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Résumé : La valeur sémiologique de I'hémoglobine Alc (HbAlc) en tant que marqueur rétrospectif cumulatif de
I'équilibre glycémique chez le patient diabétique est prise en défaut en cas d’hémoglobinopathie. La présence
d’'une hémoglobine anormale engendre des problemes méthodologiques en raison des interférences provoquées
dans la plupart des dosages, mais surtout perturbe le processus normal de glycation de 'HbA en HbAlc, et
provoque souvent un certain degré d’hémolyse, trés variable et impossible a quantifier. Cet article passe en revue
les problémes méthodologiques et sémiologiques relatifs a la présence de formes anormales de I'hémoglobine et
propose une conduite a tenir standardisée en cas d’hémoglobinopathie.

Mots-clés : HbAlc — Hémoglobinopathies — Dosages —
Interférences — Diabéte sucré.

ARTICLE

La valeur sémiologique de I'némoglobine Aic (HbA1c)
comme marqueur rétrospectif et cumulatif de I'équilibre
glycémique chez les patients diabétiques est
conditionnée, sur le plan de I'hémoglobine, par deux
facteurs physiologiques : une durée de vie normale des
hématies (120 jours) et une synthése normale de
I'hnémoglobine (97 a 99 % d'HbA, alpha2beta?).

Si l'un de ces deux parametres est modifié,
l'interprétation du dosage d'HbA;c devient au minimum
délicate et au maximum impossible. C'est le cas au
cours des hémoglobinopathies, dans lesquelles les
anomalies structurales de I'némoglobine peuvent
s'accompagner d'une certaine instabilité, responsable
d'un degré variable d’hémolyse, et ou le dosage de
I'HbA;. est perturbé par la présence du variant
d'hémoglobine et de ses formes glyquées, tant sur le
plan analytigue que sémiologique. La fréquence de
rencontre de ces situations n'est pas négligeable en
France, quoique assez variable en fonction de facteurs
géographiques et de répartition ethnique des
populations. Les problemes posés sont assez souvent
évoqués ou reconnus avec les hémoglobinopathies les
plus fréquentes (S et C), mais beaucoup d'autres
mutations non rares peuvent créer certaines difficultés,
comme les formes D, les J, les O-ARAB et les HOPE,
pour ne citer que les plus fréquentes. Le probléme n'est
pas nouveau [1], mais aucun consensus minimal sur la
guestion n'a jamais été trouvé. Le but de cet article est
de mettre en avant les difficultés rencontrées lors du
dosage d'HbA;. chez le patient diabétique porteur d'une
hémoglobinopathie, et de proposer une conduite a tenir
en pareil cas. Ces considérations s'appliquent avant tout
aux sujets hétérozygotes, mais la surveillance de
patients porteurs d'une mutation homozygote ou d'une
double mutation peut étre extrapolée a partir de celles-
ci. De méme, la conduite a tenir proposée peut étre
étendue aux troubles affectant la régulation de la
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synthése de I'hémoglobine (persistance de [I'HbF,
thalassémies).

En effet, ces différentes situations peuvent générer deux
sortes de problemes : physiopathologiques (hémolyse
et/ou stimulation anormale de la production,
modifications de la glycation et formation éventuelle de
produits glyqués différents) et techniques (interférences
diverses, ou prouvées méconnues).

Problemes physiopathologiques liés a
une hémoglobinopathie

Le premier, et probablement le principal probleme,
méme s'il n'est pas le plus apparent, est lié a I'hémolyse
qui accompagne les différentes hémoglobinopathies.

L'hémoglobine subit, comme toutes les protéines de
l'organisme, les modifications liées a la glycation non
enzymatique, dés les stades érythropoiétiques, puis tout
au long de sa présence dans le courant circulatoire [2].
Le processus étant cumulatif, le taux d'HbA;c. des
hématies les plus agées est plus élevé que celui des
plus jeunes [3], et la mesure effectuée sur un échantillon
de sang total tient compte du renouvellement équilibré
des globules rouges et de I'hémoglobine. Il s'agit en fait
d'une valeur résultante de I'équilibre entre réactions de
synthese/dégradation de I'némoglobine et réactions de
glycation non enzymatique. Des modeéles
mathématiques ont été proposés pour décrire ce
métabolisme [2, 4, 5].

La conséquence pratique est que toute modification de
la durée de vie des hématies, toute situation d'hémolyse,
entrainent une perturbation de ce renouvellement
équilibré, et que la destruction prématurée des
érythrocytes les plus &agés, contenant les formes
d'hémoglobine les plus intensément glyquées, diminue
les valeurs d'HbA;c trouvées [6]. Il en est plus
généralement de méme pour toute hémorragie ou
spoliation  sanguine  importante, entrainant  un
rajeunissement global de la population érythrocytaire en
quelques jours, ainsi que pour tout traitement stimulant
la synthése d'hémoglobine. Une situation comparable
est également observée en cas dantécédents
transfusionnels proches, liés ou non a une
hémoglobinopathie. De plus, on peut noter que
I'ensemble de ces phénoménes peut s'accompagner
d'une élévation transitoire de I'HbF, voire de I'HbA; de
facon tres limitée, mais on peut admettre que les
perturbations apportées au dosage sont presque
toujours négligeables, du moins tant que les élévations
restent modestes (< 5 %).

La présence d'une hémoglobinopathie ne constitue donc
gu'un cas particulier mais démonstratif de ce cadre
général, et impose les mémes précautions
d'interprétation. Principalement, I'hémolyse qui peut en
résulter, dont le degré est difficile a évaluer et parfois
variable selon les phases de la maladie, est de nature a
fausser le résultat d'HbAsc.

Le second probléeme est d'ordre métabolique. Si la
glycation de I'HbA en HbAi. a été étudiée de fagon
approfondie [2, 4, 5, 7], la glycation des variants l'a
beaucoup moins été, sauf pour les cas les plus
fréquents [8, 9], et il n'existe pas de preuve
expérimentale formelle permettant d'affirmer que la



cinétique de glycation de tous les variants soit identique
a celle de I'HbA. Les conclusions établies a propos de
I'HbA1: ne sont probablement pas transposables aux
formes glyquées des variants, et on sait peu de choses
d'une possible compétition entre les différentes formes
d'Hb pour la glycation [10].

A la limite, on peut atteindre des situations paradoxales
lorsque l'extrémité N-terminale de I'hémoglobine est
touchée. Ainsi, I'Hb Raleigh, dans laquelle la valine N-
terminale de la chaine beta de la globine est substituée
par une alanine acétylée, ne peut-elle plus étre glyquée
a ce niveau. Pourtant cette modification conféere a la
molécule la méme charge que celle de I'HbA, et donc
le méme comportement physico-chimique [11-13]. Une
mutation de la valine N-terminale des chaines beta
caractérise également I'hémoglobine Niigata [14]. Dans
de tels cas, toutes les méthodes de dosage de I'HbA;,
ou méme de I'hémoglobine glyquée dans son ensemble,
peuvent étre prises en défaut, puisque le site majeur de
glycation est inaccessible ou modifié.

Problémes techniques liés a une
hémoglobinopathie

Les problémes techniques sont les plus fréquemment
évoqués [14-18], surtout si I'on dispose d'une méthode
capable de mettre en évidence la présence d'une
hémoglobine anormale (chromatographie d'échange
ionique et électrophorése). Cependant, certains variants
peuvent passer inapergus en raison de leur faible
différence de propriétés  physico-chimiques ou
immunologiques par rapport a I'HbA. Les techniques
utilisant l'affinité (en colonnes ou automatisées) et les
techniques immunologiques (sous réserve que I'épitope
reconnu par l'anticorps ne soit pas situé dans la zone de
mutation) ne semblent pas affectées sur le plan
analytique [18, 19], mais, dans tous ces cas, la mesure
effectuée ne correspond pas a I'HbA. stricto sensu. Les
méthodes d'affinité dosent I'ensemble des formes
glyguées de [I'hémoglobine, et les méthodes
immunologiques évaluent la glycation des extrémités N-
terminales de chaines de globine, dont certaines
peuvent différer de la chaine beta normale.

Dans tous les cas, on risque d'ignorer que l'on est en
présence d'un variant, ce qui ne permet pas d'évoquer
les problemes physiopathologiques envisagés plus haut,
et conduirait a une interprétation erronée du résultat
rendu.

Conduite a tenir

En pratique, le probléme est d'abord de détecter la
présence de [I'hémoglobine anormale, ensuite
d'interpréter ou non les résultats.

Détection de I'hémoglobine anormale

Les méthodes de chromatographie d'échange ionique
utilisant la chromatographie liquide haute performance
(CLHP), voire la chromatographie liquide basse pression
(CLBP), permettent de détecter les variants les plus
courants. HbS et HbC sont le plus souvent identifiées
par les analyseurs présents sur le marché, alors que les
autres variants sont généralement élués sous forme d'un
pic surnuméraire séparé mais non identifié, dont la
présence doit toujours étre prise en compte, car elle doit



conduire a poursuivre lidentification jusqu'au stade
définitif, ainsi qu'a vérifier le bien-fondé du calcul
automatique [20]. Il existe cependant des exceptions,
dans lesquelles le variant coélue avec I'HbA, ou I'HbA;..
S'il coélue avec I'HbAi., les valeurs sont tellement
incompatibles avec les possibilités physiopathologiques
(par exemple plus de 40 % d'HbAic) que le diagnostic
est immédiatement évoqué [13, 17, 21]. Cette situation
extréme est rarement rencontrée, et I'anomalie peut étre
plus difficile a détecter si le variant est élué avec I'HbA,.
C'est le cas de I'HbD, assez fréquemment rencontrée,
dont I'élution est assez voisine de celle de I'HbA. Elle
peut passer inapercue si les valeurs d'HbA;c sont
vraisemblables. Le taux rendu est cependant trés
notablement abaissé. Quant aux formes glyquées du
variant, elles peuvent migrer a tout endroit du
chromatogramme, en amont, avec ou en aval de I'HbA;¢,
suivant leur charge. Elles peuvent également étre
totalement masquées par I'HbA,, dont elles majorent la
valeur. Certes, les valeurs obtenues sont souvent assez
proches de celles qui seraient trouvées en présence
d'HbA;. seule, et ce d'autant plus que la proportion de
variant par rapport a I'Hb totale est plus faible. Elles sont
cependant inexactes et peuvent conduire a une
mauvaise appréciation de I'équilibre glycémique, dont la
surveillance doit étre tres rigoureuse.

Les méthodes électrophorétigues donnent des
renseignements comparables, avec plus ou moins
d'efficacité selon leur capacité de résolution. En
revanche, les techniques de chromatographie d'échange
ionique en minicolonnes ne permettent généralement
pas cette détection, a moins que I'élution ne soit
vraiment anormale et que l'opérateur ne la surveille
effectivement de visu. Ces méthodes devraient
cependant étre de moins en moins employées [22, 23].

Les autres techniques ne permettent pas de mettre en
évidence directement la présence du variant.

Les méthodes immunologiques ne sont sensibles a la
présence du variant que si |'épitope concerné est
reconnu. Le plus souvent, l'anticorps reconnait un site
n'impliguant pas la mutation, et les valeurs obtenues
sont proches de celles qui seraient trouvées en
présence de véritable HbA;.. Cependant, comme on l'a
déja mentionné, la valeur obtenue en cas
d'hémoglobinopathie n'est pas une valeur d'HbAg,
puisque la structure de la globine, et en particulier celle
des chaines beta, est modifiée, et renvoie aux réserves
évoquées plus haut en termes physiopathologiques.

Les méthodes par affinité, qui dosent toutes les formes
d'Hb glyquée, ne sont pas affectées
méthodologiquement par la présence d'un variant.
Toutes les fonctions amines modifiées par glycation sont
reconnues. Mais, & encore, les calculs habituellement
utilisés pour corriger la valeur trouvée et I'extrapoler en
valeur d'HbA;., valables si la structure de I'hnémoglobine
est normale, sont ici plus douteux.

Lorsque la présence du variant n'est pas évidente ou
impossible & détecter en raison de la technique,
l'attention du biologiste doit étre attirée par toute
anomalie de forme et/ou de temps d'élution des pics en
CLHP ou CLBP, et évidemment par un taux d'HbA;; peu
vraisemblable (trop bas ou, le plus souvent, trop élevé).
De méme, des résultats incompatibles obtenus avec
plusieurs méthodes (CLHP et dosage immunologique,



par exemple), peuvent également révéler 'anomalie. Sur
le plan hématologique, l'attention peut étre attirée par
une simple numération globulaire assortie du calcul des
paramétres érythrocytaires, et, en cas de suspicion de
I'existence d'un variant, la recherche peut étre
complétée par l'appréciation plus quantitative de I'age
moyen de la population érythrocytaire (réticulocytes,
HFR), et par une étude de [I'hémoglobine en
isoélectrofocalisation et/ou électrophorése en agarose a
pH acide. L'attention du clinicien est parallelement
alertée par une éventuelle discordance entre le résultat
d'HbA; et les autres éléments du bilan de surveillance
diabétique, comme l'autocontrbéle glycémique [24]. Ces
situations imposent d'évoquer le diagnostic d'une
anomalie quantitative et/ou qualitative de I'hnémoglobine
et de mettre en route sa caractérisation.

Interprétation du résultat

Lorsque I'hémoglobinopathie est prouvée, il convient de
prendre la décision convenable concernant la
surveillance glycémique du patient considéré par
I'HbA1.. On se trouve en effet placé devant un des cas
ol la durée de vie des globules rouges peut étre
modifiée, de fagcon impossible a quantifier, car variable
selon les affections, les patients et les stades de la
maladie. L'hémolyse peut cependant étre mise en
évidence ou étayée par des dosages d'haptoglobine ou
de parametres hématologiques (hématocrite, numération
des globules rouges et surtout des réticulocytes, volume
globulaire moyen). Il est possible de considérer que, si
I'hnémolyse est chronique et constante, et si le patient est
suivi avec la méme méthode de dosage d'HbAi, les
résultats peuvent étre comparés d'une fois sur l'autre, le
patient étant son propre témoin [16]. On peut aussi
envisager, a l'extréme limite, de se servir comme
référence d'un ou de plusieurs membres de la méme
famille porteurs de la méme affection, sous réserve
qu'il(s) ne soi(en)t pas diabétique(s). Il convient d'insister
sur le caractere impératif de conserver la méme
technique : un méme échantillon peut fournir des
résultats trop élevés avec une technique CLHP donnée,
et trop bas avec une autre [14, 25]. C'est dire le coté
aléatoire de cette détermination. On accepte alors l'idée
que le chiffre fourni ne reflete plus la période
habituellement explorée mais une période spécifique a
chaque patient. On pose également comme préalable
que la présence du variant ne modifie pas la cinétique
de glycation de I'HbA,, et que sa propre glycation est
comparable [26]. Les chiffres habituellement considérés
comme valeurs seuils ne peuvent plus étre retenus.

Cette conduite, qui suscite la plus grande réserve,
s'applique a toutes les méthodes de dosage, pourvu
gu'elles répondent par ailleurs aux criteres de qualités
requis et qu'elles soient standardisées [22, 23, 27].

Dans le cas ou la méthode permet de mettre en
évidence le variant et sa forme glyquée, parallelement a
I'HbA et a I'HbA;. s'il s'agit d'une forme hétérozygote, il
est tentant d'effectuer une réegle de trois afin de
rapporter I'HbA;; a 'HbA, sans tenir compte du variant. Il
s'agit d'une manceuvre aléatoire qui présuppose que la
séparation de tous les pics est aussi performante que
dans le cas d'un échantillon de composition normale (ce
qui est loin d'étre évident). Ce type d'opération parait
trés risqué et mérite d'étre considéré avec une absolue
réserve. Un travail méritoire de la littérature a établi des



valeurs de référence des hémoglobines glyquées en cas
d'HbS et HbC [28]. Cependant, non seulement son
intérét diminue avec le temps puisque de nouvelles
techniques non testées dans cette étude apparaissent
alors que d'autres sont abandonnées, mais encore les
auteurs concluent que linterprétation des résultats
obtenus est déconseillée, en raison des nombreux
facteurs interférant dans le renouvellement des
hématies.

Solutions de remplacement

Une solution alternative peut étre de doser les
fructosamines plasmatiques, dont les variations sont
totalement indépendantes de la présence d'une
hémoglobine anormale [29]. Il est évident que le
renseignement obtenu est différent, puisque les
fructosamines intéegrent une période plus courte
d'équilibre glycémique (2 a 3 semaines au lieu de 4 a 6
semaines). Par ailleurs, on ne dispose pas, a I'heure
actuelle, d'étude de taille comparable a celles menées
pour I'HbA;., permettant d'établir des seuils
diagnostiques ou d'intervention. Cependant, quelques
récentes publications ont montré que de telles valeurs
pourraient étre définies [30, 31], d'autant mieux que les
biologistes peuvent  disposer de  techniques
standardisées et que des valeurs de référence ont été
établies il y a plusieurs années par le groupe de travail
correspondant de la SFBC [32, 33]. Le manque de
familiarisation avec ce test peut cependant parfois
rendre linterprétation délicate, et wune bonne
collaboration clinico-biologique apparait nécessaire. Le
dosage des fructosamines ne doit, en tout état de cause,
gu'étre entrepris dans de bonnes conditions et dans des
situations  spécifiques. Le prélevement  peut
éventuellement étre transmis a un autre laboratoire pour
cette détermination. Le dosage peut étre réalisé sur le
méme tube que celui qui a été utilisé pour le dosage de
I'HbA1c, ce qui évite un nouveau prélévement.

La présence d'une hémoglobinopathie engendre donc
des modifications physiopathologiques et des problemes
techniques rendant tres difficile, et souvent pratiquement
impossible l'interprétation correcte des dosages d'HbA;c.
Le biologiste et le clinicien doivent étre attentifs a la
détection de ces pathologies, et préférer, le cas échéant,
I'évaluation de I'équilibre glycémique par la mesure des
fructosamines. Les valeurs seuils thérapeutiques
habituellement retenues pour I'HbA;1. sont de toute fagon
inutilisables dans ce cas.

CONCLUSION
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