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Glykovany hemoglobin (HbA1c)

Ukazatel dlouhodobe kompenzace
diabetu

Diagnostika onemocneni
Kontrola terapie
VCasné odhaleni hrozicich komplikaci

V roce 2009 ADA (USA) pripustila uziti
HbA1c k diagnostice diabetu



Vyhody proti glykemii

Neni treba konzervovat krev (vétsi stabilita)
Mensi intraindividualni variabilita (CV<2%)
HbA1c neni ovlivhen kratkodobou
glykemii

Nemocny nemusi byt lacny

Vyuziti pro diagnostiku i kontrolu IéCby



Navrh (IFCC-IUPAC C-NPU):

Jednotky:  misto % — mmol/mol



Co je vySetrovano?

HbA1c odpovida dlouhodobému stavu
koncentrace glukozy v krvi (pramémy

polo€as zivota erytrocytu je 60 dni — koncentrace

HbA1c odrazi primérnou koncentraci glukézy v
prubéhu predchazejicich 2-3 mésicu)

HbA1c neodpovida aktualni hodnote

glykémie, jejimu poklesu nebo zvyseni
(glykémie muze velmi kolisat beze zmén HbA1c)



Co muze ovlivnit hodnoceni
vysetreni HbA1c

Pritomnost abnormalniho typu hemoglobinu
(napr. thalasemie)

Hemolyza
Tezke krvaceni



Glykace proteinu

@ chemicka vazba sacharidu na N-koncové
aminokyseliny proteinu (neenzymova reakce)

[@in vivo- vznikaji glykované (modifikovane)
proteiny se zavaznymi patobiochemickymi
dusledky

@in vitro- hnédnuti proteinu v pfitomnosti
sacharidu



Glykace hemoglobinu

- rychla tvorba labilni Schiffovy baze (aldimin)

- pomaly Amadoriho presmyk za vzniku stabilniho
ketoaminu

- koncentrace zavisi na koncentraci glukozy a
poloCasu zivota erytrocytu
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Faktory ovliviiujici
neenzymovou glykaci proteinu

koncentrace sacharidu a proteinu a
jejich kolisani

(koncentrace proteinu v krvi relativné
konstantni,

doba expozice
biologicky polocas daneho proteinu
teplota



HbA1c vznika glykaci na N-konci [3-

hemoglobinu

H

HbA,. Glykovana je
prvni AK - Val /

bA,
_Lish el oloialGiallyshser

retézce

R-chain

SEOBEBHORE

10




Hemoglobiny

Normalni
Hb u dospélych

0 & ®

6% 2-3% <2%

Neglykovany Glykovany
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Odbér a analyzovany material

- odber do EDTA

Stabilita: 2d  (+20 az +25°C)
1t  (+4 az +8°C)
1r  (<-20°C lépe pri -80°C)
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 HbA1c by mel byt stanovovan u
nemocnych minimalne 2x rocne,
optimalneé 4x rocne

DM 1.typu — 4x roCne
DM 2.typu — 1x roCne, pri lécbe peroralnimi
antidiabetiky 2x rocne, inzulinem 4x rocne
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Referencni meze

B-HbA1c 2.8-4.0 %
Kompenzace diabetu |[IFCC,2004 do 2004
Vyborna <45% <6,5%
Uspokojiva 45-6,0% [|6,5-75%
Neuspokojiva > 6,0 % >7.5%
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Referencni meze

Klinicky stav IFCC,2004 IFCC

% mmol/mol
Zvysené riziko DM 4,2 -4.6 %
Diagnéza DM 24,7%
Kompenzovany DM 2 5,3%
Indikace zmény terapie 26,4 %

Doporu&eni vyboru CSKB CLS JEP 15
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Prepocty vysledku

mmol/mol

mmol/mol

=10 Xoirce

= (Xo,pcer — 2,15)/ 0,0915
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Metody stanoveni

1. Referencni metody IFCC, 2002

|zolace a hemolyza erytrocytl (+ odstranéni labilnich pre-HbA1c)

Enzymové Stépeni hemoglobinu (endoproteinaza Glu-C)

Analytické méreni (detekce glykovanych hexapeptidl)

a) HPLC/ESI IMS
b) HPLC/CE
¢)RM DCCT (HPLC)

(Diabetes Control and Complication Trial, USA,v programu
NGSP=The National Glycohemoglobin Standardization
Program)
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CRM: IRMM 466
IRMM 467
(smeés cCistych HbAO a HbA1c)

Presnost méreni a nejistota

Opakovatelnost CV=1,05 %
Reprodukovatelnost CV=1,8 %
Kombinovana standardni nejistota primarnich
kalibratort 0,63 %

TMU (teoreticka):4%
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2. Doporucene metody:

HPLC (vysokouginna kapalinova chromatografie)

LC (nizkotlaka kapalinova chromatografie)

« Afinitni chromatografie (aminofenylboronatova)

 |EC (kapalinova chromatografie s vymenou
iontu)
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lontove vymeénna vysokoucinna kapalinova chromatografie

« Hemolyzacnim a promyvacim roztokem se vzorek
nafedi a privede na chromatografickou kolonu

 Pouziva se tristuprfiovy gradient roztoku s ruznou
koncentraci soli

 Na koloné dochazi k vymeéné kationtu a rozdéleni
hemoglobinu

 Rozdélené frakce postupuji k detektoru, kde se méri
absorbance pri 415nm

« Jednotlivé typy hemoglobinovych frakci jsou vyjadrené
v % celkového mnozstvi hemoglobinu
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ELFO (elektroforéza)

IEF  (izoelektricka fokusace)

CE a HPCE (kapilarni elektroforéza)
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IT (imunoturbidimetrie)

TINIA (Turbidimetric Inhibition Immunoassay)
(Imunoinhibicni turbidimetrie)

IN (imunonefelometrie)
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