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Abktrzungsverzeichnis

ACE Angiotensin Converting Enzyme

ADA American Diabetes Association

ANV Akutes Nierenversagen

BUN Blood Urea Nitrogen (Synonym: Harnstoff-N)

CE, CZE Kapillarelektrophorese (Synonym: Kapillarzonenelektrophorese)

CKD-MBD Chronic Kidney Disease — Mineral and Bone Disorder

CNI Chronische Niereninsuffizienz

DCCT Diabetes Control and Complications Trial

DDG Deutsche Diabetes Gesellschaft

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ESI Elektrospray-lonisation

ESRD End stage renal disease

GFR Glomerulére Filtrationsrate

Hb Hamoglobin

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

IECC Inter.ngtional Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine

JDS Japanese Diabetes Society

KDIGO Kidney Disease Improving Global Outcomes

MODY Maturity Onset Diabetes of the Young

MS Massenspektrometrie

Net Nierenersatztherapie

NGSP National Glycohemoglobin Standardization Program

NKF National Kidney Foundation

NSAID Nicht-steroidale Entziindungshemmer (Synonym: NSAR)

Ntx Nierentransplantation

OGTT Oraler Glukosetoleranztest

TINIA Turbidimetrischer Hemmungs-Immunoassay

UKPDS United Kingdom Prospective Diabetes Study

USRDS United States Renal Data System




1. Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Von Diabetes mellitus sind ca. 7 % der Weltbevolkerung betroffen. Hochrechnungen
gehen davon aus, dass sich die Zahl der Betroffenen im Erwachsenenalter bis zum Jahr
2030 um 69 % in Entwicklungslandern und um 20 % in den Industrielandern erhdéhen
wird (Shaw et al., 2010). Die wirtschaftlichen und sozialen Konsequenzen, die durch die
Folgeschaden dieser Erkrankung entstehen, sind nicht zu unterschatzen. Die direkten
und indirekten Auswirkungen der Hyperglykdmie auf das menschliche Gefal3system
stellen die Hauptursache fiur die Morbiditat und Mortalitdt bei Diabetes mellitus dar. Zu
diesen Auswirkungen zahlen makrovaskulare Komplikationen wie koronare Herzkrank-
heit, periphere arterielle Verschlusskrankheit und Schlaganfall, aber auch mikro-
vaskulare Komplikationen wie diabetische Nephropathie, Neuropathie und Retinopathie
(Fowler, 2008).

Diabetes mellitus ist eine durch erhéhte Blutglukosewerte charakterisierte Stoffwechsel-
erkrankung, wobei ein relativer oder absoluter Insulinmangel vorliegt. Beim Diabetes
mellitus Typ 1 wird von der Bauchspeicheldrise kein Insulin mehr produziert, sodass die
Blutglukose nicht in die Zellen gelangen und als Energie genutzt werden kann (absoluter
Insulinmangel). Beim Diabetes mellitus Typ 2 wird entweder nicht geniigend Insulin von
der Bauchspeicheldriise hergestellt, oder der Korper kann das Insulin aufgrund einer
Insulinresistenz nicht richtig nutzen (relativer Insulinmangel). Weitere Formen und
Ursachen des Diabetes mellitus sind der MODY-Diabetes (genetische Defekte der
Betazellfunktion), der Gestationsdiabetes, sowie genetische Defekte der Insulinwirkung,
Endokrinopathien, Erkrankungen des exokrinen Pankreas, Infektionen, immunologische
Prozesse und Medikamente (Report of the Expert Committee on the Diagnosis and

Classification of Diabetes mellitus, 1999).

Ziel einer Diabetes-Therapie ist es, einen konstanten, annahernd normalen Glukose-
spiegel im Blut herzustellen, um das Risiko langfristiger Gefa3schaden zu minimieren
(Forsham, 1982; Hollander, 1984). Eine einzelne Nuchternglukosebestimmung spiegelt
zwar den Zustand des Patienten wahrend der vergangenen Stunden wider, erlaubt
jedoch keine Aussage uber den eigentlichen Status der Blutglukoseregulierung (Baynes

et al., 1984; Nathan et al., 1984). Die Bestimmung von HbAlc in regelmaligen
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Abstédnden von zwei bis drei Monaten hingegen ist ein anerkannter Mal3stab der

Glykamiekontrolle bei der Versorgung und Behandlung von Diabetikern.

1.2 Hamoglobin

Hamoglobin ist ein eisenhaltiges Protein, welches sich in den Erythrozyten befindet, ein
Drittel ihrer Masse ausmacht (circa 280.000 Millionen Molekiile pro Erythrozyt) und fir
die rote Farbe des Blutes verantwortlich ist. Es dient zum Transport von Sauerstoff und
Kohlendioxid und ist aus zwei mal zwei identischen Proteinketten aufgebaut, wobei jede
eine Hamgruppe gebunden hat. Diese Hamgruppe ist ein Tetrapyrrolringsystem mit
einem zentralen zweiwertigen Eisenatom. Die vier Ketten werden durch nichtkovalente

Krafte zusammengehalten (Perutz et al., 1960).

Die Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins weist einen sigmoidalen Verlauf auf. Im
Bereich des in der Lunge herrschenden Sauerstoffpartialdrucks verlauft die Sattigungs-
kurve flach, im Bereich des im Gewebe herrschenden Sauerstoffpartialdrucks hingegen
steil. Der steile Verlauf im Mittelteil sorgt fir Sauerstoffabgabe bei sinkendem ventsem
Sauerstoffpartialdruck, der flache Verlauf im Endteil verhindert einen starkeren Abfall der
Sauerstoffséattigung in Hohenlagen, bei Lungenfunktionsstérungen oder im Alter. Die
Sauerstoffbindungskurve wird durch Temperaturanstieg, Sinken des pH-Wertes, Anstieg
der 2,3-Bisphosphoglyceratkonzentration in den Erythrozyten und Anstieg der Kohlen-
stoffdioxidkonzentration nach rechts verschoben, das Hamoglobin gibt den Sauerstoff
somit leichter ab. Verandern sich die Parameter in die andere Richtung, so wird die
Sauerstoffbindungskurve nach links verschoben, die Sauerstoffabgabe ist dann
erschwert. Ein Hamoglobinmolekil kann vier Sauerstoffmolekile binden. Die Sauerstoff-
affinitat nimmt dabei entgegen der rein statistischen Erwartung mit steigender Beladung
zu. Dieser Effekt wird als positive Kooperativitat bezeichnet (Adair et al., 1925).

Hamoglobine des gesunden Erwachsenen lassen sich in verschiedene Fraktionen
unterteilen, wobei Hamoglobin A (HbA) die Hauptfraktion darstellt. AuRerdem kommen
Hamoglobin A2 (HbA2), sowie die fetalen Hamoglobine vor. Wahrend der Fetalzeit
werden zunachst die embryonalen Hamoglobine Hb Gower-1, Hb Gower-2 und Hb
Portland gebildet, die ab der 5. - 7. Gestationswoche von fetalem Hamoglobin (HbF)
abgelost werden. Im ersten Lebensjahr wird allmahlich der Hamoglobinstatus des
Erwachsenen erreicht. Bei Hamoglobinopathien wie Thalassamien (Synthesedefekt der
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Ketten) oder Hamoglobinstrukturanomalien (abnorme Struktur der Ketten) ergibt sich
eine andere Haufigkeitsverteilung; es gibt zudem zahlreiche Hamoglobinvarianten
(Steinberg et al., 2001). Die prozentuale Haufigkeit der Erwachsenenhdmoglobine zeigt,
dass HbA den weitaus gro3ten Anteil beim Gesunden ausmacht. HbA2 und HbF sind

nur zu einem geringen Anteil vorhanden (Kleinhauer et al., 1996).

Tab. 1. Auswahl der haufigsten und bekanntesten Hamoglobintypen mit Kettenformel
bei Kindern Uber 2 Jahren und Erwachsenen

Hamoglobintyp Kettenformel Eir?/\:j;cthezniahre und
HbA alpha 2, beta 2 97-98,5 %
- HbAO alpha 2, beta 2 (unglykiert) | >90 %
- HbA1 alpha 2, beta 2 (glykiert) ca. 6 %, davon ca. 75 % HbAlc
HbA2 alpha 2, delta 2 1,5-32%
HbF alpha 2, gamma 2 0-0,5 %
Hb Gower 1 zeta 2, epsilon 2 Nein
Hb Gower 2 alpha 2, epsilon 2 Nein
Hb Portland zeta 2, gamma 2 Nein
HbAlal Glykierung der beta-Kette mit Fruktose-1,6-diphosphat
HbAla2 Glykierung der beta-Kette mit Glukose-6-phosphat
HbAlb Glykierung mit nicht naher bezeichneter Hexose
HbAlc Glykierung mit Glukose am N-terminalen Valin der beta-Kette
HbA2c Glykierung mit Glukose am N-terminalen Valin der delta-Kette

Elektrophoretisch und s&ulenchromatographisch lassen sich weitere Subfraktionen
abtrennen. So konnte in Proben von Diabetikern mit schlecht eingestelltem Blutzucker
mittels Elektrophorese und lonenaustauschchromatographie eine Subfraktion nach-
gewiesen werden, die daraufhin identifiziert und als HbAlc bezeichnet wurde (Allen et
al., 1958; Huisman und Dozy, 1962; Rahbar, 1968). Der positive Zusammenhang
zwischen der mittleren Blutglukosekonzentration und dem HbAlc-Wert wurde entdeckt
(Rahbar et al., 1969; Trivelli et al., 1971) und zur Uberwachung des Diabetes mellitus in

die klinische Praxis eingefuhrt (Jovanovic und Peterson, 1981; Goldstein et al., 1986).

Wahrend die Messung der Blutglukosekonzentration die aktuelle Einstellung des
Kohlenhydratstoffwechsels eines Diabetikers erlaubt, lasst die Messung glykierter
Proteine (Fructosamine) eine Beurteilung der mittleren Blutglukosekonzentration tber
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Tage bis Monate zu. Fructosamine entstehen durch Bindung von Glukose an Serum-
proteine, vor allem an Albumin, das eine Halbwertszeit von 19 Tagen hat. Fructosamine
sind somit fur die Beurteilung des Glukosestoffwechsels der letzten zwei bis drei
Wochen geeignet (Winocour et al., 1989). Bei Diabetikern mit angeborenen Hamo-
globinanomalien, sowie bei Patienten mit gesteigerter Hamolyse ist der HbAlc-Wert
vermindert und damit schlecht verwertbar, sodass in diesen Fallen nur die
Fructosaminbestimmung eingesetzt werden kann (Armbruster, 1987). Aufgrund der
grolReren Storanfalligkeit basierend auf physiologisch variierenden Albuminspiegeln
(insbesondere durch Eiweil3verlust) hat sich die generelle Fructosaminbestimmung nicht
durchgesetzt. Etabliert hat sich hingegen die HbAlc-Bestimmung, die mit der mittleren
Blutglukosekonzentration im Zeitraum von sechs bis acht Wochen positiv korreliert
(Koenig et al., 1976; Gabbay et al., 1977). Zur Stoffwechselkontrolle bei Diabetikern
stellt die Bestimmung dieses Glykoproteins heute den Goldstandard dar (American
Diabetes Association, 1994).

Mit den in den 1990er Jahren veroffentlichten Studien DCCT (Diabetes Control and
Compliance Trial) und UKPDS (UK Prospective Diabetes Study) konnte gezeigt werden,
dass eine verbesserte Diabeteseinstellung, tberprift durch HbAlc-Monitoring, die Rate
an diabetischen Komplikationen senkt (The Diabetes Control and Complications Trial,
1993; UK Prospective Diabetes Study Group, 1998). Zur Diabetesdiagnostik wird die
Messung des HbAlc ebenfalls, neben Glukosemessung und oralem Glukose-
toleranztest (OGTT), empfohlen (American Diabetes Association, 2010; World Health
Organisation, 2011).

1.3 HbAlc

Die chromatographische Heterogenitdt der Hamoglobine ist einerseits durch Poly-
morphismen der nicht-alpha-Ketten bedingt, so kommen neben HbA auch HbA2 und
HbF vor; andererseits kdnnen posttranslationale Modifikationen wie die Glykierung mit
Hexosephosphaten zu einer Verdnderung des Molekuls fuhren. Glykiertes Hamoglobin
A wird als HbA1, unglykiertes Hamoglobin A hingegen als HbAO bezeichnet. HbAlc ist
strukturell fast identisch mit Hamoglobin A, allerdings findet sich eine Glykierung mit D-
Glukose am N-terminalen Valin der beta-Kette (Bookchin und Gallop, 1968; Bunn et al.,

1976; Holmquist und Schroeder, 1966). Die Glykierung verlauft, im Gegensatz zur
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Glykosylierung, nicht-enzymatisch, st irreversibel und konzentrationsabhangig
(Reinauer, 1993).

Die durchschnittliche Hohe des Blutzuckerspiegels legt das Ausmal’ fest, in welchem
langlebige Proteine wie Hamoglobin Glukose anlagern. Dieser Vorgang der Glykierung
l[&uft in zwei Schritten ab. Zunachst kommt es zur Bildung der Aldiminform (Schiff'sche
Base), indem die freie Aldehydgruppe der Glukose mit den primaren Aldehydgruppen
der Proteine reagiert. Dieser erste Schritt dauert einige Stunden und ist reversibel,
weshalb kurzfristige Hyperglykdmien einen geringen Einfluss auf das Ausmald der
Glykierung haben. Anschlie3end folgt ein langsamerer Prozess, der Tage dauert und
zur irreversiblen Bildung der Ketoaminform fuhrt. Dabei lauft eine intramolekulare
Umlagerungsreaktion ab, die als Amadori-Umlagerung bezeichnet wird (Higgins und
Bunn, 1981). Das glykierte Hamoglobin wird erst nach Untergang des Erythrozyten
eliminiert. Im Normalfall liegt die Erythrozytenlebenszeit bei 100 bis 120 Tagen (Landaw,
1995), daraus ergibt sich fir das Monitoring des Blutzuckerspiegels ein Zeitraum von
sechs bis acht Wochen. Der durchschnittliche Blutzucker in dieser Zeitspanne lasst sich
durch folgende Formel abschatzen: Mittlere Plasmaglukose (mg/dl) = 35,6 x HbAlc —
77,3 (r = 0,82) (Ronhlfing et al., 2002).

Die Glykierung fuhrt zu keinen klinisch signifikanten Funktionsstorungen des Hamo-
globins. Bei einem gesunden Menschen liegen etwa vier bis sechs Prozent des Hamo-
globins in Form von HbA1c vor, wahrend bei einem Diabetiker dieser Wert um das zwei-
bis dreifache hoher sein kann. Eine Veranderung des HbAlc-Wertes um ein Prozent
ergibt sich dabei durch eine Anderung des durchschnittlichen Blutzuckerspiegels um 30

mg/dl, eine lineare Korrelation vorausgesetzt (Larsen et al., 1990).

1.3.1 Referenzverfahren zur Messung von HbAlc

Zur Analyse der Glykohdmoglobine stehen verschiedene Verfahren zur Verfigung. Die
Bestimmung des HbAlc unterliegt sowohl methodenabhangigen als auch methoden-
unabhangigen Fehlerquellen, die bei der Wertung der Befunde bekannt sein sollten. Um
vergleichbare HbAlc-Ergebnisse zu erhalten, missen die Routinemethoden anhand
eines Referenzmesssystems einheitlich zertifiziert und standardisiert werden. Nationale
Standardisierungsprogramme wie NGSP (National Glycohaemoglobin Standardisation
Program) in den USA, JDS in Japan und Mono S in Schweden basieren auf einer



11
Referenzmethode des DCCT (Diabetes Control and Complications Trial). Diese
Methode bedient sich der lonenaustauschchromatographie (HPLC, Bio-Rex 70) (The
Diabetes Control and Complications Trial, 1993).

Die IFCC (International Federation for Clinical Chemistry) empfiehlt ein internationales
Referenzsystem fur die Bestimmung von HbAlc. Dieser Prozess beinhaltet die
Isolierung und Hamolyse der Erythrozyten. Ein Hexapeptid (Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu),
das aus den ersten sechs N-terminalen Aminosduren der beta-Kette besteht, wird
enzymatisch vom Hamoglobinmolekil abgespalten. Dieses Hexapeptid ist am N-
terminalen Valin glykiert bzw. nicht glykiert und wird mittels HPLC-ESI/MS (Elektrospray-
lonisations-Massenspektrometrie) oder HPLC-CE (Kapillarelektrophorese) quantifiziert.
Dabei wird neben HbAlc auch HbA2c erfasst, dennoch ist diese Methode deutlich
spezifischer als andere Verfahren, da die HbA2c-Werte bei Diabetikern gut mit den
HbAlc-Werten korrelieren und die HbA2c-Fraktion sehr klein ist (Tegos und Beutler,
1980). Aus dieser hohen Spezifitat ergibt sich gegeniber den anderen verwendeten
Methoden ein niedrigerer Referenzbereich (Kobold et al., 1997; Jeppson et al., 2002).

Die von der IFCC etablierte HbAlc-Arbeitsgruppe stellte auch primares Referenz-
material von HbAlc und HbAO her, um sekundares Referenzmaterial kalibrieren zu
kénnen. An diesen Materialien standardisieren die Hersteller entsprechend geeichte
Kalibratoren, somit sind alle Methoden auf die Referenzmethode rtckfuhrbar (Mosca et
al., 2007).

Im Gegensatz zum NGSP-Standard, der ein Konsensusstandard ohne Bezug zur
Richtigkeit und Ruckverfolgbarkeit auf einen internationalen Standard hdherer
Zuverlassigkeit war, ist der IFCC-Standard ein rickverfolgbares und genaueres
Referenzmessverfahren. Die IFCC-Referenzmethode zur Bestimmung von HbAlc im
Blut erlaubt somit die internationale Vergleichbarkeit auf hochster Ebene der Richtigkeit.
Da sich Arzte und Patienten Uber Jahre an den standardisierten Einheiten und der
Wertelage nach NGSP orientiert haben, werden die HbAlc-Werte sowohl nach IFCC in
der neuen Sl-Einheit (mmol/mol) als auch in der alten Prozenteinheit angegeben (Nordin
und Dybkaer, 2007; Consensus statement on the worldwide standardization of the
hemoglobin Alc measurement, 2007; Danne et al.,, 2009). Die Erniedrigung des
Referenzbereiches der HbAlc Prozentwerte kdnnte sonst zu einer schlechteren Stoff-
wechselkontrolle bei Diabetikern fihren (Hanas, 2002).
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Die Korrelation zwischen dem IFCC Messverfahren und dem alten NGSP Referenz-
verfahren ist sehr gut, lediglich die absoluten Zahlen unterscheiden sich. Die IFCC
Werte sind dabei tber den gesamten Wertebereich 1,5 bis 2 % niedriger als die NGSP
Werte. Zur Umrechnung kann die offizielle Umrechnungsformel NGSP = 0,9148 * IFCC
+ 2,152 oder IFCC = 1,093 * NGSP — 2,350 verwendet werden (Hoelzel et al., 2004).

1.3.2 Routineverfahren zur Messung von HbAlc

Als Routineverfahren zur Analyse der Glykohamoglobine sind Ilonenaustausch-
chromatographie, Elektrophorese, Affinitatschromatographie, Immunoassay und die
enzymatische Bestimmung geeignet. Der Referenzbereich ist vom jeweiligen Mess-
verfahren und von den verwendeten Reagenzien abhangig. Als Untersuchungsmaterial

kommen EDTA-BIlut, Heparin-Blut und Kapillarblut in Frage.

Die Kationenaustauschchromatographie ist als manuell betriebene Mini-, Mikro- oder
Makrosaulenmethode, sowie als teil- oder vollautomatisierte Methode (HPLC/FPLC)
etabliert. Grundlage ist die Veranderung der Ladung des Hamoglobin-Molekuls durch N-
terminale Modifikation mit Glukose. Dieses Hamoglobin bindet schlechter an negativ
geladenes Harz als HbAO. Da labile Zwischenprodukte (labiles HbAlc, Pra-HbAlc) in
der Chromatographie mitgemessen wurden (Svendsen et al., 1979), wird durch Dialyse
der Hamolysate (Widness et al., 1980), durch Inkubation der Erythrozyten mit Kochsalz-
I6sung (Goldstein et al., 1980) und durch Borat und Semicarbazid labiles HbAlc entfernt
(Reinauer und Niederau, 1984). Die lonenaustauschchromatographie ist empfindlich
gegen pH- und Temperaturverschiebungen, auRerdem kdénnen Hamoglobinvarianten,
erhohtes fetales Hamoglobin (HbF) und erhdhte Triglyzerid- und Bilirubinwerte zu Fehl-
beurteilungen fiihren. Eine separate ldentifizierung von Hamoglobinvarianten und HbF
ist mittels HPLC jedoch moglich.

Die Elektrophorese ist aufgrund der veranderten Ladung des Hamoglobinmolekils und
der Veranderung des isoelektrischen Punktes auf einem Agarosegel oder in der iso-
elektrischen Fokussierung auf einem Gel mit pH-Gradienten von 5,0 bis 6,5 moglich.
Letztere ermoglicht eine gute Auftrennung in die Subfraktionen. Die Elektrophorese wird
wie die lonenaustauschchromatographie durch Hamoglobinvarianten und erhéhtes HbF
beeinflusst (Weykamp et al., 1993).
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Die Affinitatschromatographie basiert auf Boronatgruppen, die unter alkalischen
Bedingungen mit der cis-Diolstruktur, die in glykierten Proteinen vorliegt, Komplexe
ausbilden. Glykohdmoglobine binden an die Affinitatssaulen, in denen m-Aminophenyl-
borsdure kovalent an Agarose gebunden ist, wahrend unglykierte Hamoglobine nach
Durchlaufen der Saule quantifiziert werden kénnen. Durch eine Polyhydroxyverbindung
wie Sorbitol wird das Glykohamoglobin von der Borsaure verdréngt. Die Boronat-
affinitatschromatographie ermdéglicht die Messung des gesamten Glykohdmoglobins;
eine Errechnung eines standardisierten HbAlc-Aquivalentes mittels eines empirisch
ermittelten Algorithmus ist Gblich (Wilson et al., 1993).

Immunoassays nutzen Antiseren und monoklonale Antikdrper. Die letzten Aminosauren
des glykierten N-terminalen Endes der beta-Kette des Hamoglobins stellen das Epitop
dar. Neben auf Inhibition von Latex-Immunagglutination beruhenden Einzelproben-
verfahren gibt es immunturbidimetrische Verfahren und ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays). HbA2c und das seltenere HbS1c, welches bei Sichelzell-
erkrankungen vorkommt, werden bei dieser Methode mitgemessen. Andere modifizierte

Hamoglobine und Hamoglobinvarianten beeinflussen die Messung in der Regel nicht.

Die enzymatische Bestimmungsmethode beruht auf einer proteolytischen Abspaltung
eines Aminosaurerestes des N-terminalen Endes der beta-Kette des Hamoglobins.
Anschlieend wird dieser glykierte Rest durch eine Fructosyl-aminosauren-oxidase
(FAOD) oxidiert und es entsteht Wasserstoffperoxid, welches kalorimetrisch in einer
Peroxidase-vermittelten Reaktion gemessen wird (Sakurabayashi et al., 2003).

Die verschiedenen Methoden der HbAlc-Bestimmung haben jeweils Vor- und Nachteile.
Bei Vorliegen von carbamyliertem H&moglobin gilt der Immunoassay der lonen-
austauschchromatographie (HPLC) gegentber als exakter, da die HbAlc-Fraktion
spezifisch erfasst wird (Hansen et al., 1997; Chevenne et al., 1998). Die lonen-
austauschchromatographie (HPLC) gilt dagegen als Goldstandard zur Analyse von
Varianten-Hamoglobinen (Schnedl et al., 1997). Die lonenaustauschchromatographie
kann allerdings durch vielfaltige Faktoren gestdrt werden. Dabei spielen Varianten-
Hamoglobine und modifizierte Hamoglobine wie carbamyliertes Hamoglobin die grofite
Rolle (Weycamp et al., 1993a; Weycamp et al., 1993b). Die Boronataffinitats-

chromatographie erlaubt die spezifische Messung des gesamten glykierten Hamo-
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globins; Varianten-Hamoglobine und labile Aldiminformen interferieren nicht mit der
HbAlc-Messung.

1.3.3 Stérungen der HbAlc-Messung

Die beschriebenen Routinemessmethoden koénnen durch vielfaltige Einfussfaktoren
verfalscht werden. Das jeweilige Ausmal der Stérung ist abhangig von der verwendeten
Methode zur Messung von HbAlc. Unabhéngig vom verwendeten Assay wird die
Bestimmung durch akuten Blutverlust, Transfusionen, Ané&mien und verklrzte
Erythrozytenlebensdauer gestort. Eine Abhangigkeit von Alter und Geschlecht wird
kontrovers diskutiert (Carrera et al., 1998). Aul3erdem muss die biologische Variabilitat
von 1,7 % (intraindividuell) bzw. 4 % (interindividuell) bertcksichtigt werden (Rohlfing et
al., 2002).

Hamoglobinopathien kdnnen zu einer zu hohen oder zu niedrigen Bestimmung des
HbAlc fuhren (Bry et al., 2001). Gehen diese Erkrankungen mit einer gestdorten Hamato-
poese oder Hamolysen einher, so ist die Befundung methodenunabhéangig beeintrachtigt
(Martina et al., 1993). Chromatographische, elektrophoretische und immunologische
Methoden kénnen im Gegensatz zur Affinitditschromatographie durch abnorme Hamo-

globine beeinflusst werden (Weycamp et al., 1993).

Fetales Hamoglobin kann ebenfalls zu Fehlbeurteilungen fihren, da es bei einigen
Routinemethoden mitgemessen wird. Es kann genetisch bedingt persistieren, bei
Thalassamie kompensatorisch Uberproduziert werden, in der Schwangerschaft
ansteigen und bei Diabetes erhdht sein (Koskinen et al., 1994). Chromatographische
und elektrophoretische Bestimmungsmethoden koénnen durch fetales Hamoglobin
verfalscht werden. In der Schwangerschaft ist die Verwendung des HbAlc-Wertes
aufgrund der veranderten Umsatzrate der Erythrozyten und der Blutverdiinnung zur

Diagnose des Gestationsdiabetes nur eingeschrankt beurteilbar (Briickel et al., 2010).

Hamatologische Erkrankungen, die mit chronischen Hamolysen einhergehen, sind durch
eine verklrzte Erythrozyteniberlebensdauer mit einer verminderten Glykierung des
Hamoglobins verbunden (Panzer et al., 1982). Eine verlangerte Erythrozyten-
Uberlebenszeit (z.B. durch Splenektomie) fuhrt zu keiner Kklinisch relevanten Erh6hung
des HbAlc-Wertes. Eine Eisenmangelanamie kann bei Gesunden und Diabetikern zu
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erhohten HbAlc-Werten fiihren, die sich unter Eisensubstitution normalisieren (El-
Agouza et al., 2002).

Substanzen wie Acetylsalizylsaure und Alkohol bilden mit Hamoglobin Addukte. In der
Elektrophorese und der lonenaustauschchromatographie kann dies zu falsch hohen
Resultaten bei der HbAlc-Bestimmung fuhren (Hoberman, 1983; Nathan et al., 1983).
Klinisch sind die Einflisse dieser Substanzen meist zu vernachlassigen (Koskinen et al.,
1998). Vor allem bei Aspirin-Langzeittherapie in hoher Dosierung und bei starkem
Alkoholkonsum ist ein Effekt nachweisbar. Auch unter Therapie mit Beta-Lactam-
Antibiotika wie Penicillin kann das HbAlc durch Entstehung eines H&moglobins mit
entsprechender Mobilitat erhdht erscheinen (Fliickiger, 1989).

Die Aldiminform, auch als labiles Glykohamoglobin bezeichnet, wird bei chromato-
graphischen und elektrophoretischen Verfahren mit erfasst, daher sollte sie vor der
Analyse beseitigt werden. Auch eine massive Hypertriglyzeriddmie oder Hyperbilirubin-

amie erfordert eine geeignete Aufbereitung der Zellen durch Waschen (Dix et al., 1979).

1.3.4 Storungen der HbAlc-Messung bei Nierenerkrankungen

Nierenerkrankungen gehoéren zu den haufigsten und zugleich gefahrlichsten
Komplikationen bei Diabetes. Etwa 20 bis 40 % aller Menschen mit Diabetes entwickeln
im Krankheitsverlauf Nierenkomplikationen, welche im fortgeschrittenen Stadium ohne
Nierenersatztherapie zum Tode fuhren kdnnen (Bundesarztekammer, Kassenarztliche
Bundesvereinigung, Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fach-
gesellschaften, 2010). Eine moglichst genaue Bestimmung des HbAlc ist insbesondere
bei Diabetikern mit Nierenerkrankung von grol3er Bedeutung fir die Einschéatzung und
Behandlung des Diabetes.

Durch Carbamylierungsreaktion bei Niereninsuffizienz kann es zu erheblichen Anstiegen
der HbAlc-Werte um bis zu 3 % kommen (Fliickiger et al., 1981). Durch Interaktion von
terminalen Hamoglobin-Aminogruppen der Betakette des Hamoglobins mit Isozyanat,
welches aus spontaner Dissoziation von Harnstoff stammt, entsteht carbamyliertes

Hamoglobin. Dieses carbamylierte Hamoglobin kann die HbAlc-Messung verfalschen.
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lonenaustauschchromatographische und elektrophoretische Verfahren wurden in alteren
Studien durch die Anwesenheit von carbamyliertem Hamoglobin gestort, da sie ladungs-
abhangig sind und das carbamylierte Hamoglobin mit HbAla, HbAlb und HbAlc eluiert,
was zu einer vermeintlichen Erhéhung des HbAlc-Wertes fuhrt (Bannon et al., 1984,
Chachou et al., 2000).

Immunoassays und die affinitatschromatographischen Verfahren sind davon nicht
betroffen. Beim Immunoassay zeigen die monoklonalen Antikdrper gegen das glykierte
N-terminale Ende der beta-Kette keine Kreuzreaktion mit carbamyliertem Hamoglobin
(Rose et al., 1995). Bei affinitatschromatographischen Verfahren wird die Reaktion von
Borsdure mit der Glukose durch carbamyliertes H&moglobin nicht beeintrachtigt
(Suhonen et al., 1989).

Im Rahmen einer Urdmie kann es auferdem zu einer verkirzten Erythrozyten-
Uberlebensdauer und zu einer hyporegenerativen Andmie kommen (Shaw, 1967;
Feldman und Singer, 1974). Bei therapeutischem Einsatz von Erythropoetin sollte unter
Einbezug von Hamatokrit und Retikulozyten eine HbAlc-Korrekturformel angewendet
werden (Nakao et al., 1998).

1.3.5 HbA1c als Biomarker

Die Bestimmung des HbAlc ist der wichtigste Parameter zur Beurteilung der Diabetes-
einstellung, daher sollte diese bei Diabetikern mindestens zweimal pro Jahr erfolgen.
Eine haufigere Kontrolle ist bei Diabetes mellitus Typ 1 und zur Verlaufskontrolle in der
Schwangerschaft (diabetische Schwangerschaft oder Schwangerschaftsdiabetes)

angeraten (Sacks et al., 2002).

Der direkte Zusammenhang zwischen der Einstellung des Blutzuckerspiegels gemessen
am HbAlc und den Risiken von Spatkomplikationen konnte in zwei Mulitcenterstudien
gezeigt werden: Die DCCT-Studie (Diabetes Control and Complications Trial) wurde an
Patienten mit insulinabhangigem Diabetes mellitus durchgefuhrt und zeigte, dass
intensive Therapie den Beginn und das Fortschreiten von Spatkomplikationen wie
diabetischer Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie effektiv verzdogert (The
Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993). Die UKPD-Studie
(United Kingdom Prospective Diabetes Study) zeigte ahnliche Ergebnisse fur Patienten
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mit Diabetes mellitus Typ 2; optimale Blutglukose- und Blutdruckeinstellung ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung sind Therapieziel (UK Prospective Diabetes Study
Group, 1998).

Der Referenzbereich fur HbAlc liegt unter 6,2 % (45 mmol/mol), dabei soll der
verwendete Assay nach Referenzverfahren auf den Normbereich 4 bis 6 % Kkalibriert
sein. Steigt der HbAlc-Wert auf 7 % (53 mmol/mol), erhéht sich das Infarktrisiko um 40
%, bei Werten um 8 % (64 mmol/mol) erhdht sich das Infarktrisiko um 80 %. Die
diabetischen Komplikationen vermindern sich bei einer Senkung des HbAlc-Wertes pro
Prozentpunkt um 20 %, aber das Hypoglykdmierisiko verdreifacht sich. Die
Amerikanische Diabetes Gesellschaft (ADA) leitet ihre Empfehlungen von der DCCT
Studie ab. HbAlc-Werte unter 7 % sind Therapieziel, bei Werten Uber 8 % sollte eine

neue Therapieeinstellung erfolgen (American Diabetes Association, 2003).

Die WHO empfiehlt HbAlc als ein Diagnosekriterium fir Diabetes mellitus, ein HbAlc-
Wert von 6,5 % gilt als Grenzwert fur die Stellung der Diagnose (World Health
Organisation, 2011). Die Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG) leitet ebenfalls
Empfehlungen ab. Ein HbAlc tber 6,5 % gilt damit als ausreichend spezifisch fir die
Diagnose Diabetes mellitus, ein HbAlc unter 5,7 % hingegen als sensitiv genug fur den
Ausschluss der Diagnose. Bei Patienten mit HbAlc zwischen 5,7 und 6,4 % soll mittels
einer Glukosemessung nach herkdmmlichen Kriterien (NUchternglukose oder oraler

Glukosetoleranztest) die Diagnose gestellt werden.

Tab. 2: Diagnostische Bereiche fur Diabetes mellitus und Pradiabetes

Kein Diabetes mellitus < 5,7 % bzw. < 38,8 mmol/mol

Pradiabetes

— ) —
(Glukosemessung durchfiihren!) 5,7 - 64 % bzw. 38,8 — 46,4 mmol/mol

Diabetes mellitus > 6,4 % bzw. > 46,4 mmol/mol

Die Diabetesdiagnose erfordert standardisierte Messverfahren und angemessene
Qualitatskontrollen, die Messung sollte bei allen Personen erfolgen, die ein erhéhtes
Diabetesrisiko im Deutschen Diabetes-Risiko-Test haben (Schulze et al., 2007). Liegen
Diabetessymptome vor (Gewichtsverlust, Polyurie, Polydipsie) oder Zustande, die eine
Verfalschung der HbAlc-Werte bewirken koénnen, ist die Diagnose primar durch

Glukosemessung zu stellen (Brickel et al., 2010).
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1.4 Nierenerkrankungen

1.4.1 Akutes Nierenversagen (ANV)

Akutes Nierenversagen (ANV) ist als akut einsetzende, rasche Abnahme der
Nierenfunktion, die Uber Tage anhélt und prinzipiell reversibel ist, definiert. Leitsymptom
ist ein Anstieg des Serumkreatinins > 50 % des Ausgangswertes. Es kommt zur
Retention harnpflichtiger Substanzen und Stérungen des Flissigkeits-, Elektrolyt- und

Séaure-Basen-Haushalts.

Athiologisch wird eine Unterteilung in prarenales, intrarenales und postrenales ANV
vorgenommen. Bei prarenalem Nierenversagen fuhrt eine verminderte Perfusion zum
Funktionsverlust der Nieren. Als Ursachen kommen eine Abnahme des zirkulierenden
Blutvolumens, ein Abfall des Herzzeitvolumens und des arteriellen Mitteldrucks
(Kreislaufschock), eine systemische Vasodilatation (SIRS, Sepsis), eine Zytokin-
vermittelte renale Vasokonstriktion oder eine renale Vasokonstriktion bei hepatorenalem
Syndrom in Frage. Medikamente wie NSAID, ACE-Hemmer und Diuretika kdnnen
ebenfalls ein prarenales Nierenversagen bewirken. Ursachen fur ein intrarenales ANV
sind akute Tubulusnekrose, makrovaskulare Erkrankungen, mikrovaskulare
Erkrankungen oder tubulo-interstitielle Erkrankungen. Ist die Nierenfunktion eines
Patienten eingeschrénkt, kann es bei Gabe mancher Medikamente oder von Réntgen-
kontrastmittel zu einem ,acute-on-chronic* Nierenversagen kommen. Das postrenale
Nierenversagen wird durch mechanische Abflussbehinderung des Harns aus Nieren
oder Blase verursacht. Tumore, Missbildungen, urologische oder gynékologische
Erkrankungen kommen als Ausléser in Frage. Es tritt nur auf, wenn der Harnabfluss
beider Nieren gestort ist (Jorris und Frei, 2001). Die Differenzierung der drei
athiologischen Gruppen des ANV ist durch Untersuchung des Urins méglich (Kribben
und Philipp, 1997).

Der klinische Verlauf des akuten Nierenversagens kann in drei Phasen unterteilt
werden. Die Harnsekretion ist in der ersten Phase vermindert (Oligurie < 500 ml
Urin/Tag) oder versiegt vollig (Anurie < 100 ml Urin/Tag). Diese Phase kann Stunden bis
Wochen andauern, wobei etwa 70 % der Falle von ANV oligurisch beginnen. In der
zweiten Phase, die zwei bis vierzehn Tage dauert, steigen Kreatinin und BUN bzw.

Harnstoff im Serum kontinuierlich an. Das Urinvolumen ist normal oder erhéht (Polyurie
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> 2000 ml Urin/Tag). In der dritten Phase, die Wochen bis Monate dauert, stellt sich die

Nieren-funktion langsam wieder ein (Kierdorf und Seeliger, 1997).

Das akute Nierenversagen wird mit Hilfe der RIFLE-Kriterien in funf Schweregrade

eingeteilt, die zur Abschatzung der Prognose von Bedeutung sind (Bellomo et al., 2004).

Tab. 3: Funf Schweregrade des akuten Nierenversagens nach den RIFLE-Kriterien
(Risk, Injury, Failure, Loss, End stage renal disease)

Schwere- Kreatininanstieg | GFR Abfall Urin

grad

Risk >50 % > 25 % < 0,5 ml/kg/h fir 6 h

Injury > 100 % > 50 % < 0,5 ml/kg/h far 12 h

Failure > 200 % >75 % < 0,3 ml/kg/h fir 24 h oder Anurie fur 12 h
Loss Vollstandiger Verlust der Nierenfunktion fur > 4 Wochen

ESRD Terminale Niereninsuffizienz (end stage renal disease)

Die modifizierte AKIN-Stadieneinteilung bericksichtigt im Stadium 1 (Risk) einen
niedrigeren Grenzwert des Kreatininanstiegs von 0,3 mg/dl, die Stadien 4 (Loss) und 5
(ESRD) entfallen in dieser neueren Einteilung (Metha et al., 2007).

Etwa 30 % der Intensivpatienten entwickeln ein akutes Nierenversagen. Die Mortalitats-
rate von Intensivpatienten mit ANV liegt bei ca. 50 %, wozu Uberwiegend die Schwere
der Grunderkrankung beitragt. Krankheitsverlauf und Prognose werden aber auch durch
die negativen Auswirkungen des ANV beeinflusst. Von den Uberlebenden sind weniger
als 5 % auf eine Nierenersatztherapie angewiesen (Jorris und Frei, 2001). Eine
extrakorporale Behandlung des ANV sollte spatestens bei einem Serumkreatinin von 4
bis 6 mg/dl und einem Serumharnstoff von 120 bis 140 mg/dl begonnen werden. Es
stehen Hamodialyse und Hamofiltration zur Verfigung, die intermittierend oder
kontinuierlich durchgefuhrt werden kénnen. Ziel ist die Therapie der Azotamie, der
Ausgleich der Flussigkeits- und Elektrolytbilanz und die Korrektur einer metabolischen

Azidose.

1.4.2 Chronische Niereninsuffizienz (CNI)

Die chronische Nierenerkrankung ist entweder als eine Schadigung der Nieren oder eine

Verminderung der GFR auf < 60 ml/min / 1,73 mz2 fir mehr als drei Monate definiert
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(National Kidney Foundation, 2002). Chronische Niereninsuffizienz ist als Folge einer
irreversiblen Verminderung der glomerularen, tubularen und endokrinen Funktion beider
Nieren zu verstehen. Neben dem Versagen der exkretorischen Nierenfunktion und
Stérungen im Flussigkeits- Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushalt kommt es zur
Abnahme der inkretorischen Nierenfunktion mit verminderter Sekretion von Erythro-
poetin, Renin, aktivem Vitamin D und Prostaglandinen, sowie zu toxischen Organ-

schaden durch retinierte harnpflichtige Substanzen.

Einige chronische Nierenerkrankungen wie diabetische Nephropathie, primére und
sekundare Glomerulonephritiden, chronisch tubulo-interstitielle Erkrankungen, vaskulare
(hypertensive) Nephropathien und polyzystische Nierenerkrankung fihren auf Dauer
haufig zur terminalen Niereninsuffizienz. Diabetes mellitus, insbesondere Typ 2, ist
neben Hypertonie die haufigste Ursache des terminalen Nierenversagens (Eckardt et
al., 2012). Beide Grunderkrankungen sind mit einem hohen Risiko kardiovaskularer

Erkrankungen assoziiert.

Der Anstieg der Retentionswerte (Kreatinin, Blood Urea Nitrogen (BUN) bzw. Harnstoff,
Cystatin C) und der Ruckgang der Kreatininclearance sind charakteristische
Laborbefunde. Wird ein erhohtes Serumkreatinin gemessen, so wird zunachst zwischen
akutem Nierenversagen und chronischer Niereninsuffizienz unterschieden. Mit der
konservativen Therapie sollte frihzeitig begonnen werden, um die Progression der

Niereninsuffizienz zu verzdgern.

Die chronische Niereninsuffizienz wird nach der National Kidney Foundation (NKF) in
die Stadien 0 bis 5 eingeteilt (National Kidney Foundation, 2002).
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Tab. 4: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz nach der National Kidney Foundation

Glomerulare
Stadium | Bezeichnung Filtrationsrate Aufgaben/Therapie
(ml/min/1,73 m?)
Erhdhtes Risiko flr Diagnostik, Prophylaxe der
0 . . - =90 . . .
Niereninsuffizienz Niereninsuffizienz
Diagnostik, Therapie der
Nierenschadigung Begleiterkrankungen,
1 bei normaler =90 Progression und
Nierenfunktion kardiovaskulares Risiko
vermindern
Diagnostik, Therapie der
Nierenschadigung Begleiterkrankungen,
2 mit milder 60 — 89 Progression und
Niereninsuffizienz kardiovaskulares Risiko
vermindern
3 Mittelschwere 30 — 59 Zusatzlich Diagnostik und
Niereninsuffizienz Therapie der Komplikationen
Schwere Nieren- Vorbereitung der
4 ; e 15-29 ) .
insuffizienz Nierenersatztherapie
5 Nierenversagen <15 Nierenersatztherapie

1.4.3 Nierenersatzbehandlung (Net)

Ziele der Nierenersatzbehandlung sind Korrekturen des Flussigkeits-, Elektrolyt-, und
Saure-Basen-Haushalts, sowie die Elimination von harnpflichtigen Substanzen wie
Kreatinin, BUN bzw. Harnstoff und Uramietoxinen. Neben der Hamodialyse stehen die
Peritoneal-dialyse, die Hamofiltration und die Hamodiafiltration zur Verfiigung.

Die Hamodialyse beruht auf Diffusion von harnpflichtigen Substanzen aus dem Blut in
die Dialysatflissigkeit Uber eine semipermeable Membran. Besteht ein osmotisches
oder physikalisches Druckgefélle vom Blut zum Dialysat, kann dem Koérper Wasser
entzogen werden. Die chronisch-intermittierende Hamodialyse erfolgt dreimal wéchent-
lich fur einige Stunden und erfordert die Anlage einer arterio-vendsen Fistel, um einen
leicht zu punktierenden Gefalizugang zu haben. Die kontinuierliche Hamodialyse erfolgt
taglich tber die Dauer von zwei Stunden.

Die Peritonealdialyse nutzt das Peritoneum als semipermeable Membran, die Bauch-
hohle enthalt das Uber einen Katheter zugefihrte Dialysat. Eine kaliumfreie Glukose-
I6sung dient in der Regel als Spulldsung. Das aktuelle Konzept der ,integrated care”
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unterstitzt als primares Verfahren die Peritonealdialyse, spater erfolgt dann der

Wechsel zur Hamodialyse.

Die Hamofiltration bietet den Vorteil der geringeren Kreislaufbelastung verglichen mit der
Hamodialyse. Uber eine Membran wird unter Nutzung eines Druckgradienten dem Blut
eine dem Primarharn a&hnliche Flussigkeit entzogen und durch eine isotonische
beziehungsweise isoionische Flussigkeit ersetzt. Die Hamofiltration erfolgt dreimal

wochentlich.

Die Hamodiafiltration kombiniert die Vorteile der Hamodialyse mit denen der Hamo-
filtration. So werden sowohl niedermolekulare als auch mittelmolekulare Stoffe gut
eliminiert. Es erfolgen ebenfalls drei Behandlungen pro Woche (Bundesverband Niere
e.V., 2008; Bundesarztekammer, Kassenarztliche Bundesvereinigung, Arbeitsgemein-

schaft der Wissenschaftlichen Fachgesellschaften, 2010).

1.4.4 Nierentransplantation (Ntx)

Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ist die Funktion einer transplantierten
Niere selbst einer optimalen Dialyse Uberlegen. Die Niere wird meist extraperitoneal in
die Fossa iliaca transplantiert. Kardiovaskuldre Komplikationen, Infektionen und
Malignome sind die haufigsten Todesursachen nach Nierentransplantation. Optimale
Blutdruckeinstellung, Behandlung einer Hyperlipiddmie und Proteinurie sowie Gewichts-
normalisierung und Nikotinverzicht sind wichtig fur eine gute Prognose (CKD-MBD Work
Group, 2009).

1.4.5 Labordiagnostik von Nierenerkrankungen

1.4.5.1 Kreatinin

Kreatinin entsteht durch nicht-enzymatische Dehydrierung von muskularem Kreatin. Der
grofite Teil des Kreatins liegt als Kreatinphosphat vor und dient dem Muskel als Energie-
speicher, da bei Muskelkontraktion durch Spaltung von Kreatinphosphat chemische
Energie in mechanische Energie umgewandelt wird (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000).
Muskelmasse und Kreatinaufnahme mit der Nahrung bestimmen neben Alter und
Geschlecht die Menge des Korperkreatinins. Die Kreatininkonzentration im Serum ist ein



23

Indikator zur Beurteilung der glomeruléren Filtrationsrate (GFR). Dabei muissen
allerdings die tagliche Bildung von Kreatinin (abhangig von der Muskelmasse) und die
Ausscheidung im Gleichgewicht stehen. Ein Nierengesunder, der sich ausgewogen
ernahrt, erfullt diese Bedingung. Sinkt die GFR, so steigt die Kreatininkonzentration im
Serum an, wenn die Bildung von Kreatinin konstant bleibt (Perrone et al., 1992). Die
Referenzwerte sind von Alter, Geschlecht, Kérpergewicht und Bestimmungsmethode
abhangig. Uber langere Zeitraume zeigt die Kreatininkonzentration intraindividuell nur
geringe Schwankungen. Eine annahernd lineare Korrelation zwischen GFR und
Kreatininkonzentration im Serum besteht bei einer GFR im Bereich von 20 bis 40 ml/min
/ 1,73 m2. Dies entspricht einem Serumkreatinin von 2 bis 4 mg/dl bei einer Person mit
75 kg Korpergewicht (Filser und Ritz, 2001). Ein Anstieg der Kreatininkonzentration im
Blut ist erst bei einer Reduktion der GFR auf unter 50 % gegeben, geringere Nieren-
schaden bleiben somit unerkannt (kreatininblinder Bereich zwischen 40 bis 70 ml/min /
1,73 m2).

Die Bestimmung des Kreatinins erfolgt durch eine Modifikation der kinetischen Jaffé-
Reaktion. Ist eine starke Base wie NaOH vorhanden, reagieren Pikrat und Kreatinin und
bilden ein rotes Chromophor, welches eine Extinktion bei 510 nm aufweist. Die
zunehmende Extinktionsanderung ist direkt proportional zur Kreatininkonzentration in
der Probe. Bilirubin wird mit Kaliumferricyanid oxidiert, um Interferenzen zu vermeiden
(Knapp und Mayne, 1987).

1.4.5.2 Kreatinin-Clearance

Gegenilber der als Referenzmethode zur Ermittlung der GFR geltenden Inulin-
Clearance werden mit der Kreatinin-Clearance zu hohe Werte bestimmt. Diese
Uberbestimmung nimmt mit der Einschrankung der Nierenfunktion zu, da Kreatinin
vermehrt tubular sezerniert wird (Shemesh et al., 1985). Die Kreatinin-Clearance
ermdglicht zwar nicht die Messung der GFR, gibt aber approximativ deren Gréf3en-
ordnung an. Die Kreatinin-Clearance kann somit zur Feststellung relativer
Verdnderungen der GFR herangezogen werden. Sind GFR und Kreatinin-Clearance
bekannt, kann nachfolgend die Kreatinin-Clearance als alleiniges Kriterium zur relativen
Beurteilung des Verlaufes der GFR herangezogen werden (Payne, 2000).
Clearanceresultate werden auf 1,73 m? mittlere Kdrperoberflache standardisiert. Die

Korperoberflache des Patienten wird aus einem Nomogramm entnommen und die
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Clearance nach der Clearanceformel (Kreatinin-Clearance (ml/min) = Kreatinin im Urin
(mg/dl) x Urinvolumen (ml/min) / Kreatinin im Serum (mg/dl)) berechnet. Als
Algorithmus zur Schatzung der Kreatinin-Clearance koénnen bei Erwachsenen die
geschlechts-spezifischen Formeln nach Cockcroft und Gault (Cockroft und Gault, 1976)

verwendet werden, bei Kindern die Formel nach Schwartz (Schwartz et al., 1987).

1.4.5.3 Harnstoff und Blood Urea Nitrogen (BUN)

Harnstoff ist das Endprodukt des Aminosaurestoffwechsels. Beim Proteinabbau werden
die Aminosauren desaminiert, wobei der dabei entstehende Ammoniak in den
Mitochondrien in Harnstoff umgewandelt wird. Etwa 16 g Harnstoff werden taglich von
der Leber eines gesunden Erwachsenen gebildet (Atkinson, 1992). Die Begriffe Harn-
stoff und Blood Urea Nitrogen (BUN bzw. Harnstoff-N) werden in der medizinischen
Diagnostik synonym verwendet. Der BUN wird aus dem Harnstoffwert durch
Multiplikation mit dem Faktor 0,46 berechnet. Ist das BUN bzw. der Harnstoff im Serum

erhoht, bezeichnet man diesen Zustand als Azotamie.

Auf Grund der komplexen renalen Ausscheidungsverhaltnisse und der Abhangigkeit
vom Proteinstoffwechsel ist der Referenzbereich im Serum weit. Erst bei einer
Verminderung der GFR um 75 % wird der Referenzbereich Uberschritten. Ist die
Nierenfunktion starker eingeschrankt, korreliert der Serumharnstoff besser mit der GFR.
Der Serumharnstoff ist von der renalen Perfusion und Proteinzufuhr abhangig und somit
zur Diagnostik der beginnenden Niereninsuffizienz ungeeignet. Er eignet sich aber

durchaus zur Verlaufsbeurteilung bei starker Einschrankung der GFR.

Die Bestimmung des Harnstoffs erfolgt durch eine Hydrolyse mittels Urease, wodurch
Ammoniak und Kohlendioxid gebildet werden. Der Ammoniak wird von der Glutamat-
Dehydrogenase verwendet, um alpha-Ketoglutarat reduktiv zu aminieren, wobei eine
Oxidation von reduziertem Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) stattfindet. Das
Verschwinden von NADH bewirkt eine Extinktionsanderung bei 340 nm. Die Extinktions-
anderung ist direkt proportional zur BUN- bzw. Harnstoff-Stickstoff-Konzentration in der
Probe.
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1.4.5.4 Cystatin C

Niedermolekulare Proteine, die endogen konstant gebildet werden, frei filtriert und weder
reabsorbiert noch sezerniert oder extrarenal eliminiert werden, befinden sich in
Evaluation als Marker zur Bestimmung der GFR. Cystatin C ist ein Proteaseinhibitor der
Cystatin-Superfamilie, der Proteasen neutralisiert, die von absterbenden Zellen
stammen oder von Lysosomen ausgeschwitzt werden. Cystatin C ist in allen kern-
haltigen Zellen nachweisbar und wird in relativ konstanter Rate gebildet. Es besteht aus
120 Aminosauren, enthalt zwei Disulfidbriicken und wird als pra-Protein synthetisiert
(Abrahamson et al., 1991). Die Serumkonzentration von Cystatin C ist allein von der
GFR abhangig; Muskelmasse, Alter und Geschlecht beeinflussen die Messung nicht
(Laterza et al., 2002). Als Screening-Test zur Abschéatzung der GFR ist Cystatin C
aufgrund besserer Durchfiihrbarkeit und héherer Sensitivitéat im kreatininblinden Bereich

der Kreatinin-Clearance und dem Serumkreatinin vorzuziehen.

Die Bestimmung des Cystatin C erfolgt durch Vermischung einer Probe mit Polystyrol-
partikeln, die mit Antikdrpern gegen humanes Cystatin C beschichtet sind. Es bilden sich
Aggregate, die eingestrahltes Licht streuen. Die Intensitat des Streulichts ist proportional

zur Konzentration des Cystatin C in der Probe.

1.5 Sonstige relevante Laborwerte

1.5.1 Hamoglobinkonzentration

Der Hamoglobinwert des Blutes hangt von der Anzahl der Erythrozyten, ihrem Hamo-
globingehalt und dem Plasmavolumen ab. Ist der Hamoglobinbestand des Organismus
verringert, so liegt eine Anamie vor. Die Hamoglobinkonzentration erfasst das Produkt
aus Erythrozytenzahl und Erythrozytenvolumen und ist der sinnvollste Parameter zur
Erkennung einer Anamie (Peghini und Fehr, 2002). Die WHO legt als Werte zur
Diagnose einer Anamie < 13 g/dl fur Ma&nner, < 12 g/dl fir menstruierende Frauen und <
11 g/dl fur Schwangere fest (World Health Organisation, 1968). Bei Nierenerkrankungen
kann es zu einer sogenannten renalen Anamie kommen, wobei die Erythrozyten-
lebenszeit leicht verkirzt ist und Erythropoietin vermindert synthetisiert wird. Die renale

Anamie ist normozytar, normochrom und hyporegenerativ.
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Die Bestimmung des Hamoglobins erfolgt durch die Bindung hydrophober Gruppen des
Sodiumlaurylsulfats an das Globin, wobei eine Konformitatsanderung erfolgt. Das Eisen
des Hams wird oxidiert (von Fe2+ zu Fe3+), die hydrophilen Gruppen des Sodiumlauryl-
sulfats binden nun an das Eisen und bilden mit diesem ein stabiles Reaktionsprodukt,

das photometrisch bei 555 nm bestimmt wird.

1.5.2 Blutglukose

Die Bestimmung der Blutglukose kann in kapillarem oder venésem Vollblut, Plasma oder
Serum erfolgen (Marks, 1996). In den verschiedenen Specimen werden bei demselben
Patienten zum gleichen Zeitpunkt unterschiedliche Blutglukosekonzentrationen bestimmt
(Weiner, 1995). Umrechnungsfaktoren fur kapillare Blutglukose (KB) und vendses
Plasma (VP) sind VP/KB bei Nicht-Diabetikern 0,997, bei Diabetikern 1,089 und tber
alle 1,048 (Haeckel et al., 2002). Die Bestimmung der Blutglukose ist indiziert bei Hyper-
glyk&mie- oder Hypoglykamieverdacht. Die grof3te Bedeutung hat sie fur die Diagnostik

und Therapiekontrolle des Diabetes mellitus.

Die Bestimmung der Glukose erfolgt durch eine Phosphorylierung bei Vorhandensein
von Adenosin-5-Triphosphat (ATP) und Magnesium mittels Hexokinase, wobei Glukose-
6-Phosphat und Adenosindiphosphat (ADP) entstehen. Glukose-6-Phosphat wird dann
bei Vorhandensein von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) durch die Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase oxidiert, wodurch 6-Phosphoglukonat und reduziertes
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) gebildet werden. Fir jedes vorliegende Mol
Glukose wird ein Mol NAD zu einem Mol NADH reduziert. Die Extinktion durch NADH,

und somit die Glukosekonzentration, wird bei 340 und 383 nm gemessen.

1.6 HbAl1c und Nierenerkrankungen

1.6.1 Interpretation des HbAlc bei Niereninsuffizienz

Durch vergleichende Untersuchungen von HbAlc und Nichternblutzucker bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit
erhohtem Serumkreatinin Uber 2,5mg/dl die HbAlc-Werte abweichen, da die Lebens-
dauer der Erythrozyten verkirzt ist und somit niedrigere Messwerte resultieren (Schern-
thaner et al., 1979). Die Blutglukosespiegel bei Diabetikern mit terminaler Nieren-
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insuffizienz werden somit zu niedrig eingeschéatzt (Inaba et al., 2007, Peacock et al.,
2008). In einer aktuellen Studie wurden 11 Gerate und Assays an Patienten mit und
ohne Nierenversagen und Diabetes miteinander verglichen. Die HbAlc-Werte waren
durchschnittlich 1,5 % niedriger bei Patienten mit Nierenversagen, was die Autoren auf

die verkirzte Erythrozytenliberlebenszeit zurlckfuhren (Little et al., 2013).

In einer Untersuchung an Hamodialysepatienten war die Variabilitat des Hamoglobins
kein unabhangiger Pradiktor fur die kardiovaskulare Mortalitat und die Gesamtmortalitat
(Eckhardt et al.,, 2010). Die groRe HbAlc-Variabilitat resultiert aus uramiebedingter
Insulinresistenz, verdnderter Insulinkinetik, reduzierter Glukoneogenese, Dialyse,
Hochproteindiat und Bewegungsmangel (Schernthaner und Samann, 2010). Als

Verlaufsparameter ist HbAlc bei Niereninsuffizienz folglich nur bedingt geeignet.

Patienten mit Diabetes Typ 2 und chronischer Niereninsuffizienz haben eine erhthte
kardiovaskulare Ereignisrate und Gesamtmortalitat (Schneider et al., 2008). Hamo-
dialysepatienten mit Diabetes weisen eine reduzierte FlUnfjahresiberlebensrate auf
(USRDS, 2008). Eine bessere Blutzuckereinstellung mit HbAlc-Werten unter 7,5 %
scheint die Mortalitdt zu senken (Morioka et al., 2001; Hayashino et al., 2007), wahrend
bei niedrigeren HbAlc-Werten unter 6,5 % verglichen mit Werten zwischen 6,5 % und 8
% die Mortalitat gleich bleibt (Oomichi et al., 2006).

Die Studienlage zur Korrelation zwischen HbAlc-Werten und Mortalitdt ist wider-
spruchlich, in den USA konnte bei dialysepflichtigen Diabetikern zunachst keine
Korrelation gefunden werden (Williams et al., 2006), in einer neueren Untersuchung
wurde aber ein enger Zusammenhang zwischen Anstieg der HbAlc-Werte und
Mortalitat festgestellt (Kalantar-Zadeh et al., 2007). Schlechte Blutzuckereinstellung
(HbAlc > 8% oder Serumglukose > 200 mg/dl) ist assoziiert mit einer erhthten
Sterblichkeit, allerdings fuhren auch sehr niedrige Blutzuckerspiegel zu einer erhdhten
Mortalitat (Ricks et al., 2012).

Da Patienten mit Diabetes und Niereninsuffizienz zu Hypoglykdamien neigen, sollte der
HbAlc-Zielwert individuell angepasst werden. Sind die Nieren bereits geschadigt, sollte
der HbAlc-Wert unter 7 % liegen, um das Fortschreiten der Erkrankung zu verlang-
samen. Dabei durfen jedoch keine Makroangiopathie oder eine Wahrnehmungsstorung
fur Hypoglyk&dmien vorliegen, da in diesem Fall der HbAlc-Zielwert auf 7 bis 7,5 %
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angehoben werden sollte (Bundesarztekammer, Kassenarztliche Bundesvereinigung,

Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften, 2010).

1.6.2 Carbamyliertes Hamoglobin bei Niereninsuffizienz

Der scheinbare Anstieg von chromatographisch bestimmtem Glykohdmoglobin bei
Uramie ist auf die verstarkte Bildung von carbamyliertem Hamoglobin zurtckzufihren,
welches bei dieser Bestimmungsmethode die Messwerte verfalschen kann (Fluckiger et
al.,, 1981). Carbamyliertes Hamoglobin entsteht sowohl in Gesunden, in nicht
uramischen Diabetikern, als auch in Patienten mit Nierenversagen, bei Uramie ist es
zwel- bis vierfach erhéht. In alteren Studien korreliert es mit der Nierenfunktion und dem

chromatographisch bestimmten Glykohamoglobin (Smith et al., 1989).

Chronisches Nierenversagen, Dialyse und Nierentransplantation fihren zu einem
Anstieg des carbamylierten Hamoglobins (Smith et al., 1988). Die Carbamylierungsrate
steigt mit der Hohe des Harnstoffs im Blut und ist, fir BUN-Werte Uber 80 mg/dl, bei
chronischem Nierenversagen starker erhoht als bei Hamodialysepatienten und bei
akutem Nierenversagen. Sie ist dabei sowohl von der BUN-Konzentration, als auch von
der Dauer der Harnstoffexposition abhéngig (Stim et al., 1995). Daraus ergibt sich die
Maglichkeit, akutes und chronisches Nierenversagen anhand der Konzentration des

carbamylierten Hamoglobins besser unterscheiden zu kénnen (Davenport et al., 1993).

Die Messung der Konzentration des carbamylierten H&amoglobins kann als
therapeutischer Marker zur Sicherstellung einer adaquaten Uramiekontrolle bei
Nierenversagen genutzt werden (Oimomi et al., 1984). Um den Erndhrungsstatus
(Proteinkatabolismus) von Hamodialysepatienten zu beurteilen, kann der Index
Harnstoff/carbHb herangezogen werden (Hasuike et al., 2002).

Neben carbamyliertem Hamoglobin als Langzeitparameter (zwei Monate) existieren
auch carbamylierte Plasmaproteine als Kurzzeitparameter (zwei bis drei Wochen). Bei
chronischem Nierenversagen und zur Dialysekontrolle ist die Bestimmung des
carbamylierten Hamoglobins sinnvoll, wahrend bei akutem Nierenversagen die

Bestimmung von carbamyliertem Protein den grof3eren Nutzen hat (Balion et al., 1998).
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Harnstoff und Glukose beeinflussen gegenseitig ihre Bindung an Hamoglobin, wobei
Glukose die Entstehung von carbamyliertem Hamoglobin starker vermindert als Iso-
zyanat die Glykierung von Hamoglobin senkt (Ationu, 1992). Bei gleicher durch-
schnittlicher Blutglukosekonzentration ist die Entstehung von Glykohamoglobin bei
Diabetikern mit Niereninsuffizienz folglich geringer als bei Diabetikern ohne Nieren-

erkrankung.

Carbamyliertes Hamoglobin interferiert in unterschiedlichem Ausmal3 mit verschiedenen
HbAlc-Assays. Dies bestatigt, dass HbAlc-Werte bei uramischen Patienten mit Vorsicht

interpretiert werden mussen (Chachou et al., 2000).
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2. Fragestellung

Wir haben in unserer Studie drei verschiedene Messmethoden eingesetzt, um die
HbAlc-Werte von 407 nephrologischen Proben und 217 Routineproben zu bestimmen
und im Hinblick auf die konkreten Messergebnisse zu vergleichen. Es wurden diverse
Untergruppen gebildet, um Zusammenhange zwischen verschiedenen Erkrankungen
und den jeweiligen Messergebnissen zu untersuchen. Auch der Einfluss der Carbamy-
lierung wurde in unseren Untersuchungen indirekt durch Messung des BUN bertck-
sichtigt. In unserer Studie kamen die Hochdruckflussigkeitschromatographie (Variant Il),
die Kapillarzonenelektrophorese (Capillarys™ 2 Flex Piercing) und eine immunologische

Messmethode (Dimension RXL Max) zum Einsatz.

Ob diese drei Messmethoden zum Einsatz im Routinelabor sowohl fur nierenkranke
Patienten als auch fiur Routinepatienten gut einsetzbar sind und ob Messunterschiede
durch verschiedene Messverfahren zu Fehleinschatzungen beziiglich nicht-diabetischer,
pradiabetischer und diabetischer Stoffwechsellage fihren kénnen bedarf einer ndheren
Betrachtung. Von besonderer Relevanz ist der Grad der Ubereinstimmung zwischen den
drei von uns evaluierten Messmethoden im nephrologischen Kollektiv. Hier stellt sich die
Frage, ob diese Methoden in der klinischen Routine auch fir nierenkranke Patienten gut

geeignet sind, um den HbAlc mit hoher Genauigkeit zu bestimmen.
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3. Methoden

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Fur die Studie wurden von Januar bis Méarz 2012 N = 624 Patientenproben an der
Universitatsklinik Bonn untersucht und mit drei verschiedenen Messmethoden der
HbAlc-Wert bestimmt. Bei N = 407 Patientenproben handelt es sich um Proben von
nephrologischen Patienten, bei N = 217 Patientenproben um Routineeinsendungen fir
die HbAlc-Bestimmung. Die demographischen Daten der Patienten wurden mittels der
elektronischen Krankenakten (KAS) erfasst und die Laborwerte aus der Instituts-
datenbank (Swisslab) erganzt. Alle erhobenen Daten wurden zur Auswertung
anonymisiert und elektronisch geschutzt abgespeichert. Die demographischen Daten
des Probenkollektivs sind in Tabelle 5 dargestellt. Bei den qualitativen Merkmalen ist die
Anzahl bezogen auf die verwertbaren Falle und der Prozentwert angegeben, bei den
guantitativen Merkmalen sind der Mittelwert, die verwertbaren Falle und die Standard-
abweichung angegeben. Fiur die stetigen Variablen wurde der Mann-Whitney-U-Test
unabhangiger Stichproben durchgefiihrt, das Signifikanzniveau ist p = 0,05.

3.2 Blutentnahme und Probenaufbewahrung

Die Bestimmungen des HbAlc erfolgten aus vendsem Vollblut. Bei der Venenpunktion
zur Blutprobenentnahme wurde das Blut durch das in den Blutabnahmerthrchen der
Firma Sarstedt vorhandene Antikoagulanz fur die Laboruntersuchung vorbereitet. Als
Antikoagulanz wurde Ethylendiamintetraaacetat (EDTA) verwendet. Es entzieht dem
Blut die fur die Gerinnung entscheidenden Calciumionen, indem es stabile Metall-
komplexe mit Metallionen bildet. Die HbAlc-Bestimmungen erfolgten gemafld der im
Labor etablierten Routine, die Werte wurden in einer Excel-Tabelle notiert. Die
Patientenproben sind 7 Tage stabil, wenn sie bei 2 bis 8 Grad Celsius gelagert werden.
In diesem Zeitraum wurden die Messungen vorgenommen. Gefrorene Blutproben

koénnen fur 3 Monate bei minus 80 Grad Celsius aufbewahrt werden.
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Tab. 5: Demographische Daten des gesamten Probenkollektivs (SD steht fir
Standardabweichung bzw. Standard Deviation, N steht fiur die jeweilige Anzahl der

Proben)

Nephrologisch Routine p-Wert

Anzahl 407 217
Mannliches Geschlecht (%) 257/407 (63,1) 118/216 (54,6)
Alter in Jahren (SD) 50 £22,91 (N=407) |53 £19,98 (N=216) |0,474
Nierenersatztherapie (%) 122/407 (30) 4/217 (1,8)
Chronische Nierenkrankheit (%)
Stadium 1 5/406 (1,2) 4/217 (1,8)
Stadium 2 16/406 (3,9) 3/217 (1,4)
Stadium 3 39/406 (9,6) 12/217 (5,5)
Stadium 4 14/406 (3,4) 5/217 (2,3)
Stadium 5 140/406 (34,5) 2/217 (0,9)
Akutes Nierenversagen (%) 41/407 (10,1) 4/217 (1,8)
Anamie (%) 147/407 (36,1) 14/215 (6,5)
Transfusion von Vollblut oder
Erythrozytenkonzentrat (%) 101/407 (24.8) 71217 (3.2)
Nierentransplantation (%) 97/407 (23,8) 15/217 (6,9)
Diabetes (%)
Typ 1 14/404 (3,5) 41216 (1,9)
Typ 2 50/404 (12,4) 25/216 (11,6)
Gestationsdiabetes 0/404 (0) 4/216 (1,9)
HbAlc vor Dialyse (%) 47/407 (11,5) 0/217 (0)
Glomerulare Filtrationsrate
ml/min (%)

<20 115/387 (29,7) 8/201 (4)

20-70 156/387 (40,3) 59/201 (29,4)

>70 116/387 (30) 134/201 (66,7)
Glukose mg/dl im Plasma (SD) | 122 +41,93 (N=231) | 139 + 49,69 (N=39) | 0,015
g‘[‘)‘;"se mg/dlim Kapillarblut =1 155 + 54,07 (N=32) | 109 + 44,94 (N=136) | 0,030
'(*Sa[;';ogl"b'”konze”tra“o” g/dl 1992 41,02 (N=404) |13.2+1,2 (N=195) | 0,000
Blood Urea Nitrogen mg/dl (SD) | 81 £51,14 (N=233) | Nicht bestimmt
Cystatin C mg/l (SD) 1,71 £0,89 (N=81) |1,52+1(N=32) 0,212
Kreatinin mg/dl (SD) 2,64 +2,28 (N=389) |1,17 +1,06 (N=202) | 0,000
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3.3 Referenzwerte

Tab. 6: Referenzwerte Fir Kreatinin, Blood Urea Nitrogen, Cystatin C, Hamoglobin und
Glukose

Referenzbereich Proben- Gerit Analytische | Mess-
und Einheit art Sensitivitat | bereich
Dimension Vista 0,1-
Kreatinin | 0,6 — 1,3 mg/dl Serum | System (kinetische | 0,1 mg/dI 20,0
Jaffé-Methode) mg/dl
Blood Dimension Vista 1-150
Urea 15 - 39 mg/dl Serum | System (Urease- 1 mg/dl mg/d
Nitrogen GLDH-UV-Test)
Cystatin 0,05 - 0,096 mg/dl Dimension Vista 0,023 -
C (ab60LJ<0,12 Serum | System 0,005 mg/dl | 0,8
mg/dl) (Nephelometrie) mg/dl
Manner: 13,5 —
17,2 g/dl (ab 65 LJ Sysmex XE-500
Hamo- 12,5 - %7’2) EDTA- | (cyanidfreie 0.0
globin | Frauen:12=15.4 o | Sodiumlauryl- 30.0
g/dl (ab 50 LJ 12 — sulfat-Methode) g/dl
15,6, ab 651J 11,8
—15,8)
Na- [S)imension Vista 00
. ystem 1-5
Glukose | 70 — 115 mg/dl Fluorid (Hexokinase- 1 mg/dl mg/dl
Methode)

3.4 HPLC (High Performance Liquid Chromatography), Biorad, Variant I

Der Bio-Rad Variant Il ist ein vollautomatisches Analysesystem zur Untersuchung von
Hamoglobinen. Sowohl HbAlc als auch abnorme Hamoglobine werden dabei
untersucht. Das Testprinzip basiert auf der Hochdruckflissigkeitschromatgraphie (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Das Hamoglobin wird nach Fraktionen
aufgetrennt und der prozentuale Anteil am Gesamthdmoglobin angegeben. Handelt es
sich um spezielle Hamoglobinfraktionen, so wird ein Testkit verwendet, das auf die
entsprechende Fraktion abgestimmt ist. Das Variant Il Programm ist auf die Referenz-
methoden des NGSP und der IFCC ruckfuhrbar.

Als Probenmaterial wird EDTA-Vollblut bendtigt, es kann bei 2 bis 8 Grad Celsius bis zu
sieben Tage aufgehoben werden. Eine spezielle Aufbereitung der Proben ist nicht
notwendig, sie werden vom Gerét pipettiert und automatisch gemischt und verdinnt. Der
analytische Bereich fur die HbAlc-Methode ist 1,6 bis 19,3 % (0 bis 187 mmol/mol), von
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einer nicht-diabetischen Konzentration ist bei einem Wert unter 5,7 % (< 38,8 mmol/mol)
auszugehen. Die Reagenzien bleiben nach Anbrechen bis zu 12 Wochen lang stabil, vor
Durchfuihrung des Tests sollten sie Raumtemperatur (15 bis 30 Grad Celsius) erreichen.

Die Proben werden auf der Sampling Station (VSS) nach automatischer Mischung und
Verdinnung in die analytische Kartusche injiziert. Ein programmierter Puffergradient
zunehmender lonenstarke wird von den beiden Pumpen der Chromatographic Station
(VCS) in die Kartusche eingebracht und die Hamoglobine werden gemal ihrer lonen-
wechselwirkung mit dem Kartuschenmaterial aufgetrennt. Die getrennten Hamoglobine
passieren dann die Durchflusszelle des Filterphotometers, wo die Extinktions-
anderungen bei 415 nm gemessen werden. Hintergrundschwankungen werden durch

einen zusatzlichen Filter bei 690 nm kompensiert.

Die Clinical Data Management (CDM) Software wird zur Auswertung der Absorptionen
verwendet. Das Ergebnis wird als Chromatogramm (Absorption gegen die Zeit)
dargestellt, der HbAlc-Peak Uber einen modifizierten Gauf3schen Algorithmus ermittelt
und das Ergebnis von den Peaks fiur labiles Glykohdmoglobin und carbamyliertes

Hamoglobin getrennt dargestelit.

Prazision: Mittelwert HbAlc (%): 5,64 (VK 4,51 %); 8,11 (VK 3,84 %); 11,53 (VK 1,78 %)
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NGSP Retention “Peak

Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 0.7 0.149 21058
A1b - 2.1 0.236 63420
LA1c - 2.2 0.667 66898
Alc 6.0 --- 0.810 133763
Ao --- 90.7 1.612 2778040

Total Area: 3,063,179

HbA1c (NGSP) = 6.0 % HbA1c (IFCC) =42 mmol/mol

Analysis comments:
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Abb. 1. Beispiel einer HbAlc-Bestimmung durch den Variant Il

Eine Niereninsuffizienz kann erhthte Spiegel an carbamyliertem Hamoglobin (CHb)
verursachen, das zusammen mit labilem HbAlc eluiert. Zur Untersuchung der
Auswirkung von carbamyliertem Hamoglobin auf die Messung von HbAlc mit dem
Variant Il HbA2/HbAlc Dual Program wurden Erythrozyten mit Kaliumcyanat inkubiert
und mit bis zu 2,2 % carbamyliertem Hamoglobin versetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass
carbamyliertes Hamoglobin in Konzentrationen von ca. 1 % den Assay stérend beein-
flussen kann. Das labile Alc und das carbamylierte Hamoglobin eluieren gemeinsam in

einem Peak unmittelbar vor dem Alc-Peak. Die Flache dieses als LAlc erfassten Peaks
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reprasentiert daher die Summe der Konzentration der beiden Hamoglobinderivate. Bis
zu einer Konzentration von 3 % beeinflusst der als LAlc erfasste Peak den HbAlc-

Assay nicht.

3.5 Kapillarzonenelektrophorese, Sebia, Capillarys™ 2 Flex Piercing

Das Capillarys™ 2 Flex Piercing System verwendet das Prinzip der Kapillarelektro-
phorese in freier Losung. Mit dieser Technik werden geladene Molekile durch ihre
elektrophoretische Beweglichkeit in alkalischem Puffer bei einem spezifischem pH-Wert
getrennt. Der Puffer in den Kapillaren wandert durch den elektroosmotischen Fluss, der
starker ist als das elektrische Feld, von der Anode zur Kathode. Der elektroosmotische
Fluss entsteht, weil die innere Oberflache der Kapillare negative Ladungen aufweist, an
der sich Kationen (positiv geladene lonen) anreichern. Wird eine Spannung angelegt,
wandern die Kationen zur Kathode und ziehen durch ihre Solvathillen die gesamte
Pufferlosung mit. Daher wandern alle Molekile, auch die Anionen (negativ geladene
lonen), zur Kathode. Wird eine Proteinldsung in die Kapillare injiziert, wandern die
Proteine im zur Kathode gerichteten Pufferstrom und werden je nach Ladung und
Mobilitdt unterschiedlich schnell. Die Wanderungsgeschwindigkeit der verschiedenen
Proteine ist somit unterschiedlich und hangt von folgenden Faktoren ab: Temperatur,
Spannung, pH-Wert und lonenstarke des Puffers, Molekulargewicht und elektrische

Ladung der Probe.

Das Capillarys HbAlc-Kit ist auf die Auftrennung und Quantifizierung der HbAlc-
Fraktion in menschlichem Vollblut, welches mit EDTA antikoaguliert wird, spezialisiert.
Der alkalische Puffer hat hierbei einen pH-Wert von 9,4. Der Capillarys™ 2 Flex
Piercing fuhrt den gesamten Vorgang der Probenidentifizierung, Probenverdinnung,
Kapillar-reinigung, Probeninjektion in die Kapillaren, Migration, Detektion, Verarbeitung
der Ergebnisse und Transfer tUber ein Computer-Netzwerk automatisch durch und
erstellt ein vollstindiges Hamoglobin-Profil fur die quantitative Analyse der HbAlc-

Fraktion. Die Hamoglobine werden bei einer Wellenlange von 415 nm gemessen.

Das Capillarys™ 2 Flex Piercing System besitzt 8 Kapillaren, die parallel arbeiten und
acht Analysen gleichzeitig ermoéglichen. Die hohe Auflésung erlaubt auch in

Anwesenheit von labilem HbA1lc, carbamyliertem Hamoglobin, acetyliertem Hamoglobin
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und den wichtigsten Hamoglobinvarianten eine gute Quantifizierung von HbAlc. Der

analytische Bereich liegt zwischen 4,0 und 14,7 %.

Das automatisierte System Capillarys wird von der Software ,Phoresis” gesteuert. Jede
Analysenart besitzt vorprogrammierte Einstellungen und Zyklen, und die Analyse-

entwicklung wird kontinuierlich auf dem Bildschirm angezeigt.

Im HbALlc-Kit sind der Puffer, die Hamolyseldsung, die Waschlésung, die Verdinnungs-
segmente und Filter enthalten. Der Puffer und die Hamolyseldsung sollten bei 2 bis 8
Grad Celsius aufbewahrt werden und vor der Anwendung Raumtemperatur erreichen.
Der Puffer darf nicht langer als 20 Tage der Raumtemperatur ausgesetzt sein. Die
Waschlosung wird mit 750 ml destilliertem Wasser verdiunnt, der pH betragt dann

ungefahr 12. Die Verdiinnungssegmente sind zur einmaligen Anwendung vorgesehen.

Zur Kalibrierung werden zwei Capillarys Kalibratoren bendtigt, der erste fur ein normales
HbAlc-Level, der zweite fur ein erhdhtes HbAlc-Level. Die HbAlc-Konzentration wird in

IFCC-Einheiten angegeben (mmol/mol). Das gleiche gilt fir die Capillarys Kontrollen.

Prazision: Mittelwert HbAlc (mmol/mol): 32 (VK 3,2 %); 37 (VK 1,8 %); 37 (VK 2,3 %);
42 (VK 1,2 %): 63 (VK 1,7 %); 68 (VK 1,5 %): 84 (VK 1,1 %); 86 (VK 1,2 %)
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Abb. 2: Beispiel einer HbAlc-Bestimmung durch den Capillarys™ 2 Flex Piercing
(modifiziert nach Sonja Peter, 2014)

Fir den Capillarys™ 2 Flex Piercing wurde keine Interferenz mit carbamyliertem Hamo-
globin (= 8,1 %) festgestellt.
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3.6 TINIA (Turbidimetric Inhibition Immunoassay), Siemens, Dimension RXL Max

Der Dimension RXL Max ist zur Bestimmung von HbAlc im antikoagulierten
menschlichen Vollblut geeignet, wobei mit EDTA behandeltes Vollblut empfohlen wird.
Es werden sowohl der HbAlc, also auch der Gesamthamoglobinwert gemessen. Die
HbAlc Messung basiert auf dem Prinzip eines turbidimetrischen Hemmungs-Immuno-
assays (TINIA), und die Messung des Gesamthamoglobins basiert auf einer Modifikation
der alkalischen Hamatin-Reaktion (Hamatin ist eine Komplexverbindung mit dem Eisen-
lon in der Oxidationsstufe 3 und einem Hydroxid-lon als axialem Liganden). Aus diesen
beiden gemessenen Werten wird der relative Anteil des glykierten Hamoglobins am
Gesamt-Hamoglobin berechnet und angegeben. Eine Vorbehandlung zur Entfernung
der labilen Fraktion ist nicht notwendig, da nur die umgebildete Form von HbAlc nach
der Amadori-Umlagerung gemessen wird. Bei diesem Assay werden alle Hamoglobin-
varianten, die an der N-terminalen Gruppe der beta-Kette glykiert sind und identische
Epitope haben wie HbAlc, gemessen.

Zur Messung des Gesamthamoglobins wird eine Vollblutprobe in die erste Kivette
gegeben, die ein lysierendes Reagenz enthélt. Dieses Reagenz l6st die roten Blut-
korperchen auf und wandelt gleichzeitig das freigesetzte Hamoglobin in ein Derivat mit
einem charakteristischen Absorptionsspektrum um. Ein Aliquot des lysierten Vollbluts
wird aus der ersten Kivette in eine zweite Kivette Ubertragen, wo das Gesamt-

hamoglobin bei 405 nm und 700 nm gemessen wird.

Zur Messung des HbAlc wird dasselbe Aliquot des lysierten Vollbluts, das zur Messung
des Hamoglobins aus der ersten Kiivette in die zweite Klvette Ubertragen wurde, auch
fur die Messung des HbAlc verwendet. Die zweite Klvette enthalt einen Anti-HbAlc-
Antikdrper in einem gepufferten Reagenz. Das HbAlc in der Probe reagiert mit dem
Anti-HbA1c-Antikérper zu einem loslichen Antigen-Antikorper-Komplex. Dann wird ein
Polyhapten-Reagenz mit mehreren HbAlc-Epitopen in die Kivette gegeben. Das
Polyhapten reagiert mit (berschissigen freien Anti-HbAlc-Antikbrpern zu einem
unléslichen Antikorper-Polyhapten-Komplex. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion wird
durch Tribungsmessung bei 340 nm und Leerwertermittlung bei 700 nm ermittelt und ist

umgekehrt proportional zur Konzentration von HbAlc in der Probe.
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Das Antikdrperreagenz, das bei der HbAlc-Methode zum Einsatz kommt, misst alle
glykierten Hamoglobinvarianten, die an der N-terminalen Gruppe der Betakette glykiert
sind und identische Epitope haben wie HbAlc (Aminosauresequenz: Val-His-Leu-Thr).
HbS, HbC, HbD und HbE gehdren dazu, andere Hamoglobinstdrungen kénnen bei
diesem Test zu fehlerhaften Ergebnissen fihren. Bei Personen mit erhohten HbF-
Werten sind die Ergebnisse aus diesem Assay unter Umsténden niedriger als erwartet,
da der Anti-HbAlc-Antikorper glykiertes HbF nicht erkennt.

Erforderliches, aber nicht mitgeliefertes Material ist das Qualitatskontrollmaterial. Hierbei
handelt es sich um DADE Diabetes, welches fir die Uberwachung von Glyko-
hamoglobin-Untersuchungen (HbA1c) vorgesehen ist. Mitgeliefertes Material ist das
HbAlc-Kit. Es enthdlt HbAlc Flex-Reagenzkassetten und HbAlc-Kalibrator. Der
Kalibrator HbAlc CAL ist ein gefriergetrocknetes Vollbluthamolysat, welches festgelegte

Level an HbAlc und Gesamthdmoglobin enthalt.

Alle Reagenzien sind fliissig und gebrauchsfertig. Das Probengefald muss 300 bis 500 ul
Vollblut enthalten. Die Aufbewahrung der Reagenzien erfolgt bei 2 bis 8 Grad Celsius.
Die Proben bleiben tUber den nachfolgenden Zeitraum stabil, wenn sie wie folgt gelagert
werden: 3 Tage bei 15 bis 25 Grad Celsius, 7 Tage bei 2 bis 8 Grad Celsius oder 4
Monate bei minus 20 Grad Celsius. Probenentnahme, Reagenzzugabe, Mischung und
Bearbeitung werden vom klinisch-chemischen Analysensystem Dimension automatisch
durchgefuhrt. Erwartete Werte fur HbAlc sind 4,5 bis 6,2 % (24 bis 43 mmol/mol).

Das Dimension-System berechnet ein IFCC-standardisiertes HbAlc-Ergebnis in mmol/
mol. Die Hamoglobin und HbAlc-Analytwerte kdnnen ohne vorherige Verdinnung oder
Vorbehandlung, die nicht Teil des ublichen Analysevorgangs ist, in der Probe direkt
ermittelt werden. Hb- und HbAlc-Analytwerte, die aul3erhalb der unten genannten
Bereiche liegen, l6sen eine Befundblattmeldung aus, die mit dem berechneten HbAlc-
Verhaltnis aufgefuhrt wird. Der analytische Messbereich betragt fir Hamoglobin 5,0 bis
25,0 g/dl (3,1 bis 15,5 mmol/l), fur HbAlc 0,3 bis 2,6 g/dl (0,2 bis 1,6 mmol/l) und fir das
berechnete HbAlc-Verhaltnis 3,6 bis 16,0 % (17 bis 151 mmol/mol).

Prazision: Mittelwert HbAlc (%): 5,4 (VK 1,9 %); 6,1 (VK 1,1 %); 8,2 (VK 1,6 %); 11,9
(VK 1,3 %)
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Fur die in diesem Kit verwendeten Anti-HbAlc-Antikdrper wurde keine Kreuzreaktion mit
HbAO, HbAla, HbAlb, acetyliertem H&moglobin, carbamyliertem Hamoglobin,
glykiertem Hamoglobin und labilem HbAlc festgestellt. Ungenauigkeiten aufgrund dieser
Substanzen belaufen sich bei HbAlc-Konzentrationen von 5 % (31 mmol/mol) und 10 %

(86 mmol/mol) auf unter 10 %.

3.7 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Tab. 7: Reagenzien und Verbrauchsmaterialien der Messgerate

Testreagenzien: BioRad, Puffer 1, 270-2501
BioRad, Puffer 2, 270-2502
BioRad, Waschlésung/Verdinnungsreagenz, 270-
2503
BioRad, Kalibratorverdiinnungsreagenz, 270-2407
Testkit: BioRad, Variant 1l Dual Kit Reorder Pack, 270-2500
Kontrollen: BioRad, LYPHOCHEK Diabetes Kontrolle Level 1+2, 740
Standards: BioRad, HbAlc-Kalibratorset, 270-2511
BioRad, Vollblutprimer, nicht einzeln erhaltlich
Verbrauchsmaterialien: BioRad, Analytische Kartusche, 270-2501
BioRad, Vorfilter, 270-0333
BioRad, Probengefal3e, 270-2149
Ep T.I.P.S. Standard (2-200 ul) 0030
000.870
Ep T.I.P.S. Standard (50-1000 ul) 0300
000.919
Gerate: Eppendorf, Reference (variable), 2-20 ul, 4910 000.034
Eppendorf, Reference (variable), 100-1000 ul, 4910
000.069
Variant Il Hemoglobin Testing System (Probengeber-
Station,
Chromatographie-Station), ZL08009129

Variant I

Testreagenzien: Puffer, Hamolyselosung, Waschlésung,
Verdinnungssegmente, Filter

Capillarys ™ | Testkit: PN 2015  Kontrollen: PN 4774  Kalibratoren: PN 4755
2 Flex Gerate: Capillarys 2 FLEX-PIERCING PN 1227

Piercing Gefalie fur Kontrollen PN 9205

Adapter fur Kontrollen PN 9203

Aufbewahrung der Kontrollen PN 2082

Testreagenzien: Hamolysereagenz, Antikdrper/Puffer, Polyhapten,
Verdinnungsmittel
Testkit: DF105A (enthélt HbAlc Flex-Reagenzkassetten und HbAlc
Kalibrator Level 5)
Kalibrator: HbAlc CAL (5 Level)

Dimension
RXL Max
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3.8 Statistische Methoden

Die Ergebnisse der Messungen sind zunachst unter Angabe von Labornummer und
Station in Excel-Tabellen Ubertragen worden. Nachtréaglich wurden diese Daten durch
Angaben aus KAS (fir die Studie relevante Diagnosen) und Swisslab (Geburtsdatum,

Laborwerte) erganzt.

Diese Wertetabellen wurden in SPSS (IBM SPSS Statistics, Version 20, Ehningen,
Deutschland) tUbertragen und folgenden statistischen Untersuchungen unterzogen: Im
ersten Schritt sind (fur alle giltigen Falle) fur stetige Variablen Anzahl, Mittelwert,
Median, Standardabweichung, Minimum, Maximum, Spannweite und Interquartilrange
beziehungsweise fir nominale Variablen Anzahl und Anzahl in Prozent bestimmt

worden.

Zum Vergleich der drei Messmethoden wurden die Wertetabellen in Medcalc tbertragen
und mit Bland-Altman-Plot und Passing-Bablok-Regression wurden Methodenvergleiche
durchgefiihrt. Ergdnzt wurde dieser Methodenvergleich durch die Bestimmung des

Spearman-Korrelationskoeffizienten mittels SPSS.

Um Zusammenhange zwischen HbAlc-Werten in verschiedenen Diagnosegruppen zu

untersuchen, wurden der Mann-Whitney-U-Test und der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Um diejenigen Proben zu identifizieren, in welchen die drei Messmethoden eine
unterschiedliche Diagnose im Hinblick auf Diabetes mellitus, Prédiabetes und
Unauffallig liefern, wurden die HbAlc-Bestimmungen in Excel Ubertragen und eine
Vergleichsanalyse durchgefihrt. Via SPSS wurde dann im Kollektiv Pradiabetes versus
Unauffallig eine Chi-Quadrat-Testung durchgefihrt.

3.8.1 Bland-Altman-Plot

Der Bland-Altman-Plot ist eine graphische Darstellungsmethode fir den Vergleich
zweier Messmethoden, die eine Beurteilung der Verzerrung und Streuung der Daten
beriicksichtigt und systematische Abweichungen, AusreiRer sowie Abhangigkeiten der
Varianz von der GroRe der Messwerte veranschaulicht. In dieser Sonderform eines
Punktdiagramms werden die Differenzen der beiden Messmethoden (Y-Achse) gegen
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den Mittelwert der beiden Methoden (X-Achse) aufgetragen. Zur leichteren Interpretation
werden aul3erdem drei Linien dargestellt: Der Mittelwert der Differenz, der Mittelwert der
Differenz plus 1,96 x Standardabweichung der Differenz und der Mittelwert der Differenz
minus 1,96 x Standardabweichung der Differenz. Das Diagramm bietet somit eine
optische Beurteilung, wie hoch die Schwankungsbreite der Ubereinstimmung ist, ob eine
Messmethode prinzipiell héher oder niedriger misst als die andere (systematischer
Messfehler) und ob die Abweichung der Methoden von der Hohe der Werte abhangig
ist. Es ist eine klinische, aber keine statistische Beurteilung mdglich. Die Methoden sind
austauschbar, wenn die Differenzen innerhalb der systematischen Abweichung (Bias) £
1,96 x Standardabweichung der Differenzen nicht klinisch relevant sind. Idealerweise ist
ein Zusammenhang zwischen Mittelwert und Differenz nicht gegeben (Bland und
Altman, 1986).

3.8.2 Passing-Bablok-Regression

Die Passing-Bablok-Regression ist ein spezielles Regressionsverfahren zum Methoden-
vergleich von zwei Messreihen. Die Verteilung der Messwerte muss dabei nicht
unbedingt einer Normalverteilung unterliegen. Anhand eines 95 % Konfidenzintervalls
werden die Hypothesen A = 0 und B = 1 getestet. Enthalt das Konfidenzintervall fur A
den Wert 0, so wird die Hypothese A = 0 angenommen. Wird sie verworfen, so ist A
signifikant unterschiedlich von 0 und beide Methoden unterscheiden sich. Enthélt das
Konfidenzintervall fir B den Wert 1, so wird die Hypothese B = 1 angenommen. Wird sie
verworfen, so ist B signifikant unterschiedlich von 1 und es gibt eine proportionale
Differenz zwischen beiden Methoden. Aul3erdem wird ein Test auf Linearitat
durchgefihrt, der untersucht, wie gut ein linearer Zusammenhang der Daten gegeben ist
(Passing und Bablok, 1983).

3.8.3 Boxplot

Boxplots dienen zur besseren optischen Darstellung von Median, Perzentilen,
Spannweite, Minimum, Maximum und Extremwerten. Ein Boxplot besteht immer aus
einem Rechteck, genannt Box, und zwei Linien, die dieses Rechteck verlangern. Diese
Linien werden durch einen Strich abgeschlossen. In der Box liegen 50 % der Daten, die
Lange der Box entspricht dem Interquartilrange (IQR), der ein Mal3 fur die Streuung der
Daten ist. Der Median wird als durchgehender Strich in der Box eingezeichnet. Das IQR
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reicht vom 25. bis 75. Perzentil, der letzte Wert innerhalb des Bereichs 1,5 x IQR ist
durch eine quer verlaufende Linie kenntlich gemacht, Werte die aul3erhalb dieses
Bereichs liegen, sind milde Ausreil3er (zwischen 1,5 x IQR und 3 x IQR, dargestellt als

Punkte) bzw. extreme Ausreil3er (Uber 3 x IQR, dargestellt als Sternchen).

3.8.4 Mann-Whitney-U-Test und Kruskal-Wallis-Test

Der Mann-Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben ist ein nichtparametrischer Test
zur Uberprifung, ob die zentrale Tendenz von zwei verschiedenen Stichproben unter-
schiedlich ist. Die abhangige Variable muss dabei nicht normalverteilt, aber mindestens
ordinalskaliert sein. Es handelt sich um einen Rangsummentest, es wird angenommen,
dass sich die Daten in einer gemeinsamen Rangreihe gleichmaliig verteilen, wenn sich
die zentrale Tendenz zweier Rangreihen nicht unterscheiden. Am haufigsten wird dieser
Test angewendet, um Mittelwertsunterschiede zu untersuchen. Ist der resultierende P-
Wert kleiner 0,05, wird von einem statistisch signifikanten Unterschied zwischen den

beiden Medianen ausgegangen (Mann und Whitney, 1947).

Der Kruskal-Wallis-Test ahnelt dem Mann-Whitney-U-Test und basiert ebenfalls auf
Rangplatzsummen. Er kann allerdings fur den Vergleich von mehr als zwei Gruppen

angewendet werden (Kruskal und Wallis, 1952).

3.8.5 Spearmans-Rho

Sind die Variablen nicht normalverteilt, kann der Grad des Zusammenhangs zwischen
den Variablen mit einem Rangkorrelationskoeffizienten untersucht werden. Der
Spearmans Rangkorrelationskoeffizient bendétigt nicht die Annahme, dass die Beziehung
zwischen den Variablen linear ist, aul3erdem ist er robust gegeniiber Ausreil3ern. Der
Korrelationskoeffizient r wird dabei folgendermafien interpretiert: Je naher r an 0 liegt,
desto schwacher ist die Korrelation, je naher r an = 1 liegt, desto starker ist die
Korrelation. Eine hohe Korrelation ist nicht gleichbedeutend mit einer hohen Uber-
einstimmung. Der Signifikanzwert p zeigt, wie wahrscheinlich die Nullhypothese
(Korrelation gleich null) ist. Je kleiner p, desto weniger wahrscheinlich trifft sie zu und
sollte verworfen werden. Hierbei werden 5 % (0,05) als Grenze gesetzt (Spearman,
1904).
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3.8.6 Chi-Quadrat-Test

Der Chi-Quadrat-Test Uberprift Haufigkeitsverteilungen, also ob zwei Variablen auf
nominalem Skalenniveau vollkommen unabhéngig voneinander verteilt sind oder ob ein
Zusammenhang zwischen den Variablen besteht. Nach Erstellung einer Kreuztabelle
werden bei der Berechnung fir jedes Feld der Tabelle die quadrierten Abweichungen
der erwarteten von den tatséachlichen Haufigkeiten durch die erwarteten Haufigkeiten
dividiert. Ein grof3er Chi-Quadrat-Wert ist mit grof3en Abweichungen verbunden und

deutet auf einen Zusammenhang zwischen beiden Variablen hin.
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4.1 Messungen des HbAlc am gesamten Patientenkollektiv

Tab. 8: Ergebnisse der HbAlc-Messung bei nephrologischen Patienten und Routine-
einsendungen, Angaben in Prozent

Capillarys . Variant . RXL
Capillarys Variant RXL

Nephro- Routine Nephro- Routine Nephro- Routine

logie logie logie
Anzahl 405 217 405 217 406 217
Mittelwert 5,6 6 5,6 5,9 5,6 5,8
Median 5,5 5,7 54 5,6 5,5 5,5
Standard- | ; 4 1,1 0,9 1,2 0,9 1,2
abweichung
Minimum 4,1 4,7 3,7 4,4 4 4,4
Maximum 11,8 11,5 12,4 12 12,2 11,9
Spannweite | 7,7 6,8 8,7 7,6 8,2 7,5
Interquartil- 08 0.9 0.9 1 0.9 0.9
range

Im Kollektiv der insgesamt 407 nephrologischen Patienten ergibt sich bei allen Mess-
methoden fur die HbAlc-Bestimmung ein Mittelwert von 5,6 % mit einer Standard-
abweichung von 0,9 %. Die grof3te Spannweite weisen die Messergebnisse des Variant
Il auf. Im Kollektiv der 217 Routineeinsendungen liegen Mittelwert, Standardabweichung
und die Perzentile hoher, die grol3te Spannweite weisen ebenfalls die Messergebnisse
des Variant Il auf. Die HbAlc-Werte liegen somit bei den Routineproben in allen drei
Bestimmungsmethoden héher als bei den nephrologischen Proben. Am deutlichsten fallt
dieser Unterschied beim Capillarys™ 2 Flex Piercing und beim Variant Il auf, weniger
ausgepragt ist er beim Dimension RXL Max.
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Abb. 3: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und

Dimension RXL Max, Darstellung von nephrologischen Patienten und Routinepatienten
als Boxplot
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In der Darstellung der Messergebnisse des Capillarys™ 2 Flex Piercing (Sebia, Kapillar-
zonenelektrophorese) als Boxplot fallen die extremen Ausreil3er nach oben in beiden
Diagnosegruppen auf. Das Interquartilrange (IQR) zwischen dem 25 und 75 % Perzentil
liegt fur die nephrologischen Patienten zwischen 5,1 und 5,9 %, fur die Routinepatienten
liegt das IQR zwischen 5,4 und 6,3 %. Deutlich erkennbar ist, dass bei den Routine-
proben Mittelwert, Minimum und Maximum sichtbar hoher liegen als bei den nephro-
logischen Proben.

In der Darstellung der Messergebnisse des Variant Il (Biorad, High Performance Liquid
Chromatography) als Boxplot fallen ebenfalls die extremen Ausreier nach oben in
beiden Diagnosegruppen auf. Das Interquartilrange (IQR) zwischen dem 25 und 75 %
Perzentil liegt fur die nephrologischen Patienten zwischen 5,0 und 5,9 %, fur die
Routinepatienten liegt das IQR zwischen 5,2 und 6,2 %. Deutlich erkennbar ist, dass bei
den Routineproben Mittelwert, Minimum und Maximum sichtbar héher liegen als bei den
nephrologischen Proben.

Auch in der Darstellung der Messergebnisse des Dimension RXL Max (Siemens,
Immunologische Messmethode) als Boxplot fallen die extremen Ausreil3er nach oben in
beiden Diagnosegruppen auf. Das Interquartilrange (IQR) zwischen dem 25 und 75 %
Perzentil liegt fur die nephrologischen Patienten zwischen 5,1 und 6,0 %, fur die
Routinepatienten liegt das IQR zwischen 5,2 und 6,1 %. Bei den Routineproben liegen
Mittelwert, Minimum und Maximum in einem &hnlichen Bereich wie die Werte der
nephrologischen Proben.



49
4.2 Vergleiche der drei Messmethoden im Kollektiv der nephrologischen Patienten und

der Routinepatienten

Bland Altman Plot (Routine)
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Abb. 4a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex Piercing
und Dimension RXL Max bei Routineproben; Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist ein Zusammenhang zwischen Hohe der Mittelwerte und der
Differenzen erkennbar. Je héher die Mittelwerte der beiden Methoden, desto niedriger
fallt die Differenz zwischen beiden Methoden aus. Auf3erdem ist erkennbar, dass der
Capillarys™ 2 Flex Piercing durchschnittlich um 0,163 % hoher misst als der Dimension
RXL Max.
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Abb. 4b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex
Piercing und Dimension RXL Max bei Routineproben, Angaben in Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 217 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = 0,54 + 0,93 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Capillarys™ 2 Flex Piercing gegen Dimension RXL Max)
unterscheiden sich signifikant um eine konstante Menge und es ist von einer
proportionalen Differenz der Methoden auszugehen, da die Hypothesen A=0und B =1
verworfen werden missen. Da der Test auf Linearitdit p > 0,10 ergibt, liegt keine
signifikante Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient
zeigt eine gute Korrelation mit r = 0,964 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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Bland Altman Plot (Routine)
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Abb. 5a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex Piercing
und Variant Il bei Routineproben, Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist ein Zusammenhang zwischen Hoéhe der Mittelwerte und der
Differenzen erkennbar. Je héher die Mittelwerte der beiden Methoden, desto niedriger
fallt die Differenz zwischen beiden Methoden aus. Auf3erdem ist erkennbar, dass der
Capillarys™ 2 Flex Piercing durchschnittlich um 0,075 % hoher misst als der Variant II.
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Abb. 5b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex
Piercing und Variant 1l bei Routineproben, Angaben in Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 217 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = - 0,63 + 1,10 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Variant 1l gegen Capillarys™ 2 Flex Piercing)
unterscheiden sich signifikant um eine konstante Menge und es ist von einer
proportionalen Differenz der Methoden auszugehen, da die Hypothesen A=0und B =1
verworfen werden missen. Da der Test auf Linearitat p > 0,10 ergibt, liegt keine
signifikante Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient

zeigt eine gute Korrelation mit r = 0,958 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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Bland Altman Plot (Routine)
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Abb. 6a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Dimension RXL Max und
Variant Il bei Routineproben, Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist erkennbar, dass der Dimension RXL Max um -0,1 % niedriger
misst als der Variant Il. Ein Zusammenhang zwischen Hohe der Mittelwerte und der

Differenzen ist nicht ersichtlich.
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Abb. 6b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Dimension RXL Max
und Variant Il bei Routineproben, Angaben in Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 217 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = 0,10 + 1,00 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Variant Il gegen Dimension RXL Max) unterscheiden sich
signifikant um eine konstante Menge, da die Hypothese A = 0 verworfen werden muss.
Es ist von keiner proportionalen Differenz der Methoden auszugehen, da die Hypothese
B = 1 angenommen wird. Da der Test auf Linearitat p < 0,05 ergibt, liegt eine
signifikante Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient

zeigt eine gute Korrelation mit r = 0,951 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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Bland Altman Plot (Nephr ol ogisch)
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Abb. 7a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex Piercing
und Dimension RXL Max bei nephrologischen Proben, Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist erkennbar, dass der Capillarys™ 2 Flex Piercing um -0,021 %

niedriger misst als der Dimension RXL Max. Ein Zusammenhang zwischen Hohe der

Mittelwerte und der Differenzen ist nicht ersichtlich.
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Passing Bablok Regression (Nephr ologisch)
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Abb. 7b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex
Piercing Capillarys 2 und Dimension RXL Max bei nephrologischen Proben, Angaben in
Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 404 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = 6,11 * 10™*° + 1,00 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Capillarys™ 2 Flex Piercing gegen Dimension RXL Max)
unterscheiden sich nicht signifikant um eine konstante Menge, da die Hypothese A = 0
beibehalten wird. Es ist von keiner proportionalen Differenz der Methoden auszugehen,
da die Hypothese B = 1 angenommen wird. Da der Test auf Linearitdt p < 0,01 ergibt,
liegt eine signifikante Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelations-

koeffizient zeigt eine gute Korrelation mit r = 0,961 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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Bland Altman Plot (Nephr ol ogisch)
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Abb. 8a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex Piercing
und Variant Il bei nephrologischen Proben, Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist erkennbar, dass der Capillarys™ 2 Flex Piercing um 0,051 %
hoher misst als der Variant Il. Ein Zusammenhang zwischen Héhe der Mittelwerte und

der Differenzen ist nicht ersichtlich.
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Passing Bablok Regression (Nephr ologisch)
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Abb. 8b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Capillarys™ 2 Flex
Piercing und Variant 1l bei nephrologischen Proben, Angaben in Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 405 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = -0,00 + 1,00 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Variant 1l gegen Capillarys™ 2 Flex Piercing)
unterscheiden sich nicht signifikant um eine konstante Menge, da die Hypothese A =0
beibehalten wird. Es ist von keiner proportionalen Differenz der Methoden auszugehen,
da die Hypothese B = 1 angenommen wird. Da der Test auf Linearitat p < 0,01 ergibt,
liegt eine signifikante Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelations-

koeffizient zeigt eine gute Korrelation mit r = 0,960 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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Bland Altman Plot (Nephr ol ogisch)
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Abb. 9a: Bland Altman Plot zum Methodenvergleich von Dimension RXL Max und
Variant Il bei nephrologischen Proben, Angaben in Prozent

In dieser Darstellung ist erkennbar, dass der Dimension RXL Max um 0,072 % hdher
misst als der Variant Il. Ein Zusammenhang zwischen Hohe der Mittelwerte und der

Differenzen ist nicht ersichtlich.
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Abb. 9b: Passing Bablok Regression zum Methodenvergleich von Dimension RXL Max
und Variant Il bei nephrologischen Proben, Angaben in Prozent

Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok ergibt fir das 404 Patientenproben
umfassende Kollektiv Y = -0,10 + 1,00 x als Regressionsgerade. Die beiden hier
verglichenen Messmethoden (Variant Il gegen Dimension RXL Max) unterscheiden sich
signifikant um eine konstante Menge, da die Hypothese A = 0 verworfen wird. Es ist von
keiner proportionalen Differenz der Methoden auszugehen, da die Hypothese B = 1
angenommen wird. Da der Test auf Linearitat p > 0,05 ergibt, liegt keine signifikante
Abweichung von Linearitat vor. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient zeigt eine

gute Korrelation mit r = 0,949 und ist mit p < 0,001 signifikant.
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4.3 Darstellung der HbAlc-Werte in ausgewdahlten Diagnosegruppen

4.3.1 Akutes Nierenversagen (ANV)
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Abb. 10: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und

Dimension RXL Max, Darstellung von Patienten mit und ohne Diagnose ,akutes
Nierenversagen® als Boxplot
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Tab. 9: Ergebnisse der HbAlc-Messung bei akutem Nierenversagen (ANV), Angaben in

Prozent
Capillarys | Capillarys Variant V"?‘”am RXL RXL
ohne ANV | mit ANV ohne mit ohne mit
ANV ANV ANV ANV
Anzahl 577 45 577 45 578 45
Mittelwert 5,8 5,7 5,7 5,6 5,7 5,7
Median 5,6 5,8 5,5 5,6 5,5 5,8
Standardabweichung | 1 0,5 1,1 0,4 1 0,4
Minimum 4,1 4,9 3,7 4,9 4 4,7
Maximum 11,8 6,9 12,4 6,8 12,2 6,6
Spannweite 7,7 2 8,7 19 8,2 1,9
Interquartilrange 0,8 0,6 0,9 0,4 0,9 0,5

Die Durchfihrung des Mann-Whitney-U-Test unabhangiger Stichproben ergibt fir den

Capillarys™ 2 Flex Piercing p = 0,136 und fiir den Variant Il p = 0,145. Damit wird eine

gleiche Verteilung angenommen. Fur den RXL hingegen wird keine gleiche Verteilung

angenommen, da p = 0,014.
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4.3.2 Chronische Niereninsuffizienz (CNI)
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Abb. 11: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und
Dimension RXL Max, Darstellung von Patienten mit und ohne Diagnose ,chronische
Nierenerkrankung“ in 5 Stadien als Boxplot
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Tab. 10: Ergebnisse der HbAlc-Messung bei chronischer Niereninsuffizienz (CNI) in
funf Stadien, Angaben in Prozent

Capillarys Keine | CNI CNI CNI CNI CNI Stadium
2 CNI Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium3 | Stadium4 |5
Anzahl 383 9 19 51 18 141
Mittelwert 5,8 57 6,1 5,8 6 55
Median 5,6 5,8 5,9 5,8 59 5,3
Standard- | 0,6 15 0,6 0,8 0,8
abweichung
Minimum 4.2 4.7 4.1 4.7 49 4.4
Maximum 11,5 6,8 11,8 8,4 7,7 8,4
Spannweite | 7,3 2,1 7,7 3,7 2,8 4
Interquarti- |, |gg 0.9 06 0.9 1.1
range
Variant Il Keine | CNI CNI CNI CNI CNI Stadium
CNI Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium 3 | Stadium4 |5
Anzahl 383 9 19 51 18 141
Mittelwert 5,8 5,5 6 57 5,9 5,5
Median 55 57 57 57 5,6 5,3
Standard- 1) 5|5 17 0.6 0.9 08
abweichung
Minimum 43 4.3 3,7 4.7 4.6 4.2
Maximum 12 6,6 12,4 8,5 8,1 8,8
Spannweite | 7,7 2,3 8,7 3,8 3,5 4,6
Interquartil- 07 1 07 07 1 12
range
RXL Keine | CNI CNI CNI CNI CNI Stadium
CNI Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium3 | Stadium4 |5
Anzahl 383 9 19 51 19 141
Mittelwert 5,7 5,6 6,1 57 6 55
Median 5,5 57 5,9 57 5,9 5,4
Standard- 1) 5| g 16 0.6 0.9 08
abweichung
Minimum 4 4.8 4.3 4.7 4.4 4.2
Maximum 11,9 6,7 12,2 8,5 8,3 8,5
Spannweite | 7,9 1,9 7,9 3,8 3,9 4,3
Interquartil- | o2 154 08 07 07 1.1
range

Die Durchfuhrung des Kruskal-Wallis-Test unabhangiger Stichproben ergibt fir den
Capillarys™ 2 Flex Piercing p = 0,001, firr den Variant Il p = 0,048 und fiir den RXL p =

0,009. Damit ist von keiner gleichen Verteilung auszugehen.




4.3.3 Nierenersatztherapie (Net)
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Abb. 12: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und
Dimension RXL Max, Darstellung von Patienten mit und ohne Nierenersatztherapie als

Boxplot
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Tab. 11: Ergebnisse der HbAlc-Messung bei Nierenersatztherapie, Angaben in Prozent

Capillarys | Capillarys | Variant | Variant | RXL RXL
ohne mit ohne mit ohne mit
Nieren- Nieren- Nieren- | Nieren- | Nieren- | Nieren-
ersatz- ersatz- ersatz- | ersatz- |ersatz- | ersatz-
therapie | therapie |therapie | therapie | therapie | therapie
Anzahl 496 126 496 126 498 125
Mittelwert 5,8 5,5 5,8 55 5,8 55
Median 5,6 5,2 5,5 5,2 5,5 5,2
Standardabweichung | 1 0,8 1 0,9 1 0,9
Minimum 4,1 4,4 3,7 4,3 4 4,2
Maximum 11,8 8,4 12,4 8,8 12,2 8,5
Spannweite 7,7 4 8,7 4,5 8,2 4,3
Interquartilrange 0,7 1,2 0,8 1,2 0,8 11

Die Durchfuhrung des Mann-Whitney-U-Test unabhéngiger Stichproben ergibt fir den
Capillarys™ 2 Flex Piercing p = 0,000, fiir den Variant Il p = 0,000 und fiir den RXL p =

0,002. Damit ist von keiner gleichen Verteilung auszugehen.
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4.3.4 Nierentransplantation (Ntx)
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Abb. 13: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und

Dimension RXL Max, Darstellung von Patienten mit und ohne Nierentransplantation als
Boxplot
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Tab. 12: Ergebnisse der HbAlc-Messung bei Nierentransplantation (Ntx), Angaben in

Prozent
Capillarys | Capillarys | Variant Variant RXL RXL
ohne mit ohne mit ohne mit
Nieren- Nieren- Nieren- Nieren- Nieren- Nieren-
trans- trans- trans- trans- trans- trans-
plantation | plantation | plantation | plantation | plantation | plantation
Anzahl 512 110 512 110 511 112
Mittelwert 5,8 5,5 5,8 54 5,8 5,5
Median 5,6 5,6 55 5,6 55 5,6
Standard- 1 0,6 1,1 0,6 1,1 0,6
abweichung
Minimum 4,1 4,2 3,7 4,3 4 4,1
Maximum 11,8 7,1 12,4 6,9 12,2 6,9
Spannweite 7,7 2,9 8,7 2,6 8,2 2,8
Interquartil- 0.9 06 0.9 08 1 07
range

Die Durchfuhrung des Mann-Whitney-U-Test unabhéngiger Stichproben ergibt fir den
Capillarys™ 2 Flex Piercing p = 0,054, fiir den Variant Il p = 0,28 und fiir den RXL p =

0,597. Damit wird eine gleiche Verteilung angenommen.
4.3.5 Hamoglobin

Bei der Betrachtung der Hamoglobinwerte und der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex

Piercing, Variant Il und Dimension RXL Max im Hinblick auf eine statistische Signifikanz

ergibt sich kein relevanter Zusammenhang. Fiir den Capillarys™ 2 Flex Piercing (N

597) ist der p-Wert mit 0,035 signifikant, allerdings lasst der Korrelationskoeffizient r
0,086 kaum eine Aussage zu. Fur den Variant Il (N = 597) ist der p-Wert mit 0,178 nicht
signifikant, wobei r = 0,055 ist. Auch fir den RXL (N = 598) ist der p-Wert mit 0,717 nicht
signifikant, hier ist r = 0,015.

4.4 Zusammenhang zwischen Blood Urea Nitrogen-Konzentration und HbAlc bei

Nierenkranken

Um zu untersuchen, ob zwischen der HO6he der Blood Urea Nitrogen (BUN)-
Konzentration und den mit den verschiedenen Messmethoden ermittelten HbAlc-
Werten ein Zusammenhang besteht, wurde bei N = 233 Proben aus dem Kollektiv der

Nierenkranken das BUN bestimmt. Die erste Gruppe mit einer BUN-Konzentration < 80
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mg/dl beinhaltet N = 131 Proben, die zweite Gruppe mit einer BUN-Konzentration = 80

mg/dl beinhaltet N =

102 Proben. Diesem im Vergleich zum Gesamtkollektiv der

Nierenkranken (N = 407) niedrige Anteil an BUN-Bestimmungen (N = 233) liegt die

jeweilige Laboranforderung zugrunde, denn nicht bei jeder Patientenprobe ist die BUN-

Bestimmung im elektronischen Formular zeitgleich mit angefordert worden.

Tab. 13: Demographische Daten des Kollektivs Blood Urea Nitrogen-Bestimmung bei
Nierenkranken (SD steht fur Standardabweichung bzw. Standard Deviation, N steht fir

die jeweilige Anzahl der Proben)

Blood Urea Nitrogen-

Blood Urea Nitrogen-

Konzentration Konzentration p-Wert
< 80 mg/dl = 80 mg/dl

Anzahl 131 102
Mannliches Geschlecht (%) 70/131 (53,4) 78/102 (76,5)
Alter in Jahren (SD) 43 + 23,11 (N=131) 60 + 16,63 (N=102) 0,000
Nierenersatztherapie (%) 11/131 (8,4) 43/102 (42,2)
Chronische Nierenkrankheit (%)
Stadium 1 5/130 (3,8) 0/102 (0)
Stadium 2 9/130 (6,9) 3/102 (2,9)
Stadium 3 12/130 (9,2) 21/102 (20,6)
Stadium 4 1/130 (0,8) 10/102 (9,8)
Stadium 5 23/130 (17,7) 46/102 (45,1)
Akutes Nierenversagen (%) 8/131 (6,1) 18/102 (17,6)
Anamie (%) 23/131 (17,6) 56/102 (54,9)
Transfusion von Vollblut oder
Erythrozytenkonzentrat (%) 25/131 (19,1) 37/102(36,3)
Nierentransplantation (%) 25/131 (19,1) 33/102 (32,4)
Diabetes (%)
Typ 1 4/130 (3,1) 3/102 (2,9)
Typ 2 17/130 (13,1) 17/102 (16,7)
HbA1c vor Dialyse (%) 12/131 (9,2) 35/102 (34,3)
Glomerulére Filtrationsrate
ml/min (%)

<20 16/130 (12,3) 63/101 (62,4)

20-70 54/130 (41,5) 36/101 (35,6)

>70 60/130 (46,2) 2/101 (2)
Glukose mg/dl im Plasma (SD) | 121 + 58,31 (N=49) 126 + 42,08 (N=78) 0,042
?S"[‘)‘;OSG mg/dlim Kapillarblut 1 110 + 68,34 (N=18) | 96 + 29,90 (N=6) 0,974
'(*Sa[;';ogl"b'”konze”tra“o” g/dl 1497 +200(N=130) |10,5+1,75(N=102) |0,000
Blood Urea Nitrogen mg/dl (SD) | 44 + 17,66 (N=131) 129 £ 38,33 (N=102) | 0,000
Cystatin C mg/l (SD) 1,37 £ 0,69 (N=44) 2,69 + 0,8 (N=17) 0,000
Kreatinin mg/dl (SD) 1,80 £1,7 (N=129) 4,50 £ 2,64 (N=102) | 0,000
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Der Zusammenhang zwischen der Hohe des HbAlc-Wertes und der BUN-Konzentration
lasst sich anhand von Boxplots veranschaulichen. In der ersten Gruppe mit einer Blood
Urea Nitrogen (BUN)-Konzentration unter 80 mg/dl befinden sich 131 Proben
nephrologischer Patienten. In der zweiten Gruppe mit BUN-Konzentrationen von 80

mg/dl und mehr befinden sich 102 Proben nephrologischer Patienten.
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Abb. 14: Messungen der HbAlc-Werte am Capillarys™ 2 Flex Piercing, Variant Il und
Dimension RXL Max, Darstellung von HbAlc und Blood Urea Nitrogen (BUN)-
Konzentration
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Tab. 14: Ergebnisse der HbAlc-Werte bezogen auf die BUN-Konzentration, Angaben in

Prozent
Capillarys | Capillarys | Variant Variant RXL RXL
HbAlc < HbAlc = HbAlc < HbAlc = HbAlc < | HbAlc =
80 mg/dI 80 mg/dl 80 mg/dl | 80 mg/dl 80 mg/dl | 80 mg/dl
Anzahl 131 102 131 102 131 102
Mittelwert 57 5,8 5,6 57 57 5,9
Median 54 5,8 54 5,6 54 5,8
Standard- 1, 0,7 1,2 0,7 1,2 0,8
abweichung
Minimum 4,1 4,7 3,7 4,4 4 4,5
Maximum 11,8 8,4 12,4 8,8 12,2 8,5
Spannweite | 7,7 3,7 8,7 4.4 8,2 4
Interquartil- | g 0,7 0,9 0,8 0,8 0,8
range

Die HbAlc-Werte in der zweiten Gruppe liegen beim Capillarys™ 2 Flex Piercing
sichtbar hoher. Der Mann Whitney U Test ergibt einen P-Wert von 0,005, weshalb die
Nullhypothese abgelehnt wird. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient weist mit r =

0,191 eine schwach positive Korrelation auf (p = 0,003, N = 233).

Die HbAlc-Werte in der zweiten Gruppe liegen beim Variant Il sichtbar héher. Der Mann
Whitney U Test ergibt einen P-Wert von 0,004, weshalb die Nullhypothese abgelehnt
wird. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient weist mit r = 0,207 eine schwach
positive Korrelation auf (p = 0,001, N = 233).

Die HbAlc-Werte in der zweiten Gruppe liegen beim Dimension RXL Max sichtbar
hoher. Der Mann Whitney U Test ergibt einen P-Wert von 0,001, weshalb die Nullhypo-
these abgelehnt wird. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient weist mit r = 0,224 eine
schwach positive Korrelation auf (p = 0,001, N = 233).

Proben mit unterschiedlichen nach

4.5 Vergleichsanalyse der Diagnosen

Messmethode

Bei 14 Proben unterscheiden sich die Methoden in der Diagnosestellung Diabetes
mellitus oder Pradiabetes und in 59 Proben unterscheiden sich die Messungen
hinsichtlich einer Einstufung ,Pradiabetes” oder ,Unauffallig“. 3 Patientenproben wurden

aus dem Kaollektiv entfernt, da zu wenig Material vorhanden oder die Probe geronnen
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war. Die drei Messmethoden ermitteln in 3,47 % der Falle beim cut-off ,Diabetes
mellitus® gegen ,Pradiabetes” und in 14,6 % beim cut-off ,Pradiabetes” gegen

~Unauffallig“ keine Ubereinstimmende Diagnose.

.Diabetes mellitus*/,Pradiabetes":

Von den 14 Fallen misst der Dimension RXL Max in 50 %, der Variant Il in 35,7 % und
der Capillarys™ 2 Flex Piercing in 14,29 % jeweils anders als die anderen beiden
Methoden.

.Pradiabetes”/,Unauffallig“:

Von den 59 Fallen misst der Dimension RXL Max in 33,9 %, der Variant Il in 42,37 %
und der Capillarys™ 2 Flex Piercing in 23,73 % jeweils anders als die anderen beiden
Methoden.

In der Subpopulation ,Pradiabetes” gegen ,Unaufféallig® wurde fir jede Messmethode ein
Chi-Quadrat-Test mit folgenden Hypothesen durchgefuhrt:

HO = Messmethoden stimmen Uberein und eine Methode misst anders als die anderen
Messmethoden sind gleichverteilt

H1 = es gibt signifikante Unterschiede

Die Capillarys™ 2 Flex Piercing Messmethode zahlt signifikant haufiger zu den tberein-
stimmenden Methoden (p < 0,000; Bonferroni adjustiert). Die Dimension RXL Max
Messmethode z&hlt ebenfalls signifikant haufiger zu den tbereinstimmenden Methoden
(p < 0,04; Bonferroni adjustiert). Die Variant Il Methode ist nicht signifikant (p = 0,024).
In 88 % dieser Félle erfolgte eine HbAlc-Bestimmung durch den Variant Il mit der

Diagnose ,Unauffallig”.
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5. Diskussion

5.1 Messung von HbAlc

Wie eingangs beschrieben stehen fir die Messung des HbAlc verschiedene Mess-
verfahren zur Verfiigung. Da die Referenzmethode der IFCC zu aufwendig ist, um sie in
der taglichen Routine anzuwenden, werden Kalibratoren produziert, um die Routine-
methoden auf die IFCC-Referenzmethode rickfuhren zu kdnnen (Mosca et al., 2007). In
den letzten Jahrzehnten sind die bewahrten Routinemethoden wie lonenaustausch-
chromatographie, Elektrophorese, Affinitatschromatographie, Immunoassay und
enzymatische Bestimmung fortlaufend von den verschiedenen Herstellern verbessert
worden, wobei assayabhangige Stdrfaktoren zunehmend identifiziert und eliminiert
wurden. Assayunabhéngige Stérungen durch akuten Blutverlust, Transfusionen,
Anamien und verkirzte Erythrozytenlebensdauer muissen bei der Interpretation des

HbAlc-Wertes identifiziert und beriicksichtigt werden.

Fur Diagnostik, Uberwachung und Therapie des Diabetes mellitus ist es erforderlich,
dass die verschiedenen Routinemethoden vergleichbare Resultate liefern. Frihere
Studien aus den 90er Jahren haben gezeigt, dass die verschiedenen Routinemethoden
vor Einfuhrung der IFCC-Referenzmethode unterschiedliche Ergebnisse lieferten (Little
et al.,, 1991; Weycamp et al.,, 1993; Hoshino et al., 1997; Mosca et al.,, 1997). Ein
Methoden- oder Laborwechsel konnte Werteanderungen ergeben, die in keinen
Zusammenhang mit der Diabeteseinstellung standen. Zu dieser Zeit wurde die Bio-Rex
70 Methode (HPLC) als Referenzmethode der DCCT angewandt, in einem analytisch
wenig charakterisierten Peak im HPLC-Chromatogramm wurden diverse Verunreini-
gungen, beispielsweise carbamyliertes und acetyliertes Hamoglobin, miterfasst (Eckfeldt
und Bruns, 1997).

Im Jahr 2002 wurde von der IFCC eine neue Referenzmethode (HPLC-ESI/MS oder
HPLC-CE) festgelegt und entsprechendes Referenzmaterial entwickelt. In Europa
durfen nur noch Produkte verkauft und Methoden angewandt werden, die auf die
analytisch fundierte IFCC-Referenzmethode zuriickfihrbar sind (Directive 98/79/EC,
1998). Kontinuitat und Stabilitat der HbAlc-Bestimmung kdnnen seitdem durch dieses
Referenzsystem gewahrleistet werden (Weycamp et al., 2008). Das HbAlc wird nach
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dem IFCC-System in mmol/mol angegeben und die herkémmlichen Werte in Prozent

werden rechnerisch abgeleitet.

HbAlc-Bestimmungen in nephrologischen Proben sind nach wie vor eine Heraus-
forderung in der taglichen Routine, da zahlreiche Faktoren die Messung beeinflussen
kénnen. Nicht nur bei nephrologischen Patienten ist die exakte Bestimmung unabh&ngig
von der verwendeten Messmethode von entscheidender Bedeutung um eine optimale
Diabetestherapie und somit eine Verzdgerung der Progression dieser chronischen

Erkrankung zu gewahrleisten (Coelho und Rodrigues, 2014).

In unserer Studie kamen die Hochdruckflissigkeitschromatographie (Variant Il), die
Kapillarzonenelektrophorese (Capillarys™ 2 Flex Piercing) und eine immunologische
Messmethode (Dimension RXL Max) zum Einsatz. Diese drei Methoden sind auf das
IFCC-Referenzsystem ruckfuhrbar. Es wurde an 624 Patientenproben der HbAlc-Wert
mit den drei Analysegeraten bestimmt. Das Kollektiv wurde zunachst unterteilt in 407
Proben von nephrologischen Patienten und 217 Proben aus Routineeinsendungen. Der
durchschnittliche HbAlc-Wert liegt bei den Routineproben um 0,2 bis 0,4 % hdoher als
bei den nephrologischen Proben.

Da der Anteil an Diabetikern in beiden Gruppen mit 15,9 % (nephrologisch) und 15,4 %
(Routine) ungefahr gleich hoch ist, kommen als Erklarung fir die niedrigeren HbAlc-
Werte in der nephrologischen Gruppe mehrere Faktoren in Betracht. Die durch-
schnittiche Hamoglobinkonzentration liegt mit 11,2 g/dl im andmischen Bereich, der
Anteil an chronisch niereninsuffizienten Patienten im Stadium 5 liegt mit 34,5 % um 33,6
%, der Anteil an transfundierten Patienten mit 24,8 % um 21,6 % hdoher als in der
Routinegruppe. Das deutlich erhdhte Serumkreatinin von durchschnittlich 2,64 mg/dl
weist auf eine niedrige GFR und somit auf eine eingeschrénkte Nierenfunktion hin,
tatsachlich stammen 52,6 % der nephrologischen Proben von Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung und 10,1 % von Patienten mit akutem Nierenversagen. Durch diese
Faktoren lasst sich erklaren, weshalb die HbAlc-Bestimmung bei den nephrologischen
Proben methodenunabhéngig niedriger ausfallt als bei den Routineproben
(Schernthaner et al., 1979; Inaba et al., 2007; Peacock et al., 2008).
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5.2 Vergleich der drei Messmethoden am Routinekollektiv

Im Vergleich zwischen Capillarys™ 2 Flex Piercing und Dimension RXL Max liegt eine
sehr gute Korrelation mit r = 0,964 vor. Das Regressionsverfahren nach Passing Bablok
zeigt, dass zwischen den beiden Messmethoden ein gleichbleibender Unterschied Uber
den gesamten Messbereich auftritt. Der Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt,
dass der Capillarys™ 2 Flex Piercing durchschnittlich um 0,163 % hoher misst als der

Dimension RXL Max.

Im Vergleich zwischen Capillarys™ 2 Flex Piercing und Variant Il liegt eine sehr gute
Korrelation mit r = 0,958 vor. Das Regressionsverfahren nach Passing-Bablok zeigt,
dass zwischen den beiden Messmethoden ein gleichbleibender Unterschied tber den
gesamten Messbereich auftritt. Der Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt, dass
der Capillarys™ 2 Flex Piercing durchschnittlich um 0,075 % héher misst als der Variant
.

Im Vergleich zwischen Dimension RXL Max und Variant Il liegt eine sehr gute
Korrelation mit r = 0,951 vor. Das Regressionsverfahren nach Passing-Bablok zeigt,
dass ein Unterschied zwischen den beiden Messmethoden auftritt, der nicht Gber den
gesamten Messbereich gleich bleibt. Der Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt,
dass der Dimension RXL Max durchschnittlich um 0,1 % niedriger misst als der Variant
.

Der Capillarys™ 2 Flex Piercing misst somit statistisch signifikant hoher als der
Dimension RXL Max und der Variant Il. Das Bland-Altman-Diagramm zeigt, dass
HbAlc-Werte unter 6,5 % vom Capillarys™ 2 Flex Piercing tendentiell h6her gemessen
werden als von den Vergleichsmethoden. HbAlc-Werte Uber 6,5 % hingegen werden
vom Capillarys™ 2 Flex Piercing tendentiell niedriger gemessen als von den beiden
anderen Geraten. Eine Erklarung konnte die Verwendung zweier verschiedener
Kalibratoren fiir den Capillarys™ 2 Flex Piercing sein, denn ein Kalibrator wird fiir ein
normales HbAlc-Level und ein anderer Kalibrator fir ein erhdhtes HbAlc-Level

bendtigt.

Eine gute Ubereinstimmung zwischen den drei Messmethoden HPLC, Kapillarzonen-
elektrophorese und immunologische Methode wird in aktuellen Vero6ffentlichungen
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belegt (Chang et al., 1998; Matteucci et al., 2001; Tiran et al., 1994; Tran et al., 2009;
Szymanovicz und Neyron, 2010; Genc et al., 2012; Jaisson et al., 2012). Es wurden
verschiedene Geréate und Assays unterschiedlicher Hersteller getestet, unter anderem
der BM/Hitachi 911 (Boehringer Mannheim®), der Diamat (Bio-Rad Laboratories®), der
L-9100 (Merck/Hitachi®), der Abbott IMx (Abbott Laboratories®), der Tina-quant
(Boehringer Mannheim®), der Tina-quant 2nd und 3rd (Roche Diagnostics®), der Adams
HA-8160 (Arkray Inc®), der Capillarys™ 2 Flex Piercing (Sebia®), der Variant I (Bio-Rad
Laboratories®), der Integra 400, 700 und 800 (Roche Diagnostics®), der G7, G8 und
2.2+ (Tosoh Bioscience SA®), sowie der Dimension RXL (Siemens Healthcare

Diagnostics®).

In diesem Zusammenhang lasst sich schlussfolgern, dass die von uns evaluierten
Methoden in der klinischen Routine geeignet sind, um den HbAlc in der klinischen
Praxis mit hoher Genauigkeit zu bestimmen. Ein Vergleich des Variant Il, des
Capillarys™ 2 Flex Piercing und des Dimension RXL Max wurde bisher in keiner

anderen Studie durchgefiihrt und veroffentlicht.
5.3 Vergleich der drei Messmethoden am nephrologischen Kollektiv

Im Vergleich zwischen Capillarys™ 2 Flex Piercing und Dimension RXL Max liegt eine
sehr gute Korrelation mit r = 0,961 vor. Das Regressionsverfahren nach Passing-Bablok
zeigt, dass zwischen beiden Methoden kein relevanter Unterschied auftritt. Der
Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt, dass der Capillarys™ 2 Flex Piercing
durchschnittlich um 0,021 % niedriger misst als der Dimension RXL Max, dies ist jedoch

nicht klinisch relevant.

Im Vergleich zwischen Capillarys™ 2 Flex Piercing (Kapillarzonenelektrophorese) und
Variant Il (HPLC) liegt eine sehr gute Korrelation mit r = 0,960 vor. Das Regressions-
verfahren nach Passing-Bablok zeigt, dass zwischen beiden Methoden kein relevanter
Unterschied auftritt. Der Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt, dass der
Capillarys™ 2 Flex Piercing durchschnittlich um 0,051 % héher misst als der Variant I,

dies ist jedoch nicht klinisch relevant.

Im Vergleich zwischen Dimension RXL Max (immunologische Messmethode) und
Variant Il (HPLC) liegt eine sehr gute Korrelation mit r = 0,949 vor. Das Regressions-
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verfahren nach Passing-Bablok zeigt, dass ein Unterschied zwischen den beiden Mess-
methoden auftritt, der nicht Uber den gesamten Messbereich gleich bleibt. Der
Methodenvergleich nach Bland-Altman zeigt, dass der Dimension RXL Max
durchschnittlich um 0,072 % hoher misst als der Variant I, dies ist jedoch nicht klinisch

relevant.

Eine gute Ubereinstimmung zwischen den drei Messmethoden HPLC, Kapillarzonen-
elektrophorese und immunologische Methode wurde in einer aktuellen Veréffentlichung
belegt. In dieser Studie wurden 11 Gerate und Assays, der G7 und G8 (Tosoh
Bioscience SA®), der Variant Il NU, Variant Il Turbo, der Variant Il Turbo 2.0, D-10 und
D-10 Dual (Bio-Rad Laboratories®), der HA-8160 (A. Menarini Diagnostics®), der Tina-
quant 2nd (Roche Diagnostics®) mit Integra 800 (Roche Diagnostics®) und DCA 2000
(Siemens Healthcare Diagnostics®) und der Hitachi 917 (Diazyme Europe GmbH®), an

Patienten mit und ohne Nierenversagen und Diabetes getestet (Little et al., 2013).

Die gute Ubereinstimmung zwischen den drei von uns evaluierten Messmethoden im
nephrologischen Kollektiv erlaubt die Aussage, dass diese Methoden in der klinischen
Routine auch fur nierenkranke Patienten gut geeignet sind, um den HbAlc in der
klinischen Praxis mit hoher Genauigkeit zu bestimmen.

5.4 Vergleich der drei Messmethoden bei akutem und chronischem Nierenversagen

Von den 624 Proben aus dem gesamten Patientenkollektiv stammen 45 Proben von
Patienten mit akutem Nierenversagen. Um die zentrale Tendenz der Stichproben zu
untersuchen, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Von einem statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Medianen ist lediglich beim Dimension
RXL Max auszugehen. Bei Patienten ohne akutes Nierenversagen betragt der Median
5,5 %, wohingegen bei Patienten mit akutem Nierenversagen der Median 5,8 % betragt.
Beim Capillarys™ 2 Flex Piercing und beim Variant Il unterscheiden sich die Mediane
nicht signifikant um 0,2 % beziehungsweise 0,1 %. Die Mittelwerte in allen drei Mess-
methoden unterscheiden sich nur geringfigig um maximal 0,1 %. Es ist davon
auszugehen, dass akutes Nierenversagen keinen Klinisch relevanten Einfluss auf die

unterschiedlichen Messmethoden hat.
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Von den 624 Proben aus dem gesamten Patientenkollektiv stammen 383 Proben von
Patienten ohne chronische Niereninsuffizienz. Zum Kollektiv der chronischen Nieren-
insuffizienz im Stadium 5, die eine Nierenersatztherapie erfordert, gehdren 141 Proben,
die restlichen Proben stammen von Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz
im Stadium 1 bis 4. Die Patienten in dieser Gruppe sind nicht dialysepflichtig. Nach
Durchfiihrung des Kruskal-Wallis-Test ist von keiner gleichen Verteilung auszugehen. In
allen drei Messmethoden liegt in der Gruppe ohne Niereninsuffizienz der Median bei 5,6
% (Capillarys™ 2 Flex Piercing) beziehungsweise bei 5,5 % (Variant Il und Dimension
RXL Max). In den Gruppen mit Stadium 1 bis 4 liegt der Median mit Werten zwischen
5,6 % und 6,1 % vergleichsweise hoher. In der Gruppe mit Stadium 5 ist der Median mit
5,3 % (Capillarys™ 2 Flex Piercing und Variant Il) beziehungsweise 5,4 % (Dimension
RXL Max) am niedrigsten. Aufgrund der Tatsache, dass bei terminaler Niereninsuffizienz
die Lebensdauer der Erythrozyten verkirzt ist, erklaren sich die niedrigeren Messwerte
in dieser Gruppe (Schernthaner et al., 1979; Inaba et al., 2007; Peacock et al., 2008).
Insgesamt gibt es bei den drei Messmethoden hier keine signifikanten Unterschiede.

5.5 Vergleich der drei Messmethoden bei Nierenersatztherapie und Nierentrans-

plantation

Von den 624 Proben aus dem gesamten Patientenkollektiv stammen 126 Proben von
Patienten mit Nierenersatztherapie. Um die zentrale Tendenz der Stichproben zu
untersuchen, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Demnach ist von keiner
gleichen Verteilung auszugehen. Der Median betragt bei Patienten ohne Nieren-
ersatztherapie 5,6 % (Capillarys™ 2 Flex Piercing) beziehungsweise 5,5 % (Variant Il
und Dimension RXL Max). Bei Patienten mit Nierenersatztherapie hingegen liegt der
Median bei 5,2 %. Wie bereits beschrieben, hangt dies mit einer verkirzten Lebens-
dauer der Erythrozyten bei terminaler Niereninsuffizienz zusammen. Das Interquartil-
range ist bei allen drei Methoden in der Gruppe mit Nierenersatztherapie deutlich
groRer, um 0,5 % beim Capillarys™ 2 Flex Piercing, um 0,4 % beim Variant Il und um
0,3 % beim Dimension RXL Max. Dies driickt eine groRere HbAlc-Variabilitdt aus, die
auf urdmiebedingter Insulinresistenz, verdnderter Insulinkinetik, reduzierter Glukoneo-
genese, Dialyse, Hochproteindiat und Bewegungsmangel beruht (Schernthaner und
Samann, 2010).
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Von den 624 Proben aus dem gesamten Patientenkollektiv stammen 112 Proben von
Patienten mit Nierentransplantation. Um die zentrale Tendenz der Stichproben zu
untersuchen, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt, demzufolge hier eine gleiche
Verteilung angenommen werden kann. Die Nierentransplantation scheint keinen Einfluss

auf die Messung des HbAlc-Wertes zu nehmen.

5.6 Vergleich der drei Messmethoden im Hinblick auf den Hamoglobinwert

Der Hamoglobinwert ist der wichtigste Parameter zur Erkennung einer Anamie, bei der
die Hamoglobinkonzentration unterhalb des Normbereiches liegt. Die Lebensdauer der
Erythrozyten ist bei der renalen Anamie verkurzt, was eine verminderte Glykierung des
Hamoglobins und somit niedrigere HbAlc-Werte zur Folge hat (Panzer et al., 1982).
Eine Eisenmangelanamie hingegen ist im Zusammenhang mit erhéhten HbAlc-Werten
beobachtet worden (El-Agouza et al.,, 2002). Im Probenkollektiv liegt die Hamoglobin-
konzentration in der nephrologischen Gruppe bei 11,2 g/dl, in der Routinegruppe bei
13,2 g/dl. Ein relevanter Zusammenhang zwischen Hamoglobinwert und HbAlc lasst
sich bei Betrachtung der p-Werte und des Korrelationskoeffizienten nicht feststellen. Fur
den Capillarys™ 2 Flex Piercing ist der p-Wert zwar signifikant, der Korrelations-
koeffizient lasst allerdings kaum eine Aussage zu.

5.7 Vergleich der drei Messmethoden im Hinblick auf den Blood Urea Nitrogen (BUN)-
Wert

Um den Zusammenhang zwischen der Hohe der HbAlc-Werte und der Hohe der BUN-
Konzentration zu untersuchen, wurden die 233 Proben aus dem insgesamt 407 Proben
umfassenden Kollektiv der nephrologischen Patienten betrachtet, bei denen die BUN-
Konzentration mitbestimmt wurde. Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient weist mit r
= 0,191 (Capillarys™ 2 Flex Piercing), r = 0,207 (Variant 1) und r = 0,224 (Dimension
RXL Max) jeweils eine schwach positive Korrelation auf, ein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen beiden Messwerten ist somit anzunehmen.

Zur weiteren Betrachtung des Kollektivs der 233 Patienten lasst es sich in zwei Gruppen
unterteilen. In der ersten Gruppe mit 131 Proben liegt die BUN-Konzentration unter 80
mg/dl, in der zweiten Gruppe mit 102 Proben liegt die BUN-Konzentration bei 80 mg/dl
oder daruber. Die durchschnittiche BUN-Konzentration liegt in der ersten Gruppe bei 44
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mg/dl, also knapp Uber dem Referenzbereich von 15 bis 39 mg/dl, in der zweiten
Gruppe hingegen deutlich héher bei 129 mg/dl. Der durchschnittiche HbAlc-Wert liegt
in der ersten Gruppe um 0,1 bis 0,2 % niedriger als in der zweiten Gruppe.

Der Anteil an Diabetikern in beiden Gruppen ist mit 16,2 % (Gruppe 1) und 19,6 %
(Gruppe 2) ungefahr gleich hoch. Der Anteil an chronisch niereninsuffizienten Patienten
im Stadium 5 liegt mit 45,1 % in Gruppe 2 um 27,4 % hdoher als in Gruppe 1. Das
deutlich erhdhte Serumkreatinin von durchschnittlich 4,5 mg/dl in Gruppe 2 verglichen
mit 1,8 mg/dl in Gruppe 1 weist auf eine niedrige GFR und somit auf eine einge-
schrankte Nierenfunktion hin, ebenso das erhdhte Cystatin C von durchschnittlich 2,69
mg/l in Gruppe 2 verglichen mit 1,37 mg/l in Gruppe 1. Tatsachlich stammen 78,4 % der
Proben aus Gruppe 2 von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und 17,6 % von

Patienten mit akutem Nierenversagen.

Durch diese Faktoren lasst sich allerdings nicht eindeutig klaren, weshalb die HbAlc-
Bestimmung bei den Proben aus Gruppe 2 methodenunabhé&ngig hoher ausfallt als bei
den Proben aus Gruppe 1. Die Proben aus Gruppe 2 stammen von deutlich
azotadmischen Patienten, die durchschnittich bedeutend schlechtere Nierenwerte
aufweisen als die Proben aus Gruppe 1. Nach Durchfihrung des Mann-Whitney-U-Test
ist von keiner gleichen Verteilung der HbAlc-Werte auszugehen.

5.8 Zusammenhang von Blood Urea Nitrogen (BUN) und carbamyliertem Hamoglobin

Wie bereits erwahnt fuhren chronisches Nierenversagen, Dialyse und Nierentrans-
plantation zu einem Anstieg des carbamylierten Hamoglobins. Die Erhéhung des
carbamylierten Hamoglobins korreliert linear mit der Nierenfunktion. Von einer
Korrelation zwischen Gesamthadmoglobin und carbamyliertem Hamoglobin ist nicht
auszugehen (Smith et al., 1988). Die Carbamylierungsrate steigt mit der Hohe des
Harnstoffs im Blut, sie ist dabei von der BUN-Konzentration und der Dauer der Harn-
stoffexposition ahbangig. Fur BUN lber 80 mg/dl ist das carbamylierte Hamoglobin bei
chronischer Niereninsuffizienz daher starker erhoht als bei akutem Nierenversagen
(Stim et al., 1995).

Carbamyliertes Hamoglobin interferiert in unterschiedlichem Ausmal3 mit verschiedenen
HbAlc-Assays. Ob die drei verschiedenen Messmethoden in unserer Studie, die Hoch-

druckflussigkeitschromatographie  (Variant 1), die Kapillarzonenelektrophorese
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(Capillarys™ 2 Flex Piercing) und eine immunologische Messmethode (Dimension RXL
Max) von carbamyliertem Hamoglobin beeinflusst werden, lasst sich mit unseren

Ergebnissen nur indirekt tber die Bestimmung der BUN-Konzentration untersuchen.

5.9 Capillarys™ 2 Flex Piercing

Die Kapillarzonenelektrophorese ermdglicht die Analyse von zahlreichen Hamoglobin-
varianten (Gerritsma et al., 2000; Cotton et al., 2009). Die HbAlc-Bestimmung wird laut
Hersteller nicht von labilem HbAlc, carbamyliertem Ha&moglobin oder acetyliertem
Hamoglobin beeinflusst. Hamoglobinvarianten interferieren nicht, weshalb diese
Methode zunéchst als Referenztest fur andere Routinemethoden angewandt wurde
(Doelman et al., 1997). Allerdings war diese Methode aufgrund der langen Analysedauer
und dem geringen Probendurchsatz nicht besonders geeignet fiur die HbAlc-
Bestimmung in der taglichen Routine (Jenkins und Radnaike, 2003). Erst die Geréte der
neuen Generation erfullen die Qualitatskriterien und sind als voll automatisierte Routine-
methode neben HPLC und TINIA mit vergleichbarem zeitichem und finanziellem
Aufwand einsetzbar (Weycamp et al., 2009; Dusan et al., 2011). Der Capillarys™ 2 Flex
Piercing weist in einer aktuellen Evaluation eine gute Korrelation mit dem Variant Il auf,
es besteht demnach Linearitat im Wertebereich zwischen 3,9 % und 16,9 % (r = 0,999)
bei hoher Genauigkeit der Methode (Jaisson et al., 2012).

In unserer Studie l&sst sich beim Capillarys™ 2 Flex Piercing ein Unterschied von 0,1 %
zwischen den durchschnittlichen HbAlc-Werten in den Gruppen 1 und 2 feststellen. In
Gruppe 2 liegen BUN-Werte ab 80 mg/dl vor, entsprechend ist davon auszugehen, dass
auch das carbamylierte Hamoglobin in dieser Gruppe erhoht ist. Der Median liegt in
Gruppe 1 bei 5,4 %, in Gruppe 2 bei 5,8 %.

5.10 Variant Il

Die HPLC ist eine etablierte Routinemethode zur Bestimmung von Hamoglobinvarianten
und HbAlc (Weycamp et al., 1993; Bissé et al., 1995). Moderne Geréate eliminieren viele
interferierende Addukte wie carbamyliertes Hamoglobin, indem neues chromato-
graphisches Material und verbesserte Gradienten eingesetzt werden (Little et al., 2002).
In den ersten Evaluationen zeigte der Variant Il bereits eine akzeptable Analyseleistung
(Higgins et al., 2001; Moridani et al., 2003). Interferierende Substanzen wie labiles
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HbAlc kénnen durch spezielle Protokolle eliminiert werden (Szymezak et al., 2008). Die
Methoden fur den Variant Il werden standig weiterentwickelt, neuere Testkits sind
weniger sensitiv gegenuber labilem HbAlc und carbamyliertem Hamoglobin (Lavalard et
al., 2009).

In unserer Studie lasst sich beim Variant 1l ein Unterschied von 0,1 % zwischen den
durchschnittlichen HbAlc-Werten in den Gruppen 1 und 2 feststellen. In Gruppe 2 liegen
BUN-Werte ab 80 mg/dl vor, entsprechend ist davon auszugehen, dass auch das
carbamylierte Hamoglobin in dieser Gruppe erhdht ist. Der Median liegt in Gruppe 1 bei
5,4 %, in Gruppe 2 bei 5,6 %.

5.11 Dimension RXL Max

Die TINIA ist eine etablierte immunologische Routinemethode zur Bestimmung von
HbAlc, die auf Antikdrperbindung beruht und somit eine spezifische Messung
ermdglicht. In  Untersuchungen konnte bestatigt werden, dass carbamyliertes
Hamoglobin die Messung tatsachlich nicht beeinflusst (Rose et al., 1995). Hamoglobin-
varianten beeinflussen die Messung in der Regel nicht, lediglich hohe HbF-Werte
interferieren (Chang et al., 1998). HPLC und TINIA werden in zahlreichen Studien als
gleichwertige Methoden angesehen (Shiba et al., 1996; Matteucci et al., 2001; Genc et
al., 2012). In einer Vergleichsstudie von drei Immunoassaymethoden, zu denen auch
der Dimension RXL Max gehort, mit zwei HPLC-Assays zeigten die Immunoassay-
methoden mit Variationskoeffizienten von 2,56 %, 2,29 % und 2,25 % (Dimension RXL
Max) schlechtere analytische Performance als die HPLC-Assays mit 1,66 % und 1,14 %
(Tran et al., 2009).

In unserer Studie lasst sich beim Dimension RXL Max ein Unterschied von 0,2 %
zwischen den durchschnittlichen HbAlc-Werten in den Gruppen 1 und 2 feststellen. In
Gruppe 2 liegen BUN-Werte ab 80 mg/dl vor, entsprechend ist davon auszugehen, dass
auch das carbamylierte Hamoglobin in dieser Gruppe erhoht ist. Der Median liegt in
Gruppe 1 bei 5,4 %, in Gruppe 2 bei 5,9 %.

5.12 Vergleich der drei Messmethoden im Hinblick auf HbAlc

Da es fur Diagnose und Therapie des Diabetes mellitus von entscheidender Bedeutung
ist, den HbAlc-Wert moglichst genau zu bestimmen, sind bereits Abweichungen der
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Messungen in einem Bereich von Uber 0,1 % flir viele Patienten von klinischer
Relevanz. Fir die Diagnose gilt ein HbAlc-Wert von 6,5 % als Grenze, ein niedrigerer
Wert im prédiabetischen Bereich von 5,7 bis 6,5 % erfordert gegebenenfalls die Durch-
fuhrung eines Glukosetests. Im Falle einer antihyperglykdmischen Therapie sollte bei
einem HbAlc-Wert tber 6,5 % ein orales Antidiabetikum verabreicht werden, tber 7,5 %
sollte sogar zusatzlich eine Insulinkombinationstherapie erfolgen (Matthaei et al., 2011).
Weicht der gemessene HbAlc also vom tatsachlichen HbAlc-Wert ab, so zieht dies

Konsequenzen flir das Behandlungsregime des Patienten nach sich.

In unserer Studie befanden sich im Routinekollektiv 69 (Capillarys™ 2 Flex Piercing), 51
(Variant 1) beziehungsweise 43 (Dimension RXL Max) Proben im préadiabetischen
Bereich. Im diabetischen Bereich befanden sich 46 (Capillarys™ 2 Flex Piercing), 49
(variant 1) beziehungsweise 42 (Dimension RXL Max) Patientenproben. Im
nephrologischen Kollektiv befanden sich 122 (Capillarys™ 2 Flex Piercing), 100 (Variant
Il) beziehungsweise 125 (Dimension RXL Max) Proben im pra-diabetischen Bereich. Im
diabetischen Bereich befanden sich 45 (Capillarys™ 2 Flex Piercing), 46 (Variant II)

beziehungsweise 47 (Dimension RXL Max) Patientenproben.

In beiden Kollektiven gab es Ausreif3er mit Differenzen von 0,5 % und mehr zwischen
den verschiedenen Methoden. Im Routinekollektiv betraf dies 21 Messungen an 20
Patienten, im nephrologischen Kollektiv betraf dies 34 Messungen an 22 Patienten. Die
betroffenen Proben wiesen Uberdurchschnittlich oft eine niedrige GFR und ein hohes
Kreatinin auf, auch das Vorliegen einer mittelschweren bis schweren chronischen

Niereninsuffizienz lag haufiger vor.

Vergleicht man in unserer Studie die Mittelwerte fur HbAlc in den unterschiedlichen
Probenkollektiven, sind die gré3ten Abweichungen im Routinekollektiv, der Gruppe mit
BUN-Werten dber 80 mg/dl und bei chronischer Niereninsuffizienz im Stadium 1
festzustellen. Bei der Bestimmung am Routinekollektiv weicht der Dimension RXL Max
um 0,163 % vom Capillarys™ 2 Flex Piercing und um 0,1 % vom Variant Il nach unten
ab. In der Gruppe mit BUN-Werten tber 80 mg/dl weicht der Dimension RXL Max
hingegen um 0,1 % vom Capillarys™ 2 Flex Piercing und um 0,2 % vom Variant Il nach
oben ab. Da in dieser Gruppe aufgrund des deutlich erhéhten BUN von einer erhdhten
Rate an carbamyliertem H&moglobin auszugehen ist, stellt sich die Frage, ob
carbamyliertes Hamoglobin die HbAlc-Messung des Dimension RXL Max beeinflusst.
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Da dieses Gerat allerdings auf einer immunologischen Methode basiert, die laut
Hersteller lediglich die an der N-terminalen Gruppe der Betakette glykierten Hamo-
globinvarianten mit identischen Epitopen wie HbAlc messen soll, werfen diese
Resultate die Frage auf, wie spezifisch der in diesem Assay verwendete Antikdrper an
HbAlc bindet. Immunoassays gelten allerdings prinzipiell gegentber carbamyliertem

Hamoglobin als umempfindlich.

Ein weiter wichtiger Aspekt fur die HbAlc-Bestimmung in nephrologischen Proben sind
die Grenzwerte in denen ein Messunterschied in den verschiedenen Methoden zu einer
anderen Diagnose fihren wirde (American Diabetes Association, 2013). In unserer
Studie zeigte sich, dass bei 3,47 % der gemessenen Proben (in 14 Fallen) keine Uber-
einstimmende Diagnose beziiglich Diabetes mellitus oder Pradiabetes erreicht werden
konnte. Insbesondere im Bereich Pradiabetes oder Unaufféllig hatte bei 14,6 % der
gemessenen Proben (in 59 Fallen) die HbAlc-Bestimmung zu einer unterschiedlichen
Eingruppierung des Patienten gefiihrt. Dabei zéhlten der Capillarys™ 2 Flex Piercing
und der Dimension RXL Max haufiger zu den Messmethoden, welche Uberein-
stimmende Ergebnisse lieferten. Der Variant 1l hingegen zeigt nur eine zufallige Uberein-
stimmung im Vergleich mit den anderen Messmethoden. In den Féllen, in denen der
Variant Il anhand seiner HbAlc-Bestimmung ein anderes Ergebnis bezuglich Pra-
diabetes oder Unauffallig liefert, liegt sein Messergebnis in 88 % unterhalb der beiden

anderen Messergebnisse.

Bisher wirde die Unterscheidung Pradiabetes oder Unauffallig in der Praxis bezlglich
der Therapie des Diabetes mellitus keine Anderung bewirken (Bundesarztekammer et
al., 2010). Studien empfehlen préadiabetischen Patienten follow-up, Gewichtsreduktion
und intensivierte Bewegung (American Diabetes Association, 2012), demnach wuirde die
Wahl der Messmethode durchaus das follow-up und das Risikoverhalten beeinflussen.
Um vergleichbare Werte zu erhalten ist es also empfehlenswert, intraindividuell jeweils
mit der gleichen Messmethode die HbAlc-Bestimmungen durchzufihren, um eine
longitudinale Vergleichbarkeit sicherzustellen. Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass ein
HbAlc-Anstieg auch unterhalb des cut-offs flur Pradiabetes mit einem deutlich erhéhten
Risiko fur einen Diabetes mellitus im Verlauf verbunden ist. Patienten mit einem HbAlc-
Wert zwischen 5,5 und 6,0 % hatten in Studien ein bis zu 25 % erhdhtes Risiko in den
nachsten 5 Jahren einen manifesten Diabetes mellitus zu entwickeln (Zhang et al.,
2010).
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Unsere Studie veranschaulicht deutlich, dass Messunterschiede durch verschiedene
Messverfahren zu Fehleingruppierungen fihren konnen. Insbesondere bei bereits
nierengeschadigten Patienten sind praventive Mal3nhahmen erforderlich, um eine weitere
Progression zu vermeiden. Zusammenfassend lasst sich jedoch festhalten, dass alle
drei dargestellten Messmethoden zum Einsatz im Routinelabor prinzipiell gut einsetzbar

sind.

Die drei von uns evaluierten Methoden wurden bei Nierenerkrankungen bisher noch
nicht miteinander verglichen. Aul3erdem ist die differenzierte Betrachtung der Nieren-
erkrankungen (akutes und chronisches Nierenversagen, Nierenersatztherapie,

Nierentransplantation, Anamie) bisher nicht durchgefuhrt worden.
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6. Zusammenfassung

Diabetes mellitus ist durch eine Erhéhung der Blutglukose gekennzeichnet, die mit dem
Risiko fur schwere Begleit- und Folgeerkrankungen an zahlreichen Organsystemen
verbunden ist. Im Verlauf ihrer Erkrankung entwickeln etwa ein Drittel der Diabetiker im
Zusammenhang mit einer diabetischen Nephropathie Nierenkomplikationen. Gerade bei
diesen Patienten ist die HbAlc-Bestimmung fur die Behandlungsplanung von grof3er
Bedeutung, um eine Progression der Nierenschadigung zu vermeiden oder zu
verzogern. Insbesondere chronische Nierenerkrankungen erschweren aber die korrekte
Messung und Interpretation dieses Wertes, da der HbAlc-Wert je nach Stoffwechsel-
lage erhoht oder erniedrigt sein kann. Steigen die Blood-Urea-Nitrogen-Werte, so kann
die Messung durch die Carbamylierung von Hamoglobin vor allem in der lonen-
austauschchromatographie und der Elektrophorese falsch hoch ausfallen. Tatsachlich
ist der HbAlc-Wert bei Urdmie methodenunabhéangig erniedrigt. Es liegen Insulin-
resistenz, veranderte Insulinkinetik und verminderte Glukoneogenese vor, es kommt zu
kurzerer Erythrozytenliberlebenszeit und hyporegenerativer Anamie. In dieser Arbeit
wurden drei auf die International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine Referenzmethode riickfihrbare Labormethoden miteinander verglichen. An
einem Patientenkollektiv von 407 nephrologischen Proben und 217 Routineproben aus
den Einsendungen an das Zentrallabor der Universitat Bonn wurden mit Hochdruck-
flussigkeitschromatographie (Variant Il von Biorad Laboratories®), Kapillarzonenelektro-
phorese (Capillarys™ 2 Flex Piercing von Sebia®) und Immunoassay (Dimension RXL
Max von Siemens Healthcare Diagnostics®) die HbAlc-Werte bestimmt. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigten, dass die HbAlc-Werte bei den Routineproben erwartungsgeman
um 0,2 bis 0,4 % hoher lagen als bei den nephrologischen Proben. Zwischen den drei
Messmethoden liegt aulRerdem eine sehr gute Korrelation vor. Die genauere
Betrachtung der Kollektive hinsichtlich der Diagnosen zeigte bei chronischen Nieren-
erkrankungen einen héheren HbAlc bei den nicht dialysepflichtigen Stadien 1 bis 4, im
dialysepflichtigen Stadium 5 ergeben sich niedrigere Messwerte. Das Kollektiv der
nephrologischen Patienten ergab fir alle drei Methoden eine schwach positive
Korrelation zwischen HbAlc und Blood Urea Nitrogen-Konzentration (Capillarys™ 2
Flex Piercing 0,191; Variant Il 0,207; Dimension RXL Max 0,224). Ein Einfluss von
carbamyliertem Hamoglobin auf die HbAlc-Messung war vor allem fir den Dimension
RXL Max nicht zu erwarten, da Immunoassays gegenuber carbamyliertem Hamoglobin

als unempfindlich gelten. Fir die Kapillarzonenelektrophorese und Hochleistungs-
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flissigkeitschromatographie gilt, dass die Gerate der neuen Generation wie der
Capillarys™ 2 Flex Piercing und der Variant Il nicht stéranfallig gegeniiber
carbamyliertem Hamoglobin sind. Bei der Einordnung in drei Diagnosegruppen
(,Diabetes mellitus®, ,Pradiabetes” und ,Unauffallig”) lasst sich fir den Variant Il fest-
halten, dass mit dieser Messmethode signifikant mehr Proben als unaufféllig
eingeordnet werden als mit den anderen beiden Methoden. In 88 % der Féalle erfolgte in
der Subpopulation ,Pradiabetes”/,Unauffallig® durch den Variant 1l die Diagnose
2Unauffallig“. In der Praxis ist eine intraindividuelle Kontinuitdt der Messmethode zu
empfehlen, um den Verlauf der Blutzuckereinstellung anhand des HbAlc so zuverlassig
wie moglich verfolgen zu kénnen. Alle drei Analysesysteme sind flr die Messung bei
Routinepatienten sowie bei nephrologischen Patienten in der klinischen Routine gut

geeignet.
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