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Pozadavky na analytickou kvalitu

mereni
FPG HbA1c | Albumin | Glukometry
vV mocCi
Presnost CV<2,5% | CV<3,0% |CV<15,0% |Rozdil od
laboratorni
Pravdivost | b<2,0% | b<3,0% metody:
(bias) celkova
Navaznost | metoda metoda | kalibrator |chyba=15%
ID-GC/MS IFCC CRM 470

U 5,0-7,0%

C




Glukoza

* Nastroj laboratorni diagnozy diabetu
mellitu



Preanalyticka faze
Doporuéeni CSKB, CDS, 2005

stanoveni v plazme zilni krve
(EDTA + NaF)

zpracovani do 60 min po odberu
odber nalacno (min. 8h lacneni)

(primerena hydratace,v poslednich 3 dnech

vyloucit fyzickou aktivitu a koureni,stravovani
bez restrikce sacharidu-min.150g denné)



» Oddeleni plasmy od krevnich elementu:
do 60min od odberu

* Prepocetni faktory

Je-li vzorek krve redén pred analyzou:
FPG = 1,1 x B-Glukoza

Je-li je vzorek krve meren bez redeni:

FPG = 0,94 x B-Glukoza



1.

Metody stanoveni

REFERENCNI metoda
ID-GC/MS

standardni pfidani znacené glukézy C'# (izotopova
diluce) do analyzovaného vzorku, naslednée
rozdeleni plynovou chromatografii a stanoveni
glukdozy hmotnostni spektrometrii

Certifikovany referencni material (CRM)
(SRM 909b NIST, SRM 917 NIST)



2. Doporucené rutinni metody (enzymove)

glukdzaoxidasa
peroxidaza

B-D-GLUKOSA + O, + H,0 —3-D-glukonolakton +H,0,
GOD



B-D-GLUKOSA + O, + H,0 —3-D-glukonolakton +H,0,
GOD

+AAP+FENOL — CHINONMONOIMINOVE

barvivo + H,0
PAP (oxidacni kopulace)
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hexokinaza
glukoza-6-fosfatdehydrogenaza

GLUKOSA + ATP — glukosa-6-fosfat+ ADP
HK
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GLUKOSA + ATP — glukosa-6-fosfat + ADP
HK

glukosa-6-fosfat+ NADP* — glukono-6-fosfat +NADPH

spektrofotometricky - vzrust absorbance NADPH pfi 340 nm
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glukézadehydrogenaza

B-D-GLUKOSA + NAD* — B-D-glukonat+ NADH

spektrofotometricky -vzrust absorbance NADH pfi 340nm
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3. Elektrochemické metody

- Clarkova kyslikova elektroda

. Biosenzory s membranou se zakotvenou GOD
. Glukometry (POCT)
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Kontinualni monitorovani koncentrace glukozy

Transkutanni senzory

Mikrodialyza kuze

Neinvazivni kozni a ocCni pristroje

Senzory pro pouziti na oddelenich intenzivni pece

15



Glykosurie, glukosurie = stanoveni
glukézy v moci

* ma jen orientacni vyznam

 prakticky byla nahrazena
selfmonitoringem glykemii
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Referencni rozmezi:

S,P-Glukoza
CSF-Glukoza
dU-Glukoza

P-Glukéza (oGTT) nala¢no
P-Glukéza (oGTT) po 2h

3,9-5,6 mmo
2,8-3,9 mmo
0 -1,7 mmo
3,9-5,6 mmo
3,9-7,8 mmo

/I
/I
[24h
/I
/I

17



DM - diagnoza

Klinické symptomy

P-Glu (nahodny odbér) >11,1 mmo
P-Glu (nalacno) >7,0 mmol/
P-Glu (0GTT)po 2h  >11,1 mmo
Opakovane vysetreni

Presnost < 2,5%

Spravnost (bias) < 2,0%

/I

/I
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Glukozovy tolerancni test (0GTT)

* Diagndza diabetu

 Verifikace zvysene hodnoty FPG
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Glykovany hemoglobin
HbA1c

Petr Breinek
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Nazvoslovi

stabilni adukt glukozy s N-terminalni
aminoskupinou valinu -retezce
hemoglobinu
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Glykovany hemoglobin (HbA1c)

Nastroj sledovani stavu diabetu

Velmi dobre koreluje:

S dlouhodobym stavem koncentrace
glukozy v Krvi

S riziky diabetickych komplikaci
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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
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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
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Glykovany hemoglobin
Vznika glykaci- neenzymovym navazanim
glukézy k hemoglobinu

Erytrocyt /

Glukoza R H
Hemoglobin ¥



Hemoglobiny

Normalni
Hb u dospelych

Fetalni Hb

6% 2-3% <2%

Neglykovany Glykovany

/




HbA1c vznika glykaci na N-konci 3-retézce
hemoglobinu

H

bA,
_Lish el oloialGiallyshser
N

HbA,. Giykovana je B-chain

v_ orvni AK - Val /
Grudvallish oulTndlpoligloiglLy gl set

27



Jednotky mereni (vyjadrovani vysledka)
% (napt. 4,5%)

mmol/mol (napf.45 mmolHbA1c/mol Hb)
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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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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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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
c)RM DCCT

(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)

IEC (kapalinova chromatografie s vyménou iontt)
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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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Enzymové stanoveni HbA1c

—
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Hemoglobin

OSugar
Fructeosyl valine oxidase (FVO)




Albumin v mocli -
mikroalbuminurie

* prukaz casné detekce diabeticke
nefropatie

» diagnosticky zaver ucinit na podklade tri
opakovanych mereni
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 Material:
- sbirana moc¢ za 24h

- casovany sber (za 4h nebo pres noc)
- nahodny vzorek (nejlépe druha ranni
mOoC)

« Skladovani: 1 tyden pri+4°C
6 mésicu pri -80°C
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Vzorek

Fyziologicka Mikroalbuminurie
albuminurie

Sbér modi (24h)

<30 mg/d

30- 299 mg/d

> 300 mg/d

Nahodny vzorek

< 2,8 mg/mmol
kreatininu

2,8-22,8 mg/mmol
kreatininu

>22,8 mg/mmol
kreatininu

Casovany vzorek

<20 pg/min

20-199 pg/min

> 200 pg/min
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C-peptid (connecting peptid)

* Nastroj sledovani stavu diabetu

« Koncentrace v krvi je mirou endogenni
sekrece inzulinu

(v Inj. podaném inzulinu neni C-peptid
pritomen)
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PROINZULIN [N
INZULIN [l C-peptid

50-75% jen 5%
vychytavano jatry vychytavano jatry

V Krvi je pomeér inzulinu a C-peptidu 1:5
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Referencni rozmezi:

S-C-peptid

0,78-1,89 ug/l
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Ukazatele autoimunity a dg.DM

* [CA (Islet Cell Antibodies, protilatky cytoplasmy T-
lymfocytu)

o |[AA (Insulin Autoantibodies, protilatky proti inzulinu)
* Anti-GAD 65A (Anti Glutamic Acid

Decarboxylase, protilatky proti dekarboxylaze kyseliny
glutamove)

* |[A-2A, |A-2[3A (Insulinoma Associated Antigens)
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