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STANDARDIZACIJA ODREDIVANJA GLIKOHEMOGLOBINA/HbA,: IFCC
REFERENTNI SISTEM

Olivera Jankovié¢

Interlabexim, Beograd

Kratak sadrzaj: Glikohemoglobin je uveden u rutinsku klinicku praksu ranih 1980-ih i ubrzo je postalo ocito
da postoji znacajna razlika u rezultatima koji su dobijeni u razli¢itim laboratorijama. Ove razlike u dobijenim rezul-
tatima posledica su niza metoda koje se koriste u laboratorijama, i nedostatka primarnog referentnog materijala.
Poredenje rezultata iz razlicitih laboratorija bilo je stoga tesko ili cak nemoguce. Standardizacija sa uobicajenom
kalibracijom je prvi put predlozena 1984. godine, medutim, tek 1993. godine posle objavljivanja studije Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) (Ispitivanja koja se odnose na komplikacije i kontrolu dijabetesa)
pitanje medunarodne standardizacije merenja glikohemoglobina postalo je vazno za naucnike i klini¢are. d to
vreme, zbog nedostatka medunarodne standardizacije, nekoliko zemalja je razvilo nacionalne programe stan-
dardizacije. Vazno je napomenuti da su ovi programi zasnovani na ¢vrstoj saradnji sa nacionalnim profesionalnim
telima, i da su mnogo doprineli smanjenju razlika medu laboratorijama u svim zemljama. Ovo pobolj$anje u smis-
lu smanjenja razlika izmedu laboratorija je dokumentovano rezultatima dobijenim iz National External Quality
Assessment Scheme (NEQAS) (Nacionalni program za spoljinu kontrolu kvaliteta) materijala (kalibratora).
Radna grupa Medunarodne federacije za klinicku hemiju (IFCC WQ) za standardizaciju glikohemoglobina oform-
liena je 1995. godine. IFCC projekat se zasniva na: jasnom definisanju analita zavisno od njegove molekularne
strukture; razvijanju i potvrdi odobrene referentne metode koja bi sa visokom specificnoséu merila glikohemo-
gobin u krvnom uzorku i kontrolnim materijalima; razvijanju primarnog referentnog materijala; proizvodnji seta
sertifikovanih humanih kontrolnih materijala koji bi se koristili kao sekundarni referentni materijal; ustanovljenju

referentnih granica i utvrdivanju granica za donosenje medicinske odluke.

Kljucne reci: glikohemoglobin, standardizacija, IFCC referentni sistem.

Uvod

d vezi standardizacije i odredivanja glikohemo-
globina u duzem periodu se postavlja vise pitanja i to:

Sta je glikohemoglobin? Glikozilirani hemoglo-
bin je indeks srednje vrednosti glukoze u krvi u toku
predhodnih 120 dana. Ovo je zbog toga $to eritrocit
ima Zzivotni vek od oko 120 dana. Nivou glikoziliranog
hemoglobina u bilo kom trenutku doprinose svi eritro-
citi u cirkulaciji. Medutim, mera glikoziliranog hemo-
globina je matimaticki izveden nivo Secera u krvi to-
kom predhodnih 120 dana, tako da nivoi Secera u krvi
u predhodnih 30 dana vise doprinose nivou glikozilira-
nog hemoglobina nego sto to ¢ine ranija ocitavanja.
Otuda se nivo glikoziliranog hemoglobina moZe po-
vecati ili smanjiti relativho brzo neposredno posle velik-
ih promena u nivou glukoze u krvi, $to znadi da nije
potrebno 120 dana da bi se otkrila znac¢ajna promena
u nivou glikoziliranog hemoglobina posle klinicki zna-
Cajne promene nivoa glukoze u krvi.

Zbog cega treba koristiti glikohemoglobin?

- Postoji predvidljiv i uporedljiv odnos izmedu
glikohemoglobina kada se koristi metoda
odredivanja koja je standardizovana prema
DCCT (Diabetes Control and Complications
Trial) referentnoj metodi i srednjim nivoima
glukoze u krvi.

- Otuda ovo mogu primenjivati zdravstveni rad-
nici i pacijenti da postave i usaglase ciljne vred-
nosti za glukozu u krvi na osnovu dokaza iz
DCCT.

- Vazno je setiti se da je glikohemoglobin mera
nivoa Secera u krvi u predhodnih 120 dana.

Zasto treba standardizovati glikohemoglobin
prema DCCT vrednostima? Standardizovanje odredi-
vanja glikohemoglobina prema DCCT vrednostima bi
omogucdilo pojedna¢nim Kklinickim laboratorijama da
dobiju rezultate testa koji bi se mogli direktno dovesti
u vezu i sa srednjim vrednostima Secera u Krvi i rizici-
ma za nastajanje i/ili napredovanje komplikacija hro-
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ni¢nog dijabetesa. To bi takode omogudilo pacijenati-
ma i zdravstvenim radnicima ekvivalentna poredenja
kontrole Secera.

Da li postoje pokusaji da se na medunarod-
nom nivou standardizuju odredivanja glikohemo-
globina? Da. Radna grupa Medunarodne federacije za
klinicku hemiju i laboratorijsku medicinu trenutno u
duzem periodu radi na standardizaciji.

Glikohemoglobin je uveden u rutinsku klinicku
praksu ranih 1980-ih i ubrzo je postalo ocito da postoji
znacajna razlka u rezultatima koji su dobijeni u
razli¢itim laboratorijama. Ove razlike u dobijenim rezul-
tatima posledica su niza metoda koje se koriste u la-
boratorijama, i nedostatka primarnog referentnog ma-
terijala (1). Poredenje rezultata iz razlicitih laboratorija
bilo je stoga tesko ili cak nemoguce. Standardizacija
sa uobicajenom kalibracijom je prvi put predloZzena
1984. godine (2), medutim, tek 1993. godine posle
objavljivanja studije Diabetes Control and Complica-
tions Trial (DCCT) (Ispitivanja koja se odnose na
komplikacije i kontrolu dijabetesa) pitanje interna-
cionalne standardizacije merenja glikohemoglobina
postalo je vazno za nauc¢nike i Klinicare (3). U to vreme,
zbog nedostatka medunarodne standardizacije, neko-
liko zemalja je razvilo nacionalne programe standard-
izacije od kojih su najznacaniji:

0 u SAD; National Glycohemoglobin Standar-
disation Program (NGSP) (Nacionalni pro-
gram za standardizaciju glikohemoglobina).
Vaznost mogucnosti poredenja rezultata spoz-
nata je ranije u studiji DCCT (i takode u United
Kingdom Prospective Diabetes Study (Prospe-
ktivne studije dijabetesa u Ujedinjenom Kra-
lievstvu) [UKPDS]); s obzirom da u to vreme
nije postojala medunarodna standardizacija,
HPLC metod je koris¢en za poredenje sto je
omogucavalo da ova ispitivanja budu uspesno
zavrsena (4 6);

u évedskoj; Mono S jonoizmenjivacka hro-
matografija je koris¢ena za poredenje (7, 8);

* u Japanu; primena uobicajenih kalibratora (ka-
libracija sa dve tacke) sa HbA, . vrednostima za
koje se opredelilo Japansko drustvo za dija-
betes (9 11).

Vazno je napomenuti da su ovi programi zasno-
vani na ¢vrstoj saradnji sa nacionalnim profesionalnim
telima, i da su mnogo doprineli smanjenju razlika me-
du laboratorijama u svim zemljama. Ovo pobolj$anje u
smislu smanjenja razlika izmedu laboratorija je doku-
mentovano rezultatima dobijenim iz National External
Quality Assessment Scheme (NEQAS) (Nacionalni
program za spoljnu kontrolu kvaliteta). Interesantno
je da je ¢ak i u odsustvu nacionalnih programa stan-
dardizacije, postignuto poboljsanje u razlikama izmedu
laboratorija u zemljama gde je EQAS (Projekat za
spoljinu kontrolu kvaliteta) redovno primenjivan (ko-
riste¢i stabilne zamenljive materijale za kontrolu) za
glikohemoglobin (12 14).

Zajednicka osobina ovih nacionalnih programa
je odsustvo nekomercijalne, nezavisne referentne me-
tode za kvantifikaciju HbAc, i nedostatak primarnih i
sekundarnih referentnih materijala (kalibratora). Na
ovim nedostacima koji se odnose na standardizaciju
glikohemoglobina u duZem periodu uspesno radi In-
ternational Federation of Clinical Chemistry Working
Group (IFCC WQ) (Radna grupa Medunarodne fe-
deracije za klinicku hemiju).

IFFC standardizacija

Radna grupa Medunarodne federacije za klini¢ku
hemiju (IFCC WQ) za standardizaciju glikohemoglobi-
na oformljena je 1995. godine (15). Cilj inicijative
[IFCC-a je bio da se umesto nacionalnih standardizaci-
ja (koje su primenjivale razli¢ite pristupe pri standard-
izaciji) razvije medunarodna, nau¢no zasnovana, Sema
za standardizaciju.

IFCC projekat se zasniva na slede¢em:

* jasnom definisanju sastojka zavisno od njegove
molekularne strukture;

* razvijanju i potvrdi odobrene referentne metode
koja bi sa visokom specificnos¢u merila sasto-
jak u krvnom uzorku i kontrolnim materijalima;

* razvijanju primarnog referentnog materijala;

* proizvodnji seta sertifikovanih humanih kon-
trolnih materijala koji bi se koristili kao sekun-
darni referentni materijal;

* ustanovljenju referentnih oblasti (granica) i
utvrdivanja granica za donos$enje medicinske
odluke.

Ovim ciljevima se uspesno prislo na osnovu nize
opisanih istrazivanja.

Definicija HbA;.

IFCC WQ je odlucila da standardizaciju zasnuje
na HbA ¢, koiji je stabilan oblik glukoze na N-terminal-
noj amino grupi B-lanca HbA (N-[1-deoksifruktozil]
hemoglobina). ObrazloZenje je bilo da je HbA,¢ bio-
hemijski dobro okarakterisan, da je glavni oblik gliko-
hemoglobina u humanoj krvi i da vecina komercijalnih
testova za glikohemoglobin meri samo ovaj oblik. Cak
i ve¢ina testova afinitetne hromatografije koji prvobit-
no mere sve glikohemoglobinske vrste je interno stan-
dardizovana poredenjem u odnosu na metodu odredi-
vanja HbA;c poSto postoji bliska korelacija izmedu
»ukupnog glikohemoglobina« izmerenog afinitetnom
hromatografijom i HbA¢ .

Referentna metoda

HPLC metode su mnogo godina primenjivane
kao komparativne metode za standardizaciju rutinskih
testova. Ali ove metode nisu referentne metode u me-
troloSkom smislu jer one ne mere specificno HbAc.
Ovim tehnikama se mere razli¢iti dodaci i koliCine
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interferenata (koji nisu HbA;¢) kao HbA,¢ zavisno od
uslova (16). Stoga je IFCC WG (Radna grupa medu-
narodne federacije za klini¢ku hemiju) razvila meto-
du koja razlikuje manji N-terminalni deo B-lanca
HbA ¢ od lanaca HbAy molekula, ¢ime se izbegava he-
terogenost do koje se dolazi modifikacijom drugih
mesta glikacije Hb molekula.

Referentna metoda (17) se zasniva na enzimskom
cepanju intaktnih molekula hemoglobina sa endo-
proteinazom Glu-C da bi se dobili B-N-terminalni hek-
sapeptidi HbA ¢ i HbA,,. Peptidi se tada odvajaju rever-
znom fazom HPLC i kvantifikuju pomocu elektrosprej
jonizuju¢e-masene spektrometrije (electrospray ioni-
zation-mass spectrometry-ESI-MS; opcija A) ili pomo-
¢u kapilarne elektroforeze (CE, opcija B) (v. Sliku 1).

Ispitivane su analiticke karakteristike izvodenja
ove dve kandidovane referentne metode i dokazano je
da su obe metode specifi¢ne za definisani analit. Ne-
ma interferencije patoloskih hemoglobina kao Sto su
HbS i HbC, niti acetilovanog ili karbamil hemoglobina.
Vazno je napomenuti da su obe metode linearne u
klinicko relevantnom koncentracijonom opsegu od
2,5 11% HbAc. Ne postoji statisticki zna¢ajna razlika
izmedu HPLC-CE i HPLC-MS metoda, tako da nije
bitno koja se metoda primenjuje za utvrdivanje vred-
nosti u referentnom ili kontrolnom materijalu. Obe
metode imaju dobru preciznost unutar i izmedu labo-
ratorija; ovo su viSe puta pokazali medulaboratorijski
koeficijenti varijacije (KV) u mrezZi referentnih labora-
torija (KV= 1,5%).

@ Uklanjanje plazme, ispiranje

Eritrociti
@ Liza
Rastvor

hemoglobina

@ Endoproteinaza Glu-C

BA  VHLTPE EKS... (m/z 348)
BAjc Gluc-VHLTPE EKS... (m/z 429)

Slika 1. Dijagram referentne metode
Medunarodne federacije za klinicku hemiju (IFFC) (8)

IFFC referentnu metodu prihvatila su nacionalna
drustva 2001. godine, a odobrena je kao IFFC refe-
rentna metoda 2002. godine (18).

Primami referentni materijali

Pripremljeni su veoma preciséeni materijali, koris-
tedi krv od zdravih osoba koje ne boluju od dijabetesa,
prema Semi koja je prikazana na slici 2 (19). Ciste frak-
cije B-N-terminalnog glikohemoglobina A i neglikolizili-
ranog hemoglobina A pripremljene su primenom tro-

( Nativna krv )

Ispiranje/liziranje eritrocita/
Uklanjanje ¢elijskog ostatka

Hemoglobin

e

Katjonska izmenjivacka hromatografija
(SP seferoza visoke izvodljivosti pH 6,2)

HbA, . (sirov) HbA, . (sirov)
Afinitetna hromatografija
(GLYCO-GEL™ Il Boronat pH 8,0)

" L
e

Katjonska izmenjivacka hromatografija
(SP seferoza visoke izvodljivosti pH 6,2)

HbA,, (&ist) HbA, . (&ist)

Slika 2. Postupci preciS¢avanja za izolovanje Cistih HbAg
i HbA ¢ kori$¢éeni za pripremanje primarnih referentnih
materijala Medunarodne federacije za klinicku hemiju (8)
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stepenog hromatografskog postupka (katjonska izme-
na SP Sefaroze, afinitetna hromatografija glikogel bo-
ronata i ponovo katjonska izmena SP Sefaroze) (cation
exchange SP Sepharose, Glycogel boronate affinity
chromatography and again by cation exchange SP
Sepharose). Cistoca preparata je procenjivana pomocu
HPLC i kapilarnog izoelektri¢nog fokusiranja ili elek-
trosprej jonizuju¢e-masene spektrometrije. Prime-
nom navedene tehnike, samo mase tipi¢ne za o-la-
nac (15 126 Da) i B-lanac (15 866 Da) bile su detek-
tovane u prec¢is¢enom HbA, materijalu, dok su isti
signali zajedno sa signalom tipi¢nim za N-terminalni
glikozilovan B-lanac (16 028 Da) bili detektovani u
HbA, ¢ frakciji. Cistoca je bila >99,5% za neglikozilo-
van hemoglobin A i > 98,5 za a-N-terminalni gli-
kozilovan hemoglobin A.

Rezultati mapiranja peptida su ukazali da mala
koli¢ina B-N-terminalnog neglikozilovanog hemoglobi-
na A ko-eluira sa f-N-terminalnim glikozilovanim he-
moglobinom A. Medutim, standardnim postupkom
dodavanja, moze se odrediti ta¢na koli¢ina 3-N-termi-
nalnog glikozilovanog hemoglobina A, dok se smese i
-N-terminalnog neglikozilovanog hemoglobina A i 3-
N-terminalnog glikozilovanog hemoglobina A mogu
upotrebiti za kalibrisanje referentne metode. U ovu
svrhu potrebno je da se pomesaju tac¢ne koli¢ine HbA,
i HbA, prema Zeljenom sadrZaju kalibratora HbAc.

Da bi se osigurala odrzivost medunarodne mreze
referentnih laboratorija proizveden je dovoljan broj ka-
libracionih setova.

Sekundami referentni materijali

Radna grupa Medunarodne federacije za klinicku
hemiju IFCC WG razvila je nekoliko sekundarnih refe-
rentnih materijala (pul krvi, panel krvnih uzoraka i liofi-
lizirane kontrole), specijalno osmisljenih da se koriste u
razlicite svrhe. Svi proizvedeni materijali bili su takvog
sastava da su koncentracije HbA- pokrivale Kklinicki
relevantan koncentracioni opseg. Za pul krvi, sve labo-
ratorije iz mreze odredile su referentne vrednosti; dok
su za 40 pojedina¢nih uzoraka krvi uvek 3 laboratorije
iz mreZe davale referentnu vrednost za uzorke. Jedna
laboratorija iz mreZe primenom trostrukog merenja
tokom tri probe u barem tri razli¢ite fiole po lotu,
odredila je vrednosti referentnom metodom u liofilizo-
vanim kontrolama.

Za studije medu poredenja unutar mreze refer-
entnih laboratorija, pripremljene su studije poredenja
metoda sa oznacenim metodama, a za kalibrisanje
rutinskih metoda pripremljeni su pulovi krvi (krv od 10
davalaca krvi pomesana za svaki pul). Preimuéstvo
takvih pulova je ta da je smanjeno svako potencijalno

interferiranje kod pojedina¢nog uzorka (efekti matrik-
sa, interferentne supstance), tako da nema uticaja ni
na korelaciju ni na kalibraciju.

Za poredenja izmedu IFCC i rutinskih metoda
pripremljen je panel od 40 uzoraka krvi uzetih od poje-
dina¢nih donora. U ovom slucaju detekcija potenci-
jalne interferencije bila je od interesa jer ona ukazuje
na nedostatak specifi¢nosti rutinske metode. Ovi pu-
lovi krvi i panel uzorka krvi ¢uvani su na 80 °C a slati
su na suvom ledu.

Konacno, liofilizirani materijal je pripreman na
osnovu iskustva holandskih i italijanskih laboratorija
(20). Ovaj materijal bio je vrlo stabilan (viSe od 18
mesecina 20 °Cina2 4 °C), bez uticaja matriksa na
najveéi broj komercijalnih metoda, izuzev u slucaju
imunohemijske metode. Bio je idealan za postupak
unutrasnje i spoljasnje kontrole kvaliteta, a imao je i
protokole za specifi¢nu primenu metoda.

Referentni opsezi

Visoka specifi¢nost referentne metode daje nize
vrednosti za HbA ¢ u uzorcima pacijenata posto nespe-
cificne komponente koje su izmerene kao »HbA,c« po-
moc¢u rutinskih metoda nisu izmerene referentnom
metodom. Shodno tome odreden je referentni opseg
za novu referentnu metodu za osobe koje nemaju
dijabetes. Analizirani su EDTA-isprani eritrociti sakup-
ljani u periodu od aprila do maja 2000. godine u studi-
ji na danskoj populaciji (Dia Risk, Steno Diabetes Cen-
ter, Kopenhagen) od 120 osoba koje nisu imale dija-
betes (60 Zena i 60 muskaraca). Za procenu da osobe
nisu imale dijabetes primenjeni su trenutno vazeci kri-
terijumi Svetske zdravstvene organizacije i Americke
asocijacije za dijabetes (naste Secer u plazmi < 6,1
mmol/L i 2-¢asovna glukoza standardnog OGTT < 7,8
mmol/L). Srednja starost grupe je bila 43,5 godina
(opseg 32 60).

Cetiri laboratorije internacionalne mreze prime-
njivale su HPLC-CE metodu, a tri HPLC-MS metod;
svaka laboratorija analizirala je 25 uzoraka u duplikatu.
Dva uzorka za kontrolu kvaliteta analizirana su cetiri
puta a sve laboratorije analizirale su Sest referentnih
uzoraka. Nisu nadene statisticki znacajne razlike
izmedu muskaraca i Zena tako da su se podaci mogli
kombinovati. Distribucija frekventnosti rezultata je
prikazana na slici 3. Posmatranjem grafika moglo bi se
pretpostaviti da postoji bimodalna distribucija, ali sta-
tisticka procena je pokazala da je distribucija bila uni-
modalna, koja se uklapa u Gausovu krivu raspodele.

Srednja vrednost iznosila je 3,33% HbA,, a stan-
dardna devijacija 0,24%. Iz ovih podataka ustanovljen
je tada 95% referentni opseg od 2,85 3,81%.
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Slika 4. Reproducibilnost izmedu laboratorija.
51 Prva medulaboratorijska (IFCC) studija: reproducibilnost
izmedu laboratorija na Sest razli¢itih nivoa HbA; ¢
KV, koeficijent varijacije.
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Slika 3. Referentni intervali za 120 odrasla osoba
koje nisu imale dijabetes (x = srednja vrednost,
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Za sprovodenije i odrzivost novog HbA referen- O Lt L= 1 .
tnog sistema potrebna je medunarodna mreza re- -3
ferentnih laboratorija (NRL, Network of reference labo-
ratories). Laboratorije bi trebalo da ocenjuju referentnu -6 P R S S N S N
metodu, sloZe se sa njom i Stampaju Standardne pos- 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

tupke rada (Standard Operating Procedure  SOP)
kao i da budu osposobljene da je pouzdano izvode.
Mreza referentnih laboratorija koje primenjuju referen-
tnu metodu ustanovljena je 1997. godine, koristedi
ESI-MS ili CE opciju. Uc¢esnici su uklju¢eni u jednu/dve
medulaboratorijske provere godi$nje (obavljeno je de-
vet opita od kako je prvi obavljen u aprilu 1997. go-
dine). Pulovi krvi od 6 8 pacijenata (kao hemolizati),
koji su pokrivali opseg od 4 12% HbA, bili su distri-
buirani za analizu; takode su bila ukljucena dva kon-
trolna uzorka i jedan set primarnih kalibratora. Svaki
uzorak je bio liziran u duplikatu, a svaki alikvot analizi-
ran je dva puta. Dobijeni rezultati su analizirani central-
no i saopsteni ucesnicima. Kriterijumi ukljuc¢ivanja bili
su sledeci:
* potpuno usaglasavanje sa SOP u svim glavnim
tackama (priprema uzorka, HPLC i CE sepa-
racija, kalibracija);

* medulaboratorijska preciznost, KV = 3% na
svakom uzorku, srednja medulaboratorijska
preciznost na svim uzorcima, KV = 2%;

* odstupanje od ukupne srednje vrednosti + 3%
(relativno) na svakom uzorku, srednja odstu-
panja od konsenzusne srednje vrednosti na
svim uzorcima + 2%.

Srednja vrednost HbA ;¢

*» labA mlabB alabC xlabD
¥ labE ™ labF 'labG =labH

Slika 5. Odstupanja pojedinacnih laboratorija
od srednje vrednosti za koju je postignut konsenzus.
Cetvrta [FCC medulaboratorijska studija (8).

Tipican set rezultata je prikazan na slici 4 (repro-
ducibilnost; uzeta iz Cetvrte studije medu poredenja) i
slici 5 (ta¢nost; uzeta iz Cetvrte studije meduporede-
nja). Ove probe su dokazale da je moguce ustanoviti
medunarodnu mrezu referentnih laboratorija koje su u
stanju da pouzdano izvode IFCC referentnu metodu za
HbA,c.

Glavni zadatak mreze Medunarodne federacije za
klinicku hemiju je pouzdano davanje ciljnih vrednosti
HbA ¢ referentnim materijalima, referentnom panelu
krvnih uzoraka i kontrolnim materijalima koji su po-
trebni za sprovodenje i odrzivost sistema standardiza-
cije. Ucesnici takode moraju redovno da obavljaju stu-
dije medu-poredenja da bi obezbedili analiticko izvo-
denje referentnih metoda.
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Studije za poredenje metoda

U septembru 1999. godine proizvodaci metoda
HbA ¢ pozvani su da ucestvuju u studiji »Florence ll«;
projektu koji je specijalno dizajnirala radna grupa
Medunarodne federacije za klinicku hemiju (IFCC WG)
da bi odgovorila na sledeca pitanja:

* Da li je moguée standardizovati sve metode
prema IFCC referentnom sistemu?

» Sta su IFCC HbA ¢ brojevi u poredenju sa bro-
jevima HbA, - proizvodaca i takode u porede-
nju sa naznacenim HbA brojevima poredbe-
nih metoda (tj. NGSP, svedske i japanske seme
sdandardizacije) koje se trenutno koriste?

* Koji su materijali pogodni da povezu metode
proizvodaca sa IFCC referentnom metodom
mreze?

d ovim studijama (prema studiji »Florence I«
isplanirane su i zavrSene druge dve studije); koris¢eni
su pulovi krvi koji pokrivaju klinicki relevantan opseg
koncentracije. Vrednosti uzoraka pula za referentne
metode dale su sve ovlaS¢ene NRL laboratorija
(n=10); za NGSP sistem Sjedinjenih americkih drzava
devet NGSP laboratorija iz mreze ovog sistema koje
koriste razlicite »sekunardne referentne metode« koje
su standardizovane prema Bio-Rex 70 metodi koja se
koristi u DCCT studiji; za japansku $emu standardi-
zacije tri referentne laboratorije koje primenjuju HPLC
metode Tosoh-a i KyotoDaichi-a koje su osnov za sis-
tem japanske standardizacije; i nacionalna referentna
laboratorija u Svedskoj koja primenjuje Mono S HPLC
metodu koja je osnov sistema Svedske standardizacije.
Ova studija je pokazala da postoji linearna korelacija
izmedu IFCC referentne metode i poredbenih metoda.
Sve naznacene metode za poredenje imale su poziti-
van otsek (na engleskom intercept = deo linije koji lezi
izmedu dve tacke u kojima je presecena linijama ili
ravnima).

Konacno, u odnosu na rutinske testove, svi pro-
izvodadi su bili pozvani da ucestvuju u studijama po-
redenja metoda. Rutinske metode koje se Cesto ko-
riste u medicinskim laboratorijma bile su zastupljene
sa tri glavna analiticka principa koja se Koriste za
merenje HbA,/dlikoziliranog hemoglobina, tj. imuno-
odredivanje, HPLC jono izmenjivacka hromatografija i
afinitetna hromatografija.

Jono izmenjivacka hromatografija je predstavlje-
na HPLC metodama proizvodaca Bio-Rad i Tosoh,
imuno-odredivanje Roche-ovim Tina-quant i Integra
testovima i Bayer-ovim sistemom DCA 2000, dok je
afinitetna hromatografija primenjena u Abbot-ovom
IMx odredivanju i Primus sistemu.

Namera je bila da se ocene odnosi izmedu ovih
rutinskih metoda i referentnih metoda i da se proudi
da li je mogucée standardizovati metode sa kalibratori-
ma imajudi ciljne vrednosti koje su dobijene sa [FCC

referentnom metodom. U tom cilju koris¢en je panel
od 40 krvnih uzoraka koji pokriva Klinicki relevantan
opseg koncentracije. Vrednosti referentne metode su
odredile tri NRL laboratorije za svaki uzorak. Vrednosti
rutinskih metoda su odredili sami proizvodaci i objavili
je kao srednju vrednost Cetiri posebna merenja.

U svim poredenjima je dobijena linearna korela-
cija izmedu rutinskih metoda i HbA, referentnih me-
toda. Sve metode, Cak i one specifi¢ne zasnovane na
imuno analizi, imale su porzitivan otsek zbog ¢injenice
da su podesene primenom nespecifi¢cno odredenim
vrednostima HPLC metodom za poredenje.

Kalibracija je izvedena primenom 6 pulova krvi sa
cilinim vrednostima koje su dale sve NRL laboratorije.
Pulove je analizirao proizvodac, a rezultati su koris¢eni
za virtualnu standardizaciju ponovnim izraCunavanjem
vrednosti iz 40 uzoraka. Posle kalibracije nadeno je da
regresione prave ponovno izracunatih uzoraka krvi nisu
bile statisti¢ki razliCite od prave identicnosti (y = x).
Ubedljivo je dokazano da je moguce standardizovati
sve rutinske metode nezavisno od njihovih analiti¢kih
principa. Ovo znaci da je IFCC referentni sistem koji je
razvila Radna grupa medunarodna federacija za klini-
¢ku hemiju (IFCC WGQ) podesna za jednoobraznu stan-
dardizaciju rutinskih odredivanja HbA,/glikohemoglo-
bina/ (detaljna publikacija ove studije je u pripremi).

Klinicka primena

Treba ilustrovati kako primena IFCC referentnog
sistema mozZze da uti¢e na vazno pitanje kao $to je
odnos izmedu glikohemoglobina i srednje vrednosti
glikemije (21). Odnos je kompleksan, jer nekoliko
drugih faktora (varijabilnost u zivotnom veku eritrocita
i razliciti intenzitet glikacije medu pojedincima, osim
tehnickih artefakta kao sto je nepravilna upotreba
glukometra i laboratorijske greSke) mogu imati uza-
jamno dejstvo. U DCCT studiji inicijalno je odredena
korelacija izmedu HbA;c i glukoze u krvi samo kod
ogranicenog broja pacijenata za vreme studije o iz-
vodljivosti (22), ali opsezna analiza u razli¢itim vremen-
skim tackama i uz koris¢enje kompletanog seta poda-
taka na raspolaganju je tek od nedavno (23).

Kao sto se moze videti sa slike 6 (na vrhu) odnos
izmedu glikohemoglobina i srednje vrednosti glukoze
u plazmi (MPG) mozZe se opisati linearnim modelom
regresije. Iz celokupnih DCCT podataka, pokazano je
da svako povecanje od 1% u HbA,, prati promena od
1,98 mmol/L u MPG. Shodno tome, MPG se moze
izraCunati iz HbA;c u slede¢im opsezima: MPG, od
3,6 19,5 mmol/L; HbAc, od 4,0 12%.

Buduce aktivnosti

Kao sto se moze videti, vecina ciljeva [FCC pro-
jekta je postignuta. Za sprovodenje predlozene IFCC
Seme standardizacije komercijalna odredivanja treba
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MBG, mmol/L

MPG, mmol/L

4 6 8 10 12 14

trajno vezati za ovaj nov referentni sistem. U tu svrhu
treba imati na umu da u odnosu na Evropsku zajed-
nicu, direktiva koja se odnosi na medicinske uredaje
koji se koriste za in vitro dijagnostiku (24) zahteva da
proizvodaci dijagnostickih uredaja moraju da garantu-
ju moguénost prac¢enja njihovih rutinskih testova do
referentnih metoda i materijala viSeg metroloskog reda
a bududi ISO Standard ISO 17 511 detaljno opisuje
kako ovo treba uciniti. Novo razvijeni [FCC referentni
sistem za merenje HbA;c u ljudskoj krvi je interna-
cionalno metroloski dobar referentni sistem na koji se,
prema Direktivi evropske zajednice i ISO standardu
koji se odnose na mogucnost pracenja kalibracije
HbA,, rutinski testovi moraju oslanjati u budu¢nosti.

Posao sada mora da otpocne na globalnoj im-
plementaciji IFCC standardizacije; ova implementacija
mora da se razvije u bliskoj saglasnosti sa dijabetolo-
zima, nacionalnim nauc¢nim drustvima, proizvodacima
i korisnicima. Prezentacija [FCC referentnog sistema je
ve¢ zapoceta (25), a dokumenti konsenzusa su u pri-
premi.

MPG, mmol/L

| |
4 6 8 10 12 14
Srednja vrednost HbA;¢,%

Slika 6. Odnos izmedu srednjih vrednosti glukoze
u plazmi izracunatih iz profila glukoze u sedam tacaka
i glikoziliranog hemoglobina u studiji koja se odnosi
na kontrolu i komplikacije kod dijabetesa (DCCT).
MPG = srednja vrednost glukoze u plazmi;
MBG = srednja vrednost glukoze u krvi (8).

[FCC REFERENCE SYSTEM FOR GLYCOHAEMOGLOBIN/HbA;. STANDARDIZATION

Olivera Jankovi¢

Interlabexim, Belgrade, Serbia and Montenegro

Summary: Glycated haemoglobin was introduced intro routine clinical practice in the early 1980s and it
quickly becomes apparent that there was a significant difference in results produced by different laboratories.
Standardization with common calibration was first proposed in 1984, however, it was only after the publications
of Diabetes Control and Complications Trial study in 1993 that the issue of international standardization of gly-
cated haemoglobin measurements become an important objective for scientists and clinicians. In 1995 the
International Federation of Clinical Chemistry Working Group (IFCC WG) on glycohaemoglobin standardization
was formed with the objective to achieve a uniform international standardization for glycated haemoglobin. The
IFCC project was based on the clear definition of the analyte based on its molecular structure, development and
validation of an approved reference method, development of a primary reference material, production of a set of
certified human control material to be used as secondary reference material, and establishment of reference
ranges and medical decision limits.

Key words: glycohaemoglobin, standardization, IFCC reference system.
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