamosan végzett vércukormérések. A vércukorszint
mérések eredményeit a 24. dbra szemlélteti. Az abran j6l 1athatd, hogy a vércukor szintek a

harom kisérleti csoportban végig egylitt haladtak a vizsgalat soran.

A patkanyok metabolikus allapotanak jellemzésére végzett inzulin és leptin szint

mérések alapjan, a harom allatcsoport nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol (25.4bra).
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25. Abra. Inzulin és leptin plazmaszintek a hdrom csoportban

4.2.4.4.5. MEGBESZELES

Karadi és mtsai korabbi eredményeinek megfeleléen, a VMH STZ mikroinjekciozasa
hatdsara, mind akutan, mind kronikusan patoldgidsan magas vércukor-értékek alakultak ki az
oralis gliikoz-tolerancia tesztek soran.

A centralisan alkalmazott STZ az i.p. inzulin kivéltotta tapfelvétel ndvekedését is
eléidézte. Abban a csoportban, ahol krom eldkezelést alkalmaztunk, ezek a koros elvaltozasok
nem voltak megfigyelhetok.

Szignifikans eltérést az inzulin és leptin szintek tekintetében egyik csoport esetén sem
sikeriilt megfigyelni.

Kisérletiinkben a krom elokezelés megakadalyozta a streptozotocin kezeléssel
kivalthato diabetes-szerti tiinetek kifejlodését. Karadi €és mtsai korabbi kisérleteinek tanusaga

szerint a VMH-ba adott STZ elsésorban az itt talalhato un. glilkdz-monitorozé idegsejteket
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pusztitja el, valoszinlisithetjiikk, hogy az agy krom-szintjének lokalis valtozasai hatassal
lehetnek e gliikdz-receptor neuronok mitkodésére.

Karadi ¢és mtsai (1999, 2000) korabbi kisérletei soran tehat fény dertlt arra, hogy a VMH-
ba juttatott STZ mikroinjekci6 a kezelt allatokban adaptacios zavart okoz, nagyobb adag
gliikéz fogyasztasakor. A tesztek sordn az emberi diabetes mellitusban latotthoz hasonloan
koros gliikdztolerancia alakult ki. Az eredmény megegyezik mas, VMH [ézios irodalmi
adatokkal, ahol elektromos, vagy kémiai roncsolas utan hiperglikémiat tapasztaltak (Oomura
1980). Joggal feltételezhetd, hogy a glilkoz-tolerancia valtozasait a VMH GR sejtjeinek
pusztuldsa okozza, mivel a pankredszban, ahol az STZ béta sejteket kdrositd hatisa esetleg
hasonl¢ eltérést okozhatott volna, a sejtpusztulas patomorfologiai jeleit nem tapasztaltuk.

Elemezve az eldbbi beavatkozas hosszatavi ok-okozati Osszefiiggéseit, a kovetkezok
varhatok:

1. A plazma inzulin jelentésen csokken — 1. tipusu diabetes mellitus

2. A plazma inzulin szint jelentdsen né — hiperinzulinémia,

inzulin-rezisztencia,
diabetes mellitus,
metabolikus szindroma.

Tovabba, a plazma leptin szint novekedése esetén az Ossz-zsirraktdrak novekedése is
felmeriil. Suga és mtsai VMH 1[ézi6s kisérletiikben 2 héttel a miitét utdn hatszoros emelkedést
talaltak a plazma leptin szintben, és ez az érték 14 hét multan is tovabb emelkedett.

Annak ismeretében, hogy az életkor eldrehaladtaval szinte az Osszes szovet
krémtartalma csokken, igy az agyé is, az alabbi kdvetkeztetések vonhatok le:

e clképzelhetd, hogy a krom szintjének lokalis valtozasai a KIR-ben befolyasoljak a

gliik6z monitorozo idegsejtek mitkodését,

ea krom lehetséges kozponti idegrendszeri szerepe mogott allo6 mechanizmusok nem

teljesen ismertek, ezek feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel,

Felvetddik annak lehetdsége is, hogy a KIR kromtartalménak a kor novekedésével
kapcsolatos csokkenése Osszefiigghet a szénhidrdt anyagcsere kozponti
szabalyozasaban kialakul6 zavarokkal,

o feltételezhetd, hogy szamos 2. tipust diabetes mellitusban szenvedd betegnél a

kromhiany szerepet jatszik a betegség kialakulasaban.
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A kérdéskor tovabbi tanulmanyozasa fontos eredményeket hozhat a diabetes esetleges
megeldzésével, ill. kezelésével kapcsolatban, mivel feltételezhetd, hogy szdmos 2-es tipusu
diabetes mellitusban szenvedd betegnél a krom hidnya a kdzponti idegrendszerben esetleg

szerepet jatszik a betegség kialakuldsaban (Keszthelyi és mtsai, 2003).

4.3. A KROM ADAGOLAS HATASANAK VIZSGALATA 2-ES TiPUSU

CUKORBETEGSEGBEN SZENVEDO EGYENEKBEN

4.3.1. A VIZSGALAT KEZDEMENYEZESENEK ELOZMENYEI

A megfigyelés-sorozatot sajat kezdeményezésii vizsgalatként klinikank diabetologiai
jarobeteg szakrendelésén végeztem. A vizsgalat kezdeményezésének alapgondolatat részben a
szakirodalombol ismert tényanyag, részben a sajat in vitro, ill. idegélettani allatkisérletes
vizsgalatok alapjan levont kovetkeztetések, részben bioldgiailag aktiv, szerves krom(IIl) -
vegyliileteket tartalmazd élelmi rostkészitmények eldallitasara kidolgozott szabadalmunk

képezte.

4.3.1.1. Szakirodalombol ismert tényanyag

A szakirodalombol ismert, a témara vonatkozo tényanyagot az irodalmi 6sszefoglaloban
részleteztem. Az ott sszefoglalt ismeretek koziil a vizsgalat kezdeményezése szempontjabol
a kovetkez6 fontosabb ismereteket vettem figyelembe:

-a gliikoztolerancia faktor felfedezése, szerkezetének felderitése (Cr'" -tartalma
oligopeptid jellegli szerkezet), szerepének megismerése a gliikkdz hasznosulas
folyamatéban,

-a fokozott izomtevékenységgel (fokozott szénhidrat és zsirégetéssel) jarod aktivitds
(sportolés) és a vizelettel iiriild krém mennyisége kozotti szoros 0sszefiiggés,

-a szovetek tobbségének (foként agyszovet) kromtartalma az életkor eldrehaladtaval
fokozatosan csokken (iddskori gliikoz intolerancia, diabetes),

-tartds parenteralis taplalas sordn kialakulod gliikdz intolerancia, vagy diabetes szerves
kromvegyiiletek hosszabb idén at, naponta adagolt, kicsiny mennyiségeivel
kedvezden (dramai mdodon) befolyasolhato,

-a diabeteshez gyakran tarsuld hiperlipidémia egyes laboratdériumi mutatéi (vérzsir
tikkor), és a testtdbmeg tobblet Cr’" -tartalmu készitményekkel kedvezden

befolyasolhatok,
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-a felsorolt tények némelyikének ellentmondasokkal terhes irodalmi megitélése.

4.3.1.2. Sajat in vitro, illetve idegélettani allatkisérletes
vizsgalataink

Sajat in vitro kisérleteinket részletesen az 4.1., az idegélettani allatkisérletes
vizsgalatainkat az 4.2. fejezet tartalmazza. A kisérletekbdl levont kovetkeztetések koziil a
fontosabbnak tartott megfigyeléseink, amelyek a sajat kezdeményezésli human vizsgéalatok
szervezéséhez vezettek a kovetkezOk voltak:

- avorosvértestek gliikoz fogyasztasa az inkubacios médiumba adagolt Cr’* -ionokkal
befolyéasolhato, a hatas Se*" -ionok adagolasaval fokozhato,

- az inkubécidos médiumba adagolt inzulin médiumbdl valo eltlinésének sebessége
(lebomlasa, vagy a sejtkozi térbél a sejten beliili térbe keriilése) Cr’* -ionok
adagolasaval jelentdsen gatolhato,

- allatkisérletben a centralisan adagolt streptozotocin glilkdz monitorozo sejteket
karositd hatdsa kovetkeztében kialakult 2-es tipusu diabeteses allapothoz hasonlo
allapot Cr’" -ionok adagolasaval javithatd, a karosodas kovetkezményei jelentdsen
csokkenthetok,

- allatkisérletben a perifériasan adagolt streptozotocin pankreasz szigetsejteket karosito
hatasa kovetkeztében kialakult 1-es tipust diabeteses allapot Cr’" -ionok adagolésaval

javithato, a karosodas kovetkezményei jelentdsen csokkenthetok.

4.3.1.3. Biologiailag aktiv, szerves krom(III) -vegyiileteket
tartalmazo élelmi rostkészitmények eldallitasara kidolgozott

szabadalmunk

A diabeteses betegeken végzett kontrollalt vizsgalat kivitelezéséhez, a kivitelezés soran
fellépo bizonytalansagok minimalizalasa érdekében megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezd, a
gyogyszerészeti normaknak megfelelden készitett és szigoruan ellendrzott, tobb ezer
kiszerelési egységnyi, krom(II)-tartalmu készitményre volt sziikség.

A készitménynek célszeriien a kdvetkezd fo tulajdonsagokkal kellett rendelkeznie, vigymint:

- jol definialt, kelléen nagy komplex stabilitasi allandoval és megfeleld biohasznosulasi
értékkel rendelkez0 vegyiilet form4jaban tartalmazza a haromvegyértékii kromot,
- akrém mennyisége (50 pg/g) biztonsagosan dozirozhaté legyen mind a készitmény

gyartasa, mind a felhasznalasa soran,
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- vehiculuma jol definialt legyen,
- avehiculum tulajdonsagai 6sszeférhetek legyenek az alapbetegség kezelésével,
- avehiculum ne rendelkezzen farmakologiai aktivitassal,

- lehetdleg javitsa, de semmi esetre se rontsa a hatdbanyag biohasznosulésat,

a kiszerelési egység megjelenési formdja minimalizalja a gyogyszer adherenciabol

fakado bizonytalansagokat.
A fentieknek megfeleld kereskedelmi forgalomban levd készitményt nem sikeriilt
talalni. Ezért felhasznalva egy kordbbi, "Eljaras étkezési rostkészitmények eldallitasara" (P 22
51739, lajstromszam: 208 476 (1990) és egy késobbi " Eljards biologiailag aktiv
kromkomplexet tartalmazo étkezési rostkészitmény eldallitasara" (P 96 00002, lajstromszam:
217 536 (1996)) vonatkoz6 szabadalmunkat, a vizsgalathoz felhaszndlt és a vizsgalat
kovetelményeinek  megfeleldé  készitményt folyamatos mindségellendérzés  mellett
laboratoriumunkban készitettiik, ill. szereltiik ki.

A készitmény fobb jellemzd adatai:

Vehiculum: étkezési nyersrost,

-vizkoto kapacitasa: 10 g/g rost,

-olajkoto képessége: 5 g/g rost,

-vizoldhat6 rész: szabvanynak megfeleld.
Hatdanyag: kémiai formatuma Cr>" (pikolinat)s

-krémtartalma: 50 pg fém krom/kiszerelési egység
Kiszerelési formédja nagynyomasu polietilén folia satchel

Cimke Ontapadds, vizalld, vonalkodolt

4.3.2. VIZSGALATI TERV ES ANNAK KIVITELEZESE

A vizsgalatokat klinikdnk jarobeteg szakrendelésén mar hosszabb ideje gondozott,
diabeteses, Onkéntes betegeken végeztiik.

A vizsgalat célja, annak tisztazasa volt, hogy

e A nem inzulin fiiggd diabeteses vagy csokkent gliikdz tolerancidju betegek allapota,
Osszefliggésbe van-e szervezetiik krom statuszaval,

e Allapotuk javithato-e krom-pikolinat alkalmazasaval,

e Vércukorhaztartasuk egyenstlyban tarthato-e a csdkkentett dozist antidiabetikus és
adjuvans krom terapia egyidejli alkalmazéasaval.

e Amennyiben fenndll a zsiranyagcsere zavara, krom adéasat kovetdéen rendezodik-e?
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A vizsgalattal kapcsolatos altalanos etikai szempontok:

A vizsgéldhely jelen kutatdsi terve 6sszhangban volt a Helsinki Nyilatkozattal és az
Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs Kutatasetikai Bizottsaga altal kidolgozott alapelvekkel.

Az onkéntesek tajékoztatdsanak ismertetése:

Fontos feladat volt, hogy szoban ¢és irdsban felhivjam az onkéntesek figyelmét, hogy
egy sziik, orvosi és hivatali titoktartasra kotelezett szakértdi csoport hozzaférhet egészségiigyi
allapotaval kapcsolatos bizalmas informécidokhoz a vizsgalati jelentés készitése és értekelése
soran. Tovabba, hogy megfeleld irasbeli ¢és szobeli tajékoztatds utdn megszerezzem az
onkéntes irasbeli hozzajarulasat.

A vizsgalat id6tartamat a szakirodalmi tapasztalatok alapjan hat honapban rogzitettiik.

A vizsgélat tipusa: Nyilt, kontrollalt. Gydgyélelmi adalék. A vizsgalandd személyek
kisérleti elrendezése: a gondozott betegek korabbi megfigyelése alapjan dnkontrollos volt.

A befolyasolhatosagot (szubjektiv értékelést) csokkentd intézkedések: a vizsgalathoz
hasznalatos miiszerek, a vizsgald modszerek és a vizsgdld személyzet végig azonos volt. A
vizsgalatba bevont személyek diétdja, egyéb gyodgyszerelése a kromvegyiilet hatastalansaga
esetén a vizsgalat id6tartama alatt valtozatlan volt. Hatdsossag esetén szakmailag indokolt
1éptékben a mért vércukorértékek csokkenése alapjan, arra torekedtiink, hogy az igényeknek
megfelelden csokkentsiik a per oralis antidiabetikum €s az inzulin mennyiségét.

A vizsgalatba bevont személyek kivalasztasa:

A vizsgalatba azokat a személyek valasztottuk be, akiknél a csokkent gliikoztolernacia
fennallasa igazolhatd volt 75 g oralis gliikkdzterhelést kdvetden, vagy mar ismert diabetes
esetén. Azok a személyek kertilhettek be a vizsgalatba,

e aki a fiiggetlen vizsgald orvos alapjan bevonhat6 volt,

e avizsgalatban val6 részvételi szandékat nyilatkozat aladirdsaval megerdsitette,

e a vizsgalat megkezdésének idépontjaban egészségi allapota nem kiilonbozott
klinikailag jelentés mértékben az alkalmassagi vizsgalatok kivitelezésének
idépontjaban észlelthez képest.

A vizsgédlatba nyolc, hosszabb ideje gondozott, inzulinnal vagy oralis
antidiabetikummal kezelt, a vizsgalatban vald részvételre onként vallalkozo beteget, €s egy
frissen felfedezett, a vizsgalatra szintén Onként vallalkozo egyént vontam be. Az Oszzes
onkéntes a vizsgalatot megeldzden szlirévizsgalaton vett részt, egészségi allapotanak objektiv
megitélése szempontjabol.

Kizar6 okok kozott szerepelt, ha az anamnézisben barmilyen allergias betegség

szerepelt (elsdsorban kromra feltett pozitiv borproba). Gyogyszertulérzékenység. Tartds
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jelentds enzim indukcids allapotot eldidézd koriilmények (egy évvel korabbi rendszeres
dohényzas, induktor jellegli kemikalidkkal valé véletlen vagy foglalkozési artalombol
kovetkezo rendszeres expozicio, stb.). Kizard ok volt tovabba az alapbetegséghez tarsuld akut
betegség, olyan kronikus betegség, mely kontraindikélja a szer adasat, akutan adott nem-
szelektiv béta-blokkolo, az Onkéntességi nyilatkozat alairdsdnak képtelensége, a vizsgalat
barmely szakaszaban részvételi képtelenség. Mas klinikai vizsgalat az elmtlt 6 honapon beliil.
Az alapvizsgélat idopontjahoz képest nem alkalmazott, 0j gyogyszeres kezelés a megel6zo 14
napon beliil, beleértve a penicillint és szarmazékait, szedativum, vagy ajzészer alkalmi
hasznalatat, a keringési statusz megvaltozasaval jar6 nem gyogyszeres beavatkozasokat is.

Drop out akkor tortént, ha az 6nkéntes sajat elhatarozasa alapjan kiilon indokléas nélkiil,
barmely idében és okbol a vizsgdlatot megszakitotta, melyet azonnal regisztraltunk. A
fliggetlen belgyo6gyasz vagy a vizsgalo orvos a vizsgalatot megszakithatta, ha

e szignifikans advers reakcid 1épett fol

o clégtelen egyiittmiikddési készség volt,

e abioldgiai minta legyiijtésének meghitsulasa,

e aprotokoll eldirasaitol vald barmely eltérés,

e vagy ha az onkéntes egészségligyi érdekeit, személyiségi jogait sértd korilmény

1épett fel a vizsgalat id6tartama alatt.

Olyan személyek keriiltek be a vizsgéalatba, aki irdsban és széban informalt, rendszeresen
alkoholt, kavét nem fogyaszto, nem dohanyzoé férfi, illetve nem terhes no.
A vizsgalatot az onkéntes sajat elhatarozasa alapjan, kiilon indoklas nélkiil barmely idében és
barmely okbol megszakithatja, melyet azonnal irasban rogziteni kell.

A vizsgélatok kivitelezése ambulanter, a Lokalis Kutatasetikai Bizottsag engedélye
alapjan, az eldre kidolgozott vizsgalati terv szerint tortént. A vizsgalat soran észlelt vitalis
¢letjeleket és klinikai kémiai paramétereket az egyéni kovetési lap formatuma szerint,
egyénenként rogzitettiik.

A vizsgalando termék:

Név: Chromefibre

Hato6anyag: Krom-pikolintat komplex

Osszegképlet: Ci,H;004N,CrCls

Molekulatomeg: 404,57 g

Dozirozasi forma: oralis

Hatoanyag tartalom: 100, illetve 250 pg/sachel.
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Alkalmazand¢ dozis: két sachel/nap.

Alkalmazasi 1d6: naponta (hat honapon keresztiil) oralis.
Az els6 napon az Onkéntes az osztidlyon, az egészségligyi személyzet jelenlétében, az
egészségligyi allapota ellendrzését kovetden az elsé adagot beveszi €hgyomorra, az eldirt
kefirbe beletéve, majd egy Oran keresztiil megfigyelés alatt tartottuk.
A vizsgalat megkezdést kovetden a protokollban leirt paramétereket vizsgalatuk folyamatosan
a hat honap alatt. EKG, testtomeg, testhdmérséklet, vérnyomas, szivfrekvencia. Szubjektiv
tiinetek megjelenése esetén kiilon szubjektiv tiinetskéala alkalmaztunk (score: 0-3) az egyéni

adatlapban.

4.3.3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.3.3.1. Nyolc gondozott beteg

A betegek ¢letkora 35-62 év kozott volt, teststlyuk 64-110 kg kozott mozgott.
Diabetesiik fennallasa (2 hénap - 8 év).

A nyolc, hosszabb id6 oOta .gondozott beteg diabeteses, ill. az alapbetegségiik kisérd
betegségekén felfoghatd hiperlipidémias allapotat a vizsgélat iddszaka alatt tiikr6z6 relevans
klinikai kémiai paramétereit, azaz:

- €éhgyomri vércukor,

- fruktézamin,

- hemoglobin A,

- triglicerid,

- szérum koleszterin,

- szérum HDL-koleszterin mint primeren mért paramétereket, s a

- szérumkoleszterin/HDL koleszterin aranyt, mint szamitott jellemzdt statisztikai
értékelésnek vetettiik ala. Az értékelés soran vizsgaltuk az egyes, a betegségre jellemz6
paraméterek valtozasat a kezelés megkezdését kovetden eltelt id0 fiiggvényeként.

1. Az egyéni sajatossagok hatasdnak csokkentése érdekében minden mért értéket a 7

megfigyelési idépont adataibdl szamitott leggyakoribb értékre (MFV = Most Frequent Value)

normaltuk. Az MFV a szadmtani kozépértékhez hasonlod jellegli, de nem paraméteres
statisztikai mutat6, igy az outlierekre kevésbé érzékeny.
2. A mért adatok kozott a normalds utan is voltak kiugro értékek. Mivel a jelenség

okat nem ismerjiik, ezért a kiugro értékek elhagydsat nem tartottuk megengedhetdnek.
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Azonban ugy csokkentettiik a kiugro értékek hatasat, hogy a 8 dnkéntes adatainak atlagolasa
elétt az egyes adatokhoz stlyokat rendeltiink, és sulyozott atlaggal szamoltunk.
Vizsgalatonként ¢€s személyenként regresszios egyenest illesztettiink a normalt pontokra, a
leggyakoribb érték szerinti kiegyenlitéssel. Mint nem-paraméteres eljaras, tehat nem koveteli
meg az adatok normalis eloszlasat. Az eljaras kimend paraméterei koziil az egyenes
meredeksége, a tengelymetszet és a dihézidt hataroztuk meg. A dihézid ebben az esetben is
szoras jellegli mennyiség, az illesztésbe bevont pontoknak az egyenes koriili koncentralodasat
(pontosabban a koncentralodas reciprokat) jellemzi. Ezek utan, az MFV-regresszid
elméletével 6sszhangban, az egyenest meghatarozé egyedi pontok sulya:

Suly = 1/(e*+d;?) ahol
€ = az MFV-regressziobol kapott dihézid
di = az i-edik pontnak az egyenestdl mért tdvolsaga

3. A stlyok ismeretében minden id6pontra és minden jellemzd paraméterre (vércukor
stb.) kiszamoltuk a 8 onkéntestdl kapott, a mar el6zéleg normalt adatok atlagat. Ezeknek az
értékeknek az idobeli valtozasat diagramban abrazoltuk.

Az alabbi tablazat mutatja a regresszid-szamitasokhoz tartozo variancia analizis soran kapott
egyenesek meredekségére vonatkozo megbizhatdsagi adatokat.

A vizsgalat sordn a szignifikancia hatarat p< 0,05-nek tekintettiik.

A vizsgélatban résztvevd nyolc beteg adataibol szerkesztett atlagos id6 szerinti
jelleggorbéket a mellékelt, normalt értékekbdl szerkesztett abrak szemléltetik.
A jelleggorbék 1d6 szerinti valtozasa azt tiikkrozi minden vizsgalt, relevans paraméter esetén,
hogy a korabban alkalmazott gydgyszeres terapia fenntartasa mellett a kromterapia bevezetése
a kronikus allapot enyhe javuldsat eredményezte. A statisztikai elemzés szerint a valtozas
mértéke a hemoglogin A;. és a koleszterin esetében haladja meg az 5% -os szignifikancia
hatarat.

Véleményem szerint az 6sszemérhetdség hataran kiviil esé értékek egyrészt a hossza
vizsgalati idOvel, masrészt a nagy egyéni variabilitdssal, és az esetszdm alacsony voltaval

magyarazhatok.

81



VERCUKOR
1.1
=&—Vércukor értékek
== Normal regresszio
1.05 == MFV regresszié
x
o0
=
= 4
p \ o o
=< _—
B3
5 1
=
£
s
z.
0.95 A
0.9 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Hénapok

25. Abra. Az éhgyomri vércukorszintek valtozasa a vizsgalt hat honap alatt a vizsgélt 8 beteg adatai alapjan

1.060 =&—Mért adatok

—#—Normail regresszio
= MFV regresszié

0.980

0.960 -

0.940 T T T T T |

26. Abra. A fruktozamin szintek valtozasa a vizsgalt hat honap alatt a vizsgalt 8 beteg adatai alapjan
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28. Abra. Szérum koleszterin szintek véltozasa a vizsgélt hat honap alatt a vizsgalt 8 beteg adatai alapjan
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30. Abra. Szérum HDL koleszterin szint valtozasa a vizsgalt hat honap alatt a vizsgalt 8 beteg adatai alapjan
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31. Abra. Szérum HDL/6sszkoleszterin szint ardny valtozasa a vizsgalt hat honapban a vizsgélt 8 beteg adatai
alapjan

4.3.3.2. Egy frissen felfedezett diabeteses eset ismertetése

Sz. S. 40 éves férfi beteg, akit frissen felfedezett diabetes mellitus diagndzisa miatt
utaltak be szakrendelésiinkre. Panaszai koziil kiemelendd enyhe széjszaradés, olykor
homalyos latas. Laboratériumi eredményei koziil emlitésre méltdé emelkedett vércukorszintje
¢s lipid értékei (triglicerid, koleszterin). Anamnézisében érdemi megbetegedés nem szerepelt,
lazas betegsége nem volt az ezt megel6zé idében. Hosszabb idon keresztiili parenteralis
taplalasra a kozelmultban nem szorult, életmodi szokasai kozott nyomelem hianyt
eredményez0, szelektiv, kultikus diéta nem volt kimutathat6. Csaladi anamnézisébdl kidertilt,
hogy édesanyja cukorbeteg. Fizikalis statusa koranak megfeleld volt, belszervi eltérés nem
igazolodott. Szemfenéki vizsgalatan retinopatiara utald jelet nem észleltek (kezdddd friss
diabeteses eset). Ketoacidozisa nem volt. EKG -ja normalis volt a vizsgalat eldtt, a vizsgélat
1doszaka alatt, és azt kovetd ismételt vizsgalatok soran is.

Oralis antidiabetikus gyogyszeres terapia helyett elozetes felvilagositast kovetden, a
beteg Dbeleegyezésével kromterdpiat inditottam. A  hathonapos megfigyelés alatt
vércukorértékei, lipidparaméterei fokozatosan csokkentek, majd a harmadik honap végére a
normdl tartomanyba keriiltek. Ezek az értékek stabilizalodtak a vizsgélat hatralévd iddszaka

alatt, majd azt kovetden is. Tovabbra is rendszeresen jar ellen6rzé vizsgalatra, szénhidrat és
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lipid anyagcseréje azdta is, valtozatlanul egyenstilyban van. Panaszai mar az elsé honap

végére megszlntek, latdszavara megsziint, azdta sincs.

4.3.4. KOVETKEZTETESEK

Az 4.3.3. fejezetben foglalt vizsgalati eredmények és megfigyelések alapjan az alabbi
kovetkeztetések vonhatok le.

1./ Az antidiabetikus kezelést kromterapiaval kiegészitve minden esetben a kezelések
hatékonysaganak novekedését lehetett megfigyelni.

2./ Ugy tiinik, hogy a hatékonysag novekedése mind az inzulinnal, mind oralis
antidiabetikummal kezelt esetekre érvényes.

3./ A krémterdpia jotékony hatdsa figyelheté meg a vérzsir tiikor alakuldsanak
vizsgélata soran is.

4./ A hosszan tartd szulfanil-urea kezelésben részesiilt betegek esetén a kromterapia
eredményessége kétséges, bar a rendelkezésiinkre all6 esetek szama miatt a kovetkeztetés
némi fenntartassal kezelendo.

5./ A fentiek alapjan felvethetd a kromterapia kiegészitd kezelésként valo alkalmazésa,
ha:

- az alkalmazott antidiabetikummal szembeni érzékenység csokkenése 1ép fel
(még a doziseszkalacio, vagy gyogyszervaltas elott),

- azel6z6 megallapitas mind inzulinnal, mind orélis antidiabetikumokkal kezelt esetekre
vonatkoztathato,

- kezdddo fiatal nem inzulin dependens és kezd6d6 oregkori diabeteses esetekben
(frissen feltart elvaltozasok) még az ordlis antidiabetikumokkal valé kezelés
megkezdése elott érdemes megkisérelni a kromterapiat (1asd: 4.3.3.2.), majd a
kromterapia eredményétdl fiiggden donteni az esetlegesen sziikséges tovabbi terapias
beavatkozasrol.

Irodalmi leirasok és sajat in vitro €és in vivo vizsgélataink alapjan ugy latom, hogy a
harom vegyértékii szerves kromvegyiiletek hatdsosak lehetnek csokkent gliikkdztolerancias, 2.
tipusu cukorbetegek ¢és parenterdlis taplalas soran kialakult diabetes kezelésében.
Hangstlyozni kivanom -nem tekintve egyes specidlis eseteket (esettanulmany)—, a
krémterapiat nem a szokdsos antidiabetikus terapia helyett, hanem annak kiegészitéseképpen

javaslom. (Keszthelyi és mtsai, 2003)
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5. OSSZEFOGLALAS

Irodalmi adatok és sajat kisérletes vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy a krém(III)
kezelésében.

In vitro vizsgalataink alapjan, a vorosvértest modellen végzett kisérletek ramutattak
arra, hogy az inzulinreceptorral nem rendelkezd sejtekben is fontos szerepet jatszik a krom. A
kréom és a szelén képes az inzulinmolekula stabilitasara, igy levonhatdé a kovetkeztetés,
miszerint in vivo koriilmények kozott is hasonld hatassal rendelkezik.

Allatkisérletes vizsgalatunkban a krém elSkezelés megakaddlyozta ventromedialis
hipotalamuszba adott streptozotocin mikroinjekcid keltette homeosztatikus zavarok
kialakulasat. Valoszintisithetd, hogy az agy krom szintjének lokalis valtozasai hatdssal
lehetnek a helyi gliikkdz-receptor neuronok mukodésére. Az agy kromtartalméanak csokkenése
(példaul a kor elérehaladtaval), Osszefliggést mutathat a szénhidrat anyagcsere kozponti
szabalyozasaban kialakul6 zavarokkal.

Human vizsgalatainkban oralisan alkalmaztuk a krémterapiat. A hat honapos vizsgalat
soran csokkent a vércukorszint, és a lipid értékek is. Azoknal a betegeknél, ahol régota allt
fenn a diabetes, ¢s évek ota szulfaniluredkat szedtek, a krom hatdsa nem volt jelentds. Viszont
ott, ahol a szulfanilurea kezelés nem szerepelt az anamnézisben, a kromkezelés effektivnek
bizonyult.

Kutatocsoportom tavolabbi célja, hogy tovabbi allatkisérletes vizsgalatokkal €s nagyobb
szamu beteganyagon szerzett tapasztalatokkal tovabbi, a gyakorlatban is hasznosithato

ismereteket szerezziink a krém bioldgiai hatdsara vonatkozdan.
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