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e Glykovany hemoglobin (HbA, )
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a HbA,c je zakladni vysetreni pro dlouhodobé sledovani
diabetu mellitu
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~ HbA,. = klinicky vyznam

rutinni a efektivni nastroj sledovani pribéhu DM (diabetu)

HbA,  ukazatel dlouhodobé pramérné koncentrace glukézy v
krvi (obdobi cca 6-8 tydnl nazpét) ==== umoiiuje posoudit
dlouhodobou kompenzaci diabetu

diagnostické kritérium DM
kontrola terapie
vcasné odhaleni hrozicich komplikaci

hodnoceni vysSetreni:

Hodnota HbAlc Interpretace vysledku
<4,5% Dobra kompenzace diabetu
4,5-5,3% Uspokojiva kompenzace diabetu

>5,3% Neuspokojiva kompenzace diabetu



—  Glykace

o Glukoza je aktivni molekula — ucastni se glykacnich a
autooxidacnich reakci === vznik reaktivnich latek
zvysSujicich oxidacni stres, které zasahuji do mechanismu
zanetlivé reakce

o Glykace bilkovin je zalozena na chemické vazbe glukozy na
N-koncové aminokyseliny bilkovin:

v aldehydicka skupina glukdzy reaguje s volnou
aminoskupinou proteinu bez enzymové katalyzy za
vzniku glykovaného proteinu



—  Glykace

a HbA,, (,dlouhy cukr) je latka, ktera vznika v organismu
neenzymatickou reakci tzv. glykaci mezi hemoglobinem
(Cervené krevni barvivo) a glukozou (krevnim cukrem)

o GLYKACE: je neenzymové navazani (adice) cukru na proteiny za
vzniku fruktosaminu

a faktory ovliviiujici neenzymovou glykaci proteinu:
v koncentrace sacharid( a proteint a jejich kolisani
(koncentrace proteint v krvi je relativné konstantni,
rychlost glykace je imérna koncentraci sacharidi)
v doba expozice
v’ biologicky polo¢as daného proteinu
v teplota



~  Glykace hemoglobinu

o rychla tvorba labilni Schiffovy baze (aldimin)

o pomaly Amadoriho presmyk za vzniku stabilniho ketoaminu
(ireversibilni)

o koncentrace zavisi na koncentraci glukozy a polocasu Zivota
erytrocytu
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2 HbA1lc vznika glykaci na N-konci -fetézce hemoglobinu
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Hemoglobin

a Slozena bilkovina — hemoprotein:

v bilkovina - globin Red blood
v hem

Sylvia 5. Mader, Inquiry into Life, th edition. Copyright € 1997 The MoGraw-Hill Companies, lhe. All ights reserved.
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o hlavni fce: je to transportni molekula plynu a tvofi 95 % objemu
erytrocytu
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2a+2R8=HbA (95%)
20 +23=HbA2 (2-3%)
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~ V\lyhody stanoveni HbA,_ vs. glykémie

o neni tieba konzervovat krev (vétsi stabilita)

o mensi intraindividualni variabilita (CV<2%)
2 HbA1lc neni ovlivnén kratkodobou glykémii
0 nhemocny nemusi byt lacny

o vyuziti pro diagnostiku i kontrolu lécby



~ V\lyjadfovani vysledki HbA,_

o neni tieba konzervovat krev (vétsi stabilita)

v" od 1.1. 2012: mmol/mol (napf.45 mmol HbA, /mol Hb)

v (%) DCCT (pfevainé v USA) (Diabetes Control and
Complication Trial)

a 2010, konsensus ADA, IFCC, IFD, EASD, ISPAP
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" Rozhodovaci meze HbA,_

Referencni interval 20 - 42 mmol/mol

Rozhodovaci meze
Kompenzovany diabetes 43 - 60 mmol/mol
(dospéli, negravidni)

o Preanalytické pozadavky:

v Analyzovany material: B — odbér do EDTA
v stabilita: 2d (+20 az +25°C); 1 tyden (+4 aZ +8°C); 1rok (<-20°C lépe
pii -80°C)
o Poznamky:
v sniZzena hodnota doby Zivota erytrocytu

v hemoglobinopatie, karbamylace (uremicti pacienti) — ovlivnéni
koncentrace HbAlc v rutinnich metodach
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Pozadavky na analytickou kvalitu méreni

Mezilehla preciznost CV<1,0%
Pravdivost (Bias) B<1,5%
Celkova chyba TE<6,9%

Metrologicka navaznost referenéni metoda LC-ESI/MS
o Doporuéeni CDS a CSKB; vydano v unoru 2012, aktualni korekce 18.2.2015

Intraindividualni biologicka Preciznost odvozena

e ege 1’9 ° . V4 e epe 1’0
variabilita z biologickych variabilit
Interindividualni biologicka Pravdivost odvozena z

[ epe 5’7 e ° z e ege 1’5
variabilita biologickych variabilit
Celkova biologicka variabilita Celkova chyba odvozeng 3,1

z biologickych variabilit

o www.westgard.cz



" Nejistota vysledkii méieni

o na zakladé kombinace dilCich nejistot odpovidajicich
preciznosti, hodnoté bias a hodnoté C, Ize odhadnout
vyslednou kombinovanou nejistotu vysledku méreni
(Uc) 6 az 9% (95% interval spolehlivosti)
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; HbA, — metody stanoveni

1. Referencni metody:
v izolace a hemolyza erytrocytt (+ odstranéni labilnich pre-HbA1c)
v' enzymové stépeni hemoglobinu (endoproteinaza Glu-C)
v analytické méfeni (detekce glykovanych hexapeptidt)

a) LC/ESI/MS:

Glykovany hemoglobin (HbA,c) je ze smési peptidi separovan, detekovan,
identifikovan hmotnostni spektrometrii a kvantifikovan na podkladé rozdilnych
hodnot m/z. Z poméru hodnot m/z analyzovanych vzorka a kalibratort se vypodéita
hodnota HbA,_.

a) CE/ESI/MS:

Prvni separace se provede pomoci HPLC, jednotlivé frakce se sbiraji, nasleduje dalsi
separace této smeési pomoci CE. Glykovany a neglykovany hexapeptid jsou
oddéleny na =zakladé rluznych elektromigracnich casit a kvantifikovany
spektrofotometrickym detektorem.
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HbA, — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - chromatograficke:
a) Afinitni chromatografie (aminofenylboronatova):

o zalozena na interakci glykovaného hemoglobinu s imobilizovanym
boronatovym aniontem

o po eluci neglykovanych frakci hemoglobinu, dojde k uvolnéni vazby a po eluci
se stanovi hemoglobinové frakce detektorem, ktery meéri absorbance pfi
415 nm

a koncentrace HbA,c se zjisti z velikosti plochy pfislusného piku na

chromatogramu Ho O HoOH

0 0
HO ~ HO ~
‘“ﬁ — G:U HO H HO H

FMatrix Ligand Irnrnobilized Ligand |

Irnmabilized Ligand Sample Cornplex Irnipur it e

o
Hﬂ _ ‘:ﬂ ﬂ @ a Princip boronatové

chromatografie
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N HbA, — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - chromatograficke:

b) Kapalinova chromatografie s vyménou iontu (1EC)

separace hemoglobinu a jeho sloZzek na slabé kyselych ionexech

o jednotlivé frakce hemoglobinu jsou rozdéleny podle jejich raznych fyzikalné-
chemickych vlastnosti (velikost naboje) v ménicim se prostredi (zména
koncentrace iontl, zména pH)

o frakce se po rozdéleni detekuji v mobilni fazi detektorem, ktery méri
absorbance pfi 415 nm

o koncentrace HbAlc se zjisti z velikosti plochy pftislusného piku na
chromatogramu podle kalibracni kfivky pomoci softwaru chromatografu

c) HPLC (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie)
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HbA, — metody stanoveni

Tosoh G8 System

Software
Elu¢ni pufry

Kolona

Hemolyzacni a
promyvaci roztok

Statimova pozice _ Podavac vzorku




HbA, . — metody stanoveni

1 pon rxxxx GLYCOHEMOGLOBIN REPORT =xxxx
0% 15%
P T y NO, 404 01020 1998/04/04 15:43
SAMPLE 1D D3 10
| CALIB ¥ = 1.08911%X + 0.0785
l Ala NAME % TIME AREA
! ' AlA 0.8 0.43 13. 70
g A18 0.5 0.57 12. 18
MAID F 0.4 0. 88 8.2
1 ln‘- LAIC+ 1.8 D. 99 36. 68
) SA1C 5.4 1.23 108. 85
=y AQ 82.0 1.68 2084. 81
| p | A \
- TOTAL AREA 2266.24
M SAIC 5.4 TOTAL A1 6.5
, ‘-'_:’.o - [\ :
- . 0% 15%
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~ HbA, - metody stanoveni

a HPLC

Premier Hb 9210
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; HbA, — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - imunoanalytické:

o zaloZeny na vazbé protilatek proti  N-termindlné glykované tetrapeptidové nebo
hexapeptidové skupiné

o Imunoturbudimetrie, imunonefelometrie:

0 nejcastéji se pouziva stanoveni TINIA

o k analyzovanému vzorku (lyzovana krev) se prida specificka protilatka proti
HbA,c; nenavazana (piebytek) protilatka se stanovi po reakci
s polyhaptenovym cinidlem za vzniku nerozpustného komplexu

o rychlost reakce se stanovi turbidimetricky vétsinou pfi 340 nm a je nepfimo
umeérna koncentraci HbA,c v analyzovaném vzorku

HbA,. +antiHbA, komplex HbA, -antiHbAlc
antiHbA,_ (prebytek) + polyhapten komplex anti-polyhapten

o CMIA
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N HbA, — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - imunoanalytické:

12000,
a CMIA: napt. Abbott Architect i2000 SR —@
hemolyza erytrocytl, uvolnéni HbA, |

inkubace s magnetickymi mikrocasticemi, navazani antigenu (HbA, )
promyti, odstranéni nenavazaného antigenu

pfidani Anti-HbA,_ mab (konjugat) znaeny akridiniem

vazba konjugatu na mikrocastice

promyti, odstranéni nenavazaného konjugatu

o O 0O 0 0O 0O O

chemiluminiscence (po zméné pH a pridani peroxidu)
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; HbA, — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - elektroforetické:

o elektroforéza v agarozovém gelu (ELFO)
a kapilarni elektroforéza (HPCE)

a izoelektricka fokusace (IEF)
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Co muze ovlivnit hodnoceni vysetieni HbA,

a doba Zivota erytrocytu (120 £+ 10d) !

a pfitomnost vzacnéjsich typu hemoglobinu (1165 variant
Hb, napi. HbS, HbC, HbE, HbD)

o hemolyza, ikterus
o teézkeé krvaceni

a vek, rasa, terapie,...



Dékuji za pozornost.



