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Die Bestimmung glykosylierter Hämoglobine
A. Hubbuch
Boehringer Mannheim GmbH

Zusammenfassung:
Glucose und andere Zucker reagieren in den Erythrozyten mit verschiedenen Aminogruppen des Hämoglobins
zu Produkten, die glykosylierte Hämoglobine genannt werden. Die Bestimmung dieser Hämoglobine hat die
Überwachung der Stoffwechsellage von Diabetikern wesentlich verbessert: Ein einziger Wert informiert über
die mittlere Blutzucker-Konzentration der vergangenen Wochen („Blutzuckergedächtnis").
Zur Bestimmung glykosylierter Hämoglobine stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung, die unterschiedli-
che Anteile dieser Hämoglobine erfassen. Bei der Beurteilung der Werte sind methodenabhängige Nor-
malwerte und einzelne Störfaktoren zu beachten.
In der Routine-Diagnostik hat sich besonders die Mikrosäulen-lonenaustausch-Chromatographie zur Be-
stimmung von HbA) bewährt

Schlüsselwörter:
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Summary:
The reaction ofglucose and other sugars with various amino groups ofhemoglobin causes the formation of
the so-called glycated hemoglobins. The determination of these hemoglobins has substantially improved
the metabolic monitoring of diabetics: A single value provides a profile of the mean blood glucose levels
present during the preceding weeks ("blood glucose memory").
Glycated hemoglobins can be determined by various techniques which measure different moieties of these
hemoglobins. For evaluation ofresults, the method-dependent reference values and a number of interfering
factors must be taken into account.
For routine diagnostic purposes, micro-column ion-exchange chromatography for the determination ofHbA,
has proved to be of particular value.

Keywords:
Glycated hemoglobins - formation - structure - meihods - reference values - interferences

Einleitung Die folgende Arbeit soll einen Überblick über Entstehung,
Struktur und Bestimmungsmethoden glykosylierter Hä-

Die Bestimmung von HbA, hat inzwischen einen festen moglobine geben. Außerdem werden die methoden-
Platz in der Stoffwechselkontrolle von Diabetikern einge- abhängigen Normalwerte und Störmöglichkeiten be-
nommen. Kaum jemand möchte heute noch auf diese sprechen,
relativ einfach zugängliche Information über den mittle-
ren Blutzuckerspiegel der vergangenen 4-8 Wochen,
das „Blutzuckergedächtnis", verzichten. Entstehung und Abbau glykosylierter
Außerdem gelten die glykosylierten Hämoglobine als ein Hämoglobine
wichtiger Indikator für die Glykosylierung anderer Pro-· Synthese von Glykoproteinen unterliegt normaler-
te, ne wie Albumin. Gewebsproteme L.poproteme u. a. weise

Y
einer sehr genauen enzymatischen Kontrolle. Dies

weseltS^ * « *" Berten Hämoglobinen jedoch anders:
tus; denn die Spätfolgen treten vor allem an solchen Ge- Glucose und einige andere Zucker (1, 9) können unter
weben und Organen auf, die erhöhte Konzentrationen physiologischen Bedingungen ohne die Mithilfe von En-
glykosylierter Proteine enthalten: z. B. Glomeruli, Retina, zymen mit Hämoglobin reagieren. Diese Reaktion ist als
Nerven (und Erythrozyten). Maillärd- oder auch Bräuriungsreaktion schon lange be-
Das große Interesse der Diabetes-Forschung an diesen annt ' ''
Substanzen und das Bestreben, möglichst einfache Ver- Bei genauerer Betrachtung dieser Reaktion wird sehr
fahren zur Bestimmung glykosylierter Hämoglobine zu schnell klar, warum die glykosylierten Hämoglobine als
entwickeln, haben zu einer verwirrenden Vielzahl von eine Art Blutzuckergedächtnis dienen. Sie läßt sich am
Methoden und Namen geführt. Beispiel von HbA, in drei Phasen einteilen (Abb. 1).
240. Lab.med. 9:240(1985)
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Glucose 1.
+ Hämoglobin

Labiles HbA! 2. Ian9sam . Stabiles HbA, 3. langsam

(Aldimin) (Ketoamin)
wird mit dem

Erythrozytenabbau entfernt

H - C - 0 H -C = N -Hb

H - C - OHH - C - OH
+ H 2 N - H b

l l
Abb. 1: Entstehung und Abbau von HbAj

Amadori
Umlagerung

H2C - NH - Hb

7. Schnelle Bildung des labilen HbAi und ähnlich
schnelle Rückbildung zu Hämoglobin

Ein plötzlicher Anstieg der Blutzucker-Konzentration
führt innerhalb weniger Stunden (4, 5) zu einem Anstieg
des labilen HbAv das aber auch wieder recht schnell in
Hämoglobin und Glucose zerfällt (Halbwertszeit 3 Std.)
(6).
Bei Verfahren, die das labile zusammen mit dem stabilen
HbA, erfassen (Methodenbeschreibung beachten), kön-
nen deshalb nach einem plötzlichen Anstieg der Blut-
zuckerwerte (bei labiler Stoff Wechsel läge, nach oraler
Glucosebelastung) kurzfristig erhöhte HbA^Werte ge-
messen werden.

2. Langsame Umwandlung des labilen HbAi
in stabiles HbAi

Die Rückbildung des labilen HbA1 in Hämoglobin und
Glucose erfolgt etwa 60mal schneller als die Umwand-
lung in stabiles HbA, (5).
Das hat eine sehr wichtige Konsequenz. Kurzfristig er-
höhte Blutzuckerwerte führen zu keiner meßbaren Erhö-
hung des stabilen HbAv wie folgendes Experiment zeigte
(7): Durch Glucose-Infusionen bei gesunden Proban-
den wurde über 6 Std. ein Blutzuckerspiegel von etwa
310 mg/dl erreicht. In dieser Zeit stiegen die HbArWerte
um etwa 1% HbA, an. Dieser, durch den labilen Anteil
bedingte Anstieg, war 24 Std. nach Beendigung des Ex-
periments nicht mehr nachweisbar.

3. Langsamer Abbau des stabilen HbAj

Insbesondere aufgrund der Arbeiten von Bunn et al. (4,5)
geht man heute davon aus (6-8), daß das stabile
HbA, weitgehend irreversibel entsteht und erst mit
dem physiologischen Abbau der Erythrozyten wieder aus
dem Blutkreislauf entfernt wird.
Obwohl von einer Arbeitsgruppe (9, 10) eine reversible
Bildung des stabilen HbA, diskutiert wird, entspricht die
allgemeine klinische Erfahrung eher dem weitgehend irre-
versiblen Modell. Bei der Neueinstellung von Diabetikern
dauert es etwa 2 Monate, bis das HbA, auf Werte abge-
sunken ist die dem neuen mittleren Blutzuckerniveau
entsprechen (Abb. 2) (11-14).
Der anschaulichste Hinweis für die langsame Entstehung
und den langsamen Abbau von HbA! ist Abb. 3 zu ent-
nehmen (15). Bei einem gesunden Probanden wurde
nach Infusion eines mit radioaktivem Eisen markierten
Transferrin-Präparates der Einbau des radioaktiven Eisen-
Jsotops in verschiedene Hämoglobin-Fraktionen über
100 Tage verfolgt Der langsame Anstieg der Radioakti-
vität in der HbA^Fraktion (- HbAia + HbAib + HbAu)
spricht dafür, daß HbA, langsam, kontinuierlich und
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Abb. 2: Nach entgleister Stoffwechsellage normalisiert sich der
Blutzuckerspiegel bei guter Einstellung des Diabetikers innerhalb
weniger Tage, während die HbAI-Werte noch mehrere Wochen
erhöht bleiben
Aus: T. Gain et al.. klinikarzt 11, 48-51 (1982)

weitgehend irreversibel während der 120tägigen Lebens-
dauer des Erythrozyten entsteht (Bedeutung der Abkür-
zungen siehe Tab. 1).
Zusammenfassend kann gesagt werden:
Stabiles HbA,, das z. Z. mit den meisten kommerziellen
Tests gemessen wird, reagiert kaum auf kurzfristige
Blutzuckerschwankungen und ist ein echter Langzeit-
Indikator des mittleren Blutzuckerspiegels der vergange-
nen 4-8 Wochen. Einzelne Blutzucker-Werte „passen"
um so besser zu den HbA^Werten, je stabiler die Stoff-
wechsellage war bzw. ist (Abb. 4). Gleiches gilt für
HbAic und für die anderen glykosylierten Hämoglobine.

Struktur und Nomenklatur
der glykosylierten Hämoglobine

Da Hämoglobin wie die meisten anderen Proteine meh-
rere freie Aminogruppen enthält (Abb. 5).

- 4 Amino-Endgruppen des Valins aus den beiden a-
und ß-Globinketten (16)
- insgesamt 44 Seitenketten-Aminogruppen der jeweils
11 Lysine aus den beiden a- und ß-Ketten (16)
könnten im Prinzip alle diese Aminogruppen mit der Glu-
cose entsprechend Abb. 1 reagieren. Die Reaktionsbe-
reitschaft der einzelnen Aminogruppen hängt dabei von
verschiedenen Faktoren wie pK-Wert, räumlicher Zu-
gänglichkeit und Nachbargruppen-Effekten ab (17).
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und glykosylierte Hämoglobine
Ausführliche Untersuchungen haben gezeigt, daß die
Glucose bevorzugt mit den beiden endständigen Amino-
gruppen der -Ketten reagiert (17, 18). Dieses glyko-
sylierte Hämoglobin ist am besten untersucht und wird
allgemein als HbAic bezeichnet (Abb. 6) (17-19).
Von der Gesamtmenge der Hämoglobin-gebundenen
Glucose sind ca. 50% (20), nach anderen Angaben sogar
70% (18), mit weiteren Aminogruppen verknüpft, was
wegen der großen Anzahl der Lysine auch nicht verwun-
derlich ist. Als Oberbegriff für alle diese modifizierten
Hämoglobine (einschließlich HbA, und HbAic) wird
meist der Begriff glykosylierte Hämoglobine verwendet.

HbAic und HbAi
Da die ursprüngliche Methode zur Isolierung des HbAic,
die sog. Makrosäulenchromatographie (21 -25), metho-
disch recht aufwendig und auch zeitraubend ist, blieb
die HbAic-Bestimmung lange Zeit wissenschaftlichen
Einzeluntersuchungen vorbehalten.

Tab. 1: Zusammensetzung der HbA / - Fraktion
nach: K. H. Winterhalter, Schweiz, med. Wschr. 109, 1105 (1979)

HbA1ai = ß-Ketten N-terminal an Fructose-1,6-diphosphat
gebunden

HbA la2 = ß-Ketten N-terminal an Glucose-6-phosphat ge-
bunden
Deamidation der ß-Ketten von HbAic
Position noch nicht bekannt

HbA1b

HbA,c = ß-Ketten N-terminal an Glucose gebunden

Um die diagnostischen Vorteile dieser Bestimmung auch
in der Routine-Analytik nutzen zu können, wurden einfa-
chere Verfahren entwickelt. In der routinemäßigen Be-
stimmung hat sich insbesondere das M ikrosä u len- Ver-
fahren bewährt (12, 26-30), bei dem neben dem HbAu
auch noch andere Hämoglobin-Varianten mitbestimmt
werden; alle zusammen werden HbA! genannt (s. Tab. 1 ).

stellt ca. 70% der HbA, -Fraktion, wobei HbA, und
miteinander korrelieren.

Aufgrund dieser Erkenntnisse lassen sich heute für die
Zusammensetzung des normalen Erwachsenen- Hämo-
globins die in Tab. 2 zusammengestellten Daten als An-
haltspunkte angeben.

Anmerkungen zur Nomenklatur
Meist werden die Begriffe „glykosylierte Hämoglobine"
(GHb) und „Glykohämoglobine" verwendet. Leider sind
diese Namen nicht optimal, da die Bezeichnung „glyko-
syliert" bzw. „glyko" an sich schon für solche Proteine
vergeben ist, die mit der Glucose über enzymatisch kata-
lysierte Reaktionen mittels einer glykosidischen Bindung
verknüpft sind. In der englischsprachigen Literatur wird

NH2

R
l

H
l

CH2

(CH2)3 0
l

— HbAo
— — HbA,c« - * HbA,a
« - * HbA1b

HbA,

0 20 40 60 80 100 Tage
Abb. 3: Einbau von 59Fe in HbA0 und HbAi (= HbA1c + HbA1a
+ HbAib) bei einem gesunden Probanden nach Infusion von
^Fe] Transferrin
Aus: H. F. Bunn etal.. J. Clin. Invest. 57, 1652-1659 (1976)

y =0,038x+3,78
N =105
r =0,89
p <0,001

Glukose (mg/dl)

50 100 150 200 250 300
Abb. 4: Korrelation zwischen HbAj-Konzentrationen und Blut-
zuckerwerten (Mittelwerte aller Blutzucker-Tagesprofilwerte der
zurückliegenden vier Wochen). Untersucht wurden Diabetiker
mit stabiler Stoffwechsellage und gesunde Probanden
Nach: T. Gain etal.. klinikarzt 11, 48-51 (1982)

deshalb neuerdings die Bezeichnung „glycated hemoglo-
bine" verwendet (35, 89), für die es z. Z. allerdings noch
keine passende deutsche Übersetzung gibt
Bei Hämoglobin A1 ist die Situation ähnlich wie bei dem
Begriff „glykosylierte Hämoglobine":
Die Abkürzung HbA1 wird in vielen Lehrbüchern der
Biochemie für die Hauptfraktion des Erwachsenen-Hä-
moglobins verwendet, wobei anstelle von HbA, allerdings
auch häufig HbA und HbAo benutzt werden (35-39).
Die Ursache für diese Doppeldeutigkeit der Abkürzungen
liegt vermutlich in den Arbeiten von Allen et al. (21 -
23), in denen erstmals durch Chromatographie über einen
schwach sauren lonen-Austauscher die verschiedenen
Hämoglobin-Fraktionen isoliert und entsprechend der

Peptidkette - CO2HH2N - CH - C -1 Peptidkette | - N - CH - C -
Valin L/sin

Abb. 5: Freie Aminogruppen der Aminosäuren Valin und Lysin, wie sie z. B. in den a- und -Ketten von Hämoglobin vorhanden sind
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gefunden (26, 27, 31 -34). Besonders wichtig in diesem
Zusammenhang ist, daß sich HbA,· und HbAic-Werte
bei einem Diabetiker gleichzeitig und parallel zueinander
verändern (Abb. 9). Ein ähnliches Verhalten wurde bei
der Messung der Einzelfraktionen HbAic und HbAje>b
beobachtet (Abb. 10). Diese Daten zeigen eindeutig, daß
die diagnostische Aussage von HbA, und HbAic gleich-
wertig ist.

HPLC, FPLC
Die Bestimmung mittels HPLC (43, 44, 90) bzw. FPLC
( = Fast Protein Liquid Chromatography) (45) wird zwar

HbA,(%)

28

26

24

22

20

18

16

14

12

10

8

y = 1,15 + 1,87
r = 0,97
n = 393

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
-^ HbA1c(%)

Abb. 7: Vergleich der HbA,- und HbA1c-Werte bei 393 Proben
Nach: T. M. James et al., Clin. Biocheem. 14, 25-27 (1981)
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meist wie eine eigenständige Methode behandelt, sie ist
aber eigentlich nichts anderes als eine schnelle, kom-
fortable und apparativ aufwendige Weiterentwicklung der
„Makrosäulen-Chromatographie"; denn das häufig ver-
wendete Trennmaterial Bio Rex 70 (26,43,44) wird auch
bei der Makro- bzw. Mikro-Säulentechnik eingesetzt. Erst
seit einiger Zeit werden Ionenaustauscher verwendet, die
für die speziellen Anforderungen der FPLC/HPLC opti-
miert sind (45,90). HPLC bzw. FPLC wurde als Referenz-
methode vorgeschlagen (27), da die Messung von HbAic
mit guter Richtigkeit und Reproduzierbarkeit möglich ist
(45, 90).

Isoelektrische Fokussierung und Elektrophorese
Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eines der lei-
stungsfähigsten Trennverfahren für Proteine. Dies beruht
darauf, daß im Prinzip jedes Protein einen anderen iso-

0,05 ml Hämolysat
4 ml Lösung 2 1.1 4ml Lösung 3

¥
1. Fraktion: HbA,

- Fritte

_ lonen-
" austauscher

2. Fraktion:
„andere Hämoglobine"

+15 ml dest H20

Zeitbedarffür
Chromatographie ca.: 30 min 20 min

8.0-

6.0

Abb.
Aus: T.

244

V 1
E,

%

Extinktion bei
Hg 405 nm oder 415 nm
messen

*HhA — 1 1ClbAl E1 + (4,75xE2)XK

1
E2

0

0 1 4 6 15 36 43 55 62 64 71 Abb. 8: Schema der HbAj- Bestimmung mit einem Mikrosäulen-
Verfahren. Die Säulen sollten vor der Bestimmung temperiert

Wochen werden (z.B. auf23°C). Das ist mit entsprechenden Temperier-
9: Verlauf der HbAj- und HbA1c- Werte bei einem Diabetiker gestellen einfach möglich. In ca. 2 Stunden können mit diesem
M. James et ai., Clin. Biochem. 14, 25-27 (1981) Verfahren 10-30 HbAi- Werte bestimmt werden
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Abb. 10: Zeitliche Veränderung von HbAia+b und HbA1c bei
einem Diabetiker
Aus: R. J. König etal,. New Engl. J. Med. 295. 417-420 (1976)

elektrischen Punkt besitzt (= der pH-Wert, bei dem die
Nettoladung des Proteins 0 ist: Bei diesem pH bleibt
das Protein während der Elektrophorese liegen und hat
gleichzeitig die niedrigste Löslichkeit).
Allerdings erfordern die geringen Differenzen der isoelek-
trischen Punkte von HbAic und HbA«, spezielle Maßnah-
men, um gut auswertbare Trennbilder zu erhalten (46,
47). Unter optimalen Trennbedingungen wird mit diesem
Verfahren ähnlich spezifisch wie mit FPLC (45) das HbAic
gemessen (9, 48). Dieses Verfahren wird z. Z. ebenso wie
HPLC/FPLC nur in wenigen Laboratorien routinemäßig
eingesetzt.
Wesentlich gängiger ist die Bestimmung mittels Elektro-
phorese bzw. Elektroendoosmose (49). Mit der Elektro-
endoosmose wird auch HbA, gemessen, wobei die Werte
gut mit den Mikrosäulen-Werten vergleichbar sind (27,
50).

Verfahren, die zwischerTglykosylierten
und nicht glykosylierten Hämoglobinen differenzieren
Zur Erfassung der glykosylierten Hämoglobine dienen vor
allem zwei Verfahren, die von Flückiger und Winterhalter
ausgearbeitete Thiobarbitursäure-Methode (51) und die
Boronat-Affinitäts-Chromatographie (52).

Thiobarbitursäure-Methode (TBA)
Prinzip: Die Hämoglobin-gebundene Glucose wird mit
Hilfe schwacher Säuren (meist wird verdünnte wäßrige
Oxalsäure verwendet) bei Temperaturen um 100eC im
Verlauf mehrerer Stunden weitgehend als 5-Hydroxyme-
thylfurfural (5-HMF) abgespalten. 5-HMF ergibt nach
Umsetzung mit Thiobarbitursäure einen gelben Farbstoff,
der bei 443 nm photometrisch gemessen wird. Von die-
sem Verfahren existiert eine Vielzahl von Varianten, die
sich durch die Abspaltungs-Bedingungen und z. B. durch
die Kalibration unterscheiden (53-55). Zum Teil werden
die dabei gemessenen Werte (nach „Kalibration" mit Hilfe
einer chromatographischen Methode, z. B. HPLC) als
HbAic angegeben (26,67), zum Teil wird das freigesetzte
5-HMF auf Hämoglobin bezogen (53, 54).

Affinitäts-Chromatographie
Glucose bildet mit Borat-Anionen Komplexe. Auf diesem,
schon lange bekannten Effekt beruht die affinitätschro-
matographische Bestimmung der glykosylierten Hämo-
globine, wobei ebenfalls Mikrosäulen eingesetzt werden
können. Als Trennmittel wird das an einen polymeren
Träger gebundene m-Amino-Phenylboronat benutzt
(52).
Bei der Affinitätschromatographie wird nicht nur das
HbAic erfaßt (Glucose an das endständige Valin der
ß-Ketten gebunden), sondern auch solche Glykohämo-
globine, bei denen die Glucose mit anderen Amino-
gruppen der Globinketten (insbes. die Lysine) verknüpft
ist.
Obwohl sich viele Publikationen mit diesem Verfahren
befassen (20, 56-59), liegen z. Z. noch relativ wenig
Erfahrungen mit der Anwendung dieses Tests in der La-
borroutine vor.

Beurteilungskriterien (Normalwerte)
Da die einzelnen Verfahren unterschiedliche Anteile der
glykosylierten Hämoglobine erfassen, werden auch ver-
schiedene Normalwerte erhalten (Tab. 4).
Bemerkenswert sind die z. T. deutlichen Differenzen bei
den Verfahren, die das HbAic messen. Dies deutet darauf
hin, daß verschiedene Methoden bzw. verschiedene La-
bors nicht die gleichen Hämoglobin-Spezies erfassen.
Demgegenüber stimmen die HbA^Werte, die mit der
lonen-Austausch-Chromatographie meist mit Mikro-
säulen gemessen werden, relativ gut überein.
Auffällig ist weiterhin die Ähnlichkeit der Normalwerte
aus der Affinitäts-Chromatographie und den ,-Wer-
ten der lonenaustausch-Chromatographie; denn mit
beiden Verfahren werden verschiedene glykosylierte
Hämoglobine bestimmt.
Da alle in dieser Übersicht erwähnten Verfahren in dem
diagnostisch wichtigen Bereich hohe Korrelationen auf-
weisen (26, 27, 58, 59), könnte nach einem Vorschlag
von Heinze et al. (68) eine gute Vergleichbarkeit der ver-
schiedenen Werte mit Hilfe des „Standard deviation
score" (SDS) erreicht werden:

SDS x-x

= gemessener Einzelwert
= Mittelwert der Normalgruppe

s = Standardabweichung der Normalgruppe.

Durch diese Umrechnung ergeben sich für alle Verfahren
bei Werten im Normalbereich ( ± 2 s) für SDS Zahlen
zwischen -2 und +2, während für zu hohe Werte Zahlen
über 2 resultieren.
Nach den Angaben von Heinze stellen für den Diabetiker
Werte unter + 3,5 SDS wahrscheinlich kein oder nur ein
geringes Risiko dar, vaskuläre Spätkomplikationen zu er-
leiden (68).

Präzision und Richtigkeit
Alle in dieser Übersicht beschriebenen Methoden messen
HbA„ HbAu und die anderen glykosylierten Hämoglo-
bine mit der diagnostisch erforderlichen Sicherheit:
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- Bei Vergleichen zwischen verschiedenen Methoden
wurden sehr hohe Korrelationen in den diagnostisch
wichtigen Meßbereichen festgestellt (s. oben).
- Die Variationskoeffizienten von Tag zu Tag liegen meist
deutlich unter 10%, und Werte unter 5% sind ohne weite-
res erreichbar (26-30, 50).
Aus Ringversuchen von INSTAND liegen insbesondere
mit den Mikrosäulen-Verfahren ausgiebige Erfahrungen
vor (30). Sie haben sich in der Praxis bewährt, und die
Erfolgsquote der Ringversuche entsprach derjenigen der
gängigen enzymatischen Tests.
Z. Z. gibt es keine Referenzmethode zur Bestimmung von
HbAv HbAu oder glykosylierten Hämoglobinen. Wie
schon oben erwähnt, wird bei optimalen Trennbedin-
gungen mit HPLC bzw. FPLC und der isoelektrischen
Fokussierung das HbAic vermutlich mit der höchsten
Richtigkeit gemessen.
Bei der TBA-Methode und der Äffinitäts-Chromatogra-
phie sind zwar keine Störungen durch Hämoglobin-
Varianten und modifizierte Hämoglobine bekannt dafür
hängt die Wiederfindung des Anteils von glykosyliertem
Hämoglobin jedoch wesentlich von der jeweiligen
Methoden-Variante ab (20, 54, 55, 57).
Dies liegt einfach daran, daß die an verschiedene
Aminogruppen des Hämoglobins gebundene Glucose
deutliche Stabilitätsunterschiede bei der Behandlung mit
verdünnten Säuren aufweist (54, 55). Ähnliches gilt auch
für die Affinität zu Boronat-Anionen (20, 56, 57).

Beeinflussung durch andere Erkrankungen
und Störgrößen
Die Messung der glykosylierten Hämoglobine kann durch
verschiedene Erkrankungen bzw. Störgrößen beeinflußt
werden. Dabei gibt es methodenunabhängige und
methodenabhängige Einflüsse.

Methodenunabhängige Einflüsse
Bei der Beurteilung der glykosylierten Hämoglobin-Werte
wird im allgemeinen stillschweigend vorausgesetzt daß
Bildung, Lebensdauer und Abbau der Erythrozyten nor-
mal sind. Dies trifft auch in den meisten Falten zu.
Eine veränderte Lebensdauer der Erythrozyten führt je-
doch auch zu anderen Konzentrationen der glykosylierten
Hämoglobine. Die Veränderung ist abhängig davon, wie-
viel länger bzw. kürzer das Hämoglobin in den Erythrozy-
ten mit der Glucose reagieren kann. Die wichtigste Größe
in diesem Zusammenhang ist demnach die Altersver-
teilung der Erythrozyten.
Erniedrigte Werte erhält man:
- nach hohen oder chronischen Blutverlusten mit rascher
Erythrozyten-Neubildung (37, 69). Sehr niedrige HbA,-
Werte helfen z. B. gastrointestinale Blutungen zu erken-
nen (69).
- bei hämolytischen Anämien (4, 70)
- bei Leberzirrhose (37); vermutliche Ursache (71): er-
höhte Blutungsbereitschaft und verstärkter Abbau der
Erythrozyten.
- bei chronischer Niereninsuffizienz kann die Lebens-
dauer der Erythrozyten verkürzt sein (72).
Erhöhte Werte wurden bei Eisenmangelanämien beob-
achtet die nach Therapiebeginn rasch absanken. Dies
läßt sich folgendermaßen erklären (73): Die Eisenman-
gelanämie führt zu einem erhöhten Anteil älterer, HbA^
reicher Erythrozyten. Die rasche Neubildung von Erythro-
zyten nach Therapiebeginn führt zu einem schnellen Ab-
sinken der HbA,-Werte.

Methodenabhängige Einflüsse
Bestimmte Hämoglobin-Varianten besitzen ähnliche
elektrophoretische und chromatographische Eigenschaf-
ten wie HbAic bzw. HbAv

Tab. 4: Richtwerte für HbAj, HbAjc und glykosylierte Hämoglobine bei verschiedenen Verfahren

Meßgröße

H bA,
H bA,
HbA,
HbA,
H bA,
H bA,
HbA lc
HbA1c
HbAtc
HbA1c

HbA1c
HbA1c
HbA1c
HbA l c

GHb
GHb
GHb
GHb
GHb

Methode

lonen-
austausch-
Chromat.
(IAC)
Elektrophorese
IAC
HPLC/IAC
HPLC/IAC
FPLC/IAC
IEF
IEF
IEF
IEF

TBA
TBA
Äffin-Chrom.
Affin. -Chrom.
Affin. -Chrom.

Einheit

Anteil
am
Gesamt-
H b i n - %
(% HbA,)
% HbA,
% HbA^
% HbA!
% HbA,
%
% HbÄ!
% HbA!
% Hb A!
% Anteil am HbA,,

mol 5-HMF/100molHb
% HbA1c

Anteil am
Gesamt- H b
in %

Mittelwert

6,45
6,4
6,5
6,6*
6,5*
6,6
4,5
4,2
5,4
5,4
4,9
6,5
5,4**
7,07

5,51
4,8
6,9
6,8
6,4

Normal-
bereich

5,23-7,7
5,3 -7,5
5 -8
5,7 -7,5
5 -8
5,6 -7,6
3,1 -5,9
3,2 -5,2
4,9 -6,2
4,2 -6,6
3,9 -6,4
5,5 -7,6
4,4 -6,4
5,07-9,07
( ± 1 s)

4,6 -6,1
3,8 -6,3
5,5 -7,5
6,2 -7,4
5,3 -7,5

Größe des
Kollektivs

103
112
-
40
20
50
52
20
74
99
76

257
57
36

65
19

112
24

124

Lit.

28
59
60
61
62
49
64
43
44
45
46
65
65
66

54
67
59
58
56

* Labiles HbA, vorher abgetrennt
·* Erythrozyten 14 h bei 37*C inkubiert
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Hämogiobinopathien
In unseren Breiten ist in erster Linie an erhöhte Konzentra-
tionen von fetalem Hämoglobin (HbF) zu denken, da HbF
bei der lonenaustausch-Chromatographie und bei der

. Elektrophorese zusammen mit dem HbA, erfaßt wird (49,
50). Gleichesgilt für HbAicbei manchen H P LC-Verfahren
(74). In der Regel sind die Konzentrationen von HbF bei
Erwachsenen so gering, daß ihr Einfluß vernachlässigt
werden kann (87, s. Tab. 2). Durch HbF erhöhte HbAr
Werte können vor allem bei Kleinkindern bis zum Alter
von etwa vier Jahren auftreten (75) sowie vereinzelt
während der Schwangerschaft (94).
Die abnormen Hämoglobine HbS und HBC führen zu
erniedrigten (76), HbH zu erhöhten Werten (77) bei der
Mikrosäulen-lonenaustausch-Chromatographie. Derar-
tige Hämogiobinopathien sind in Mitteleuropa außeror-
dentlich selten. Sie können bei Afro-Amerikanern eine
Rolle spielen: 8% der Afro-Amerikaner sind Heterozygote
mit HbS und 2-3% mit HbC (76).

Medikamente
Patienten, die Azetylsalicylsäure in hohen Dosierungen
(3-6 g täglich) über mehrere Monate eingenommen
hatten, wiesen erhöhte HbAr bzw. HbAic-Werte auf (78,
79; Methoden: Elektrophorese, HPLC). Vermutlich wer-
den mit Mikrosäulen-Verfahren ebenfalls erhöhte Werte
beobachtet.
Penicillin soll ebenfalls zu erhöhten HbA,-Werten führen
(80). Dieser Einfluß ist leider nicht gut dokumentiert.
Eine 1983 veranlaßte Recherche bei DIMDI (Deutsches
Institut für Medizinische Dokumentation und Informa-
tion) verlief ergebnislos, und die z.Z. sicherlich vollstän-
digste Zusammenstellung über Medikamenteneinflüsse
„Drug Interference and Effects in Clinical Chemistry
1984" von N. Tryding et al., Apoteksbolaget AB, Stock-
holm 1984, enthält ebenfalls keine Hinweise auf eine
Störung durch Penicillin.

Alkohol-Abusus
Bei Alkoholikern wurden unterschiedliche Ergebnisse ge-
funden: z.T. wurde bei Verwendung von Mikrosäulen
keine Beeinflussung beobachtet (81), z. T. erhöhte Werte
gefunden [Mikrosäule (82) und HPLC (74)]. Die Diskre-
panzen hängen vermutlich mit der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Kollektive zusammen. Sicherlich
spielt die Leberzirrhose, wie oben schon erwähnt, in die-
sem Zusammenhang auch eine Rolle.

Niereninsuffizienz
Bei Patienten mit fortgeschrittener Niereninsuffizienz
wurden mit den M ikrosäulen-Verfahre n immer wieder er-

höhte HbA,-Werte beobachtet, die nicht durch eine ver-
schlechterte Glucose-Toleranz erklärt werden konnten
(37). Vermutlich wird bei diesen Patienten vermehrt ein
carbamyliertes Hämoglobin gebildet (83), das bei den
gängigen chromatographischen Tests zusammen mit dem
HbA, (83) bzw. HbAic (88) erfaßt wird. Nach Thiele
(71) muß jedoch auch daran gedacht werden, daß die
erhöhten ,-Werte nicht nur auf methodischen, son-
dern auch auf pathophysiologischen Einflüssen beruhen
können. Da bei niereninsuffizienten Patienten die Bildung
von Erythropoetin vermindert ist, kann die Erythrozyten-
Bildungsrate bei normaler Erythrozyten-Lebensdauer
vermindert sein. Häufig wird in solchen Fällen auch eine
Anämie beobachtet. Dies kann, wie oben schon beschrie-
ben, zu einem erhöhten Anteil älterer Erythrozyten im Blut
führen und damit auch zu erhöhten Werten von HbAic
bzw. HbA,.
Tab. 5 ist zu entnehmen, daß erst bei Serum-Creatinin-
werten über 5 mg/dl deutlich erhöhte HbA,-Werte ge-
messen werden (63).

Patientenvorbereitung, Probennahme und Stabilität
Eine besondere Vorbereitung des Patienten ist nicht erfor-
derlich. Tageszeit, Körperlage, Stauung, venöse oder ka-
pillare Blutentnahme haben keinen Einfluß auf die Werte.
Dies liegt daran,
- daß die Konzentration der stabilen glykosylierten Hä-
moglobine sich innerhalb mehrerer Tage praktisch nicht
verändert und,
- daß die Werte auf die Gesamt- Hämoglobinkonzentra-
tion bezogen werden (z. B. % HbA,), weshalb pro-
bennahmebedingte Veränderungen der Hämoglobin-
Konzentration (Fehler bei der Gewinnung von Ka-
pillarblut, Einfluß von Stauung und Körperlage) keine
Rolle spielen.
Bei Verfahren, die durch das labile HbA! beeinflußt wer-
den, können allerdings wegen der postprandial erhöhten
Blutzuckerwerte etwas höhere HbA,-Werte gemessen
werden.
Die Stabilität der Proben hängt von der Probenaufbe-
reitung, Lagerungstemperatur und dem Meßverfahren ab
(84).
Für die gängige Mikrosäulen-lonenaustauschchromato-
graphie empfiehlt sich die Verwendung von EDTA- oder
Heparin-Blut. Bei +2 bis +8°C kann dieses Probenma-
terial 12 Tage gelagert werden, bei Raumtemperatur 3-
4 Tage (85,86). Ein Versand mit der Post ist deshalb ohne
weiteres möglich (85). Vor allem im Sommer wäre jedoch
ein gekühlter Transport empfehlenswert, da die HbA,-
Werte bei stärkerer Temperaturbelastung ansteigen (84).

Tab. 5: Verhalten des HbA·, (in % des totalen Hämoglobins) bei verschiedenen Schweregraden der Niereninsuffizienz
Aus: H. K. Stummvoll et al., Wien. Meö. Wschr. 130, Suppl. Nr. 64 (1980). 16-18

Plasma-
Creatinin
(mg/dl)

%HbA!

Kontroll
Gruppe
n = 106

0,7 9 ±0,11

7,24 ±0,91

Gruppe 1
PKr<2,5
n = 12

1,9 ±0,36

7,42±0,61

Gruppe 2
PKr2,6-5,0
n = 19

3,47 ±0,85

8,03±1,01

Gruppe 3
PKr<5,0
n = 14

9,46 ±2,82

8,96±0,75

Hämodialyse G
Glukose-Frei
n = 20

11, 45 ±3,00

10,05 ±2,49

ruppe
Glukose 4,4 g/l
n = 6

12,56±2,74

9,90±1,20
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Schlußbetrachtung
Die Möglichkeit, HbA, im Labor einfach und sicher be-
stimmen zu können, ist eine außerordentliche Bereiche-
rung für die Diabetes-Diagnostik.
Nach Auswertung der mehrjährigen Erfahrungen mit der
Bestimmung von HbA1 läßt sich dieses Urteil fällen, ob-
wohl die heutigen Verfahren noch nicht dem hohen Stan-
dard moderner enzymatischer Tests, wie z. B. der Chole-
sterin- oder der Blutzucker-Bestimmung entsprechen.
Selbstverständlich wären einfachere Verfahren, die auch
automatisierbar sind, wünschenswert Vielversprechende
Ansätze hierfür sind vorhanden (35).
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