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Schema glykosylace
hemoglobinu
malekula glukdza
hiemoglobinu

nizky stupen glykace  wysoky stupen givkace
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a HbA,c je zakladni vysetreni pro dlouhodobé sledovani
diabetu mellitu >



Hodnota

HbAlc

<4,5%

4,5-5,3
>5,3%

%

nastroj sledovani prtiibéhu DM (diabetu)

Interpretace vysledku
Dobra kompenzace diabetu
Uspokojiva kompenzace diabetu

Neuspokojiva kompenzace diabetu




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

0 Glykace bilkovin je zalozena

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



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

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

v koncentrace sacharidd a proteina a jejich kolisani
(koncentrace proteinu v krvi je relativné konstantni,
rychlost glykace je imérna koncentraci sacharidu)

v doba expozice

v biologicky polo¢as daného proteinu

v teplota
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o HbA1c vznika glykaci na N-konci B-fetézce hemoglobinu

HbA,
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o Zdroj: prednaska ,,HbAlc“ RNDr. Petra Breineka
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Normalni
Hb u duspelych

Q

Zdroj: prednaska ,,HbAlc” RNDr. Petra Breineka

Slozen ze 4 podjednotek:
2a+2R8=HbA (95%)
20 +25=HbA2 (2-3%)
20 +2y=HbF (<2%)

. Fetalni Hb

<2%

Glykovany
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neni treba konzervovat krev (vétsi stabilita)
mensSi intraindividualni variabilita (CV<2%)
HbA1c neni ovlivnén kratkodobou glykémii
nemocny nemusi byt lacny

vyuziti pro diagnostiku i kontrolu lécby



0 neni treba konzervovat krev (vétsi stabilita)
v’ od 1.1. 2012: (napf.45 mmol HbA, /mol Hb)

(pfevazné v USA) (Diabetes Control and
Complication Trial)

o 2010, konsensus ADA, IFCC, IFD, EASD, ISPAP



Referencni interval 20 - 42 mmol/mol

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

0 Preanalytické pozadavky:

o0 Poznamky:
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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
variabilita

Preciznost odvozena
z biologickych variabilit

Interindividualni biologicka
variabilita

Pravdivost odvozena z
biologickych variabilit

Celkova biologicka variabilita

o www.westgard.cz

Celkova chyba odvozena
z biologickych variabilit




0 na zakladé kombinace dilcich nejistot odpovidajicich
, hodnoteée a hodnote C . lze odhadnout
vyslednou
6 az 9%



1. Referencni metody:

v’ izolace a hemolyza erytrocyti (+ odstranéni labilnich pre-HbA1c)
v' enzymové stépeni hemoglobinu (endoproteinaza Glu-C)
v’ analytické méreni (detekce glykovanych hexapeptidi)

Glykovany hemoglobin (HbA.c) je ze smési peptidi separovan, detekovan,
identifikovdan hmotnostni spektrometrii a kvantifikovan na podkladé rozdilnych
hodnot m/z. Z poméru hodnot m/z analyzovanych vzorki a kalibratorti se vypocita
hodnota HbA, .

Prvni separace se provede pomoci HPLC, jednotlivé frakce se sbiraji, nasleduje dalsi
separace této smési pomoci CE. Glykovany a neglykovany hexapeptid jsou
oddéleny na zdkladé rluznych elektromigracnich c¢asi a kvantifikovany
spektrofotometrickym detektorem.



chromatografickeé
a) Afinitni chromatografie (aminofenylboronatova):

o Princip boronatové
chromatografie

16



chromatografické

b) Kapalinova chromatografie s vyménou iontu (IEC)

c) HPLC (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie)
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Tosoh G8 System

Software

Kolona

Hemolyzacni a
promyvaci roztok

Statimova pozice Podavac vzorku




wxxxx GLYCOHEMOGLOBIN REPORT =xxwx

NO, 404 01020 1996/04/04 1543
SAMPLE 1D 03 10
CALISB ¥ = 1.0811X + 0.0765

NAME % TIME AREA

ATA i .43 13,70
A8 A .7 12. 18
F ! .88 8. 21
LATC+ ; .99 36.68
SA1C ; . | 108. 65
AQ . .68 2084, 61

TOTAL AREA 2266. 24
5.4 TOTAL Al 6.5

18%




Premier Hb 9210

Premiey




2. Doporucené rutinni metody - :

o zaloZeny na vazbé protilatek proti 3 N-terminainé glykované tetrapeptidové nebo
hexapeptidové skupiné

0 nejcastéji se pouziva stanoveni TINIA

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

o rychlost reakce se stanovi turbidimetricky vétsinou pfri a je neprfimo
umérna koncentraci HbA,c v analyzovaném vzorku

HbA,. +antiHbA, komplex HbA, -antiHbA1c
antiHbA,  (prebytek) + polyhapten



o CMIA:

imunoanalytické

D00 .,
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2. Doporucené rutinni metody -

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

0 izoelektricka fokusace (IEF)



o doba Zivota erytrocytu (120 + 10 d) !

0 pritomnost vzacnéjsich typi hemoglobinu (1165 variant
Hb, napft. HbS, HbC, HbE, HbD)

o hemolyza, ikterus
o tézké krvaceni

a vek, rasa, terapie,...






