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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
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VPLYV VITAMINU C A E NA NEENZYMOVU GLYKACIU A FYZIKALNO-CHEMICKE
VLASTNOSTI IZOLOVANYCH MEMBRAN ERYTROCYTOV U DIABETICKYCH 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.
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kych pacientov
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Pri diabetes mellitus je zavaznym problémom potencovana neen-
zymova glykacia a tvorba volnych radikéalov, ktoré sa dnes pova-
Zuju za pric¢inu rozvoja neskorych komplikacii diabetu. Cielom
prace bolo sledovat vplyv liecby vitaminom C (1 g/den) a E
(600 mg/den) na vybrané biochemické parametre a na fyzikal-
no-chemicky stav membran erytrocytov u diabetickych pacien-
tov a porovnat fyzikdlno-chemicky stav membran diabetikov
a kontroly.

Zmeny v glykémii, glykovanom hemoglobine a fruktézamine
po troch mesiacoch liecby neboli signifikantné, ¢o poukazuje
bud na nizku lie¢ebnu davku alebo na nekomplianciu pacientov.
Na monitorovanie moznych zmien fyzikalno-chemickych vlast-
nosti izolovanych membréan erytrocytov diabetikov sme pouzili
anionovu fluorescenéntl sondu merocyanin 540 (MC540). Vplyv
vitaminovej lieCby sa prejavil len v skupine lieenej vitaminom
E, a to signifikantnym vzrastom monomérov farbiva naviaza-
nych na membranu v dosledku antioxidacného efektu vitaminu
(p<0,02). Porovnanim absorpcnych spektier MC540 v membra-
nach diabetikov a kontroly sme zistili signifikantné zmeny polo-
hy maxim a ich absorbancii (p<0,01 a menej) v désledku pod-
statnych zmien v Struktire, povrchovom naboji a fluidite
membran erytrocytov pri diabetes mellitus. (Tab. 2, obr. 3, lit.
22.)

KIucové slova: diabetes mellitus, volné radikaly, vitamin C, vita-
min E, merocyanin 540.
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Chronicky zvySend koncentracia glukdzy v krvi pri diabete ma
za nasledok rozvoj Struktirnych a funkénych zmien buniek, tkaniv
a organov — tzv. neskorych komplikdcii diabetu. V podmienkach
hyperglykémie su akcelerované procesy glykacie, glykooxidacie a aku-
mulacie produktov pokrocilej glykacie (AGEs) v organizme (Bay-
nes, 1996). Adukty vznikajice glykaciou maji zmenené fyzikalno-
chemické a funkéné vlastnosti a st schopné zosietovania (Brownlee,
1991). Autooxidaciou glukdzy a glykovanych proteinov je potenco-
vana tvorba volnych radikalov a vysokoreaktivnych dikarbonylovych
zlu¢enin — prekurzorov AGEs (Wolff, 1996). KedZe hladina od kyslika
odvodenych volnych radikalov produkovanych glykooxidaciou je
u diabetikov zvySend a hladiny endogénnych antioxidantov v tkani-
véch a krvi st znizené (Muchova a spol., 1999), lie¢enie antioxidan-
tmi mo~e zlepsit nicktoré metabolické abnormality (Durackova, 1998).
Glykacia a oxidacny stres suCasne narusuju architektiiru a dynamiku
bunkovych membran (Bryszewska a spol., 1995). Vhodnou meto-
dou na studium fyzikalno-chemickych zmien membran je pouzitie
fluorescenénych sond so znamymi fotofyzikalnymi vlastnostami.
Perspektivnou sondou sa javi MC540, ktory ma solvatochromne spra-
vanie (Sikurova a Janikova, 1987) a je citlivy k zmenam povrchové-
ho naboja, membranového potencidlu a Struktirnej organizacie lipi-
dovej dvojvrstvy (Williamson a spol., 1983; Lagerberg a spol., 1995).

V nasom experimente sme sa zamerali na sledovanie mozné-
ho vplyvu vitaminu C a vitaminu E na vybrané biochemické pa-
rametre a na fyzikalno-chemicky stav membran erytrocytov u dia-
betickych pacientov a na porovnanie fyzikalno-chemického stavu
membran erytrocytov diabetikov a kontroly.

Material a metody

Do stboru sme zaradili 21 pacientov s DM typu 1 a 2 z dia-
betologickej poradne II. internej kliniky FN v Bratislave. Pacienti
boli rozdeleni do troch skupin (n=3x7). Prva skupinu (0) tvorili
pacienti bez vitaminovej liecby, pacienti druhej skupiny (E) do-
stavali denne 3x2 kapsule vitaminu E (600 mg/den) a v tretej sku-
pine (C) 10 tabliet vitaminu C (1 g/den1). Odber krvi sa robil na za-
¢iatku experimentu, po 6 tyzdioch liecby a po 3 mesiacoch liec-
by. Po kazdom odbere boli stanovené hodnoty glykémie, glykova-

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

ného hemoglobinu a glykovaného plazmového proteinu (frukto-
zaminu). Glykémia a glykovany hemoglobin boli stanovené v dia-
betologickej poradni na OKB FN v Bratislave. Fruktézamin v sére
sme stanovili podla Johnsona a spol. (1983).

Kontrolné vzorky pre porovnanie fyzikalno-chemického sta-
vu membran erytrocytov poskytla Klinika hematoldgie a transfu-
zioldgie Fakultnej nemocnice v Bratislave.

Krv uréenti na izoldciu erytrocytovych membran sme odoberali
do heparinizovanych skiimaviek. Erytrocyty sme trikrat premyli v 2—
S-nasobnom mnozstve PBS (PBS: 0,15 mol/l NaCl; 1,9 mmol/l
NaH,PO,; 8,1 mmol/l Na,HPO,; pH 7,35—7,45) a hemolyzovali vo
vychladenom roztoku Tris-HCI (10 mmol/l, pH 7,4) v pomere 1:14.
Hemolyzat stal pred odstredovanim 40 minut pri 4 °C. Membrany
sme premyli 3—5-krat hemolyza¢nym roztokom s néslednym od-
stredenim (25 000 g, 20—30 minut pri 4 °C), kym nebol z membran
odstraneny hemoglobin (Dodge a spol., 1963). Izolované sedimento-
vané membrany sme bezprostredne pouZili pre meranie, alebo uchovali
v chladnicke pri 4 °C ako suspenziu v 10 mmol/l Tris najviac 3 dni.

Absorpcné spektra fluorescencnej sondy MC540 (Eastman
Kodak, Co.; M =569,68) sme snimali na pristroji Specord M40 pri
izbovej teplote 20—24 °C v kremennych kyvetach hrabky 1 cm.
Farbiaci roztok 0,5 mg MC540/1 ml PBS (pH 7,4) sme pripravili
v redestilovanej vode bezprostredne pred meranim. Suspenziu mem-
bran (80 pig proteinovna 1 ml) sme ofarbili pridanim 100 pl MC540
zo zasobného roztoku. Vysledna koncentracia sondy bola 7,8x10
mol/l. Vzorku sme premiesali a inkubovali v tme 5 minut. Po pia-
tich minttach sme merali zavislost absorbancie od vlnovej dizky
proti referencnej vzorke — suspenzii membran bez sondy.

Vysledky

Diabetickych pacientov sme rozdelili do troch skupin s poc-
tom probandov 7 (tab. 1): bez vitaminovej liecby, lieceni vitami-
nom E a lie¢eni vitaminom C. Na zaciatku liecby, po Siestich tyz-
dinoch a po troch mesiacoch boli stanovené: glykémia, glykovany
hemoglobin a fruktézamin. Zmeny v biochemickych parametroch
(tab. 2) po troch mesiacoch liecby neboli signifikantné (t-test).

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

Glykémia Glykovany Fruktézamin

Group Age Duration (mmol/l) hemoglobin (mmol/1)

Skupina  Vek Trvanie BMI PCH TG (mmol/l)
(r) (r) (kg/m?) (mmol/l)  (mmol/l) %

(0) 50,14 2" 28,07° 5,569 1,46 0 1. 8,7+3,08 7,13£1,12 2,59+0,42
12,25 1-13 26,66-32,4 0,449 0,456 2. 9,1£2,98 7,542,33 2,58+0,36
C 45,43 4" 27,15" 5,74 1,52 3. 8+2,94 6,75+1,11 2,4140,62
14,44 2-10,5  24,51-29,68 5,22-7,43  1,09-3,06 Cl. 8,3+1,89 7,6£1,69 2,71£0,65
E 46,7 14" 27,46 5,331 1,611 2. 9,46+3,43 7,7+1,89 2,47+0,76
14,9 12,5-26 2,94 0,659 1,722 3. 7,79+2,05 7,59+1,79 2,55+0,45
*— median and interquartile range, without sign — mean and SD. Bl 9,77%5,53 8,09+1,62 3,08+1,1
Abbreviations used: DM — diabetes mellitus, BMI — body mass 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

index, PCH — plasma cholesterol, TG — triglycerides

*— median a prislusné medzikvartilové rozpitie (IQR), bez znaku —
stredna hodnota a smerodajna odchylka. Pouzité skratky: DM —
diabetes mellitus, BMI — ,,body mass* index, PCH — plazmovy
cholesterol, TG — triacylglyceroly

Results are expressed as mean+SD.

Oznacenie skupin diabetikov: 0 — bez vitaminovej liecby, C — liecba
vitaminom C, E — lie¢ba vitaminom E. Vysledky vsetkych troch
odberov st vyjadrené ako priemer a smerodajna odchylka.
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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 absorpénom spektre MC540 v membranach erytro-
cytov u diabetikov po troch mesiacoch lie¢by vitaminom E.

Po kazdom odbere sme v izolovanych membranach erytrocytov
merali absorpéné spektrum MC540. Maximum 1, ktoré zodpoveda
dimérom farbiva vo vodnom prostredi (Waggoner a Grinwald, 1977),
bolo pritomné ako deforméacia spektra (501+3 nm). Porovnali sme
hodnoty optickych parametrov: poloha maxima 2 a maxima 3, ako
aj absorbancie maxim 2 a 3 po vsetkych odberoch u probandov v sku-
pinach diabetikov (0, C a E). Takisto sme porovnali tieto parametre
po 1. odbere vsetkych diabetikov (21) s kontrolou (10).

Vplyv vitaminovej liecby sa prejavil len v skupine E malym
posunom maxima 2 aj 3 do Cervenej oblasti spektra (1 nm) a signi-
fikantnym vzrastom absorbancie v maxime 3 (p<0,02) po trefom
odbere v porovnani s prvym odberom o 4 % (obr. 1). Sucasne
maximum 2 nesignifikantne pokleslo o 1,1 %. Pri vitamine C sme
pozorovali nesignifikantny vzrast absorbancie v maxime 3 o 2 %.

Porovnanie diabetickej skupiny po 1. odbere s kontrolnou sku-
pinou ukazalo signifikantny rozdiel vo vSetkych optickych para-
metroch (t-test). Pozorovali sme signifikantny posun v polohe
maxima 2 (p<0,01) aj maxima 3 (p<0,001) u diabetikov smerom
ku krat§im vinovym dizkam (obr. 2), o sved¢i o zabudovani far-
biva v menej hydrofdbnej oblasti membrany (maximum 3), resp.
o vi&som prispevku od farbiva z vodnej fizy (maximum 2) (Siku-
rova a Janikova, 1987). Absorbancia maxima 2 bola vyssia
(p<0,001) ako v kontrole, ¢o sved¢i o vicsom podiele dimérovej
formy MC540 v membrane, resp. monomérovej formy MC540
vo vode. Sucasne bola znizena absorbancia maxima 3 (p<0,001),
teda podiel monomérovej formy farbiva zabudovanej v membra-
ne bol znizeny v prospech dimérovej formy, lokalizovanej na po-
vrchu membrany (obr. 3).

Diskusia

Nas experiment bol zamerany na sledovanie vplyvu vitaminu
Ca vitaminu E na vybrané biochemické parametre (glykémia, gly-

vinova 570
‘:fr':;‘ | [ dbetii|
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540 ]
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530 |
maximum maximum
2. 3.

Fig. 2. Comparison of the band positions in MC540 absorption spec-
tra in diabetic and control erythrocyte membranes.
Obr. 2. Porovnanie polohy absorpénych maxim spektra MC540
v membranach erytrocytov u diabetikov a kontroly.

kovany hemoglobin, fruktézamin) a fyzikdlno-chemické parametre
membran erytrocytov u 21 diabetikov. Je zname, Ze bolo urobe-
nych mnoho experimentov zameranych na skumanie mozného
pozitivneho u¢inku zmienenych vitaminov pri réznych patologic-
kych stavoch, najmé v suvislosti s ich antioxida¢nou aktivitou
vV organizme (Durackova, 1998). Eriksson a Kohvakka (1995) zis-
tili priaznivy efekt vitaminu C v davke 2 g/den na zniZenie cho-
lesterolu, triacylglycerolov, glykémie a glykovaného hemoglobi-
nu. Vinson a Howard (1996) pozorovali inhibiciu glykacie séro-
vych proteinov u diabetikov po trojtyZdiiovom podavani vitaminu
Cv davke 1 g na def. Uginok bol vyraznejsi pri sii¢asnom poda-
vani vitaminu E. Sato a spol. (1995) zistili, ze vitaminom C blo-
kovana oxidacia transmembranového proteinu band 3 v membra-
nach erytrocytov inhibuje hemolyzu napriek pozorovanej lipope-
roxidacii. Jain a Palmer (1997) pozorovali inhibiciu tvorby gly-
kovaného hemoglobinu indukovanej oxidaénym stresom
v erytrocytoch predinkubovanych s vitaminom E. Reaven a spol.
(1995) vsak nezistili ovplyvnenie glykécie intracelularnych a plaz-
movych proteinov po podéavani vitaminu E.

V nasom experimente sme po troch mesiacoch liecby vitami-
nom E v davke 600 mg/den (skupina E) a vitaminom C v davke
1 g/den (skupina C), ani v skupine diabetikov bez vitaminove;j liec-
by (skupina 0) nezaznamenali signifikantné zmeny v uvedenych
biochemickych parametroch (tab. 2) napriek publikovanym pozi-
tivnym ucinkom vitaminovej liecby. Je mozné, ze davka vitami-
nov pre pacientov nebola dostatoéna, aby vyznamne ovplyvnila
glykaciu. V literature sa uvadza pre vitamin E denna davka okolo
800 mg, ked za¢ina v tkanivach stipat jeho koncentracia (Durac-
kova, 1998). Svoju tlohu mohla mat aj tzv. nekompliancia u nie-
ktorych pacientov, ¢o vSak fazko objektivizovat.

Na monitorovanie moznych zmien fyzikalno-chemickych vlast-
nosti izolovanych membran erytrocytov diabetikov sme pouzili flu-
orescencnu sondu MC540. Optické charakteristiky absorpcnych
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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 membréne a maximum

3 (568 nm) zodpoveda monomérom farbiva v membrane (Waggo-

ner a Grinwald, 1977). Optické charakteristiky sme analyzovali

z dvoch aspektov. Jednak sme sa sustredili na rozdiel medzi diabe-

tickymi a kontrolnymi membranami, jednak sme sledovali u¢inok

vitaminovej liecby na optické parametre v skupinach diabetikov.

V sledovanych optickych parametroch sa skupiny diabetikov
(0, E, C) po 1. odbere navzajom signifikantne nelisili. Porovnali
sme skupinu diabetikov po 1. odbere ako celok (n=21) s kontrol-
nou skupinou t-testom a zistili sme signifikantny rozdiel vo vset-
kych sledovanych parametroch. Pozorované zmeny tvaru a polo-
hy absorp¢ného spektra (distribicie monomérovej a dimérovej
formy farbiva v membrane) poukazuji na zmenenu schopnost far-
biva preniknif do membran diabetikov. Vzhladom na zaporny na-
boj MC540 a jeho citlivost k zmenam povrchového naboja moze-
me tieto zmeny vysvetlit:

1. Vzrastom zaporného naboja na povrchu membran diabeti-
kov v dosledku:

— neenzymovej glykacie, ¢o podporuje zistenie van Boekela
(1991), Ze neenzymova glykacia znizuje kladny naboj mem-
brany,

— zvySenia oxidac¢nych procesov (Rice-Evans a spol., 1985), ¢o
mdze znemoznit farbivu kontakt s hydrofébnou oblastou,

— zvySeného mnozstva neesterifikovanych mastnych kyselin v krvi
pri zle kompenzovanom diabete. Vdzba volnych mastnych ky-
selin k membrane erytrocytov vedie k relativnemu vzrastu za-
porného povrchového naboja (Lapshina a spol., 1995).

2. Krizovymi vdzbami medzi membranovymi proteinmi, kto-
ré mozu prekryvat vizbové miesta MC540 a viest k zvysenej ri-
gidite, a tym k znizenej afinite farbiva k membrane. Zvyseny plaz-
movy cholesterol (tab. 1) zvySuje pocet a rozsah cholesterolovych
domén v membranach diabetikov, ¢o tiez mdze znizovat afinitu
farbiva k membrane, pretoze MC540 v membrane uprednostiiuje
menej usporiadané bezcholesterolové oblasti (Williamson
a spol., 1983; Muriana a spol., 1996).

Vplyv vitaminovej liecby sa prejavil len v skupine E signifi-
kantnym vzrastom absorbancie v maxime 3 (p<0,02) po trefom
odbere v porovnanis prvym odberom (obr. 1). Ako pravdepodobné
sa zda ovplyvnenie lipoperoxidacie a inych oxida¢nych procesov
v membrane, ¢im sa znizil zaporny povrchovy naboj erytrocytov,
a tym aj elektrostatickd repulzia a farbivo mohlo preniknut do
membrany vo vicsej miere v porovnani s 1. odberom. Samotna
inkorporacia vitaminu E najprv zvySuje rigiditu membrany (po-
dobne ako cholesterol) (Patel a Edwards, 1988), no jeho u¢inok
na lipoperoxidaciu sa prejavi inhibi¢ne na znizenie fluidity indu-
kované lipoperoxidaciou, ¢o lahko kompenzuje jeho rigidizujuci
ucinok. Pri vitamine C sme nepozorovali vyraznej$i vplyv na op-
tické parametre.

Moézeme uzavriet, Ze napriek tomu, ze vitaminova liecba ne-
ovplyvnila glykéaciu proteinov, signifikantne zvysila koncentraciu
monomérov MC540 v membranach erytrocytov diabetikov liece-
nych vitaminom E, ¢o sved¢i o ovplyvneni fyzikalno-chemické-
ho stavu membran v dosledku jeho antioxida¢ného ucinku. Ziste-
né rozdiely v absorpénych spektrach MC540 v membranach dia-
betikov a kontroly kvalitativne charakterizuji zmeny v povrcho-
vom naboji, Strukture a fluidite membran diabetikov. Pouzitie
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Fig. 3. Comparison of the band absorbances in the MC540 spectra in
diabetic and control erythrocyte membranes.

Obr. 3. Porovnanie velkosti absorpénych maxim spektra MC540
v membranach erytrocytov u diabetikov a kontroly.

spektroskopickych metdd tak poskytuje novy pohlad na moznosti
monitorovania a analyzovania zmien fyzikalno-chemickych vlast-
nosti bunkovych membran v podmienkach diabetu.
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