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Les outils de surveillance de I'imprégnation glycémique

chez le diabétique

Monitoring tools for glycemic control in the diabetic

Hichem Benghezel

RESUME

Parmi les parameétres couramment mesurés dans un
laboratoire de biochimie et utilisés pour le suivi du
diabete sucré, 1'hémoglobine glyquée en est un
exemple. L'hémoglobine glyquée (HbAic) est un
produit précoce de glycation appelé également
produit d’Amadori. Différentes méthodes de dosage
sont disponibles, mais toutes doivent répondre aux
recommandations de l'International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC). L'HbAic est utilisée
également dans le dépistage du diabéte ; cependant,
dans certaines circonstances particulieres
(hémoglobinose, anémie, grossesse et insuffisance
rénale) son interprétation devient obsoléte. Un
arsenal de paramétres vient alors au secours du
clinicien afin de faciliter le suivi des patients
diabétiques. C'est le cas de la fructosamine qui prend
tout son intérét dans les situations précédentes a
I'exception de l'insuffisance rénale ou l'albumine
glyquée semble étre intéressante. Aux coOtés des
précédents marqueurs, le 1,5-anhydro D glucitol
semble avoir un plus grand potentiel dans le
dépistage du diabéte sucré que dans le suivi de
I'équilibre glycémique. Nous avons mis en revue
I'intérét de ces parametres ainsi que les conditions
pré-analytiques, les principes de dosage et les
interférences analytiques perturbant leurs mesures.

Mots clés : suivie du diabéte sucré; hémoglobine
glyquée; produit d'Amadori; Fructosamine;
Albumine glyquée ; 1,5 Anhydro D glucitol

ABSTRACT

Among the commonly measured biochemical
parameters in laboratories and used for following
diabetes, the glycated hemoglobin is an example.
Glycated hemoglobin (HbAlc) is an early glycation
product, also known as Amadori product. Different
analytical methods exist, but all of them must meet
the recommendations of the International Federation
of Clinical Chemistry (IFCC). The HbA1lc is also used
in diabetes screening, but in some circumstances
(Hemoglobinosis, anemia, pregnancy and renal
failure), its interpretation becomes obsolete. For this
situation other parameters turn out to be useful for
the clinician in order to facilitate the following of
diabetic patients. For example, fructosamine is an
interesting parameter in the previous cases with the
exception of kidney failure in which the glycated
albumin seems more appropriate. Alongside the
previous markers, the D 1.5-Anhydro glucitol appears
to have a greater potential in the detection than the
following of diabetes mellitus. We have reviewed the
interest of these parameters, their pre-analytical
conditions and analytical interferences that could
disturb their measurements.

Keywords: Diabetes monitoring; glycated
hemoglobin; amadori product; Fructosamine;
glycated albumin; 1.5 Anhydro D glucitol.
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INTRODUCTION

Le diabéte sucré est une véritable maladie
épidémique ; les dernieres estimations de la
Fédération Internationale du diabete 2013
(FID) indique que 382 millions de personnes
sont atteintes de diabéte et le nombre de
personnes atteintes de cette maladie est
supposé dépasser les 592 millions dans moins
de 25 ans. Il faut savoir que dans le monde 80%
des personnes diabétiques vivent dans les pays
a faible et moyen revenu. [1]

Un bon controle glycémique est le fer de lance
qui permet au clinicien de réduire les
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complications dégénératives du diabéte, ces
complications sont dues en partie aux adduits
de Maillard (AGE = advanced glycated
endproducts ). Les produits précoces de
glycation ou produits d'Amadori sont les
précurseurs des AGE. Ces produits d'Amadori
sont utilisés comme marqueurs du suivi de
I'imprégnation glycémique chez le diabétique,
I'hémoglobine glyquée (HbAlc) [2] en est
I'exemple type, dosée depuis une quarantaine
d’années dans les laboratoires de biologie
médicale, elle constitue actuellement le
marqueur de référence dans le suivi des
diabétiques de type 1 et 2, elle est largement
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prescrite ; cependant, elle n'est pas utilisable dans les toutes
les situations cliniques. D’autres produits précoces de
glycation viennent la remplacer c'est le cas de la fructosamine
et de I'albumine glyquée.

La fructosamine permet une évaluation de 1'équilibre
glycémique a plus court terme; son dosage souffre
malheureusement d'interférences analytiques [4]. Une
technique de dosage de l'albumine glyquée est décrite et
validée, elle n’est pas encore utilisée en routine dans les
laboratoires en Algérie [5,6].

Le 1,5-Anhydro D glucitol est proposé comme un indicateur
de controle de la glycémie chez les malades hospitalisés par la
Food and Drug Administration (FDA), il semble étre plus apte
a étre un marqueur de dépistage qu'un marqueur de suivie du
diabéte sucré [7].

MECANISME DE LA GLYCATION DES PROTEINES

La glycation est la formation non enzymatique d’une liaison
covalente entre le groupement carbonyle d’un aldose (comme
le glucose) ou dune cétose (comme le fructose) et le
groupement amine libre d'un acide aminé (réaction rapide et
réversible). Il en résulte un produit d’addition hautement
instable en solution aqueuse qui, en perdant une molécule
d’eau, conduit a une base de Schiff.

Toutefois, une isomérisation irréversible de la base de Schiff
donne des produits plus stables; ce sont les produits
d’Amadori a partir d’aldoses (cétosamines) et les produits de
Heyns-Carson a partir de cétoses (aldosamines); Ces
produits subissent d'autres modifications plus complexes
aboutissant a des produits de glycation tardifs (AGE =
advanced glycated endproducts) ou adduits de maillard.
(Figure 1). Ce phénomene physiologique est exacerbé chez les
sujets diabétiques, de nombreuses protéines subissent cette
modification post traductionnelle. (Tableau 1) [8].

NH2
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Base de Schiff Produits d' Amadori

Figure 1. Mécanisme de la glycation non enzymatique des protéines.
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La glycation des facteurs de transcription perturbe le
fonctionnement cellulaire et la glycation des protéines de la
matrice extracellulaire altere les interactions cellule-cellule.
Enfin les protéines glyquées se fixent sur le récepteur RAGE,
ce qui induit une inflammation par stimulation du facteur
transcriptionnel pro-inflammatoire NF-«B (nuclear factor-
kappa Beta)[9].

HEMOGLOBINE GLYQUEE (HbA1c)

L’hémoglobine glyquée, communément appelée HbAlc, est le
produit résultant d’'une réaction de fixation spontanée du
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Tableau 1. Quelques protéines susceptibles de subir la glycation.

Les protéines Collagéne , myéline, fibronéctine,
matricielles fibrine

Les protéines
membranaires

Transporteur du
glucose(érythrocytes), Spéctrine

Les protéines
intracellulaires

Hémoglobine, tubuline, calmoduline ,
cristalline, facteurs de transcription
Les enzymes Cathepsine B, lysozyme, aldose
réductase, aldéhyde réductase,
Sorbitol déshydrogénase, Na+/K+-
ATPase, ,Carbonate déshydratasse
Les hormones Hormone thyroidienne, insuline

Les protéines
plasmatiques

Albumine, Immunoglobuline, Apo A-],
11, Apo B, Apo C-1, Apo E,
Haptoglobine, ferritine , Transferrine,
al-antitrypsine, Plasminogéne,
activateur du Plasminogene
fibrinogeéne ,Fibrine, Antithrombine
III, B2-micro-globuline,
Céruloplasmine

glucose sur la chaine béta de 'hémoglobine A1l , il refléte
I'imprégnation glycémique des 2 a 3 derniers mois précédant
le prélevement.

Différentes méthodes de dosage sont disponibles, la
chromatographie liquide a haute performance avec une
résine échangeuse de cation (HPLC) est incontestablement la
technique de référence du dosage de 1'HbAlc. Les autres
méthodes (Tableau 2) doivent  répondre  aux
recommandations d'ordre analytique d'exactitude, de
reproductibilité (un coefficient de variation (CV) <4 %), de
répétabilité (CV < 3%) et d'étalonnage (avec I'’hexapeptide N-
terminal de la chalne béta de 'hémoglobine) du systéme de
référence international stipulé par I'International Federation
of Clinical Chemistry (IFCC). [2,10]

Tableau 2. Les différentes méthodes de dosage de 'HbAic

Méthodes de Principes Nom commercial
dosage
Basée surla Chromatographie Tosoh G5

modification de la liquide haute pression  Tosoh G8

charge HPLC Menarini HA 8140
Biorad D10 court
Biorad variant II

Electrophorese Hydragel,

capillarys helena

Basée sur la Chromatographie Primus HPLC CLC

modification de d'affinité 3000

structure

Siemens Advia
Roche tiniquant
Roche intégra

Immunochimique
AC monoclonaux

Abbot Architect
La biologie Inhibition de Siemens DCA
délocalisée I'immunoagglutnation 2000
(sang capillaire ) sur Latex Metrika A1C now

Le prélevement s'effectue sur tube hépariné, acide Ethyléne
DiamineTétra-Acétique (EDTA), ou Fluorure. Le jeline n’est
pas indispensable, 'HbA1c se conserve bien 7 jours a +4c, et 1

ans a - 80 c . A température ambiante il apparait un pic
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d'hémoglobine vieillie, il n'est donc pas recommandé de
conserver le prélevement en température ambiante. [11]

L'association américaine du diabete (ADA) recommande un
objectif inférieur a 7% pour les adultes ayant un diabéte de
type 1 [12]. Le risque de micro angiopathie s'éleve de 15 a
30% sil'HbAlc augmente de 1% [11]. Pour le diabéte de type
2, elle recommande une valeur < 6,5% [13-15],
I'augmentation de HbAlc de 7 a 8 % fait élever le risque de
développer une micro ou une macro angiopathie de 17 a 30%
[11].

A ce jour, en Algérie, la mesure de la glycémie reste largement
utilisée pour le dépistage du diabéte et ce malgré sa
sensibilité a I'état de jeline, a I'effort physique et au stress. En
dépit des recommandations de I’ADA, I'utilisation de I'HbA1lc
pour le diagnostic du diabete reste confidentielle, ce qui est
aberrant ,en effet 1'HbAlc fait partie des parametres
disponibles dans les différentes structures hospitalieres et
surtout hospitalo-universitaires du pays, sans parler du
secteur privé. L'ADA fixe le seuil diagnostique de diabete a
une valeur d'HbA1c supérieure a 6,5 % et une limite pour le
pré diabéte a 5,7 % [16].

Des difficultés d'interprétation sont rencontrées chez les
patients porteurs de variante d'hémoglobine (les
hémoglobinoses entrainent une baisse ou une élévation de
I'HbA1C), ainsi que dans certaines situations pathologiques
ou la durée de vie des hématies est modifiée en effet 'anémie,
I'hémolyse, la carence martiale entraine une baisse de
I'HbAlc, l'insuffisance rénale traitée par I'érythropoiétine
majore le taux de I'HbA1C [17]. L’ethnie et L'age de la
grossesse sont des facteurs de variabilité importants sur les
valeurs de 'HbA1c [18]. La vitamine C, la vitamine E, 1'alcool
et certains médicaments comme les salicylés de fagon
chronique, la ribavirine et les interférons peuvent engendrer
également une estimation erronée de I'HbA1c [19,20].

FRUCTOSAMINE OU PROTEINE GLYQUEE

Elle constitue un reflet de la fixation cumulative du glucose
sur les protéines plasmatiques pendant leur présence dans la
circulation. Le dosage des protéines glyquées a été proposé
pour la premiére fois en 1982 [21].

La fructosamine est un marqueur a court terme, qui refléte
I'imprégnation glycémique des 15 a 20 derniers jours ; elle
est essentiellement dosée par une méthode colorimétrique au
Nitro Bleu de Tétrazolium (NBT), au cours de cette réaction la
fructosamine réduit le NBT (incolore) en formazan (de
couleur violette), en milieu alcalin (Figure 2) [22].

PH=T
Fructosamine + Nitro Bleu Tetrazolium (incolore) se—— Formazan (Coloration Vieletie)

Figure 2. Méthode de dosage de la Fructosamine au Nitro Bleu
Tetrazolium

Dans un souci de standardisation, des recommandations
d'ordre analytique ont été formulées par la Société francaise
de Biologie Clinique (SFBC) et I'Association de Langue
Francaise pour I'Etude du Diabete et des Maladies
Métaboliques (ALFEDIAM), le prélevement sur EDTA est
recommandé, en effet cet anticoagulant est un bon
conservateur le paramétre est stable 3 jours a température
ambiante et 2 semaines entre 4 et 8°C, la mesure est réalisée
par spectrophotométrie a 540 nm, 1'étalonnage doit se faire a
I'aide de la polylysine glyquée.
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La mesure de l'absorbance est effectuée aprés 7 minutes
d'incubation, et pendant au moins 3 minutes, l'addition
d’'Uricase (EC 1.7.3.3) améliore la spécificité de la réaction.
[23]. Cependant, des interférences analytiques persistent
dans les situations suivantes : l'ictére (BrbT>50 mg/l),
I'hémolyse (Hémoglobine > 5 g/dl), d'autres interférences
sont constatées avec certains médicaments comme la
méthyldopa, le dobésilate de calcium, I'oxytétracyclin et la
vitamine C. S'ajoute a cela la correction des valeurs de la
Fructosamine par rapport aux protides totaux dans le but de
pallier aux variations quantitatives du taux de protéines
sériques, [5] ce qui rend son interprétation délicate et crée
une méfiance des cliniciens vis-a-vis de ce parametre.

L’intervalle de référence pour les sujets non diabétiques est
de 200 a 280 p mol/L [11]. La fructosamine prend tout son
intérét comme marqueurs de l'équilibre glycémique dans
I'hémoglobinopathie, les hémolyses, les anémies et Ila
grossesse [4,24]. Comme pour I'HbAlc des variations
ethniques sont constatées [25] et des interférences
analytiques sont mises en évidence chez les sujets atteints
d'insuffisance rénale chronique [26].

ALBUMINE GLYQUEE (GA)

Produit de la fixation spontanée du glucose sur I'albumine, il
s'agit d'un marqueur a court terme lié a la demi-vie de
I'albumine. Les dosages des concentrations d'albumine
glyquée dans les milieux biologiques ont été mesurés par
Chromatographie d'échange d'ions [27] par méthode a
l'acide thiobarbiturique [28], par Chromatographie d'affinité
[29], par méthode radio-immunologique [30], par méthode a
I'immuno-boronate [31], une autre méthode
chromatographique qui combine 1'échange d'ions et l'affinité
a été également proposée [32]. Ces méthodes restent longues,
complexes, nécessitant un prétraitement de 1'échantillon, les
rendant non applicables en routine.

Afin de déterminer aisément et rapidement l'albumine
glyquée, une méthode enzymatique automatisable pour le
dosage de I'albumine glyquée a été développée, ou I'albumine
glyquée est hydrolysée en acides aminés glyqués par
digestion enzymatique grace a une protéinase, par la suite la
céto-amine oxydase oxyde les acides aminés glyqués pour
produire du peroxyde d'hydrogéne, dont l'apparition est
mesurée grace a une réaction colorimétrique de type Trinder
[33] (Figure 3).

Protéinase
Albumine Glyquée  ——p Acide aminé glyqué
Cétoamine oxydase
Acide aminé glyqué 402 ——e. 1202 + glucosone + Acide aminé

Péroxydase

H202 + Chromogine p Chromophore

Figure 3. Méthode de dosage de l'albumine glyquée (Protéinase
/Cétoamine oxydase/ Peroxydase)

La concentration de I'albumine est mesurée par la méthode
au bromocrésol (BCP). Pour déterminer le pourcentage de
GA, la valeur retrouvée est mise en rapport avec
I'albuminémie totale ; cette méthode est automatisable sur
7170s (Hitachi, Tokyo, Japon) et sur ADVIA 1650 (Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY); les valeurs
usuelles sont de 11,9 a 15,8%.
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Dans un souci de standardisation, le Comité sur le diabéte
sucré du Japan Indices Society of Clinical Chemistry (JSCC) a
recommandé une procédure de référence pour mesurer la
GA, en effet I'albumine présente plusieurs sites potentiels de
glycation, le comité a déterminé un site précis pour la mesure
de la glycation, qui correspond aux résidus lysines liés au
glucose.

Le prélevement peut étre réalisé sur le tube EDTA, hépariné
ou citraté, le parametre est stable 1 semaine a +4°c,1 mois a -
20 °c et 24 heures a température ambiante. Une bonne
linéarité de cette méthode de dosage est constatée, et 1'essai
ne présent pas d'interférence significative avec le glucose, les
triglycérides (pour des concentrations <10,0 g /1), la
Bilirubine (pour des concentrations <200 mg/1), I'hémolyse
et la vitamine c interférent respectivement de fagon négative
et positive [33].

Une méthode Enzyme Linkied Immu Sorbent Assay (ELISA) en
sandwitch est également disponible, elle utilise un anticorps
monoclonal, A717, qui reconnait spécifiquement les
fragments glyqués dans albumine glyquée, pour cette
méthode de dosage les valeurs usuelles sont de 0,4 a 2,4%
chez l'individu non diabétique et >2,5% chez les diabétiques
non controlés.

La méthode de dosage enzymatique répondant aux exigences
du comité sur le diabete sucré du JSCC semble étre plus fiable
et robuste que la méthode a I'ELISA, donnant a l'albumine
glyquée la capacité d'étre une solution alternative au dosage
des fructosamines [5]. L'albumine glyquée semble é&tre
particuliérement intéressante dans le suivi des patients
diabétiques atteints d’insuffisance rénale chronique et traités
par dialyse [33].

CAS PARTICULIER DE LA 1,5-ANHYDRO D GLUCITOL
(1,5-AG)

Le 1-désoxy de glucose est un polyol métaboliquement inerte,
il a été mesuré et utilisé cliniquement au Japon depuis plus
d'une décennie pour surveiller le contrdle glycémique a court
terme. Dans les conditions physiologiques, 99,9% du 1,5-AG
filtré par le rein est réabsorbé au niveau tubulaire, le glucose
entre en compétition pour la réabsorption tubulaire avec le
1,5 AG et lorsque la glycémie s'éleve le taux de 1,5 AG
diminue, le 1,5 AG refléte ainsi l'imprégnation glycémique
des 24 heures précédant le dosage [8].

Le niveau de 1,5-AG est étroitement associé aux fluctuations
rapides de glucose des 24 h, sa concentration physiologique
dans le sérum est d'environ 12 a 40 pg/ml. Les mesures
effectuées quotidiennement permettent de surveiller
I'équilibre glycémique global, si le niveau de la 1,5AG est
stable ou amélioré ont conclue que 1'équilibre glycémique est
bon, dans le cas contraire une plus grande attention dans la
surveillance de la glycémie, le mode de vie et la gestion
médicale est nécessaire [8].

Le 1,5AG semble avoir un plus grand potentiel que I'HbAlc et
la fructosamine dans le dépistage du diabéte sucré [34];
cependant, en raison des changements dans
I'hémodynamique rénale lors de la grossesse, il est d'une
utilité limitée dans 1'évaluation du diabete gestationnel [8].

Des techniques chromatographiques avec une phase mobile
liquide ou gazeuse couplées a une détection par
spectrométrie de masse sont disponibles, elles restent
lourdes, compliquées, lentes, non applicables en routine [35].

La méthode enzymatique basée sur l'utilisation de la
Pyranose oxydase (PROD) (EC 1.1.3.10) semble étre plus
simple, c'est une enzyme ayant une spécificité envers les
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composés pyranoides comme le 1,5-AG et le glucose. Les
échantillons de plasma sont déprotéinisés a l'acide
trichloroacétique (TCA) puis ils sont introduits dans une
mini-colonne a résine échangeuse avec écoulement a basse
pression, le 1,5-AG sera efficacement récupéré dans 1'éluat
dépourvu des autres oses qui peuvent étre des éventuels
substrats de la pyranose oxydase, le peroxyde d'hydrogéne
issu de cette réaction est mesuré grace a une réaction
colorimétrique aprés action d'une POD (Figure 4).

HO HO
o PROD 0,
oM o (. 4 H202
HO HO
oM S

PEROXYDASE
H202 +Chromogéne

~p Chromophore + H20

Figure 4. Méthode de dosage de la 1,5 anhydro-D-glucitol

L'hyperglycémie (glucose test¢ a 34 g/l) [lictere ( la
bilirubine testée a 230 mg/1), I'hémolyse (Hémoglobine
testée a 9.1 g/1) et I'ajout de la vitamine C (a 18 g/1) n’ont pas
d'interférence avec le dosage, le traitement au TCA et la
chromatographie précédant la Pyranose oxydase semblent
éliminer 'ensemble des interférents [36].

Une autre méthode exclusivement  enzymatique
automatisable disponible sur Hitachi 7150 automated
analyzer utilise également le pyranose oxydase, dans cette
méthode I'élimination du glucose ce fait de facon
enzymatique en utilisant la Glucokinase (EC 2.7.1.2), et un
systéeme de régénération de I'ATP, en effet la glucokinase
convertit le glucose en glucose 6 phosphate insensible a la
pyranose oxydase. Le prélévement est effectué sur le tube sec,
il se conserve bien 1 semaine a + 4°c. Des interférences
d'ordre analytique sont constatées pour des valeurs de
bilirubine directs > 215 mg/l, de la bilirubine libre > 175
mg/1 (ictere) et de I'hémoglobine > 5 g/1. Les triglycéride et la
vitamine c interférent peu avec le dosage de méme que
Fructose, le maltose, le saccharose, le lactose, le sorbitol, et le
mannitol, néanmoins le galactose interféere de fagon
remarquable (prendre des précautions dans l'interprétation
des résultats chez les patients ayant une hyper galactosémie)
[37].

CONCLUSION

Au cours des dernieres décennies, notre compréhension et
notre prise en charge du diabéte sucré ont largement
progressé grace au dosage des produits d'Amadori. Le dosage
de 1'HbA1C est devenu routinier dans la pratique de la
diabétologie clinique, sa mesure a amélioré le controle
glycémique des patients. Bien que peu spécifique, la
fructosamine est un parametre alternatif a 'HbA1C dans les
situations au cours desquelles la durée de vie des globules
rouges ou le métabolisme de I'hémoglobine est modifié, il
permet de fournir des renseignements sur I'équilibre
glycémique sur une période de temps moins longue que
I'HbAlc. L'albumine glyquée a fait l'objet de nombreuses
études notamment au Japon ou la fructosamine n'est pas
pratiquée, il semble étre plus intéressant chez les patients
diabétiques dialysés. Parce que la demi-vie de 1'albumine et
des autres protéines sériques est plus courte que celle de
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hémoglobine, les concentrations de fructosamine et de
I'albumine glyquée change plus rapidement que celle de
I'HbAlc, ce qui permet a l'albumine glyquée et aux
fructosamines d'étre des indices du contréle glycémique a
n'appartenant pas aux produits
d'Amadori, la 1.5 -AG est un marquer a temps réel du controle
de la glycémie il est plus utile lorsque des changements au

moyen terme.

Enfin,

jour le jour de la glycémie sont surveillés (Tableau 3).

Tableau 3. Les outils de surveillance de I'équilibre diabétique

Marqueur du Refléte la Intérét

suivi glycémie

Glucose A un moment Fluctuation du taux de la
donné glycémie

1,5 Anhydo D Des 24h Changement au jour au

glucitol jour de la glycémie

Albumine De 1 mois en Mesure de la glycation a

glyquée moyenne moyen terme

Fructosamine De 1 mois en Mesure de la glycation a
moyenne moyen terme

Hémoglobine De 2-3moisen  Mesure de la glycation a

glyquée moyenne long terme

Déclaration d’intéréts : I'auteur ne déclare aucun conflit

d’intérét en rapport avec cet article.

Messages clés :

L'hémoglobine glyquée, la fructosamine et l'albumine
glyquée sont des produits d'Amadori qui servent de
marqueurs du suivi de l'imprégnation glycémique chez le
diabétique.

N

Considérées comme des marqueurs a moyen terme; la
fructosamine et 1'albumine glyquée sont des alternatives au
dosage de [I'hémoglobine glyquée dans certaines
circonstances physiologiques et pathologiques.

Bien que ne faisant partie des produits d'Amadori, le 1,5-
Anhydro D glucitol est utilisé lorsque des changements au
jour le jour de la glycémie sont surveillés.

L'éviction des erreurs pré analytiques et analytiques liées
au principe de dosage de chaque marqueur permet une
évaluation correcte et fiable de l'imprégnation glycémique
chez les individus diabétiques.
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