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El6badas témaja

* Glikdz nem enzimatikusan kapcsolodik a

fehérjékhez.
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Sajnos,

a helyzet nem ennyire rozsas:

e standardizacio hianya

* interferald tényezdk

* klinikai kimenetellel / paraméterekkel
kapcsolat kevésbé ismert

EZERT helyettesit markerre van sziikség



EZ A MARKER A GLIKALT HEMOGLOBIN
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Relationship of HbA, . to Risk of
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Mit is mérunk?

HEMOGLOBIN:

4 db (2 alfa, 2 béta) lancbdl all

4 hem molekula

cca 250 — 300 millié Hb molekula / vvt

béta lancokon a valin nem enzimatikusan glukézt kot

Signal

HbAO (a232): 90%

HbA1l
HbA1: N terminalis valin, kiilonb6z6 cukorokkal glikalva
HbAlal: fruktdz 1,6 difoszfat N terminalis valin
HbA1la2: gliikdz 6 foszfat N terminalis valin
HbA1lb: ismeretlen szénhidrat N terminalis valin

HbAQD

HbA1lc
| HbE |

HbF \
Hb/l\‘lb !;

HbAla

T T T T
1 2 3 4
Elution time (min)

HbAlc (60-80%): gliikdz N termindlis valinhoz vald kapcsoldddasa

(beta-N-1-deoxi fructosil komponens)
HbA2 (0252)
HbF (a2y2)

Ossz glikalt hemoglobin: HbAlc + nem N-termindlis helyeken glikalt Hb

(15 egyéb helyen; akar 40-50%-ért felelbs)



Mibol mérink?

e EDTASs (lila kupakos) vér

e vénas és kapillaris vér egyarant hasznalhato
* Esetleg: szir6papirra szaritott vérminta

* anap soran barmikor levehet6

Stabil:

e 2-8°C-on1 hétig

e -70°C-on 1 évig.

e -20 °C-on valo tarolas kerilendo



Meérés alapja

i Glikacio kovetkeztében:

1. toltésviszonyok megvaltoznak
2. antigenitas megvaltozik
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FObb mddszertipusok

HbAlc methodologies
Separation Chemical
Differences
charge
HPLC Capillary Affinity Immuno Enzymatic
ion exchange | |electrophoresis| |chromatography assays assays




Bio-Rad CDM System
CDM 5.1 VIl TURBO Instrument
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Patient Data Analysis Data
Sample ID: Unknown-1-39 Analysis Performed: 09/06/2010 18:55:19
Patient ID: Injection Number: 39
Name: Run Number: 11
Physician: Rack ID: 0006
Sex: Tube Number: 2
DOB: Report Generated: 11/06/2010 14:35:46
Operator 1D:
Comments:
[FCC NGSP Retention Peak
Peak Name mmol/mol % Area % Time (min) Area
Ala 1.0 0.161 32841
Alb 1.2 0.232 39666
F 0.8 0.287 25658
LA1c 1.3 0.433 42133
Alc 30 4.9 0.523 1089277
P3 3.0 0.786 95651
P4 1.1 0.877 35576
Ao 88.1 1.040 2814708
Total Area: 3,195,611

3. abra: Nem diabetikus (normal) minta

Bio-Rad CDM System
CDM 5.1 VIl TURBO Instrument
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Eatient Data Analvsis Data.
Sample ID: Unknown-1-38 Analysis Performed: 09/06/2010 18:53:42
Patient ID: Injection Number: 38
Name: Run Number: 11
Physician: Rack ID: 0006
Sex: Tube Number: 1
DOB: Report Generated: 11/06/2010 14:35:37
Operator ID:
Comments:
TFCC NGSP Hefention Peak
Peak Name mmol/mol % Area % Time (min) Area
Ala 1.4 0.165 31282
Alb 2.7 0.230 59971
TAlc 34 0.406 76905
Alc 80" 55 — 0.508 759876
P3 4.4 0775 99359
P4 1.5 0.887 33611
Ao 79.6 1.073 1797385
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,258,389

4. abra: Diabetikus minta, emelkedett HbA,_ szinttel



Zavaro tényezok

Hemoglobin variansok — elvalasztastechnikai mddszerekkel esetén lathatdak

Béta-talasszémia: béta-lancok termel6dése gatolt; HbF és HbA2 szintek nének

HbF szint emelkedés: 25% felett nem értékelhetd a HbAlc (Ujszilottnél ne kérjik...)
1%-0s HbF emelkedés esetén

|A: relativ 1%-kal csokken;

AC: relativ 0,7%-kal né.

|IEC és CE altalaban elklloniti.

Poszttranszlacios modifikacid: karbamilalt Hb, pre-HbAlc

900 Hb varians; 99% 4 f6 kategoria
S: fekete, mediterran, indiai

C: fekete, indian

E: dél-azsiai

D: altalanos

Szerencsére fentiek esetében is van valin, éppen ugy glikalodnak; ha nincs
hemolizis, mérsékelt a zavard hatas.



Bio-Rad CDM System
CDM 5.1 VIl TURBO Instrument

PATIENT REPORT
V2TURBO_Atc_2.0

Patient Data Analysis Data
Sample ID: Unknown-1-39 Analysis Performed: 09/08/2010 18:55:19
Patient ID: Injection Number
Name: Aun Number: 1
Physician Rack ID 0006
Sex Tube Number: 2
DOB: Report Generated: 11/08/2010 14:35:46
Operator ID:
Comments:
TFCT GSP
Peak Name mmol/mol % Area % Time (mi
Ala — .0 0.161
ATD T2 0032
F 08 0.287
TATc = T3 0.433
Alc [E) 0523
] 3.0 0.786
123 T 08
Ao BB 7.040
Total Area: 3,195,611
HbAle (IFCC) = 30 mmolmol
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Bio-Rad CDM System
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PEatient Dafa
Sample ID: Unknown-1-38 Analysis Performed: 09/06/2010 18:53:42
Patient ID: Injection Number: 3
Name: Run Number: Rt
Physician: Rack ID: 0008
Sox: Tube Number: 1
DOB: Report Generated 11/06/2010 143537
Operator ID:
Comments:
TFCT Felention | Peak |
Peak Name mmol'mol Area % Time Enin! Area
1a 14 N A
ATb z 0230 5307
LATC 34 0.408 76905
AT = 0508
) = L) 0775 53350
] — T 0.687 iil
Ao 796 1073 1797385
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,258,389

4. abra; Diabetikus minta, emelkedett HbA,_ szinttel
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Zavaro tényezok

Emelkedést okoz

Hipertrigliceridémia (IEC+)
hiperbilirubinémia (IEC+)
aspirin

Urémia

aplasticus anémia

életkor (10 évente 0,1%)
etnikum

Csokkenést okoz

HbC, HbS

E/C-vitamin

hemolitikus anémiak
terhesség

akut/kronikus vérvesztés
sulyos nefropatia
majbetegség

dializis

malaria



Eredmények ertékelése

Klinikailag szignifikans valtozas: 0,5%-o0s eltérés két
egymast kovet6é mintabol.

Ennek feltétele:
Az azonos mintakbadl torténd ismételt mérések esetén a

kapott eredmények kdzott a relativ széras (CV%)
* Alaboron beliili <3%
* alaborok kozott kiilonb6z6 mdodszerek esetében <5%;

e egy moddszer esetében <3%

Ez pedig korantsem magatdl értet6d6



Roche Tina-quant és Randox HbA1c immunassay-vel kapott
eredmények 0sszevetése
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Beko G [Introducing the new laboratory
standard for HbAlc determination in Hungary].
Orv Hetil. 2011 Apr 3;152(14):555-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beko G[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=21436018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beko G[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=21436018
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Megoldas: standardizacié

Vilagszerte egy referencia-eljarashoz
viszonyitjak a teszteket (IFCC)

Referencia anyag kidolgozasa: tiszta HbAlc
standardot és

HbAO-t kevernek 6ssze meghatarozott
aranyban.

Ezutan proteinazzal emésztik a keveréket.
HPLC-CE-vel, vagy HPLC-MS-sel mérik.

Globdlisan IFCC- referencia laboratériumok.

Gyartok standardjait erre vezetik vissza /
ezekkel mérik 6ssze.

Laboratories network

http://www.ngsp.org/



Kovetkezmény

1. Osszehasonlithatdéva valtak a kiilénbdz8 mddszerekkel kapott eredmények
2. Id6ben kovethetdveé valtak az egyes betegek
3. Lehet6ség nyilt arra, hogy SI mértékegységre attérjenek (mmol/mol)

Meértékegyseg

HbA1c HbA1c
(%) (mmol/mol)
mmol/mol vagy %7?
13 119
NGSP% = 0,0915 * [FCC mmol/l + 2,15 12 108
(%: ez NEM AZ a %) 11 97
10 86

IFCC mmol/I = 10,93 NGSP% - 23,5 75

64

42

9
8
[{ 53
6
5

31




Mire hasznalhato az eredmény?

Anyagcsere-allapot monitorozasa: a HbAlc az elmult 2 — 3 hdnap atlagos
vércukorszintjét tikrozi

50%

HbA+. Contribution

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Days Since Test

(Tahara Y, Shima K. Kinetics of HbA:., Glycated Albumin, and Frugtosamine and Analysis of
Their Weight Functions Apainst Preceding Plasma Glucose Level. Diabetes Care18:440-447;1595%)

A HbA1c 50%-a az els6 30 napi, 40%-a 31-90.
napi és 10 %-a a 91-120. napi
glikdzkoncentracié eredményeként jon létre



HbAlc és eAG

Becsult atlagos vércukor: eAG:

ADA, EASD & IDF tamogatta ADAG vizsgalat

10 kézpontban 507 T1DM, T2DM és kontroll egyén

Atlagos vércukor: legaldbb 2 nap CGM 4 alkalommal, legaldbb
heti 3 nap otthoni vércukorszint-ellen6rzés

AR

ADAG Study: “Translation” of
HbA1c into eAG

eAG

HbA1c (%) {mg/dl) {mmolll)
5 97 54
6 126 7.0
7 154 8.6
8 183 10.2
9 212 11.8
10 240 13.4

www diabetes ceg 1.800.DMABETES

eAG(mg/dl)= (28.7*HbA1c)-46.7, r2=0.84

Probléma: kevés klinikai adat, kiilonosen alcsoportok esetében

Diabetes Care 2008;31:1-6



HbA1lc: célertékek és DM diagnosztika

IFCC NGSP
(mmol/mol) (%)

Normal reference range 20-42 4-6

Standard interpretation norm*




HbAlc vs. glukozszint a DM
diagnosztikaban

HbA1lc elényei a gliikdzzal szemben:

1. mintavétel utan stabil

2. betegen bellli ingadozas napok kozott: <2%
(éhomi glikoz esetében 10-15%)

3. stressz, akut betegség kevésbé befolyasolja

4. konny( a mintavétel

altalanos célérték: <7%
<5,8%: alacsony kockazat
>6,4%: diabetes

5,8 —6,4%: DM kockazata n6




e W

HbA1lc diagnosztikus értékeével
kapcsolatos kerdések

Standard interpretation norm* (mnllFo(I:/Cmol) '\J(E/OS)P
Normal reference range 20-42 4-6
H Decision limits Monitoring  Target treatment 53 7
. BIZTOSAN minden csoportban ugyanazok a i
, ;s , Limit change therapy 64 8
Va go e rte ke k ? Diagnosis ~ Low risk <40 <58
, , . . , ? Ingﬁzzgg risk future 40-46 5.8-6.4
Merési bizonytalansag: s e

Mi van az atmeneti tartomannyal?

Egyéb (kor)allapotok befolyasold hatasa?
Hogyan valtoznak az eddigi besorolasi hatarok
(IGT, prediabetes)?

. Milyen a pontos relacié az OGTT eredményéhez?

Aktudlisan inkdbb kockdzat, mint definitiv diagnozis




HbA1lc diagnosztikus értéeke korlatozott
az alabbi allapotokban

Csak akkor hasznalhato diagnozis felallitasara, ha a
kovetkez6 allapotok kizarhatoak:

* terhesség

e 1l-estipusu diabetes

* friss diabetes

e akut pancreasbetegség
e Gyogyszer indukalta hiperglikémia
* hemoglobinopatiak

e Sulyos anémia

* veseelégtelenség

* majelégtelenség

e dializis

* HIV fert6zés

Raadasul a pontos vagoérték (6,5%7) sem ismert.



HbA1lc terapias célértékeket
befolyasolja

Céléerték: nem egyértelmd. Egyedileg kell megallapitani.

* Alacsonyabb célértéek: hosszabb életkilatas, kevésbé
intenziv terapia

 Magasabb célérték: rosszabb altalanos allapot,
hipoglikémias hajlam, gyermek- és serdul&kor,
el6rehaladott érszovédmények

* Nagyon alacsony érték: akar még emeli is a vascularis
szovédmeények kockazatat




Mikor mérendo?

Javasolt mérési gyakorisag:

évi 2 alkalommal stabil allapotu diabeteses betegeknél,
évenkeént 4 alkalommal, ha rossz a diabetes kontroll, vagy ha
gyogyszervaltas tortént.

Korhazi kezelés esetén — amennyiben a korabbi 3 hénaprodl nincs
eredmény — mérni kell diabeteses betegnél.

Ismétlendo a teszt (lehetbleg masik mddszerrel):

klinikai képpel 6ssze nem egyeztethet6 eredmények

HbA1c értéket befolyasolo korképek

(nagyon alacsony értékek: hemolitikus anémia, vagy varians jelenlétét
fel kell vesse)

OEP:
Evi kb. 1 milliard Ft
3 hénapon beliili ismételt mérést nem tamogat



Fruktozamin, amikor a HbAlc teszt
nem hasznalhato
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Fruktozamin

Kimutatasara szamos modszer

Hasonlod jellegl standardizaciés problémak, mint a HbAlc-vel
Aktualisan: kolorimetrias mddszerrel, kémiai reaktivitas alapjan. Gyors eredmény
A fruktézamin és a HbA1c kozotti erés az osszefliggés
HbA1c=0,017 * fruktézamin (umol/L )+ 1,61
Nem egyértelmd, hogy kell-e az 6sszfehérje vagy albumin szintekre korrigalni

Minta: Nativ cs6
Az analit szobahémérsékleten 7 napig, hiitében 14 napig, fagyasztva 30 napig stabil.
Hemolizalt minta: tévesen magas értékek

Eredményt befolyasolja: fehérje turnover valtozasa

Majbetegségek
Nephrosis szindroma
Pajzsmirigybetegség
Paraproteinémia
Magas C-vitaminszint



Fruktozamin

Referenciatartomany: életkortol és nemtdl fligg

Nem diabeteses személyeknél: 175-280 umol/L
Albumin szintre korrigdlva: 4,7-6,5 pumol/g albumin
Kisebb albuminszint — kisebb fruktézaminszint

Kontrollalt diabetes: 210-421 umol/L
Nem kontrollalt diabetes: 268-870 pumol/L
Rendszeres mérés informativabb



Utravalé

Glikalt fehérjék biomarkerként torténd alkalmazasa tekintetében
a legtobb tapasztalat a HbAlc vonatkozasaban van

HbA1c teszt: szamos maodszer all rendelkezésre. Ezek eredménye
a referens eljaras kidolgozasa ota 6sszehasonlithatd. CAVE: POCT

meghatarozas

HbA1lc eredményt befolyasolhatja: Hb varians, vorosvérse;jt-
élettartam, kismértékben egyéb betegség

Célertekeket egyedileg kell kivalasztani

Ha nincs HbA1c: egyéb glikalt fehérje (fruktézamin)



