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Velni krdtky pohlad do histoérie -
glykdcia a ,,serendipity

Ked Samuel Rahbar (1929-2012), v Te-
herane v roku 1969 zbadal nie¢o ne-
zvy¢ajné v elektroforetickom obraze
hemoglobinu u diabetikov, netusil, Ze je
iniciatorom jedného z najvicsich obja-
vov v laboratérnej medicine a v diabeto-
l6gii."* Na rozdiel od dvoch predoslych
opisov podobného nalezu (jeden bol
publikovany v japoncine, autori dru-
hého povazovali zmeneny hemoglobin

za uc¢inok tolbutamidu) mal to $tastie, Ze

vdaka dobrym kontakom medzi Irdnom
a USA bol vyslany na $tudijny pobyt
do Albert Einstein College of Medicine
v New Yorku*, kde uz vedeli, Ze existu-
ju malé frakcie hemoglobinu. Princip
»serendipity“ v jeho pripade fungoval**.
Dat dokopy to, ze tieto malé frakcie st
postsynteticky zmenené derivaty HbA,
ze glukodza sa neenzymovo viaze na ami-
noskupiny bielkovin a to, zZe diabetici
majui hyperglykémiu, bola uz rutinna
praca a prvy dlhodoby retrospektivny
ukazovatel glykemickej kompenzicie
chorych s diabetes mellitus bol na sve-
te. Od objavu nezvyc¢ajného hemoglo-
binu uplynulo o nieco vac ako 50 rokov
a dnes by kazdy chory s diabetes mellitus
(je ich viac ako 500 miliénov na celom
svete) by mal mat tento ukazovatel sta-

noveny v pravidelnych intervaloch.’?

Hemoglobin ma viac volnych aminoskupin, na ktoré sa viazu ré6zne endogénne
aldehydy (nielen glukéza) a ket6ny.

Je to pravda, ale HbA,. je préve t4 frakcia, ktord obsahuje viazanu glukézu na termindlnu
aminoskupinu beta retazca hemoglobinu. Iné latky viazané na hemoglobin a vézba glukézy
na iné miesta hemoglobinu nemaju ziadny prakticky vyznam pri hodnoteni glykemicke;j
kompenzécie chorych s diabetes mellitus.

‘ﬁ Je ta reakcia uplne ireverzibilna?

Prvy krok véazby glukézy na hemoglobin je reverzibilny, druhy krok nie. Diskutuje sa
o enzyme, ktory odstranuje viazanu glukézu z hemoglobinu. Deglykécia HbA,. (ak vobec
existuje) nema zatial prakticky vyznam pri hodnoteni glykemickej kompenzécie chorych
s diabetes mellitus.

& A ¢o, ak vysetreny ma v krvi iné hemoglobiny (HbF, HbS a iné€)?

Fetdlny hemoglobin nemda beta retazec, HbA,. z HbF nevznikd. Hemoglobiny pri
hemoglobinopatidch a talasémidch moézu viazat glukdzu, ale nie tak, ako HbA. U klinicky
manifestnych chorych je aj znizend zivotnost erytrocytov. Chromatografické metddy
odkryju problém, ale vysledok ani tak nie je pouzitelny pre monitorovanie glykemickej
kompenzécie. Pre prax je dolezité, ze falosny vysledok merania sa vSak vyskystuje aj
u zdravych heterozygotoch.

‘/‘ A ¢o je v pripade skrateného prezivania ¢ervenych krviniek?

Pri hemolytickych anémiach so skratenym prezZivanim erytrocytov je poruseny druhy axiéom.
PodTa niektorych tdajov je to podobne aj pri sideropenickej (mikrocytovej) anémii. Pre prax
plati, ze pri koncentracii hemoglobinu pod 100 g-L' je potrebné vysledok HbA,. hodnotit
opatrne.

‘f‘ Glykémie posledné 4 mesiace?

Nie, pretoze kinetika glykdcie je zlozitd a hladina HbA, lepSie odréza hyperglykémie, ktoré
boli 8-12 tyzdnov pred meranim, ako tie, ktoré boli davnejsie.

A Tab. ¢. 1: Provokativne otdzky Certikov a odpovede na ich otdzky
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Vsetko je jasné
(aZ na niekolko detailov)

Dogmatické axiomy glykacie hemoglobi-
nu boli zname uZ na konci 70. rokov mi-
nulého storocia:*

1. Glukoza sa neenzymovo a ireverzibil-
ne viaze na terminalnu aminoskupinu
beta retazca ludského hemoglobinu.
Adukt je mala frakcia HbA,..

2. Zivotnost ¢ervenych krviniek ¢loveka
je 120 dni.

3. Ztoho vyplyva, Ze koncentracia HbA,,
je integrovanym retrospektivnym uka-
zovatelom glykemickej kompenzacie
chorych s diabetes mellitus za posled-

né 4 mesiace.

Certi sa vidy skryvaju v detailoch a ne-
maju radi dogmatické axiémy. Ich pro-
vokativne otazky a odpovede su zhrnuté
v tabulke 1. Pisali sme o nich v Labor
Aktuell uz predtym,>® a preto ich na tom-

to mieste opakujeme len struc¢ne.

Vietko je jasné,
ale vieme to merat?

Prvé dve desatrocia po objave glykacie he-
moglobinu boli v znameni velkého entu-
ziazmu biochemikov a diabetolégov. Ur-
¢ité vytriezvenie prislo az v roku 1993, ked
po ukonceni studia DCCT bol publikova-
ny ¢lanok a nejednotnosti v metodikach
a o potrebe harmonizacie vysledkov do-
siahnutych r6znymi metédami.’ Nasledne
boli realizované narodné $tandardizacné
systémy v USA, Svédsku a Japonsku. Bod-
ku za neistotou a chybanim nadvéznosti
za primarny analyt dala pracovna skupi-
na IFCC v roku 2004."° Problémom bola
definicia primarneho analytu, pretoze
»glykovany hemoglobin“ nie je jedno-
znatne definovand latka a ,HbA, " je
chromatograficka frakcia hemoglobinu A,
ktord okrem formy s glukézou viazanou
na termindlnu aminoskupinu beta retaz-
ca moze obsahovat aj iné primesi. Za pri-
marny analyt bol deklarovany terminalny

hexapeptid hemoglobinu A s viazanou
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SEPARACNE METODY

HPLC A KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Tieto metddy delia frakcie hemoglobinu podlia ich néboja a rozmeru. Technologické detaily
jednotlivych metdd sa lidia, ale vSetky st nadviazané na primérny IFCC analyt.

BORONATOVA AFINITNA CHROMATOGRAFIA

Metddy su zaloZené na principe vazby cis-diolovych skupin (v molekuldch glukézy) na nosi¢
a v naslednej eldcii frakcii hemoglobinu. Napriek odliSnému principu by certifikované metdédy
viazané na primarny analyt mali poskytnut také isté vysledky ako HPLC a kapildrna elektroforéza.

Vyhoda separaénych metdéd je to, ze ,,maju oci - vidia“ HbA,,

IMUNOCHEMICKE METODY

Protildtky proti termindlnemu hexapeptidu sa viazu s HbA;; a koncentracia HbA,. sa stanovuje

pomocou turbidimetrie.

Imunochemické metédy sti slepé, ale MAJU DOBRY HMAT

ENZYMOVA - NOVA METODA

Hemoglobin vo vzorke je proteolyticky, natraveny na aminokyseliny. HbA;. ma na termindiny valin
naviazanu glukézu, ktora reaguje s fruktozylvalinoxidézou (FVO) za vzniku peroxidu vodika, ¢o sa
stanovuje Standardnou peroxiddzovou chromogénovou metédou.

Pocet konkrétnych metéd je vysoky, ale vSetky st aplikované na bezné laboratérne

analyzatory a dodané vyrobcami ,,na klic¢“.

A Tab. & 2: Prehlad metdd na stanovenie HbA, !

glukézou. Dnes vietky metddy pouzivané
v praxi su nadviazané na primarny analyt
a preto by mali davat také isté vysledky.
Prehlad metdd, ktoré sa v sucasnosti po-

uzivaju, je v tabulke 2.

Diabetolégovia (hlavne ti mladsi) si po-
stupne zvykli na nové jednotky - na-
miesto % HbA;. mmolgyovaného hexapeptidu)
na MOl (hemoglobinu) zjednodusene
mmol-mol . Harmonizécia a plna nadviz-
nost vSak neznamenajt bezchybné vysled-
ky, pretoze presnost a spravnost vysledkov

nie je zarucena harmonizaciou IFCC.

Po ukonceni IFCC $tandardizécie ta istd
pracovna skupina zacala pracovat na celo-
eurépskom jednotnom hodnoteni kvality
kontroly merani HbA,.. Na poslednom

publikovanom hodnoteni z roku 2018

sa zucastnilo 17 krajin, 2166 laboratdrii
a 24 vyrobcov. V roku 2019 sa tento pocet
zvys$il na 25 krajin a 4000 laboratdrii. Vy-
sledky boli prezentované a publikované
vo forme, ktord je zrozumitelna aj pre od-
bornikov so zdkladnymi vedomostami zo
$tatistiky. Hlavny vysledok projektu bol
zhrnuty do jediného bodu: Celkova chy-
ba merani bola v blizkosti 5 mmol-mol*,
¢o je pre monitoring glykemickej kom-
penzacie chorych dostato¢na (hoci nie
idedlna) presnost. Na dosiahnutie ,,bron-
zovej medaily“*** by ta chyba nemala byt
vyssia ako 3,3 mmol-mol”. Autori projek-
tu konstatovali, Ze v uplynulom obdobi
doslo k zlepSeniu presnosti a spravnos-
ti metdd vadsiny vyrobcov na meranie
HbA,.."? Druhd, velmi dolezitd dimenzia
zlepSenia je pravidelnd externd kontrola

kvality v jednotlivych krajinach.

* Vtedy bol v Irdne pri moci Mohammad Reza Pahlavi, ktory mal dobré kontakty so zédpadnymi

krajinami a USA.

**  Vyraz pochdadza z Perzie (dnes Irdn - aka nahoda?). Ide o bajku o troch princoch Serendipu,
ktori mali schopnost objavit dolezité veci tam, kde sa to vdbec nec¢akalo.

*** Na striebro by bola potrebné chyba do 2 % a na zlato 1 %, ale od toho sme zatial daleko.

*** Pri Studovani odbornej literattiry (az na niektoré vynimky) méa citatel pocit, Ze pocuje pana
cisdra Franza Josefa, ktory pri ndvsteve roznych ¢asti Monarchie vzdy vyhlasil, Zze ,vSetko je
velmi pekné, véetko je velmi dobré, so vietkym som velmi spokojny*.




Dnes to uz vieme merat,
vysledky sii presné a sprdvne,
ale to nestaci.

Na zaklade vysledkov EurAlc moézeme

s kludnym svedomim prehlasit, ze na do-

dané hodnoty z akreditovanych laboraté-

rif sa da spolahnut. Nemali by sme vsak
zabudnut, ze HbA,  je dolezity nie pre
diabetoldgov, ale predovsetkym pre cho-
rych s diabetes mellitus. To znamena, Ze
rozhodujica je spolo¢na snaha diabetold-
ga a chorého dosiahnut dlhodobo dobru
glykemicka kompenzéciu, ¢o je zdkladny
predpoklad prevencie komplikacii diabe-
tes mellitus. Ak sledujeme vyvoj novych
liekov a technoldgii, je jasné, Ze tento ciel
by sa dal dosiahnut u kazdého chorého.
Realita je zial ina****. Glykemicka a cel-
kova metabolickd kompenzacia velkého
poctu chorych s diabetes mellitus nie je
dobra, ¢o ma za nasledok vysokd inci-
denciu a prevalenciu chronickych kom-
plikacii choroby. Prikladom nespravnej
interpretacie pokroku v medicine je ¢asto
opakovana veta z publikdcii a inych ma-
teridlov, ze ,,dany liek znizi HbA,. o ur-
¢ité percenta® Toto tvrdenie je zméto¢né

z viacerych dovodov:

+ Je velky rozdiel, ¢i sa znizuje HbA,,
u zle alebo dobre kompenzovaného
chorého.

o Podla starych jednotiek nevieme,
¢i zniZenie o 5 % je zniZenie z 13 %
na 8 % alebo z 13,0 % na 12,75 %.
Pri novych jednotkach tento prob-
lém nie je (zniZenie z 65 mmol-mol™
o 5 % je 3,25 mmolmol’, t,j.
na 61,75 mmol-mol™*).

+ Hlavnym problémom nie st tieto ma-
tematické zaleZitosti, ale to, ze Ziadny
novy liek a ziadna nova technologia
neznizuje HbA,.. ZniZenie HbA,. sa
da dosiahnut len kreativnou interpre-
taciou vysledkov vysetreni, adekvatnou
aplikdciou novych liekov a technolégii,
edukdciou, komunikdciou a hlavne

spolupracou lekdra a chorého.

Rozpor medzi optimistickymi vysled-

kami roznych stadii a skutoc¢nostou je
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mozné rie$it pomocou nového pristupu
na zaklade koncepcie ,RWE® (real-word
evidence, evidencie realneho sveta), po-
mocou ktorej sa skumaji konkrétne
ucinky roznych intervencii na bezné kli-

nické vychodiska.?

Dostali sme vysledok HbA .
z laboratoria, ¢o s tym?

Zakladny pristup je velmi jednoduchy.

Prvym krokom je, ¢i vysledok vySetrenia

je v stilade s ostatnymi ukazovatelmi gly-

kemickej kompenzicie. Stale plati pravid-
lo, ktoré sme vyslovili uz pred mnohymi
rokmi:

o Akjehodnota HbA,. chorého s diabe-
tes mellitus blizko norme, jeho glyke-
mickd kompenzicia je pravdepodobne
dobra, ale nedaju sa vylucit neprijem-
né hypoglykemické epizody. (Kon-
trolovat podla glykémii a rozhovoru
s chorym!).

+ Ak je hodnota HbA,. chorého velmi
vysoka, je urcite nedostato¢ne kom-
penzovany, ale HbA,. nedava infor-
maciu o tom, ¢o je podstata problému.
(Kontrolovat podla glykémii a rozho-
voru s chorym!).

« Hodnoty HbA, v strednom pdsme
neposkytuji  dostato¢nt  informa-
ciu o jeho glykemickej kompenzacii.
(Kontrolovat podla glykémii a rozho-

voru s chorym!).

Uvedené tri pravidld su platné aj v dobe
stale Sir$ieho pouzivania kontinudlneho
merania glykémie a ,flash monitoringu
ale daju sa lepsie definovat. Boli zave-
dené nové pojmy, z ktorych je najdole-
zitej$i ,TIR - time in range, t.j. ¢asové
obdobie, kedy chory mal glykémie medzi
3,9 a 10,0 mmol-mol* a mal by byt 70 %
z celkového ¢asu sledovania. Hyperglyke-
mické epizody alebo ,TAR - time above
range“ sa delia na prvy a druhy stupen
(od 10 do 14 a nad 14 mmol-mol! a mali
by trvat menej ako 30 % casu) a hypo-
glykémie, ,TBR - time below range“
menej ako 5 % ¢asu. Tieto kritéria nie st
prili$ prisne a daju sa dosiahnut u kazdé-
ho chorého s diabetes mellitus. Pre urcité
skupiny Tudi (mladi ludia s prvym typom
diabetu a tehotné diabeticky) je mozné
vytycit prisnejsie ciele a pre starsich dia-
betikov s réznymi inymi chorobami asi
bude potrebné uspokojit sa s mensim
podielom TIR. Otazne je hodnotenie hy-
poglykémii celkovym casom - lepsie by
bolo uddvanie ich frekvencie ako &as. Je
mozné diskutovat o tom, ¢i horna hranica
glykémie 10 mmol-L* pre ,,in range sta-
¢i na prevenciu chronickych komplikacii.
Systém TIR-TAR-TBR neberie do tvahy
ani rychle vykyvy glykémii, ¢o je prav-
depodobne dolezitym faktorom rozvoja
komplikacii.'* Isté je to, Ze na zaklade me-
taanalyz zvy$enie TIR z 50 na 60 % ¢asu
znizi hladinu HbA,. o 9 mmol-mol*.”®

Nag navrh je zhrnuty v tabulke 3, ale plati,

»Iime in range“ 70 a viac %; ,,Time above range“ menej ako 30 %.

Frekvencia a zavaznost hypoglykémii - ¢o najmenej a ak predsa, nie zdvazné.

Hodnoty HbA,; stanovenych spolahlivou metédou v pravidelnych intervaloch.

Idealne do 43 mmol-mol~, uspokojivo do 58 mmol-mol~', neuspokojivo 59-75 mmol-mol~'

a velmi zle nad 75 mmol-mol~’

Poznamky:

U chorych bez CGMS je mozZné vychéadzat z vysledkov spravne robeného domaceho monitorovania.

Odporticame aj sledovat dlhodoby trend zmien HbA,..

Odportcame sledovat aj variabilitu glykémii.

Nezabudnut, Ze chory s diabetes mellitus nie je len ,glykémia“ - sledovat zmeny hmotnosti, lipidy,

elektrolyty, oblickové funkcie a i.

A Tab. ¢ 3: Trojka komplexného hodnotenia glykemickej kompenzdcie v ére kontinudlneho

merania glykémie
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ze ku kazdému chorému je potrebné pri-
stupit individudlne (personalizovana me-

dicina).

Uvedené tri ukazovatele je mozné chapat
aj ako novu formu zndmej ,Joslinovej
trojky®. Ak st vsetky tri ,,kone“ monito-
rovania kompenzdcie stanovené spravne
a hodnotené ako jeden celok, su dané
predpoklady ucinnej a spravnej liecby

kazdého chorého s diabetes mellitus.

Je rozdiel medzi glykémiami
a HbA ,, - ¢o treba robit?

Prvym krokom pri diskrepancii medzi
hodnotou HbA,, a glykémiami je zistit, ¢i:
a. je tento problém jednorazovy alebo sa

opakuje a ¢i

b. je HbA,. vyssi alebo nizsi, ako by sa
dalo ocakévat podla glykémii

Ak rozdiel nie je konzistentny a nie st
pritomné rudivé faktory, ktoré menia
kinetiku glykacie (skratena doba Zivo-
ta krviniek, hemoglobinopatie aj v he-
terozygotickej forme a i), je potrebné
verit hodnote HbA,. Zvlast ziludnd je
situdcia, ak st glykémie relativne dobré
a HbA,. vysokd, na ¢o sme uz upozorni-
li pred 30 rokmi.* Tito Tudia st ohrozeni
rychlym vyvojom chronickych kompli-
kacii. Ak je diskrepancia konzistentna, je
potrebné konzultovat s odbornikmi a sta-
rostlivo patrat po rusivych faktoroch. Pri
merani HbA;. imunochemickymi me-
tédami odportacame urobit HPLC alebo
kapilarnu elektroforézu, a analyzovat jed-

notlivé frakcie hemoglobinu.

Vo vicsine pripadov sa diskrepancie
medzi HbA,, a glykémiami daju objas-
nit a vyrie$it komunikdciou medzi dia-
betologmi a odbornikmi z biochemic-
kych laboratérii. V odbornej literattre
sa v poslednej dobe objavili prace, ktoré
sa snazia tieto problémy riesit vedecky.
Ide o pojmy Haemoglobin Glycation
Index (HGI, index glykacie hemoglo-
binu) a Glycation Gap (Ggap, glykac-
nd medzera).'*"” V prvom pripade ide
o vypolet pomeru medzi o¢akdvanou
glykémiou pocitanou z HbA,. (Estima-
ted Avergae Glucose EAG) a priemerom
z glykémii za ur¢ité obdobie, v druhom
o ich rozdiel. Buducnost ukaze, ¢i tieto
ukazovatele maju skuto¢ny vyznam pri
hodnoteni glykemickej kompenzicie
a prognozy rozvoja chronickych kompli-

kacii diabetes mellitus, alebo nie.
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Vyskum v oblasti diabetes mellitus a antioxida¢nej ochrany organizmu. Vyskum modernych ukazovatelov lipidového
metabolizmu, zrdzania krvi a inych parametrov klinickej biochémie. Monografia: ,,Glykohemoglobin a glykované bielkoviny
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Internal Federation of Clinical Chemistry. Clen medzinarodného poradného zboru ¢asopisu Diabetologia Hungarica
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