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Prehled metod a principu stanoveni HbA,,

(redakcni prispévek) zia
D

Tento prispévek poskytuje stru¢ny piehled riznych metod méreni HbA, .. Obecné existuji dvé hlavni kategorie me-
tod. Prvni zahrnuje metody, které jsou zaloZeny na rozdilu v néboji molekul, jako jsou kationtoméni¢ova vysoce
ucinnd kapalinova chromatografie (CE-HPLC) a kapilarni elektroforéza. Druhd kategorie se sklada z metod zaloZenych na strukturalnich
rozdilech, jako jsou afinitni vysokoucinna kapalinova chromatografie (afinitni-HPLC) a imunochemické testy. Jednim ze zakladnich roz-
dilt mezi typy je, Ze u metod zalozenych na rozdilech nabojt je nutné kvili spravnému vypoctu HbA, . vyloucit vechny nefyziologické
formy, zatimco u metod zalozenych na strukturalnich rozdilech tomu tak neni. K tomu musi byt metody jako CE-HPLC schopny iden-
tifikovat véechny pritomné varianty Hb a jejich glykované formy, coz miize byt problematické vzhledem k tomu, ze v§echny molekuly se
stejnym elektrickym nédbojem budou eluovany ve stejném reten¢nim case.' To miize ovlivnit specificitu testu a pravé tento potencialni
nedostatek specificity brani prijeti CE-HPLC jako referen¢ni metody pro systém IFCC a podnitil vyvoj alternativnich metod.?

Prehled principii stanoveni HBA |,

HbA,. metody
Rozdilny naboj Strukturalni rozdily
pozitivni naboj negativni naboj
= Vlysoce vykonna kapalinové chromatografie na katexu (CE-HPLC) = Imunochemické testy = Afinitni HPLC
= Kapilarni elektroforéza (CE) = Enzymatické testy = Latexové testy
Referencni metoda

Pracovni skupina IFCC pro standardizaci HbA,. se chopila vyvoje referen¢ni metody, ktera do té doby chybéla. Ta v prvnim kroku
$tépi hemoglobin na peptidy pomoci enzymu endoproteinazy Glu-C a ve druhém kroku se oddélené neglykované N-terminal-
ni hexapeptidy ziskaného retézce rozdéli a kvantifikuji pomoci HPLC a elektrosprejové ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie nebo
dvourozmérnym postupem, vyuzivajicim HPLC a kapilarni elektroforézu s UV detekci [nejdtive provede HPLC (1. separa¢ni krok),
dale separaci jednotlivych eluatd pomoci kapilarni elektroforézy (CE, 2. krok separace), nasledovanou spektrofotometrickou detekci
pfi 214 nm, tj. kombinace HPLC-CE]. Oba principy poskytuji shodné vysledky. HbA,. se méfi jako pomér mezi glykovanymi a ne-
glykovanymi hexapeptidy. Pouzivaji se kalibratory sestavajici ze smési vysoce purifikovaného HbA;. a HbA,. Analytické parametry
referen¢ni metody byly hodnoceny mezinarodni siti referen¢nich laboratori, zahrnujici laboratote z Evropy, Japonska a USA. In-
terkomparacni studie sité ukazaly vynikajici vysledky s intralaboratornimi CV v rozmezi 0,5 az 2 % a mezilaboratornimi CV 1,4 az
2,3 %. Mozné interference byly peclivé prozkoumany. Kvili vys$si specificité referen¢ni metody jsou vysledky niz$i nez ty, které jsou
generovany vét§inou soucasnych komerénich metod, véetné nejcastéji pouzivanych imunochemickych a HPLC metod. Popsana
referen¢ni metoda byla schvélena ¢lenskymi spole¢nostmi Mezindrodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny a polozila

zéklad pro budouci jednotné standardizace rutinnich testd HbA,. po celém svété.?

Kapildrni elektroforéza

Kapildarni elektroforéza je metoda zaloZend na néboji, ktera byla nedédvno pfizptisobena testovani HbA,.. Hemoglobinové frakce se
separuji v kfemikovych kapildrach pri vysokém napéti na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti a elektroosmotického toku.*

Frakce hemoglobinu se detekuji spektrofotometricky.
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CE-HPLC

Fyziologické Hb varianty v HPLC na katexu. Cim kladnéji je molekula nabita, tim delsi je retencni éas.

HbA,
B-fetézec

Ao

HbA .
B-fetézec

HbA

. B Pyruvat Val His Leu Thr
B-fetézec

H bA1A1 Zs;OP ]
B-fetézec _|

HbA.,, *O0P
B-fetézec

—>
—
N —

HbF

Stanoveni HbA, iontoméni¢ovou chromatografii je zaloZeno na separaci elektrickym nabojem. Za fyziologickych podminek je volna
aminoskupina v termindalnim valinu B-fetézce kladné nabitd. Tento kladny néboj je ztracen v disledku glykace, ale také v dusledku
dalsich aprav. Metody zaloZené na elektrickém naboji (iontoménicova chromatografie a kapilarni elektroforéza) proto mohou poten-

cidlné podléhat interferenci dalsich modifikaci (napt. karbamylace, acetylace, varianty atd.).

Chromatografie na katexu zpozduje kladné nabité kationty, protoze stacionarni faze predkladd za-
porné nabitou funkéni skupinu. V8echny latky se stejnym nebo podobnym nabojem se objevi
pod stejnym vrcholem, coZ znamend, Ze varianty hemoglobinu, které migruji bud' s HbA,,,
nebo HbA,, mohou zpisobit podhodnoceni nebo nadhodnoceni HbA,..> Schopnost de-
tekovat — ,vidét“ — varianty u HPLC neni spolehliva, protoze mnoho latek migruje se

stejnym elu¢nim vrcholem.®

vevys

molekula, tim déle zistava ve sloupci.
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Afinitni HPLC

Afinitni chromatografie oddéluje molekuly na zakladé jejich chemické struktury. Pro méfeni glykovaného hemoglobinu se pouzivaji
komer¢né dostupné afinitni kolony, které obsahuji imobilizovanou kyselinu fenylboritou.” Kyselina borita reaguje s cis-diolovymi

skupinami v sacharidovych zbytcich GHDb (viz obrazek), které zahrnuji skupiny e-aminolysinu.

Afinitni HPLC detekuje celkovy glykovany hemoglobin, ze kterého se HbA, vypocitavd.”
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N-koncové fruktosyldipeptidy z B-fetézce. Methemoglobin je spektrofotometricky kvantifikovan pro vypocet celkového hemoglo-
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Enzymatické

Enzymatické metody jsou zaloZeny na enzymatické kvantifikaci fruktosyldipeptidti pomoci fruktosylpep-

tidoxidazy. Plnd krev je hemolyzovana a hemoglobin je pfeménén na methemoglobin. Proteindza uvoliuje

binu. Fruktosylpeptidoxidaza odstépi fruktosyldipeptidy, které vedou k produkci peroxidu vodiku. Peroxid vodiku v kombinaci se

substratem a peroxiddzou vytvari specifickou barvu, ktera je kvantifikovana spektrofotometricky a je umérna koncentraci HbA,.*

N-terminalni B-fetézec
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Jak je stanoven HbA . testy na bdzi latexovych cdstic?

Testy na zdkladé latexovych castic 1ze provadét na velkych automatizovanych systémech nebo na zatizenich POC (Point-of-Care).

U zatizeni POC je mozné pouzit jak kapilarni krev z odbéru z prstu, tak vendzni krev, nanesenou p¥imo do reakéni komory.

Jak se stanovi HbA . imunochemickymi metodami?

Imunochemické metody umoznuji specifické a automatické stanoveni HbA,. na rutinnich analyzitorech klinické chemie a POC za-
fizenich. Pouzivaji protilatky, které jsou namifeny proti aminoterminalni peptidové sekvenci B-fetézce s jeho glykovanou valinovou
skupinou. IFCC definuje HbA, jako BN1-deoxyfruktosyl hemoglobin.’ Existuje fada komer¢nich imunotesttl. VSechny jsou navrzeny

pro specifické stanoveni HbA,, ale mohou se lisit v po¢tu aminokyselin, které protilatka rozpoznava (obvykle 4-10 aminokyselin).

Roche gen. 3 B

Stanoveni Tina-quant Hemoglobin Alc Gen. 3 je zaloZeno na turbidimetrické inhibi¢ni imunoanalyze
(TINIA) pro hemolyzovanou plnou krev. GHb (HbA,.) ve vzorku pacienta reaguje s anti-HbA . protilatkou
za vzniku rozpustnych komplext antigen-protilatka. ProtoZe misto pro vazbu specifické protilatky (epitop)
je na molekule HbA, pfitomno pouze jednou, nedochazi k tvorbé nerozpustnych komplexii. Polyhapteny (vice epitopti) pridané v dal-
$im stupni reaguji s prebyte¢nymi anti-HbA, protildtkami za vzniku nerozpustného komplexu protilatka-polyhapten, ktery Ize stanovit
turbidimetricky. Uvolnény hemoglobin v hemolyzovaném vzorku se stanovi spektrofotometricky.” Metodu lze pouzit na analyzito-
rech COBAS INTEGRA 400 plus, cobas ¢ 111, cobas ¢ 311, cobas ¢ 501, cobas ¢ 502. Systémy cobas ¢ 501/502 disponuji specialni susici
stanici pro vzorkovou jehlu zajistujici bezpe¢né pipetovani plné krve v ramci stanoveni HbA . U analyzatort cobas ¢ 513 (specialni pro

stanoveni pouze HbA, s kapacitou 400 vzorki/hod.) a cobas ¢ 503 je pritomna specialni vzorkova jehla pro plnou krev.

Imunoanalyza (turbidimetrickd) - Roche

Vzorek Hemolyza Hb reakce probiha Tvorba (HbA,.)
v té stejné kyveté komplexu
Zadna enzymaticka Celkovy Hb Celkovy HbA,,
hemolyza -
zpusobuje nepiesnost % a Sl jednotky
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Pokrokové pristrojové vybaveni ROCHE: stanoveni HbA,, - laboratorni i POCT

cobas c 503

Vynikajici vykon a snadné ovladani. Nov4 analytickd jednotka cobas ¢ 503 nabizi vse, co potiebujete pro vytvoreni novych standardt

v oblasti spolehlivosti, idrzby a efektivity.

>200 aplikaci klinické chemie v¢etné HbA, méfeni z plné krve ¢i hemolyzatu a pipetovani specidlni vzorkovou jehlou
Fotometricka technologie s kapacitou az 1000 testt za hodinu

SonicWash, stanoveni sérovych indext, detekce srazenin

Bezkontaktni ultrazvukové michani

60 pozic pro reagencie cobas ¢ pack green s automatizovanou spravou, tj. na¢itdni a automatické vykladani kazet s ¢inidly béhem

provozu a pohotovostniho rezimu

cobas b 101

cobas b 101 je diagnosticky systém in vitro navrzeny ke kvantitativnimu stanoveni % HbA . (DCCT / NGSP) a mmol/mol HbA,,

(IFCC) v lidské kapilarni a venézni plné krvi fotometrickym méfenim. Odhadovana pramérna hladina glukézy je vypocitana systé-

mem cobas b 101. Systém je urcen pro profesiondlni pouziti v prostfedi klinické laboratote nebo v misté péce o pacienta.
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