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Oznaczanie stezenia hemoglobiny glikowanej
w diagnostyce cukrzycy

Termin glikacja odnosi sie do wieloetapowego procesu zachodzacego spontanicznie bez
udzialu enzymoéw. W jej wyniku powstaja zaawansowane koncowe produkty glikacji, ktore
okreslane sa skrotem AGE (ang. Advanced Glycation End-Products). Proces glikacji
zachodzi zaréwno w organizmach zywych, jak i in vitro [2]. Reakcje glikacji opatrzone sa
nazwa reakcji Maillarda. Nazwa wywodzi sie od nazwiska francuskiego chemika
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Louisa-Camilla Maillarda, ktory jako pierwszy w 1919 rok badal reakcje pomiedzy cukrami,
a bialkami w produktach zywnosciowych [2]. Caly proces glikacji zachodzi w organizmach
zywych bardzo powoli, poniewaz tylko mala czes¢ glukozy wystepuje w postaci otwartej,
zawierajacej wolna grupe aldehydowa, ktéra moze reagowac¢ z grupami aminowymi bialek

[6].

Glikacja jest gtéwna przyczyna spontanicznych uszkodzen biatek. Proces ten jest szczegolnie
niekorzystny w przypadku cukrzycy- jako konsekwencja wzrostu glukozy i innych pochodnych
sacharydow w osoczu [4]. W trakcie glikacji zachodzi reakcja grupy aldehydowej czasteczki
monosacharydu (zazwyczaj jest nia glukoza) z wolnymi grupami aminowymi réznych biatek. W jej
wyniku powstaje tzw. hemoglobina glikowana (GHB, glikohemoglobina). Sposréd znanych kilku
frakcji hemoglobiny glikowanej najwieksze znaczenie diagnostyczne ma frakcja HbAlc (A,,) [11].
Reakcji tej ulegaja wszystkie biatka, w ktérych czasteczkach wyro6znia sie wolne grupy aminowe.
Wsrdd biatek krwi znane sa glikowane formy hemoglobiny, albuminy, lipoprotein oraz biatek uktadu
krzepniecia. Ponadto, glikacji ulegaja rowniez biatka strukturalne, takie jak kolagen i biatka
wewnatrzkomdrkowe. Proces glikacji powoduje zmiane struktury i funkcji wielu biatek,a takze
odgrywa istotna role w patogenezie przewlektych powiktan cukrzycy [1].

Ilos¢ powstajacych produktéw glikacji biatek zalezy od stezenia substratéw oraz lokalnych zmian pH.
Z racji tego,ze stezenia biatek osocza i hemoglobiny sa zwykle state, nasilenie glikacji tych biatek jest
wynikiem wspotdziatania dwdch czynnikoéw, tj.: Sredniego stezenia glukozy, a takze czasu, w jakim
biatko byto eksponowane na kontakt z czasteczkami glukozy. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem glukozy,
a zawartoscia biatek glikowanych stata sie bardzo waznym parametrem wykorzystywanym
w monitorowaniu leczenia cukrzycy. W tym celu oznacza sie hemoglobine glikowana oraz albumine
glikowana (oznaczana jako fruktozamine). Fruktozamina jest ketoaminowa forma biatka, ktdora
powstaje po przegrupowaniu czasteczki utworzonej w wyniku reakcji glukozy z grupa aminowa reszt
lizynowych. Zazwyczaj oznaczana jest w przypadku, gdy wystepuja trudnosci z oznaczeniem HbAlc
lub u kobiet ciezarnych z cukrzyca [1], [12].

O poziomie AGE w ustroju decyduje nie tylko szybkos$¢ ich wytwarzania, lecz réwniez tempo
usuwania. W warunkach homeostazy AGE podlegaja rozktadowi proteolitycznemu w lizosomach
komorek, a powstate produkty degradacji wydzielane sa do krazenia i wydalane z moczem. Pewna
ilos§¢ AGE moze by¢ réwniez usuwana z krazenia przez watrobe, za co odpowiedzialne sa tzw.
komérki Kupffera (stanowiace 15-20% wszystkich komdrek watroby) oraz $rdodbtonek tkanki
watroby [3].

Coraz czesciej w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuje sie oznaczanie fruktozaminy
z uzyciem metody kolorymetrycznej, ktéra oparta jest na redukcji btekitu nitratetrazoliowego.
Metoda stosowana jest jako retrospektywny miernik glikemii ostatnich 2-3 tygodni (okres pottrwania
albuminy) oraz glikowanej hemoglobiny (HbAlc). Z kolei, metody chromatograficzne
z zastosowaniem jonowymiennych kolumn kationowych, stosowane sa jako miernik glikemii
ostatnich trzech miesiecy (okres zycia erytrocytéw) [2].



Gluk
i Intermediaty przemian:

.l_
Biatko — NHJ = clat ketonufu.wch
- tyklu sorbitolowego
- cyklu glikolitycznego
» cyklu pentozowego
Zasada Schiffa |

l I _.-'—PP—_“——_H%
Autooksydacja Zwiazki dikarbony |DWN
>

Produkty Amadori T (glioksal, metyloglioksal,
(ARP) B ] 3-deoksyglukozon)
~~
Biatko — NH, |
Biatko — NH,
AGE + Stres oksydacyjny
Zdjecie: Schemat powstawania AGE w organizmie,

http://www.ptfarm.pl/pub/File/Farmacja%20Polska/2010/08-2010/11%20%20AGE.pdf

Przygotowanie materialu do oznaczania hemoglobiny
glikowanej

Do oznaczenia wykorzystywana jest petna krew zylna, ktora pobierana jest na EDTA lub heparyne.
Mozliwe jest rdwniez przeprowadzenie badania w krwi wtosniczkowej pobieranej do specjalnie
heparynizowanych kapilar i probéwek z czynnikiem hemolizujacym. Oznaczenie frakcji HbAlc
powinno by¢ wykonywane jak najszybciej z racji tego, ze glikacja zachodz réwniez in vitro (jej
stopien uzalezniony jest od aktualnego stezenia glukozy) [11]. Pobrana krew moze by¢ tez
przechowywana- jednak nie dtuzej niz tydzien w temp. +4°C. Dtuzsze przechowywanie peinej krwi
(lub hemolizatu) powoduje pdzniejsze zaktdcenia w oznaczaniu frakcji z wykorzystaniem metod
chromatograficznych. [11].

Najczesciej wystepujace czynniki zakldcajace oznaczanie frakcji HbAlc:

- obecnosc we krwi prekursora glikohemoglobiny tzw. pre-HbAlc (forma aldiminowa HbAlc). U oséb
zdrowych forma aldiminowa stanowi ok. 5%-8% catej puli hemoglobiny HbA1, zas u oséb
z cukrzyca odsetek wzrasta i wynosi do 30% [11], [12].

- wystepowanie niedokrwistosci hemolitycznej, niewydolnosci nerek i innych choréb powodujacych
skrocenie okresu zycia erytrocytow
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- wszelkiego rodzaju hemoglobinopatie (np. zwiekszenie zawartosci hemoglobiny ptodowej HbF )

- warianty hemoglobiny powstajace w wyniku stosowania lekdw, picia alkoholu lub w przebiegu
mocznicy

- hiperbilirubinemia, hipertriglicerydemia [11], [12].

Metody oznaczania prekursorow AGE

Na rynku dostepne sa rézne zestawy testowe, ktéore umozliwiaja pomiar stezenia wczesnych
produktow glikacji biatek. Do najpowszechniej stosowanych technik oznaczania AGE w materiale
biologicznym (takim jak surowica krwi czy mocz) zalicza sie metody: spektrofluorescencyjne oraz
immunoenzymatyczne. Dostepne sa komercyjne testy typu ELISA do pomiaru stezenia prekursoréw
AGE (np. karboksymetylolizyny - CML). Inny prekursor -pentozydyne oznacza sie najczesciej
W moczu za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Taka probka nie wymaga
hydrolizy, poniewaz wystepuje ona w moczu w formie wolnej, z kolei w osoczu wiekszos¢
pentozydyny jest zwiazana z biatkami i oznaczenie catkowitej zawartosci wymaga uprzedniej
hydrolizy [2].

Proces glikacji moze zachodzi¢ zaréwno wewnatrz komorek, jak i pozakomérkowo we wszystkich
tkankach i ptynach ustrojowych. Nalezy podkresli¢, ze zjawisko glikacji dotyczy nie tylko biatek,
ale ré6wniez DNA czy lipidéw. W zyciu ptodowym obserwuje sie duze ilosci glikowanych biatek
w komorkach macierzystych [3]. W warunkach fizjologicznych proces glikacji przebiega powoli przez
cate zycie, stopniowo prowadzac do starzenia sie organizmu. Reakcji glikacji zazwyczaj ulegaja
biatka, ktore charakteryzuja sie dtugim okresie péttrwania. Wsréd nich wyrdznia sie: kolagen,
krystaline soczewki czy albumine osoczowa. Obecne w AGE wiazania krzyzowe przyczyniaja sie do
wzrostu sztywnosci biatek, a dalej wysokospolimeryzowane i usieciowane biatka traca swoje
biologiczne funkcje. To z kolei utrudnia ich usuwanie z komorek i tkanek organizmu. Nieusuniete
biatka kumuluja sie w postaci ztogow, powodujac usztywnienie $Scian naczyn oraz tkanek.
Przeprowadzone badania wykazaly postepujacy wraz z wiekiem wzrost glikacji biatek tkanki tacznej
m.in. w Sciegnach i aorcie oraz nasilona modyfikacje kolagenu skory u osob niewykazujacych
objawéw cukrzycy. Zaobserwowane zjawisko wywiera bezposredni wplyw na rozwdj choroéb
zwiazanych z wiekiem. Co wiecej, wszystkie zmiany patofizjologiczne dodatkowo stymulowane sa
przez stres oksydacyjny, ktory towarzyszy powstawaniu AGE. Wykazano, ze glikacja nasila sie
w stanie ostrej i chronicznej glikemii, dlatego tez to wtasnie w cukrzycy znacznie wczesniej dochodzi
do akumulacji AGE w krazeniu oraz w réznych tkankach i narzadach [3], [5]. Sposrod biatek, ktore
ulagaja nieenzymatycznej reakcji glikacji duze znaczenie w diagnostyce cukrzycy maja hemoglobina,
albumina, kolagen i krystalina. Oznaczenie glikowanej hemoglobiny i albuminy jest istotne
w diagnostyce hiperglikemii. Proces glikacji kolagenu i innych biatek macierzy u chorych na
cukrzyce prowadzi do sztywnienia Scian naczyn zylnych i tetniczych, zas glikacja krystaliny soczewki
oka sprzyja wytworzeniu sie katarakty. Wciaz trwaja badania majace na celu wynalezienie leku,
ktéry zapobiegatby procesowi glikacji. Jego odkrycie byloby przetomem w terapii cukrzycy [7].

Wsrod najczescie stosowanych metod oznaczania stezenia hemoglobiny glikowanej wyrdznia sie:

1) Metody wykorzystujace réznice w fadunku: hemoglobina glikowana HbA1lc oraz hemoglobina HbA
wykazuja niewielkie roznice w punkcie izoelektrycznym. Przy odpowiednim pH obydwie hemoglobiny
maja rozne tadunki elektryczne, a dzieki temu mozliwe jest ich oznaczanie z wykorzystaniem



chromatografii jonowymiennej, chromatografii powinowactwa, elektroforezy czy ogniskowania
izoelektrycznego [10], [1]. Chromatografia jonowymienna jest metoda rozdziatu frakcji hemoglobiny,
opierajaca sie na tadunku czasteczek. W metodzie wykorzystywane sa kationowe zywice
jonowymienne. Zwiazanie wolnych grup aminowych z czasteczkami glukozy powoduje, ze
hemoglobina glikowana w srodowisku kolumny chromatograficznej wykazuje mniejsz tadunek
ujemny od hemoglobiny A. Znane sa dwa rodzaje chromatografii jonowymiennej tj.: niskocisnieniowa
oraz wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa (okreslana jako HPLC). Z kolei, w chromatografii
powinowactwa wykorzystywana jest pochodna kwasu borowego, ktéra zwigzana jest z podtozem
wypetniajacym kolumne. W wyniku reakcji czasteczki hemoglobiny glikowanej sa wigzane
kowalencyjnie przez wytworzenie pierscieniowego potaczenia z udziatem atomu boru. W wyniku
dysocjacji nastepuje elucja hemoglobiny glikowanej oraz pomiar stezenia w zebranej frakcji.
Podobnie jak chromatografia jonowymienna, réwniez wyrdznia sie jej dwie odmiany
(niskocisnieniowa i wysokocisnieniowa) [1].

2) Metody oparte o réznice strukturalne: hemoglobina HbAlc w przeciwienstwie do hemoglobiny
A posiada glukoze potaczona z N-koficowa walina B-globiny. Zaleznos¢ ta wykorzystuje sie
w oznaczaniu hemoglobin metoda chromatografii powinowactwa, immunochemiczna czy
spektrometrig masowa [10].

Oznaczanie glikowanej hemoglobiny (HbAlc) z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Horiba ABX Pentra HbAlc WB i analizatora Pentra C200 (wg Urbaniak J. i WoZniak M., 2012).

Oznaczanie HbAlc w monitorowaniu leczenia cukrzycy rozpowszechnito sie w latach 90-tych, kiedy
to ogtoszono wyniki badan Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) oraz United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS). W badaniach tych wykazano, ze odsetek HbAlc jest nie tylko
retrospektywnym wskaznikiem wyréwnania metabolicznego cukrzycy, lecz réwniez niezaleznym
czynnikiem ryzyka rozwoju przewlektych powiktan choroby. Dzieki temu, zgodnie z rekomendacjami
towarzystw diabetologicznych (min. Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego) zaczeto stosowac
oznaczanie hemoglobiny glikowanej u chorych na cukrzyce w momencie rozpoznania choroby,
a nastepnie co 3 miesiace. W przypadku stabilnie przebiegajacej, dobrze wyréwnanej metabolicznie
choroby , zaleca sie wykonywanie oznaczen HbAlc co pét roku [1].

Hemoglobina HbAlc wykorzystywana jest do wykrywania oraz do oceny ryzyka rozwoju cukrzycy
u 0s6b z uposledzona tolerancja glukozy. Wcigz badane sa nowe metody oznaczania HbAlc, gdyz jej
rola w wykrywaniu cukrzycy wciaz rosnie. Co wazne, ten rodzaj hemoglobiny wykazuje mniejsza
zmienno$¢ biologiczna w poréwnaniu do glikemii [8]. Wazne znaczenie ma fakt, ze oznaczenie moze
by¢ wykonywane w materiale pobranym o dowolnej porze dnia, niezaleznie od spozywanych
pokarmow czy aktywnosci fizycznej, co znacznie utatwia prowadzenie badan [8].

Urbaniak J. i wsp. (2012) przeprowadzili badania majace na celu zbadanie przydatnosci krwi
przechowywanej w postaci suchej kropli na bibule, w oznaczaniu hemoglobiny glikowanej HbAlc.
Oznaczenie pzreprowadzono z wykorzystaniem metody immunoturbidymetrycznej. Do badan
wykorzystano krew pobrana od 47 pacjentow, ktéra nastepnie nanoszono na bibule typu Whatman 3.
Tak przygotowane probki suszono, a dalej przechowywano przez 24 godziny, 72 godziny lub 7 dni.
Zawartos¢ hemoglobiny glikowanej (HbAlc) we krwi pelnej i suchej kropli krwi oznaczano
z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikdéw (Horiba ABX Pentra HbAlc WB) przy uzyciu
analizatora Pentra C200 [8].



W swoich badaniach Urbaniak J. i wsp. (2012) wykorzystywali losowo wybrane probki, ktore
stanowitly krew zylna pobrana na wersenian. W prébkach tych w badaniach kontrolnych oznaczono
stezenie HbAlc [8].

Wykonanie (wg Urbaniak J., Wozniam M., 2012)

Oznaczenie préb wykonywano w hemolizacie krwi wg instrukcji producenta dotaczonej do zestawu
odczynnikéw.

1) 10 pl krwi pelnej zmieszano z 500 pl odczynnika lizujacego (ABX Pentra WB Hemolysis Reagent).
Prébke doktadnie wymieszano, a nastepnie inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. Po
uplywie czasu inkubacji otrzymany hemolizat umieszczano w rotorze prébkowym aparatu
i przeprowadzono analize.

2) Réwnolegle nanoszono 20 pl kazdej probki badanej krwi peilnej na paski bibuty
chromatograficznej typu Whatman 3MM, bibuly suszono, a nastepnie przechowywano przez 24
godziny , 72 godziny lub 7 dni w temperaturze pokojowej (w papierowych kopertach).

3) W kolejnym etapie sucha krople wycinano z bibuly (dzielac ja na 3 czesci). Bibute umieszczano
w probowce typu Eppendorfa i dodawano do niej 500 pl odczynnika lizujacego (tj. ABX Pentra WB
Hemolysis Reagent). Po 15 minutowej inkubacji w probéwce catos¢ delikatnie mieszano. W ostatnim
etapie otrzymany hemolizat przenoszono do naczynka probkowego analizatora i poddawano go
analizie [8].

Zestaw ABX Pentra HbAlc WB (Horiba Ltd.)

Powyzszy zestaw sklada sie z odczynnikéw umozliwiajacych przeprowadzenie dwdch niezaleznych
oznaczen. Tak wiec, mozliwe jest oznaczenie hemoglobiny catkowitej z wykorzystaniem metody
kolorymetrycznej, jak rowniez frakcji HbAlc metoda immunoturbidymetryczng. Oznaczanie
hemoglobiny catkowitej polega na konwersji wszystkich form hemoglobiny w hematyne zasadowa.
Reakcja zachodzi w zasadowym roztworze detergentu niejonowego, a w jej wyniku dochodzi
do zmiany barwy roztworu, ktorej natezenie jest wprost proporcjonalne do stezenia hemoglobiny
w badanej prébce. W metodzie immunoturbidymetrycznej wykorzystuje sie agregacje czastek lateksu,
ktore optaszczone sa przeciwcialtami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko HbAlc (anty-HbAlc)
po dodaniu syntetycznego polimeru (zawierajacego wiele kopii immunoreaktywnej HbAlc) [8],[9].
HbA1lc z prébki pacjenta konkuruje o miejsca wiazania na czasteczkach przeciwciata anty-HbAlc
optaszczonych na lateksie,w wyniku tego dochodzi do hamowania aglutynacji. W konsekwencji
uzyskuje sie mniejsze rozproszenie swiatla (spadek absorbancji) [10].Z kolei, tworzenie komplekséw
w zawiesinie powoduje wzrost absorbancji (duze rozproszenie swiatta), gdzie po dodaniu prébki
badanej aglutynacja odczynnikow testowych jest hamowana w stopniu zaleznym od stezenia HbAlc
w badanym materiale. Na podstawie otrzymanych wynikow oblicza sie odsetkowa zawartos¢ HbAlc,
ktéra stanowi stosunek HbAlc do hemoglobiny catkowitej [8], [9], [10].



| : {/:; Aglutynator powoduje
Brak HbAlc O}:} O aglutynacje z czasteczkami

przeciwciat oplaszczonych

aglutynacja Q_Q na lateksie +

zwiekszeniezmetnienia

{3 HbAlcreaguje z
L

przeciwciatamioplaszczonymi

£
5
'
’
{} o" nalatoksif~+
i F Zmniejszenie zmetnienia

aglutynacji - Q {j

L Przeciwciataanty-HbAlc G aglutynator # HbAlc
‘Q: optaszczone na lateksie

Zmniejszenie

.
_O_ HbA1c %y
3

L)
-
L
O

Zdjecie: Metoda immunoturbidymetryczna oznaczania stezenia HDbAlc,
http://diagnostykalaboratoryjna.eu/journal/DL 3 2012. str 303-311.pdf

Oznaczanie hemoglobiny glikowanej metoda immunoturbidymetryczna (wg Lakshmy R.,
Gupta R.,2009)

Wykonanie:

Krew zylna pobrano do probdwek zawierajacych antykoagulant (EDTA). Na bibute Wathman (nr 3)
nanoszono po 10 pl krwi za pomoca pipety, po czym suszono w temperaturze pokojowej.
Po catkowitym wyschnieciu krazki bibuly pakowano do zamykanych plastykowych workow w celu
ochrony przed kurzem i wilgocia. Tak przygotowane przechowywano w 4°C [9].

Z bibuly z krwig wycinano 6 mm krazki, a nastepnie szacowano ilos¢ hemoglobiny glikowanej
z wykorzystaniem metody immunoturbidymetrycznej (stosujac zestaw Agappe Diagnostic, Indie).
Wykorzystany kit opiera sie na oddzialywaniu antygenu z przeciwciatem, gdzie bezposrednio
okreslana jest wartos¢ Alc w krwi petnej. W momencie dodania mysich monoklonalnych przeciwciat
(anty-ludzkich Alc) do pelnej krwi dochodzi do formowania sie kompleksu z czasteczkami lateksu
optaszczonymi anty-ludzkimi przeciwciatami Alc. Oddzialywanie przeciwcial z krwi badane;j
i z zestawu powoduje aglutynacje w probce. Wielkos¢ aglutynacji mierzona jest jako absorbancja,
ktora jest proporcjonalna do ilosci HbA1lc zaabsorbowanej na powierzchni czasteczek lateksu [9].

Jedna wycieta sucha krople krwi (odpowiadajaca 8 pl krwi) zmieszano z 400 pl odczynnika do
hemolizy. Probke doktadnie wymieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut do
catkowitego rozpadu. Otrzymany hemolizat poddano nastepnie inkubacji z odczynnikiem
zawierajacym oplaszczony przeciwciatami lateks, po czym do prébki dodano odczynnik zawierajacy
mysie przeciwciato (anty-ludzkie przeciwciato Alc) oraz kozie przeciwciato anty-mysie 1gG
(przeciwciata poliklonalne) w buforze glicynowym. Prébki inkubowano, po czym zmierzono
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absorbancje przy 600 nm. Dla oszacowania stezenia catej krwi, hemolizat przygotowano przez 10
minutowa inkubacje 10 ul z 500 pl odczynnika do hemolizy. Reszta oznaczeh wykonywana byla
w sposob identyczny jak dla krwi suszonej na filtrze.

Badania przeprowadzone przez Lakshmy R. i wsp. (2009) z wykorzystaniem metody
turbidymetrycznej, wykazaty dobra korelacje miedzy stezeniem HbAlc w probce swiezej krwi,
jak i utrwalonej w postaci plamy na filtrze (bibule typu Whatman). Jak pokazaly przeprowadzone
badania, hemoglobina glikowana moze by¢ z powodzeniem oznaczana w krwi utrwalanej, dzieki
czemu mozna wyelimonowac ,,czynniki przeszkadzajace”, ktdre towarzysza pomiarom w krwi swiezo
pobranej [9]

Autor: Lidia Koperwas
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