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Diabetes mellitus (DM)

* Heterogenni onemocneni, jehoz hlavnim
znakem je nedostacujici regulace
glykémie

1. Diabetes mellitus I. typu (imunitné
podminény; idiopaticky)

2. Diabetes mellitus Il. typu
3. Gestacni diabetes mellitus
4. Ostatni specifické typy diabetu

e Akutni komplikace

* (ketoaciddza, laktatova aciddza,
hyperosmolarlta hypoglykemle)

* Chronické komplikace

* (retinopatie, nefropatie, neuropatie,
kardiopatie) Inzulin

Created by Isaac Yonemoto created with en:pymol, en:inkscape, and en:gimp
from NMR structure 1ai0 in the en:pdb. Ref: Chang, X., Jorgensen, A.M.,
Bardrum, P., Led, J.J.

American Diabetes Association, 2. Classification and Diagnosis of Diabetes: Standards of Medical Care in Diabetes—2019,
Diabetes Care. 42 (2019) S13-S28. d0i:10.2337/dc19-S002.
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AGEs, RAGEs

* Dusledky AGEs » Diusledky aktivace RAGEs

* Albumin ->snizena schopnost » Progradace zanétlivé reakce

vazat volné mastne kyseliny, (fyziologicky reakce s S100A12)
aktivace a agregace

trombocytd, tvorba volnych
radikald

* Kolagen -> fibroza, rozvoj
aterosklerdzy, starnuti klze

* Fibrinogen -> sniZen3 ‘ -
schopnost fibrinolyzy, tvorba o _ Molecular dysfunction
slabsi fibrinové sité, vaskularni  AGE receptors /binding proteins Non-specific trapping
V4 - -
Oxidative Stress
dysfunkce RAGE
* Imunoglobuliny —autoimunni AGE-R1-3 " ¢
poruchy, zanéty, imunosuprese MSRs y Cytokines (eg IL-1, TNF)
Lysozyme

Growth factors (eg TGF-B, CTGF)
Cell growth and differentiation
Matrix production



Diagnoza diabetu

Glukoza
* Na lacno (alespon 8 hodin bez
prijmu potravy)
> 7,0 mmol/I
* Nahodny odbér nebo OGTT (75¢g
glukdzy ve vode, odbér po 2
hodinach)
>11,1 mmol/I
HbAlc

> 48 mmol/mol

Diabetes mellitus — laboratorni diagnostika a sledovani stavu pacientu

Toto doporuceni vydavaji spolecné: Ceska spole&nost klinické biochemie CLS JEP
Ceska diabetologicka spoleénost CLS JEP

Autofi: Bedfich Friedecky, Josef Kratochvila, Drahomira Springer, Martin Prazny, Terezie Pelikdnova, Tomas
Zima, Jaroslav Racek

Dle sou€asného doporuceni

* O diagnodze lze rozhodnout pouze
na zakladé opakovaného odbérul!

Dle ADA (2019)

* O diagnoze lze rozhodnout z
jednoho odbéru, pokud je
hyperglykémie nezamenitelna
(unequivocal)



Porucha glukozove tolerance
(prediabetes)

Termin pouzivany u osob se zvysenou glykémii, ale ne tolik, aby prekrocili
kritéria pro diagnozu diabetu

-> rizikovd populace pro diabetes 2. typu (= 45 let;BMI > 25 kg/m?)
u obéznich adolescentu (BMI > 85 percentilu)

* FPG (5,6-7 mmol/l) -> OGTT (75g/2hod) = 7,8-11 mmol/I

* HbAlc (39-48 mmol/mol)

-> riziko rozvoje kardiovaskularnich chorob
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Zza 2 hodiny po zatéZi

—

= 11,1 mmol/l 7.8 - 11,0 mmali < 7.6 mmol

i

Diagnaza DM

Porusena glukdzova tolerance 1GT Vylouéeni DM




Gestacni diabetes mellitus

l. faze screeningu

viechny téhotné ieny bez diabetu
do 14. tydne téhotenstvi

glykémie nalacno z Zilni plazmy

£ e —
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odeslat na diabetologii ve 24, -28. tydnu &} tvi




Gestacni diabetes mellitus

Il. faze screeningu

viechny téhotné Zeny bez diabetu
ve 24. -28. tydnu téhotenstvi

glykémie nalacno z Zilni plazmy

&‘”7—-\\)
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Stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA,,
v plné krvi

v v \’

HbA,; > 48 mmol/mol HbA,. v rozmezi: 38 az 48 mmol/mol ‘ ‘ HbA;. < 38 mmol/mol |

‘ Druhy nezavisly odbér a méreni HbA.

| |

‘ HbA,; > 48 mmol/mol | HbA;. v rozmezi: 38 az 48 mmol/mol

HbA;; < 38 mmol/mol

Vylouceni DM

\

+ klinické pfiznaky

= diagn6za DM Dale se postupuje podie pfilohy 1 (FPG nebo OGTT)




Laboratorni diagnostika

* Glykémie
0Alc
* Glykovany albumin

°
L




Stanoveni
glykemie

* Referenéni metoda:
ID-GC/MS (izotopova
diluce a stanoveni GC
s MS)

* Certifikovany
referencni material:
SRM 909 NIST,
NIST/SRM 917,
NIST/SRM 965 (USA)

* Alespon 2x rocné
ucast v EHK

Sérum, plazma
Dospéli

60-90 let

> 90 let

Déti

Novoroz. (1 den)
Novoroz. (> 1 den)

Moé¢
24h. mo¢

Nahodna moc

CSF
Détl
Dospéli

4.11-5.89 mmol/L
4.56-6.38 mmol/L
4.16-6.72 mmol/L
3.33-5.55 mmol/L
2.22-3.33 mmol/L
2.78-4.44 mmol/L

< 2.78 mmol/24 h
0.06-0.83 mmol/L

3.33-4.44 mmol/L
2.22-3.89 mmol/L

(74-106 mg/dL)
(82-115 mg/dL)
(75-121 mg/dL)
(60-100 mg/dL)
(40-80 mg/dL)
(50-80 mg/dL)

(< 0.5 g/24 h)
(1-15 mg/dL)

(60-80 mg/dL)
(40-70 mg/dL)

Tietz NW, ed. Clinical Guide to Laboratory Tests, 4th ed. Philadelphia:
WB Saunders Co 2006;444-451.



Stanoveni glykemie

Mezilehla preciznost CV<2,5%
Pravdivost (Bias) B<2,0%
Celkova chyba TE<7,0%
Metrologicka navaznost referencni metoda
o Doporuéeni CDS a CSKB; vydano v Ginoru 2012, aktualni verze 2020
Intraindividualni biologicka 49 Preciznost odvozena 55
variabilita ’ z biologickych variabilit ’
Interindividualni biologicka 6.9 Pravdivost odvozena z 59
variabilita ’ biologickych variabilit !
Celkovs biologické variabilita | 8,0 | <oV chyba odvozena 6,9

z biologickych variabilit

o www.westgard.cz



Stanoveni glykemie

* Analyzovany material:
* B, S, P, U, CSF, vypotek
* Preanalytické pozadavky:

* pro diagnostiku diabetu mellitu je nevhodny odbeér krve bez
antiglykolitickych pfisad; CSKB a Ceska diabetol. spole¢nost (2020)
doporucuji:

e odbér krve nalacno (min. 8h lacnéni)

 stanoveni v plazmé zilni krve (EDTA + NaF); (EDTA + NaF + citrat
sodny)

e oddéleni plazmy od krevnich elementt idedlné do 60 min po odbéru

* pri sbéru moce uchovavat moc do doby analyzy pri 4-8°C, je tfeba
zabranit bakterialni kontaminaci



Stanoveni
glykemie —plazma/sérum/mocC/CSF

HK
e Hexokinazova metoda Glukoza + ATP = (3-6-P + ADP
G-6-PDH
G-6-P + NADP+ = glukonat-6-P + NADPH + H*
* Glukdzaoxidazova metoda
GOD
glukoza + Oy = glukonolakion + HyO;
POD
2 H:0; + 4-aminofenazon + fenol =

4-(p-benzochinon-monoimino)-tenazon + 4 Hz0



Glukdéza v moci

 glykosurie: stanoveni ztraty glukozy moci

* pro diagnostiku DM neni stanoveni doporuceno

* ma jen orientacni vyznam

* prakticky byla nahrazena selfmonitoringem glykémii

» Spektrofotometricky nebo orientacné suchou chemii
(glukézaoxidazova reakce)



Stanoveni glykemie

* Elektrochemické metody

* Clarkova kyslikova elektroda
* Biosenzory s membranou s GOx

o glukometry

o automaticky stolni analyzator ke
lanceta stanoveni glukdzy a laktatu (Biosen)




Glykémie elektrochemicky

* Princip: primé elektrochemickeé stanoveni glukézaoxidazou

. 1. glukéza + O, === glukonolakton + H,0,
(glukdzaoxidaza)
. 2. elektrochemicka redukce H,0, na H,O
. 3. vznikly elektricky proud nebo naboj je umérny koncentraci
glukozy (amperometrické nebo coulometrické stanoveni)
. H,O0, === 2H*"+O0,+2e reakce na anode

- 2e+2H*+% 0, =—=H,O reakce na katode



Glykémie elektrochemicky

* Princip: primé elektrochemickeé stanoveni glukdézadehydrogenazou

. 1. glukdza + NAD* —= glukonolakton + e + NADH
(glukdézadehydrogenaza)

. 2. glukdza + e-akceptor === glukonolakton + redukovany e-ac
(FAD dependentni GLU dehydrogenaza)

* Jako transducery elektronu slouzi napr. hexokyanozelezitan



* Glukometry nemocnicni
* AccuChek Inform, Hemocue, Stat Strip

* Umoznuji prenos dat do LIS, monitoring kontroly
kvality, do jisté miry vzdalenou spravu

g ACCU-CHEK Inform Il



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCMLl58_ttcgCFYpaFAodnkMGsQ&url=http://www.hemocue.com/&psig=AFQjCNEyFnHqPyX2Y95bAdB2BRVa4BG_3A&ust=1444496132805578

* Glukometry:

* jsou urceny k selfmonitoringu pacientt s DM, dale pro ambulantni
mereni koncentrace glukozy

e pouziti glukometru k dg. DM se nedoporucuje

e proti referencni metodé nesmi chyba meéreni prekrocit:
. + 0,83 mmol/l pro koncentrace < 5,6 mmol/|

. + 15% pro koncentrace = 5,6 mmol/I

 kontroly osobnich glukometrd srovnanim s mérenim v laboratofri se
doporucuje provadet v pravidelnych casovych intervalech minimalné
jednou rocné



Glykovany hemoglobin

* Vazba na N-terminalni valin betaretézce hemoglobinu

H
|
Hb-NH2 + 0O« Hb-N Hb-N
““‘i|:—H Sc—H “(lez
H—C —OH H—C —OH (f_D
HO—C—H = HO—C —H — HO—C—H
H—c—oH  ~H20 H—C—OH Amadoriho H—C —OH
| presmyk
H-—C-—OH H—C—OH H—C—OH
CH20H CHoOH CH20H
Glukosa Aldimin Ketoamin

(Schiffova baze)
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94%
5%




Glykovany hemoglobin

e rutinni a efektivni nastroj sledovani pribéhu DM (diabetu)

* HbAlc ukazatel dlouhodobé primérné koncentrace glukdzy v krvi

(obdobi cca 6-8 tydnU nazpét)
dlouhodobou kompenzaci diabetu

 diagnostickeé kritérium DM
e kontrola terapie
 v€asné odhaleni hrozicich komplikaci

umoznuje posoudit

HbA;.

* hodnoceni vysetreni:
[mmol/mol]

Interpretace

< 35

diabetes nepfitomen

36 aZ 45

hranitni hodnoty

= 48

diagnoza diabetu




HbA1c vs. glykemie

* neni tfreba konzervovat krev (vétsi stabilita)
* mensi intraindividualni variabilita (CV<2%)
* HbA1c neni ovlivnén kratkodobou glykémii
* nemocny nemusi byt lacny

* vyuziti pro diagnostiku i kontrolu IéCby



Jednotky HbA1cC

e od 1.1. 2012: mmol/mol dle IFCC

* V USA % (NGSP/DCCT) pouzivaji se paralelné, prepocet jednotek dle
vzorce

V};’SlEdEkHGSP - {0,09143 X \fi’ElEdEku:gc] + 2,152

{miﬂ?’gu 7 Interpretace
20 az 42 Referencni interval (dospéli, negravidni).
43 az 53 Kompenzovany diabetes (dospéli, negravidni).
> 03 Dekompenzovany diabetes. Signal K zméné terapie a reZimu.




* Preanalytické pozadavky:
* Analyzovany material: B— odbér do EDTA

e stabilita: 2d (+20 az +25°C); 1 tyden (+4 az +8°C); 1rok (<-20°C lépe pri
-80°C)

* Poznamky:
* snizena hodnota doby Zivota erytrocytu

* hemoglobinopatie, karbamylace (uremicti pacienti) — ovlivnéni
koncentrace HbA1c v rutinnich metodach



Pozadavky na analytickou kvalitu

Mezilehla preciznost CV<3%
Pravdivost (Bias) B<2,0%
Celkova chyba TE<5,0%

Metrologicka navaznost | referenéni metoda LC-ESI/MS
o Doporuéeni CDS a CSKB; vydano v Ginoru 2012, aktudlni korekce 2020

Intraindividualni biologicka Preciznost odvozena

° oge 1’9 ° ° V4 ° oge 1’0
variabilita z biologickych variabilit
Interindividualni biologicka Pravdivost odvozena z

° oge 5}7 ° ° V4 ° ege 1’5
variabilita biologickych variabilit
Celkova biologicka variabilita L) AR NS 3,1

z biologickych variabilit

0 www.westgard.cz



HbA1c — metody stanoveni

e Referenéni metody (2001):

1) izolace a hemolyza erytrocytu (+ odstranéni labilnich pre-HbA1lc)
2) enzymoveé Stépeni hemoglobinu (endoproteinaza Glu-C)

3) analytické méreni (detekce glykovanych hexapeptidu) pomoci

a) HPLC/ESI-MS:

* Glykovany hemoglobin (HbAlc) je ze smési peptidu separovan, detekovan, identifikovan
hmotnostni spektrometrii a kvantifikovan na podkladé rozdilnych hodnot m/z. Z poméru
hodnot m/z analyzovanych vzork( a kalibrator( se vypocita hodnota HbAlc.

b) HPLC/CE/UV:

* Prvniseparace se provede pomoci HPLC, jednotlivé frakce se sbiraji, nasleduje dalsi
separace teto smesi pomoci CE. Glykovany a negIKkoyany hexapeEtid jsou oddéleny na
zakladé ruznych elektromigracnich casu a kvantifikovany UV detektorem.



HbA1c — rutinni metody stanoveni

* Kapalinova chromatografie s vyménou iontd (IEC)

* separace hemoglobinu a jeho sloZzek na slabé
kyselych ionexech

* jednotlivé frakce hemoglobinu jsou rozdéleny
podle jejich ruznych fyzikalné-chemickych
vlastnosti (velikost naboje) v ménicim se prostre«
(zména koncentrace iontl, zména pH)

* frakce se po rozdeleni detekuji v mobilni fazi
detektorem, ktery méri absorbance prfi 415 nm

* koncentrace HbAlc se zjisti z velikosti plochy
Erlslusr)ehovplku na chromatogramu podle
alibracni krivky pomoci softwaru chromatografu

* HPLC (Vysokoucinna kapalinova chromatografie)



HbA1c — rutinni metody stanoveni
0 HPLC Tosoh G8 System

Software
Elu¢ni pufry

Kolona

Hemolyzacni a
promyvaci roztok

Statimova pozice Podavac vzorku



HbA1c — rutinni metody stanoveni

o HPLC

ﬂ
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HbA1c — rutinni metody stanoveni
o HPLC

Biorad - Variant Biorad — D10



HbA1c — rutinni metody stanoveni
HA-8180V ADAMS™ Alc Premier Hb 9210

- _H
-~ 0 - -

PREMIER
‘1].




HbA1c — rutinni metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - elektroforetickeé:
* elektroforéza v agarézovém gelu (ELFO)

e izoelektricka fokusace (IEF)

e kapilarni elektroforéza (HPCE)



a CE

)
Hb Ate Other Hb \

: z Sebia - Capillarys



HbA1c — rutinni metody stanoveni -
* Chromatograficke: %H . %H

e Afinitni chromatografie Ho, [ o
(aminofenylboronatova): @

* zalozena na interakci glykovaného hemoglobinu
s imobilizovanym boronatovym aniontem

* po eluci neglykovanych frakci hemoglobinu, ‘_“_—] ‘—= %1
dojde k uvolnéni vazby a po eluci se stanovi Y e
hemoglobinoYé frakce detektorem, ktery meri » }i] o
absorbance pri 415 nm ﬂ - ‘ O O

* koncentrace HbA1lc se zjisti z velikosti plochy
prislusného piku na chromatogramu %j] — %] ﬂ

Cornples




HbA1c — POCT

a Boronatova afinitni chromatografie/
fotometrie

Infopia Clover

U nas v soucasnosti nejcetnéjsi



HbA1c — POCT

a Boronatova afinitni chromatografie/
fotometrie

Alere (Abbott) - Afinion

FDA schvalila pouzivani pro diagndzu diabetu mellitu 2. typu



HbA1c — rutinni metody stanoveni

Direct enzymatic HbAlc method

/ x*dh.";i; & T -r‘
SRR
L ARy
Wi S o
oty
..e" . y
- -’_‘,r' r:' .*—1..
2441 St i

Glycated

Hemoglobin

Proteases

2R — =0

(fructosylvalineoxidase)

FVO  H,0,+POD+

——— dye

I

Glycated Peptides
and Amino Acids

[FF]DZ168AK 2] CE

1 x 30 mL Lysis Buffer H 208 Oreag Cou
1 x 16.8 mL R1A (Proteases) Romsr. A S
1 x 7.2 mL R1B (Buffer) e MO5S

1 x 10.0 mL R2 T

T5 Hannower, Germany

1-8°C
C=IHEXXXXXX-XX  LIXXRH-XX gec f




HbA1c — rutinni metody stanoveni

Test principle: competitive turbidimetric inhibition immunoassay (TINIA) for hemolyzed whole blood

sample-hemoglobin é Polyhapten  Insoluble complex of polyhaptens 5

(Hb) Pholometric and excess anti-HbAlc antibodies  Turbidimetric
Sample-hemoglobin measurement l measurement

Ssample-glycohemoglobin (Hb]) ol Hb ol antibody-

(HbA1c) )— polyhapten

)_ -( Y complex
> > >

Anti-HbAc Soluble antigen-

Soluble antigen-
antibody antibody complex

antibody complex



HbA1c — POCT

o Imunochemicky (aglutinace)

Y
X M
Antigen (HbAlc) Ju M

| —

g .\ N
#

HbAlc specific
anitibodies

Latex enhanced immunoassay method

Siemens - DCA Vantage

Pozitivhi hodnoceni v ramci NGSP



HbA1c - nevyhody

* doba zivota erytrocytt (120 + 10 d) !

e pritomnost vzacnéjsich typtd hemoglobinu (1165 variant Hb, napr.
HbS, HbC, HbE, HbD)

* hemolyza, ikterus
e tezké krvaceni

* vek, rasa, terapie,...



C-peptid a inzulin
Stanoveni C-peptidu a inzulinu neni zakotveno v zadném doporuceni pro
diagnostiku diabetu a nema vyznam pfi rutinnim sledovani pacientt s DM.
Stanoveni C-peptidu se provadi pri rozhodovani o vhodnosti volby terapie inzulinem
u diabetu 2. typu, tj. pri podezreni na selhani sekrece inzulinu. VySetreni inzulinu

ma vyznam pri podezreni na inzulinovou rezistenci u syndromu polycystickych
ovarii a pri diagnostice inzulinomu.

B chain
C-peptide

- —» +

A chain

Preproinsulin Proinsulin Insulin  C-peptide



C-peptid a inzulin

e Standardizace probiha
* Pouzivaji se imunoanalytické metody

e C-peptid — standard WHO IRR 84/510



Autoprotilatky

* Nejsou doporucovany k diagnoze diabetu
* Jsou vhodné pri podezreni na kontrolu plivodu DM (LADA)

* Kombinované vysetreni 3 autoprotilatek — anti IAA, anti-GAD a anti
|A-2



Glykovany albumin

* V doporucenich neni zminovan

* Lze pouzit pfi snizeni zivotnosti erytrocytu (nedostatek Fe, B12; hemolyticka anémie,
gestacni diabetes...)

e Glykace na e-aminoskupinach lyzinu (12 vazebnych mist)

Enzymaticka metoda zakoncena Trinderovou reakci + stanoveni celkového albuminu

bromkresolovym purpurem
Ref. Metoda: ID-LC-MS/MS

-> prepocet na % podil Refereéni material: JCC RM611
Lucica GA-L (Asahi Kasei Pharma) ;quantlLab IL (Werfen);
Method CV (%)* reference interval (%% GA)
Lucica < 1.0-1.7 11.9-158
Lucica 1.7
Lucica 1.2-16
IL Werfen (quantlLab) 1.0-31 =145(9.0-16.0)
Ciazyme 1.2-23 105-17.5




Albumin v mocCi

 \/Casna detekce predikuje diabetickou nefropatii
* Mikroalbuminurie

* Doporucené vysetreni 1x rocné u diabetiku



Dekuji za pozornost



