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ODREDIVANJE GLIKOZILOVANIH PROTEINA SERUMA:
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Kratak sacrzaj: Qdredivanje sadriaja glikozilovanih proteina je vaino za otkrivanje i kontrolu stanja dugotrajne
hiperglikemije u dijabetesu. (I ovom radu odredivan je sadrzaj glukoze vezane za proteine seruma kod obaolelih od dija-
betesa, spektrofolometrijskim metodama s fenol-sumpornom kiselinom (PS) i s tiobarbiturnom kiselinom (TBA).
Vrednosti vezane glukoze dabijene s PS reagensom (80,6 + 22,8 umol glukoze/g proteina) su bile znatno viée od do-
bijenih s TBA metodom (3,71 = 1,34 pmol glukoze/g proteina). Analiza faktora, koji bi mogli dovesti do ove znacajne
razlike, je pokazala da su vise vrednosti dobijene PS metodom posledica dodatne dehidratacije uglienih hidrata
oslobodenih u toku hidrolize glikozilovanih proteina. Do dehidratacije dolazi pri izvodenju bojene reakcije s fenol-sum-
pornom kiselinom. Zaklju¢eno je da, iako se osetljivost obe metade za fruktozu kao standard ne razlikuje zna¢ajno, TBA
metoda je pouzdanija od PS metode i preporuéuje se za klinicku praksu.

Kljucne reci: glikozilovani proteini, fenol-sumporna metoda, tiobarbiturna metoda.

dvod

Do danas su objavljeni brojni radovi koji se bave
mehanizmom neenzimskog glikozilovanja proteina u
dijabetesu, odnosno serijom reakcija koje pocinju ve-
zivanjem glukoze za primarne amino-grupe proteina,
nastavljaju se stvaranjem Amadori proizvoda, a za-
vrsavaju Maillard-ovom reakcijom. Amadori proizvodi
se reakcijama dehidratacije i premestanja pretvaraju
u stabilne kovalentne adukte, krajnje proizvode reak-
cije glikozilovanja. Smatra se da je povecana sinteza i
akumulacija ovih proizvoda u tkivima jedan od zna-
¢ajnih mehanizama koji u¢estvuju u patogenezi dija-
beticnih komplikacija (1-3). Stoga je odredivanje gli-
kozilovanog hemoglobina (HbA,.) (4), glikozilovanih
serumskih proteina (5) i fruktozamina (6, 7) zna¢ajno
za dijagnozu i kontrolu dijabetes melitusa (8-10) u
klinickoj praksi.
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Za spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja gli-
kozilovanih proteina primenjuje se vise metoda. Je-
dna od njih se zasniva na reakciji hidrolizom oslo-
bodenog 5-hidroksimetilfurfurala (5-HMF) (11, 12) s
reagensima kao $to su tiobarbiturna kiselina (TBA)
(12, 13) ili fenol-sumporna-kiselina (PS) (14, 15). Pri
odredivanju sadriaja glukoze vezane za proteine seru-
ma PS metodom dobijaju se znatno viée vrednosti u
odnosu na iste dobijene TBA metodom (14). Bududi
da su uslovi hidrolize u obe metode jednaki, pret-
postavlia se da je uzrok ovom povecanju dodatno
dehidratisanje monosaharida do 5-HMF pri izvodenju
bojene reakcije s fenol-sumpornom kiselinom. Da bi
se detaljnije sagledali uzroci koji dovode do poveca-
nja sadriaja 5-HMF, kao i pouzdanost metode sa PS
reagensom, ispitivane su reakcije razlicitih ugljenih hi-
drata (glukoza, manoza, fruktoza, arabinoza, ram-
noza) sa PS i TBA i faktori koji bi mogli uticali na
rezultate dobijene sa oba reagensa (uslovi hidrolize
glukoze vezane za proteine, uslovi stvaranja bojenog
proizvoda, koncentracija reagenasa, temperatura).
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Materijal i metode

Glikozilovani proteini su odredivani u serumima
dijabeticara (n=62) i zdravih osoba (n= 15). U alikvo-
te seruma (0,1 mL), koji su razblazeni s fiziologkim
rastvorom (1:10), doda se po 0,5 mL rastvora trihlor-
sircetne Kiseline (TCA) koncentracije 2,5 mol/L. Posle
centrifugiranja s 4000 obrtaja u minuti odlije se su-
purnatant i lalog proteina resuspenduje u 1,0 mil fizi-
oloskog rastvora. U dobijeni rastvor doda se 1,0 mL
oksalne kiseline, koncentracije 1 mol/L i rastvor za-
greva na 100 °C u toku 4 sata. Po zavrsetku hidrolize,
rastvor se ohladi i dopuni destilovanom vodom do
2,0 mL. Potom se proteini, koji ne hidrolizuju pri
datim uslovima hidrolize, istaloze sa 0,5 mL rastvora
TCA koncentracije 2,5 mol/L i odvoje centrifugira-
njem s 4000 obrtaja u minuti u toku 15 do 20 minu-
ta. U alikvotima supernatanta izvode se bojene reak-
cije s TBA i PS reagensom.

Reakeija sa [enol-sumpornom feiselinom. Ali-
kvot supernatanta (0,2 mL) razblazi se destilovanom
vodom do 1,0 mL i u dobijeni rastvor doda 0,10 mL
rastvora fenola koncentracije 9 mol/L i 3,0 mL kon-
centrovane sumporne kiseline. Posle intenzivnog me-
sanja (Vorteks), boja se razvija na sobnoj temperaturi
u toku 30 min. Apsorbancija obojenog proizvoda me-
rise na 480 nim (14).

Reakctja sa tiobarbitienom  kisclinom. U ali-
kvot supernatanta (2,0 mL) doda se 0,5 mL zasice-
nog rastvora TBA. Posle inkubiranja rastvora na 37 °C
u toku 40 minuta meri se apsorbancija obojenog pro-
izvoda na 440 nm (12).

Sadriaj glikozilovanih proteina izrazen je u pmol
glukoze ili fruktoze po gramu proteina (i kao srednje
vrednosti, = S.D). Proteini su odredeni biuretskom
metodom (16). Pri izradi kalibracionih prava koriscéeni
su standardni rastvori fruktoze u opsegu koncentra-
cija od 20 do 120 pmol/L (TBA metoda) i glukoze u
opsegu koncentracija od 0,2 do 2,0 mmol/L (PS me-
toda). Pre izvodenja bojenih reakcija s TBA i PS
reagensom standardni rastvori monosaharida (1 mL)
su-podvignuti kao i glikozilovani proleini napred
opisanom postupku hidrolize, odnosno dehidratacije.
Za slatisticku obradu rezultata primenjen je Studen-
tov t-test, a pri poredenju biohemijskih varijabila pri-
menjena je linearna regresiona analiza i Pirsonov ko-
eficijent korelacije (17).

Rezultati i diskusija

U tabeli | prikazani su rezultati dobijeni prime-
nom TBA i PS metode za odredivanje sadrzaja gliko-
zilovanih proteina u serumu obolelih od dijabetesa i
zdravih osoba.

Srednja vrednost sadrzaja glikozilovanih prote-
ina seruma, odredena TBA metodom kod dijabetica-
ra (3,712 1,34 pmol fruktoze/g proteina) je statisticki

Tabela | Sadrzaj ugljenih hidrata vezanih za proteine,
odreden s PS i TBA metodom, u serumu dijabeticara
i zdravih osoba

Grupa Broj TBA BS
ispitanika | |\ ,) ugljenih hidrata/g proteina
Z(il‘avi 15 1,71 + 0,68 516 =+=-11.7
Dijubeticari 62 300 v 1340 | 806+ 228D

ap < 0,001; Pp < 0,01, poredenje prema kontrolnoj grupi

znacajno vida (p < 0,001) od vrednosti odredenih kod
kontrolne grupe (1,71 = 0,68 pmol fruktoze/g prote-
ina). Odgovarajuce vrednosti sadrzaja glikozilovanih
proteina za grupu obolelih od dijabetesa i kontrolnu
grupu, odredene s PS metodom, iznose redom 80.6
+228i51,6 + 11,7 pmol glukoze/q proteina. Raz-
lika izmedu ove dve srednje vrednosti je manje zna-
cajna (p < 0,01) od vrednosti dobijenih s TBA me-
todom.

Moze se uoditi da je sadrzaj monosaharida odre-
den pomoc¢u PS metode 20 do 30 puta vedi neqgo
pomocu TBA metode. Zato je zapremina alikvota
supernatanta koji se odmerava pri odredivanju s
fenol-sumpormom kiselinom manja u adnosa na 1A
metodu. U cilju da se pronade uziok uocenih razlika
u sadrzaju glikozilovanih proteina, kada se primenju-
je TBA i PS metoda, ispitano je nekoliko relevantnih
parametara.

Realccije razlicitih ugljenih hidrata
sa TBA [ PS metodom

Pri izradi kalibracionih pravih standardni rastvori
monosaharida su podvrgnuti kompletnom postupku
kome se podvrgavaiju i glikozilovani proteini (hidroliza
i bojena reakcija).

Za izradu bazdarnih prava sa PS reagensom kao
standardi upotrebljeni su rastvori monosaharida
(glukoza, arabinoza, manoza, ramnoza, frukloza) i fur-
furala u opscegu koncentracija od 0,2 do 2,0 mmol/L.
Apsorpcioni spektri obojenih proizvoda ovih ugljenih
hidrata koncentracije 2 mmol/L sa PS reagensom
prikazani su na slici 1. Svi ispitivani monosaharidi da-
ju obojene proizvode sa maksimumom apsorbancije
na 480 nm, koja je linearno zavisna od koncentracije
u ispitivanom opsegu (Tabela ).

Moze se uociti da nema znacajnih razlika u za-
visnostima apsorbancije na 480 nm od koncentracije
za vecinu ispitanih monosaharida kao i za furfural.
Ispitujuci reakciju galaktoze i manoze sa PS reagen-
som do sli¢nog zakljucka dosli su Rao i Pattabiraman
(18). Jedino su za arabinozu (Tabela 1) dobijene nize
vrednosti apsorbancije pri vigim koncentracijama
Secera. Pretpostavlja se da je ovo smanjenje posledi-
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Slika I Apsorpcioni spektri obojenog proizvoda glukoze
(—), ramnoze (----}, furfurala (- )i fruktoze (—-——)

sa PS reagensom pri 2 mmol/L koncentraciji rastvora
monosaharida

Tabela Il Zavisnost apsorbancija od koncentracije
uglienih hidrata, odredena PS metodom na 480 nm.

Uglieni | Jednadina Koeficijent
hidrat | korelacije
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alukoza l ¥, = 0,293x - 0,024 0,991
AT 20 y, 0,28bx + 0,028 (3,996
rukloza ¥, - 0,278x - 0,082 0,997
arabinoza ¥y = 0,197x + 0,051 0,994
ramnoza | y, = 0,279%x + 0,013 0,992
furfural | yx - 0,289 - 0,017 0,945
0
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Slika 2. Zavisnosl apsorbancije obojenog proizvoda
na 480 nm od koncentracije glukoze. Hidroliza je vréena
bez oksalne (AA; Y, = 0,269 x + 0,050; r = 0,995)

i sa dodatkom oksalne kiseline koncentracije 1 mol/L.
(o0 Y, = 0,299 x - 0,006; r = 0,996) i 2 mol/L
(**; Y, = 0,268x + 0,038; r = 0,968).

ca razlicite brzine stvaranja 5-HMF kod heksoza, od-
nosno HMF kod pentoza (19).

Za izradu baZdarne prave sa TBA reagensom
korisceni su standardni rastvori fruktoze u opsequ
koncentracija od 20 do 120 pmol/L; merena je apsor-
bancija na 440 nm i dobijena je linearna zavisnost, vy,
v.= 0.003x-0.020. r = 0,997, Za TBA metodu kao
standard Koriscena je fruktoza jer se samo ovaj mo-
nosaharid pri hidrolizi glikozilovanih proteina s oksal-
nom kiselinom dehidratise do kolicine 5-HMF koja je
merljiva sa TBA,

Za razliku od TBA metode, u reakciji sa PS svi
ispilani monosaharidi reaguju na isti nacin, sto uka-
zuje da sumporna kiselina vrsi dodatnu dehidrataciju
monosaharida i olakSava njihov prelazak u HMF,
odnosno 5-HMF. Ovaj zakljucak je potvrden i ekspe-
rimentom u kome su standardni rastvori glukoze
(0,2-2 mmol/L) podvrgnuti celom postupku hidrolize
bez i sa dodatkom oksalne kiseline, koncentracije 1 i
2 mol/L. Posle izvodenja bojene reakcije sa PS re-
agensom, dobijene zavisnosti apsorbancije od kon-
centracije glukoze se nisu znacajno razlikovale u slu-
¢aju hidrolize s kiselinom i bez prisustva kiseline
(Slika 2). Dakle, u slu¢aju glukoze, najveci deo 5-
HMF se dobija pri izvodenju bojene reakcije s fenol-
-sumpornom kiselinom.

Uslovi izvodenja bojene reakcije

Daljoj dehidrataciji glukoze i@ manoze u odnosu
na fruktozu, verovatno doprinose uslovi izvodenja
bojene reakcije, tj. povecanje temperature rastvora
hidrolizata posle dodavanja koncentrovane sumporne
kiseline. Ako se bojeni proizvod glukoze (2 mmol/L) i
fruktoze (2 mmol/L) sa fenol-sumpornom kiselinom
stvara u ledenom vodenom kupatilu, apsorbancija
izmerena na 480 nm se znatno smanjuje (za 80,44%
u slucaju glukoze (Slika 3a), dok je ovo smanijenje u
slucaju fruktoze nize (17,24%) (Slika 3b).

Uticaj uslova izvodenja bojene reakcije (zapremi-
na fenola koncentracije 9 mol/L i temperatura) ispitan
je, takode, primenom serije standardnih rastvora glu-
koze i fruktoze (opseg koncentracija od 0,5 do 2,0
mmol/L). Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli /.
Poredenjem nagiba prava zavisnosti apsorbancije
obojenog proizvoda od koncentracije glukoze koje su
dobijene na sobnoj temperaturi u odnosu na prave
dobijene pri izvodenju reakcije u ledenom vodenom
kupatilu uocava se smanjenje nagiba prave za deset
puta. Smanjenje nagiba prava dobijenih za fruktozy je
znatno manje. Moze se zakljuciti da se uticaj drugih
monosaharida, koji se mogu osloboditi u toku hi-
drolize glikozilovanih proteina s oksalnom i dodatno
dehidratisati pri izvodenju bojene reakcije, moze iz-
beci ako se reakcija s PS reagensom izvodi u lede-
nom vodenom kupatilu sa prethodno ohladenim re-
agensima.



414

Jugoslov. Med. Biohem. 2000.; 19 (4)

Tabela Il Uticaj zapremine rastvora fenola i temperature na zavisnost apsorbancije bojenog proizvoda
od koncentracije glukoze i fruktoze

Temperatura | Fenol (mL)

Glukoza jednacina; koeficijent korelacije

Fruktoza jednacina; kocficijent korelacije

. 0,10 y, = 0,293x - 0,024, 0,99 | : v, = 0,305x - 0,077, 0,999
sobna X X '
0,05 Yy 0, 1H6x 10,017, 0,902 Yy 0,240x 0,073, 0,993
s Yy 0.029% + 0,005,0996 y, = 0,278x - 0,082, 0,997 '
|(L|P,'_]|_i|(_) 0,05 Yx = 0,023)( = 0,00 1, 0,959 Ve 0. 192x% - U,U/j, 0,99/
_ e = :
04 - |
A 5 |
. 03[
032 L g B
i) 8 02| e o
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£ , ogils == e i
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0.00 J____T_H____f/\‘ . Slika 4. Uticaj razlicitin koncentracija sumporme kiscline:
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Slika 3. Apsorpcioni spektri obojenog proizvoda glukoze
(2 mmoliL; a) i frukloze (2 mmol/L; b) sa PS reagensom
pri reakeiji izvedenoj na sobnoj lemperaturi (----)

i ledenom vodenom kapatilu ()

U cilju da se smanji uo¢eni efekat koncentro-
vane sumporne Kkiseline na dodatnu dehidrataciju
monosaharida, bojena reakcija je izvedena u prisus-
tvu nizih koncentracija sumporne kiseline (12 mol/L i
6 mol/L). Rezultati dobijeni sa standardnim rastvo-
rima glukoze, koncentracija od 0,2 do 2 mmol/L,
prikazani su na slici 4. U slu¢aju kada je koncen-
tracija sumporne kiseline 12 mol/L apsorbancija na

6 mol/l. (A A; y, = 0,018x - 0,001, r = 0,995 )
12 mol/L (* *;y, = 0,090x - 0,020, r = 0,955);
P18 mol/L. (o oy, — 0,134x + 0,047, 1 0,976)
na stvaranje obojenog proizvoda glukoze
(0,2 -2 mimaol/L) sa PS reagensom

[ o ]
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£
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Slika 5. Apsorpcioni spektri obojenog proizvoda fruktoze
dobijeni koriséenjem 18 (-====), 12 ( )i6(  Ymoll.
sumporne kiseline u PS rcagensu

480 nm se za koncentraciju glukoze od 2 mmol/L
smanjuje za 40,2%, a ako je koncentracija sumporne
kiseline 6 mol/L ovo smanjenje je jos vece (88,6%).
Isto ispitivanje je uradeno i s rastvorom fruktoze kon-
centracije 2 mmol/L. Fruktoza je izabrana posto se
maksimalno dehidratise u uslovima hidrolize pa se
moze pratiti efekat kiseline na stvaranje obojenog
proizvoda. Dobijeni apsorpcioni spektri su prikazani
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na slici 5. Koli¢ina obojenog proizvoda se smanjuje
snizavanjerm koncentracije sumporne kiscline u PS
reagensu. Pri koncentraciji sumporne kiseline od 12
mol/L apsorbancija obojenog proizvoda se smanjuje
za 53%. a pri koncentraciji od 6 mol/L potpuno izo-
staje. Zakljucuje se da je, pored fenola, u reagensu za
stvaranje obojenog proizvoda s 5-HMF neophodno
prisustvo koncentrovane sumporne kiseline.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da se pri uslovima hidrolize glikozilovanih proteina sa
oksalnom kiselinom oslobada 5-HMF koji reaguje i sa
TBA i sa PS reagensom. Pri navedenim uslovima hi-
drolize dehidratise se samo fruktoza, ali ne glukoza i
manoza. Buduci da se sa PS reagensom mogu do-
datno dehidratisati i drugi ugljeni hidrati oslobodeni
hidrolizom, rezultati dobijeni ovom metodom su znat-
no visi u odnosu na one dobijene TBA metodom.
Kako odredivanje HMF s fenol-sumpornom metodom

zavisi od uslova izvodenja bojene reakcije, dobijene
vrednosti stoga ne odrazavaju sadizaj glikozilovanih
proteina niti stanje glikemije u nekom periodu.

Ova ispitivanja su pokazala da je odredivanje sa-
drzaja glikozilovanih proteina sa TBA reagensom mno-
go pouzdanije od odredivanja sa PS reagensom i sto-
ga se preporucava za klinicku praksu.

Zahvalnost: Ovaj rad je uraden u saradnji sa
Institutom za endokrinologiju, dijabetes i poremecaje
metabolizma Klinickog centra Srbije u Beogradu.
Autori se posebno zahvaljuju profesoru dr Predragu
Dordevicu i dr Vesni Dimitrijevi¢ na ukazanoj pomodi
u istrazivanjima koja su se bavila dijabetesom. -

DETERMINATION OF SERUM GLYCOSYLATED PROTEINS:
COMPARISON OF THIOBARBITURIC ACID
AND PHENOL-SULPHURIC ACID ASSAYS

Ljuba Mandic!, Srcdan Stojanovic!, Ana Colovic?, Nenad Milin!
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Surmmany: The estimation of glycosylated proteins is useful in the detection and control of long-standing hyper-
glycemic conditions. In this paper the content of protein-bound glucose was determined in diabetics by spectropho-
tomelric method with phenol-sulphuric acid (PS) and with thiobarbituric acid (TBA). The amounts of protein-bound
glucose obtained with the PS reagent (80.6 + 22.8 mmol glucose/g protein) were always considerably higher than
those obtained by TBA method (3.71 + 1.34 umol glucose/g protein). The analysis was made of parameters that might
have led to such significant difference. It was shown that in the reaction with PS reagent there was an additional dehy-
dration of carbohydrate released during the hydrolysis of glycosylated proteins. The additional dehydration was due to
concentrated sulphuric acid which at higher temperature influenced chromogen formation. On the basis of the resulls
oblained it was concluded that, although the sensitivity of the both methods for standard fructose was comparable,
FB3A method was more reliable than PS method. Therefore, it is recommended in clinical practice.

ey words: glycosylated proteins, phenal-sulphuric method, thiobarbituric method,
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