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        Glykovaný hemoglobin (HbAGlykovaný hemoglobin (HbA1c1c))  

 http://old.lf3.cuni.cz/diabetologie/Inz_Glykace.htmhttp://old.lf3.cuni.cz/diabetologie/Inz_Glykace.htm  
 

  
  

  

 

 HemoglobinHemoglobin  [http://sweet[http://sweet--aboutabout--
me.webnode.cz]me.webnode.cz]  

  

  

  

 HbAHbA11c je základní vyšetření pro dlouhodobé sledování c je základní vyšetření pro dlouhodobé sledování 
diabetu diabetu mellitumellitu  
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        HbAHbA1c1c  ––  klinický významklinický význam  

 rutinní a efektivní rutinní a efektivní nástroj sledování průběhu DM (diabetu)nástroj sledování průběhu DM (diabetu)  

 HbAHbA1c1c  ukazatel dlouhodobé průměrné koncentrace glukózy v ukazatel dlouhodobé průměrné koncentrace glukózy v 
krvi (období cca 6krvi (období cca 6--8 týdnů nazpět)              umožňuje posoudit 8 týdnů nazpět)              umožňuje posoudit 
dlouhodobou kompenzaci diabetudlouhodobou kompenzaci diabetu  

 diagnostické kritérium DMdiagnostické kritérium DM  

 kontrola terapie kontrola terapie   

 včasné odhalení hrozících komplikací včasné odhalení hrozících komplikací   

 hodnocení vyšetření: hodnocení vyšetření:   

  

  
  

   

Hodnota HbA1cHodnota HbA1c  Interpretace výsledkůInterpretace výsledků  

                    < 4,5 %< 4,5 %        Dobrá kompenzace diabetuDobrá kompenzace diabetu  

              4,5 4,5 ––  5,3 %5,3 %        Uspokojivá kompenzace diabetuUspokojivá kompenzace diabetu  

                    ˃ 5,3 %˃ 5,3 %        NeuspokojiváNeuspokojivá  kompenzace diabetukompenzace diabetu  
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        GlykaceGlykace  

 Glukóza Glukóza je aktivní molekula je aktivní molekula ––  účastní se glykačních a účastní se glykačních a 
autooxidačních reakcí             vznik reaktivních látek autooxidačních reakcí             vznik reaktivních látek 
zvyšujících oxidační stres, které zasahují do mechanismů zvyšujících oxidační stres, které zasahují do mechanismů 
zánětlivé reakce zánětlivé reakce   

 Glykace bílkovin je založena Glykace bílkovin je založena na chemické vazbě glukózy na na chemické vazbě glukózy na 
NN--koncové aminokyseliny bílkovinkoncové aminokyseliny bílkovin::  

 aldehydická skupina glukózy reaguje s volnou aldehydická skupina glukózy reaguje s volnou 
aminoskupinou proteinů bez enzymové katalýzy za aminoskupinou proteinů bez enzymové katalýzy za 
vzniku glykovaného proteinuvzniku glykovaného proteinu  
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        GlykaceGlykace  

 HbAHbA1c1c  („dlouhý cukr“) je látka, která vzniká v organismu („dlouhý cukr“) je látka, která vzniká v organismu 
neenzymatickou reakcí tzv. neenzymatickou reakcí tzv. glykacíglykací  mezi hemoglobinem mezi hemoglobinem 
(červené krevní barvivo) a glukózou (krevním cukrem)(červené krevní barvivo) a glukózou (krevním cukrem)  

 GLYKACE: GLYKACE: je neenzymové navázání (adice) cukru na proteiny za je neenzymové navázání (adice) cukru na proteiny za 
vzniku fruktosaminuvzniku fruktosaminu  

 faktory ovlivňující neenzymovou glykaci proteinů:faktory ovlivňující neenzymovou glykaci proteinů:  

 koncentrace sacharidů a proteinů a jejich kolísání 
(koncentrace proteinů v krvi je  relativně konstantní, 
rychlost glykace je úměrná koncentraci sacharidů) 

doba expozice 
biologický poločas daného proteinu 
 teplota  
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      GGlykace hemoglobinulykace hemoglobinu  

 rychlá tvorba labilní rychlá tvorba labilní SchiffovySchiffovy  báze báze ((aldiminaldimin))  

 pomalý pomalý AmadorihoAmadoriho  přesmyk za vzniku stabilního přesmyk za vzniku stabilního ketoaminuketoaminu  
(ireversibilní)(ireversibilní)  

 koncentrace závisí na koncentraci glukózy a poločasu života koncentrace závisí na koncentraci glukózy a poločasu života 
erytrocytů erytrocytů   
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    HbAHbA1c1c  ––  glykaceglykace  

  

 Zdroj: přednáška  „HbA1c“ RNDr. Petra Zdroj: přednáška  „HbA1c“ RNDr. Petra BreinekaBreineka  

  

 HbA1c vzniká HbA1c vzniká glykacíglykací  na Nna N--konci konci bb--řetězce hemoglobinuřetězce hemoglobinu  
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    HemoglobinHemoglobin  
 Složená bílkovina Složená bílkovina ––  hemoprotein:hemoprotein:  

 bílkovina bílkovina ––  globinglobin  
 hemhem  

 

 Illustration copyright 2000 by Nucleus Communications, Inc. Illustration copyright 2000 by Nucleus Communications, Inc. 
All rights reserved. http://www.nucleusinc.com All rights reserved. http://www.nucleusinc.com   

  

  

  
 https://fmss12ucheme.wordpress.com/2013/05/06/hemoglobin/https://fmss12ucheme.wordpress.com/2013/05/06/hemoglobin/  

  

   hlavní hlavní fcefce: je to : je to transportní molekula plynů transportní molekula plynů a tvoří 95 % objemu a tvoří 95 % objemu 
erytrocytů erytrocytů   
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    HemoglobinyHemoglobiny  

  

 Zdroj: přednáška  „HbA1c“ RNDr. Petra Zdroj: přednáška  „HbA1c“ RNDr. Petra BreinekaBreineka  
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Výhody stanovení HbAVýhody stanovení HbA1c1c  vs. glykémievs. glykémie  

 není třeba konzervovat krev (větší stabilita)není třeba konzervovat krev (větší stabilita)  

 menší menší intraindividuálníintraindividuální  variabilita (CV<2%)variabilita (CV<2%)  

 HbA1c není ovlivněn krátkodobou glykémií HbA1c není ovlivněn krátkodobou glykémií   

 nemocný nemusí být lačnýnemocný nemusí být lačný  

 využití pro diagnostiku i kontrolu léčbyvyužití pro diagnostiku i kontrolu léčby  
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  Vyjadřování výsledků HbAVyjadřování výsledků HbA1c1c  

 není třeba konzervovat krev (větší stabilita)není třeba konzervovat krev (větší stabilita)  

 od 1.1. 2012: od 1.1. 2012: mmolmmol/mol/mol  (např.45 mmol HbA1c/mol Hb) 
 

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

 
 2010, konsensus ADA, IFCC, IFD, EASD, ISPAP 2010, konsensus ADA, IFCC, IFD, EASD, ISPAP   
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  Rozhodovací meze HbARozhodovací meze HbA1c1c  

 

  
ReferenčníReferenční  intervalinterval  20 20 ––  42 42 mmolmmol/mol/mol  

Rozhodovací mezeRozhodovací meze  
Kompenzovaný diabetesKompenzovaný diabetes  

(dospělí,(dospělí,  negravidní)negravidní)  
43 43 ––  60 60 mmolmmol/mol/mol  

 PreanalytickéPreanalytické  požadavky:požadavky:  
 Analyzovaný materiál: Analyzovaný materiál: B B ––  odběr do EDTAodběr do EDTA  
 stabilita: 2d (+20 až +25stabilita: 2d (+20 až +25°°C); 1 týden (+4 až +8C); 1 týden (+4 až +8°°C); C); 1rok (<1rok (<--2020°°C lépe C lépe 

při při --8080°°C)C)  

 Poznámky:Poznámky:  
 snížená hodnota doby života erytrocytůsnížená hodnota doby života erytrocytů  

 hemoglobinopatiehemoglobinopatie, , karbamylacekarbamylace  (uremičtí pacienti) (uremičtí pacienti) ––  ovlivnění ovlivnění 
koncentrace HbA1c v rutinních metodáchkoncentrace HbA1c v rutinních metodách  
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            Požadavky na analytickou kvalitu měření Požadavky na analytickou kvalitu měření   

            Mezilehlá preciznostMezilehlá preciznost  CV < 1,0CV < 1,0  %%  

            Pravdivost (Pravdivost (BiasBias))  B < 1,5 %B < 1,5 %  

            Celková chybaCelková chyba  TETE  < 6,9 %< 6,9 %  

            Metrologická návaznostMetrologická návaznost  referenční referenční metodametoda  LCLC--ESI/MS ESI/MS   

IntraindividuálníIntraindividuální  biologická biologická 
variabilita variabilita   

1,91,9  
Preciznost odvozená                 Preciznost odvozená                 
z biologických variabilit z biologických variabilit  

1,01,0  

InterindividuálníInterindividuální  biologická biologická 
variabilita variabilita   

5,75,7  
Pravdivost odvozená z Pravdivost odvozená z 
biologických variabilitbiologických variabilit  

1,51,5  

Celková biologická variabilitaCelková biologická variabilita  
Celková chyba odvozená          Celková chyba odvozená          
z biologických variabilitz biologických variabilit  

3,13,1  

  www.westgard.czwww.westgard.cz 

 Doporučení ČDS a ČSKB; vydáno v únoru 2012, aktuální korekce 18.2.2015Doporučení ČDS a ČSKB; vydáno v únoru 2012, aktuální korekce 18.2.2015  
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  Nejistota výsledků měřeníNejistota výsledků měření  

 

  
 na základě kombinace dílčích nejistot odpovídajících na základě kombinace dílčích nejistot odpovídajících 

preciznostipreciznosti, hodnotě , hodnotě biasbias  a hodnotě a hodnotě CCvivi  lze odhadnout lze odhadnout 
výslednou výslednou kombinovanou nejistotu výsledků měření kombinovanou nejistotu výsledků měření 
((UcUc))  6 až 9% 6 až 9% (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)   
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metody:1. Referenční metody:  
 iizolace a hemolýza erytrocytů (+ odstranění labilních prezolace a hemolýza erytrocytů (+ odstranění labilních pre--HbA1c)HbA1c)  

 enzymové štěpení hemoglobinu (enzymové štěpení hemoglobinu (endoproteinázaendoproteináza  GluGlu--C) C)   

 analytické měření (detekce glykovaných analytické měření (detekce glykovaných hexapeptidůhexapeptidů) )   

a)a) LC/ESI/MS:LC/ESI/MS:    
GlykovanýGlykovaný  hemoglobinhemoglobin  (HbA(HbA11c)c)  jeje  zeze  směsisměsi  peptidůpeptidů  separován,separován,  detekován,detekován,  
identifikovánidentifikován  hmotnostníhmotnostní  spektrometriíspektrometrií  aa  kvantifikovánkvantifikován  nana  podkladěpodkladě  rozdílnýchrozdílných  
hodnothodnot  m/zm/z..  ZZ  poměrupoměru  hodnothodnot  m/zm/z  analyzovanýchanalyzovaných  vzorkůvzorků  aa  kalibrátorůkalibrátorů  sese  vypočítávypočítá  
hodnotahodnota  HbAHbA11cc..  

a)a) CE/ESI/MS:CE/ESI/MS:    
PrvníPrvní  separaceseparace  sese  provedeprovede  pomocípomocí  HPLC,HPLC,  jednotlivéjednotlivé  frakcefrakce  sese  sbírají,sbírají,  následujenásleduje  dalšídalší  
separaceseparace  tétotéto  směsisměsi  pomocípomocí  CECE..  GlykovanýGlykovaný  aa  neglykovanýneglykovaný  hexapeptidhexapeptid    jsoujsou  
oddělenyodděleny  nana  základězákladě  různýchrůzných  elektromigračníchelektromigračních  časůčasů  aa  kvantifikoványkvantifikovány  
spektrofotometrickýmspektrofotometrickým  detektoremdetektorem..  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  chromatografickéchromatografické::  

a)a) Afinitní chromatografie (Afinitní chromatografie (aminofenylboronátováaminofenylboronátová): ):   
 založenazaložena  nana  interakciinterakci  glykovanéhoglykovaného  hemoglobinuhemoglobinu  ss  imobilizovanýmimobilizovaným  

boronátovýmboronátovým  aniontemaniontem  

 popo  elucieluci  neglykovanýchneglykovaných  frakcífrakcí  hemoglobinu,hemoglobinu,  dojdedojde  kk  uvolněníuvolnění  vazbyvazby  aa  popo  elucieluci  
sese  stanovístanoví  hemoglobinovéhemoglobinové  frakcefrakce  detektorem,detektorem,  kterýkterý  měříměří  absorbanceabsorbance  připři          
415415  nmnm  

 koncentracekoncentrace  HbAHbA11cc  sese  zjistízjistí  zz  velikostivelikosti  plochyplochy  příslušnéhopříslušného  píkupíku  nana  
chromatogramuchromatogramu  

  Princip Princip boronátovéboronátové  
chromatografiechromatografie  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  chromatografickéchromatografické::  

b) Kapalinová chromatografie s výměnou iontů (IEC)b) Kapalinová chromatografie s výměnou iontů (IEC)  
 separaceseparace  hemoglobinůhemoglobinů  aa  jehojeho  složeksložek    nana  slaběslabě  kyselýchkyselých  ionexechionexech  

 jednotlivéjednotlivé  frakcefrakce  hemoglobinuhemoglobinu  jsoujsou  rozdělenyrozděleny  podlepodle  jejichjejich  různýchrůzných  fyzikálněfyzikálně--
chemickýchchemických  vlastnostívlastností  (velikost(velikost  náboje)náboje)  vv  měnícímměnícím  sese  prostředíprostředí  (změna(změna  
koncentracekoncentrace  iontů,iontů,  změnazměna  pH)pH)  

 frakcefrakce  sese  popo  rozdělenírozdělení  detekujídetekují  vv  mobilnímobilní  fázifázi  detektorem,detektorem,  kterýkterý  měříměří  
absorbanceabsorbance  připři  415415  nmnm  

 koncentracekoncentrace  HbAHbA11cc  sese  zjistízjistí  zz  velikostivelikosti  plochyplochy  příslušnéhopříslušného  píkupíku  nana  
chromatogramuchromatogramu  podlepodle  kalibračníkalibrační  křivkykřivky  pomocípomocí  softwarusoftwaru  chromatografuchromatografu  

  

c)c)  HPLCHPLC  (Vysokoúčinná(Vysokoúčinná  

kapalinovákapalinová  chromatografie)chromatografie)  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

  HPLCHPLC  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

  HPLCHPLC  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

  HPLCHPLC  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  imunoanalytickéimunoanalytické::  
 založeny na vazbě protilátek proti založeny na vazbě protilátek proti bb  NN--terminálně glykované terminálně glykované tetrapeptidovétetrapeptidové  nebo nebo 

hexapeptidovéhexapeptidové  skupiněskupině  

 Imunoturbudimetrie, Imunoturbudimetrie, imunonefelometrieimunonefelometrie: :   
 nejčastějinejčastěji  sese  používápoužívá  stanovenístanovení  TINIATINIA  

 kk  analyzovanémuanalyzovanému  vzorkuvzorku  ((lyzovanályzovaná  krev)krev)  sese  přidápřidá  specifickáspecifická  protilátkaprotilátka  protiproti  
HbAHbA11cc;;  nenavázanánenavázaná  (přebytek)(přebytek)  protilátkaprotilátka  sese  stanovístanoví  popo  reakcireakci  
ss  polyhaptenovýmpolyhaptenovým  činidlemčinidlem  zaza  vznikuvzniku  nerozpustnéhonerozpustného  komplexukomplexu  

 rychlostrychlost  reakcereakce  sese  stanovístanoví  turbidimetrickyturbidimetricky  většinouvětšinou  připři  340340  nmnm  aa  jeje  nepřímonepřímo  
úměrnáúměrná  koncentracikoncentraci  HbAHbA11cc  vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  

 HHbA1c  + antiHbA1c              komplex HbA1c-antiHbA1c 

antiHbA1c (přebytek) + polyhapten              komplex anti-polyhapten 

 CMIACMIA  
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  imunoanalytickéimunoanalytické::  

 CMIA: CMIA: např. např. AbbottAbbott  Architect i2000 SRArchitect i2000 SR  

 hemolýza erytrocytů, uvolnění HbAhemolýza erytrocytů, uvolnění HbA1c1c  

 inkubace s magnetickými mikročásticemi, navázání antigenu (HbAinkubace s magnetickými mikročásticemi, navázání antigenu (HbA1c1c) )   

 promytí, odstranění nenavázaného antigenu promytí, odstranění nenavázaného antigenu   

 přidání Antipřidání Anti--HbAHbA1c1c  mabmab  (konjugát) značený (konjugát) značený akridiniemakridiniem    

 vazba konjugátu na mikročástice vazba konjugátu na mikročástice   

 promytí, odstranění nenavázaného konjugátupromytí, odstranění nenavázaného konjugátu  

 chemiluminiscence (po změně pH a přidání peroxidu) chemiluminiscence (po změně pH a přidání peroxidu)   
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            HbAHbA1c1c  ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  elektroforetickéelektroforetické::  

  elektroforéza velektroforéza v  agarózovémagarózovém  gelu (ELFO)gelu (ELFO)  

  kapilární elektroforéza (HPCE)kapilární elektroforéza (HPCE)  

  izoelektrická fokusace (IEF)izoelektrická fokusace (IEF)  
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            Co může ovlivnit hodnocení vyšetření Co může ovlivnit hodnocení vyšetření HbAHbA1c1c  

  doba života erytrocytů (120 doba života erytrocytů (120 ±±  10 d) !10 d) !  

  ppřítomnostřítomnost  vzácnějších typů hemoglobinu (1165 variant          vzácnějších typů hemoglobinu (1165 variant          
HbHb, např. , např. HbSHbS, HbC, , HbC, HbEHbE, , HbDHbD))  

  hhemolýza, ikterusemolýza, ikterus  

  těžké krvácenítěžké krvácení  

  věk, rasa, terapie,…věk, rasa, terapie,…  
 



Děkuji za pozornost.Děkuji za pozornost.  


