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Klinicky vyznam stanoveni HbA1c

Rutinni a efektivni nastroj sledovani
prubéhu DM (diabetes mellitus)

Ukazatel dlouhodobé hodnoty
koncentrace glukozy v krvi (kompenzace
diabetu)

Diagnosticke kriterium DM
Kontrola terapie
Vcéasné odhaleni hrozicich komplikaci
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Glykace

Glykace je neenzymove navazani
(adice) cukru na proteiny za vzniku
fruktosaminu.

Glykovany albumin vznika navazanim cukru
na albumin




Faktory. ovliviujici
neenzymoyou glykaci proteinu

Koncentrace sacharidu a proteinu a
jejich kolisani

(koncentrace proteinu v krvi relativné
konstantni,

Doba expozice
Biologicky poloCas daného proteinu
Teplota



Glykace hemoglobinu

- rychla tvorba labilni Schiffovy baze (aldimin)

- pomaly Amadoriho presmyk za vzniku stabilniho
ketoaminu

- koncentrace zavisi na koncentraci glukozy a
poloCasu zivota erytrocytu

Hb-NH2 + O Hb-N
H—C —OH H—C —OH
HO—C—H HO -

H—C —OH ) H—C —OH Amadoriho
presmyk

H—C—OH H—C—OH
CH20H CH20H

Glukosa Aldimin Ketoamin
(Schiffova baze)
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Nazvosliovi

= HbAlc
» BN-1-deoxyfruktosyl hemoglobin
= DOF hemoglobin

= Hemoglobin beta chain(Blood)-N-(1-
deoxyfructos-1-yl)hemoglobin beta chain



Hemoglobin (Hb)

Slozena bilkovina — hemoprotein

* Bilkovina (globin)

* Hem

Tato transportni molekula plynu tvofi 95% objemu
Krvinky

Beta chams

Slozen ze 4 podjednotek:
2a+2BR=HbA (95%)
20 +28=HbA2 (2-3%)
20 +2y=HbF (<2%)
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Hemoglobiny
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IbAlc vznika glykaci na N-konci [3-retézce
nemoglobinu

HbA,
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Vyhody proti glykemii

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

Nemocny nemusi byt lacny

Vyuziti pro diagnostiku i kontrolu IéCby
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Vyjadrovani vysledku

< o0d1.1. 2012
mmol/mol (napt.45 mmolHbA1c/mol Hb)

% %DCCT (prevazné v USA)

(Diabetes Control and Complication Trial)

2010, konsensus ADA, IFCC, IFD, EASD, ISPAP
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Rozhodovaci meze

Referencni interval 20 — 42 mmol/mol

Rozhodovaci meze 43 — 60 mmol/mol

Kompenzovany diabetes
(dospéli, negravidni)
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Preanalyticke podminky

» Krev (B) - odbéer do EDTA

e Stabilita: 2d (+20 az +25°C)
1tyden (+4 az +8°C)
1rok (<-20°C lépe pri -80°C)
Poznamky:
- shiZzena hodnota doby Zivota erytrocytu
- Hemoglobinopatie, karbamylace (uremicti pacienti),.....



Pozadavky na analytickou

kvalitu mereni

Mezilehla preciznost* CV<10%
Pravdivost (bias)* b<15%
Celkova chyba* E<31%

Metrologicka navaznost na referencni
metodu
| C-ESI/MS

Intraindividualni biologicka variabilita 1.9 Preciznost odvozena z biologickych variabilit
]

Interindividualni biologicka variabilita 57 Pravdivost odvozena z biologickych variabilit
]

Celkova biologicka variabilita Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit

15
www.westgard.com



Nejistota vysledku meéreni

Na zaklade kombinace dilCich nejistot
odpovidajicich preciznosti, hodnote bias a
hodnote Cvi lze odhadnout vyslednou
kombinovanou nejistotu vysledkt méereni
(Uc) 6 az 9% (95% interval spolehlivosti)
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Vietody stanoveni

1. Referencni metody

Izolace a hemolyza erytrocytl (+ odstranéni labilnich pre-HbAlc)
Enzymoveé Stépeni hemoglobinu (endoproteinaza Glu-C)

Analytické méreni (detekce glykovanych hexapeptidd)

a) LC/ESI /IMS
b) CE/ESI/IMS
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2. Doporucené metody

HPLC (vysokouginna kapalinova chromatografie)

LC (nizkotlaka kapalinova chromatografie)

« Afinitni chromatografie (aminofenylboronatova)

 |EC (kapalinova chromatografie s vymenou
jiontu)
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Tosoh G8 System

Software
Elu¢ni pufry
Kolona

Hemolyzacni a
promyvaci roztok

s s P

Statimova pozice Podavac vzorku
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LC:Boronatova afinitni chromatografie

@ Hemoglobin
@ Glykovany hemoglobin

Reagent B:

YYYYYYYY

Davkovani vzorku Kolona Detektor

Kolona obsahuje aminofenylboronovou kyselinu navazanou na porézni gel
Hemolyzovany vzorek je davkovan do kolony v mobilni fazi — pufr A
Glykovana sloZka se vaze na boronat, neglykovana slozka prochazi kolonou na
detektor

Glykovana slozka je eluovana pufrem B



Co muze ovlivnit hodnoceni
vysetreni HbA1c

Doba zivota erytrocytu (120 £ 10 d) !

Pritomnost vzacnéjsich typu hemoglobinu
(1165 variant Hb, napr. HbS, HbC, HbE, HbD)

Hemolyza, Ikterus
Tézke krvaceni
Vek, rasa, terapie,...
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b) Elektroforeticke
ELFO (elektroforéza)

IEF  (izoelektricka fokusace)

CE a HPCE (kapilarni elektroforéza)
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I'T (imunoturbidimetrie)

TINIA (Turbidimetric Inhibition Immunoassay)
(Imunoinhibicni turbidimetrie)

IN (imunonefelometrie)

CMIA (chemiluminiscenéni imunoanalyza na
mikrocCasticich)
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(napr. Abbott Architect i2000 SR)
200C

v' Hemolyza erytrocytt, uvolnéni HbAlc

v" Inkubace s magnetickymi mikro¢asticemi, navazani antigenu
(HbAlc)

v' Promyti, odstranéni nenavazaného antigenu

v" Pfidani Anti-HbA1c mab (konjugat) znaceny akridiniem

v" Vazba konjugatu na mikrocastice

v Promyti, odstranéni nenavazaného konjugatu

. . . v v e 17 1 . 26
v Chemiluminiscence (po zméné pH a pfidani peroxidu)



d) Spektrofotometricke
Enzymove
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