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EFFECT OF VITAMIN C AND VITAMIN E SUPPLEMENTATION ON
NONENZYMATIC GLYCATION AND PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF

ISOLATED ERYTHROCYTE MEMBRANES IN DIABETIC PATIENTS

WACZULIKOVA I, KRAHULEC B, SIKUROVA L, CARSKY J, ORSZAGHOVA Z, DURACKOVA Z

VPLYV VITAMÍNU C A E NA NEENZÝMOVÚ GLYKÁCIU A FYZIKÁLNO-CHEMICKÉ

VLASTNOSTI IZOLOVANÝCH MEMBRÁN ERYTROCYTOV U DIABETICKÝCH PACIENTOV

Abstract

Waczulikova I, Krahulec B, Sikurova L, Carsky J, Orszagho-
va Z, Durackova Z:
Effect of vitamin C and vitamin E supplementation on no-
nenzymatic glycation and physico-chemical properties of iso-
lated erythrocyte membranes in diabetic patients
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (3): 152�156

Non-enzymatic glycation, accompanied by the formation of free
radicals, represents a serious problem in diabetes mellitus. It is
supposed to be the cause of the development of long-term dia-
betic complications. The aim of this work was to estimate the
effect of treatment with vitamin C (1 g per day) and E (600 mg
per day) on selected biochemical parameters as well as to deter-
mine the physicochemical state of erythrocyte membranes in
diabetics. The paper also compares the physicochemical state of
diabetic and control erythrocyte membranes.
The changes in the values of glycaemia, glycated haemoglobin,
and fructosamine were insignificant after three months of treat-
ment. This points out that the doses used could be low or that
the patient compliance was poor. An anionic fluorescent probe
merocyanine 540 (MC540) was used to monitore possible chan-
ges in the physicochemical properties of isolated diabetic eryt-
hrocyte membranes. Significantly higher affinity of MC540
monomers to the membrane in diabetics treated with vitamin E
was observed, which can be the result of the antioxidative effect
of the vitamin (p<0.02). A comparison of absorption spectra of
MC540 in diabetic and control membranes revealed significant
changes in the position of the bands and in their absorbances
(p<0.01 and less). They result from substantial alterations in the
structure, surface charge, and the fluidity of erythrocyte mem-
branes in diabetes mellitus. (Tab. 2, Fig. 3, Ref. 22.)
Key words: diabetes mellitus, free radicals, vitamin C, vita-
min E, merocyanine 540.

Abstrakt

Waczulíková I., Krahulec B., �ikurová L., Èársky J., Országhová
Z., Ïuraèková Z.:
Vplyv vitamínu C a E na neenzýmovú glykáciu a fyzikálno-che-
mické vlastnosti izolovaných membrán erytrocytov u diabetic-
kých pacientov
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 3, s. 152�156

Pri diabetes mellitus je záva�ným problémom potencovaná neen-
zýmová glykácia a tvorba vo¾ných radikálov, ktoré sa dnes pova-
�ujú za príèinu rozvoja neskorých komplikácií diabetu. Cie¾om
práce bolo sledova� vplyv lieèby vitamínom C (1 g/deò) a  E
(600 mg/deò) na vybrané biochemické parametre a na fyzikál-
no-chemický stav membrán erytrocytov u diabetických pacien-
tov a porovna� fyzikálno-chemický stav membrán diabetikov
a kontroly.
Zmeny v glykémii, glykovanom hemoglobíne a fruktózamíne
po troch mesiacoch lieèby neboli signifikantné, èo poukazuje
buï na nízku lieèebnú dávku alebo na nekomplianciu pacientov.
Na monitorovanie mo�ných zmien fyzikálno-chemických vlast-
ností izolovaných membrán erytrocytov diabetikov sme pou�ili
aniónovú fluorescenènú sondu merocyanín 540 (MC540). Vplyv
vitamínovej lieèby sa prejavil len v skupine lieèenej vitamínom
E, a to signifikantným vzrastom monomérov farbiva naviaza-
ných na membránu v dôsledku antioxidaèného efektu vitamínu
(p<0,02). Porovnaním absorpèných spektier MC540 v membrá-
nach diabetikov a kontroly sme zistili signifikantné zmeny polo-
hy maxím a ich absorbancií (p<0,01 a menej) v dôsledku pod-
statných zmien v �truktúre, povrchovom náboji a fluidite
membrán erytrocytov pri diabetes mellitus. (Tab. 2, obr. 3, lit.
22.)
K¾úèové slová: diabetes mellitus, vo¾né radikály, vitamín C, vita-
mín E, merocyanín 540.
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Chronicky zvý�ená koncentrácia glukózy v krvi pri diabete má
za následok rozvoj �truktúrnych a funkèných zmien buniek, tkanív
a orgánov � tzv. neskorých komplikácií diabetu. V podmienkach
hyperglykémie sú akcelerované procesy glykácie, glykooxidácie a aku-
mulácie produktov pokroèilej glykácie (AGEs) v organizme (Bay-
nes, 1996). Adukty vznikajúce glykáciou majú zmenené fyzikálno-
chemické a funkèné vlastnosti a sú schopné zosie�ovania (Brownlee,
1991). Autooxidáciou glukózy a glykovaných proteínov je potenco-
vaná tvorba vo¾ných radikálov a vysokoreaktívnych dikarbonylových
zlúèenín � prekurzorov AGEs (Wolff, 1996). Keï�e hladina od kyslíka
odvodených vo¾ných radikálov produkovaných glykooxidáciou je
u diabetikov zvý�ená a hladiny endogénnych antioxidantov v tkani-
vách a krvi sú zní�ené (Muchová a spol., 1999), lieèenie antioxidan-
tmi mô�e zlep�i� niektoré metabolické abnormality (Ïuraèková, 1998).
Glykácia a oxidaèný stres súèasne naru�ujú architektúru a dynamiku
bunkových membrán (Bryszewska a spol., 1995). Vhodnou metó-
dou na �túdium fyzikálno-chemických zmien membrán je pou�itie
fluorescenèných sond so známymi fotofyzikálnymi vlastnos�ami.
Perspektívnou sondou sa javí MC540, ktorý má solvatochrómne sprá-
vanie (�ikurová a Janíková, 1987) a je citlivý k zmenám povrchové-
ho náboja, membránového potenciálu a �truktúrnej organizácie lipi-
dovej dvojvrstvy (Williamson a spol., 1983; Lagerberg a spol., 1995).

V na�om experimente sme sa zamerali na sledovanie mo�né-
ho vplyvu vitamínu C a vitamínu E na vybrané biochemické pa-
rametre a na fyzikálno-chemický stav membrán erytrocytov u dia-
betických pacientov a na porovnanie fyzikálno-chemického stavu
membrán erytrocytov diabetikov a kontroly.

Materiál a metódy

Do súboru sme zaradili 21 pacientov s DM typu 1 a 2 z dia-
betologickej poradne II. internej kliniky FN v Bratislave. Pacienti
boli rozdelení do troch skupín (n=3x7). Prvú skupinu (0) tvorili
pacienti bez vitamínovej lieèby, pacienti druhej skupiny (E) do-
stávali denne 3x2 kapsule vitamínu E (600 mg/deò) a v tretej sku-
pine (C) 10 tabliet vitamínu C (1 g/deò). Odber krvi sa robil na za-
èiatku experimentu, po 6 tý�dòoch lieèby a po 3 mesiacoch lieè-
by. Po ka�dom odbere boli stanovené hodnoty glykémie, glykova-

ného hemoglobínu a glykovaného plazmového proteínu (fruktó-
zamínu). Glykémia a glykovaný hemoglobín boli stanovené v dia-
betologickej poradni na OKB FN v Bratislave. Fruktózamín v sére
sme stanovili pod¾a Johnsona a spol. (1983).

Kontrolné vzorky pre porovnanie fyzikálno-chemického sta-
vu membrán erytrocytov poskytla Klinika hematológie a transfú-
ziológie Fakultnej nemocnice v Bratislave.

Krv urèenú na izoláciu erytrocytových membrán sme odoberali
do heparinizovaných skúmaviek. Erytrocyty sme trikrát premyli v 2�
5-násobnom mno�stve PBS (PBS: 0,15 mol/l NaCl; 1,9 mmol/l
NaH

2
PO

4
; 8,1 mmol/l Na

2
HPO

4
; pH 7,35�7,45) a hemolyzovali vo

vychladenom roztoku Tris-HCl (10 mmol/l, pH 7,4) v pomere 1:14.
Hemolyzát stál pred odstreïovaním 40 minút pri 4 °C. Membrány
sme premyli 3�5-krát hemolyzaèným roztokom s následným od-
stredením (25 000 g, 20�30 minút pri 4 °C), kým nebol z membrán
odstránený hemoglobín (Dodge a spol., 1963). Izolované sedimento-
vané membrány sme bezprostredne pou�ili pre meranie, alebo uchovali
v chladnièke pri 4 °C ako suspenziu v 10 mmol/l Tris najviac 3 dni.

Absorpèné spektrá fluorescenènej sondy MC540 (Eastman
Kodak, Co.; M

r
=569,68) sme snímali na prístroji Specord M40 pri

izbovej teplote 20�24 °C v kremenných kyvetách hrúbky 1 cm.
Farbiaci roztok 0,5 mg MC540/1 ml PBS (pH 7,4) sme pripravili
v redestilovanej vode bezprostredne pred meraním. Suspenziu mem-
brán (80 µg proteínov na 1 ml) sme ofarbili pridaním 100 µl MC540
zo zásobného roztoku. Výsledná koncentrácia sondy bola 7,8x10-5

mol/l. Vzorku sme premie�ali a inkubovali v tme 5 minút. Po pia-
tich minútach sme merali závislos� absorbancie od vlnovej då�ky
proti referenènej vzorke � suspenzii membrán bez sondy.

Výsledky

Diabetických pacientov sme rozdelili do troch skupín s poè-
tom probandov 7 (tab. 1): bez vitamínovej lieèby, lieèení vitamí-
nom E a lieèení vitamínom C. Na zaèiatku lieèby, po �iestich tý�-
dòoch a po troch mesiacoch boli stanovené: glykémia, glykovaný
hemoglobín a fruktózamín. Zmeny v biochemických parametroch
(tab. 2) po troch mesiacoch lieèby neboli signifikantné (t-test).

Tab. 2. Biochemical parameters assessed in diabetics.
Tab. 2. Biochemické parametre stanovené v skupinách diabetikov.

Glykémia Glykovaný Fruktózamín
(mmol/l) hemoglobín (mmol/l)

(mmol/l)
%

0 1. 8,7±3,08 7,13±1,12 2,59±0,42
2. 9,1±2,98 7,5±2,33 2,58±0,36
3. 8±2,94 6,75±1,11 2,41±0,62

C 1. 8,3±1,89 7,6±1,69 2,71±0,65
2. 9,46±3,43 7,7±1,89 2,47±0,76
3. 7,79±2,05 7,59±1,79 2,55±0,45

E 1. 9,77±5,53 8,09±1,62 3,08±1,1
2. 10,87±4,61 8,92±3,08 2,98±0,53
3. 12,38±4,75 7,42±1,4 2,94±0,46

Results are expressed as mean±SD.
Oznaèenie skupín diabetikov: 0 � bez vitamínovej lieèby, C � lieèba
vitamínom C, E � lieèba vitamínom E. Výsledky v�etkých troch
odberov sú vyjadrené ako priemer a smerodajná odchýlka.

Tab. 1. Characteristics of the diabetic groups .
Tab. 1. Charakteristiky skupín diabetikov.

Group Age Duration
Skupina Vek Trvanie BMI PCH TG

(r) (r) (kg/m2) (mmol/l) (mmol/l)

O  50,14 2* 28,07* 5,569 1,46
12,25 1-13 26,66-32,4 0,449   0,456

C 45,43 4* 27,15* 5,74*  1,52*

14,44 2-10,5 24,51-29,68 5,22-7,43 1,09-3,06
E   46,7 14*  27,46 5,331   1,611

 14,9 12,5-26  2,94 0,659   1,722

* � median and interquartile range, without sign � mean and SD.
Abbreviations used: DM � diabetes mellitus, BMI � body mass
index, PCH � plasma cholesterol, TG � triglycerides
* � medián a príslu�né medzikvartilové rozpätie (IQR), bez znaku �
stredná hodnota a smerodajná odchýlka. Pou�ité skratky: DM �
diabetes mellitus, BMI � �body mass� index, PCH � plazmový
cholesterol, TG � triacylglyceroly
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Po ka�dom odbere sme v izolovaných membránach erytrocytov
merali absorpèné spektrum MC540. Maximum 1, ktoré zodpovedá
dimérom farbiva vo vodnom prostredí (Waggoner a Grinwald, 1977),
bolo prítomné ako deformácia spektra (501±3 nm). Porovnali sme
hodnoty optických parametrov: poloha maxima 2 a maxima 3, ako
aj absorbancie maxím 2 a 3 po v�etkých odberoch u probandov v sku-
pinách diabetikov (0, C a E). Takisto sme porovnali tieto parametre
po 1. odbere v�etkých diabetikov (21) s kontrolou (10).

Vplyv vitamínovej lieèby sa prejavil len v skupine E malým
posunom maxima 2 aj 3 do èervenej oblasti spektra (1 nm) a signi-
fikantným vzrastom absorbancie v maxime 3 (p<0,02) po tre�om
odbere v porovnaní s prvým odberom o 4 % (obr. 1). Súèasne
maximum 2 nesignifikantne pokleslo o 1,1 %. Pri vitamíne C sme
pozorovali nesignifikantný vzrast absorbancie v maxime 3 o 2 %.

Porovnanie diabetickej skupiny po 1. odbere s kontrolnou sku-
pinou ukázalo signifikantný rozdiel vo v�etkých optických para-
metroch (t-test). Pozorovali sme signifikantný posun v polohe
maxima 2 (p<0,01) aj maxima 3 (p<0,001) u diabetikov smerom
ku krat�ím vlnovým då�kam (obr. 2), èo svedèí o zabudovaní far-
biva v menej hydrofóbnej oblasti membrány (maximum 3), resp.
o väè�om príspevku od farbiva z vodnej fázy (maximum 2) (�iku-
rová a Janíková, 1987). Absorbancia maxima 2 bola vy��ia
(p<0,001) ako v kontrole, èo svedèí o väè�om podiele dimérovej
formy MC540 v membráne, resp. monomérovej formy MC540
vo vode. Súèasne bola zní�ená absorbancia maxima 3 (p<0,001),
teda podiel monomérovej formy farbiva zabudovanej v membrá-
ne bol zní�ený v prospech dimérovej formy, lokalizovanej na po-
vrchu membrány (obr. 3).

Diskusia

Ná� experiment bol zameraný na sledovanie vplyvu vitamínu
C a vitamínu E na vybrané biochemické parametre (glykémia, gly-

kovaný hemoglobín, fruktózamín) a fyzikálno-chemické parametre
membrán erytrocytov u 21 diabetikov. Je známe, �e bolo urobe-
ných mnoho experimentov zameraných na skúmanie mo�ného
pozitívneho úèinku zmienených vitamínov pri rôznych patologic-
kých stavoch, najmä v súvislosti s ich antioxidaènou aktivitou
v organizme (Ïuraèková, 1998). Eriksson a Kohvakka (1995) zis-
tili priaznivý efekt vitamínu C v dávke 2 g/deò na zní�enie cho-
lesterolu, triacylglycerolov, glykémie a glykovaného hemoglobí-
nu. Vinson a Howard (1996) pozorovali inhibíciu glykácie séro-
vých proteínov u diabetikov po trojtý�dòovom podávaní vitamínu
C v dávke 1 g na deò. Úèinok bol výraznej�í pri súèasnom podá-
vaní vitamínu E. Sato a spol. (1995) zistili, �e vitamínom C blo-
kovaná oxidácia transmembránového proteínu band 3 v membrá-
nach erytrocytov inhibuje hemolýzu napriek pozorovanej lipope-
roxidácii. Jain a Palmer (1997) pozorovali inhibíciu tvorby gly-
kovaného hemoglobínu indukovanej oxidaèným stresom
v erytrocytoch predinkubovaných s vitamínom E. Reaven a spol.
(1995) v�ak nezistili ovplyvnenie glykácie intracelulárnych a plaz-
mových proteínov po podávaní vitamínu E.

V na�om experimente sme po troch mesiacoch lieèby vitamí-
nom E v dávke 600 mg/deò (skupina E) a vitamínom C v dávke
1 g/deò (skupina C), ani v skupine diabetikov bez vitamínovej lieè-
by (skupina 0) nezaznamenali signifikantné zmeny v uvedených
biochemických parametroch (tab. 2) napriek publikovaným pozi-
tívnym úèinkom vitamínovej lieèby. Je mo�né, �e dávka vitamí-
nov pre pacientov nebola dostatoèná, aby významne ovplyvnila
glykáciu. V literatúre sa uvádza pre vitamín E denná dávka okolo
800 mg, keï zaèína v tkanivách stúpa� jeho koncentrácia (Ïuraè-
ková, 1998). Svoju úlohu mohla ma� aj tzv. nekompliancia u nie-
ktorých pacientov, èo v�ak �a�ko objektivizova�.

Na monitorovanie mo�ných zmien fyzikálno-chemických vlast-
ností izolovaných membrán erytrocytov diabetikov sme pou�ili flu-
orescenènú sondu MC540. Optické charakteristiky absorpèných

Fig. 1. Changes in the absorption spectrum of MC540 in the diabetic
erythrocyte membranes after treatment with vitamin E for three months.
Obr. 1. Zmeny v absorpènom spektre MC540 v membránach erytro-
cytov u diabetikov po troch mesiacoch lieèby vitamínom E.

Fig. 2. Comparison of the band positions in MC540 absorption spec-
tra in diabetic and control erythrocyte membranes.
Obr. 2. Porovnanie polohy absorpèných maxím spektra MC540
v membránach erytrocytov u diabetikov a kontroly.
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spektier MC540 tvorili: poloha a absorbancia maxima 2 a poloha
a absorbancia maxima 3. Maximum 2 (532 nm) bolo priradené
monomérom farbiva vo vode a dimérom v membráne a maximum
3 (568 nm) zodpovedá monomérom farbiva v membráne (Waggo-
ner a Grinwald, 1977). Optické charakteristiky sme analyzovali
z dvoch aspektov. Jednak sme sa sústredili na rozdiel medzi diabe-
tickými a kontrolnými membránami, jednak sme sledovali úèinok
vitamínovej lieèby na optické parametre v skupinách diabetikov.

V sledovaných optických parametroch sa skupiny diabetikov
(0, E, C) po 1. odbere navzájom signifikantne nelí�ili. Porovnali
sme skupinu diabetikov po 1. odbere ako celok (n=21) s kontrol-
nou skupinou t-testom a zistili sme signifikantný rozdiel vo v�et-
kých sledovaných parametroch. Pozorované zmeny tvaru a polo-
hy absorpèného spektra (distribúcie monomérovej a dimérovej
formy farbiva v membráne) poukazujú na zmenenú schopnos� far-
biva preniknú� do membrán diabetikov. Vzh¾adom na záporný ná-
boj MC540 a jeho citlivos� k zmenám povrchového náboja mô�e-
me tieto zmeny vysvetli�:

1. Vzrastom záporného náboja na povrchu membrán diabeti-
kov v dôsledku:
� neenzýmovej glykácie, èo podporuje zistenie van Boekela

(1991), �e neenzýmová glykácia zni�uje kladný náboj mem-
brány,

� zvý�enia oxidaèných procesov (Rice-Evans a spol., 1985), èo
mô�e znemo�ni� farbivu kontakt s hydrofóbnou oblas�ou,

� zvý�eného mno�stva neesterifikovaných mastných kyselín v krvi
pri zle kompenzovanom diabete. Väzba vo¾ných mastných ky-
selín k membráne erytrocytov vedie k relatívnemu vzrastu zá-
porného povrchového náboja (Lapshina a spol., 1995).
2. Krí�ovými väzbami medzi membránovými proteínmi, kto-

ré mô�u prekrýva� väzbové miesta MC540 a vies� k zvý�enej ri-
gidite, a tým k zní�enej afinite farbiva k membráne. Zvý�ený plaz-
mový cholesterol (tab. 1) zvy�uje poèet a rozsah cholesterolových
domén v membránach diabetikov, èo tie� mô�e zni�ova� afinitu
farbiva k membráne, preto�e MC540 v membráne uprednostòuje
menej usporiadané bezcholesterolové oblasti (Williamson
a spol., 1983; Muriana a spol., 1996).

Vplyv vitamínovej lieèby sa prejavil len v skupine E signifi-
kantným vzrastom absorbancie v maxime 3 (p<0,02) po tre�om
odbere v porovnaní s prvým odberom (obr. 1). Ako pravdepodobné
sa zdá ovplyvnenie lipoperoxidácie a iných oxidaèných procesov
v membráne, èím sa zní�il záporný povrchový náboj erytrocytov,
a tým aj elektrostatická repulzia a farbivo mohlo preniknú� do
membrány vo väè�ej miere v porovnaní s 1. odberom. Samotná
inkorporácia vitamínu E najprv zvy�uje rigiditu membrány (po-
dobne ako cholesterol) (Patel a Edwards, 1988), no jeho úèinok
na lipoperoxidáciu sa prejaví inhibiène na zní�enie fluidity indu-
kované lipoperoxidáciou, èo ¾ahko kompenzuje jeho rigidizujúci
úèinok. Pri vitamíne C sme nepozorovali výraznej�í vplyv na op-
tické parametre.

Mô�eme uzavrie�, �e napriek tomu, �e vitamínová lieèba ne-
ovplyvnila glykáciu proteínov, signifikantne zvý�ila koncentráciu
monomérov MC540 v membránach erytrocytov diabetikov lieèe-
ných vitamínom E, èo svedèí o ovplyvnení fyzikálno-chemické-
ho stavu membrán v dôsledku jeho antioxidaèného úèinku. Ziste-
né rozdiely v absorpèných spektrách MC540 v membránach dia-
betikov a kontroly kvalitatívne charakterizujú zmeny v povrcho-
vom náboji, �truktúre a fluidite membrán diabetikov. Pou�itie

spektroskopických metód tak poskytuje nový poh¾ad na mo�nosti
monitorovania a analyzovania zmien fyzikálno-chemických vlast-
ností bunkových membrán v podmienkach diabetu.
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