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Zusammenfassung:

Ein kommerzieller Kit (Glyc-Hb®) zur affinititschromatographischen Bestimmung glycierter Hémoglobine
kann ohne Anderung der Anwendungsvorschriften zur Ermittlung des Glycierungsgrades der Serumproteine
eingesetzt werden.

An 197 Serumproben gesunder Personen wurden die Mittelwerte, Standardabweichung, Normalverteilung
der Daten und die Referenzintervalle fiir glycierte Serumproteine ermittelt, wobei zur Proteinbestimmung in
den Séuleneluaten die UV-Absorption bei 280 nm und eine Coomassie Blau-Methode verwendet wurden. Die
Albuminkonzentrationen wurden immunturbidimetrisch bestimmt. Folgende Daten wurden fiir die glycierten
Serumproteine erhalten (Werte fir die Coomassie Blau-Bestimmung in Klammern): Mittelwert 3,61%
(3,38 %), Standardabweichung 0,79 (0,68), Median 3,58 % (3,42 %), 0,95 Vertrauensintervall des Mittelwertes
3,50-3,72% (3,28-3,47 %), oberes Referenzlimit 5,16 % (4,70 %} mit dem empfohlenen 0,9 Konfidenzintervall
von 5,0-5,32 % (4,56-4,84 % ). Die Werte fiir glyciertes Albumin sind: Mittelwert 2,62 %, Standardabweichung
0,63, 0,95 Konfidenzintervall des Mittelwertes 2,563-2,71 %, Median 2,53 %, oberes Referenzlimit 3,85 % (3,72=
3,98 %). Die Daten der glycierten Serumproteine sind normal verteilt.
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Summary:

A commercial kit (Glyc-Hb®) used for the affinity chromatographic estimation of glycated haemoglobins is
suited for the determination of glycated serum proteins without changing the original instructions.

From 197 serum samples of healthy persons the main values, standard deviations, medians and reference
ranges are evaluated employing 280 nm UV absorbance and a Coomassie Blue reagent for total protein deter-
mination in the column eluates. Albumin concentrations were determined by immunoturbidimetry. The fol-
lowing data were obtained (values for Coomassie Blue estimates in parentheses): Mean 3.61 % (3.38 %), stan-
dard deviation 0.79 (0.68), median 3.58% (3.42 %), 0.95 confidence interval of the mean 3.50-3.72% (3.26—
3.47 %), upper reference limit 5.16.% (4.05%) with the recommended 0.9 confidence interval of 5.0-5.32 %
(4.564.84 % ). Values for glycated albumin were: mean 2.62 %, standard deviation 0.63, 0.9 confidence inter-
val of the mean 2.53-2.71 %, median 2.53 %, upper reference limit 3.85 % (3.72-3.98 % ). The data for glycated
proteins fit a Gaussian distribution.
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Einleitung

Der Glycierungsgrad der Serumproteine ist ein Parame-
ter zur mittelfristigen Beurteilung der Stoffwechselsitua-
tion beim Diabetes mellitus.

Zur Bestimmung der glycierten Serumproteine stehen
zwei Methoden dem klinisch-chemischen Labor zur Verfi-
gung, der Fructosamintest und die Affinitdtschromatogra-
phie mittels an Agarose gekoppelten Aminophenylboron-
. saurederivaten. Wahrend lber den Fructosamintest eine
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umfangreiche internationale Literatur existiert, ist {iber
die Eignung der Aminophenylboronséure-Affinitétschro-
matographie zur Ermittlung des Glycierungsgrades der
SerumeiweiBe zwar (iberwiegend beflirwortend, aber
nicht sehr umfangreich berichtet worden (1).

Die Affinitatschromatographie zur Bestimmung glycierter
Hamoglobine (GHb) ist Dank kommerzieller Kits gut eta-
bliert. Deshalb war der Gedanke naheliegend, einen kom. -



merziellen Kit (Glyc-Hb, Merck) unter Beibehaltung der
Anwendungsvorschrift fir Hdimoglobin. zur Bestimmung
glycierter Serumproteine zu verwenden (1). Die mitgeteil-
ten Ergebnisse waren Anlal, das Referenzintervall der
Methode aus einer gréeren Zahl stoffwechselgesunder
Probanden zu ermitteln. Da die UV-Spektrometrie bei 280
nm zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Sau-
leneluaten im klinisch-chemischen Labor nicht (blich ist,
wurden zum Vergleich Eiweif3bestimmungen mit einer
Coomassie Blue-Methode durchgefiihrt. Die Albuminkon-
zentrationen in den Sauleneluaten wurden immunturbidi-
metrisch bestimmt.

Material und Methoden

Probandenmaterial: 197 Seren von stoffwechselgesun-
den Probanden, davon 18 Blutspender (Serumglucose-
werte 55 bis 126 mg/dl).

Bestimmungsmethoden: Die Affinitdtschromatographie
wurde an Glyc-Hb-Saulen (Merck, Darmstadt), wie fir die
Bestimmung glycierter Himoglobine beschrieben, durch-
gefiihrt. 0,05 ml Serum wurden auf die Sdulen aufgege-
ben.

Die Gesamteiweif3-Konzentration in den Eluaten wurde
mittels UV-Spectrometrie bei 280 nm in 1-cm-Kivetten
bestimmt. Parallel dazu wurde die EiweiBBkonzentration
mit dem Coomassie Blau-Reagenz (Pierce, Rockford, Ill.)
ermittelt.

Die Albuminkonzentration wurde immunchemisch unter
Verwendung des Turbiquant-Albumin-Tests (Behring-
werke, Marburg) bestimmt.

Qualitdtskontrolle: Je zwei Saulen des Glyc-Hb-Kits wur-
den zur Bestimmung der intraseriellen (zweimal je 6 Be-
stimmungen/Tag) und interseriellen (je zwei Bestimmun-
gen an 10 aufeinanderfolgenden Tagen) unter Verwen-
dung eines Sammelserums von drei Blutspendern be-
nutzt.

Statistische Auswertung: Aus den Analysenergebnissen
wurden die Mittelwerte + Standardabweichungen (x *
sd) und die Mediane ermittelt und die Daten auf Normal-
verteilung gepriift. Zum Vergleich wurden die Daten mit-
tels der linearen Regressionsanalyse miteinander vergli-
chen (2). Die Referenzbereiche wurden entsprechend (3)
definiert.

Ergebnisse und Diskussion

Préazision und Richtigkeit: Die Reproduzierbarkeit, ausge-
drickt als Variationskoeffizient; ermittelt an zwei Séulen,
betrug innerhalb einer Serie 6,9 und 7,3%. Der interse-
rielle Variationskoeffizient betrug 7,7 und 10%. Damit
wurden die Ergebnisse der vorangegangenen Studie (1)
bestétigt. .

Wertedarstellung: Die statistische Auswertung der mit
dem Glyc-Hb-Kit erhaltenen Daten glycierter Serumpro-
teine von 197 gesunden Personen ist in Tabelle 1 darge-
stellt. Die Referenzlimits wurden unter- Vereinbarung ei-
nes Vertrauensintervalls von 0,9 fir die Quantilen = 0,025
und 1- = 0,975 (Referenzbereich 0,95) berechnet. Die er-
haltenen Daten fiir die glycierten Proteine sind normal
verteilt. Deshalb ist die Anwendung parametrischer Me-
thoden (3) erlaubt.

Fur die Diabetikerbetreuung sind nur die oberen Refe-
renzgrenzen von interesse.

Tab.. 1: Ergebnisse der Bestimmung glycierter Proteine mit der
Aminophenylboronséure-Affinitdtschromatographie (Glyc-Hb®)
an 197 Serumproben gesunder Personen

MeBmethodik der Protein-
konzentrationen der Sauleneluate
Parameter uv Coc i Alb
(280 nm) Blau
Mittelwert x 3,61 3,38 2,62
Standarddbweichung sd 0,79 0,68 0,63
Median x 3,58 3,42 2,53
Minimum 1,53 1,61 0,95
Maximum 5,37 4,95 4,77
Normalitatstest '
Schiefe —0,1262 —0,1064 0,56
Wélbung —0,6382 —0,4655 0,86
PriifgroRRe 3,87 2,15 16,70
Normalverteilung ja p<0,001 ja p<0,001 ja p<0,01
0,95 Konfidenzintervall 3,50-3,72 3,28-3,47 2,53-2,70
fur den Mittelwert
Unteres Referenzlimit 2,06 2,05 1,39
1,90-2,22 1,91-2,19 1,26-1,52
Oberes Referenzlimit 5,16 4,70 3,85
5,00-5,32 4,56-484 3,72-3,98
x+2sd 5,19 4,74 © 388
Angaben der Protei i in %

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, da3 mit dem Mittel-
wert plus zweifache Standardabweichung die obere
Grenze ebensogut beschrieben wird wie durch die An-
wendung quantilenbezogener Auswertungsverfahren.

Die UV-Spektrometrie kann durch die Coomassie-Me-
thode zur Proteinbestimmung in den Séauleneluaten er-
setzt werden.

Die Regressionsanalyse der Daten UV-Spektrometrie (y)
vs Coomassie Blau-Proteinbestimmung (x) entsprechen
folgender Gleichung.

y = 1.86 + 0.52 x
r = 0.74; B = 0.55; p <0.001 fur r;
r = Korrelationskoeffizient: B = Bestimmtheitsmaf3.

Die Werte fiir das glycierte Albumin (x) stehen zu den gly-
cierten Gesamtproteinen in den durch die folgenden Re-
gressionsgleichungen ausgedriickten Beziehungen.

UV-Spektrometrie (y)
y = 2.45 + 0.44 x
r = 0.49; B = 0.24; p <0.001;

Coomassie Blau-Methode (y)
y = 1.94 + 0.55 x .
r = 0.51; B = 0.26; p <0.001.

Beim Vergleich verschiedener Proteinbestimmungsme-
thoden ist zu beriicksichtigen, daR auftretende Unter-
schiede von den differenten Mechanismen abhéngen, die
zum Proteinnachweis genutzt werden. So besitzt Albumin
eine im Vergleich zu anderen Plasmaproteinen hohe Farb-

_stoffbindungskapazitat, aber einen geringen Tyrosin- und

Tryptophangehalt, der der UV-Spektrophotometrie bei
280 nm zugrunde liegt.

Der Mittelwertsvergleich und die Bestimmung der Refe-
renzgrenzen zeigen, daB beide Methoden zur Evalu-
jerung des Glycierungsgrades der Serumproteine geeig-
net sind. )

Aus der individuellen Variabilitdt der Albuminkonzentra-
tionen erklart sich auch die maRige Korrelation der im-
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munchemisch bestimmten Daten zu den Werten der Ge-
samteiweibestimmungen. Uber die Bestimmung des
Albumingehalts in den Sé&uleneluaten ist der Glycie-
rungsgrad ebenfalls zu ermitteln. Jedoch erbringt die auf-
wendigere und teure immunchemische Albuminbestim-
mung flr die angestrebten Aussagen keine Vorteile (1).
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