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Test im Vergleich

Hemoglobin A - Unimate: A New Immunoassay in Comparison

Silke Radzuweit: 2, Sigrun Pilz3

Zusammenfassung: Zur Bestimmung von Himoglo-
bin A, (HbA|c) stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung. HbA;. kann mit Hilfe der Ionenaus-
tauschchromatographie, der Affinitdtschromatogra-
phie oder mit Immunoassays gemessen werden. In der
vorliegenden Studie wird ein neuer Immunoassay
wunimate* der Hoffmann-LaRoche AG vorgestellt
und mit dem Immunoassay Tina-quant® der Boehrin-
ger Mannheim GmbH und der Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) am Diamat-System der Fir-
ma BioRad Laboratories verglichen. Der neue Test
basiert auf der spezifischen immunturbidimetrischen
Bestimmung von HbA . mit gleichzeitiger photome-
trischer Bestimmung des Gesamthimoglobins. Die
Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung mit
den angegebenen Vergleichsmethoden. Die Variati-
onskoeffizienten liegen interseriell zwischen 1,4% und
3,2% und intraseriell zwischen 1,4% und 3,6%. Der
Immunoassay stellt besonders mit der direkten
HbA -Bestimmung aus dem Vollblut eine interessan-
te Alternative fiir das klinisch-chemische Routinela-
bor dar.

Schlusselworter: Hiamoglobin A, Glykiertes/Blut;
Immunoassay; HPLC; Vergleichsstudie.

Summary: Different analytical methods are available
for the measurement of glycated haemoglobins.
Hemoglobin A (HbA{c) can be.quantified by ion ex-
change, affinity chromatography or immunoassays. In
this study the new immunoassay ‘Unimate’ developed
by Hoffmann-LaRoche AG is evaluated and compa-
red with the immunoassay Tina-quant® from Boehrin-
ger Mannheim GmbH. In addition, results are compa-
red with a high-pressure liquid chromatography
(HPLC) method that was performed with the Diamat
system from BioRad Laboratories. The new method is
based on the specific immunoturbidimetric determina-
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tion of HbA,. in combination with the spectrophoto-
metric measurement of total hemoglobin. In general
the results show a good agreement with the previous
methods. The coefficients of variation ranged from
1.4% to 3.2% under within-run conditions and from
1.4% to 3.6% between different days. The method, es-
pecially the direct HbA;. measurement from whole
blood, represents an attractive alternative for routine
clinical chemistry laboratories.

Keywords: Hemoglobin A, Glycosylated/blood; Im-
munoassay; Chromatography, High Pressure Liquid;
Comparative Study.

urch die Bestimmung der glykierten Proteine im

YBlut kann die Uberwachung des Stoffwechsels
von Diabetikern verbessert werden. Besonders die
Bestimmung der glykierten Hamoglobine als ,,Blut-
zucker-Langzeitgeddchtnis“ hat fiir die Therapieiiber-
wachung in den meisten Kliniken und Praxen einen
festen Platz eingenommen. An der Vielfalt der Be-
stimmungsmethoden zeigt sich die Aktualitdt und das
zunchmende Interesse, schnell und zuverléssig Analy-
senwerte zu erhalten.

Zur Bestimmung der glykierten Hiadmoglobine
HbA; und HbA;. stehen inzwischen mehrere Metho-
den zur Verfiigung. Die angewandten Bestimmungs-
methoden lassen sich entsprechend den MeBprinzipi-
en in vier Kategorien unterteilen: in die Bestimmun-
gen mittels Elektrophorese, Ionenaustauschchromato-
graphie, Affinititschromatographie und immunologi-
scher Verfahren [1]. Zur Zeit wird HbA ;. meist chro-
mati)graphisch oder mit Immunoassays bestimmt
[2-4].

Als Vergleichsmethoden fiir den vorgestellten Im-
munoassay ,,Unimate“ von der Hoffmann-LaRoche
AG (Grenzach-Wyhlen) wurden die Hochdruckfliis-
sigkeitschromatographie (Diamat, BioRad Laborato-
ries, Miinchen) und der immunturbidimetrische Assay
Tina-quant® (Boehringer Mannheim GmbH, Mann-
heim) eingesetzt.

Material und Methoden

Die beiden oben erwdhnten Vergleichsmethoden wur-
den nach den Originalvorschriften angewendet. Der
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Unimate HbA;.-Test (Hoffmann-LaRoche AG) be-
steht aus einem kompetitiven turbidimetrischen Im-
munoassay fiir HbAj;. und einem photometrischen
Test zur Gesamthdmoglobinbestimmung.

Als Analysengerit diente sowohl bei der Boehrin-
ger Mannheim-Vergleichsmethode als auch bei dem
Unimate-Test der Cobas Mira Plus der Hoffmann-La-
Roche AG. Als Untersuchungsmaterial wurde
EDTA-Venenblut eingesetzt, das bis zur Analyse bei
4 °C aufbewahrt wurde. Die Untersuchungen waren
spitestens drei Tage nach Gewinnung der Proben ab-
geschlossen.

Die Bestimmung des HbA;, mit dem Unimate-Test
kann aus dem Himolysat oder auch direkt aus dem
Vollblut erfolgen. Die Proben wurden jeweils einmal
mit Hamolysereagenz versetzt (Hamolysat-Methode)
und einmal direkt gemessen, d. h. der Hamolyse-Vor-
gang ist dabei im Gerit programmiert (Vollblut-Me-
thode). Nach der- Hamolyse erfolgt durch Zugabe spe-
zifischer monoklonaler Antikérper deren Bindung am
B-N-terminalen Fragment von HbA,.. Die ungebun-
denen freien AntikSrper werden mit einem syntheti-
schen Polymer agglutiniert und die Agglutinationsrate
photometrisch bei 550 nm bestimmt.

Das totale Himoglobin wird im gleichen Hamolysat
durch die alkalische Himatin-Methode photometrisch
bei 550 nm bestimmt [3]. Das Endergebnis errechnet
sich aus dem Verhiltnis von HbA;. zum Hb ein-
schlieBlich éines Standardisierungsfaktors zur HPLC
(ermittelt von Hoffmann-LaRoche AG). Als Kalibra-

tor dient ein synthetisches Glykopeptid, welches mit:

der B-N-terminalen Struktur von HbA, vergleichbar
ist. Die Auswertung erfolgt iiber eine mchtlmeare Be-
zugskurve.

Fiir die Qualititskontrolle beim HbAlc-Ummate-
Test stehen neue Kontrollmaterialien (Control N und

Control P, Hoffmann-LaRoche AG), die wie Patien-

Nicht standardisierte Abkiirzungen: HbA;., Hdmoglobin Asc;
HPLC, high pressure liquid - chromatography; Vk, Variations-
koeffizient.

Tabelle 1. Priizision der immunturbidimetrischén Methoden,

Parameter _ Hémolysat Roche Vollblut Roche Boehringer

Intraseriell (n.= 25) ‘Probel Probe 1 Probe 1 Probe Il Probe | Probe Ii
X 83 9,8 6,0 10,46
95%-anfidenzinterva||1) 6 25-6, a2 10 60—10 9 . 5 835 94 971-982 589620  10.19-10,73
s? 02 386 0,144 0,131 0,383 0,656

VK (%) 33 3.6 2.4 S 14 6.4 63
Interseriell (n =16} Control N Control P "~ Control N Control P Precinorm Preclpath
X 51 12,0 51 11,5 54 11,2
95%-Konfidenzintervall® 5,07-5, 16 11,80-1216 505518  11,39-11,63 519671  10.88-1151
s! . - 0072 0,300 - 0,166 0,306 0391 - 0474

Vk (%) B 1.4 25 3.2 2.7 7.2 42

) HpAq-Werte in % des Gesamt-Hamoglobins

tenproben behandelt werden, zur Verfiigung. Fiir den
Boehringer Mannheim-Test werden die entsprechen-
den herstellereigenen Kontrollen Precinorm und Pre-
cipath wie Hiamolysat eingesetzt.

Ergebnisse und Diskussion

Prizision und Richtigkeit

Die Prizision wurde intraseriell mit Humanblutpro-
ben unterschiedlicher HbA.-Konzentrationen (I und
II) und interseriell mit Kontrollmaterial gemessen.
Die Ergebnisse zeigt Tabelle 1. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit den zugehorigen 95%-Konfidenzin-
tervallen sowie die Variationskoeffizienten (Vk) der
verglichenen Methoden.

Es wurden bei der Hamolysat-Methode intraseriel-
le Variationskoeffizienten zwischen 3,3% und 3,6%
sowie bei der Vollblut-Methode zwischen 1,4% und
2,4% ermittelt. Interseriell ergaben sich Koeffizienten
zwischen 1,4% und 2,5% (Himolysat-Methode) bzw.
zwischen 2,7% und 3,2% (Vollblut-Methode).

Fiir die Richtigkeitskontrolle des HbAcAnteils
wurden von der Hoffmann-LaRoche AG fiir Control
N 1nd P die Bereiche 4,36%-5,9% bzw. 9,8%-13,2%
angegeben. Der interserielle Mittelwert von 5,1%
bzw. 11,5% und 12,0% zeigt eine sehr gute Uberein-
stimmung mit den von der Hoffmann-LaRoche AG
angegebenen Mittelwerten von 5,13% und 11,5%.

Die Richtigkeitskontrollen der Boehringer Mann-
heim GmbH lagen auch jeweils im vorgegebenen Be-

" reich. Die ermittelten Variationskoeffizienten sind mit

denen in der Studie von Hamwi et al. (6] angegebenen
Werten von 2,5% bis 6% vergleichbar.

Erwartete Referenzwerte
Bei 12 untersuchten gesunden Probanden ergaben
sich die in Tabelle 2 wiedergegebenen orlentlerenden
Mittelwerte.

Hierbei zeigt sich, daB die Werte der beiden Hoff-
mann-LaRoche-Methoden im Vergleich zur Boehrin-
ger Mannheim-Methode etwas niedriger liegen. Uber
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Tabelle 2 Mittelwerte der Himoglobin Asc-Anteile von 12
Probanden.

Roche Roche Boehringer
Hémolysat Vollblut
% 4,93 5,08 5,69
95%-Konfidenz-
intervall" 4,74-5,12  4,95-5,20 5,45-5,93
s? 0,29 , 378
Vk (%) 6,1 39 6,6

1) HbAsc-Werte in % des Gesamt-Hamoglobins

die Richtigkeit lassen sich keine weiteren Aussagen
treffen, da kein einheitliches zertifiziertes Referenz-
material zur Verfligung steht.

Methodenvergleich

Insgesamt wurden Blutproben von 138 Patienten ana-
lysiert; davon wurden alle Proben mit der Boehringer
Mannheim-Methode und 41 Proben zusatzlich mit den
Ergebnissen der HPLC verglichen. Die Ergebnisse
sind in den Abbildungen 1-5 dargestellt. Die Regressi-
onsanalyse wurde nach der Methode von Passing und
Bablok [7] durchgefiihrt.

In Abb. 1 und 2 ist der mit 138 Proben durchgefiihr-
te Methodenvergleich (Hamolysat- und Vollblut-Me-
thode vs. Boehringer Mannheim-Test als Vergleichs-
methode) dargestellt. Es konnten sehr gute Korrelati-
onskoeffizienten erreicht werden,; fiir die Hamolysat-
Methode fand sich r = 0,96 und fiir die Vollblut-Me-
thode r = 0,97. Das Verhiltnis der Ergebnisse von
Vollblut und Hamolysat (r = 0,97) ist in Abb. 3 ersicht-
lich.

M

In den Abb. 4 und 5 sind die Ergebnisse von Hémo-
lysat und Vollblut denen der HPLC gegentlibergestelit.
Es wurden Korrelationskoeffizienten von r (Vollblut)
= 0,98 und r (Himolysat) = 0,98 ermittelt. Als Ursache
fiir die Tendenz der immunturbidimetrischen Assays
zu etwas niedrigeren Werten ist die erhdhte Spezifitit
zu diskutieren. Die meisten Vergleiche zeigen eine
gute Korrelation zwischen den Methoden. Differen-
zen beruhen einerseits auf den verschiedenen
MeBprinzipien und damit auf Spezifitdtsunterschieden
und zum anderen auf unterschiedlicher Standardisie-
rung.

Eine Beeinflussung durch Sedimentation bei der
Vollblut-Methode ist nicht zu erwarten, da die Mes-
sungen von HbA,. und Gésamt-Hb aus demselben
Himolysat erfolgen (ein Pipettierschritt). Bei Serien-
langen bis zu 15 Proben konnten keine Stérungen be-
obachtet werden. Die manuell hergestellten Hamoly-
sate konnen auch eingefroren werden und liefern noch
nach dem zweiten Auftauen reproduzierbare Ergeb-
nisse.

SchluBifolgerungen

Bei den immunologischen Methoden ,.erkennt* der
verwendete Antikorper ,seine“ Bindungsstelle (die
am Hb-Molekiil gebundene Glucose). Damit beein-
fluBt z. B. durch erhohte Harnstoffwerte oder Nieren-
insuffizienz auftretendes carbamyliertes Hamoglobin
nicht die Ergebnisse, wie es aus HPLC-Messungen be-
kannt ist [8]. Andererseits liefern die immunturbidi-
metrischen Assays fiir HbA;. — wie alle anderen Me-
thoden zur Erfassung des Anteils glykierter Himoglo-
bine — bei Hdmoglobinopathien und anderen Fakto-
ren, die die Erythrozyteniiberlebenszeit verringern
(Anédmien, himolytische Krisen, Blutverlust, Blut-
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Abbildung 1 Methodenvergleich der immunturbidimetrischen As-
says von Boehringer Mannheim (Tina-quant®) und Hoffmann-La-
Roche (Hémolysat-Methode). (----) Winkelhalbierende; ( )
Passing/Bablok-Regression y = 0,42 + 0,87 x; (seseee) Lineare
Reg_ression y=1,1+0,78 x; n = 138, r = 0,96.
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Abbildung 2 Methodenvergleich der immunturbidimetrischen As-
says von Boehringer Mannheim (Tina-quant®) und Hoffmann-La-
Roche (Vollblut-Methode). (----) Winkelhalbierende; ( )
Passing/Bablok-Regression y = 1,01 + 0,75 x; (seeees) Lineare
Regres§ion y=1,1+0,74 x;n =138, r=0,97.
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Abbildung 3 Vergleich der beiden Bestimmungsmethoden von
Hoffmann- LaRoche. (----) Winkelhalbierende; (: ) Passing/
Bablok-Regression y = 0,67 + 0,88 x; (seeees) Lineare Regression
y=0,43+0,90x; n=138,r=0,97.
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Abbildung 5 Darstellung des Methodenvergleichs: Immunoassay
(Voliblut-Methode) von Hoffmann-LaRoche zur . HPLC. (- ~ - -)
Winkelhalbierende; (——) Passing/Bablok-Regression y = -0,48 +
0,85 x; (eeeeee) Lineare Regression y = 0,56 +0,85 x; n =41, r =
0,98.

transfusionen), fragliche Werte. In diesen Fillen sollte
dann die Messung von Fructosamin fiir eine Langzeit-
kontrolle mit herangezogen werden.

Die Prizisionsmessungen fiir die beiden Hoffmann-

LaRoche-Varianten ergaben sowohl intraseriell als
auch interseriell sehr gute Variationskoeffizienten.

Im praktischen Einsatz erwiesen sich die Methoden
als zuverlissig, zeiteffektiv und einfach zu handhaben.
In der Erprobungszeit verliefen die Messungen ohne
Stérungen. Ein groBer Vorteil bei der Hoffmann-La-

Abbildung 4 Darstellung des Methodenvergleichs: Immunoassay
(Hémolysat-Methode) von Hoffmann-LaRoche zur HPLC. (----)
Winkelhalbierende; ( ) Passing/Bablok-Regression y = -0,41
+ 1,01 x; (e0oeee) Lineare Regressiony =-0,16 +0,98 x; n=41,r=
0,98.

Roche-Methode ist die Moglichkeit der Direktanalyse
aus dem Vollblut ohne manuelle Probenvorbereitung
(Himolyse).

Die nach der Boehringer Mannheim-Methode er-
mittelten Ergebnisse liegen systematisch etwas hoher,
was auf die unterschiedliche Standardisierung der
Tests zuriickzufiihren ist. Da keine Referenzmethode
existiert, wird von allen Herstellern empfohlen, eigene
Referenzwerte zu ermitteln.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB es
sich bei der vorgestellten Hoffmann-LaRoche-Metho-
de fiir die HbA;.-Bestimmung um eine zuverldssige
Alternative zur Chromatographie handelt, die in je-
dem Routinelabor leicht durchfiihrbar ist.
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Nach wie vor gilt die Immunfluoreszenztechnik als
das Standardverfahren fiir den Nachweis gewebspezi-
fischer und systemischer Autoantikorper. Die Technik
baut auf dem Nachweis der Antigen-Antikorper-Reak-
tionen auf und zeigt die exakte zelluldre Verteilung der
Antigene. Die Durchfiihrung und Auswertung dieser
Tests erfordert allerdings eine entsprechende Erfah-

rung und ist auch fiir den Geiibten bei selten vorkom-
menden Autoantikdrpern manchmal schwierig. Es
wurde deshalb bereits in der Vergangenheit haufig ver-
sucht, die wichtigsten Fluoreszenzmuster als Interpre-
tationshilfe in Bildbanden darzustellen. Dazu ist eine
hohe Qualitdt der Darstellung erforderlich, die in die-
sem Atlas zweifellos erreicht wird. Fiir den Leser und

besonders den Anwender sind die Immunfluoreszenz- -
Bilder durch die klar sichtbaren antigenen Strukturen

eine wichtige Hilfe bei der Identifikation der Autoan-
tikorper.

Dariiber hinaus ist die unmittelbare Gegeniiberstel-
lung der Immunfluoreszenzfotos und des zugehdrigen
knappen, aber ausreichenden Textteils besonders ge-
gliickt. Die klare Gliederung des Texts in Rubriken
wie Synonyme, Fluoreszenzmuster, Definition der An-
tigene, klinische Relevanz, weiterfiithrende Methoden
etc. bietet die wichtigsten Informationen in kiirzester
Form. Wenn der Wunsch nach detaillierterem Wissen
aufkommen sollte, stehen mehr als 600 Litera-
turhinweise zur Verfiigung.

Die wichtigsten Fakten hinsichtlich der Methode

und deren Modifikationen und nicht zuletzt auch die
Hinweise auf mdgliche Fehler und Probleme sind klar
und verstdndlich dargestellt.

Der ,,Atlas of Immunofluorescent Autoantibodies*
stellt ein diagnostischeés Referenzmanual dar und zeigt
die relevantesten Antigen-Antikérperreaktionen, die
durch Immunfluoreszenzmuster nachgewiesen werden.

Deshalb ist er Arzten und MTLA zu empfehlen, die
mit der Durchfiihrung dieser Technik befaBit sind. Es
ist den Autoren zu danken, daB sie die bildlich nicht

einfach darstellbare Materie in gefélliger und ver-.

standlicher Form prisentiert haben.

Prof. Dr. L. Thomas, Frankfurt am Main
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schen Routinelabor auch auf die HPLC aus.
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scher Krankenhduser. Sie verfii-
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