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L'EVALUATION DE L'HEMOGLOBINE A;c (HbA) est utilisée en pratique quotidienne au cours de la
surveillance du diabéte sucré [1, 2]. Son caractére indispensable pour le suivi et sa popularité, auss bien auprées des
diabétol ogues que des patients, ne doivent pas cacher les difficultés qui ont présidé ala mise en place de ce paramétre
dans les laboratoires, et qui continuent a se manifester a I heure actuelle. On accorde, en effet, une grande importance
aux modifications des valeurs d'HbA ;. pour adapter le traitement, et a un échelon plus large, pour apprécier le risque
de survenue de complications dégénératives. Cependant, I'HbA. est une molécule complexe, dont I'évaluation
correcte en pratique quotidienne est délicate, et, pendant longtemps, la réalité technique du dosage n'a pas été en
rapport avec I'importance de I'utilisation clinique faite des résultats. Cette discordance s explique par des raisons
historiques, des raisons méthodol ogiques, et des raisons structurales. Pour mériter sa place d’étalon or dans le suivi du
diabete sucré, I'HbA . doit bénéficier d’ une évaluation irréprochable. Quelques progres restent a faire. Nous passerons
en revue les différentes étapes de I’évaluation de I'HbA . depuis sa découverte, les méthodes disponibles et leurs
performances, et |es opérations de standardisation.

L'HISTOIRE DE L'HBA;c remonte a la fin des années 60. On a en effet mis en évidence, a cette époque, une
hétérogénéité structurale insoupconnée de I’hémoglobine humaine, due a la fixation de résidus glucidiques simples.
Différentes fractions ont été alors isolées, et nommées en fonction de leur comportement en chromatographie
d'échange cationique faible. La plus abondante, I'HbA ., a été isolée et caractérisée. Cette découverte a suscité un
intérét croissant lorsqu’ on a démontré un parallélisme entre |’ augmentation de cette forme d’ hémoglobine dans le sang
des patients diabétiques et le degré de | hyperglycémie [3, 4]. L’ hypothése qu’ un dosage d’ HbA ;. pouvait constituer un
marqueur de I’ équilibre glycémique a été émise, puis vérifiée. Par la suite, les études cliniques, dont celles du Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) puis celles de I'UKPDS (UK Prospective Diabetes Study), ont confirmé
I'intérét de ce test dans le suivi du diabéte, aussi bien de type 1 que de type 2. La corrélation entre la qualité de
I’ équilibre glycémique, évaluée par I'HbA, et |’ apparition de diverses complications dégénératives a été établie [5, 6].

Un chemin considérable a été parcouru en trente ans, mais la route a été relativement chaotique. Pour comprendre les
difficultésinhérentes a ce paramétre, certaines particularités structural es doivent étre soulignées.

L'HBAc est le résultat d’ une réaction générale connue sous le nom de glycation non enzymatique des protéines, qui
désigne la fixation post-traductionnelle d'oses simples ou de leurs dérivés sur les fonctions amines des protéines
(fig. 1). L'HbA,. n'est qu'un cas particulier de cette réaction, et ne constitue pas la seule forme d’hémoglobine
glyquée: I'HbA peut en effet étre glyquée sur d'autres sites, notamment sur des résidus lysine des quatre chaines de
globine. De méme, I'HbA ;. peut exister sous diverses formes, suivant qu'une ou deux extrémités N-terminales des
chaines B de la globine sont glyquées. Ces modifications donnent donc lieu a la formation de nombreuses formes
glyquées de I’hémoglobine. On réserve le nom d' HbA;. a I'hémoglobine qui a fixé du glucose a I'extrémité N-
terminale des chaines 3. Le groupe des HbA; correspondait a I’ensemble des hémoglobines ayant fixé un ose, quel
gu'il soit, a la méme extrémité. Quant au terme d’HbA,, il indique qu’aucune glycation n'a eu lieu sur ce site, ce qui
n’empéche pas que d autres sites puissent étre glyqués. La notion d’hémoglobine glyquée totale regroupe toutes les
formes de I’ hémoglobine ayant fixé un résidu de glucose, sur quelque site que ce soit (fig. 2). Il s'applique aussi aux
autres formes mol éculaires de I’ hémogl obine.
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FIG. 1. — LESETAPES DE LA GLYCATION NON-ENZYMATIQUE DES PROTEINES.
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FIG. 2. — HETEROGENEITE DE L’HB GLY QUEE (SEULE UNE CHAINE BETA EST REPRESENTEE).
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Ces modifications post-traductionnelles tardives, et en particulier la glycation sur I'extrémité N-terminale des
chaines 3, modifient significativement les propriétés physico-chimiques (charge) et immunologiques de |I” hémoglobine.
Ces particularités ont permis la caractérisation et le dosage de la forme majeure de I’ hémoglobine glyquée, I'HbA .
Malheureusement, les méthodes qui ont été développées en grand nombre au cours des années 70 n’' évaluaient pas
toutes le méme paramétre. Certaines évaluaient I'HbA ;. de fagon spécifique, d’autres les HbA; dans leur ensemble,
d'autres encore I"hémoglobine glyquée totale [7]. De cette multiplicité de méthodes, liée elle-méme a la multiplicité
des formes structurales de I"’hémoglobine glyquée, est né un sentiment de confusion, dans la mesure ou les chiffres
obtenus étaient forcément différents selon les méthodes, puisgue le paramétre évalué était variable.

A I'aube de I’an 2000, la situation s'est simplifiée. On peut distinguer deux grands types de méthodes de dosage de
I"hémoglobine glyquée : celles qui dosent spécifiquement I'HbA ., et celles qui évaluent I'hémoglobine glyquée totale
(tableau I). Pendant longtemps, on a également utilisé des techniques dosant I'HbA; dans son ensemble, fraction
hétérogéne. Ces méthodes n’ont plus de raison d’' étre employées, constituant uniquement un facteur de dispersion des
résultats.



TABLEAU |. — METHODES DE DOSAGE DE L’'HEMOGLOBINE GLY QUEE EN 2000

METHODES DOSANT SPECIFIQUEMENT L'HBA ¢
PROPRIETES PHY SICOCHIMIQUES
CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE IONIQUE (MINICOLONNES, CLBP,

CLHP)

ELECTROPHORESE
PROPRIETES ANTIGENIQUES
DOSAGES IMMUNOCHIMIQUES
METHODES DOSANT L'HB GLYQUEE TOTALE
AFFINITE POUR L’'ACIDE BORONIQUE ET DERIVE
CHROMATOGRAPHIE (MINICOLONNES, CLHP*)
DOSAGE AUTOMATISE (CAPTURE D’ IONS)
CLBP: CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE BASSE PRESSION ;

CLHP : CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE ;
* TECHNIQUE NON DISTRIBUEE EN FRANCE.

OUTRE LE FAIT QUE LES METHODES MISES EN (BUVRE POUR LE DOSAGE DE L'HBA ¢ utilisaient des
principes différents, il s'est vite avéré que ces méthodes n’ étaient pas équivalentes. Plusieurs opérations de contréle de
qualité, menées au niveau national par I’Agence du Médicament (ex-Laboratoire National de la Santé, désormais
AFSSPS : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) et la Société Francaise de Biologie Clinique
(SFBC), ont mis en évidence de grandes différences de performance des méthodes. Si certaines étaient parfaitement
acceptables pour I’ utilisation en biologie clinique, d’autres ne I’ étaient absolument pas. Plus encore, dans un méme
groupe de techniques, le composé évalué et les performances pouvaient étre tres différentes. Par exemple, les
techniques de CLHP, qui éluent des espéeces chimiques différentes dans le pic intitulé HbA ;. en fonction de leurs
caractéristiques propres, peuvent fournir des résultats de qualité tres inégales. Ces études ont également montré une
confusion dans les valeurs de référence et dans |’ interprétation des résultats [8, 9].

Dans ce contexte, il s'est avéré nécessaire de standardiser les dosages d’ hémoglobine glyquée en France. Fin 1997,
la SFBC a mis en place un groupe de travail, qui a rapidement pris contact avec I’ ALFEDIAM et |a Société Francaise
d’ Endocrinologie, afin d'établir un nécessaire dialogue entre cliniciens et biologistes. La formulation de
recommandations a d{ prendre en compte la situation internationale. Deux groupes de standardisation travaillent depuis
plusieurs années. Le premier est le groupe américain du NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program),
le second un groupe de I'lFCC (International Federation of Clinical Chemistry, qui regroupe les sociétés de biologie
clinique nationales). Malgré une stratégie globale distincte, les deux groupes privilégient la notion de standardisation
des méthodes par rapport a des systemes de référence bien caractérisés. En particulier, il est maintenant parfaitement
admis d'effectuer un calcul d'HbA;,, méme si la méthode utilisée ne dose pas stricto sensu ce paramétre. Ceci n’est
évidement possible que pour des techniques possédant des caractéristiques analytiques suffisantes en matiere de
précision, mais c'est |’ acceptation théorique préalable de la possibilité de calcul qui a permis les différentes démarches
de standardisation.

L’ACCORD A ETE TROUVE RAPIDEMENT POUR LE CONSTITUANT A DOSER, L'HBA ¢, définie comme
une molécule d'HbA ayant fixé au moins un résidu de glucose a I’ extrémité N-terminale d'une chaine B. Il s'agit en
effet d’un composé a structure définie, de métabolisme connu, et dont I'intérét a été validé par des études cliniques
[10].

Les principales divergences portent sur le choix du systéme de référence. Le groupe NGSP utilise un systéme de
référence en CLHP, et des préparations d' hémoglobine purifiée. Grace a celui-ci, il a dga certifié un grand nombre de
méthodes via un réseau de laboratoires agréés. Il préconise des résultats chiffrés étayés par les études cliniques du
DCCT, avec un intervalle de référence compris entre 4 a 6 p. 100 de I"hémoglobine totale, et des seuils décisionnels
définis. On a reproché a cette démarche I’ utilisation d'une technique de référence qui ne dosait pas spécifiquement
I"'HbA .. Le pic chromatographique obtenu par la méthode de référence n’est en effet pas pur a 100 p. 100 [11]. C'est
cette raison qui a conduit le groupe IFCC a adopter un systéme de référence plus élaboré, utilisant une méthode de
CLHP en phase inverse couplée a une détection par spectrométrie de masse ou par éectrophorése capillaire. La
structure dosée est |I"hexapeptide N-terminal de la chaine 3 de la globine, obtenu par digestion enzymatique de
préparations d’ hémoglobine purifiée. La validation de cette technique et la constitution d’un réseau de laboratoires sont
en cours [12-14]. Le probléme majeur lié a cette approche, cependant plus internationale que la précédente, est que les
valeurs obtenues sont plus basses que les valeurs des études du DCCT. Si ce systéme de standardisation était retenu
dans I"avenir, il faudrait qu’un facteur de correction soit appliqué, afin que les limites actuellement admises puissent
continuer a étre appliquées. Dans |e cas contraire, une nouvelle confusion s gjouterait aux précédentes.

Compte tenu de ces données, des recommandations concernant le dosage de I'HbA ;. ont été émises par e groupe de



travail dela SFBC [15], et leur pertinence discutée avec |es sociétés savantes de Diabétologie [16].

1) Tous les résultats d’hémoglobine glyquée doivent étre rendus sous forme de taux dHbA;, exprimé en
pourcentage d’ hémoglobine totale, al’ exclusion de tout autre mode d’ expression.

2) LESMETHODES UTILISEES DOIVENT SOIT DOSER DIRECTEMENT L'HBA ¢, soit pouvoir étre corrélées
a une méthode de référence dosant I’ HbA ., afin de corriger les valeurs brutes.

3) Les techniques utilisées dans les |aboratoires doivent étre reliées a une méthode de référence recommandée par les
sociétés scientifiques internationales : NGSP - DCCT ou IFCC. Il appartient aux biologistes de s'informer auprés des
fournisseurs des conditions d’ étalonnage de leur méthode, et d’exiger de ceux-ci un document de certification, qui leur
aura été fourni soit par le NGSP -DCCT soit par I'lFCC.

Ces recommandations avaient pour but de favoriser I'utilisation de méthodes fiables, et reliées a un systéme de
référence, et ont fait I’ objet d’ informations aupres des biologistes et des fournisseurs. De fait, et méme si on ne dispose
pas de chiffres récents a I'échelle nationale, on a pu constater, au travers de contrles de qualité ou d’enquétes
régionales, que I'utilisation des techniques se modifiait fortement depuis quelques mois. On assiste a un abandon
progressif des techniques manuelles, utilisant par exemple les minicolonnes d’ échange ionique ou I’ électrophorese, qui,
dans les précédents contréles, donnaient des coefficients de variation extrémement éevés. On note parallélement
I’ augmentation des techniques immunol ogiques et les techniques de CLHP.

Lorsgue la notion de standardisation sera bien ancrée dans I’ esprit des biologistes et des cliniciens comme préalable
indispensable a tout dosage, on pourra s orienter vers les méthodes les plus performantes en matiére de précision [17].
Il n'est en effet pas anodin d' utiliser une technique possédant un coefficient de variation de 2 p. 100 ou de 5 p. 100. On
peut donc penser que, prochainement, le dosage de I'HbA . sera réalisé par des techniques standardisées, avec une
bonne cohérence des valeurs de référence et des résultats rendus entre les laboratoires. Ce point est indispensable a
I’ utilisation correcte du test, d’ores et déja proposé comme indicateur de choix de I'hémoglobine glyquée au cours du
suivi du diabéte de type 2 par les recommandations de I’ ANAES[18].

ENFIN, MEME S| LE TEST HBAc répond a tous les prérequis et toutes les conditions mentionnées, il ne faudra
pas lui demander plus qu'il ne peut donner. Certaines circonstances physiopathol ogiques peuvent affecter les résultats
obtenus, en particulier les anomalies du métabolisme de I"hémoglobine, tant qualitatives que quantitatives
(hémoglobinopathies, anémie), ou la formation d autres produits d addition (Hb carbamylée). Ces pathologies
associées posent des problémes spécifiques qui diminueront toujours le champ d’ application des dosages d'HbA .. De
la méme facon, la nécessité de disposer de dosages rapides d'HbA,. au cours de la consultation spécialisée de
diabétologie devra étre abordée afin de trouver les meilleures solutions, aussi bien pour les biologistes que pour les
cliniciens.

Dans I'attente de I'examen de ces problémes, il convient de poursuivre le travail actuel de standardisation, en
relation avec les organismes internationaux, les sociétés savantes de cliniciens et les fournisseurs, d'intensifier
I"information de tous les professionnels de santé (encore loin d’ étre compléte), et de renforcer la politique de contréle
de qualité, tant au niveau national que régional.
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