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Chapitre | :

Introduction — Problématique et intérét de la question



La bilirubine est un produit de dégradation de 'héme contenu dans 'hémoglobine et
les hémoprotéines; elle est largement mesurée dans I'exploration de routine de la
fonction hépatique.

Elle a longtemps été considérée comme un déchet non fonctionnel et le plus souvent,
un signe inquiétant de maladies hépatiques, ou méme une substance potentiellement
neurotoxique. Cependant, il est devenu de plus en plus évident que cette molécule
représente un modulateur important de diverses fonctions biologiques du corps
humain ce qui en fait 'un des antioxydants endogénes les plus puissants (1).

Ainsi, depuis la découverte de son potentiel antioxydant par Stocker et coll. en 1987,
le domaine de la bilirubine a attiré de nombreux chercheurs, entrainant une
augmentation explosive du nombre d’études expérimentales ainsi que des données
cliniques sur le métabolisme de la bilirubine (2).

Les données développées au cours des trois dernieres décennies ont démontré de
maniére convaincante que des concentrations sériques de bilirubine légérement
élevées, comme celles typiquement observées chez les personnes atteintes du
syndrome de Gilbert (SG, hyperbilirubinémie bénigne), peuvent protéger contre
diverses maladies de civilisation généralement accompagnées d’'une augmentation du
stress oxydatif (3).

Il est admis que le stress oxydatif contribue de maniére importante a la pathogenése
de nombreuses maladies de civilisation, y compris les maladies cardiovasculaires,
I'hypertension artérielle, le diabéte, I'obésité, le syndrome métabolique, certains
cancers ainsi que les maladies auto-immunes et neurodégénératives.

Plusieurs travaux de recherches scientifigues ont apporté des preuves sur un lien
possible entre une bilirubine non conjuguée légérement élevée et certains médiateurs
de l'inflammation ainsi qu’une altération du métabolisme des lipides (4,5).

En effet, la bilirubine grace a ses puissantes propriétés antioxydantes, est un piégeur
trés efficace de radicaux peroxyles; elle peut protéger les lipides membranaires de
I'oxydation par ces radicaux.

L’effet protecteur de la bilirubine a également été décrit en étudiant sa relation avec
d’autres facteurs biologiques, comme les parametres du stress oxydatif, et il continue
d’étre de plus en plus étudié dans différentes régions du monde (6).

Cependant, en Algérie, aucune étude sur I'association entre la bilirubine et les
marqueurs biologiques incriminés dans une amélioration de I'état clinique n'a été
rapportée jusqu’a ce jour.

L'hyperbilirubinémie non conjuguée observée dans le syndrome de Gilbert (Gilbert’s
syndrome, GS) de est causée par des mutations génétiques du géne UGT1A1 codant
pour 'enzyme de conjugaison de la bilirubine ce qui entraine une réduction de son
activite.



Le géne UGT1AL est le siege de plusieurs variations qui peuvent altérer la fonction de
I'enzyme et étre a I'origine d'hyperbilirubinémies cliniques. Parmi les variations les plus
étudiées, le polymorphisme homozygote UGT1A1*28 affectant le géne dans sa région
promotrice et la mutation homozygote UGT1A1*6 au niveau de la zone codante du
gene sont les plus courantes dans le syndrome de Gilbert.

Le polymorphisme UGT1A1*28 est le génotype le plus associé au syndrome de Gilbert
dans les populations caucasienne et africaine alors que le polymorphisme UGT1A1*6
est observé chez les asiatiques de I'Est, y compris les Japonais, les Chinois et les
Coréens (7).

Le syndrome de Gilbert a un taux de prévalence compris entre 4 % et 16 %, mais cela
peut varier en fonction des groupes ethniques. Chez les caucasiens, sa prévalence a
été estimée entre 2 et 10 %. Le Japon et I'Asie de I'Est ont une prévalence d'environ
2 %, tandis que I'Inde, I'Asie du Sud et le Moyen-Orient ont des taux allant jusqu'a
20%. (8).

Dans la population Tunisienne le polymorphisme UGT1A1*28 a été rencontré chez
11% de la population alors que 'UGT1A1*6 a été rencontré chez 15.7% de la
population ce qui suggére que la population Tunisienne semble étre hétérogene du
point de vue statut mutationnel du gene UGT1A1 (9).

En Algérie, a notre connaissance, aucune donnée n’est rapportée jusqu’a présent sur
la prévalence des polymorphismes les plus répandus et qui sont en association avec
les hyperbiliribunémies.

Un autre impact du syndrome de Gilbert est apparu au cours des derniéres années
concernant ses implications pharmacologiques, si bien que le génotype UGT1A1*28
est devenu un élément important dans la tolérance aux médicaments (10).

La diminution d'activité¢ de 'UGT1Al, observée dans le syndrome de Gilbert, est
susceptible de modifier le métabolisme des drogues nécessitant une
glucuronoconjugaison par cette enzyme pour étre actives ou éliminées. Cela a déja
été clairement établi pour un certain nombre de molécules comme le paracétamol
et le phénobarbital. C'est le cas également de l'irinotécan, un anticancéreux utilisé
dans le traitement de certains cancers colorectaux métastatiques de I'adulte et qui est
bien connu pour provoquer une toxicité chez les patients atteints du GS (11).

Pour d’autres médicaments comme les agents antiviraux atazanavir et indinavir qui
inhibent 'UGT1Al, certains auteurs ont démontré qu’en présence du variant
UGT1A1*28, les patients développent des degrés variables d'hyperbilirubinémie d’ou
la nécessité d’identifier les patients a risque d’hyperbilirubinémie avant le début du
traitement et diminuer ainsi les épisodes de jaunisse (12,13).

L’émergence de la pharmacogénétique dans la pratique médicale courante et les
données de la littérature ont démontré l'intérét du génotypage de 'UGT1A1 en
thérapeutigue ce qui a permis d’adapter les traitements médicamenteux et leur
posologie, en fonction du statut génétique des patients (14).



L’individualisation des traitements étant particulierement indiquée en oncologie, car
les médicaments utilisés, en particulier les chimiothérapies, présentent un index
thérapeutique étroit et des variabilités interindividuelles. La pharmacogénétique peut
présenter un intérét majeur en routine clinique pour I'optimisation et la sécurisation des
chimiothérapies anticancéreuses, afin d’améliorer la tolérance des patients a ces
traitements tout en préservant une efficacité optimale (15).

En Algérie, les protocoles d’adaptation de posologie en fonction du génotype de
'UGT1A1 ne sont malheureusement pas encore d’'usage courant.

Par ailleurs, chez les nouveau-nés, une population dans laquelle I'hyperbilirubinémie
est fréequente et souvent d'étiologie multifactorielle, 'TUGT1A1 est impliqué en tant que
facteur aggravant dans l'ictére néonatal.

En effet, I'nyperbilirubinémie néonatale peut étre sévere ou prolongée et justifier
I'analyse génétique de 'TUGT1A1 a la recherche des troubles héréditaires qui sont le
syndrome de Crigler-Najjar ou le syndrome de Gilbert.

Certains auteurs ont décrit I'utilité clinique du test génétique de 'UGT1A1 dans
I'hyperbilirubinémie non conjuguée pédiatrique ; en néonatologie, mais également
chez des enfants plus agés pour confirmer une impression clinique du syndrome de
Gilbert (16,17).

Au final I'ensemble de ces données souligne limportance du génotypage de
'UGT1A1. D’une part, il va s'inscrire dans une démarche diagnostique devant diverses
situations comme la découverte d'une hyperbilirubinémie libre isolée non expliquée, la
découverte d'une hyperbilirubinémie au cours d'un traitement ou encore en
néonatologie; le génotypage permettra de définir si 'hyperbilirubinémie est d’origine
héréditaire. D’autre part, le diagnostic moléculaire devrait permettre d'éviter les
procédures de diagnostic invasives et il servira a établir les procédures thérapeutiques
correctes dans une variété de maladies (par exemple, chimiothérapie anticancéreuse).

L’étude biochimique associée a une élévation de la bilirubine libre et I'identification des
polymorphismes de 'UGT1A1 propres a notre population sont les deux approches qui
constituent I'objectif principal de notre recherche.

Nous rapportons la premiere approche génétique sur le géne UGT1Al afin de
déterminer la prévalence des polymorphismes les plus associés au syndrome de
Gilbert. Cela servira comme point de départ pour des études de corrélation
phénotype/génotype et permettra, pour la premiére fois, une caractérisation spécifique
de ces polymorphismes dans la population algérienne.
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.- BILIRUBINE ET HYPERBILIRUBINEMIES :
1.- Définition :

La bilirubine est une famille de pigments biliaires contenant tous une structure
commune de tétrapyrrole asymétrique. Il existe trois grandes classes de bilirubine
dans le sang : la bilirubine non conjuguée (Bu), la bilirubine conjuguée a un sucre (Bc),
et la bilirubine liée de maniére covalente a I'albumine également appelée &- bilirubine
(Bd) ou biliprotéine. La bilirubine a longtemps été associée aux pathologies hépatiques
et aux conditions hémolytiques et est supposée posséder peu ou pas de fonction
biologique (18).

2.- Structure chimique :

La bilirubine est un composé tétrapyrroligue de formule CssH3sN4Os. La bilirubine
naturelle est appelée IXa, 4Z, 15Z. Cette notation indique qu’elle est dérivée de
lisomére IX de la protoporphyrine, lisomére retrouvé dans I'héme et les
hémoprotéines comme I'hémoglobine par clivage du macrocycle de la porphyrine au
niveau du carbone du pont a et que l'arrangement stéréochimique au niveau des
carbones des ponts 14 et 15 est en configuration Z. Cette structure stéréochimique est
particuliere, tous les groupes hydrophiles sont impliqués dans de fortes liaisons
hydrogéne ce qui transforme la molécule en une molécule fermée avec une
conformation en forme de tuile de créte. Cette configuration bloque I'exposition des
groupes polaires de la molécule aux solvants aqueux et du carbone du pont central a
I'attaque des réactifs diazoiques, et est donc a la base du comportement hydrophobe
de la bilirubine et de sa lente activité diazoique (19).
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Fig. 1 : Structure chimique de la bilirubine naturelle IXa, 4Z, 15Z (18)



3.- Métabolisme de la bilirubine:

Le métabolisme comprend principalement 4 étapes : production, captation par le foie,
conjugaison hépatocytaire et excrétion.

3.1. - Synthése de la bilirubine :

Le corps humain produit approximativement 4 mg/kg de bilirubine par jour soit 200 &
300 mg. Environ 80% de cette bilirubine est dérivée de la dégradation de ’'hémoglobine
dans les érythrocytes (les érythrocytes sénescents principalement, une plus faible
partie étant dérivée des érythrocytes nouvellement formés ainsi que d’autres sources
telles que ’hémolyse intravasculaire). Le reste de la production quotidienne provient
du renouvellement des protéines de 'héme telles que les isoenzymes du cytochrome
P450, la myoglobine, etc.

Au bout d’environ 120 jours, les globules rouges sénescents sont phagocytés par les
macrophages du systeme réticulo-endothélial. Au cours de ce processus
I'hnémoglobine est dégradée en globine et en héme, un tétrapyrrole cyclique. La globine
subit une protéolyse, et 'héme est ensuite dégradé par un processus enzymatique
impliquant plusieurs étapes.

La premiére étape implique le systéme héme oxygénase dont l'activité représente
I'étape limitante du catabolisme de 'héme. L’action de cette enzyme consiste a cliver
le pont a- méthyléne du cycle tétrapyrrole de I'héme pour générer la biliverdine 1Xa, le
monoxyde de carbone et le fer. Un clivage sur un site autre que le carbone a, en plus
faible mesure, est possible. Il en résulte la formation d’autres isomeéres dont 'isomere
IXB retrouvé dans I'urine du nouveau-né et dans le méconium. La biliverdine IXa est
ensuite réduite par une enzyme cytosolique, la bilirubine réductase, en bilirubine IXa.
Cette bilirubine est apolaire, elle se lie a des transporteurs du plasma sanguin dont
I'albumine qui 'achemine jusqu’au foie (20).
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Fig. 2 : Formation de la bilirubine (19).



3.2.- Captation par le foie :

La bilirubine est absorbée par I'hépatocyte a travers la membrane sinusoidale apres
dissociation de I'albumine.

Le mécanisme exact de I'absorption hépatocytaire n’étant pas clair, il semble étre
médié par des protéines. Au moins 4 transporteurs d’anions organiques dont la
bilirubine et la bromosulfophtaléine (BSP) ont été décrits : La Bilitranslocase, la
protéine de liaison a la bilirubine/BSP (BBBP), la protéine de liaison aux anions
organiques (OABP) et le polypeptide de transport d’anions organiques (OATP) en
particulier OATP1B1 et OATP1B3.

Une fois a lintérieur de I'hépatocyte, la bilirubine est principalement liée a des
protéines cytosoligues appartenant a la famille des glutathion-S-transférase A
(ligandine) et une petite partie est liee a la protéine de liaison des acides gras.
Similairement a ce qui est observé au niveau sérique, cet état lié de la bilirubine

maintient un niveau faible de bilirubine libre qui est potentiellement toxique (21).
3.3. - Conjugaison de la bilirubine au niveau hépatique :

Dans les hépatocytes, la ligandine achemine la bilirubine au réticulum endoplasmique.
Dans ce dernier, la bilirubine est conjuguée dans une liaison ester avec des fragments
de sucre donnés par les sucres de I'Uridine diphosphate (UDP).

La conjugaison est catalysée par I'UDP glucuronyltransférase (UDP-GT), une enzyme
codée par le gene UGT1Al.Dans cette réaction, une ou deux molécules d’acide
glucuronique sont couplés aux groupes carboxyles de I'acide propionique des chaines
de bilirubine dans une liaison ester donnant la bilirubine monoconjuguée et
diconjuguée.

L'estérification rompt les liaisons hydrogene intramoléculaires ouvrant ainsi la
molécule et rend les bilirubines conjuguées (Bc) plus hydrosolubles permettant leur
excrétion dans la bile (22).

3.4. - Devenir de la bilirubine conjuguée et cycle entérohépatique:

Le glucuronide de bilirubine formé quitte le réticulum endoplasmique, il est transporté
dans le cytoplasme et diffuse a travers I'une des deux surfaces de I'hépatocyte. A la
surface canaliculaire, la bilirubine conjuguée est excrétée dans la bile contre un
gradient de concentration par lintermédiaire d'un transporteur membranaire
canaliculaire multidrug resistance-related protein (MRP2), également appelé ABC-C2,
appartenant a la famille de I'adénosine triphosphate (ATP) binding cassette.

Les conjugués sont incorporés dans des vésicules biliaires qui passent avec la bile
dans lintestin, puis au colon, ou elles sont réduites sous l'action des enzymes
bactériennes en un mélange de substances : I'urobilinogéne, I'urobiline, la stercobiline
et la stercobilinigéne.



La majorité de I'urobilinogene produit dans le cblon est éliminé dans les selles sous
forme de stercobiline.

Une petite fraction de I'urobilinogéne subit une déconjugaison principalement par les
enzymes bactériennes ; la 3 glucuronidase et redonne de la bilirubine non conjuguée.
Cette derniére pourrait étre réabsorbée par I'intestin et excrétée par les reins sous
forme d’urobiline.

Une partie du stercobilinogéne, de l'urobiline et de la bilirubine conjuguée est
réabsorbée par l'intestin, passe dans le sang et retourne au foie pour continuer leur
transformation a I'origine de la circulation entéro-hépatique (18,23,24).
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Fig. 3 : Métabolisme de la bilirubine (25).



4. - Méthodes de dosage :

Les méthodes utilisées pour mesurer la bilirubine circulante ont progressé au cours
des 50 derniéres années. Celles-ci ont évolué a partir de l'utilisation de réactifs
colorants dont I'acide sulfanilique, en passant par la méthode enzymatique a la
bilirubine oxydase jusqu’a la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et
la bilirubinométrie transcutanée non invasive.

Connue sous le nom de réaction diazo, la réaction de la bilirubine avec l'acide
sulfanilique diazoté a été découverte par Ehrlich en 1883 et appliquée a la mesure de
la bilirubine dans le sérum et la bile par van den Bergh et Muller en 1916 (26).

Ces derniers ont observé que la réaction était lente dans les sérums de nourrissons
atteints de jaunisse et a nécessité un accélérateur pour se poursuivre ; tandis que la
réaction était rapide dans les sérums adultes et dans la bile sans addition d’éthanol ce
gui a conduit aux termes de bilirubine directe et indirecte respectivement.

La méthode au colorant diazoique est la plus largement utilisée actuellement dans les
laboratoires de biologie médicale. Elle permet de quantifier les taux de bilirubine
directe (principalement des glucuronides de bilirubine) ou bilirubine totale (comprenant
non conjuguée, liée a l'albumine et les glucuronides de bilirubine) lorsque des agents
solubilisants sont ajoutés (27, 28, 29, 30, 32).

4.1.- Méthodes utilisant une diazoréaction :

Elles sont basées sur le couplage de la bilirubine avec un composé diazoique. Dans
cette réaction le diazoréactif, acide sulfanilique diazoté, réagit avec la bilirubine pour
produire deux fragments azodipyrroliques colorés et mesurables par
spectrophotométrie ; leurs couleurs étant rouge-violet & pH neutre et bleu a pH faible
ou élevé. Van den Bergh et Muller ont appliqué cette réaction a la quantification de
bilirubine dans le sérum, ils ont décrit la fraction de bilirubine qui a réagi avec le réactif
diazoigue en absence d'un accélérateur (alcool) comme la fraction directe de bilirubine
et ils ont utilisé le terme de bilirubine indirecte pour la différence entre la bilirubine
totale (trouvée apreés l'ajout d'alcool au mélange réactionnel) et la fraction directe de
bilirubine.

De nombreuses variantes de la méthode de Van den Bergh et Muller ont été
développées. Les modifications ont concerné I'agent de diazotation, la nature de
l'accélérateur, le pH de la diazoréaction et le pH du milieu de lecture.

Différents types d'accélérateurs sont utilisés pour faciliter la réaction de la bilirubine
non conjuguée (indirecte) avec le réactif diazoique. Certains sont des compétiteurs
comme la caféine et la diphylline. D'autres, agissent en dénaturant la protéine, ce qui
modifie la liaison albumine-bilirubine tout en augmentant la solubilité du pigment dans
le milieu de diazoréaction ; c'est le cas du méthanol ou de [I'éthanol. Le
Dimeéthylsulfoxyde occupe une place a part, il agit en augmentant la solubilité de la
bilirubine dans le milieu de réaction et permet une diazoréaction rapide (26,31, 33, 39).
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4.1.1.- Méthode de Malloy-Evelyn:

Malloy et Evelyn ont introduit le méthanol comme accélérateur, il réagit avec la
bilirubine totale dans le sang pour former un composé de couleur rose a rouge-violet
dont 'absorbance sera mesurée a 540nm.

Parmi les inconvénients de cette méthode ; la turbidité due a la précipitation des
protéines par le méthanol ce qui peut conduire a des résultats par défaut et un temps
de réaction long. C’est pourquoi cette méthode a pratiquement été abandonnée (34,
40, 54).

4.1.2.- Méthode a la caféine benzoate :

Cette méthode a été décrite par Jendrassik et Grof en 1938 et modifié ultérieurement
par Doumas et ses colléegues (35,56).

Dans cette technique, une solution aqueuse de caféine et de benzoate de sodium sert
d'accélérateurs dans la réaction diazoique pour la détermination du taux de bilirubine
totale.

Le mécanisme d’action qui a été retenu pour rendre cette réaction possible serait que
la caféine et peut-étre le benzoate, déplace la bilirubine non conjuguée de ses sites
de liaison sur l'albumine. Ceci implique la formation de liaisons hydrogene entre la
bilirubine et la caféine rendant donc la bilirubine soluble dans I'eau, ou la formation de
complexes et perturbation des liaisons hydrogéne internes de la bilirubine.

Cette méthode a été développée par the Committee on Standards of the American
Association for Clinical Chemistry et accréditée par the National Reference System for
the Clinical Laboratory (67).

La méthode implique I'ajout de tartrate alcalin a la fin de la réaction, ce qui déplace les
maximums d'absorbance des produits azodipyrrole de 530 nm a 600 nm.

L'avantage de cette méthode est qu'elle n'est pas affectée par les changements de
pH, qu'elle peut maintenir une sensibilité optique méme a de faibles concentrations de
bilirubine et qu'elle n'est pas sensible a des concentrations élevées de protéines.
Certaines modifications supplémentaires de cette méthode comprennent la
substitution de la dyphylline a la caféine, les réactifs contenant de l'acétate de
dyphylline ou de la caféine-acétate-benzoate ont un rendement identique dans les
valeurs de bilirubine totale dans les sérums humains.

Dans d'autres méthodes, de l'acide ascorbique ou de l'iodure de potassium est ajouté
pour éliminer I'exces de réactif diazonium, car un exces de réactif diazonium dans le
systeme réactionnel provoquera la décomposition du produit (35).
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4.2.- Méthodes de chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

Ces meéthodes ont permis une séparation et une quantification simultanée des
différentes fractions de bilirubine dans le sérum (38). Plusieurs méthodes HPLC sont
disponibles ; la premiére a été développée par Lauff et ses collégues (82).

Dans cette méthode les quatre fractions de bilirubine restent en solution aprés une
étape qui consiste a relarguer les globulines avec du sulfate de sodium. Les valeurs
de bilirubine totale mesurée dans le sérum par cette méthode concordaient bien avec
ceux obtenus par une méthode modifiée de Jendrassik-Grof.

Cette méthode présente cependant certains inconvénients dont la nécessité de
prétraiter le sérum pour éliminer les globulines peut entrainer une perte variable de Bs,
la méthode est insensible aux concentrations de bilirubine totale inférieures a 1 mg/dl
(17 ymol/L) et est trop laborieuse pour une analyse clinique de routine.

Dans la méthode de Blanckaert (131) les conjugués de bilirubine sont convertis en
esters méthyliques de bilirubine par transestérification catalysée par une base dans le
méthanol suivi d'une extraction au chloroforme.

Cette procédure a permis de récupérer les fractions de bilirubine a-, B- et y mais la
fraction &-bilirubine n’a pas été détectée car elle a été éliminée avec les protéines
sériques dénaturées suite a I'extraction au chloroforme.

Une méthode HPLC simple et rapide a été publiée par Adachi et al (135) cette méthode
ne nécessite pas de relargage des globulines ou la transformation chimique des
conjugués de bilirubine.

Cette méthode sépare la bilirubine sérique en cing fractions ; la cinquieme fraction
étant le photoisomere Z,E ou E,Z de la bilirubine est éluée entre le monoglucuronide
et la bilirubine non conjuguée.

La HPLC a servi a élucider la nature de espéces de bilirubine naturellement présentes
dans le sang ou formées lors de la photothérapie chez les nouveau-nés.

La connaissance du pourcentage de chacune des fractions de bilirubine dans le sang
n'a aucune valeur diagnostique c’est pourquoi la HPLC n’apporte que peu ou pas
d'aide au médecin dans le diagnostic différentiel des ictéres.

Une méthode d'électrophorése capillaire pour mesurer les différents types de bilirubine
ont été développés par Wu et ses collaborateurs (136).
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4.3.- Méthodes enzymatiques :
4.3.1.- Méthode a la bilirubine oxydase :

Le développement des méthodes enzymatiques pour mesurer la bilirubine a été rendu
possible par la disponibilité de la bilirubine oxydase (BOX), enzyme isolée d'un
champignon Myrothecium verrucaria. Celle-ci catalyse I'oxydation de la bilirubine en
biliverdine par I'oxygene moléculaire sans formation de peroxyde d’hydrogéne.

Bilirubine + 1/2 02 —_BoxX o Biliverdine + H20

A un pH proche de 8 et en présence de cholate de sodium et de dodécylsulfate de
sodium (SDS) les quatre fractions de bilirubine sont oxydées en biliverdine qui est
ensuite oxydée en produits violets et finalement incolores. La diminution de
l'absorbance liée a la disparition de la bilirubine est proportionnelle a la concentration
de bilirubine totale.

Les taux d'oxydation des différentes fractions de bilirubine dépendent du pH du
meélange réactionnel et de la présence d'agents tensioactifs.

A un pH allant de 3,7 & 4,5 I'enzyme oxyde les conjugués de bilirubine et la &-bilirubine
mais pas la bilirubine non conjuguée ce qui permet de mesurer la bilirubine directe a
cette plage de pH.

A pH 10 I'enzyme oxyde sélectivement les deux glucuronides. Le taux d'oxydation de
la &-bilirubine est maximum a pH proche de 4 et minimum a pH proche de 10 tandis
que I'oxydation de la bilirubine non conjuguée a ces valeurs de pH est négligeable.

Le choix de la longueur d'onde de mesure se situe entre 420 et 470 nm. Le maximum
d'absorbance est 445 nm pour la bilirubine non conjuguée, 425 nm pour la bilirubine
conjuguée et 440 nm pour la bilirubine delta. C'est pourquoi il est préférable d'effectuer
les mesures a la longueur d'onde de 445 nm.

Les résultats obtenus par la méthode a la bilirubine oxydase était en accord avec ceux
obtenus par la méthode Jendrassik-Grof (28, 176, 273, 353, 382).

4.3.2.- Méthode a la vanadate oxydase :

L’acide vanadique est utilisé comme agent oxydant. Cette méthode présente une
excellente corrélation avec la méthode diazoique. En raison de son processus plus
simple et plus rapide que celui de la méthode diazoique, la méthode du vanadate peut
étre utilisée alternativement pour les échantillons contenant des substances
interférentes.

Récemment, un instrument électronique a été congcu pour mesurer la bilirubine a
travers la peau a l'aide d'une méthode photométriqgue basée sur l'acide vanadique.
Cette méthode utilise deux longueurs d'onde spécifiques pour évaluer la valeur de la
bilirubine de maniére non invasive. L'oxydation compléte est achevée dans les trois
minutes qui suivent la mesure (429).
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4.4.- Méthode par spectrophotométrie directe en chimie séche :

Le systéme de chimie seche est capable de mesurer directement plusieurs formes de
bilirubine (totale, conjuguée et non-conjuguée) permettant ainsi le calcul de la
bilirubine delta correspondant a la bilirubine liée par covalence a I'albumine.

L’analyseur Kodak Ektachem et les plagues BuBc ont permis la mesure simultanée
des bilirubines non conjuguées et conjuguées dans le sérum par réflectométrie (433).

L'analyse est basée sur la liaison des espéces de bilirubine a un polymere cationique
intégré dans la plaque ce qui a pour but d’'améliorer la capacité d’absorption molaire
et la stabilité des composés de bilirubine non conjugués (Bu) et conjugués (Bc).

Les concentrations de Bu et Bc sont calculées a partir des densités de réflexion
mesurées et les réflectivités molaires prédéterminées des deux especes de bilirubine
a deux longueurs d'onde (400 et 460 nm) et l'utilisation d'équations simultanées.

La bilirubine totale peut étre quantifiée avec précision en utilisant un calibrateur de
bilirubine non conjuguée Bu ou des solutions de ditaurate de bilirubine.

Ce systeme ne mesure pas la bilirubine delta, retenue dans les couches supérieures
de la plaque, il peut étre utilisé pour mesurer la bilirubine totale du nouveau-né chez
qui la concentration en bilirubine delta est négligeable (36,37).

4 .5.- Mesure transcutanée de la bilirubine :

La bilirubinométrie transcutanée a été introduite en pratique clinique en 1980 par
Yamanouchi et al. A l'aide d'un bilirubinométre développé par Minolta (434). Cet
instrument était un photométre a réflectance qui utilisait deux filtres pour mesurer une
couleur jaune corrigée en fonction de I’'hémoglobine.

Le BiliCheck (SpectRx Inc ; Etats-Unis) est 'un des appareils de mesure de bilirubine
transcutanée (BTc) utilisés en néonatologie, et plus particulierement chez le
nouveau-né (NN) prématuré. La valeur de la BTc est la moyenne de 5 mesures
réalisées au niveau du front, site de mesure recommandé par le constructeur. Le
principe de fonctionnement est basé sur I'analyse d’une lumiére blanche transmise
puis réfléchie par la peau et les tissus sous-cutanés. Cette technique utilise tout le
spectre de la lumiére visible (380 a 760 nm).

Le taux de bilirubinémie est calculé par un algorithme qui analyse la lumiére absorbée
par ’'hémoglobine, la mélanine et I'épaisseur du derme.

Il en déduit par soustraction I'absorbance de la bilirubine présente dans les capillaires
et les tissus sous-cutanés.

La mesure de la bilirubine sanguine totale par méthode transcutanée est indolore
et permet un monitorage de la bilirubinémie. Son intérét principal est d’obtenir un taux
instantané de bilirubinémie permettant de débuter sans tarder le traitement de l'ictére
par photothérapie (168, 435).
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5.- Les hyperbilirubinémies :

Le métabolisme de la bilirubine implique I'absorption de la bilirubine par la circulation,
le stockage intracellulaire, la conjugaison avec I'acide glucuronique et I'excrétion dans
la bile. Des anomalies dans l'un de ces processus conduisent a une
hyperbilirubinémie.

L’augmentation du taux sérique de la bilirubine produit une coloration jaune a bronze,
généralisée de la peau et des muqueuses ; cest lictere appelé couramment
« jaunisse ». Il s'accompagne le plus souvent d’urines foncées et de selles plus claires,
c’est un symptdme d’un trouble médical et non pas une maladie en soi.

Les causes d’ictere sont trés nombreuses. Elles sont séparables en deux catégories
selon la prédominance de I'augmentation sur la bilirubine non conjuguée ou sur la
bilirubine conjuguée (45, 46).

L'hyperbilirubinémie non conjuguée survient dans l'une des trois principales conditions
physiopathologiques ou une combinaison de celles-ci :

e Un exces de production de bilirubine : par une hyperhémolyse qui provoque
une anémie hémolytique, un gros hématome ou une dysérythropoiese.

e Une absorption altérée de la bilirubine : par diminution de la captation
hépatique.

e Un défautde conjugaison de labilirubine : par défaut d’expression génétique
de I'enzyme de conjuguaison de la bilirubine.

L'hyperbilirubinémie conjuguée peut étre liée a deux mécanismes :

e Un obstacle sur les voies biliaires intra ou extra hépatiques a l'origine d’icteres
obstructifs, on parle alors d’ictéres cholestatiques.

e Un dysfonctionnement des hépatocytes diminuant I'excrétion dans la bile de la
bilirubine conjuguée.

5.1.- Ictére néonatal :
5.1.1.- Définition et généralités :

L'ictere néonatal appelé aussi jaunisse du nouveau-né se caractérise par I'apparition
d’'une coloration jaune de la peau et/ou des yeux, il est cliniquement perceptible des
gue la concentration sanguine de la bilirubine totale dépasse 40mg/L (50mmol/L).

C’est le plus fréquent des symptdmes observés dans la période néonatale, puisque
I'on estime qu'il touche environ 2/3 des nouveau-nés soit 65% a 70%, et plus fréquent
chez les prématurés.

L’ictére néonatal peut étre lié a une hyperbilirubinémie non conjuguée ou a une
hyperbilirubinémie conjuguée.
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Contrairement a I'adulte, l'ictere du nouveau-né est dans I'immense majorité des cas
a bilirubine indirecte liposoluble et potentiellement neurotoxique.

Plus rarement observé, lictere a bilirubine directe est dit « cholestatique » ou «
retentionnel » par réduction du flux biliaire de la bilirubine directe et résulte de
pathologies malformatives des voies biliaires ou métaboliques. C’est une urgence
diagnostique et thérapeutique, son pronostic dépend de la précocité de prise en
charge spécialisée (47, 48, 49, 50, 101).

La plupart des ictéres du nouveau-né sont bénins car ils évoluent spontanément vers
la résolution.

Cependant, en raison de la toxicité potentielle de la bilirubine, les nouveau-nés doivent
étre surveillés pour identifier ceux qui pourraient développer une hyperbilirubinémie
sévere. L'ictére nucléaire est la forme de neurotoxicité la plus sévere. Une
encéphalopathie aigué peut étre suivie de divers troubles neurologiques.

Le traitement dépend de la cause et du degré d'élévation de la bilirubine. Si l'ictére est
dd a une pathologie spécifique, sa prise en charge consiste a traiter celle-ci, et si le
traitement d’un taux de bilirubine élevé s’avére nécessaire, le traitement classique
comprend la photothérapie et I'exsanguino-transfusion (51, 52).

5.1.2.- Etiologies :

Deux types d’ictéres sont observés avec de nombreuses causes :
-Les ictéres bénins

-Les icteres pathologiques

A.- Icteres bénins :

lls comprennent lictére simple ou ictére physiologique, et les ictéres dus a
I'allaitement.

A.1.- Ictere simple ou physiologique :

L’ictere simple anciennement dénommeé « ictere physiologique » est l'ictére néonatal
le plus fréquent, il est lié a une accumulation de bilirubine libre.

Il intéresse des enfants bien portants, sans facteurs de risque avec un examen clinique
normal et des urines claires. Il apparait généralement au deuxiéme ou troisieme jour
de vie avec un maximum d’intensité autour du quatriéme jour. Le taux de bilirubine
sanguine ne dépasse pas 250 mmol/L et disparait spontanément dans les dix jours.

L’ictere simple du nouveau-né est le reflet d’'un déséquilibre d’adaptation entre la
production et I'élimination de la bilirubine, se traduisant par un excés de bilirubine non
conjuguée ou libre dans le sang ; c’est la particularité du métabolisme de la bilirubine
en période néonatale (53, 54). Il est causé par :
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= Laproduction augmentée de bilirubine en période néonatale :

La production de bilirubine chez un nouveau-né est estimée a 8,5 mg/kg/24 h, soit
deux a trois fois plus élevée que la production journaliére de bilirubine d’un adulte.
Cette augmentation de synthese est en partie expliquée par ’lhémolyse physiologique
qui survient a la naissance (masse globulaire plus élevée, durée de vie des hématies
plus courte) mais aussi de I'activité importante de ’héme oxygénase. En effet, cette
enzyme est 8 fois plus concentrée dans le foie du nouveau-né que dans celui de
'adulte ,elle est induite en 1 a 2 heures par 'lhéme lui-méme qui initie la chaine de
réaction aboutissant a un exces de production de bilirubine (6 a 8 mg/kg/24 h au lieu
de 3 & 4 mg/kg/24 h chez le sujet mature) (41, 55, 58).

= L’activité réduite de 'UGT1A1 :

Dans les 10 premiers jours de vie, elle est secondaire a I'immaturité hépatique.
L’expression de son géne varie entre les individus, elle est diminuée en Asie.

» Un cycle entéro-hépatique augmenté :

L’excrétion de la bilirubine conjuguée est immature, le cycle entérohépatique est tres
actif du fait d’'une colonisation bactérienne faible et d’'une activité augmentée de la 3-
glycuronidase.

A.2.- Ictere du lait maternel :

Décrit pour la premiére fois par Newman et Gross en 1963, l'ictéere du lait maternel est
une cause courante et relativement bénigne d'hyperbilirubinémie non conjuguée chez
les nouveau-nés en bonne santé bénéficiant dés les premiers jours de vie d'une
lactation maternelle abondante. Il apparait apres 5 a 7 jours de vie et disparait entre 4
et 6 semaines aprés la naissance. Les taux de bilirubine sérique totale ne dépassent
généralement pas 12 mg/dl, bien que des taux de bilirubine plus élevés et de rares cas
d'ictere nucléaire aient été signalés.

Il est provoqué par certaines substances contenues dans le lait maternel qui interferent
avec la capacité du foie a excréter la bilirubine, parmi ces substances :

e Labéta-glucuronidase : Une concentration augmentée de béta-glucuronidase
excrétée dans le lait provoque une augmentation de la déconjugaison et de la
réabsorption de la bilirubine.

e Lalipoprotéine lipase : D’'une concentration importante dans le lait maternel,
elle entraine une libération importante d'acides gras responsables d'une
inhibition de la glucuroconjugaison.

Son diagnostic était anciennement confirmé par la diminution de lictére aprés
interruption de I'allaitement maternel, ou par le chauffage du lait justifié par le caractére
thermosensible de I'activité lipoprotéine-lipase.

L’abstention thérapeutique est de régle a I'’heure actuelle, comme pour l'ictére simple
(pas d’interruption de lallaitement maternel, pas de chauffage du lait), car ses
bénéfices prédominant sur le préjudice d’une coloration ictérique prolongée
(23,60,61,62).

17



B.- Ictéres pathologiques :
B.1.- Icteres hémolytiques :

L’hyperhémolyse est la premiére cause d’ictere pathologique. Il est lié a la production
anormalement élevée de bilirubine, consécutive a la lyse des globules rouges.

L’ictére est précoce, avant la 24 heure de vie, rapidement intense. Il entraine une
élévation du taux de bilirubine dans le sang, une baisse du nhombre de globules rouges
a l'origine d’'une anémie régénérative plus ou moins profonde avec une réticulocytose
et une érythroblastose importante (63).

L’ictere hémolytique répond a de nombreuses causes :
B.1.1- Causes acquises :
e Incompatibilité ABO :

L'incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME) ABO induit une immuno-
hémolyse. Elle est la cause la plus fréquente des incompatibilités érythrocytaires foeto-
maternelles, et des hyperbilirubinémies sévéres et précoces du nouveau-né, a risque
de complications neurologiques. Elle résulte d’'un conflit immunologique entre un
antigéne érythrocytaire du nouveau-né hérité du pére et le systéme immunitaire de la
mére transmis par voie placentaire (allo-anticorps de type IgG anti-A et anti-B),
responsables de 'hémolyse fcetale et néonatale.

En revanche, la prophylaxie des incompatibilités dans le systtme ABO n’est pas

réalisable. Aussi, les icteres néonatals liés a ce type de conflit immunologique,
généralement moins séveres, demeurent fréquents (64, 65, 66).

e Incompatibilité Rhésus :

Elle résulte de 'alloimmunisation des globules rouges maternels contre les antigenes
des globules rouges pour lesquels la mére et le foetus sont incompatibles. La
prophylaxie systématique par injection d’immunoglobulines spécifiques anti-D a
permis une réduction notable de la fréquence des allo-immunisations foetomaternelles
(AFM) vis-a-vis de I'antigéne Rhésus (68, 69, 70).

e Anémie hémolytique auto-immune (AHAI) :

Elle se caractérise par une diminution de la durée de vie des hématies liée a la
présence d’auto-anticorps dirigés contre un ou plusieurs antigénes de la membrane
érythrocytaire entrainant leur destruction accélérée.

e Anémie hémolytique d’origine infectieuse :

Toute infection néonatale d’origine bactérienne comme la septicémie, virale ou
parasitaire peut s’accompagner d’une hyper hémolyse a [lorigine d'une
hyperbilirubinémie non conjuguée.
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B.1.2- Causes héréditaires :
e Enzymopathies :

Le déficit en G6PD ou favisme est 'une des causes les plus fréquentes de I'anémie
hémolytique corpusculaire. Le diagnostic est généralement posé durant I'enfance, et
pour le variant méditerranéen, 'hémolyse survient souvent aprés ingestion de féves
(71, 72, 73).

e Heémoglobinopathies :

L’hémoglobine du nouveau-né étant représentée par 'HbF ; les anomalies de la chaine
[} a savoir la 3 thalassémie ou la drépanocytose ne s’expriment pas chez le nouveau-
né. Elles se résument a la période néonatale a I'a thalassémie par défaut de synthése
des chaines q, celle-ci étant rencontrée en extréme orient, la forme la plus sévere est
létale (74, 75, 76).

e Sphérocytose héréditaire :

Appelée aussi maladie de Minkowski Chauffard, c’est la plus fréquente des anémies
constitutionnelles. Elle est secondaire a une anomalie de la membrane érythrocytaire.
Le diagnostic est fait au frottis sanguin qui montre des sphérocytes et sur la résistance
globulaire qui est diminuée.

La sphérocytose héréditaire est souvent meéconnue comme cause de
I'hyperbilirubinémie néonatale. La forme néonatale sévere est rare (77, 78).

B.2.- Ictéres héréditaires :

Des maladies métaboliques héréditaires ou congénitales peuvent a étre a l'origine
d’'une hyperbilirubinémie non conjuguée ou conjuguée, c’est le cas du : syndrome de
Crigler-Najjar, syndrome de Gilbert, syndrome de Dubin-Johnson et de Rotor.

B.3.- Autres :
e Reésorption d’hématome :

Les nouveau-nés ayant eu un traumatisme de l'accouchement peuvent parfois
présenter une accumulation de sang ou hématome sous la peau. La résorption
sanguine d’hématomes important peut provoquer un ictére. La présence d'un
hématome chez le nouveau-né est significativement associée a un ictere sévere(79).

e L’ictére chez le nouveau-né de mere diabétique :

L’hyperbilirubinémie est un parameétre classiquement étudié parmi les complications
néonatales du diabéte maternel. Elle n’est pas une complication grave si elle est prise
en charge pour des valeurs qui ne sont pas toxiques. Le nourrisson né d’'une mére
diabétique ayant pu recevoir une grande quantité de sang a travers le placenta, sa
décomposition serait en cause de I'hyperbilirubinémie (80).

e |Ictére par atteinte hépatique a bilirubine mixte ou a prédominance conjuguée :

L’hypothyroidie s’accompagne fréquemment d’un ictére prolongé, probablement par
insuffisance fonctionnelle de 'TUGT1A1, l'ictere disparait sous traitement hormonal. La
galactosémie, une intolérance au fructose, un déficit en alpha-1 anti-trypsine, une
dyslipoidose, une intoxication et I'atrésie des voies biliaires sont des causes plus rares
devant étre évoquées devant un ictére chez le nouveau-né (53).
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5.2.- Ictéres a bilirubine libre :
lls peuvent étre hémolytiques ou non hémolytiques.
5.2.1.- Ictére a bilirubine libre hémolytique :

C’estunictére ou le siege de 'anomalie est préhépatique, dans ce cas le foie est sain.ll
répond a de nombreuses causes, notamment les anémies hémolytiques héréditaires
et acquises. (Se référer a l'ictére néonatal)

5.2.2.- Ictére a bilirubine libre non hémolytique :

Ictéres ou I'affection est située au niveau hépatique (57).

e Syndrome de Crigler-Najjar :

Définition :

Le syndrome de Crigler-Najjar (SCN), du nhom des deux médecins qui ont décrit la
maladie pour la premiere fois en 1952, John Crigler et Victor Najjar, est une maladie

autosomique récessive héréditaire, rare, du métabolisme de la bilirubine qui affecte le
foie, son incidence moyenne avoisine 1 pour 106 naissances.

Il est lié & un déficit congénital de l'activité de 'UGT1Al.ll se manifeste des les
premieres heures de la vie par un ictére intense a bilirubine non conjuguée avec un
risque précoce d’encéphalopathie grave. C’est 'une des principales causes d'ictere
congénital non hémolytique.

En fonction de la mutation du gene, la gravité du syndrome peut varier de lIégére, avec
une augmentation modérée des taux de bilirubine sérique, a sévere, avec des niveaux
élevés, on distingue deux types (41, 42, 43, 44, 59) :

o Lesyndrome de Crigler-Najjar de type | : caractérisé par une absence presque
totale d'activité enzymatique UGT1A1 associée a une concentration sérique de
bilirubine comprise entre 205 et 440 mg/l. Il se manifeste par un ictere sévere
et une atteinte neurologique due a une encéphalopathie bilirubinique pouvant
entrainer des séquelles neurologiques permanentes.

o Le syndrome de Crigler-Najjar de type Il : connu également sous le nom du
syndrome d’Arias, caractérisé par une activité enzymatique UGT1AL inférieure a
10% de la normale mais pas complétement abolie, associée a une concentration
sérique de bilirubine plus faible de 58 a 233 mg/l, des symptémes plus légers
et les patients atteints survivent jusqu'a I'age adulte sans atteinte neurologique.

Aspect clinique :

La distinction clinique entre le type | et type Il de la maladie de Crigler-Najjar repose
sur 'efficacité du traitement inducteur par le phénobarbital :

Type | : ne répond pas au traitement et les enfants doivent rester sous photothérapie
10 a 12 heures par jour jusqu'a une éventuelle transplantation hépatique.

Type Il : le phénobarbital entraine une diminution importante de I'hyperbilirubinémie,
on considere que le traitement est efficace lorsque la bilirubine décroit des deux tiers
au bout de 15 jours a 3 semaines de traitement. L'efficacité du traitement inducteur
mettant ainsi I'enfant a I'abri des complications neurologiques.
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C. Diagnostic :

Le diagnostic est évoqué lorsque I'hyperbilirubinémie non conjuguée est intense,
supérieure a 40 mg/L et d’apparition précoce. Cependant, il faut d’abord éliminer les
autres causes d’élévation de la bilirubine indirecte. L’'némolyse est exclue par le
dosage des réticulocytes, de lactate déshydrogénase et de I'haptoglobine.

L’examen clinique, I'échographie et le bilan biologique hépatique y compris les
transaminases et les enzymes de cholestase sont normaux.

Le diagnostic de certitude du syndrome de Crigler-Najjar se fait par la recherche des
mutations en cause dans le géne UGT1Al, mais ce test n'est accessible qu'aux
centres spécialisés. Les criteres cliniques sont utilisés en pratique.

Prise en charge et traitement :

Le principal objectif du traitement du syndrome de Crigler-Najjar est de réduire la
quantité de bilirubine non conjuguée dans le sang aussi rapidement et
systématiquement que possible. Ceci est accompli de différentes manieres pour le
SCN de type | et de type Il (45, 49, 52, 53, 55, 81).

» SCNdetypel:

Le traitement principal est la photothérapie avec du phosphate de calcium par voie
orale comme complément éventuel .L'enfant est exposé a une lumiere bleue pendant
12 heures par jour dans un appareil similaire & un lit de bronzage, elle est efficace car
elle rompt les liaisons hydrogene internes de la bilirubine non conjuguée en la
transformant en un photo-isomeére hydrosoluble qui est excrété dans la bile. Le
traitement définitif du syndrome de CN type | est actuellement la transplantation
hépatique qui devrait étre effectuée avant que des dommages neurologiques soient
présents, en particulier dans les cas ou un traitement de photothérapie bien fait ne
peut étre garanti.

» SCNdetypell:

Le traitement au phénobarbital est le traitement de choix dans le type Il. C’est un
inducteur enzymatique qui augmente l'activité¢ d’'UGT1A1 favorisant la conjugaison de
la bilirubine et améliore également le flux biliaire. Il est efficace pour réduire de 25%
les taux de bilirubine chez ces patients. Dans certains cas, les patients atteints
d'hyperbilirubinémie sévere peuvent avoir besoin d'une photothérapie ou
d'exsanguino-transfusions. Cependant, souvent les patients atteints du SCN type |l
peuvent ne nécessiter aucun traitement, mais seulement une surveillance de routine.

e Syndrome de Gilbert :

Appelé également cholémie familiale, c’est une affection bénigne héréditaire du
métabolisme hépatique liée a un déficit partiel et modéré de l'activité de conjugaison
de la bilirubine par 'enzyme UGT1AL1 qui est réduite & 30% de la normale. Le modele
d'hérédité du SG est généralement autosomique récessif, mais peut également étre
dominant (83, 84).
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5.3.- Ictéres a bilirubine conjuguée :

L’hyperbilirubinémie a prédominance conjuguée s’inscrit le plus souvent dans le cadre
d’'une cholestase définie comme l'arrét ou la diminution de la sécrétion biliaire par
obstruction des gros canaux biliaires (cholestase extrahépatique) ou par lésions des
petits canaux biliaires ou des hépatocytes (cholestase intrahépatique).

Elle peut également résulter de problemes qui surviennent aprés la conjugaison de la
bilirubine dans le foie. Ces causes post-hépatiques peuvent étre divisées en
obstruction intrinséque ou extrinseque du systeme canalaire.

Les formes rares d'hyperbilirubinémie conjuguée d'origine génétique sont
principalement le syndrome de Dubin-Johnson, le syndrome de Rotor (23, 85).

5.3.1.- Ictére non cholestatique :
A.- Syndrome de Dubin-Johnson (SDJ) :
A.1l.- Définition :

Décrit pour la premiere fois en 1954 par Dubin et al., Sprinz et al. Il s’agit d’'une maladie
autosomique récessive liée a un défaut héréditaire de la sécrétion biliaire de pigments
de bilirubine d0 & des mutations de la protéine MRP2 (multidrug resistance protein 2)
codée par le géne ABCC2, qui est le principal transporteur de la bilirubine conjuguée
au plle canaliculaire de I'hépatocyte. Ce syndrome se caractérise par une
hyperbilirubinémie chronique ou intermittente, a prédominance de bilirubine
conjuguée.

Le SDJ est rare, survient également chez les hommes et les femmes. Il se manifeste
généralement a l'adolescence ou au début de I'age adulte mais il a rarement été décrit
chez le nouveau-né. Il peut atteindre des sujets de toutes origines ethniques mais il
est plus fréquent chez les Juifs du Moyen Orient et les japonais (86, 87, 88, 89,90, 91).

A.2.- Aspect clinique :

La plupart des patients atteints de SDJ sont souvent de jeunes adultes et sont
asymptomatiques. L'hyperbilirubinémie est découverte de maniere fortuite lors d'un
examen de routine ou d'un examen pour un autre probleme sans rapport. lls peuvent
rarement présenter un léger ictére, une faiblesse et/ou des douleurs abdominales
hautes. Le prurit n'est pas un symptébme du SDJ puisque les taux sériques totaux
d'acides biliaires sont normaux.

Le SDJ doit étre suspecté chez tout nouveau-né présentant une hyperbilirubinémie
conjuguée inexpliquée, prolongée, modérée ou sévere. Il differe du SDJ de 'adulte en
ce gu'il se présente comme suit : une cholestase et une hépatomégalie séveres
expliquées par une physiologie biliaire immature combinée au défaut de MRP2. Au fur
et a mesure de la maturation du foie, les nourrissons deviennent asymptomatiques
jusqu'a un age avancé ou ils peuvent présenter une hyperbilirubinémie intermittente.

Parmi les facteurs déclenchant du SDJ : la grossesse, la consommation d'alcool, les
pilules contraceptives, les infections (23, 90, 92).
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B.- Syndrome de Rotor :
B.1.- Définition :

Décrit pour la premiére fois en 1948 par Rotor et al. C’est une maladie autosomique
récessive bénigne et rare, caractérisée par une hyperbilirubinémie chronique a
prédominance conjuguée, di a un défaut d'absorption et de stockage hépatocellulaire
de la bilirubine conjuguée.

Il est causé par des mutations génétiques homozygotes a la fois des genes SLCO1B1
et SLCO1B3 sur le chromosome 2 entrainant une déficience fonctionnelle complete
des deux transporteurs respectivement OATP1B1 et OATP1B3 qui sont responsables
du transport de la bilirubine a travers la membrane sinusoidale des hépatocytes
perturbant ainsi la recapture hépatique des conjugués de bilirubine, par conséquent il
y aura une accumulation de bilirubine conjuguée dans le sang.

Il n'y a pas de prédisposition au sexe observée avec le syndrome de Rotor (SR). Bien
gue la maladie se présente souvent a I'adolescence ou au début de I'age adulte, il a
été signalé qu'elle se présentait peu de temps apres la naissance ou pendant I'enfance
(23, 44, 93).

B.2.- Aspect clinique :

Généralement, les patients sont asymptomatiques. Le principal symptéme est l'ictére
récidivant, léger a modéré, sans prurit. Des crises douloureuses abdominales et une
fébricule sont possibles, mais rares.

5.3.2.- Ictere cholestatique :

Ce syndrome est di a une diminution ou un arrét de la sécrétion biliaire suite a un
obstacle a I'écoulement normal de la bile responsable d'un défaut de transport des
acides biliaires du foie vers l'intestin et d'une augmentation de leurs concentrations
dans le sang et les tissus engendrant une hyperbilirubinémie a fraction conjuguée.

La cholestase peut étre due :

Soit & une anomalie primitive du transport canaliculaire des acides biliaires, cette
situation se rencontre notamment lorsque l'ictére est di a une insuffisance hépatique.

Soit a une obstruction des gros canaux biliaires dans le cas de cholestase
extrahépatigue , ou par obstruction des petits canaux biliaires interlobulaires ou des
hépatocytes dans le cas de cholestase intrahépatique (94).

A.- Aspect clinique et biologique :

Les signes cliniques de la cholestase sont dominés par un ictere associé a des urines
foncées, des selles décolorées et un prurit. En cas d’ictere intense, la peau peut avoir
des reflets verdatres. Elle est marquée par I'élévation de la bilirubine conjuguée, de la
phosphatase alcaline sérique principalement (PAL), une augmentation de la
gammaglutamyl-transpeptidase (GGT) a des taux supérieurs a deux fois la normale,
une augmentation du cholestérol sérique et de la concentration des sels biliaires (95).
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B.- Etiologies :

Tableau | : Les principales causes de cholestase (96, 97, 98, 99)

Cholestase intrahépatique Cholestase extrahépatique
Fréquente Rares Fréquente Rare
o Hépatite virale o Cirrhose biliaire o Lithiase biliaire o Sténose biliaire
o Hépatite alcoolique primitive o Cancerdupancréas | o Cholangite
o origine o Hépatite chronique o Pancréatite o Pancréatite
médicamenteuse Métastase chronique

6.- Complications des hyperbilirubinémies :

A partir d'un certain taux de bilirubine sanguine libre (180 a 200 mg/l ou 340 umol/l)
non hydrosoluble chez le nourrisson, elle peut s’accumuler dans certaines régions du
cerveau : c'est le kernictérus. Etant donné que la molécule de bilirubine indirecte non
liée est de faible poids moléculaire, elle passe de ce fait aisément la barriere hémato-
encéphalique, contrairement au complexe albumine-bilirubine qui ne franchit pas cette
barriere, ce qui protége le cerveau.

Cette accumulation de bilirubine indirecte dans le sang est observée lorsqu’une
molécule a une affinité plus grande pour I'albumine que la bilirubine, on dit qu’elle la
déplace, ou lorsque la capacité de liaison de I'albumine pour la bilirubine est saturée
comme dans le cas d’'une hyperbilirubinémie.

La toxicité de la bilirubine non conjuguée pour le cerveau se traduit par
I'encéphalopathie bilirubinique « ictére nucléaire ».

Le danger et la symptomatologie témoignent de la fixation de la bilirubine dans des
zones cérébrales d’affinité spécifique : les noyaux sous-thalamiques, les noyaux gris
centraux, les globus pallidus, certains neurones de la région hippocampique et des
cellules cérébelleuses de Purkin;.

La neurotoxicité de la bilirubine chez le nouveau-né n'est pas due a une activité de la
molécule qui serait différente de chez l'adulte, mais au manque de protection du
nourrisson. La barriére hémato-encéphalique n'a pas encore fini de se développer, ce
qui permet a la bilirubine de diffuser librement a travers les capillaires sanguins du
cerveau.

Les observations cliniques montrent que I'encéphalopathie de la bilirubine se
rencontre souvent chez des nouveau-nés présentant non seulement une
hyperbilirubinémie mais aussi une anomalie du transport de I'oxygéne, par exemple
une anémie. La bilirubine et I'hypoxie étant déléteres pour le systéme nerveux central
(57, 100).
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6.1.- Encéphalopathie Hyperbilirubinémique Aigue (EHA) :

A la phase aigué de la neurotoxicité de la bilirubine, s’associent des signes peu
spécifiques de trois ordres : conscience et éveil, tonus musculaire et cris et pleurs. lls
peuvent étre classés en fonction de la gravité de I'atteinte. Ces signes définissent
'EHA et possedent une valeur pronostique péjorative (50).

6.2.- Encéphalopathie chronique et ictere nucléaire :

C’est la forme de neurotoxicité la plus sévere, elle est caractérisée par un
dysfonctionnement neurologique permanent ou un ictere nucléaire. Il désigne des
Iésions cérebrales irréversibles causées par une accumulation de bilirubine dans le
cerveau. Le risque d’ictere nucléaire est plus élevé chez les nouveau-nés prématurés,
gravement malades ou qui recoivent certains médicaments.

A coté du tableau classique d’ictére nucléaire, des atteintes plus frustres sont décrites
sous le nom de BIND (Bilirubin-Induced Neurological Dysfonction). Il s’agit d’'une
association variable d’'une atteinte extrapyramidale, d’un déficit auditif par atteinte de
l'intégration du signal auditif au niveau des noyaux cérébraux (neuropathie auditive),
d’'une paralysie oculo-motrice (verticalité du regard), qui vont perturber les
apprentissages et le développement. D’autres anomalies comme une coloration de
I’émail participent au diagnostic (50, 101, 102, 103).

Le diagnostic d’ictére nucléaire se fait sur I'association d’antécédents cliniques
évocateurs avec des perturbations des potentiels évoqués auditifs, et des hyper
signaux des noyaux gris centraux a I'lRM en T1 et T2 pouvant parfois étre absents.
Malgré les progres réalisés dans le dépistage et la thérapeutique, le diagnostic d’ictére
nucléaire garde une incidence de 0,4 & 2,7 cas pour 100 000 naissances vivantes en
Europe et aux Etats-Unis (104, 105).

C'est dire tout l'intérét de la surveillance des nouveau-nés ictériques, surveillance
cliniguement difficile lorsqu’il existe par exemple une pigmentation raciale de la peau.
Au moindre doute, un contréle sanguin de bilirubine doit étre demandé au laboratoire,
car il n'y a pas de parallélisme absolu entre l'intensité de la jaunisse et le taux sanguin.

Cependant, il peut presque toujours étre évité grace a un diagnostic précoce et a un
traitement adéquat de I'hyperbilirubinémie.
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Il.- SYNDROME DE GILBERT :
1.- Rappel historique :

En 1901, le gastro entérologue francais Augustin Nicolas Gilbert et le pédiatre Pierre
Lereboullet ont décrit une anomalie caractérisée par une légére hyperbilirubinémie
non hémolytiqgue non conjuguée sous le nom de cholémie simple familiale. En 1903,
avec Maurice Herscher, il étudie les pigments biliaires contenus dans le sérum de
patients atteints de jaunisse. Il établit que ces pigments proviennent de la dégradation
de 'hémoglobine (109).

Ce n'est gqu'en 1920 que Jens Einar Meulengracht a décrit les principales
caractéristiqgues du syndrome de Gilbert. Plus tard en1939 il a réinventé le syndrome
sous l'appellation : Icterus intermittent juvenilis. Depuis lors, plusieurs auteurs ont
décrit des entités cliniques similaires a celles rapportée par Gilbert, sans les relier au
syndrome original (108).

Tecon, en 1938 a souligné l'importance de différencier l'ictere hémolytique congénital
et I'hyperbilirubinémie non hémolytique constitutionnelle (106).

En 1941, Dameshek et Singer ont déclaré que les cas de Gilbert de cholémie familiale
simple étaient, selon toute probabilité, des exemples de jaunisse hémolytique légere.
Hult considérait les cas de Gilbert comme identiques a ceux décrits plus tard comme
une hyperbilirubinémie physiologique par van den Bergh " dysfonctionnement
hépatique constitutionnel " par Rozendaal, Comfort et Snell. Aux Pays-Bas, la maladie
a de nouveau été décrite par HouPst (1944) sous le nom d’ictére acholurique familial
non hémolytique (107).

Arias a décrit un trouble dans lequel huit patients atteints d’'une jaunisse chronique
non hémolytique présentaient une déficience en glucuronyl transférase (125).

Sleisenger et ses collaborateurs ont décrit une parenté irlandaise dans laquelle une
jaunisse a vie se produisait sur quatre générations selon un schéma de transmission
dominant de méale a male. L'activité de la glucuronyltransférase hépatique était faible
chez les individus atteints (126).

Fig. 4 : Augustin Gilbert (110).
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2.- Définition et généralités :

Le syndrome de Gilbert aussi connu sous les noms de : cholémie familiale,
hyperbilirubinémie familiale bénigne non conjuguée, ictere familial non
hémolytique non obstructif, dysfonctionnement hépatique constitutionnel est
une affection bénigne héréditaire du métabolisme hépatique. Son mode de
transmission est généralement autosomique récessif mais peut également étre
dominant. Son incidence est estimée a 5-10 % de la population caucasienne
(109,111,112,113).

Ce syndrome est d0 a un déficit partiel et modéré de I'activité de conjugaison de la
bilirubine par 'enzyme uridine diphosphate glucuronosyl (glucuronyl) transférase 1 A1
ou UGT1AL1 qui est réduite a 30% de la normale. Par conséquent, son déficit entraine
une augmentation modérée de la bilirubine sérique totale pour des taux inférieurs a
50mg/L avec une nette prédominance de la fraction non conjuguée, en l'absence de
maladie hépatocellulaire ou d'hémolyse (110,114) .

Les patients atteints du syndrome de Gilbert présentent une variante génétique dans
la région promotrice du gene UGT1A1 qui code pour 'UDP-GT (Uridine diphosphate-
glucuronyl transférase), cette variante réside dans I'ajout de répétitions
supplémentaires de thymine-adénine (TA) dans la région de la boite TATA du
promoteur du géene UGT1Alau lieu des 6 paires normales.

La présence de sept répétitions au lieu de six répétitions a été associée a une
réduction de I'efficacité de la transcription du géne UGT1A1 et donc la capacité du foie
a conjuguer la bilirubine est réduite de 70%, l'augmentation consécutive des
concentrations sériques de bilirubine non conjuguée peut entrainer des épisodes
intermittents d'ictere léger, non prurigineux qui sont précipités par le jelne, l'infection
et le surmenage (110,115,116,117).

Au-dela du facteur génétique, aucun autre facteur de risque de la maladie de Gilbert
n'est a ce jour connu.

Sur le plan clinique, I'apparition de l'ictere chez les patients atteints de la maladie de
Gilbert varie d’'une personne a une autre. Elle n’est pas responsable a elle seule d’un
ictere, mais joue un role de cofacteur en favorisant sa persistance et son intensité
(118).

Le syndrome de Gilbert est présent a la naissance mais peut rester non diagnostiqué
jusqu’a la deuxiéme décennie de la vie. Les formes a révélation néonatale sont tres
rares, sauf si associée avec une sténose hypertrophique du pylore. Par conséquent,
le polymorphisme associé au syndrome de Gilbert seul ne semble pas jouer un réle
majeur dans I'hyperbilirubinémie néonatale sévére chez les nouveau-nés sans signes
d'’hémolyse (119, 120, 121).

27



Dans sa présentation typique, I'hyperbilirubinémie se manifeste par ictére intermittent
léger & I'adolescence généralement diagnostiqué aprés la puberté. Les hommes sont
plus frequemment touchés que les femmes.

Il est a noter qu’'une découverte fortuite des patients atteints du SG est possible lors
d’analyses sanguines de routine lorsqu’une une bilirubine sérique élevée est détectée,
en particulier a jeun.

Chaque individu peut étre exposé au risque de développer la maladie de Gilbert. La
transmission étant génétique, la présence de la pathologie dans la famille entraine un
risque accru de la développer également (115, 122, 123, 124).

3.- Diagnostic :

En raison du caractére bénin de la maladie de Gilbert, celle-ci n'est pas
systématiquement recherchée. Dans la majorité des cas, le diagnostic de SG est posé
de maniere fortuite, a I'occasion d'un examen systématique ou d'analyses sanguines
de routine.

3.1.- Manifestations cliniques :

La présentation clinique est peu spécifique, en général, une jaunisse légere et
asymptomatique est observée pour la premiére fois a l'adolescence. En effet, sa
tendance a étre asymptomatique fait que cette maladie peut rester non diagnostiquée
pendant de nombreuses années.

Dans sa présentation typique, I'’hyperbilirubinémie se manifeste par un subictére
fluctuant, visible essentiellement au niveau des conjonctives, le seul symptéme
cliniguement reconnu, qui peut étre déclenché par certains facteurs (122, 127, 128,
129, 130).

Par ailleurs, de maniére peu fréquente, le patient affecté par la maladie de Gilbert peut
avoir lors d’'une poussée d’autres symptomes tels que (132, 133).

<\

Une fatigue plus ou moins intense ;
Des douleurs abdominales légéres ;
Un état de déshydratation ;

Un manque de sommeil ;

Des céphalées ;

Une anorexie ;

Des nausées ;

Des flatulences ;

Une constipation ;

Des éructations ;

Des vomissements ;

Une dépression ;

Des difficultés de concentration ;
Le syndrome du célon irritable.
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e Facteurs favorisants :

Ces symptdémes ne sont pas dus a I’élévation de la concentration de la bilirubine dans
le sang, ils sont en général secondaires au facteur déclenchant qui a provoqué un
léger accroissement du taux de bilirubine et accentuer les symptémes tel que :

v' Un stress ;

Un jeline prolongé ;

Une intervention chirurgicale ;

La consommation d'alcool ;

Le manque de sommeil ;

Le surmenage ;

Les états infectieux : hépatite virale, grippe, infections respiratoires virales ;

La déshydratation ;

Les exces alimentaires ;

La consommation des excitants : café, thé ;

Une alimentation trop épicée ;

Une alimentation trop grasse ;

Un état de fatigue importante ou un exercice physique intense ;

Certains médicaments inhibant 'UDP-glycuronosyltransférase :

Les glucocorticoides, les stéroides anabolisants, les salicylates de sodium,
I'atazanavir et l'indinavir (deux molécules utilisées dans le traitement du SIDA) et
le gemfibrozil (un hypocholestérolémiant).

LK. X

Lorsque ces facteurs déclenchant sont connus, ils doivent étre évités dans la mesure
du possible afin de réduire le risque lié a une augmentation du taux de bilirubine dans
le sang et a 'apparition des épisodes de jaunisse.

3.2.- Manifestations biologiques :

Le principal critére de diagnostic du SG est I'augmentation du taux de bilirubine sérique
non conjuguée, parfois détectée accidentellement dans les tests de laboratoire de
routine. Normalement, la bilirubine totale est <17umol/l (10 mg/l) et la jaunisse devient
cliniquement apparente a des niveaux >40umol/l (23mg/l). La mesure des taux
sériques de bilirubine totale avec fractionnement : La BIL directe et la BIL indirecte, est
suivie des taux sérigues d'aspartate transaminase (ASAT), d'alanine transaminase
(ALAT), d'alcaline phosphatase et de y-glutamyl transférase (GGT) sériques,
permettant de différencier ce syndrome d'un dysfonctionnement ou de lésions
hépatiques.

Chez les personnes affectées par le SG, la fonction hépatique est habituellement
normale. La présence d'une hémolyse est exclue par un hémogramme complet avec
examen du frottis, une numération des réticulocytes normale et un test de Coombs
direct, les taux de lactate déshydrogénase (LDH) et d'haptoglobine normaux.
Cependant, étant donné que I'hyperbilirubinémie non conjuguée isolée a été décrite
dans un large éventail de maladies courantes, par exemple les maladies cardiaques
avec ou sans décompensation, les maladies biliaires, la pancréatite, l'alcoolisme, la
cirrhose, les tumeurs malignes et apres une hépatite, il peut parfois étre nécessaire de
recourir a des procédures diagnostiques de confirmation (112, 127, 132, 134, 138).



3.3.- Autres examens :

Des examens complémentaires sont rarement nécessaires pour établir un diagnostic,
car celui-ci est simple. Cependant, les examens suivants sont parfois réalisés pour
confirmer le diagnostic du syndrome de Gilbert.

= Lejelne:

Il entraine généralement une augmentation de 2 a 3 fois de la bilirubine non conjuguée
dans le plasma apres une réduction de I'apport calorique de 400 kcal/jour pendant
24148 heures, qui revient a des niveaux normaux dans les 24 heures suivant la reprise
d'une alimentation normale.

Cette augmentation était significativement plus élevée chez les patients atteints du
syndrome de Gilbert que chez les sujets normaux, mais pas par rapport a
augmentation observée chez les patients atteints d'hépatite aigué, qui est le
diagnostic différentiel le plus pertinent sur le plan clinique.

Chez les patients souffrant d'hémolyse ou de maladie hépatique les taux de bilirubine
non conjuguée augmentent également avec le jeine mais I'ampleur de I'augmentation
est inférieure a celle observée dans le syndrome de Gilbert.

La réduction de I'apport calorique ne peut étre utilisée pour diagnostiquer le syndrome
de Gilbert a un moment ou la bilirubine plasmatique est normale.

Une augmentation similaire de la bilirubine plasmatique est également observée avec
les régimes normocaloriques déficients en lipides.

Chez les rats Gunn, il a été démontré que l'administration d'un régime synthétique
sans lipides qui fournit un apport protéique et calorique normal, entraine une
augmentation de deux a trois fois de la concentration de bilirubine dans le plasma.

Des résultats similaires ont été rapportés avec la perfusion intraveineuse de glucose
ou I'administration d'un régime sans lipides chez des patients atteints du syndrome de
Crigler-Najjar de type 2 et de syndrome de Gilbert.

Etant donné que l'ajout de petites quantités de lipides annule presque complétement
les effets du jene ou d'un apport élevé en glucides, il a été postulé que
I'nyperbilirubinémie accrue dans les deux situations est attribuable, au moins en partie,
au retrait des lipides.

Les mécanismes qui sous-tendent l'influence de ces différents régimes alimentaires
sur I'hyperbilirubinémie non conjuguée n'ont cependant pas été élucidés (139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146).
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Fig. 5 : Effets d'un régime quotidien de 400 kcal sur la concentration plasmatique de
bilirubine chez un individu atteint de syndrome de Gilbert (147).

= Test alarifampicine :

Il est aussi fiable que le test a jeun. L'administration par voie orale de 600 a 900 mg
de rifampicine a des adultes a jeun ou non, augmente les taux de bilirubine sérique
totale dans les 2 a 4 heures chez les témoins normaux et les personnes atteintes du
SG, bien que l'augmentation soit exagérée dans le cas du SG (148).

» Test au phénobarbital :

Une diminution de la bilirubine indirecte apres administration du phénobarbital évoque
un déficit partiel de la conjugaison de la bilirubine (149, 150).

= Test de provocation a I’acide nicotinique :

Une augmentation significative de 2 a 3 fois de la bilirubine non conjuguée chez les
patients atteints de la maladie de Gilbert est constatée aprés administration
intraveineuse de 50 mg d’acide nicotinique aprés une nuit de jelne.

Cependant, ce test n'est pas spécifique et peut étre positif dans le cas d'une
hyperbilirubinémie non conjuguée quelle qu'en soit la cause, et n'est donc
probablement d'aucune utilité pour différencier le SG d'autres entités, notamment les
maladies hépatiques chroniques (151, 152, 153, 154, 155, 156, 157).

= Chromatographie sur couche mince :

Ce test permet de diagnostiquer le syndrome de Gilbert lorsqu'il montre une proportion
significativement plus élevée de bilirubine non conjuguée par rapport aux personnes
suivantes ; des personnes souffrant d'hémolyse chronigue, de maladie du foie ou des
personnes en bonne santé (112, 158, 159).

Chez les patients atteints du SG, le fractionnement de la bilirubine sérique totale par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a montré une diminution
significative des monoglucuronides de bilirubine (1,1 % contre 6,2 % chez les patients
sains) et une augmentation de la bilirubine non conjuguée (98,8 % contre 92,6 % chez
les patients sains), reflétant une activité réduite de la bilirubine-UDPGT (160).
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Par ailleurs, environ un tiers des personnes atteintes du SG présentent des anomalies
mineures de la clairance plasmatique de la bromosulfophtaléine et du vert
d'indocyanine. Ces deux colorants étaient autrefois utilisés comme indicateurs de la
clairance hépatique

Aucun des deux composés n'est conjugué dans le foie par 'TUDPGT, ce qui implique
gu'un défaut indéfini dans l'absorption hépatique, le transport intracellulaire ou
I'excrétion de la bilirubine peut également exister, au moins dans certains cas
(161,162).

Il a également été noté que, bien que I'némolyse ne soit pas une caractéristique
typique du SG, la durée de vie des érythrocytes est plus courte que la normale chez
environ 50 % des personnes atteintes. Cela peut suggérer qu'un certain degré d'état
hémolytique lIéger et compensé peut étre présent et peut encore augmenter la charge
de bilirubine avec laquelle 'TUDPGT doit faire face (163).

Ces tests ne sont pas nécessaires au diagnostic. En cas de doute, les tests génétiques
peuvent confirmer le diagnostic et déterminent le caractére homozygote ou
hétérozygote du génotype, bien qu'ils soient rarement, voire jamais, nécessaire dans
la pratique courante des adultes (164, 165, 166).

3.4.- Diagnostic positif :
Le diagnostic du SG est posé a la suite des étapes suivantes (132) :

1. Anamnése : Le médecin interroge le patient sur son mode de vie, ses antécédents
familiaux, symptdémes et facteurs déclenchant.

2. Examen physique : Le médecin examine la peau, les muqueuses et I'ceil du patient
afin de déterminer s’il a une jaunisse.

3. Bilan biologique.

Le diagnostic du SG est donc généralement un diagnostic d'exclusion lorsqu'il y a
preuve de :

1. Hyperbilirubinémie non conjuguée, souvent notée a plusieurs occasions.

2. Aucun signe d'hémolyse (numération globulaire, numération réticulocytaire,

hémogramme, test de Coombs, taux d'haptoglobine et de lactate déshydrogénase

normaux).

Résultats normaux des tests d'enzymes hépatiques.

4. Une absence d'autres processus pathologiques associés avec une
hyperbilirubinémie non conjuguée.

w
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Fig. 6 : Algorithme d’investigation de l'ictére inexpliqué chez I'adulte (132).

3.5.- Diagnostic de certitude :

Les mutations les plus courantes dans le syndrome de Gilbert sont associées a la
région promotrice du gene rs8175347 (UGT1A1*28) et a la région codante de I'exonl
rs4148323 (UGT1A1*6).

Le premier est un polymorphisme de séquence A(TA) nTAA situé dans la «TATA Box»
du promoteur ; le deuxieme est un polymorphisme de restriction G211A au niveau de
'exon 1.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour rechercher les polymorphismes génétiques
du gene UGT1AL1 celles-ci ont inclus :

o

o O O O

Les techniques basées sur I'électrophorése sur gel telles que la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) couplée a l'analyse du polymorphisme de
longueur des fragments de restriction (PCR-RFLP) et I'électrophorése sur gel
de polyacrylamide (PAGE) ;

Le séquencage direct ;

Le transfert d'énergie par résonance de fluorescence (FRET) ;

Le pyroséquencage ;

La chromatographie liquide a haute pression en condition dénaturante (dHPLC)
(164, 165).
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3.5.1.- Analyse génotypique du polymorphisme UGT1A1*6 (rs4148323) par PCR-
RFLP :

Le fragment d’'une longueur de146 pb (paire de bases) de I'exon1 du géne UGT1A1
est amplifié¢ par PCR en utilisant en utilisant une amorce sens
(BAGATACTGTTGATCCCAGTG-3) et une amorce antisens (5-
CTTCAAGGTGTAAAATGGTC-3).

Les produits de PCR sont ensuite digérés par 'endonucléase de restriction Ava ll. Les
produits de digestion sont ensuite visualisés par électrophorése verticale sur gel de
polyacrylamide a 8% ou a 12%. Le polymorphisme G211A abolit le site de restriction
Ava I, ainsi on obtient une bande de 146pb chez les alleles homozygotes.

En revanche, les alléles de type sauvage sont digérés en deux bandes (128 pb et 18
pb) et les alleles hétérozygotes sont digérés en trois bandes (146 pb, 128 pb et 18 pb)
(437).

3.5.2.- Analyse génotypique du polymorphisme UGT1A1*28 (rs8175347) par
SSCP et séquencage :

La recherche d'un polymorphisme donné par PCR-SSCP (Polymorphisme de
conformation simple brin) fait tout d’abord appel a une PCR pour amplifier la région
d’intérét.

Le produit de PCR est ensuite dénaturé et soumis a une électrophorese en gel de
polyacrylamide non dénaturant.

Un changement ponctuel de séquence peut entrainer un changement de la structure
tertiaire de ’ADN ; il en résulte alors une mobilité différente pour les fragments portant
les différents alleles (438).

Aliarab A, et al. ont exploré le polymorphisme rs8175347 par PCR suivie d'une analyse
par SSCP réalisée selon la méthode décrite par Hongyo et al. (1993). Pour la PCR, un
fragment d’'une longueur de 98 pb de la région TATA-box du gene UGT1A1l a été
amplifié a l'aide d'une amorce sens (5-GTCACGTGACACAGTCAAA-3) et d'une
amorce antisens (5-TTTGCTCCTGCCAGAGGTT-3). Les produits PCR ont été
meélangés avec le formamide et le tampon de charge (Loading dye). Le mélange a été
maintenu a 95 °C pendant 5 minutes, puis immédiatement placé dans la glace.
Ensuite, les échantillons ont été chargés dans un gel de polyacrylamide a 12 % et
séparés par électrophorese pendant 18 h a 100 V et 15 °C. Les résultats de
I'électrophorése ont été visualisés par coloration au nitrate d'argent. Les nombres de
répétitions (TA) dans le promoteur du géne ont été déterminés en mesurant les
segments. Les génotypes sont les suivants : (TA) 6/6 (homozygote avec deux alleles
a 6 répétitions TA), (TA) 6/7 (hétérozygote avec un allele a 6 répétitions TA et un allele
a 7 répétitions TA), (TA) 7/ 7 (homozygote avec deux alleles a 7 répétitions TA) (Fig.7).
Apres analyse de la mutation rs8175347 (UGT1A1*28) par SSCP-PAGE et pour tester
I'exactitude de I'expérience, les échantillons ont été séquencés pour déterminer le
nombre de répétitions TA (437).

34



m 1 2 3 4

Fig. 7 : Analyse conformationnelle du polymorphisme rs8175347 sur gel de
polyacrylamide (437) :
m: marqueur de taille100 pb, 1 et 2: mutations homozygotes (TA) 7/ (TA) 7, 3:
mutations homozygotes (TA) 6 / (TA) 6, 4: hétérozygote (TA)6/(TA) 7.
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3.5.3.- Analyse génotypique des polymorphismes UGT1A1*28 et UGT1A1*6 par
pyroséquencage :

Le pyroséquencage est une technique qui a été développée pour détecter les
polymorphismes dans le gene UGT1ALl et sa région promotrice.

Cette technique innovante repose sur le séquencage par synthése, elle est basée sur
la libération naturelle de pyrophosphate chaque fois qu'un nucléotide est incorporé sur
un brin d'ADN 3' ouvert.

Le pyrophosphate libéré est utilisé dans une réaction de sulfurylase libérant de I'ATP.

L'ATP libéré peut étre utilisé par la luciférase dans la conversion de la luciférine en
oxyluciférine. La réaction se traduit par I'émission de lumiére, qui est collectée par une
caméra et enregistrée sous forme de pics appelés pyrogramme.

Le pyroséquencage est une technique a haut débit avec une grande précision.
Sukasem et al. ont développé et évalué cette méthode pour détecter les
polymorphismes UGT1A1*28 et UGT1A1*6 chez des patients thailandais atteints d’'un
cancer colorectal.

Les résultats des pyrogrammes représentatifs pour chague génotype sont indiqués sur
la figure 8.

Les données de séquence identifiées par pyroséquencage ont été validées par
séquencage par électrophorese capillaire. Les résultats ont montré que les génotypes
étaient concordants a 100 % entre pyroséquencage et la méthode de séquencage par
électrophorése capillaire. (439,440)
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Fig. 8 : Histogramme de pyroséquencage dans le gene UGT1AL par logiciel de
pyroséquencage. (A) Type sauvage TA6/TA6, (B) hétérozygoteTAG/TA7, (C)
homozygote TA7/TA7, (D) type sauvage G/G, (E) hétérozygote G/A (439).

3.5.4.- Analyse par dHPLC (chromatographie liquide a haute performance en
conditions dénaturantes) :

La dHPLC permet de détecter, dans un fragment obtenu par PCR, I'existence d’'une
variation allélique. Les seuls fragments manifestant I'existence d’'un polymorphisme
seront alors séquencés afin de localiser ce polymorphisme (438).

Pirulli D et al. ont évalué I'application de cette technique pour la détection des variants
dans la région promotrice du géne UGT1A1 chez les sujets atteints du SG.

Le promoteur UGT1A1 a été analyseé par dHPLC et séquencage direct chez 20 patients
diagnostiqués SG sur la base des criteres standards (hyperbilirubinémie non
conjuguée légére chronigue, une fonction hépatigue normale et I'absence de signes
d'hémolyse) et chez 20 contrdles sains avec des concentrations de bilirubine dans les
intervalles de référence.
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Les molécules hétéroduplexes apparaissent lorsqu'une variation de I'état hétérozygote
est présente dans un fragment d'ADN aprés dénaturation et réhybridation du produit
PCR. La dHPLC est basée sur la rétention différentielle des molécules homoduplexes
et hétéroduplexes dans des conditions de dénaturation thermique partielle.

Les résultats de I'analyse par dHPLC ont montré la présence de deux pics bien résolus
(Fig. 9A) pour le caractére hétérozygote (TA)6/(TA)7, confirmée par séquence directe.
La présence d'un pic est caractéristique des homozygotes (TA)6/(TA)6 ou (TA)7/(TA)7
(Fig. 9, B et C). Pour différencier les deux génotypes homozygotes, une deuxiéme
analyse doit étre effectuée avec le produit PCR mélangé a un contréle homozygote
(TA)6/(TA)6. Le caractere homozygote pour (TA)7 a été révélée par un double pic (Fig.
9D), alors qu'aucun changement dans le chromatogramme montrant un seul pic n‘a
été détecte pour les homozygotes (TA) 6.

Les résultats dHPLC ont montré une correspondance a 100 % avec ceux obtenus par
séquencage direct (165, 441).
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Fig. 9 : Chromatogrammes obtenus aprés amplification de la région promotrice du
gene UGT1A1 chez des sujets présentant des genotypes différents en fonction du
nombre de répétitions (TA) (441).
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3.5.5.- Analyse par PCR en temps réel :

La PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’'un émetteur
fluorescent pendant le processus d’amplification. L’augmentation du signal fluorescent
est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction
de PCR.

Il existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons : les
agents se liant a 'ADN double brin (ex SYBR Green 1) et les sondes fluorescentes
(ex.Tagman assay) (167).

A.- Analyse par transfert d'énergie de résonance de fluorescence (FRET) :

JURGEN BORLAK et al. ont développé un test de génotypage par PCR en temps réel
pour le diagnostic moléculaire du syndrome de Gilbert chez des sujets sains. Le test
est basé sur le transfert d'énergie par résonance de fluorescence (FRET). Ainsi, le test
PCR contréle la quantification de la fluorescence des colorants de liaison a 'ADN qui
s'hybrident aux séquences cibles. Cette approche permet d’analyser spécifiquement
tous les principaux polymorphismes d'insertion de TA dans la région promotrice «TATA
Box » du géne UGT1AL.

Ce test a ensuite été utilisé pour génotyper une cohorte de 266 personnes non
apparentées du sud de I'Allemagne qui ont participé a des essais cliniques de phase
l, et les variantes alléliques ont été associées aux niveaux de bilirubine sérique.

Cette technigue a permis une détermination rapide, a grande échelle et rentable du
SG (164).

B.- Analyse génotypique du polymorphisme UGT1A1*28 par discrimination
allélique par PCR en temps réél (TagMan, LightCycler) :

Le test TagMan 5'-nucléase est une méthode largement utilisée pour la quantification
PCR en temps réel. La conception des sondes spécifiques au génotype permettent
une analyse rapide du génotype par discrimination allélique.

La technologie Tagman est basée sur lactivité 5%-exonucléasique de la Taq
polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible sur 'amplicon
durant I'étape d’hybridation/extension de la PCR.

Ehmer Ursula et al. ont développé une méthode de génotypage du syndrome de
Gilbert qui utilise la discrimination allélique par TagMan PCR dans le but d’identifier,
chez les patients recevant un traitement anticancéreux par irinotécan, les porteurs
homozygotes de 'TUGT1A1*28 a risque de toxicité. Cette méthode a été utilisée pour
génotyper deux cent quatre-vingt-onze (291) patients suspectés de maladie de Gilbert
et les résultats ont été confirmés par séquencage direct.

La discrimination allélique TagMan pour le génotypage UGT1A1*28 est une méthode
rapide, a haut débit et rentable pour le génotypage du syndrome de Gilbert ; cependant
le séquencage direct de la région promotrice UGT1Al, bien que longue, reste la
meéthode de référence pour le génotypage du variant UGT1A1*28 (166,167).
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3.6.- Diagnostic différentiel :

Depuis l'identification du gene codant pour ’TUDP-GT, un certain nombre de mutations
affectant I'expression de ce géne ont été identifiées.

Ces mutations peuvent étre classées en trois groupes : les mutations qui entrainent
une production réduite de l'enzyme normale, les mutations qui donnent lieu a la
synthese d'une enzyme structurellement anormale et dysfonctionnelle et les mutations
gui abolissent completement I'expression de l'allele affecté.

Le syndrome de Gilbert et le syndrome de Crigler-Najjar de type | et Il sont des
hyperbilirubinémies non hémolytigues non conjuguées héréditaires qui résultent des
mutations du gene UGT1AL1 et altérent la conjugaison de la bilirubine (93,137,169).

La combinaison de mutations affectant la région codante du gene et de mutations du
promoteur qui réduisent I'expression du gene explique le large spectre clinique des
hyperbilirubinémies familiales non conjuguées, qui va du syndrome de Gilbert
cliniguement négligeable, au syndrome de Crigler-Najjar de type | grave et souvent
mortel.

Ces deux syndromes étant cliniguement tres différents, leurs manifestations cliniques
vont de I'hyperbilirubinémie asymptomatique épisodique et Iégere dans le cas du SG,
a l'ictére nucléaire, aux Iésions cérébrales irréversibles et a la mort dans le cas du
SCNI (44, 170, 172, 259).

Génétiquement, les défauts moléculaires de ces trois syndromes (SG, SCNI, SCNII)
sont causés par des mutations dans le méme locus du gene UGT1AL.

Dans le cas du syndrome de Gilbert, deux bases sont insérées dans le promoteur du
gene, et l'activité enzymatique est réduite a 30%. Cependant, les mutations de type |
et Il du SCN conduisent a I'échange d'acides aminés, a des changements du cadre de
lecture ou a l'arrét des codons se traduisant soit par une activité enzymatique inférieure
a 1% dans le SCNI soit par une activité enzymatique inférieure a 10% dans le
syndrome de Crigler-Najjar de type Il. Dans le SCN Il I'hyperbilirubinémie est beaucoup
plus légéere que celle du type | et se complique rarement d'un ictére nucléaire ce qui
fait qu’il peut étre cliniquement identique au syndrome de Gilbert (173, 174, 175, 177).

Les taux de bilirubine non conjuguée chez les patients atteints du SG ne dépassent
géneéralement pas 40 mg/l, tandis qu’ils s’élévent entre 100 et 250 mg/l dans le SCN Il
avec présence de glucuronates dans la bile et sont supérieures a 200 mg/l dans le
SCN | avec une bile incolore.

La réponse a l'administration du phénobarbital ou d’autres agents inducteurs
d’enzymes permet de distinguer entre les SCNIl et SCNI. Les patients SCN | sont
réfractaires au phénobarbital alors que chez les patients SCN Il les niveaux de
bilirubine sérique sont généralement réduits de 30 a 80 % (42,57).
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Tableau Il : Les caractéristiques différentielles entre le syndrome de Gilbert et le
syndrome de Crigler-Najjar type 1 et 2 (42,127).

SCN | SCN Il SG
Histologie hépatique Normale Normale Normale
Bilirubine indirecte Trés élevée Elevée Leg'eretnent
élevée
Activité enzymatique Absente Fortement Diminuée
UDP-GT diminuée

Effet du phénobarbital

sur le taux de la Aucun Réduction Réduction

bilirubine sérique

Héredité Autosomique Autosomique Autosomique
récessive récessive récessive
Autosomique
dominante
Indicateur de la Normaux Normaux Normaux
fonction hépatique
Prévalence Rare Rare Fréguente
Traitement Photothérapie, Photothérapie, Non nécessaire
carbonate de carbonate de
calcium, calcium,
transplantation transplantation
hépatique hépatique
Pronostic Ictére nucléaire Habituellement Bénin
fréquent bénin,

ictere nucléaire rare
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4.- Aspect génétique :

L’Uridine diphosphoglucuronosyl transférase (UGT) constitue une superfamille de
transférases, subdivisée selon I'homologie de leurs structures en 3 familles
dénommées (UGT1, UGT2A et UGT2B).

Chez ’'homme un seul géne code pour la totalité des UGT1. Il est localisé sur le bras
long du chromosome 2 en position q37 et comprend 16 exons. Un épissage alternatif
conduit a 9 isoformes numérotés dUGT1A1 a UGT1A9 et présentent en commun les
4 derniers exons et différent uniquement par le premier exon. L’isoforme UGT1A1 est
une enzyme hépatique, qui catalyse essentiellement la réaction de la
glucuronoconjugaison de la bilirubine.

Le géne UGT1A1 est le siege de plusieurs variations qui peuvent affecter I'activité ou
I'expression enzymatique. Ces derniéres sont a I'origine de troubles métaboliques liés
a la glucuronoconjugaison de la bilirubine tels que le syndrome de Gilbert.

L'identification du locus de 'UDP-GT1 (UGTAL), qui code pour une famille d'isoformes
de I'UGTAL, a permis d'élucider le mécanisme de transmission héréditaire de ce
trouble.

Plusieurs variations du géne UGT1Al ont été décrites notamment : UGT1A1*28,
UGT1A1*93 et UGT1A1*6.

Le génotype le plus courant du syndrome de Gilbert est le polymorphisme homozygote
[A(TA)7TAA] dans le promoteur du géne UGT1Al qui entraine une diminution de
I'activité de 'lUDP-GT1 (178,179,180,181).

4.1.- Le complexe multigénique UGT :

Les UDP-glucuronosyltransférases forment une famille d’enzymes membranaires
situées dans le réticulum endoplasmique et catalysent les réactions de
glucuronidation. Ces enzymes catalysent le transfert du groupement glucuronyl de
l'acide uridine 5'-diphosphoglucuronique vers le groupe fonctionnel d'un substrat
spécifique pour former des composés glucuronidés qui sont plus solubles dans l'eau
et facilement excrétés dans la bile ou dans les urines.

Les genes UGT sont classés en fonction du degré de similarité des acides aminés
entre les isoformes en plusieurs familles et sous-familles de genes UGT hautement
homologues.

Deux familles d'UGT humaines UGT1A et UGT2B glucuronident une large gamme de
substrats ; les enzymes UGT1A conjuguent les cestrogénes, la bilirubine et les
composés xénobiotiques tandis que les enzymes UGT2B glucuronident les acides
biliaires, les androgénes et les médicaments. Cependant, la spécificité des substrats
se chevauche entre les membres des deux familles.

Contrairement a la famille UGT1A ou il y a un seul gene qui code pour toutes les UGT1,
la famille UGT2B est composeée de plusieurs genes indépendants codant pour sept
enzymes UGT humaines fonctionnelles connues et regroupées sur le chromosome 4.
lls sont principalement impliqués dans le métabolisme des stéroides.

42



La caractérisation de la structure des géenes et le clonage moléculaire des ADNc ont
permis d'identifier 16 protéines UGT fonctionnelles chez 'homme.

Les protéines UGT sont composées de 527-530 résidus d'acides aminés, pour un
poids moléculaire de 50-57 kDa.

Le gene codant pour la totalité des UGT1comprend 16 exons, un épissage alternatif
conduit a 9 isoformes (UGT1A1, UGT1A3-1A10) et 4 pseudo-genes.

Nous nous concentrons ici sur I'UGT1Al, la principale UGT qui glucuronide la
bilirubine.

Le géne UGT1A1 est constitué de 5 exons et est localisé a I'extrémité du bras long du
chromosome 2 (2g37). |l fait partie de la famille des genes et pseudogénes UGT1A
ayant tous en commun les exons 2 a 5 a I'extrémité 3', la spécificité de substrat étant
uniqguement liée a I'exon 1. L’exon 1 du géne UGT1A1 est celui situé le plus pres du
groupe des exons 2 a 5. Il possede son propre promoteur qui est une boite TATA.

Les exons 1a et 1d codent pour la région variable de la bilirubine UGT1A1 (UGT1*1)
et UGT1A2 (UGT1*2) respectivement. L’'UGT1*1 étant responsable de la quasi-totalité
de la conjugaison de la bilirubine et I'UGT1*2 jouant un rdéle minime, voire nul.
L'expression de 'UGT1A1l dépend d'une région promotrice située en 5' par rapport a
chaque exon 1 qui contient une boite TATAA.

Une altération de la glucuronidation de la bilirubine peut donc résulter de mutations
dans I'exon la, son promoteur ou les exons communs (115,175,181,182,183,184.
185,186,187,188,189,191,192,193,194,195).

o
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UGT 1A1: bilirubin UGT - Gilbert's syndrome
113 polymorphisms in exon and promoter region

Fig. 10 : Représentation graphique du locus du gene humain UGT1A codant pour les
enzymes de glucuronidation UGT1A (196).
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4.2.- Les mutations du promoteur et de I’exon 1 du géne UGT1ALl :

De nombreuses anomalies de séquence ont été rapportées comme réduisant de
maniére significative mais partielle I'activité transcriptionnelle du géne ou l'activité
enzymatique de la protéine produite a I'origine du syndrome de Gilbert.

Le type sauvage de la boite TATA comporte six répétitions de TA et s'écrit
conventionnellement A(TA) 6TAA selon la nomenclature de la Human Genome
Variation Society.

Une variante génétique dans la région du promoteur du gene UGT1ALl est associée
au syndrome de Gilbert. Il s’agit de l'insertion d’une paire de bases thymine-adénine
(TA) supplémentaire dans la séquence normale A (TA) 6TAA de la boite TATA, ce qui
signifie que la séquence A (TA) 6TAA devient A (TA) 7TAA. L’allele variant qui en
résulte est appelé UGT1A1*28 avec 30 % de l'activité enzymatique normale de I'UDP-
GT.

Il a été constaté que les promoteurs contenant sept répétitions de thymine adénine
(TA) présentaient une activité plus faible que les six répétitions de type sauvage, et
que les taux de bilirubine sérigue des personnes homozygotes (7/7) ou méme
hétérozygotes (6/7) pour sept répétitions, étaient plus élevés que ceux des personnes
possédant les six répétitions de type sauvage (6/6) car I'activité transcriptionnelle est
inversement proportionnelle au nombre de répétitions (TA). Plus le nombre de
répétitions (TA)n augmente, plus l'activité de TUGT1AL diminue (115,117, 169, 194,
197, 198, 199, 200).

A ce jour, 130 variantes génétiques de 'UGT1A1L ont été signalées a des fréquences
variables selon les ethnies.

Dans de nombreuses populations, le variant UGT1A1*28 est la modification génétique
la plus fréquente a l'origine du SG. Bien que des polymorphismes similaires de
'TUGT1Al existent dans tous les groupes ethniques et entrainent le méme effet
physiologique, les fréquences de ces mutations ne sont pas les mémes dans toutes
les populations.

Chez les Caucasiens et les Afro-Américains, la fréquence de l'allele A (TA) 7TAA est
d'environ 35 a 40 %, mais elle est beaucoup plus faible chez les Asiatiques, notamment
les Chinois (16%), les Coréens (13 %) et les Japonais (11 %).

Dans les groupes de population d'origine non européenne, outre A(TA) 7TAA, il existe
egalement d'autres polymorphismes du promoteur du gene UGT1A1 / A(TA) 5TAA et
A(TA) 8TAA/ ou leur combinaison.

Les variants a 5 ou 8 répétitions (UGT1A1 *36 / 5TA et *37 / 8TA) sont beaucoup moins
fréquents chez les Caucasiens (pres de 0 %) et sont principalement identifiés chez les
personnes d'origine africaine (169, 201, 202, 203, 204).

Un autre polymorphisme sous la forme d'une mutation faux-sens dans la zone codante
du gene UGT 1Al associé au SG a été rencontré dans les populations asiatiques.
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Il s’agit d’'une une transition G—A au niveau du nucléotide 211, celle-ci fait que
l'arginine remplace la glycine en position 71 du produit protéique correspondant
(mutation G71R).

Cette mutation est appelée UGT1A1*6 elle est a I'origine d’'une réduction de l'activité
enzymatique de 'UGT1A1 & 30-80 % du type sauvage.

Il est & noter que le polymorphisme du promoteur TA est rarement rencontré dans les
populations asiatiques.

Etant donné que d'autres polymorphismes ont été associés au syndrome de Gilbert, il
est important de savoir que l'absence de l'allele UGT1A1*28 n'exclut pas cette
affection (205, 206).

Tableau Il : Nomenclature des alleles UGT1A1, localisation et phénotypes associés
(207,224)

Activité Phénotype

associé

Allele Variante Localisation
UGT1A1 ]

enzymatique

UGT1A1* 1 (TA)s TAA Promoteur Normale Type sauvage
UGT1A1* 28 (TA)7 TAA Promoteur Réduite Syndrome de Gilbert
UGT1A1* 36 (TA)s TAA Promoteur | Augmentée Aucun
UGT1A1* 37 (TA)s TAA Promoteur Réduite Crigler-Najjar, type Il

UGT1A1*6 | c.211G>A; G71R Exon 1 Réduite Syndrome de Gilbert
UGT1A1* 27 | 9.686C>A ; P229Q Exon 1 Réduite Syndrome de Gilbert

4.3.- Transmission du SG :

Le syndrome de Gilbert peut avoir différents modes de transmission. Lorsque la
maladie est causée par la modification de 'UGT1A1*28 dans la région promotrice du
gene UGT1AL, elle est transmise selon le mode autosomique récessif, ce qui signifie
gue les deux copies du gene dans chaque cellule présentent la mutation.

Les parents d'une personne atteinte d'une maladie autosomique récessive sont tous
deux porteurs d'une copie du gene muté, mais ils ne présentent généralement pas de
signes ni de symptémes de la maladie.

Lorsque l'affection est causée par une mutation faux-sens dans le géne UGT1AL, elle
est transmise selon un modele autosomigue dominant, ce qui signifie qu'une copie du
gene altéré dans chaque cellule est suffisante pour provoquer la maladie. Ce cas est
plus fréquent dans les populations asiatiques (127, 201, 204).

45



5.- Prise en charge :

La maladie de Gilbert est une pathologie totalement bénigne qui évolue favorablement
sans complications, sans réel retentissement sur I'état de santé avec un bon pronostic.
L’utilisation de médicaments n’est donc pas ou rarement justifiée pour son traitement.

Cependant, en cas d'hyperbilirubinémie, des médicaments qui abaissent le taux de
bilirubine peuvent étre administrés.

Chez un nouveau-né, le SG n’a pas de role significatif dans l'ictere néonatal simple
mais lorsqu'il est associé a d'autres facteurs tels que le déficit en G6PD,
lincompatibilité ABO et la sphérocytose héréditaire il peut jouer un rdle dans la
potentialisation de I'hyperbilirubinémie avec ses complications de I'encéphalopathie

bilirubinique.

Dans ce cas en fonction du taux de bilirubine dans le sang, plusieurs options seront
envisagees.

De la simple surveillance a la photothérapie, une exsanguino-transfusion ou un
traitement pharmacologique peuvent s’avérer nécessaires (21, 31, 132, 208, 209).

5.1.- La photothérapie :

La photothérapie reste le traitement standard et de référence chez le nouveau-né
ictérique.

Elle permet a la fois de prévenir I'hyperbilirubinémie grave chez les nourrissons
présentant une concentration de bilirubine sérique totale (BST) modérément élevée et
d’entreprendre le traitement des nourrissons déja atteints d’'une hyperbilirubinémie
grave.

Elle consiste a exposer la peau de I'enfant a une lumiére de spectre bleu (spectre 420-
490 nm) pour photo-isomériser la bilirubine non conjuguée en des formes plus
hydrosolubles qui peuvent étre rapidement excrétées par le foie et les reins sans
glucuro-conjugaison (210, 211, 212).

5.2.- L’exsanguino-transfusion :

L’exsanguino-transfusion (EST) constitue le traitement de dernier recours, elle peut
rapidement enlever la bilirubine de la circulation sanguine.

Elle permet I'’échange volume a volume de 1,5 a 2 masses sanguines d’un individu par
du sang d’'un donneur compatible exempt de bilirubine & travers un cathéter veineux
ombilical ou d'autres types d'acces si disponibles (213).
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5.3.- Les inducteurs de 'UDP-GT :
5.3.1.- Le phénobarbital :

Le phénobarbital étant un antiépileptique barbiturique, mais son administration est
aussi indiquée pour réduire le taux de bilirubine particulierement élevée. En effet, le
phénobarbital est un inducteur enzymatique qui agit en favorisant la synthese et
l'activité de 'enzyme glucuronosyl-transférase (150, 214, 215).

5.3.2.- Le clofibrate :

Une molécule hypolipémiante qui est a la fois un puissant inducteur de la
glucuronyltransférase et de la protéine de transport intrahépatocytaire de la bilirubine
(210).

5.4.- Mesures hygiéno-diététiques :

Une bonne hygiéne de vie permet de limiter I'apparition des manifestations liées a
lictere.

En effet, méme si les patients se portent bien sur le plan général, ils peuvent rapporter
une altération de la qualité de vie et de I'image de soi.

Certains événements sont susceptibles de déclencher ou d’exacerber les symptémes
d’ou I'intérét de les éviter et d’adopter un style de vie permettant de garder les niveaux
de bilirubine sous contrdle.

Le respect des mesures suivantes est recommandé : (110, 116, 190)

= Boire beaucoup d’eau : une bonne hydratation permet d’éviter la déshydratation,
un des facteurs déclenchant des épisodes d’ictére.

= Modérer la consommation des graisses (saumon, beurre, noix, cacahuetes)

= Eviter de pratiquer un sport trop intensivement

= Une meilleure gestion du stress : la pratique réguliere des techniques de
relaxation

= Eviter certains médicaments susceptibles d’inhiber TUDP-GT et de précipiter
I'apparition des épisodes d’ictere

= Eviter les jeunes prolongés
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[ll.- BILIRUBINE ET EFFET ANTIOXYDANT :

La bilirubine a longtemps été considérée comme cytotoxique en raison de ses
propriétés hydrophobes et neurotoxiques.

Ce n'est que depuis la fin des années 1980 que certaines études émergentes ont
suggéré que la bilirubine, et en particulier la bilirubine non conjuguée posséde
d'importantes propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, immunomodulatrices,
neuroprotectrices et cytoprotectives puissantes qui protégent contre les maladies
associées au stress oxydatif (216, 217, 218).

Le stress oxydatif est un état pathologique causé par un excés d’espéces réactives de
'oxygéne (ERO) a des niveaux plus élevés que la capacité des processus
antioxydants de I'organisme.

La formation excessive des ERO est favorisée par des facteurs liés au mode de vie
dont : le tabagisme, l'alcoolisme, I'obésité ainsi que par des facteurs endogénes
comme l'inflammation.

La formation des ERO survient donc a l'occasion de situations d'hypoxie ou
d'hyperoxie qui induisent un stress cellulaire. C'est au cours du processus de la
réduction du Oz en H202 que se forment les intermédiaires incompletement réduits de
I'oxygene par transfert d'électrons.

lls sont représentés par I'anion radical superoxyde (O2) et le peroxyde d'hydrogéne
(H202) ainsi que le radical hydroxyl (OH") qui est I'espéce la plus nuisible du stress
oxydant.

Ces ERO ainsi produites, sont responsables des effets négatifs d'oxydation réalisés
sur un grand nombre de molécules : acides nucléiques, protéines, lipides, sucres, etc.
Par conséquent, ils seraient a l'origine d’anomalies d’expression des génes et des
récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires,
mutagenese.

lls ont également été impliqués dans la cause du vieillissement, le développement des
maladies cardio-vasculaires et des cancers.

De nombreuses affections humaines ou animales incluent donc un stress oxydant local
ou général dans leur pathogenése au méme titre que l'inflammation a laquelle il est
souvent associé.

Pour prévenir la formation d'oxydants ainsi que pour réparer les dommages oxydatifs
aux tissus et aux macromolécules, I'organisme posséde un arsenal complexe de
défenses antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques.

Les antioxydants enzymatiques sont représentés par la superoxyde dismutase (SOD),
la gluthathion peroxydase (GPXx) et la catalase (Cat).

Quant aux défenses non enzymatiques, elles impliquent une variété de composants a
la fois d’origine endogéne et exogéne.
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Elles comprennent :

e Les micronutriments alimentaires : Vitamine C, Vitamine E, Vitamine A.

e Les antioxydants d’origine végétale : Les polyphénols, les flavonoides, les
caroténoides.

e Les protéines antioxydantes : L’albumine, les protéines de choc thermique
(HSP).

e Les protéines de transport et de stockage : La transferrine, la ferritine, la
céruloplasmine.

e Les oligo-éléments : sélénium, cuivre, zinc.

e Le systeme antioxydant endogéne : Glutathion (GSH), la bilirubine, I'acide
urique, l'ubiquinone (coenzyme Q10). (219, 220, 221, 222, 223, 226, 227, 228,
229, 230, 231).

1.- Pouvoir antioxydant de la bilirubine :

La bilirubine compte parmi les principaux antioxydants du plasma. Stocker et al sont
les premiers a avoir démontré son pouvoir antioxydant a des concentrations de I'ordre
du micromolaire contre les radicaux peroxyls (216).

Le principal effet antioxydant de la bilirubine est dérivé de sa propriété réductrice
chimique. Sur la base de ses propriétés lipophiles, la bilirubine agit en réduisant les
especes lipophiles réactives de I'oxygene telles que les peroxydes lipidiques, elle est
donc capable de protéger les lipides membranaires contre 'oxydation. Il s'est avérée
gue cette molécule posséde dautant de capacité antioxydante que d'autres
antioxydants, principalement hydrophiles, tels que le glutathion, la vitamine C et la
vitamine E.

Lorsque la bilirubine elle-méme est oxydée par les especes réactives de I'oxygene, il
revient a son précurseur biliverdine qui est ensuite recyclé en bilirubine par la
biliverdine réductase aux dépens du NADPH.

Ce cycle doxydoréduction biliverdine bilirubine amplifie considérablement la
puissance antioxydante ce qui explique la capacité des concentrations faibles de la
bilirubine a surmonter des concentrations 105 fois plus élevées de ERO. Par
conséquent, il y a une réduction des molécules réactives les ERO en molécules non
réactives.

Autre que la bilirubine, une activité antioxydante a été conférée a d’autres molécules
notamment la biliverdine réductase (BVR) qui catalyse la réduction de la biliverdine en
bilirubine, lisoforme HO-1, 'enzyme limitante de la dégradation de 'héme en bilirubine
et le CO, qui agissent d’'une fagon indirecte.

Des preuves suggerent que ces 3 métabolites expriment également des propriétés
anti-athéromateuses, il est cependant difficile de séparer l'importance de chaque
composante dans la protection vasculaire (232, 233, 234, 235, 236, 237, 238).
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2.- Bilirubine et maladies auto immunes :

Au cours des dernieres années, les ERO (ROS) ont été impliquées dans la
pathogenése de maladies auto-immunes. Leur accumulation conduit a l'apoptose
et des modifications structurelles des auto-antigénes qui entrainent de nouvelles
spécificités.

Cette accumulation déclenche a son tour diverses cellules inflammatoires provoquant
la libération de divers interleukines inflammatoires, cytokines et chimiokines qui
accentuent et amplifient I'état inflammatoire chez les patients atteints de ces maladies.

La bilirubine a des effets immunomodulateurs, en diminuant la libération de modéles
moléculaires associés aux dommages.

Les effets cytoprotecteurs de la bilirubine sont activés de plusieurs fagons au-dela de
son activité anti-oxydante directe, y compris l'inhibition des génes pro-apoptotiques
et la régulation des génes anti-apoptotiques.

2.1.- Maladies inflammatoires chronique de I'intestin (MICI) :

Le role protecteur de la bilirubine a été signalé dans les MICI. Celles-ci englobent la
maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU), elles impliquent une inflammation
chronique du tractus gastro-intestinal (239, 240, 241, 242, 243, 244, 247).

Dans une étude de cohorte réalisée chez les caucasiens sur l'association entre les
variantes du gene promoteur de 'UGT1A1 et une diminution du risque de maladie de
Crohn (MC), les résultats ont montré que I'hnomozygotie UGT1A1*28 causant le
syndrome de Gilbert chez environ 50 % des porteurs peut protéger du développement
de la MC. Dans une autre cohorte néerlandaise de patients atteints de MICI, les
résultats indiquent que I'homozygotie pour l'allele UGT1A1*28 a exercé un effet
protecteur contre le développement de la maladie de Crohn, ainsi que sur le
développement des manifestations extra-intestinales de la maladie.

Semblable aux résultats de MC, des niveaux réduits de bilirubine sérique totale ont été
trouvés chez des patients atteints de CU (245, 246).

2.2.- Lupus érythémateux systémique (LES) :

Le LES est une maladie auto-immune systémique qui se manifeste par des symptémes
d'atteinte de plusieurs organes, notamment la vascularite, la néphropathie, la
polysérosite, l'arthrite ou I'atteinte du systéme nerveux central (SNC). En raison de son
caractére multiorganique et de sa réponse inflammatoire systémique, le LES est
clairement reconnu comme un facteur de risque pour le développement de
I'athérosclérose. L'effet protecteur de la bilirubine pourrait étre di a son action anti-
inflammatoire, a sa puissante propriété antioxydante qui inhibe les dommages causés
par I'oxydation des ERO et entrave la production d'auto-anticorps, et a sa puissante
activité immunomodulatrice qui induit I'apoptose des cellules immunitaires. Des études
ont démontré que les sujets présentant des taux de bilirubine sérique plus élevés tels
gue ceux atteints du syndrome de Gilbert, pourraient étre protégés contre le
développement du LES (248, 249, 250, 251, 252, 253).
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2.3.- La polyarthrite rhumatoide (PR) :

La PR est une maladie auto-immune systémique d'étiologie inconnue, caractérisée par
l'infiltration de cellules inflammatoires et de fibroblastes synoviaux dans les
articulations. Elle entraine une destruction progressive et irréversible du cartilage
et des os. Il a été établi que le stress oxydatif joue un réle important dans la
pathogenese de cette maladie.

Au cours de linflammation, les cellules activées par le systeme immunitaire dans la
synoviale enflammée de la PR peuvent générer une masse d'especes réactives de
'oxygene (ERO). La production excessive des ERO déclenche les réponses pro-
inflammatoires ainsi que les dommages causés aux lipides, aux protéines et a 'ADN
ce qui conduit a la production d’auto-anticorps.

La bilirubine est un puissant antioxydant capable de piéger les ERO et posséde
également des activités anti-inflammatoires et immunosuppressives en inhibant la
prolifération des cellules inflammatoires, en induisant l'apoptose des cellules
inflammatoires réactives, et en réduisant les cytokines pro-inflammatoires.

L'effet protecteur de la bilirubine sur le risque de PR serait expliqué par la diminution
du stress oxydatif di a I'élimination des radicaux peroxyles, et par sa liaison a
I'albumine sérique qui va empécher I'oxydation in vitro des acides gras liés a I'albumine
(216, 255, 256, 257, 258, 259, 260).

Isolated pancreatic islets

,‘ Bilirubin ‘
—_» Oxidative stress
Ischemic injury —— Lipid peroxidation
/ Reactive oxygen species (ROS)
Bilirubin |=— Inflammatory cytokine release ; ]
— (IL-1B, IL-6, MCP-1) | | Bilirubin |

DAMP release
(HMGB1, HSP70)

........................................................

Pro-apoptotic genes *

Bilirubin| ——— (TNF-q, Fas, iINOS, caspase-3.-8.-9
P38MAPK)

(Bt Anbepopioicgenes X X

Fig. 11 : Effets cytoprotecteurs de la bilirubine (287).
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3.- Bilirubine et protection cardiovasculaire :

Une grande attention a été portée ces dernieres années sur les substances
antioxydantes qui pourraient prévenir les maladies cardio-vasculaires (MCV).

La bilirubine a un potentiel anti-athérogénique en inhibant 'oxydation des lipides qui
contribueraient a la formation de plaques d’athérome et s’opposerait ainsi au
développement des MCV.

L'oxydation induite par les radicaux libres des LDL peut induire une inflammation, un
dysfonctionnement endothélial et une activation plaquettaire. Le LDL oxydé induit
également des réponses inflammatoires dans les macrophages qui agissent comme
un déclencheur du développement de I'athérosclérose.

En effet, une bilirubine sérique plus élevée est associée a une diminution du
cholestérol circulant, des triglycérides, du cholestérol LDL et VLDL (261, 262, 272).

D’apres les résultats d'études de cohortes, I'hyperbilirubinémie observée chez les
sujets atteints du SG est associée a un risque réduit de maladie cardiovasculaire, ce
qui appuie le concept de bilirubine comme antioxydant cardioprotecteur
(263, 264, 265, 270).

D’autres études ont décrit une association entre de faibles taux de bilirubine et les
maladies coronariennes (271, 471).

I a méme été constaté que les taux de bilirubine plasmatique étaient inversement
proportionnels aux facteurs de risque connus de maladies coronariennes, tels que le
tabagisme, le cholestérol LDL, le diabéte et I'obésité.

Une association positive de bilirubine sérique avec le cholestérol HDL et des ratios
élevés de HDL / LDL a été documentée chez des personnes atteintes de SG.

Cette association a été confirmée par I'étude prospective British Regional Heart Study
(266, 267, 268, 269).

Chez des sujets atteints de SG, une réduction significative de la protéine C-réactive
(CRP) a été rapportée par rapport a des témoins sains, et les niveaux de CRP se sont
révelés étre corrélés négativement avec les taux plasmatiques de bilirubine (274).

Chez ces mémes sujets, les résultats d’'une précédente étude ont montré que
I'épaisseur du tissu adipeux épicardique (EAT) était fortement inférieure a celle du
groupe témoin. Ce tissu libere des cytokines inflammatoires, des hormones et des
chimiokines , sa faible épaisseur serait a I'origine d’'une faible libération de cytokines
pro-inflammatoires expliquant ainsi les effets cardioprotecteurs (275).

La bilirubine inhibe également l'inflammation en empéchant linfiltration des leucocytes
a travers I'endothélium vasculaire via linhibition des molécules d’adhésion par le
piégeage des intermédiaires de signalisation des ERO (276, 277).
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D’autres études indiquent qu’une hyperbilirubinémie modérée non conjuguée comme
dans le SG pourrait réduire I'nyperréactivité plaquettaire induite par le stress oxydatif
et le risque de thrombose qui représentent un facteur de risque pertinent dans les MCV
(261).

Récemment, des études ont rapporté que les niveaux de bilirubine étaient inversement
associés a I'obésité, au syndrome métabolique, au diabéte, et a I'hypertension.

Comme la réduction de poids est connue pour réduire plusieurs facteurs de risque
cardiovasculaire, il est intéressant de noter que chaque diminution de pourcentage de
la perte de poids était associée a une augmentation linéaire de la concentration sérique
de bilirubine (278, 279, 280, 281, 282).

L’ensemble de toutes ces études considérent clairement la bilirubine comme une
molécule endogéne ayant un réle pharmacologique protecteur grace a ses propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et ainsi anti-athéromateuses.

4 .- Bilirubine et cancers :

Le réle du stress oxydatif dans la pathogenése du cancer est bien établi ; les
dommages causés a 'ADN, aux protéines et lipides par une production accrue des
ERO initient ou favorisent le développement du cancer.

Etant donné que la bilirubine est un antioxydant endogéne puissant, des taux sériques
de bilirubine plus faibles réduisent la capacité anti oxydante systémique, ce qui
entraine une altération de la capacité de défense contre les dommages induits par le
stress oxydatif.

Par conséquent, il est trés probable que les associations entre des taux sériques de
bilirubine plus faibles et un risque accru de cancer soient médiées par une diminution
des activités anti oxydantes.

Une association négative entre le taux de bilirubine sérique et le développement de
cancer a été rapportée.

Cette méme association a été décrite avec le cancer du poumon et du célon
notamment chez les sujets atteints du syndrome de Gilbert (216, 283, 284).

4.1.- Cancer du poumon :

Il a été rapporté que le tabagisme est négativement associé aux niveaux de bilirubine.

L'arrét du tabac est donc suivi d'une augmentation de la concentration de bilirubine qui
a été associée a un risque plus faible de cancer du poumon.

Dans une vaste étude prospective sur la population coréenne qui a été suivie pendant
10 ans, les taux de bilirubine sériques ont systématiquement montré un effet protecteur
sur le risque de développement d'un cancer du poumon chez les fumeurs et les non-
fumeurs (285, 286).
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4.2.- Cancer colorectal :
Des résultats d’études ont indiqué que la BNC posséde des propriétés antimutagenes.

Il a également été signalée que la BNC pouvait induire I'apoptose cellulaire dans les
lignées cellulaires cancéreuses du célon ; elle traverse facilement les membranes
cellulaires, pénetre dans les cellules cancéreuses du cbélon et inhibe la prolifération
des cellules tumorales, ce qui suggere qu'un niveau €levé de la BNC pourrait prédire
de bons résultats.

La bilirubine sérique a aussi largement été étudiée en tant qu'indicateur pronostique
utile de la mortalité liée a une maladie non hépatique dans divers cancers, y compris
le CCR (287, 288, 289, 290, 291).

4.3.- Cancer de I’'endometre :

Etant donné que 'UGT 1A1 participe a l'inactivation de I'cestradiol (E2) et de ses
métabolites oxydés, il a été démontré que ces métabolites contribuent au
développement du cancer de I'endometre.

Dans ce sens, les résultats d’'une étude cas-témoins ont indiqué qu’une activité
UGT1A1 plus faible représentée par UGT1A1*28, était associée a un risque plus faible
de cancer de I'endométre en réduisant I'excrétion du 2-hydroxyestradiol ce qui signifie
gue 'UGT1A1 joue un rdle critique dans le catabolisme de I'cestrogéne (292, 293).

4.4.- Lymphome de Hodgkin :

Les résultats d’'une étude analysant des patients pour les variantes de la glutathion S-
transférase, du cytochrome P450 et de 'UGT1A1l ont révélé une association entre
I'hyperbilirubinémie et un meilleur pronostic du lymphome de Hodgkin (294).

4.5.- Autres cancers :

Il a été démontré dans une étude antérieure qu’un taux élevé de la bilirubine pourrait
protéger contre le cancer de la vessie en augmentant I'élimination des carcinogenes
de I'épithélium de la vessie (295).

Une autre étude sur le carcinome nasopharyngé (CNP) a montré que la bilirubine
indirecte pouvait inhiber les métastases CNP en inhibant la production d’ERO,
et agissait comme un facteur pronostique favorable (296).

5.- Bilirubine, diabéte et syndrome métabolique :

L'hyperglycémie et le diabéte induisent un stress oxydatif conduisant a un
dysfonctionnement des cellules endothéliales qui est une caractéristique des
complications vasculaires diabétiques.

Des études ont en effet montré une prévalence significativement plus faible de maladie
cardiovasculaire chez les patients diabétiques atteints du syndrome de Gilbert.

54



Le role protecteur de la bilirubine dans le diabete est principalement attribué a I'activité
antioxydante qui pourrait atténuer les dommages cellulaires et tissulaires induits par
les ERO.

Des études expérimentales sur des modéles animaux ont suggéré que la bilirubine
pourrait protéger les cellules béta des lésions oxydatives et améliorer la sensibilité a
l'insuline.

Il a également été démontré que des niveaux plus élevés de bilirubine augmentent la
mobilisation du glucose dans les cellules, conduisant a une utilisation biologique plus
efficace du glucose et il existe des preuves indiquant qu'une bilirubine élevée est
capable de réduire l'incidence du diabéte sucré et du syndrome métabolique.

En effet des résultats récents ont montré que les taux de bilirubine sérique sont
inversement associés au syndrome métabolique et l'inflammation systémique chez les
adultes, les enfants et les adolescents.

De plus, I'obésité abdominale a été corrélée a de faibles taux de bilirubine sérique.

L’obésité étant un facteur de risque pour le développement du diabéte de type 2, elle
est corrélée a l'inflammation systémique et s'accompagne d'un état d'oxydation élevé.

Des études japonaises ont indiqué que la bilirubine est négativement associée au
peptide C, a I'hémoglobine glyquée et au diabéte de type 2 (DT2) chez les personnes
d'age moyen et les personnes agées (278, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304,
305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312).

6.- Bilirubine et neuroprotection :

La Dbilirubine s’est révélée conférer des caractéristiques antioxydantes
neuroprotectrices lors de sa production.

Il a été montré que la bilirubine présente une puissante activité antioxydante et protege
contre les dommages des radicaux libres sur les cellules neuronales in vitro.

Lorsqu’elle sert d’antioxydant, la bilirubine est de nouveau oxydée en biliverdine, ou
elle peut étre a nouveau utilisée par biliverdine réductase pour régénérer la bilirubine.

Cette boucle doxydo-réduction (redox) bilirubine-biliverdine pourrait expliquer
pourquoi la bilirubine a des effets antioxydants si puissants lorsqu’elle est présente a
de faibles concentrations physiologiques dans les cultures de cellules neuronales.

Il a donc été proposé que I'hyperbilirubinémie néonatale non conjuguée physiologique
se développe évolutivement comme mécanisme de protection des tissus néonataux
qui autrement seraient plus susceptibles d’étre endommagés par le stress oxydatif

La bilirubine joue un réle important dans le développement et la prévention des
dysfonctionnements neurologiques et doit donc étre prise en compte dans la prise en
charge du patient en soins intensifs (313, 314, 315, 316, 317).

55



7.- Bilirubine et accidents vasculaires cérébraux (AVC) :

La bilirubine a été connue pour exercer un effet neuroprotecteur par le biais de
mécanismes impliqués dans le développement de 'AVC.

Un AVC ischémique survient lorsqu'un vaisseau sanguin alimentant le cerveau est
obstrué, ce qui produit des conditions hypoxiques-ischémiques en aval et une
augmentation du stress oxydatif .Dans ces conditions, la formation de bilirubine est
amplifiée de maniére significative en raison de l'induction de HO-1.

La bilirubine est l'antioxydant endogene le plus puissant qui augmente dans les
accidents vasculaires cérébraux. Des études ont montré que des taux sériques élevés
de bilirubine mesurés au moment de la présentation clinique étaient en corrélation
positive avec la gravité de 'AVC, la bilirubine est par conséquent un marqueur pouvant
influencer la survenue et le pronostic de I'AVC ischémique.

D’autres études ont révélé que la bilirubine totale circulante est négativement liée au
risque d'AVC ischémique.

La bilirubine sérigue a également été proposée comme un marqueur utile pour
différencier 'AVC cardio-embolique d'autres sous-types d'AVC (318, 319, 320, 321,
322, 323, 324, 325, 326, 327, 328).

8.- Bilirubine et maladies infectieuses (Covid-19) :

I a récemment été établi un lien entre I'hyperbilirubinémie et la gravité du
SARS-CoV-2, une maladie infectieuse virale récente qui a suscité une grande attention
de la part des communautés médicales et scientifiques.

Cette maladie est causée par le coronavirus-2 (SARS-CoV-2) et se présente sous la
forme de grappes de pneumonies et du syndrome respiratoire aigu sévere.

Les résultats d’une étude de cas ont indiqué qu'un patient atteint du SG et infecté par
le SARS-CoV-2 a montré une amélioration clinique rapide et un séjour hospitalier court
par rapport a un autre patient également infecté par Covid-19 considéré comme
témoin.

Il a en effet été prouvé que la bilirubine exerce de puissants effets antioxydants qui
pourraient atténuer le stress oxydatif induit par la Covid-19.

Il a de plus été rapporté que la bilirubine a des effets cardio-protecteurs, améliore la
fonction endothéliale et provoque la libération d'oxyde nitrique (NO), prévenant ainsi
le dysfonctionnement endothélial et les complications cardiovasculaires dans le
COVID-19, comme le montre I'hypertension artérielle (HTA) dans le cas du Covid-19
par rapport au patient SG avec Covid-19.

D’autres auteurs ont signalé que des taux €levés de bilirubine atténuent les troubles
métaboliques par l'inhibition et l'atténuation du systeme rénine-angiotensine (SRA).
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Par conséquent, un taux €levé de bilirubine sérique chez les patients atteints du SG
peut atténuer les lésions pulmonaires aigués et le développement du syndrome de
détresse respiratoire (SDR) par I'atténuation de la vasoconstriction pulmonaire et de
I'nyper inflammation induites par I'Angiotensine II.

Ainsi, des taux élevés de bilirubine sérique chez les patients atteints du SG peuvent
atténuer le développement d'une tempéte de cytokines pendant la progression de la
Covid-19 en inhibant la libération d'interleukine IL-6, de facteur de nécrose tumorale
TNF-a et d'IL-18.

Il est intéressant de noter que la glycémie a jeun était augmentée au moment de
'admission en raison de l'insulino-résistance induite par le SRAS-CoV-2 et d'un
dysfonctionnement transitoire des cellules 3 du pancréas.

Cependant, la glycémie a jeun semble étre plus basse chez le patient Covid-19 avec
SG, puisque la bilirubine non conjuguée élevée dans le SG améliore la glycémie a jeun
et I'hyperinsulinémie par l'activation du récepteur alpha activé par les peroxysomes
(PPAR-a) (329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337).

9.- Bilirubine et autres troubles :

Chez les patients souffrant de migraine, il a été constaté que la bilirubine sérique est
inversement liée a la protéine C-réactive (CRP).

Chez les patients atteints du VIH, un taux de bilirubine sérique élevé peut réduire la
réponse au stress oxydatif.

Dans les maladies respiratoires telles que la maladie pulmonaire obstructive chronique
(MPOC) qui est une maladie inflammatoire associée au stress oxydatif,

Il a été démontré que des concentrations sériques plus élevées de bilirubine sont
associées a un risque plus faible d'exacerbation aigué de la (MPOC) et a une meilleure
fonction pulmonaire.

Dans le trouble dépressif ou le stress oxydatif a été considéré comme le mécanisme
physiopathologique, la bilirubine sérique constitue un paramétre biochimique
important pour évaluer les états dépressifs et peut améliorer leur prise en charge.

Dans des modéles de rat comportant des plaies créées a la fois par des rats sains et
des rats diabétiques l'application de bilirubine topique a entrainé une diminution
significative de la taille des plaies par rapport aux témoins.

Les effets positifs de la bilirubine topique sur la cicatrisation des plaies ont été corrélés
a une réduction de lactivité oxydative et a une modulation de l'environnement
inflammatoire de la plaie par une régulation négative de l'interleukine-13, du TNF-a et
de la molécule d'adhésion intercellulaire-1, et une régulation positive de l'interleukine-
10 (338, 339, 340, 341, 342, 343).
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Fig. 12 : Applications cliniques potentielles de la bilirubine (287).
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IV.- SYNDROME DE GILBERT ET METABOLISME DES MEDICAMENTS :

La glucuronidation médiée par les UDP-GT est une voie métabolique importante qui
facilite non seulement I'élimination de nombreux métabolites endogenes tels que la
bilirubine mais également des xénobiotiques, y compris les médicaments.

Dans les cas de déficience en UGT1, les médicaments entrent en compétition avec la
bilirubine pour I'enzyme, ce qui entraine une augmentation de la bilirubine sérique
indirecte.

En raison de cette altération de la glucuronidation observée dans le syndrome de
Gilbert, plusieurs médicaments et substances cancérigenes doivent étre étroitement
surveillés.

Le syndrome de Gilbert peut donc devenir apparent lorsqu'une personne affectée
prend certains médicaments qui nécessitent 'enzyme impliguée dans le traitement de
la bilirubine dans le foie. En conséquent, ces patients présentent un risque
potentiellement plus élevé pour certaines toxicités médicamenteuses.

Il existe un certain nombre de médicaments qui dépendent de la glucuronidation, y
compris une large gamme de médicaments anti-épileptiques (lamotrigine, rétigabine,
zonisamide, topiramate), les stéroides anabolisants, les glucocorticoides, les
androgenes, le gemfibrozil, la rifampicine, la cimétidine, le chloramphénicol, la
streptomycine, le salicylate de sodium, I'ampicilline, I'éthinylestradiol, l'ibuprofene,
l'anesthésique propofol, le kétoproféne, les sulfamides, les statines, etc.

L'utilisation du paracétamol, de l'irinotécan, ou de 'atazanavir chez les patients atteints
du syndrome de Gilbert peut étre associée a des effets secondaires indésirables
fréquents de la pharmacothérapie.

En raison d'un risque accru de toxicité et d'effets secondaires, un ajustement des
doses de ces médicaments doit étre établi chez les personnes atteintes du SG
(11, 132, 164, 196, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352).

1.- Analgésiques :
1.1.- Paracétamol :

A dose thérapeutique, le paracétamol est éliminé & 90% par voie urinaire aprés
glucuronoconjugaison principalement via les UDP-GT, et sulfuronoconjugaison au
niveau des hépatocytes. Les 10% restant sont métabolisés par la voie alternative du
Cytochrome P450 en N- acétyl p-benzoquinone imine (NAPQI). Ces composés
hautement hépatotoxiques sont ensuite rapidement détoxifiés par liaison au glutathion
réduit puis éliminés dans les urines aprés conjugaison a la cystéine ou a l'acide
mercaptopurique.

La diminution de l'activité enzymatique entraine des taux élevés de bilirubine et peut
activer diverses voies métaboligues conduisant a des quantités plus élevées de
meétabolites potentiellement hépatotoxiques de I'acétaminophéne.
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Les patients atteints de SG pourraient étre plus sensibles aux effets secondaires
inattendus lors de la prise d'acétaminophéne.

En 1999, deux groupes hétérogenes de patients atteints du syndrome de Gilbert ont
été décrits en fonction du métabolisme du paracétamol, qui était normal dans le
premier groupe, tandis que dans l'autre, la glucuronidation était inférieure a 50 %.

Par la suite, les résultats d'un certain nombre d'études n'ont pas révélé de
caracteéristiques du métabolisme du paracétamol chez les patients atteints du
syndrome de Gilbert, ce qui a conduit les auteurs a penser que le paracétamol est un
substrat d'une autre isoforme de 'UGT. Ainsi, un déficit en bilirubine UDP-GT mis en
évidence par un ictere, peut s'accompagner d'un déficit en glucuronidation d'autres
composeés. Dans ces cas, la jaunisse peut étre un déterminant phénotypique de la
bioactivation accrue de I'acétaminophéne (APAP).

Des résultats d'études dont celle de Schmid et Hammaker ont suggéré que la
glucuronidation du paracétamol était normale, alors que d’autres auteurs ont trouvé
gue la clairance du paracétamol était diminuée chez les patients atteints du SG.

Des études sur des microsomes hépatiques humains et des hépatocytes en culture
indiqguent que 'UGT1A1, I'UGT1A6, 'TUGT1A9 et 'TUGT2B15 sont impliquées dans la
glucuronidation de I'acétaminophne.

L'UGT1AG6 est important a de faibles concentrations d'APAP, tandis que I'UGT1A9 et
'UGT1AL contribuent le plus a des doses toxiques.

Il est actuellement admis que 'UGT1A6 et dans une moindre mesure 'UGT1A9, sont
les isoenzymes qui interviennent principalement dans le métabolisme du paracétamol,
plutét que I'UGT1A1l. Par conséquent, les résultats des études modernes indiquent
gue le paracétamol est sans danger pour les patients atteints du syndrome de Gilbert
a des doses normales (346, 354, 355, 356, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364).

1.2.- Lamorphine:

La morphine est un analgésique opioide indiqué dans le traitement des douleurs
aigués et chroniqgues modérées a séveres, il est principalement métabolisé dans le foie
par glucuronidation par I'enzyme UGT2B7 et dans un moindre degré par lTUGT1A3.

Il a été rapporté le cas d'un patient atteint de la maladie de Gilbert qui a recu une
anesthésie a prédominance de morphine pour une chirurgie cardiaque, il était
excessivement obtus dans la période post-opératoire.

Il est postulé que le défaut responsable de la conjugaison inadéquate de la bilirubine
qui est caractéristique de la maladie de Gilbert peut également étre responsable d'un
effet prolongé de la morphine puisque les deux composés sont probablement
meétabolisés de fagon similaire par conjugaison dans le foie. Cependant, cette
conception a été abandonnée sur la base des derniéres études, prouvant que dans le
syndrome de Gilbert, seule TUGT1AL1 est défectueuse et non 'UGT2B7. Il n'y a donc
aucun effet négatif sur la glucuronidation de la morphine (365, 366, 367).
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2.- Anesthésiants :

La prise en charge anesthésique des patients atteints du syndrome de Gilbert est un
véritable défi. Il est important que les anesthésistes tiennent compte de la diminution
de l'activité de la glucuronosyltransférase chez ces patients lorsqu'ils les soumettent a
I'anesthésie afin d'éviter une toxicité per-opératoire.

De nombreux médicaments anesthésiques sont métabolisés ou bio-transformés par
diverses enzymes, dont la glucuronosyl-transférase, dans le foie. Sa déficience
entraine une accumulation potentielle de ces médicaments, ce qui entraine une
toxicité anesthésique avec des conséquences catastrophiques.

L'anesthésie régionale doit étre la technique préférée, car elle préserve probablement
le flux sanguin hépatique tant que la normotension est maintenue, si une anesthésie
générale est nécessaire, il est préférable d'utiliser des agents a action bréve ou a
meétabolisme extra-hépatique (368, 369, 370, 371).

2.1.- Le propofol :

Il a été préféré a la thiopentone ou a la kétamine car sa clairance est supérieure au
débit sanguin hépatique, ce qui suggére une voie d'excrétion extra-hépatique offrant
ainsi une plus grande marge de sécurité. De plus, la thiopentone et la kétamine alterent
la fonction hépatique de maniére dose-dépendante (372, 373).

2.2.- L'atracurium :

Il a été préféré en raison de ses voies métaboliques alternatives, son élimination est
indépendante de I'état des fonctions rénale et hépatique du malade, il se dégrade
spontanément et rapidement grace a deux facteurs : une réaction chimique spontanée
au pH sanguin (réaction de dégradation d'Hofmann) et une hydrolyse ester
indépendante des pseudocholinestérases (374).

Le mivacurium et le cis-atracurium sont d'autres alternatives plus slires en raison
de leurs voies métaboliques similaires (375).

2.3.- Les agents inhalés :
2.3.1.- L’halothane :

Il doit étre évité pendant I'anesthésie car il s'agit d'un métabolisme hépatique élevé a
20 % et il a le potentiel de provoquer un ictére postopératoire.

2.3.2.- Le sévoflurane et I'isoflurane :
lls subissent respectivement 2% et 0,2% de métabolisme hépatique.

Tous les agents volatils diminuent le débit sanguin total du foie, et cette diminution est
maximale avec I'halothane et minimale avec l'isoflurane.

Pour les raisons mentionnées ci-dessus, l'isoflurane est I'agent anesthésique volatil le
plus préféré dans le syndrome de Gilbert (376).
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3.- Anti-rétroviraux :

L'hyperbilirubinémie est frequemment observée chez les patients lors d'un traitement
par des antirétroviraux inhibiteurs de protéase utilisés dans l'infection par le virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) et I'hépatite virale chronique tels que I'atazanavir
ou l'indinavir (377, 378).

3.1.- Atazanavir :

L’atazanavir, n'est pas un substrat important pour la glucuronidation, mais il est
capable d'inhiber les protéines UGT, notamment UGT1Al, UGT1A3 et UGT1A4.

En présence du variant UGT1A1*28, il a été démontré que les patients traités par
I'atazanavir développaient des degrés variables d'hyperbilirubinémie.

Une étude portant sur 106 patients séropositifs traités par I'atazanavir a montré une
augmentation significative des taux de bilirubine sérique associée a la présence
d'UGT1A1*28, UGT1A3*2 ainsi que d'UGT1A7*12 et UGT1A7*3 (196, 379, 380).

3.2.-ldinavir :

Une hyperbilirubinémie non conjuguée se développe chez 25 % des patients recevant
de l'indinavir.

Le métabolisme de lindinavir se produit principalement par lisoenzyme 3A4 du
cytochrome P450.Cependant, l'identification d'un métabolite glucuronide de l'indinavir
suggere que ce médicament peut également servir de substrat a 'UGT.

On pense que linhibition compétitive de 'UGT1A1 est le mécanisme a l'origine de
lictere et, en effet, il a été constaté que les personnes atteintes du SG présentaient
des taux plus élevés de bilirubine non conjuguée lorsqu'elles étaient traitées par ce
médicament (378,381).

4 .- Anti-tumoraux :

Les agents anti-néoplasiques utilisés en oncologie ont des effets secondaires
toxiques. Une altération du métabolisme de ces médicaments peut entrainer des
toxicités graves, voire mortelles.

Récemment, des effets indésirables d'agents anti-cancéreux ont été observés chez
les patients atteints de SG en raison d'une réduction de la glucuronidation du
médicament ou de la bilirubine.

Certains agents chimio-thérapeutiques semblent étre la principale préoccupation lors
de la prise en charge d'un patient atteint de SG.

Le plus documenté d'entre eux est l'irinotécan, un médicament anti-cancéreux, qui est
métabolisé via l'isoforme UGT1A1 (383, 384).
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4.1.- Méthotrexate :

Une attention est portée lors des traitements par méthotrexate, qui est un inhibiteur
enzymatique d’'UGT1A1 dont I'effet semble accentué en cas de syndrome de Gilbert.

A des doses plus élevées, le méthotrexate peut inhiber de maniére compétitive la
conjugaison et I'excrétion de la bilirubine.

Il en résulte une hyperbilirubinémie, une concentration plasmatique de méthotrexate
plus élevée et une excrétion plus lente (383, 387).

4.2.- Tocilizumab :

Le Tocilizumab est un anticorps monoclonal utilisé dans le traitement de la polyarthrite
rhumatoide (PR), il peut induire une hyperbilirubinémie chez les patients atteints de
PR en particulier chez ceux qui présentent les génotypes UGT1A1*6/*6, *6/*28
et *28/*28.

De par son potentiel d'inhiber la glucuronidation médiée par 'UGT1A1, le Tocilizumab
peut influencer non seulement le métabolisme de la bilirubine, mais aussi la
détoxification des médicaments dépendante de 'TUGT1Al augmentant ainsi le risque
d'effets indésirables pendant le traitement de la PR (388, 389).

4.3.- Inhibiteurs de la tyrosine kinase :
4.3.1.- Le pazopanib :

Il est indiqué chez I'adulte en traitement de 1ére ligne des cancers du rein avance, il
peut affecter les personnes atteintes d'un SG en augmentant la bilirubine. Des études
concluent que le pazopanib peut étre un inhibiteur de 'TUGT1A1 (383).

4.3.2.- Le sorafénib :

Il est indiqué dans le traitement du carcinome hépatocellulaire. Les patients présentant
les alleles UGT1A1*28 homozygote et qui sont sous sorafénib peuvent présenter une
augmentation de la bilirubine plasmatique en raison d'une exposition plus élevée au
sorafénib (383).

4.4 .- Irinotécan :

L'irinotécan (camptothécine) est un inhibiteur de I'enzyme topoisomérase | qui
interrompt la réplication de I'ADN dans les cellules cancéreuses, ce qui entraine la
mort cellulaire.

Il présente une activité anti tumorale prometteuse dans diverses tumeurs
expérimentales tel que les cancers digestifs (le cancer gastrique, le cancer colorectal),
le cancer du poumon ainsi que les cancers gynécologiques (390, 391, 392, 393, 394,
395, 396, 397, 398).
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Le polymorphisme du gene UGT1A1 et le risque de toxicité de I'irinotécan chez
les personnes atteintes du cancer colorectal :

La chimiothérapie a base d'irinotécan est un traitement standard de premiere ou de
deuxieme intention pour le traitement du cancer colorectal métastatique. Cependant,
il a des toxicités limitant la dose vu que sa marge thérapeutique est étroite. Ces effets
sont principalement la leucopénie, la thrombocytopénie et la diarrhée qui peut étre
grave et ne répond pas de maniére adéquate aux agents anti-diarrhéiques classiques
ce qui nécessite souvent l'arrét ou la réduction de la dose du médicament (399, 400,
401).

L'irinotécan est métabolisé par une estérase pour former un métabolite actif, le SN-38,
avec une activité anti-tumorale 100 fois plus élevée et 100 a 1000 fois plus cytotoxique
que la molécule mere (390, 402).

Le SN-38 est ensuite conjugué par I'UGT1A1 pour donner le SN-38 glucuronide (SN-
38G) qui va étre excrété dans la bile ; lequel est hydrolysé en SN38 et en acide
glucuronique dans l'intestin gréle par la 3-glucuronidase bactérienne provoquant ainsi
une diarrhée (403, 404).

Une étude ayant confirmé que I'enzyme UGT1Al est une enzyme clé dans le
métabolisme et l'inactivation du SN-38 a suggéré que la fonction et le polymorphisme
du gene UGT1A1 comme dans le syndrome de Gilbert sont étroitement liés a la toxicité
de l'irinotécan (405).

Les taux de glucuronidation du SN-38 sont en effet significativement plus faibles chez
les personnes homozygotes et hétérozygotes pour l'allele variant (TA) 7TAA par
rapport au génotype sauvage (400, 406).

La toxicité létale peut entrainer I'échec de la chimiothérapie a base d'irinotécan chez
les patients atteints de CCR métastatique, et des preuves pharmacologiques cliniques
ont révélé que la toxicité induite par la chimiothérapie de [lirinotécan est liée a
I'exposition au SN-38 et aux polymorphismes génétiques du gene UGT1A1 (407).

Des études ont montré gu'il existe des différences significatives dans la distribution du
polymorphisme du géne UGT1A1l dans différents groupes ethniques, ce qui pourrait
entrainer des différences dans les effets indésirables induits par lirinotécan dans
différents groupes ethniques (408, 409, 410, 411).

Dans la population chinoise d’ethnie Han, la prévalence des mutations UGT1A1*28
était significativement plus faible par rapport aux populations ameéricaines et
européennes, et la question de savoir si les mutations UGT1A1*28 peuvent étre
utilisées comme prédicteur de la toxicité de l'irinotécan reste a étudier dans cette
population (385, 386).

Par conséquent, le schéma thérapeutique de lirinotécan doit étre individualisé pour
différents groupes ethniques. Afin de réduire la prévalence de la toxicité de l'irinotécan,
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certains auteurs ont donc suggéré le dépistage du polymorphisme du promoteur de
'UGT1AL chez les patients atteints de cancer (399).

Concernant la prédisposition a la toxicité de l'irinotécan par TUGT1A1*28, des résultats
contradictoires ont été rapportés.

Dans une étude portant sur 66 patients les variants UGT1A1*28 n'ont pas permis de
prédire tous les cas de neutropénie associée a l'irinotécan et dans une autre étude,
UGT1A1 * 28 a été suggéré comme biomarqueur pour la prédiction de la neutropénie
induite par l'irinotécan et des toxicités dans le CCR chez les Caucasiens (406, 412).

Il a été démontré dans une cohorte de 75 patients que 'UGT1A1*28 avait un impact
sur la neutropénie induite par l'irinotécan mais pas sur la toxicité gastro-intestinale,
alors que d’autres auteurs ont observé chez 95 patients traités par l'irinotécan une
association significative entre UGT1A1*28 et diarrhée mais pas de neutropénie (414,
415).

Les auteurs d’'une autre étude n’ont pas observé d'association entre les effets
secondaires induits par l'irinotécan et TUGT1A1*28 et ont a l'inverse rapporté une
tendance opposée sur la base de six patients atteints de SG sans aucun événement
indésirable observé (416).

Plus de 50 types d'altérations des locus du géne UGT1A1 ont été signalés dans des
études antérieures et la relation entre les polymorphismes des genes UGT1A1*28,
UGT1A1*6 et les effets indésirables de l'irinotécan est importante, UGT1A1*6/ *28 peut
étre utile comme marqueur pour prévenir les effets indésirables graves de
l'administration d'irinotécan (405, 417, 418).

Dans les populations asiatiques ou l'incidence des mutations UGT1A1*6 atteint 20 %,
principalement chez les Asiatiques de I'Est, TUGT1ALl* 6 est également un facteur de
risque important associé a une neutropénie sévere et il est important pour la prédiction
de la toxicité sévere chez les patients recevant un traitement par I'irinotécan, alors que
chez les caucasiens le réle potentiel de I'UGT1Al* 6 n'a pas été bien clarifié
concernant le traitement par l'irinotécan (419, 420, 421).

La protéine UGT1A7 est une autre variante qui présente une activité spécifique environ
cing fois plus élevée avec le SN-38 que 'UGT1AL.

Les single nucleotide polymorphism (SNP) au locus du gene UGT1A7 modifient
l'activité enzymatique et/ou la transcription. L'UGT1A7*12 (57T / G), une variante de
la boite TATA) entraine une réduction de 70% de l'activité transcriptionnelle et
UGT1A7 *12 s'est averé se produire en désequilibre de liaison avec UGT1A7 * 3.

Des études d'association SNP ont en outre montré une association dUGT1A7 * 12
homozygote dans 75% avec UGT1ALl * 28 homozygote. Dans ce contexte, une étude
récente a demontré que la combinaison de variantes de 'UGT1A1 et de 'TUGT1A7 peut
étre utilisée pour prédire la toxicité de l'irinotécan (422, 423).
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Dans une étude sur le traitement a faible dose d'irinotécan chez 105 patients atteints
d'un CCR génotypés, aucune association de toxicité avec 'UGT1A1*28 seul n'a été
détectée, alors que les variants de 'UGT1A7 seuls étaient associés a la diarrhée, a la
thrombocytopénie et aux réductions de dose. Lorsque les marqueurs eétaient
combinés, I'haplotype était supérieur pour la prédiction de la thrombocytopénie, de la
leucocytopénie et des réductions de dose de médicament dans cette étude.

Dans une autre étude, lTUGT1A7 a également été identifi€ comme marqueur de toxicité
chez les patients atteints d'irinotecan.

Par ailleurs chez des rats Gunn, il a été montré que les UGT intestinales et pas
seulement les UGT hépatiques telles que 'UGT1Al semblent étre critiques pour la
toxicité induite par l'irinotécan (424, 425, 426, 427).

Il est a noter qu’il serait intéressant de développer des stratégies pour induire une
activité de glucuronidation et ceci a été observé par l'exposition au café méme en
présence des polymorphismes de SG (428).

Irinotecan

Carboxylesterase
| SN-38 |
/
dose of drug dose of drug
Toxicity UGT1A7 Toxicity
UGT1A1
| Intestine | SN-38G | \ Bone marrow
: v : l
Diarrhea SN-38 + Glucuronide Leukopenia
' ‘ ) ) Thrombocytopenia
| Anemia

Fig. 13 : Métabolisme et risque de toxicité dans le traitement par l'irinotécan (225).
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5.- Autres médicaments :

L'éthinylestradiol : il est glucuronidée par I'UGT1Al humaine et il est aussi un
inhibiteur compétitif de 'UGT1A1 humaine, il provoque souvent un ictére dans la
maladie de Gilbert (384).

Le benzoate d'cestradiol : Suite a son administration orale chez 8 patients atteints du
syndrome de Gilbert, diverses anomalies de la formation et de la conjugaison des
cestradiols et des cestrogenes ont été observés ; a en juger par l'excrétion urinaire de
ces métabolites (359).

Le menthol : administré par voie orale , une glucuronidation significativement retardée
a été demontrée chez les patients atteints du syndrome de Gilbert par rapport aux
témoins normaux (359).

L'isotrétinoine utilisée pour traiter I'acné, il est prouvé qu’il réduit significativement la
bilirubine sanguine chez les patients atteints du syndrome de Gilbert au cours des 10
premieres semaines de traitement (357, 413).

Influence pharmacologique connue des variants d'UGT1A1 réduisant d’au moins 30 %

la dlairance hépatique
Atazanavir Ezétimibe
Etoposide Iinotécan

Impact modéré a mineur des variants d'UGT1A1 sur le principe actif ou ses métabolites
pouvant révéler des effets indésirables ou induire des interactions médicamenteuses

Aspirine Losartan
Buprénorphine R-méthadone
Garvédilol Moxifloxacine
Cérivastatine Naltrexone
Clozapine Paracétamol
Delta-9-tétrahydrocannabinol Phénytoine
Desvenlafaxine Raloxiféne
Edaravone Raltégravir
Epigallocatéchine gallate Acide salicylique
Estradiol Simvastatine
Ethinylestradiol Tétrahydrocannabinol
Fulvestrant L-thyroxine
Furosémide Warfarine
Lévofloxacine

Fig. 14 : Médicaments dont le métabolisme peut étre modifié en cas de syndrome de
Gilbert (428).
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Chapitre lll :
Méthodologie de I’étude



1.- Objectifs de I’étude :
1.1.- Objectifs principaux :

- Etablir la relation entre 'augmentation sérique de la bilirubine libre et les
mutations ou polymorphismes du géne UGT1A1 codant l'enzyme de
conjugaison de la bilirubine.

- Evaluer le retentissement de 'augmentation sériqgue modérée de la bilirubine
libre sur d’autres paramétres biochimiques et sur I'état clinique des patients.

1.2.- Objectifs secondaires :

- Etudier le polymorphisme du géne UGT1Al dans la population algérienne
(UGT1A1*28, UGT1A1*6).

- Analyser la relation du polymorphisme de 'UGT1A1 et la susceptibilité a
certaines maladies liées au stress oxydatif (diabéte sucré, maladies
cardiovasculaires)

- Estimer le taux d’incidence du syndrome de Gilbert dans la population générale.

2.- Matériels et méthodes :

2.1.- Type, lieu et période de I'étude :

2.1.1.- Type de I’étude :

Il s’agit d’'une étude descriptive, observationnelle, prospective et transversale.

2.1.2.- Lieu et champ de I’étude :

L’étude est réalisée au niveau du laboratoire de biochimie de I'HOpital Militaire
Régional Universitaire d’Oran et du laboratoire de cytogénétique et de biologie
moléculaire de I'Etablissement Universitaire d’Oran.

Les malades ont été recrutés a travers le territoire national au niveau des services de
gastrologie, d’hématologie, de pédiatrie des centres suivants :

- Hoépital Militaire Régional Universitaire d’Oran (HMRUO)

- Hoépital Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC)
- Hépital Central de 'armée (HCA)

- Centre hospitalo-universitaire d’Oran (CHUO)

- Etablissement hospitalier universitaire d’Oran (EHUO)

- Cabinets médicaux privés

2.1.3.- Période de I’étude :

La durée de cette étude est de 4 ans s’étalant de Janvier 2020 a Décembre 2023.
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2.2.- Population d’étude :

Cette étude a porté sur 2 groupes de patients présentant et/ ou aux antécédents
d’hyperbilirubinémie libre isolée, suspectés cliniquement du syndrome de Gilbert.

Le groupe de patients n°1 est représenté par les adultes et le groupe de patients n°2
est représenté par les enfants.

2.2.1.- Criteres d’inclusion :

= Groupel:

o Patients présentant une hyperbilirubinémie libre isolée
(BRB totale = 12 mg/L, BRB indirecte = 8mg/L)

Patients aux antécédents d’hyperbilirubinémie libre isolée
Patients suspectés cliniquement du syndrome de Gilbert
Patient algérien

Tout sexe confondu

Age = 18ans

Consentement éclairé a participer a I'étude

0O O 0O 0O O ©O

= Groupe 2:

o Nouveaux nés présentant un ictere a bilirubine libre non hémolytique
(BRB totale = 17mg/L)

o Enfants de patients du groupe 1, aux antécédents d’ictére néonatal a
bilirubine libre non hémolytique

o Enfants présentant une hyperbilirubinémie libre isolée non hémolytique
(BRB totale = 12mg/L, BRB indirecte = 8mg/L)

Patient algérien

Tout sexe confondu

Age : de la naissance a 17ans

Consentement éclairé de I'autorité parentale a participer a I'étude

o O O O

2.2.2.- Criteres de non inclusion :

Les critéres de non inclusion sont les mémes pour les deux groupes de patients, n’ont
pas été inclus dans cette étude les patients présentant :

o Une hyperbilirubinémie libre de cause hémolytique
o Une hyperbilirubinémie conjuguée
o Une hyperbilirubinémie mixte.

2.2.3.- Critéres d’exclusion :

Les patients des deux groupes dont I'analyse génétique n’a pas révélé de résultat
(absence de bande a I'électrophorése).
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2.2.4.- Le consentement :

Pour l'étude génétique, un formulaire de consentement qui comporte les nom
et prénom, la date, le lieu de naissance et 'adresse du patient doit étre signé et daté
par le patient ou I'autorité parentale (Annexes | et Il).

2.2.5.- Les renseignhements personnels :

Nous avons établi une fiche de renseignements (questionnaire) pour chaque groupe
de patients (Groupe n°1 et Groupe n°2).

Les informations collectées par un interrogatoire direct des patients ou de l'autorité
parentale d’'une part et 'examen clinique complet effectué par le médecin traitant
d’autre part sont reportées sur la fiche de recueil, pré-établie.

Les informations sont recueillies par un interrogatoire direct des patients qui dure entre
15 et 20 mn.

La complétude des données a nécessité le recours au dossier médical et au médecin
traitant (examen radiologique, bilans biologiques antérieurs...).

L’analyse statistique des données a été effectuée a l'aide des logiciels SPSS23
(Statistical Package for the Social Sciences. Version 23) et STATISTICA1O.

La fiche de renseignements pour le groupe de patients n°1 (Annexe Ill) comporte
Douze (12) volets portant sur :

Lldentification du patient :
Nom et Prénom, age au moment du prélévement, sexe, origine géographique, numeéro
de téléphone.

2Facteurs anthropométriques :
Les caractéristigues anthropométriques recueillies sont : la taille, le poids au moment
de I'entretien.

L’indice de masse corporelle (IMC ou BMI) appelé aussi indice de Quételet, est une
grandeur qui permet d’estimer la corpulence d’'une personne. |l est défini par le rapport
poids (kg)/taille (m?).

L’interprétation de I'lMC selon OMS 2014 (442) :

e Insuffisance pondérale définie par un IMC< 18,5kg/m?
v’ Insuffisance pondérale sévere <16,5kg/m?
v Insuffisance pondérale modérée 16,00kg/m? — 16,99kg/m?
v' Insuffisance pondérale Iégere 17,00 kg/m? — 18,49kg/m?
e Corpulence normale définie par un IMC entre 18,50 kg/m?— 24,99 kg/m?
e Surpoids défini par un IMC = 25 kg/m?
v’ Pré- obésité se situant entre 25kg/m? — 29,99kg/m?
v Obésité définie par un IMC 230 kg/m?
» Obésité classe | : 30kg/m? — 34,99kg/m?
»=  Obésité classe Il : 35kg/m? — 39,99kg/m?
* QObésité classe Il : 240kg/m?
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3 Motif de la demande d’analyse :
Bilan de routine, visite systématique, symptémes évocateurs, suspicion du syndrome
de Gilbert

4 Antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie ou d’ictére :
Notion d’hyperbilirubinémie familiale

> Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie ou d’ictére :
Age d’apparition ou de découverte

6 Facteur déclenchant I’hyperbilirubinémie ou I'ictére :
Hyperbilirubinémie chronique ou intermittente, secondaire a un évenement, un facteur

” Symptomatologie clinique :
Symptémes révélateurs, symptdémes associés.

8 Exploration radiologique :
Exploration(s) demandées(s).

9 Antécédents personnels médicaux :
Maladies hépatiques, maladies hématologiques, pathologies chroniques, autre(s).

10 Traitement :
Traitement éventuel, traitement durant le mois précédant le prélevement, types de
traitement.

11 Consommation de tabac
12 Consommation d’alcool

La fiche de renseignements pour le groupe de patients n°2 (Annexe IV) comporte six
(6) volets portant sur :

!ldentification du patient :
Nom et Prénom, age au moment du prélevement, sexe, origine géographique, numéro
de téléphone des parents.

2 Motif de la demande d’analyse :
Bilan de controle.

3 Parents :
Groupe sanguin pére, groupe sanguin mere, consanguinité.

4 Antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie ou d’ictére :
Notion d’hyperbilirubinémie chez les parents, hyperbilirubinémie et/ou ictére néonatal
dans la fratrie.

5 Type d’allaitement recu chez les nouveau-nés :
Allaitement maternel exclusif, artificiel, mixte.

6 Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie ou d’ictére chez les enfants :
Age d’apparition ou de découverte, notion d’ictére néonatal.
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2.2.6.- Calcul du nombre de sujets nécessaire (NSN) :

Le nombre de sujets nécessaire a I'’étude NSN ou la taille de I'’échantillon est calculée
selon la formule :

_ X @x d-p)

NSN —

o t: écarttype réduit =1.96
o e :degré de précision de 3%.
o p:prévalence = 0,03

Le gene UGT1A1 qui code pour 'enzyme de conjugaison de la bilirubine est le siege
de plusieurs variations pouvant affecter I'activité ou I'expression enzymatique. Ces
derniéres sont a I'origine de troubles métaboliques liés a la conjugaison de la bilirubine
tels que le syndrome de Gilbert.

Le génotype le plus courant du syndrome de Gilbert est UGT1A1*28, c’est un
polymorphisme homozygote [A(TA) 7TAA] dans le promoteur du gene UGT1Al
(UGT1A1*28) qui entraine une diminution de l'activité¢ UGT1A1 et se traduit par une
augmentation de la bilirubine libre.

L'UGT1A1*28 a été identifié comme la mutation la plus fréquente chez les sujets
caucasiens, sa prévalence est de 3 a 10%.

Il a été retenu le nombre de 199 patients.

2.3.- Matériels :
2.3.1- Les prélévements biologiques :
Les prélevements sanguins ont été effectués sur deux tubes différents :

- Un adeux tubes sec, le matin a jeun.

- Un ou deux tubes stériles de 5ml contenant de 'EDTA (Ethyléne diamine-tétra
acétique) utilisé comme anticoagulant et comme inhibiteur des nucléases, la
quantité de sang prélevée varie selon le groupe de patient étudié, il n'est pas
nécessaire d’étre a jeun.

Le sérum recueilli sur tube sec, apres centrifugation, a servi au dosage des différents
parametres biochimiques.

Le sang total recueilli sur tube EDTA a servi au bilan hématimétrique et a I'extraction
de ’ADN en vue de I'analyse génétique.
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Les dosages biochimiques et le bilan hématimétrique ont été effectués le jour du
prélevement.

En cas de non disponibilité d’'un parameétre biochimique donné au moment du
prélevement, les échantillons sont aliquotés et conservés a - 20°C.

L’extraction de 'ADN est réalisée sur sang frais ou sur sang conserve a -20°C.
2.3.2- Matériels utilisés :
2.3.2.1.- Equipements :

Pour I'étude biologique, le matériel suivant a été utilisé :
» Centrifugeuse Hettich Rotofix 32A
» Réfrigérateur /congélateur a -20°C
» Autoanalyseurs :
-Cobas Integra 400 plus Roche Diagnostics
-AU 480 Beckman Coulter
-XN- 1000 Sysmex

Pour I'étude génétique, le matériel suivant a été utilisé :
» Centrifugeuse Sigma 3-18K
Micro-centrifugeuse eppendorf Centrifuge 5702
Bac a glace
Bain marie HumAqua 5
Agitateur type vortex
Agitateur magnétique chauffant
pH-métre
Balance de précision
Réfrigérateur/congélateur a - 20°C
Spectrophotométre Agilent Technologies Cary 60 UV-VIS
Thermocycleur BIO-RAD C 1000 Touch
Cuve a électrophorése horizontale BIORAD (dimension gel d’agarose 20x25cm)
Cuve a électrophorése horizontale Minigel (dimension gel d’agarose 10x8cm)
Molecular Imager BIO-RAD Gel Doc XR+

VVVVVVYVYVYVYVYVYVYYVYY

A\

2.3.2.2.- Consommables et réactifs (Annexes V et VI) :

> Préparation des réactifs (Annexe VII)
» Préparation du gel d’agarose (Annexe VIII)

2.4.- Méthodes :

Tous les patients ont bénéficié d’'un bilan hématimétrique, un bilan biochimique et une
analyse génétique en vue de rechercher les polymorphismes du géne UGT1Al les
plus couramment décrits dans le syndrome de Gilbert.
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2.4.1.- Bilan hématimétrique :

Les prélevements réalisés sur EDTA ont permis la mesure du taux d’hémoglobine et
la numération des réticulocytes. Ces mesures ont été faites sur appareil Sysmex XN-
1000.

2.4.2.- Bilan biochimique :
2.4.2.1.- Substrats et enzymes :

Les substrats et enzymes ont été mesurés sur les deux analyseurs Cobas Integra 400
plus de Roche Diagnostics et AU 480 de Beckman Coulter (Annexe 1X).

1.- Glucose:

Le glucose est dosé par la méthode de référence enzymatique a I'hexokinase
(Annexe IX.a)

Valeurs usuelles chez I'adulte : 0,74g/L- 1,06g/L

2.- Acide urique :

L’acide urique est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Annexe 1X.b)
Valeurs usuelles chez I'adulte :

= Hommes : 34mg/L- 70mg/L
» Femmes : 24mg/L- 57mg/L

3.- Triglycérides :

Les triglycérides sont dosés par une méthode colorimétriqgue enzymatique
(Annexe IX.c)

Valeurs usuelles chez I'adulte : < 1,5g/L

4.- Cholestérol :

Le cholestérol est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Annexe IX.d)
Valeurs usuelles chez 'adulte : < 2g/L

5.-HDL c:

Le HDLc est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique homogene
(Annexe IX.e)

Interprétation des résultats : selon National Cholesterol Education Program (NCEP)
guidelines (443).

» HDLc<0,409g/L facteur de risque élevé de maladies coronaires
= HDLc>0,60g/L facteur de risque faible de maladies coronaires
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6.-LDL c:
Le LDLc est déterminé par la formule de Friedwald
Cholestérol total(g/L) — ( HDLc (g/L) + Triglycérides(g/L)/5)

Interprétation des résultats : selon National Cholesterol Education Program-Adults
treatment group (NCEP-ATP) pour le diagnostic et le traitement des patients souffrant
d’hypercholestérolémie, les valeurs guides pour I'estimation du risque de maladies
coronariennes (444).

Adultes :
= Optimal :< 1g/L
» Presque optimal/légerement éleveé : 1-1,29 g/L
» Limite supérieure : 1,30- 1,59 g/L
= Elevé: 1,60- 1,89 g/L
= Risque trés élevé :> 1,9 g/L

7.- Calcul du ratio HDLc/LDLc :

8.- Fer:

Le fer est dosé par une méthode colorimétrique (Annexe IX.f)
Valeurs usuelles chez I'adulte : 33 pug/dL- 193 pg/dL

9.- UIBC (Unsaturated Iron Binding Capacity) :

L’'UIBC ou la Capacité Latente de Fixation de la transferrine (CLF) est dosée par une
méthode colorimétrique (Annexe IX.g)

Valeurs usuelles chez I'adulte :

» Hommes : 125ug/dL- 345ug/dL
» Femmes : 135ug/dL- 392ug/dL

10.- TIBC (Total Iron Binding Capacity) :

La TIBC ou la Capacité Totale de Fixation du Fer (CTF) est calculée selon la formule
Suivante :

TIBC (ng/dL)= Fer (ug/dL)+ UIBC (ug/dL)

Valeurs usuelles chez I'adulte : 250 pg/dL — 400 pg/dL
11.- CS (Coefficient de saturation de la Transferrine) :
Le CS est calculé selon la formule suivante :

CS (%)= (Fer / TIBC) x100

Valeurs usuelles chez I'adulte :
= Hommes : 20- 40%
= Femmes: 15- 35%
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12.- Albumine :

L’albumine est dosée par une méthode colorimétrique en point final (Annexe I1X.h)
Valeurs usuelles chez I'adulte : 35g/L- 52g/L

13.- Protéines totales :

Les protéines totales sont dosées par une méthode colorimétrique (Annexe IX.i)
Valeurs usuelles chez I'adulte : 60g/L- 80g/L

14.- Bilirubine totale :

Elle est dosée par une méthode colorimétrique par diazoréaction (Annexe I1X.))
Valeurs usuelles :

» Adultes : jusqu’a 12mg/L
» Enfants =2 1 mois : jusqu’a 10mg/L

15.- Bilirubine directe :

La bilirubine directe est dosée par une méthode colorimétrique par diazoréaction
(Annexe IX.k)

Valeurs usuelles chez I'adulte : < 2mg/L

16.- Bilirubine indirecte :

La bilirubine indirecte est déduite par calcul :

Bilirubine indirecte (mg/L)= Bilirubine totale (mg/L)- Bilirubine directe (mg/L)
Valeurs usuelles : < 10mg/L

17.- Aspartate amino transférase ASAT :

L’ASAT est dosé par une méthode enzymatique cinétique en UV standardisée,
méthode recommandée par I'lFCC International Federation of Clinical Chemistry
utilisant le pyridoxal phosphate comme activateur (Annexe 1X.1)

Valeurs usuelles chez I'adulte :
Hommes : jusqu’a 50U/L
Femmes : jusqu’a 35U/L

18.- Alanine amino transférase ALAT :

L’ALAT est dosé par une méthode enzymatique cinétique en UV standardisée,
méthode recommandée par I'lFCC International Federation of Clinical Chimistry
utilisant le pyridoxal phosphate comme activateur (Annexe 1X.m)

Valeurs usuelles chez I'adulte :
= Hommes : jusqu’a 50U/L
» Femmes :jusqu’a 35U/L
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19.- Phosphatase alcaline PAL :

La Phosphatase alcaline est dosée par une méthode colorimétrique standardisée,
méthode recommandée par I'lFCC utilisant le 2-amino-2-méthyl-1-propanol comme
tampon et les cations de magnésium et de zinc (Annexe IX.n)

Valeurs usuelles chez I'adulte :
= Hommes : jusqu’a 50U/L
» Femmes :jusqu’a 35U/L

20.- Gamma glutamyl transférase GGT :

La y-Glutamyltransférase est dosée par une méthode colorimétrique enzymatique
utilisant le L-y-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide comme substrat (Annexe [X.0)

Valeurs usuelles chez I'adulte :
= Hommes: 8-61 U/L
= Femmes : 5-36 U/L

21.- Lactate déshydrogénase LDH :

La lactate déshydrogénase est dosée par une méthode enzymatique en UV conforme
aux recommandations de I'lFCC (Annexe IX.p)

Valeurs usuelles chez I'adulte : jusqu’a 250U/L
2.4.2.2.- Protéines spécifiques :

Les dosages de la CRP, la transferrine, la céruléoplasmine et I'haptoglobine ont été
effectués par des méthodes immunoturbidimétriques sur Cobas Integra (Annexe X).

1-CRP:

Valeurs usuelles chez I'adulte : < 5mg/L
2.- Transferrine :

Valeurs usuelles chez I'adulte : 2g/L- 3,6g/L
3.- Céruléoplasmine :

Valeurs usuelles chez I'adulte :
= Hommes : 0,15¢/L- 0,30g/L
» Femmes: 0,16g/L- 0,45¢/L

4.- Haptoglobine :
Valeurs usuelles chez I'adulte : 0,3g/L-2g/L
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2.4.3.- Analyse génétique :

L’exploration des polymorphismes du géne UGT1A1 (UGT1A1*28 et UGT1A1%*6) a été
réalisée par une technigue de biologie moléculaire.

L’étude de 'UGT1A1*6 s’est faite par PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism) ; elle consiste a réaliser une amplification
suivie d’'une digestion enzymatique.

L’étude de 'UGT1A1*28 s’est faite par PCR suivie d’'une électrophorése sur gel
d’agarose a 8%.

2.4.3.1.- Préparation de I’ADN :
L’extraction de 'ADN est la premiére étape de I'analyse génétique.

En fonction de la quantité de sang ayant pu étre prélevée, nous avons extrait ’ADN de
nos échantillons selon deux procédeés :

1. La méthode classique saline utilisant le NaCl appelée également technique de
relargage par les sels ou salting out : cette technique a servi pour les
échantillons dont le volume de sang est suffisant de 5 a 10ml.

2. La méthode basée sur l'utilisation de colonnes résines échangeuses d’ions a
I'aide d’un kit d’extraction commercial QlAamp DNA Mini (QIAGEN) : cette
technique a été réservée aux volumes de sang réduits soit moins de 5ml.

A.- Extraction de I’ADN par la technique salting out :

Le principe de cette technique consiste a précipiter les protéines et les autres
contaminants a partir du lysat cellulaire en utilisant de hautes concentrations en sels.
Les débris cellulaires et les enzymes sont éliminés par centrifugation. L’ADN est
précipité par de I'alcool (447).

La préparation de 'ADN par cette technique passe par les étapes suivantes :

e Lalyse des cellules et la digestion des membranes cellulaires et nucléaires pour
libérer 'ADN ;

e La précipitation et I'élimination des protéines et des autres acides nucléiques ;
e La précipitation et la récupération de '’ADN.

Les modalités de préparation de réactifs utilisés pour I'extraction d’ADN sont décrites
dans I'annexe 7.

Le protocole suivi pour I'extraction d’ADN a comporté plusieurs étapes qui sont
décrites dans I'annexe XI.
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B.- Extraction de I’ADN par le kit QIAamp DNA Mini (QIAGEN) :

Les réactifs sont préts a I'emploi, son principe repose sur la propriété des acides
nucléiques de s’adsorber de maniére sélective a la silice fixée sur un support. Les
solutions de lavage permettent de se débarrasser des débris cellulaires et des
contaminants tels que 'hémoglobine, les protéines ou les ions Fe? L’ADN est ensuite
élué de la membrane de silice dans un tampon.

La préparation de 'ADN par cette technique passe par les étapes suivantes (446) :

e Lalyse des cellules ;

e Lafixation de ’TADN génomique du lysat cellulaire a la membrane d’une colonne
de centrifugation QlAamp Mini ;

e Le lavage de la membrane ;

e L’élution de 'ADN génomique a partir de la membrane.

L’extraction de 'ADN est réalisée conformément au protocole fourni par le fabricant,
les étapes sont décrites dans I'annexe XII.

2.4.3.2.- Controle de la qualité et quantification de I’extrait d’ADN :

La quantification de 'ADN extrait a été faite par une méthode spectrophotométrique
en mesurant la densité optique (DO) a 260 nm d’une dilution au 1/50é™ ou 1/100e™me
de la solution d’ADN a analyser.

Cette mesure est basée sur la propriété des acides nucléiques d’absorber la lumiére
dans I'UV grace aux cycles aromatiques qui composent leurs bases. Les bases
purigues et pyrimidiques absorbent fortement & 260nm (448,449).

Sachant que :

Une unité de densité optique a 260nm correspond a une solution d’ADN double
brin a 50ug/mL

La concentration d’ADN est obtenue selon I'équation suivante :
Equation 1 : concentration de ’ADN par spectrophotométrie
[Concentration (ug/ml) = 50 (facteur de dilution) XDO (260nm)]

Une seconde mesure de la DO a 280 nm permet de s’assurer de I'absence d’'une
eéventuelle contamination par les protéines et d’apprécier la pureté de ’ADN extrait en
calculant le rapport :

D0O260nm/D0O280nm

- Un rapport compris entre 1,7 et 2 correspond a une solution pure d'ADN ;
- Unrapport inférieur a 1,7 est le signe d'une contamination par des protéines ;
- Un rapport supérieur a 2 est le signe d'une contamination par I'ARN.
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2.4.3.3.- Conservation :

L’ADN a été conservé a -20°C jusqu’au moment de I'analyse.
La solution d’ADN est stable :

- 6mois a +2-8°C

-lan a-20°C

-27ans a-80°C

Il est & noter que des cycles successifs de congélation/décongélation entrainent des
cassures des acides nucléiques de grande taille (>10kb) c’est pourquoi il est
nécessaire de réaliser des fractions aliquotes pour la conservation.

2.4.3.4.- Amplification des cibles : réaction de polymérisation en chaine (PCR)
1.- Définition :

La PCR est une méthode d’amplification enzymatique permettant de fabriquer
plusieurs copies d’'un segment spécifique d’ADN.

2.- Principe :

L'amplification d'ADN par PCR consiste en la production in vitro de copies de
séquences d'ADN spécifiques par une ADN Polymérase thermostable isolée de la
bactérie Thermus aquaticus (Taq). Cette bactérie a été isolée a partir de sources
thermales chaudes et sa polymérase posseéde la propriété de résister a plusieurs
expositions successives a de hautes températures (jusqu'a 100°C).

Cette étape d’amplification est indispensable a I'obtention d’'une quantité importante
d’ADN (450,451,452).

3.- Les composés utilisés :

* L’ADN matrice. Il contient la séquence d’ADN a amplifier

* Deux amorces d’ADN en exceés : ce sont deux fragments d’ADN simple brin de courte
taille (18-30 nucléotides) complémentaires a chacune des extrémités 3’ de I’ADN.

* Une ADN polymérase thermostable résistante a une température élevée (jusqu’a
100°C)

* Les quatre désoxy-nucléosides triphosphates en excés (ANTP) : dATP ; dCTP ; dGTP
; dTTP

* Le chlorure de magnésium

* Une solution tampon contenant du chlorure de potassium et du chlorure de sodium

4.- Les étapes de la PCR :

La PCR repose sur un processus cyclique de trois (3) étapes (Fig. 15) réalisées
successivement dans un appareil automatisé appelé thermocycleur (Fig. 16), celles-
ci sont détaillées dans I'annexe XIII.
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Réaction cyclique d'amplification
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Fig. 15 : Les étapes de la PCR

Fig. 16 : Thermocycleur BIO-RAD C 1000 Touch
(Laboratoire de cytogénétique et de biologie moléculaire EHUO)
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5.- Optimisation de la PCR en fonction de la séquence a amplifier :

L’optimisation repose sur plusieurs critéres, comme le choix des amorces, la
température de fusion ou la concentration en MgClz:

e Choix des amorces :
— Taille : 20 a 30 pb.

— Amorces de séquences doivent étre complémentaires du fragment a amplifier.

e Concentration de la Taqg polymérase

Il est inutile d’utiliser trop d’enzyme : pour 25ul de réaction, 0,1 a 0,2 pl suffisent. Une
quantité trop importante d’enzyme aboutit souvent a un bruit de fond important (bandes
parasites) ou une inhibition de la réaction.

e Température de fusion

La température de fusion (Tm) des amorces doit étre suffisamment élevée (au
minimum 55°C). Idéalement, plus le Tm d’'une amorce est élevé, moins le risque
d’hybridation non spécifique est important.

e Concentration en chlorure de magnésium :

Il y a une relation inverse entre la quantité de dNTPs utilisée et la concentration de
MgCl2 (les dNTPs chélatent une partie des ions Mg?* ; une augmentation des dNTPs
provogue donc une diminution de la concentration en Mg libres).

e Concentration de dNTPs:

La concentration de chaque dNTPs doit étre identique afin d’éviter les risques
d’incorporation erronée (mis-incorporation des nucléotides : erreur de la Taq
polymérase).

6.- Aspects pratiques de I'amplification par PCR :

L'analyse PCR peut étre divisée en trois phases : une phase comportant les
manipulations qui précedent l'amplification (pré-PCR), la réaction d’amplification
proprement dite, et une autre phase pour les étapes suivant I'amplification (post-PCR)
; le processus se déroulant ainsi a sens unique dans des compartiments distincts et
séparés.

6.1.- Lapré-PCR:

La pré-PCR implique les trois préparations suivantes :
a) La préparation des réactifs :
» Reconstitution et dilution des amorces a 10 pM
» Reconstitution et dilution des dNTP & 10 mM.
= Reconstitution du marqueur de taille.
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b) La préparation des échantillons d’ADN :

Les échantillons d’ADN préalablement extraits et conservés a -20°c sont décongelés
a température ambiante. En fonction de leur concentration initiale, certains
échantillons d’ADN seront dilués.
Pour notre travail, nous avons fixé la concentration d’ADN a 80ng/ul. La dilution des
échantillons se fera selon la formule : Ci Vi = Cf Vf

Ci : est la concentration de la solution mere d’ADN

Vi : est le volume a prendre de la solution mere

Cf : est la concentration de la solution fille d’ADN

Vf : est le volume final généralement de 50 ul.

c) Lapréparation des milieux réactionnels «Mix PCR» :

La préparation du Mix est réalisée sous hotte stérile.
Le volume a préparer est calculé selon le nombre d’échantillons et du contréle négatif.
Nous avons préparé pour chaque séquence a amplifier un Mix PCR selon le protocole

suivant.

Tableau IV : Composition du milieu réactionnel pour la PCR du polymorphisme

Mix PCR

DNTP
P1
P2
TP
MgCl2
Taq polymérase
Echantillon
d’ADN
H20 dd

UGT1A1 *28
Concentration Concentration Volume nécessaire
initiale Ci finale Cf

10 mM 0.4 mM 1l
10 uM 0.5 uM 1.25 pl
10 uM 0.5 uM 1.25 pl

5X 1X 5 ul
25 mM 2.5 mM 2.5 ul
5U/pl 1U 0.2 ul
100 ng 4 ng 1 pl

QSP 25 ul

Tableau V : Composition du Mix PCR du polymorphisme UGT1A1l *6
Concentration Concentration Volume nécessaire

Mix PCR

DNTP
P1
P2
TP
MgCl2
Taq polymérase
Echantillon d’ADN
H20 dd

initiale
10 mM
10 uM
10 uM
5X
25 mM
5U/ul
100 ng

finale

0.4 mM 1

0.4 uM 1 pl

0.4 uM 1l
1X 5ul

2.5mM 2.5 ul
1U 0.2 pl
4 ng 1l
QSP 25 pl
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6.2.- La PCR proprement dite :

Les tubes a PCR sont placés dans le thermocycleur qui sera mis en marche selon les
programmes PCR préalablement introduits pour les deux polymorphismes du géne
UGT1Al (UGT1A1*6 ou UGT1A1*28) (Tableau VI).

Tableau VI : Programme du thermocycleur PCR du géne UGT1A1

SNPs UGT1A1*28 UGT1A1*6

Etape Température Temps Température Temps
Activation 94° 5 mn 95° 5 mn
Dénaturation 95° 30 sec 94° 30 sec
Hybridation 57° 30 sec 55° 15 sec
Elongation 72° 30 mn 72° 1 mn
Nombre de cycles 34X 34X
Elongation finale 72° 5 mn 72° 5 mn

6.3.- La post-PCR (contrdle de qualité) :

La post-PCR permet de contrdler la réaction d’amplification et les produits de PCR ;
elle nécessite I'utilisation de contréles positifs et négatifs, ainsi que la visualisation des
amplicons par électrophorése sur gel d’agarose.

o Lecontrble positif :

Un ADN témoin connu a été utilisé pour vérifier les bonnes conditions de préparation
du mélange réactionnel, d’amplification et de détection.

Si, aprés amplification le résultat est négatif, la réaction d’amplification n’a pas eu lieu
pour une raison déterminée (présence d’inhibiteur d’enzyme), il faut recommencer la
réaction. Si le résultat est positif, la réaction d’amplification a bien eu lieu.

o Lecontr6le négatif :

C’est une préparation « Mix PCR » sans ADN ajouté révélant ainsi une éventuelle
contamination si une bande devait étre visualisée.

o Visualisation des produits de PCR par électrophorése sur gel d’agarose :

Les amplicons sont visualisés sous UV apres électrophorése sur gel d’agarose a 2%
en présence de bromure d’éthidium (BET) a 0,5 pg/uL, agent intercalant des acides
nucléiques. Un marqueur de taille de 50pb est analysé simultanément pour permettre
la détermination de la taille des brins (Fig. 17).
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Fig. 17 : Visualisation des produits d’amplification

Ceci nous a permis de valider la réaction en vérifiant la présence des bandes d’ADN
et la taille correspondant a celle du géne amplifié.

2.4.3.5.- Analyse des produits de PCR contrélés :

La technique utilisée pour I'analyse des produits d’amplification différe en fonction du
polymorphisme recherché.
La variation mineure de séquences nucléotidiques du polymorphisme UGT1A1*6 font
de la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) la technique choisie ; elle
consiste a réaliser une digestion enzymatique suivie d’'une migration électrophorétique
des produits de digestion.

Tableau VII : Polymorphisme du géne UGT1A1 (UGT1A1*6)

SNPS Localisation  Substitution nucléotidique Résultat
UGT1A1*6 211G>A Exon 1 G211A G71R
(rs4148323)

L’étude du polymorphisme 'UGT1A1*28 étant une répétition d’'une paire de base au
niveau de la région promotrice (TATA BOX), sa mise en évidence ne peut pas se faire
par une restriction enzymatique, pour cela, nous avons optimisé une électrophorese
horizontale sur gel d’'agarose a 8%.

Tableau VIII : Polymorphisme du géene UGT1A1 (UGT1A1*28)

SNPS Localisation Substitution nucléotidique Résultat
UGT1A1*28 Région TA repeat A(TA) 7TTAA
(rs8175347) Promoteur
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1.- Analyse par RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) :
1.1.- Définition :

Le polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP) est une technique
en biologie moléculaire permettant de différencier les variations mineures de
séquences nucléotidiques dans des fragments homologues d'ADN (453).

1.2.- Principe de la restriction enzymatique :

La technique repose sur la spécificité des endonucléases de restriction, qui sont
hautement spécifiques de la séquence et ne coupent I'ADN double brin qu'a leurs sites
de reconnaissance.

L'action des enzymes de restriction produit des longueurs variables de molécules
d'’ADN homologues contenant des variations de séquence mineures ou des
polymorphismes et les fragments clivés dans I'ADN digéré peuvent étre séparés par
des techniques électrophorétiques (454).

La restriction enzymatique a été réalisée sur le polymorphisme UGT1A1*6 du gene
UGT1AL. Les enzymes de restriction utilisés sont résumés dans le tableau IX

Tableau IX : Restriction enzymatique du polymorphisme UGT1A1*6

SNPs Séquences d’amorce Restriction Fragments (pb)
enzyme
UGT1A1*6 F/ AGATACTGTTGATCCCAGTG Ava ll N: G: 128, 18
R/ CTTCAAGGTGTAAAATGGTC M: A: 146

1.3.- Protocole expérimental :
a.- Préparation d’'un Mix de digestion avec 'AVA Il :

Tableau X : Composition du Mix de digestion du polymorphisme UGT1A1*6

Nucléase free water 12.5 pl
H20 dd
10X Buffer G 1X 2 ul
PCR ampli méere ADN 0.1-0.5 ug 5ul
AVA I 0.5 ul
20 pl

H20 dd : eau distillée désionisée

b.- Incubation au bain marie a 37°C pendant toute la nuit

c.- Electrophorése sur gel Agarose a 4 % a 110 volts pendant 45 mn avec révélation
aluv.
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Tableau X bis : Profil de restriction du polymorphisme UGT1A1*6

Profils GG (Sauvage) AA (Muté) AG (Hétéro)
146 pb —_ —_
128 pb — —_
18 pb — —_—

LR R
M)

Fig. 18 : Visualisation des produits de restriction
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2.- Analyse par électrophorése sur gel d’agarose a 8% :
2.1.- Principe :

L'électrophorese sur gel d'agarose est une technique de biologie moléculaire
couramment utilisée pour séparer et analyser les fragments d'’ADN en fonction de leur
taille. Elle repose sur le principe de la migration des acides nucléiques a travers un gel
d'agarose, sous l'effet d'un champ électrique appliqué. Les acides nucléiques chargés
négativement migrent vers l'anode (électrode positive) a travers le gel, les fragments
plus petits se déplacant plus rapidement que les plus grands. A la fin de
I'électrophorése, les fragments sont séparés en bandes distinctes en fonction de leur
taille, ce qui permet leur visualisation.

Pour réaliser une électrophorése sur gel d'agarose, nous avons besoin d'un gel
d'agarose, d'une source d'alimentation électrique, de tampons électrophorétiques pour
immerger le gel et de colorants permettant de visualiser les fragments d'ADN (455).

2.2.- Les étapes de I’électrophorese :
a) Préparation du gel d’agarose :

L’agarose est un polymere gélifiant a base d'agar-agar purifié composé
essentiellement de galactose non ramifié. Le gel d’agarose polymérisé forme un
réseau régulier dont la taille des mailles varie en fonction du pourcentage d’agarose.

La concentration en agarose détermine la résolution de la séparation : plus la
concentration est élevée, plus la matrice du gel est dense et mieux elle peut séparer
les fragments d'ADN de tailles proches.

Nous avons préparé des gels d’agarose a différentes concentrations : 2% pour le
contréle des produits d’amplification, 4% pour visualiser les produits de digestion
enzymatique et 8% pour analyser le polymorphisme UGT1A1 *28 qui est un fragment
d’ADN dont la taille est 71pb a I'état sauvage et 73pb lorsqu’il est muté.

Les étapes de préparation du gel d’agarose a 8% sont décrites dans I'annexe 8.
b) Migration électrophorétique :

Le support contenant le gel est placé dans une grande cuve d’électrophorese
(dimension gel d’agarose 20x25cm) contenant du tampon spécifique de migration
permettant le passage du courant entre les deux électrodes.

Le tampon Tris-borate est le plus utilisé, sous forme de mélange Tris-borate-EDTA a
pH= 8,1 (tampon TBE).

L’ADN est préalablement mélangé au bleu de Bromophénol (bleu de charge) puis
déposé dans les puits prévus a cet effet. Un courant électrique est appliqué entre les
deux électrodes, ce qui provoque le déplacement de ’ADN vers le pdle positif.

89



Une fois que les échantillons sont chargés, une tension électrique est appliquée aux
extrémités du gel. Les fragments d'’ADN migrent vers I'anode a travers le gel en
fonction de leur taille.

c) Révélation :

Aprés l'électrophorése, le gel est retiré du dispositif, et les bandes d'ADN sont
visualisées. La visualisation et la documentation du gel a été réalisée grace a un
appareil émettant des UV destiné a cet effet (Molecular Imager BIO-RAD Gel Doc
XR+) (Fig. 19).

Fig. 19 : Molecular Imager BIO-RAD Gel Doc XR+
(Laboratoire de cytogénétique et de biologie moléculaire EHUO)

Cet appareil permet d’analyser les gels d’agarose colorés avec des colorants tels que
le bromure d'éthidium BET, qui interagit avec 'ADN et émet de la fluorescence sous
une lumiére UV.

L’intensité de la fluorescence dépend de la taille de 'ADN et de sa quantité. Il est donc
normal que les fragments de grande taille apparaissent plus fortement marqués que
ceux de petites tailles.

90



Fig. 20 : Visualisation des fragments d’ADN 71pb (sauvage) et 73pb du
polymorphisme UGT1A1 *28.
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2.5.- Traitement et analyse statistique des données :

L’analyse statistique des données récoltées sur support Excel a été effectuée a I'aide

du logiciel SPSS23 (Statistical Package for the Social Sciences. Version 23).

Un tri a plat a permis de corriger les données incohérentes et de compléter les données

manquantes.

L’analyse descriptive des données est basée sur la transformation des variables : par

regroupement en utilisant soit le codage, soit des transformations conditionnelles pour

la mise en tableau et 'analyse.

L’analyse descriptive des variables se fait par le calcul des fréquences, des

caractéristiques de tendance centrale ou de dispersion : la moyenne (m), la médiane

(me), la variance (c?), I'écart type (o).

Nous avons procédé a une vérification de la distribution de nos variables en appliquant

le test Shapiro-Wilk de normalité.

Les variables quantitatives a distribution normale ou Gaussienne sont présentées en

moyenne + écart type (m £ ¢ ).

Les variables quantitatives de distribution non normale sont présentées en médiane

(me) avec l'interquartile range IQR (écart interquartile de 25 a 75 %) [IQ1 — 1Q3].

La détermination des fréquences pour les variables qualitatives sont présentées en

pourcentage.

Les tests utilisés sont :

e Letest U Mann- Whitney : utilisé pour la comparaison de deux moyennes de
distribution non gaussienne.

e Letesttde Student : utilisé pour la comparaison de deux moyennes dont la
distribution est normale.

e Letest de Khi 2 de Pearson : utilisé pour rechercher la relation entre deux
variables qualitatives (la comparaison de deux pourcentages).

e Letest ANOVA et le test Kruskal-Wallis : utilisés pour la comparaison de
plusieurs moyennes.

e Letest de corrélation rho de Spearman : utilisé pour déterminer 'association
entre deux variables quantitatives.

Le test t ou le test Mann- Whitney ont permis de tester les différences de variables

biochimiques et cliniques entre les sous-groupes GS.

La corrélation rho de Spearman a permis d’estimer la relation entre la bilirubine non

conjuguée et les variables biochimiques et cliniques.

Dans linterprétation des résultats, les différences et les corrélations sont considérées
comme significatives si le seuil était de p<0,05.
Les données génétiques sont analysées par :
e Lafréquence génotypique : elle est calculée en divisant le nombre d’individus
de chaque génotype par la population totale de I'échantillon.
e La fréequence allélique : elle est calculée en divisant le nombre de fois ou
I'alléle d’intérét est observé dans une population par le nombre total de copies
de tous les alléles a ce locus génétique particulier dans la population.
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Chapitre IV :

Résultats de I’étude



La population d’étude est composée de patients présentant une hyperbilirubinémie
libre isolée non hémolytique, des patients aux antécédents hyperbilirubinémie libre
isolée non hémolytiqgue et des patients cliniquement suspectés du syndrome de
Gilbert, colligés prospectivement a partir des services de gastro-entérologie,
d’hématologie et de pédiatrie a travers le territoire national (Hbpitaux Militaires
Universitaires d’Oran et de Constantine, Hopital central de 'armée d’Alger, CHUO,
EHUO) ainsi que des cabinets médicaux privés.

L’étude compte 199 patients répartis en deux groupes (Groupe 1 et Groupe 2).

— Le groupe 1 est représenté par les adultes, il compte 151 patients.
— Le groupe 2 est représenté par les enfants, il compte 48 patients.

I.— Analyse des patients du groupe 1:
1. — Analyse descriptive des patients :
1.1. — Caractéristiques générales des patients :

1.1.1.— Répartition selon les indicateurs de lieu :
e Lieu derecrutement:

Tableau XI : Répartition des cas (Groupe 1) selon les
indicateurs de lieu de recrutement (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Lieu de recrutement Nombre % \
HMRUO 96 63,6
EHUO 18 11,9
Cabinets médicaux privés 29 19,2
HCA 1 0,7
HMRUC 7 4,6
Total 151 100

On estime a 63,6% le nombre de patients recrutés au niveau de 'THMRUO, 19,2% au
niveau des cabinets médicaux privés et 11,9 % au niveau de 'EHUO.
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e Service de recrutement :

Tableau XII : Répartition des cas (Groupe 1) selon les services de
recrutement (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Gastrologle 516 | 6

Hématologie 28 18,5

umC 16 10,6

Médecine interne 1 0,7

Cardiologie 1 0,7

Néphrologie 1 0,7

Laboratoire de biochimie HMRUO 26 17,2

La moitié de nos patients proviennent du service de gastrologie (51,6%). Le reste des
patients a été recrutée de cing (5) autres services dont les plus représentatifs sont le
service d’hématologie (18,5%) et les urgences médico-chirurgicales (10,6%). Les
services de médecine interne (1 cas), de cardiologie (1 cas) et de néphrologie (1 cas)
ne représentent que 2,1% des cas.

Une proportion non négligeable des patients soit 17,2% des cas ont été recrutés
directement au niveau du laboratoire de biochimie de 'THMRUO ; cette catégorie de
patients peut comprendre les patients recueillis lors de la validation des résultats, le
personnel hospitalier et/ou les personnes ayant un lien de parenté avec le personnel,
ainsi que des personnes externes.



e Origine géographique :
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Fig. 21 : Répartition des cas (Groupe 1) selon la wilaya d’origine
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Les patients étudiés sont originaires de 32 des 48 wilayas du territoire national, ou les
wilayas d’Oran (14%), Mascara (13,2%), Tlemcen (9,9%), Sidi Bel Abbés (6,6%) et
Relizane (5,8%) sont les plus représentées.



1.1.2.— Répartition selon I’age et le sexe :

¢ Moyenne d’age et sexe :

Tableau XIII : Description des cas (Groupe 1) selon la moyenne d’age et le sexe
(Janvier 2020— Décembre 2023)

Age médian Age moyen *
[Q1-Q3] Ecart type

Masculin 110 72,8 33 + [25,5-40,5] 34,7+129

Féminin 41 27,2 37 £[27,0-57,2] 431+£19,6

Total 151 100 33 + [27-46] 371+154
Sex ratio 2,68

Une prédominance masculine est observée avec un sex ratio égal a 2,7, ce qui signifie
qu’il y'a 2,7 fois plus d’homme dans notre population d’étude de cas.

L’age médian des patients est de 33 + [27-46] et 'dge moyen est de 37,1 + 15,4 ans
avec des extrémes de 17 ans a 90 ans.

e Tranches d’age:

40%
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Fig. 22 : Répartition des cas (Groupe 1) selon la tranche d’age
(Janvier 2020 —Décembre 2023)
La classe modale correspond au pic de fréquence qui se situe entre 21 et 30 ans avec

34,1% des cas : la tendance de I'age des cas ne suit pas une loi de distribution
normale.



Tranches d’age et sexe :

Tableau XIV : Description de la population d’étude (Groupe 1)
selon I'age et le sexe (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Age Sexe masculin Sexe féminin .

(ar?s) Nombre Nombre %
17-20 8 8,9 3 8,8 2,66
21-30 31 34,8 11 32,3 2,82
31-40 28 31,4 4 11,8 7,0
41-50 10 11,2 4 11,8 2,5
51-60 8 8,9 6 17,6 1,33
61-70 3 3,4 1 2,9 3,0

=71 1 1,1 5 14,7 0,2

Total 89 100 34 100 2,62

Le pic de fréquence de I'age des cas est identique chez les hommes et les femmes, |l

se situe autour de 21 — 30 ans.

1.1.3.-

Indice de Masse Corporelle :

Tableau XV : Description de la population d’étude (Groupe 1)

selon I'IMC (Janvier 2020 — Décembre 2023)

L Wolgm e %

Insuffisance pondérale [< 18,5]

Corpulence normale [18,50—24,99] 63 54,3

Surpoids [25—29,99] 38 32,8

Obésité [=30] 7 6
Total 116 100

Les données de I'MC sont indiquées dans les dossiers de 116 patients. L’indice de
masse corporelle moyen de ces patients est de 24,2 + 3,9 kg/m? avec un minimum de
16,3 kg/m? et un maximum de 34,9 kg/m?. La majorité des patients sont de corpulence
normale (54,3%).

Seulement 6% d’entre eux sont obéses. Prés de 33 % des cas sont en surpoids.



e Indice de Masse Corporelle et sexe :

Tableau XVI : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon I'age et le sexe
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

-
MG (kgim? —m-m

Insuffisance pondérale [< 18,5] 6 8 6 9
Corpulence normale [18,50—-24,99] 47 55,3 16 51,6 63 54,3 0.93
Surpoids [25-29,99] 27 31,8 11 35,5 38 | 328
Obésité [=30] 5 59 2 6,4 7 6
Total 85 100 31 100 116 | 100
60,0%
50,0%
mHomme mFemme
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%
0,0%
<185 18,50- 24,99 25-29,99
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Fig. 23 : Indice de masse corporelle des patients (Groupe 1) selon le sexe
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

L'indice de masse corporelle moyen est de 24,2 + 3,7 kg/m? chez les hommes, et de
24,1 + 4,1 kg/m? chez les femmes.

Il n’existe pas de différence statistiquement significative entre les deux sexes pour
'IMC.



1.2.— Caractéristiques cliniques des patients :
1.2.1.— Antécédents des patients :

1.2.1.1.— Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie :

Soixante-seize pour cent (76%) des patients déclarent avoir des antécédents
personnels d’hyperbilirubinémie lors du recueil des données. L’age moyen d’apparition
de 'hyperbilirubinémie chez ces patients est de 25,0 + 15,6 ans avec des extrémes de
O ans a 77 ans.

1.2.1.2. — Antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie :

Tableau XVII : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les antécédents familiaux
d’hyperbilirubinémie (Janvier 2020 - Décembre 2023)

Antécédents Y
d’hyperbilirubinémie ’

Présence 99 46,6
Absence 63 53,4
1er degré 38 69,1
2éme degré 36 65,4
3éme degré 8 14,5
4¢eme degre 3 54
Parenté 1er degré (n=38)
Pére 14 36,8
Mére 10 26,3
Enfants 14 36,8
Parenté 2éme degré (n=36)
Frére 15 417
Sceur 15 417
Grand parent 6 16,7
Parenté 3éme degré (n=8)
Oncles, tantes 7 87,5
Neveux, niéces 1 12,5
Parenté 4éme degré (n=3)
Cousins germains 3 100
| Lendeparents _ Nombre | % |
Ligne directe (grands-parents, 24 436
parents et enfants)
Ligne collatérale (fréres et 1 38.2
sceurs, oncles)
Ligne directe et Ijgne 10 18,2
collatérale
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Groupe 1
n=118

Antécéedents
familiaux
55 (46,6%

d'antécédent
s familiaux

3éme degré
8 (4,5%)

1er degré 2¢me degré
38 (55%) 36 (65,4%)

4¢me degré
3 (5,4%)

Pere Mere Enfants Frére Soeur Grand parent ?Qﬁ::: %?gg:sx
14 (36,8%) 10 (26,3%) 14 (36,8%) 15 (41,7%) 15 (41,7%) 6 (16,7%) 7 (87.5%) 1(12.5%)

Fig. 24 : Digramme des degrés de parenté chez les patients présentant des antécédents familiaux
d’hyperbilirubinémie

Les données sur les antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie sont indiquées dans
les dossiers de 118 patients.

Les antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie sont présents chez 55 patients
(46,6%), les degrés de parenté les plus retrouvés chez ces patients sont le premier
degré (38 cas) et le deuxieme degré (36 cas). Les parents au troisieme degré (8 cas)
et au quatrieme degré (3 cas) sont nettement plus faibles.

Le pere et les enfants sont les parents au premier degré les plus touchés avec une
fréquence similaire de 36,8% (14 cas chacun), suivis par la mére 26,3% (10 cas). Les
freres et sceurs sont retrouvés avec une fréquence égale de 41,7% (15 cas chacun)
des parents au deuxieme degré, les grands parents ne représentent que 16% (6 cas).

La quasi-totalité de la parenté au 3°™¢ degré est représentée par les oncles et tantes
(7 cas) et la totalité de la parenté au 4™ degré est représentée par les cousins
germains (3 cas).

1.2.2. - Symptomatologie clinique :

Les données sur la symptomatologie clinique sont indiquées dans les dossiers de 112
patients.

La majorité de ces patients sont symptomatiques (88,9%). L’hyperbilirubinémie libre
évocatrice du syndrome de Gilbert se caractérise par un ensemble de signes cliniques.
Elle est dominée par une asthénie et un ictére isolé(s) ou associé(s) a d’autres
symptémes cliniques.
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e Signes évocateurs :

Tableau XVIII : Description de la population d'étude (Groupe 1)
selon les signes évocateurs (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Signes évocateurs Nombre (n=112) %
Asthénie 72 64,3

Douleurs abdominales 47 42
Ictére 49 43,8
Subictére conjonctival 25 22,3
Nausées, vomissements 21 18,7
Vertiges 10 8,9

Céphalées 10 8,9
Amaigrissement 6 53

Perte d’appétit 4 3,6

Autres 8 71

Autres 7.1%
Perte d’appétit

Amaigrissement
Céphalées

Vertiges

Nausées, vomissements
Subictére conjonctival
Ictére

Douleurs abdominales

Asthénie

64,3%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Fig. 25 : Répartition de la population d’étude (Groupe 1) selon les signes cliniques évocateurs
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

L’asthénie est le symptéme le plus fréequent mentionné par nos patients (64,3%).

L’ictere est également fréequemment retrouvé chez nos patients (43,8%). Ces deux
manifestations les plus fréquentes et constantes du syndrome de Gilbert peuvent étre
isolés ou associés a d’autres symptdémes tels que des douleurs abdominales (42%),
des nausées et vomissements (18,7%), des vertiges et des céphalées (8,9%), un
amaigrissement (5,3%), une perte d’appétit (3,6%).

Une autre symptomatologie (7,1%) peut faire apparaitre des signes moins spécifiques
pouvant étre révélateurs mais a des proportions moindres, comme des diarrhées
persistantes suivies de constipation (3,6%), une anxiété et une irritabilité (1,8%) et
parfois une déshydratation (0,9%) et une intolérance aux graisses (0,9%).
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1.2.3. — Motifs de la demande d’analyse et circonstances de découverte :

Tableau XIX : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les motifs
de la demande d’analyse (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Motifs de la demande d’analyse Nombre (n=131) %

Suspicion du syndrome de Gilbert 36 27,5
Ictere 31 23,7
Asthénie 18 13,7
Subictére conjonctival 13 9,9
Douleurs abdominales 12 91
Antécédents d’hyperbilirubinémie 8 6,1
Découverte fortuite 42 32,0
Découverte fortuite 32,0%
Antécédents d’hyperbilirubinémie 6,1%
Douleurs abdominales 9,1%
Subictere conjonctival 9,9%
Asthénie 13,7%
Ictére 23,7%
Suspicion du syndrome de Gilbert 27,5%
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Fig. 26 : Répartition de la population d’étude (Groupe 1) selon les motifs de demande d’analyse
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

Un ensemble de motifs ont conduit les cliniciens a demander 'analyse génétique en
vue de déterminer I'étiologie de I'hyperbilirubinémie observée chez nos patients. La
suspicion du syndrome de Gilbert est un motif frequent (27,5%).

Les symptdomes cliniques de nos patients sont également des motifs de demande
d’'une exploration génétique dont l'ictere (23,7%), I'asthénie (13,7%), le subictere
conjonctival (9,9%) et les douleurs abdominales (9,1%).

La découverte fortuite d’'une hyperbilirubinémie libre isolée est le motif le plus fréquent
(32%). Cette découverte fortuite regroupe les bilans demandés a I'occasion de la visite
systématique du personnel, un bilan préopératoire pour une chirurgie, un bilan de
contrble de routine.
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1.2.4.— Facteurs déclenchant I’hyperbilirubinémie :

Tableau XX : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les
facteurs déclenchant I'hyperbilirubinémie (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Facteurs déclenchant (n=120) Nombre (n=120) %

Présents 92 76,7
Absents 28 23,3

Nature du facteur déclenchant (n=92)
Jeune prolongé > 12h 32 34,8
Stress 49 53,3
Surmenage 56 60,9
Exercice physique intense 13 14,1
Déshydratation 7 7,6
Menstruations chez la femme 2 2,2
Accouchements 2 2,2

La grande majorité des patients déclarent que I'hyperbilirubinémie est déclenchée par
la présence d’'un ou de plusieurs facteurs (76,7%). Le reste des patients (23,3%) n’a
pas signalé de facteur associé a I'’hyperbilirubinémie.

Les facteurs les plus fréquents et les plus incriminés dans [Iapparition de
I'hyperbilirubinémie chez nos patients sont le surmenage (60,9%), le stress (53,3%) et
le jeune prolongé comme le jeune du mois de Ramadan (34,8%).

D’autres facteurs sont également associés au déclenchement de I'hyperbilirubinémie
comme I'exercice physique intense (14,1%), la déshydratation (7,6%), les
menstruations (2,2%) et les accouchements (2,2%) chez la femme.
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1.2.5. — Comorbidités :

Tableau XXI : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les
comorbidités (Janvier 2020 — Décembre 2023)

‘ Comorbidités (n=120) Nombre (n 120) _

Présentes 30,8
Absentes 83 69,2
 Conomdusgem)
Diabéte 8 6,7
Hypertension artérielle 11 9,2
Hypothyroidie 4 S
Maladies hématologiques
(B thalassémie, thrombopénie, 5 4,2
hémochromatose, maladie de Biermer)
Maladie cceliaque 1 0,8
Arthrose 3 2,5
Spondylarthrite ankylosante 1 0,8
Rhumatisme articulaire aigu 1 0,8
Stéatose hépatique 2 1,7

La majorité des patients n'ont pas de pathologies associées a I'hyperbilirubinémie
(69,2%). Cependant, des comorbidités sont retrouvés chez 30,8% d’entre eux soit 37
cas.

Parmi 'ensemble des maladies retrouvées :

— L’hypertension artérielle (9,2%) et le diabéte (6,7%) sont les plus fréquentes.

— Les maladies hématologiques représentent 4,2% des cas dont la B thalassémie
(1 cas), une thrombopénie (2 cas), 'hémochromatose (1 cas) et la maladie de Biermer
(1 cas).

— Les maladies inflammatoires sont présentes chez 4,1% des patients, elles
regroupent l'arthrose chez 3 cas, la spondylarthrite ankylosante et le rhumatisme
articulaire aigu avec une fréquence similaire (1 cas chacun).

— L’hypothyroidie est beaucoup moins fréquente que les précédentes pathologies,
elle représente 3,3% des patients soit 4 cas.

— La maladie du foie gras ou stéatose hépatigue ; une maladie associée au syndrome
métabolique ne représente que 1,7% des patients soit 2 cas seulement.

— Les maladies auto-immunes dont la maladie cceliaque ; une intolérance
alimentaire, est retrouvée chez seulement 1 patient.
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1.2.6.— Explorations radio-endoscopiques :

Tableau XXII : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon I'exploration
radio-endoscopique (Janvier 2020—Décembre 2023)

| Imagerie médicale (n=125) | Nombre (n 125) _‘

Avec exploration

53,6

Sans exploration

Echographie abdomino-pelvienne

58

65

46,6

Exploration radio-endoscopique (n=67)

97,0

Endoscopie digestive haute

Scanner abdomino-pelvien

IRM hématique

La moitié des patients (53,6%) ont bénéficié d’explorations radio-endoscopiques.
Parmi les explorations radio-endoscopiques réalisées chez nos patients, I'échographie
abdomino-pelvienne représente le nombre le plus élevé (65).

L’endoscopie digestive haute est également retrouvée mais en nombre moins
important (4). Certains patients ont eu recours au scanner abdomino-pelvien (2) et a

I'IRM hépatique (2).
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e Résultats de I’exploration radiologique :

Tableau XXIII : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les résultats de
I'exploration radiologique (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Résultats de I'exploration radiologique Nombre (n=67) %

Sans particularité, foie normal 59 88,0
Légére hépatomégalie 2 3

Foie de surcharge 1 1,5
Gastrite chronique 4 6

Légére splénomégalie 3 4,5

Les résultats des explorations radiologigues ne montrent aucune particularité dans la
plupart des cas (88%).

Certaines explorations ont révélé une légere splénomégalie (4,5%), une légére
hépatomégalie (3%) et une gastrite chronique (6%).
Un seul résultat a montré un foie de surcharge (1,5%).

1.2.7.- Consommation de tabac :

La majorité des patients sont des non-fumeurs (85%). Les fumeurs représentent 15%
des cas.

1.2.8.- Consommation d’alcool :

La grande majorité des patients ne consomme pas d’alcool (97,5%). Les
consommateurs d’alcool représentent 2,5% des cas.
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2.- Etude du profil biologique des patients :

2.1.- Profil de ’hémolyse :

Tableau XXIV : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les parametres du bilan

Paramétres Median % range Mean = o (range) Valeurs usuelles ‘

d’hémolyse (Janvier 2020 — Décembre 2023)

. . 14,04 £ 1,69
Hémoglobine (g/dL) 14,20 £ [13,02-15,2] (9,0- 18.40) 12-18
Taux de réticulocytes 550000 658223  52733.3
(Valeur absolue : . T ’ <120.000
v [41935,0- 72803,0] (7154,0 -559000,0)
éléments/mm3)
: 0,96 + 0,63
Haptoglobine (g/L 0,87+1[0,53-1,63 ’ ’ 0,3-2
ptoglobine (g/L) [ ] (0.0-3,00)
LDH (UIL) 183,70 £ 205,80 + 88,87 <950
[158,65-223,25] (96,20- 776,0)

Le bilan hématimétrique de la population étudiée retrouve :

e Un taux médian d’hémoglobine de 14,20 g/dL. L’hémoglobine est dans lintervalle
de référence normale chez la majorité de la population étudiée (88,9%). Des taux
inférieurs & 12 g/dL sont retrouvés chez seulement 11,1% des patients.

e Un taux médian de réticulocytes de 55920,0 éléments/mm3. Les taux de réticulocytes
sont inférieurs a 120.000 éléments/mm? chez la quasi-totalité de la population d’étude
(95,3%). Des taux supérieurs a 120.000 éléments/mm? sont observés chez 6 cas
seulement soit 4,7%.

Les parametres biochimiques du bilan d’hémolyse retrouvent :

¢ Un taux médian d’haptoglobine de 0,87 g/L. Les taux d’haptoglobine se situent dans
I'intervalle des valeurs normales chez la grande majorité des patients (83,3%).Des
valeurs inferieures a 0,3 g/L sont retrouvées chez seulement 11,1% soit 16 patients et
des valeurs supérieures a 2 g/L sont observées chez les reste des patients (5,5%).

e Un taux médian de LDH de 183,70 U/L. Les taux de LDH sont normaux chez la
grande majorité de la population étudiée (83,9%) et des taux €levés sont observes
chez le reste des patients (16,1%).
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2.2.- Profil hépatique :

Tableau XXV : Description de la population d'étude (Groupe 1) selon les paramétres du
bilan hépatique (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Parameétres Median * range Mean = o (range)

BRB T (mg/L) 17,48 + [12,7-26,6] 20,83 + 12,26 (2,97- 69,29)
BRB D (mg/L) 4,84 + [3,5-6,41] 4,99 + 2,50 (0,88- 24,02)
BRB | (mglL) 11,99 + [8,23 -19,49] 15,83 + 11,62 (1,85- 64,53)
ASAT (UIL) 20,45 + [16,10-24,25] 22,53 + 10,68 (10,50- 84,30)
ALAT (UIL) 15,40 + [11,9- 22,63] 19,48 + 13,60 (0,50- 96,90)
PAL (UIL) 72 +[59-88,3] 78,93 + 31,37 (34,0- 232,0)
GGT (UIL) 18,50 + [13,1-29,9] 29,88 + 50,18 (6,10- 583)
TP (g/L) 73,20 + [70,50-76,82] 73,30 + 5,0 (52,90- 87,90)
ALB (glL) 48,50 + [45,33-52,01] 48,14 + 5,34 (27,58- 59,48)

Une hyperbilirubinémie totale BRB T 212mg/L est retrouvée chez la majorité de nos
patients au moment du prélevement (75,5%) avec un taux médian de bilirubine totale
de 17,48 mg/L, un taux médian de bilirubine directe de 4,84 mg/L et un taux médian
de bilirubine indirecte de 11,99 mg/L. Cette hyperbilirubinémie totale est a fraction BRB
libre (BRB Indirecte 28mg/L) chez la majorité des patients (76,2%).

e Les enzymes de la cytolyse hépatique sont dans lintervalle des valeurs normales
(ASAT< 50U/L, ALAT < 50U/L) chez la quasi-totalité de la population étudiée (98% et
96% respectivement) avec une valeur médiane d’ASAT de 20,45 U/L et une valeur
médiane d’ALAT de 15,40 UJ/L.

¢ Les enzymes de la fonction biliaire montrent des valeurs normales de PAL et de GGT
chez presque la totalité de la population étudiée (92,7% et 95,4% respectivement)
avec une valeur médiane de PAL de 72 U/L et une valeur médiane de GGT de 18,50
U/L.

e Les capacités de synthése hépatique sont évaluées par 'albumine et les protides
totaux. Celles-ci montrent un taux médian d’albumine de 48,50 g/L et un taux médian
de protides de 73,20 g/L. La grande majorité de la population étudiée a une
albuminémie normale (83,9%) et une protidémie normale (98,7%). Un seul cas
d’hypoalbuminémie < 35g/L a été retrouvé et une hyperprotidémie > 83g/L a été
observée chez deux patients seulement.

109



2.3.- Profil lipidique :

Tableau XXVI : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les parametres du bilan
lipidique (Janvier 2020—Décembre 2023)

Parameétres Median * range Mean = o (range)

Triglycérides (g/lL) = 0,95 % [0,64-1,30] 1,05 + 0,56 (0,02- 3,31)
Cholestérol total (g/lL) | 1,58 + [1,32-1,83] 1,61+ 0,39 (0,81- 3,36)
HDL-cholestérol (g/L) | 0,45 [0,37-0,53] 0,46 + 0,13 (0,18-0,77)

LDL-cholestérol (g/L) | 0,95 +[0,70-1,16] 0,96 + 0,31 (0,40-2,54)
Ratio HDL:LDL | 0,50 # [0,39-0,63] 0,53 + 0,24 (0,18- 1,82)

Le bilan lipidique de la population étudiée retrouve un taux médian de triglycérides de
0,95 g/L, un taux médian de cholestérol total de 1,58 g/L, un taux médian de HDL-
cholestérol de 0,45 g/L et un taux médian de LDL-cholestérol de 0,95 g/L.

Le ratio HDL : LDL a une valeur médiane de 0,50.

Tableau XXVII : Répartition de la population d’étude (Groupe 1) selon
les valeurs d'interprétation des paramétres du bilan lipidique
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

| Paramétres | Valeurs usuelles Nombre _\

Triglycérides (g/L) <15 83,3
21,5 25 16,7

Cholestérol total (g/L) <2 129 85,4
22 22 14,6

HDL-cholestérol (g/L) <0,40 49 32,9
20,40 100 67,1

LDL-cholestérol (g/L) <1,30 127 84,1
21,30 24 159

Comme le montre le tableau XXVII, la majorité de la population étudiée ont des taux
de triglycérides dans I'intervalle des valeurs normales (83,3%). L’hypertriglycéridémie
est rencontrée chez seulement 16,7% des cas.

Une cholestérolémie normale (<2g/L) est retrouvée chez la majorité des patients
(85,4%) et 'hypercholestérolémie apparait seulement 14,6% d’entre eux.

Une prédominance du taux de HDL-cholestérol =0,40g/L est observée chez nos
patients (67,1%) contre un taux de HDL-cholestérol <0,40g/L chez 32,9%.

Un taux de LDL-cholestérol <1,30g/L est retrouvé chez la majorité de la population
étudiée (84,1%) contre un taux de LDL-cholestérol 21,30g/L chez le reste de la
population (15,9%).
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2.4.- Profil inflammatoire :

13% m< 5mg/L

\ m> 5mg/L

T 8%

Fig. 27 : Répartition de la population d’étude (Groupe 1) selon les taux de CRP
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

La prévalence du taux de CRP <5 mg/L est de 87,1% soit 128 cas contre 12,9% pour
des taux = 5mg/L.

Tableau XXVIII : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les taux de
CRP (Janvier 2020 - Décembre 2023)

Paramétre Median * range Mean = o (range)

CRP (mglL) 0,63 +[0,33- 2,07] 5,73 + 25,72 (1,65- 115)

La valeur médiane de la CRP est de 0,63 mg/L avec un intervalle interquartile de 0,33
a 2,07 mg/L alors que sa valeur moyenne est de 5,73 mg/L.
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2.5.- Profil antioxydant :
2.5.1.- Bilan ferrique et protéines antioxydantes :

Tableau XXIX : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon les
paramétres du bilan ferrique et les protéines antioxydantes
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

Parameétres Median * range Mean = o (range) \

109,35 % 41,70
Fer (ug/dL) | 106,50 +[82,5-130,2] (25,60- 284.40)

229,26 + 60,22
UIBC (ug/dL) ' 299 65 + [188,13-264,0] (103.7-435.0)

336,60 + 51,78
TIBC (ug/dL) | 337 75 + [305,7-363,85] (182.70- 503.10)

32,34 £ 11,99
CS (%) | 30,84 + [24,2-38,75] (7,17- 72,40)
. 2,43 +0,39
Transferrine (g/L) 2,37 +[2,18-2,65] (1,52 - 3,57)
: . 0,24 £ 0,07
Céruloplasmine (g/L) 0,22 +[0,19-0,26] (0,15- 0,55)

Le bilan ferriqgue de la population étudiée retrouve une valeur médiane de fer sérique
de 106,50 pg/dL, une valeur médiane de capacité libre de fixation de la transferrine
(UIBC) de 229,65 pg/dL et une valeur médiane de coefficient de saturation de la
transferrine (CS) de 30,84 %.

Une sidérémie normale (33-193 pg/dL) est observée chez la plupart des patients
(96%), une sidérémie élevée > 193 pg/dL apparait chez 3,3% de la population d’étude
soit cing patients seulement. Un seul cas d’hyposidérémie < 33 ug/dL a été retrouvé.

Le coefficient de saturation de la transferrine est normal (20-40%) chez la majorité de
la population étudiée (66,6%). Une valeur du CS< 20% est observée chez 13,8% des
patients et un CS> 40% chez 19,6% d’entre eux.

Les protéines antioxydantes retrouvent un taux médian de transferrine de 2,37 g/L et
un taux médian de céruloplasmine de 0,22 g/L. Les valeurs de transferrine se situent
dans lintervalle des valeurs normales (2,2-3,6 g/L) chez la majorité des patients
(88,8%) et des taux <2 g/L sont retrouvés chez seulement 11,2% d’entre eux.

Des taux de Céruloplasmine <0,30 g/L sont retrouvés chez la grande majorité des
patients (89%) contre des taux > 0,30 g/L chez 11% des cas.
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2.5.2.- Acide urique :

Tableau XXX : Répartition de la population d’étude
(Groupe 1) selon les taux d’acide urique (Janvier 2020 -

Décembre 2023)
dcid e ngl) | Norre 1o
<70 134 89,3
=70 16 10,7
Total 150 100
Median + range 51,69 + [41,0 -58,0]
Mean + o (range) | 52,32 * 16,48 (20,33-159,02)

L’acide urique chez 150 patients étudiés a un taux médian de 51,69 mg/L. En majorité,
89,3 % des patients ont une uricémie normale (<70 mg/L). L’hyperuricémie (=70mg/L)
est retrouvée chez seulement 10,7% des cas soit 16 patients.

2.6.- Glucose:

Tableau XXXI : Répartition de la population d’étude (Groupe 1) selon les taux de glycémie
(Janvier 2020 — Décembre 2023

Glucose (g/L) m %

<1,10 109 75,7
>1,10 35 24,3
Total 144 100
Median * range 0,95 +[0,85 -1,09]
Mean + o (range) 1,04 £ 0,39 (0,55- 3,30)

La glycémie de 144 patients a un taux médian de 0,95 g/L avec un intervalle
interquartile de 0,85 a 1,09 g/L. Une glycémie <1,10 g/L est retrouvée chez la majorité
des patients (75,7%).

Par contre, une hyperglycémie (=1,10g/L) est observée chez le reste des patients
(24,3%).
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Tableau XXXII : Récapitulatif des caractéristiques démographiques, paramétres
biochimiques, biomarqueurs du métabolisme des lipides et de I'inflammation de la
population étudiée (Groupe 1) (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Parameétres Patients (n) Valeurs usuelles

Age (ans) 33 £ [27-46] n123 -
Sexe (H/F) (n) 110/41 n151 (Sex ratio = 2,7) -
IMC (kg/m?2) 24,2 +3,9n116 18,5-25
BRB T (mg/L) 17,48 £[12,7-26,6] n151 <12
BRB | (mg/L) 11,99 £ [8,23 -19,49] n151 <10
ASAT (UIL) 20,45 + [16,10-24,25] n151 <50
ALAT (UL) 15,40 £ [11,9- 22,63] n151 <50
PAL (U/L) 72 + [59-88,3] n151 40-129
GGT (UIL) 18,50 + [13,1-29,9] n151 8-61
TP (g/L) 73,20 £ [70,50-76,82] n150 60-80
ALB (g/L) 48,50 +[45,33-52,01] n149 35-52
Glucose (glL) 0,95 +[0,85-1,09] n144 0,74-1,06
Triglycérides (g/L) 0,95 £[0,64-1,30] n150 <1,5
Cholestérol total (g/L) 1,58 £ [1,32- 1,83] n151 <2
HDL-c (g/L) 0,45 £[0,37-0,53] n149 >0,4
LDL-c (g/L) 0,95 £1[0,70-1,16] n149 <1,30
Ratio HDL : LDL 0,50 +1[0,39-0,63] n149 —
CRP (mg/L) 0,63 £[0,33- 2,07] n147 <5
Acide urique (mg/L) 51,69 £ [41,0 -58,0] n150 34-70
Fer (ug/dL) 106,50 * [82,5-130,2] n150 33-193
CS (%) 30,84 + [24,2-38,75] n138 20-40
Transferrine (g/L) 2,37 £[2,18-2,65] n125 2-3,6
Céruloplasmine (g/L) 0,22 £[0,19-0,26] n146 0,15-0,30

114



3.- Etude moléculaire des patients :
3.1.- Etude du polymorphisme (TA)n(rs8175347) :

3.1.1.- Génotypage et répartition des alléles du polymorphisme
(TA)n(rs8175347):

Tableau XXXIII : Description de la population d’étude (Groupe 1)
selon le génotypage et la répartition des alléles du polymorphisme (TA)n(rs8175347)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

(TA)n(rs8175347) = n=151 100
TAT7/ TA7 127 84,1
TAG6/ TA7 17 11,3
TAG/ TA6 2 1,3
Pas de bande 5 3,3
TAB 21 7,2
TA7 271 92,8
Comme le montre le tableau XXXIII, il y a une prédominance du génotype

homozyogote muté TA7/TA7 dans la population étudiée (84,1%) soit 127 cas. Le
génotype hétérozygote TAG/TA7 est retrouvé chez 11,3 % de notre population soit 17
patients. Le génotype homozygote sauvage TAG6/TA6 apparait chez deux patients
seulement.

Le génotypage (TA)n(rs8175347) n'a pas été possible pour les cing patients restant
car aucune bande n’a été visualisée lors de la séparation électro phorétique. Les
conditions d’amplification validées par [I'utilisation d’un contréle interne nous ont
conduit a attribuer cela a un défaut d’extraction de ’ADN.

La distribution allélique du rs8175347 montre une nette prédominance de l'allele TA7
dans notre population (92,8%).
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3.1.2.- Répartition des génotypes du polymorphisme (TA)n(rs8175347) selon le

sexe .

Tableau XXXIV : Répartition des génotypes (TA)n(rs8175347) selon le sexe (Groupe 1)
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Génotype
(TA)n(rs8175347)
TA7/ TAT 93 73,2 34 26,8 127 100
TAG/ TAT 11 64,7 6 35,3 17 100
Total 104 40 144

Il n’existe pas de différence statistiquement significative entre les deux sexes pour le
génotype TA7/TA7 du polymorphisme (TA)n(rs8175347).

3.2.- Génotypage et répartition des alléles du polymorphisme G211A

(rs4148323) :

Tableau XXXV : Description de la population d’étude (Groupe 1) selon le
génotypage et la répartition des alléles du polymorphisme G211A (rs4148323)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

%

G211A (rs4148323) n=151 100
(GG) 140 92,7
(GA) 1 0,7
(AA) 0 0
Pas de bande 10 6,6
G 281 99,6
A 1 0,4

Le génotype homozygote sauvage GG est retrouvé chez la quasi-totalité de notre
population d’étude (92,7%) soit 140 cas.

Un seul cas hétérozygote GA a été retrouvé. Le génotype homozygote muté AA
n’apparait chez aucun de nos patients.

Le génotypage G211A (rs4148323) n’a pas été possible pour dix patients car aucune
bande n’a été visualisée lors de la séparation électro phorétique. Les conditions
d’amplification validées par l'utilisation d’'un contrdle interne nous ont conduit a

attribuer cela a un défaut d’extraction de ’ADN.
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4.- Etude des facteurs de risque cardiovasculaire des patients avec syndrome
de Gilbert confirmé (TA7/ TA7) :

Nous avons étudié le risque cardiovasculaire chez les patients génotypés GS
(TA7/TAT). Pour cela, nous avons exclu les patients génotypés TA6/ TA6, TA6/ TA7
et les patients n’ayant pas pu étre génotypés.

Au total, cette population d’étude comporte 127 patients.

Tableau XXXVI : Caractéristiques démographiques, paramétres biochimiques, biomarqueurs
du métabolisme des lipides et de 'inflammation des patients GS TA7/ TA7
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Patients (n=127) Valeurs usuelles

Age (ans) 31+ [26-45] —
Sexe (H/F) 93/34 =
IMC (kg/m2) 24,24 + 397 18,5-25
BRB T (mg/L) 19,12 £ [13,50-26,58] <12
BRB D (mg/L) 4,89 + [3,61-6,38] <2
BRB I (mg/L) 13,12 + [8,59-19,51] <10
ASAT (U/L) 20,30 + [15,70-23,90] <50
ALAT (UIL) 15,10 £ [11,70-22,3] <50
PAL (UIL) 72 +[59,60-87,20] 40-129
GGT (UIL) 17,40 £ [12,90-28,70] 8-61
TP (g/L) 73,25 £ [70,4-76,56] 60-80
ALB (g/L) 48,87 + [45,69-52,23] 35-52
Glucose (g/L) 0,95 + [0,85-1,08] 0,74-1,06
Triglycérides (g/L) 0,92 £[0,61-1,22] <1,5
Cholestérol total (g/L) 1,94 +[1,30-1,80] <2
HDL-c (g/L) 0,45 +[0,37-0,53] >0,4
LDL-c (g/L) 0,90 +[0,70-1,13] <1,30
Ratio HDL : LDL 0,50 + [0,41-0,64]
CRP (mg/L) 0,56 + [0,33-1,99] <5
Acide urique (mg/L) 52,15 £ [41,41-58,75] 34-70
Fer (ug/dL) 106,45 + [86,37-130,32] 33-193
CS (%) 31,50 + [24,80-39,50] 20-40
Transferrine (g/L) 2,37 £ [2,17-2,64] 2-3,6
Céruloplasmine (g/L) 0,22+ [0,19-0,26] 0,15-0,30

Une prédominance masculine est observée avec un sex ratio égal a 2,7, ce qui signifie
qu’il y'a 2,7 fois plus d’homme dans population d’étude des cas de GS.

L’age médian des patients est de 31+ [26-45] et 'dge moyen est de 36,5 + 15,7 ans
avec des extrémes de 17 ans a 90 ans.

La valeur médiane de la CRP est de 0,56 mg/L avec un intervalle interquartile de 0,33
a 1,99 mg/L alors que sa valeur moyenne est de 3,38 mg/L.
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4.1.- Etude du statut antioxydant et de I'inflammation des patients GS(TA7/ TA7) :

Les taux de bilirubine sérique étant physiologiquement plus élevés chez les hommes
que chez les femmes, nous avons étudié séparément les patients au génotype TA7/
TA7 selon le sexe.

De plus, les effets associés a l'age liés a une hyperbilirubinémie légere ont été
observés dans des études antérieures par rapport aux indicateurs de santé
métabolique chez les hommes et les femmes, nous avons donc également étudié
I'effet de 'age dans notre étude.

4.1.1.- Analyse des biomarqueurs du stress oxydatif et de I’'inflammation dans
deux sous-groupes d’age :

Tableau XXXVII : Caractéristiques démographiques, paramétres biochimiques et biomarqueurs
du stress oxydatif et de l'inflammation des patients GS dans deux sous-groupes d’age
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

GS Age <35 ans (n=66) ‘ GS Age 2 35 ans (n=41) Seuil p

Age (ans) 27 + [22-30] 55 + [41,50-59] <0,001

IMC (kg/m?) 22,74 + 3,38 26,72 + 3,65 <0,001
BRBI(mgll) 16,33  [10,50-25,88] 10,41 + [6,98-16,22] <0,001

ASAT (UL) | 19,80 % [15,77-22,77] 21,90 + [16,95-24,54] 0,101

ALAT (ULL) | 14,50 +[11,12-20,22] 17,90 + [11,85-25] 0,115

GGT (UL) = 15,45 +[12,35-20,77] 21,80 + [15,10-39,82] 0,001

Acide urique (mg/lL) | 51,02 + [44,12-57,02] 53,40 + [41,79-59,12] 0,339
CRP (mglL) 0,49 £ [0,36-2,03] 0,55 + [0,29-1,64] <0,001

Fer (ug/dL) | 109,60 +[88,05-136,65] | 95,15 +[79,77-122,27] 0,077

CS (%) | 32,32 % [25,94-40,70] 29,60 + [23,25-38,73] 0,235
Transferrine (g/L) 2,39 + [2,12-2,68] 2,37 % [2,17-2,47] 0,335
Céruloplasmine (g/L) 0,20 + [0,18-0,23] 0,23 % [0,22-0,27] <0,001

Les individus du sous-groupe GS le plus agé (n=41, age médian de 55 ans) ont un
IMC plus élevé (26,72 vs 22,74, p <0,001), des valeurs de GGT (21,80 vs 15,45, p
<0,05), de CRP (0,55 vs 0,49, p <0,001) et Céruloplasmine (0,23 vs 0,20, p <0,001)
plus élevées par rapport au sous-groupe GS le plus jeune (n=66, age médian de 27
ans). Cependant, ils ont présenté des niveaux de BRB indirecte (UCB) plus faibles par
rapport au sous-groupe GS le plus jeune (10,41 vs 16,33, p<0,001).

Les sujets du sous-groupe GS le plus agé ont tendance a avoir une sidérémie plus
faible (p=0,077) que les sujets du sous-groupe plus jeune.
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4.1.2.- Analyse des biomarqueurs du stress oxydatif et de I'inflammation selon
le sexe:

Tableau XXXVIII : Caractéristiques démographiques, parameétres biochimiques et biomarqueurs

du stress oxydatif et de l'inflammation des patients GS selon le sexe
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Hommes GS (n=93) Femmes GS (n=34) | Seuilp |

Age (ans) 31 +[24-40] 38 % [27-57,50] 0,111

IMC (kg/m?2) 24,23 +£3,70 24,26 + 4,75 0,830

BRB T (mg/L) 21,67 £[15,26-28,37] 13,34 £ [9,78-18,75] <0,001

BRB Directe (mg/L) 5,20 + [3,97-6,54] 3,95 +[2,60-4,91] 0,003
BRB | (mg/L) 15,53 £ [9,97-22,13] 9,27 £[7,04-12,80] <0,001
Hémoglobine (g/dL) 14,80 £ [13,82-15,47] 12,90 £ [12,00-13,50] <0,001
ASAT (UIL) 21,10 £[16,70-24,54] 17,50 £ [14,87-20,82] 0,006

ALAT (UIL) 16,40 % [12,60-24,40] 12,20 £[9,17-16,72] <0,001

GGT (UlL) 18,90 + [13,35-30,90] 14,65 + [11,65-26,75] 0,038

Acide urique (mg/L) 54,92 + [45,77-63,17] 41,21 £[35,53-52,37] <0,001
CRP (mg/L) 0,49 +[0,28-1,72] 0,80 + [0,36-2,88] 0,021

Fer (ug/dL) | 110,40 £[90,27-131,45] 88,85 + [64,45-125,40] 0,007

CS (%) 33,80 + [27,70-40,70] 27,13 £ [19,05-36,78] 0,007
Transferrine (g/L) 2,35 +[2,13-2,60] 2,47 +[2,27-2,74] 0,075
Céruloplasmine (g/L) 0,21 £1[0,19-0,24] 0,27 +[0,22-0,30] <0,001

Les sujets GS de sexe masculin ont montré des niveaux de BRB totale (21,67 vs 13,34,
p<0,001), de BRB indirecte (15,53 vs 9,927, p<0,001) plus élevées que les sujets de
sexe féminin. lls ont également présenté des valeurs plus élevées d’hémoglobine
(14,80 vs 12,90, p<0,001), d’ASAT (21,10 vs 17,50, p<0,05), d’ALAT (16,40 vs 12,20,
p<0,001), de GGT (18,90 vs 14,65, p<0,05), d’acide urique (54,92 vs 41,21, p<0,001),
de Fer sérique (110,40 vs 88,85, p<0,05) et de coefficient de saturation de la
transferrine CS (33,80 vs 27,13, p<0,05) par rapport aux femmes.

Cependant, des valeurs plus faibles de CRP (0,49 vs 0,80, p<0,05) et de
Céruloplasmine (0,21 vs 0,27, p<0,001) ont été constatées chez les hommes atteints
du GS par rapport aux femmes.

Les sujets GS de sexe masculin ont tendance a avoir des valeurs plus faibles de
Transferrine (p=0,075).
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4.1.3.- Corrélations entre les concentrations de bilirubine indirecte (UCB) et les
marqueurs du stress oxydatif dans la population étudiée GS (TA7/ TA7) :

Tableau XXXIX : Corrélations entre UCB et les marqueurs liés
au stress
oxydatif dans la population étudiée (TA7/ TA7)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Parameétres Coefficient r m‘

IMC (kg/m2) -0,147 0,142
CRP (mg/L) 0,236 <0,05
Acide urique (mg/L) 0,070 0,438
FER 0,307 <0,05

CS 0,264 <0,05
Transferrine 0,079 0,411
Céruloplasmine -0,433 <0,05

Dans I'ensemble de la population GS TA7/TA7 étudiée, les concentrations d’'UCB ont
montré des corrélations négatives et significatives avec la CRP (r=-0,236, p<0,05), et
la Céruloplasmine (r= -0,433, p<0,05) et des corrélations positives et significatives
avec le Fer (r=0,307, p<0,05) et le coefficient de saturation de la transferrine (r=0,264,
p<0,05).
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4.1.4.- Corrélations entre les concentrations de bilirubine indirecte (UCB) et les
marqueurs liés au stress oxydatif dans les sous-groupes d'age :

Tableau XL : Corrélations entre UCB et les marqueurs liés au stress oxydatif dans les sous-
groupes d'age (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Age < 35 ans (n=66) Age 2 35 ans (n=41)

Parameétres

IMC (kg/m2) 0,048 0,705 0,029 0,864

CRP (mg/L) -0,002 0,985 -0,090 0,581

Acide urique (mg/L) 0,172 0,166 -0.052 0,748
FER (pg/dL) 0,29 <0,05 0,331 <0,05

CS (%) 0,24 0,062 0,348 <0,05

Transferrine (g/L) 0,022 0,866 0,129 0,461
Céruloplasmine (g/L) -0,237 0,055 -0,287 0,073

Dans le sous-groupe plus agé, les concentrations d’UCB ont montré des corrélations
positives et significatives avec le Fer (r=0,331, p<0,05) et le coefficient de saturation
de la transferrine (r=0,348, p<0,05) et une corrélation négative mais non significative
avec la Céruloplasmine (r=-0,287, p=0,073).

Dans le sous-groupe plus jeune, les corrélations d’UCB ont été retrouvées avec les
mémes parametres ; positive et significative avec le Fer (r= 0,29, p<0,05), positive
avec le coefficient de saturation de la transferrine (r=0,24, p=0,062) et négative avec
la Céruloplasmine (r=-0,237, p=0,055).
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4.1.5.- Corrélations entre les concentrations des deux types de bilirubine (BRB
totale et BRB indirecte) et d’autres facteurs de risque cardiovasculaire selon le
sexe :

Tableau XLI : Corrélations entre les deux types de bilirubine (BRB T, BRB 1) et d’autres facteurs de
risque cardiovasculaire selon le sexe
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Hommes GS (n=93) Femmes GS (n=34) \
Paramétres BRBT BRB | BRBT BRB | \

IMC (kg/m?) | -0,256 | 0,021 | -0,246 | 0,032 | -0,011 0,958 0,047 0,82
CRP (mglL) -0,121 | 0,252 | -0,120 | 0,257 | -0,347 0,044 -0,323 0,062
ASAT (UL) | 0,005 | 0959 = 0,003 & 0979 | 0,264 0,131 0,323 0,062

GGT (UL) | 0,208 @ 0,046  -0,211 | 0,042 | 0,140 0,429 0,187 0,289
BRB T (mg/L - — 0,984 | 0,001 — - 0,962 0,001
BRB I (mg/L) 0,984 | 0,001 - - 0,962 0,001 - —

)
)
)
ALAT (ULL) = 0,144 | 0,167 @ -0,148 | 0,156 | 0,149 = 0399 | 0211 | 023
)
)
)

Une forte corrélation significative est retrouvée entre la bilirubine totale et la bilirubine
indirecte chez les deux sexes.

Chez les hommes ; une corrélation négative statistiquement significative est retrouvée
pour 'lMC (r=-0,256, p<0,05) et la GGT (r=-0,208, p<0,05) avec la bilirubine totale et
la bilirubine indirecte.

Chez les femmes ; une corrélation négative statistiquement significative est retrouvée
entre la CRP (r=-0,347, p<0,05) et la bilirubine totale.
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4.2.- Etude du bilan lipidique et de la glycémie a jeun des patients GS (TA7/ TA7):

4.2.1.- Analyse des biomarqueurs du métabolisme lipidique et de la glycémie a
jeun dans deux sous-groupes d’age :

Tableau XLII : Bilan lipidique et glycémie a jeun des patients GS dans deux sous-groupes
d’age (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Age <35 ans Age 235 ans

 Triglycérides (glL) | 0,79 +[0,52-1,13] [0,52 113] | 1,02 £[0,80-126] | [0,80 1.26] 0,008
Cholestérol total (g/L) = 1,39 +[1,26-1,63] = 1,79 +[1,44-195 = <0,001
HDL-c (glL) = 0,46 +[0,39-0,56] | 0,42 +[0,37-0,51] 0,192

LDL-c (glL) = 0,80 +£[0,65-1,00] = 1,13+[0,90-1,24] = <0,001

Ratio HDL: LDL | 0,53 £[0,45-0,71] | 0,41+[0,33-051] = <0,001
Glucose (g/L) = 0,93 +[0,84-1,02] = 0,99 + [0,85-1,19] 0,023

Les sujets du sous-groupe GS le plus agé (n=41) ont des valeurs de Triglycérides
(1,02 vs 0,79, p <0,05), de Cholestérol total (1,79 vs 1,39, p <0,001), de LDL-c (1,13
vs 0,80, p <0,001) ainsi qu’'une glycémie (0,99 vs 0,93, p <0,05) plus élevées par
rapport au sous-groupe GS le plus jeune (n=66).

Cependant, ils ont présenté un Ratio HDL : LDL plus faible par rapport au sous-groupe
GS le plus jeune (0,53 vs 0,41, p<0,001).

Aucune différence n’est observée entre les deux sous-groupes pour le HDL-c.
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4.2.2.- Analyse des biomarqueurs du métabolisme lipidique et de la glycémie a
jeun selon le sexe :

Tableau XLIII : Bilan lipidique et glycémie a jeun des patients GS selon le sexe
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

Hommes GS (n=93) Femmes GS (n=34) m

Triglycérides (g/L) = 0,92 +[0,61-1,22] 0,92 % [0,61-1,19] 0,047
Cholestérol total (g/lL) | 1,45 + [1,27-1,70] 177 £ [1,51-2,04] <0,001
HDL-c(glL) = 0,44 +1[0,36-0,50] 0,50 + [0,41-0,61] 0,007
LDL-c(gL) 0,84 %1[0,70-1,00] 1,11 £[0,93-1,23] <0,001

Ratio HDL:LDL | 0,52 + [0,43-0,66] 0,44 + [0,38-0,54] 0,077
Glucose (glL) | 0,95 + [0,85-1,05] 0,94 + [0,85-1,10] 0,949

L’analyse des biomarqueurs du métabolisme lipidique des sujets GS selon le sexe
retrouve des valeurs plus élevées de Cholestérol total (1,77 vs 1,45, p<0,001), de HDL-
¢ (0,50 vs 0,44, p<0,05) et de LDL-c (1,11 vs 0,84, p<0,001) chez les femmes.

Le Ratio HDL:LDL a tendance a étre plus élevé chez les hommes (0,52 vs 0,44,
p=0,077).

Aucune différence entre les deux sexes n’est observée pour les Triglycérides et pour
la glycémie.
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4.2.3.- Corrélations des concentrations des deux types de bilirubine (BRB totale
et BRB indirecte) avec la glycémie a jeun et le bilan lipidique selon le sexe :

Tableau XLIV : Corrélations des deux types de bilirubine (BRB T et BRB I) avec la glycémie a jeun
et le bilan lipidique selon le sexe (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Hommes GS (n=93) Femmes GS (n=34)

Parameétres

Glucose (g/L)

Triglycérides (g/L)
Cholestérol total (g/L) | -0,193 | 0,064 | -0,168 | 0,107 | -0,398 | 0,02 | -0.312 | 0,073

(g/L)

(glL)

HDL-c (g/L
LDL-c (g/L
Ratio HDL:LDL | 0,198 | 0,059 | 0,170 0,105 0,371 | 0,037 | 0,331 | 0,064

Chez les hommes ; la glycémie a une corrélation négative statistiquement significative
avec la bilirubine totale et la bilirubine indirecte (p<0,05).

Chez les femmes ; la bilirubine totale montre une corrélation négative statistiquement
significative avec le Cholestérol total (r= -0,398, p<0,05) et une corrélation positive
statistiguement significative avec le Ratio HDL:LDL (r= 0,371, p<0,05) alors que la
bilirubine indirecte retrouve une corrélation négative statistiquement significative avec
le LDL-c (r=-0,395, p<0,05).
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Il.- Analyse des patients du groupe 2 :
1.- Analyse descriptive des patients :
1.1.- Caractéristiques générales des patients :

1.1.1.- Répartition selon les indicateurs de lieu :

e Lieu derecrutement:

Tableau XLV : Répartition des cas (Groupe 2) selon les
indicateurs de lieu de recrutement
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Lieu de recrutement Nombre )

HMRUO 32 66,6

CHUO 12 25

Cabinets médicaux privés 3 6,3
HMRUC 1 2,1

Total 48 100

On estime a 66,6% le nombre de patients recrutés au niveau de THMRUO et 25% au
niveau du CHUO.

Le reste des patients soit 8,4% des cas a été recruté au niveau de cabinets médicaux
privés (3 cas) et de ’THMRUC (1 cas).

e Service de recrutement :

Tableau XLVI : Répartition des cas (Groupe 2) selon les services de recrutement
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

Pédiatrie 42 87,5

Gastrologie 3 6,2

Hématologie 1 2,1

Laboratoire de biochimie HMRUO 2 4,2
Total 48 100

La majorité de nos patients proviennent du service de pédiatrie (87,5%). Le reste des
patients a été recruté des services de gastrologie (3 cas), d’hématologie (1 cas) ainsi
gu’au niveau du laboratoire de biochimie de THMRUO (2 cas).

Les patients recrutés au niveau du laboratoire de biochimie de 'THMRUO (2 cas) sont
des patients ayant un lien de parenté avec les patients du groupe 1.
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e Origine géographique :

MSILA

BORDJ BOU ARERIDJ
KHENCHLA
TLEMECEN
TIARET
TEBESSA
SKIKDA

SBA

RELIZANE
ORAN
MOSTAGANEM
MASCARA
BEJAIA

47,2%

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Fig. 28 : Répartition des cas (Groupe 2, n=48) selon la wilaya d’origine
(Janvier 2020 —Décembre 2023)

Les patients étudiés sont originaires de 13 des 48 wilayas du territoire national. La
wilaya d’Oran est la plus représentée (47,2%) suivie des wilayas de Relizane (16,6%)
et de Mascara (8,3%).

Les autres wilayas (Mostaganem, Sidi Bel Abbes, Tlemcen, Tiaret, Bejaia, Tebessa,
M’sila, Khenchela, Bordj Bou Arreridj et Skikda) sont retrouvées a fréquence égale
(2,8%) soit un patient pour chaque wilaya.
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1.1.2.- Répartition selon I’age et le sexe :

Groupe 2
n=48

e Tranches d’age et sexe :

Nourrisson
1 Fille (2,1%)

Nouveau-nés ( <28 jours)

Enfants (1-16ans)
n= 34 (70,8%)

n=13 (27,1%)

— —
Gargons Filles Gargons Filles
n=23 n=11 n=8 n=5

Fig. 29 : Répartition des cas (Groupe 2) selon I'age et le sexe
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Le pic de fréquence de I'age se situe chez les nouveaux-nés (<28 jours) avec 70,8%
des cas.

Tableau XLVII : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon I'age et le sexe
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Tranches d’age Sexe masculin Sexe féminin Sex Ratio
Nombre Nombre
Nouveaux-nés | 53 742 11 64.7 2.1
(=28 jours)
.Nourrissons 0 0 1 5.9 /
(>28 jours - <1 an) 0,463
Enfants 8 258 5 294 16
(1-16 ans)
Total 31 100 17 100 1,8

Une prédominance masculine est observée avec un sex ratio égal a 1,8, ce qui signifie
qu’il y'a 1,8 fois plus de garcons dans la population d’étude de cas.

Le pic de fréquence de I'age des cas est identique chez les deux sexes, il se situe
chez les nouveaux-nés (<28 jours).
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1.1.3.- Consanguinité parentale :

Tableau XLVIII : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon la
consanguinité parentale (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Consanguinité parentale m %

Présence 5 14,7
Absence 29 85,3
Total 34 100

Les données sur la consanguinité parentale des patients étudiés sont indiquées sur
les dossiers de 34 patients. Des antécédents de consanguinité parentale ont été
signalés chez seulement 14,7% de la population étudiée.

1.2.- Caractéristiques cliniques des patients :
1.2.1.- Antécédents des patients :
1.2.1.1.- Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie :
Plus de la moitié de nos patients ont des antécédents personnels d’hyperbilirubinémie
(63,4%).
e Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie par tranches d’age :

Tableau XLIX : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon les antécédents
personnels d’hyperbilirubinémie par tranches d’age
(Janvier 2020—Décembre 2023)

Antécédents personnels " Nouveaux-nés |  Nourrissons | Enfants |
d’hyperbilirubinémie (<28 jours) (>28 jours <1 an) (1-16 ans)

Avec antécédents 15
Sans antécédents 12 1 2
Total 27 1 13

Chez les enfants (1-16 ans), nous n’avons pas été informé sur la notion d’antécédents
personnels d’hyperbilirubinémie chez 3 cas. Pour le reste des enfants (13 cas), la
quasi-totalité ont des antécédents personnels d’hyperbilirubinémie (11 cas). L’age
médian d’apparition de I'hyperbilirubinémie chez ces patients est de 4 ans et demi.

Le seul patient appartenant au sous-groupe des nourrissons (>28 jours - <1 an) que
nous avons regu n’a pas d’antécédents personnels d’hyperbilirubinémie.

Chez les nouveaux-nés (<28 jours), nous n'avons pas été informé sur la notion
d’antécédents personnels d’hyperbilirubinémie chez 20,6% de ces patients soit 7 cas.
Pour le reste des nouveaux-nés (27 cas), les antécédents personnels
d’hyperbilirubinémie sont présents chez 44,1% des cas et ils sont absents chez 35,3%
d’entre eux.

L’age médian d’apparition de I'hyperbilirubinémie chez les nouveaux-nés est de 3
jours.

129



1.2.1.2.- Antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie :

Les antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie sont retrouvés chez 35,9% des
patients.
Tableau L : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon les

antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Antécédents
d’hyperbilirubinémie

Parenté 2éme degré (n=9)

Présence 14 35,9
Absence 25 64,1
Total 39 100

1er degré 8 97,1
2¢me degré 9 64,3
3éme degré 3 21,4

Parenté 1¢r degré (n=8)

Pere 3 37,5

Meére 5 62,5

Parenté 3¢me degré (n=3)

Frere 3 33,3
Sceur 1 11,1
Grand parent 5 95,5

Oncles, tantes 3 100
| Lendeparents | MNombre %
Ligne directe 8 57.1
(grands-parents et parents)
Ligne collatérale 4 28,6
(fréres et sceurs, oncles)
Ligne directe et ligne collatérale 2 14,3

Les antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie sont présents chez 14 patients, les
degrés de parenté les plus retrouvés chez ces patients sont le deuxiéme degré (9 cas)
et le premier degré (8 cas). La parenté au 3°™¢ degré apparait chez trois (3) patients.

La lignée directe est la plus touchée par I'hyperbilirubinémie (8 cas) dont la mere
et les grands parents sont retrouvés a fréquence similaire (5 cas). La lignée directe
associée a la ligne collatérale a été retrouvée chez 2 cas seulement.

130



1.2.2.- Motifs de la demande d’analyse et circonstances de découverte selon

les tranches d’age :

1.2.2.1.- Motifs de la demande d’analyse chez les nouveau-nés (<28 jours) :

Tableau LI : Les motifs de la demande d’analyse chez les nouveau-nés (<28 jours)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Motifs de la demande d’analyse Nombre (n=28) %

Ictére a BRB libre 20 71,4

Risque infectieux 5 17,8

Détresse respiratoire 4 14,3

Incompatibilité ABO probable 4 14,3
Prématurité simple 2 71

Autres 4 14,3

Autres

Prématurité simple
Incompatibilité ABO probable
Détresse respiratoire

Risque infectieux

Ictére a BRB libre

71,4%

0% 20%

40% 60% 80%

Fig. 30 : Répartition des nouveau-nés (<28 jours) de la population d'étude
(Groupe 2) selon les motifs de la demande d’analyse
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Les motifs d’'une demande d’analyse biologique chez les nouveau-nés sont multiples.
L’ictére a bilirubine libre représente le motif le plus fréquemment retrouvé (71,4%). Le
risque infectieux est observé chez 17,8% des patients suivis de la détresse
respiratoire et la probabilité d’'une incompatibilité ABO qui sont retrouvées a fréquence

égale (14,3%).

D’autres motifs ont été observés chez 14,3% des patients soit 4 cas ; il s’agit de bilans
demandés a l'occasion d’'une macrosomie, d’'un syndrome polymalformatif, d’'une
cardiopathie congénitale, d’antécédents d’hépatite B chez la mére.

1.2.2.2.- Motifs de la demande d’analyse chez les nourrissons (>28 jours- <1 an) :

Les motifs d'une demande d’un bilan biologique chez I'unique patient de cette classe
d’age sont I'exploration d’un ictére a bilirubine libre, d’'une hypoglycémie ainsi que la

suspicion d’une hypothyroidie.
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1.2.2.3.- Motifs de la demande d’analyse chez les enfants (1-16 ans) :

Tableau LIl : Les motifs de la demande d’analyse chez les enfants (1-16 ans)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Motifs de la demande d’analyse Nombre (n=13) %

|ctére 6 46,1
Asthénie 5 38,5
Douleurs abdominales 2 15,4
Vomissements 2 15,4
Perte d'appétit 2 15,4
Contexte familial d’hyperbilirubinémie 6 46,1
Découverte fortuite 3 23,1
Découverte fortuite
Contexte familial d’hyperbilirubinémie 46,1%
Perte d’appétit
Vomissements
Douleurs abdominales
Asthénie
Ictére 46,1%
0% 10% 20% 30% 40% 50%

Fig. 31 : Répartition des enfants (1-16 ans) de la population d’étude (Groupe 2) selon les motifs de la
demande d’analyse (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Un ensemble de motifs ont conduit les cliniciens a demander I'analyse génétique en
vue de déterminer I'étiologie de I'hyperbilirubinémie observée chez les enfants (1-16
ans). Le contexte familial d’hyperbilirubinémie et la présence de l'ictére sont les motifs
les plus fréquents (6 cas).

Les autres symptomes cliniques de nos patients sont également des motifs de
demande d’une exploration génétique dont l'asthénie (5 cas), les douleurs
abdominales (2 cas), les vomissements (2 cas) et la perte d’appétit (2 cas).

La découverte fortuite d’une hyperbilirubinémie libre isolée est un autre motif retrouvé
chez 3 cas. Cette découverte fortuite regroupe les bilans demandés pour le contrble
d’'un diabete type 1 déséquilibré, la prise en charge d'une aplasie médullaire sévere
ainsi que la prise en charge d'une cétose diabétique.
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1.2.3.- Type d’allaitement recu chez les nouveau-nés :

Tableau LIl : Description du type d’allaitement chez les nouveau-nés
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

[ Typedalatoment | Nombe %
Allaitement maternel exclusif 7 20,6

Allaitement artificiel 26,5

Allaitement mixte (maternel et artificiel) 2,9
Allaitement inconnu 17 50

Total 34 100

Allaitement inconnu

Allaitement mixte (maternel et
artificiel)

Allaitement artificiel

Allaitement maternel exclusif

20,6%

50,0%

0% 10%

20% 30%

40%

50%

60%

Fig. 32 : Répartition des nouveau-nés selon le type d’allaitement
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

Le type d’allaitement n’est pas connu chez la moitié des nouveaux-nés (17 cas). Chez
I'autre moitié de ces patients, I'allaitement artificiel est le plus fréquent (9 cas) suivi de

I'allaitement maternel exclusif (7 cas).
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2.- Etude du profil biologique des patients :
2.1.- Profil de I’hémolyse :

Tableau LIV : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon les paramétres du bilan d’hémolyse
(Janvier 2020—Décembre 2023)

Parametres Median % range Mean £ SD Valeurs usuelles ‘

0-15j:155-21,5
15 j— 2 mois : 12-16,5
Hémoglobine 14,90  [12,7-17,1] 14,94 + 3,46 2 mois—1 an : 10,4-13
(g/dL) 1-16 ans : 11-14,5
Taux de
réticulocytes 117040,4 + 91555,33
83600,0 + [51334,5 -196750 , ’ .
(Valeur absolue : [ ] (23439,0 - 308100,0) <120.000
éléments/mms3)

Le bilan hématimétrique de la population pédiatrique étudiée retrouve :

¢ Un taux moyen d’hémoglobine de 14,94 g/dL. Les valeurs d’hémoglobine sont dans
l'intervalle des valeurs de référence en fonction de I'dge pédiatrique chez la majorité
des nouveaux-nés (81,2%) et chez la totalité des enfants. Seulement 18,7% des cas
de nouveaux-nés soit 6 patients dont 'dge est compris de (0-15j) ont des taux
inférieurs a 15,5 g/dL. Une seule valeur d’hémoglobine inférieure a 12 g/dL est
retrouvée chez un patient dont I'dge est compris (28 jours- 2mois).

e Un taux médian de réticulocytes de 83600,0 éléments/mm?. Les taux de réticulocytes
sont inférieurs a 120.000 éléments/mm? chez la majorité de la population pédiatrique
étudiée (64,3%). Des taux supérieurs a 120000 éléments/mm?3 sont observés chez
35,7% des cas.
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2.2.- Profil hépatique :

Tableau LV : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon les paramétres du bilan
hépatique (Janvier 2020 — Décembre 2023)

" ean £50 ange) |

. BRBT(mgl) 106,28 +[27,72-150,13] [27 72 - 150,13 100,36 + 66,67 (3,40- 256,0)
BRB D (mglL) 5,76 + [3,47 -7,94] 6,72 + 5,30 (0,85- 28,02)
BRB | (mglL) 97,39 + [17,55 -144.5] 92,47 + 65,98 (1,79- 250,66)
ASAT (ULL) 31,80 + [19,9-51,3] 38,54 + 24,81 (9,50- 104,30)
ALAT (UIL) 13,45 +[10,75-18,72] 15,75+ 7,75 (6,8- 39,3)
PAL (UIL) 185 + [95,0-262,2] 199,89 + 126,20 (28,0- 475 4)
GGT (UIL) 17 £[12,0 -57,0] 49,73 + 69,29 (9,5- 246,7)
TP (g/L) 64 + [56,9-70,27] 64,35 + 8,51 (54,00- 78,80)
ALB (glL) 44,50 + [42,5-47,39)] 44,39 + 4,01 (35,21- 51,16)

Dans notre population d’étude pédiatrique ; la bilirubine totale a un taux médian de
106,28 mg/L, la bilirubine directe a un taux médian de 5,76 mg/L et la bilirubine
indirecte a un taux médian de 97,39 mg/L.

Une hyperbilirubinémie totale BRB T 217mg/L est retrouvée chez la totalité des
nouveaux-nés (<28 jours) au moment du prélevement (100%). Cette
hyperbilirubinémie totale est a fraction BRB libre (BRB Indirecte 28mg/L) chez la
totalité des nouveaux-nés (<28 jours).

Une hyperbilirubinémie BRB T 212mg/L est retrouvée chez la majorité des enfants (1-
16 ans) au moment du préléevement (9 cas). Le reste des patients ont une BRB T
<12mg/L (4 cas).

Dans notre population d’étude pédiatrique ; les enzymes de la cytolyse hépatique
ASAT, ALAT ont des valeurs médianes d’ASAT de 31,80 U/L et I’ALAT de 13,45 U/L.

Les valeurs d’ALAT sont toutes dans I'intervalle des valeurs normales en fonction de
'age pédiatrique ; (ALAT < 50U/L) chez la totalité des patients appartenant aux deux
tranches d’age nouveaux-nés et nourrissons, (ALAT < 40U/L) chez la totalité des
enfants (1-16 ans).

Pour les valeurs d’ASAT, a I'exception d’une seule valeur, elles sont toutes dans
I'intervalle des valeurs normales en fonction de I'age pédiatrique. Tous les patients
dont 'age est de 0 a 10 jours ont des valeurs d’ASAT<150U/L, chez les patients agés
de 10 jours a 2 ans, une seule valeur d’ASAT est retrouvée supérieure a la limite de
référence (ASAT>80UJ/L). Les patients agées de plus de 2 ans ont tous des valeurs
normales (ASAT<40U/L).
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Dans notre population d’étude pédiatrique ; les enzymes de la fonction biliaire
retrouvent une valeur moyenne de PAL de 199,89 U/L et une valeur médiane de GGT
de 17 U/L.

Les valeurs de PAL et de GGT sont toutes dans l'intervalle des valeurs de référence
en fonction de I'age pédiatrique excepté deux valeurs qui sont supérieures a limite de
référence (PAL >320 U/L, PAL >390 U/L) et (GGT >147 U/L, GGT> 32 U/L).

-Les capacités de synthese hépatique sont évaluées par le dosage de I'albumine
et des protides totaux. Ceux-ci montrent un taux moyen d’albumine de 44,39 g/L et un
taux moyen de protides de 64,35 g/L.

Les protidémies de nos patients sont toutes dans l'intervalle des valeurs de référence
en fonction de I'age pédiatrique a I'exception d’'une valeur (TP<44 g/L) dans le sous-
groupe des nouveaux nés. Les taux d’albumine sont pratiquement tous normaux selon
I'’age sauf 4 cas de nouveau-nés qui ont une albuminémie augmentée (ALB>39 g/L).

e Répartition de la bilirubine totale selon les tranches d’age :
Tableau LVI : Répartition de la bilirubine totale (Groupe 2) selon les tranches d’age
pédiatriques (Janvier 2020 — Décembre 2023)

BRB totale (mg/L) Nouveaux-nés Nourrissons Enfants (1-16 .
(28 jours) (>28 jours - <1 an) ans)

Moyenne #SD | 126,79 + 46,70 34,882 67,25
123,16 + 105,77 1443 + 0,0001

[98,16 -163,48] [8,57 —25,33]

Médiane * range

Une différence significative de la bilirubine totale sérique est observée dans notre
population d’étude pédiatrique entre les trois tranches d’age.
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Tableau LVII : Récapitualtif des caractéristiques démographiques, paramétres biologique de la

population étudiée (Groupe 2) (Janvier 2020 — Décembre 2023)

Parameétres Patients (n) \ Valeurs usuelles

Nouveaux-nés (<28 jours) n34: 5£[3 - 8] jrs

Age Nourrissons (>28 jours -<1 an) n1: 30 jours
Enfants (1-16 ans) n13 : 9 £ [5,5- 14,5] ans
Sexe (M/F) (n) 31/17 n48 (Sex ratio = 1,8)
0-15j:15,5-21,5
Hémoglobine 14,94 + 3,46 n43 15 j- 2 mois : 12-16,5
(g/dL) 2 mois-1 an: 10,4-13
1-16 ans : 11-14,5
Taux de
réticulocytes 83600,0 £ [51334,5 -196750] n31 <120000
(éléements/mm3)
BRB T (mg/L) 106,28 + [27,72 — 150,13] n48 <12
BRB D (mg/L) 6,72+ 5,30 (0,85- 28,02) n48 MBI 2 <o
Nourissons/Enfants : <2
BRB | (mg/L) 97,39 £[17,55 -144,5] n48 <10
0-10j:47-150
ASAT (UIL) 31,80 £[19,9-51,3] n48 10j-24 mois : 9-80
>24 mois : 13-40
<5j:6-50
ALAT (UIL) 13,45 £ [10,75-18,72] n48 <12 mois : 13-45
1-3 ans : 5- 45
4-16 ans : 10- 40
<24 mois : 15-420
PAL (U/L) 199,89 + 126,20 (28,0- 475,4) n48 2-10 ans : 100-320
10- 16 ans : 100-390
0-1 mois : 13-147
1-2 mois : 12-123
GGT (UIL) 17 £[12,0 -57,0] n48 2-4 mois : 8-90
4 mois-10 ans : 5-32
10-15ans : 5-24
0-15j: 44-76
TP (g/L) 64,35 + 8,51 (54,00- 78,80) n48 15 j-12 mois : 51-73
1-2 ans : 56-75
3-16 ans : 60-80
0-15j:30-39
ALB (g/L) 44,39 + 4,01 (35,21- 51,16) n48 15 j-12 mois : 22-48

1-16 ans : 36-52
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3.- Etude moléculaire des patients :
3.1.- Etude du polymorphisme (TA)n(rs8175347) :

3.1.1.- Génotypage et répartition des alléles du polymorphisme
(TA)n(rs8175347):

Tableau LVIII : Description de la population d'étude (Groupe
2) selon le génotypage et la répartition des alléles du
polymorphisme (TA)n(rs8175347)

(Janvier 2020 — Décembre 2023)

(TA)n(rs8175347) n=48 100
TA7/ TAT 22 458
TA6/ TAT 10 20,8
TA6/ TAG 16 33,3

| Aldles | Nombre %
TA6 42 43,7
TA7 54 56,2

Sur I'ensemble de la population pédiatrique génotypée (TA)n(rs8175347), le génotype
homozygote muté TA7/TA7 est retrouvé chez 22 cas soit prés de la moitié de la
population (45,8%). Le génotype homozygote sauvage TAG6/TA6 apparait chez 16
patients et le génotype hétérozygote TA6/TA7 chez 10 patients.

La distribution allélique du rs8175347 montre une répartition presque égale entre les
deux alleles TA6 : 43,7% et TA7 : 56,2%.

3.1.2.- Répartition des génotypes du polymorphisme (TA)n(rs8175347) selon le
sexe :

Tableau LIX : Répartition des génotypes (TA)n(rs8175347) selon le sexe (Groupe 2)
(Janvier 2020 - Décembre 2023)

Génotype Sexe  féminin
(TAn(s8175347) Nombre % _ Nombre | %  Nombre |
14

TAT7/ TA7 63,6 8 36,4 | 22 100

TA6/ TA7 6 60 4 40 |10 100

TA6/ TAG 9 56,2 7 437 | 16 100 0,899
Total 29 19 48

Il nexiste pas de différence statistiquement significative entre le sexe masculin et le
sexe féminin pour le génotype TA7/TA7.

138



3.1.3.- Répartition de la bilirubine totale selon les génotypes du polymorphisme
(TA)n(rs8175347) :

Tableau LX : Répartition de la bilirubine totale selon les génotypes du polymorphisme
(TA)n(rs8175347) dans la population d'étude (Groupe 2, n=48)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

BRB totale (mg/L) TAG6/TA6 TAG/TA7 TA7ITA7 P

Moyenne *SD | 143,38 + 47,68 94,96 + 72,79 72,20 + 61,55
Médiane % range 140,20 +[114,9- 93,08 + 63,00 £ [15,36- 0,007
172,04] [18,29-165,11] 11,00] ’
BRB totale maximale 256,00 199,40 213,50

Les valeurs de bilirubine totale retrouvées dans notre population d’étude pédiatrique
montrent une différence significative entre les trois génotypes (TA6/TA6, TA6/TA7,
TA7/TAT) du polymorphisme (TA)n(rs8175347).

3.2.- Génotypage du polymorphisme G211A(rs4148323) :

Tableau LXI : Description de la population d’étude (Groupe 2) selon le
génotypage du polymorphisme G211A (rs4148323)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

I T S S

G211A (rs4148323) n=48
(GG) 43 89,6
(GA) 0 0
(AA) 0 0
Pas de bande 5 10,4

Le génotype homozygote sauvage GG est retrouvé chez la quasi-totalité de notre
population pédiatrique étudiée (89,6%) soit 43 cas. Aucun cas des génotypes
homozygote muté AA et hétérozygote GA n’a été retrouvé.

Le génotypage G211A (rs4148323) n’a pas été possible pour 5 patients car aucune
bande n’a été visualisée lors de la séparation électro phorétique.
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3.3.- Corrélation entre le génotype et I’allaitement maternel exclusif :

Tableau LXII : Description des nouveau-nés exclusivement allaités
selon le génotypage du polymorphisme (TA)n(rs8175347)
(Janvier 2020 — Décembre 2023)

(TA)n(rs8175347) n=7
TATI TA7 4
TAG/ TAT 2
TAG/ TA6 1

Chez les nouveau-nés dont l'allaitement est maternel exclusif (7 cas), le génotype
homozygote muté TA7/TA7 est retrouvé chez 4 cas. Le génotype homozygote
sauvage TAG6/TA6 apparait chez 1 cas seulement et le génotype hétérozygote

TAG/TAT chez 2 d’entre eux.
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lll.- Criteres pour le calcul de I'incidence du GS dans la population générale :

Tableau LXIII : Procédés de calcul de l'incidence brute et standardisée du
Syndrome de Gibert en population générale

Age (ans)  Population de référence Population Année Nombre
Année 2022 Pop 2022 x 4 de cas

0-4 912 400 3649 600 10

59 752 224 3 008 896 4
10-14 811 656 3 246 624 2
15-19 847 752 3391008 d
20-24 933 956 3735824 16
25-29 907 384 3629 536 22
30-34 798 460 3193 840 18
35-39 707 784 2831136 )
40-44 641016 2 564 064 8
45-49 514 124 2 056 496 4
50-54 425728 1702 912 1
55-59 336 816 1347 264 10
60-64 225436 901 744 2
65-69 189 892 759 568 2
70-74 150 596 602 384 4
75-79 98 324 393 296 1

80+ 91100 364 400 1
Total 2336 176 9 344 704 119

Le taux d’incidence du GS a été calculé pour la Wilaya d’Oran. Pour cela, nous avons
exclu les patients qui ont été recrutés en dehors de cette Wilaya.

Le calcul de I'incidence annuelle dans la population générale du syndrome de Gibert
a nécessité la structure de la population moyenne par tranches d’ages quinquennales
de la Wilaya d’Oran qui est 2 336 176 habitants.

L’étude s’est déroulée sur 4 ans de Janvier 2020 a Décembre 2023, colligeons ainsi
tous les cas admis et diagnostiqués dans la Wilaya d’Oran au cours de cette période.
L’année de référence pour le calcul de cette incidence est la population allant du 1¢"
janvier 2022 a 31 Décembre 2022 ; cette méme population est exposée pendant 4
ans, ce qu’on appelle le risque personnes x Année.

Les calculs ont permis d’aboutir aux résultats du taux d’incidence brut (TIB) estimé a
5,49 pour 100 000 du SG et un taux standardisé (TIS) de 3,0 pour 1000 000 dans la
Wilaya d’Oran, présenté sur le Tableau LXIV.
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Tableau LXIV : Taux d'incidence du GS estimé au niveau de la population de la Wilaya
d’Oran a partir d’'une population de référence Année 2024

mondiale OMS 100 000 Pour 1000 000

12000 0,270 0,324

5-9 10000 0,130 0,130
10-14 9000 0,060 0,054
15-19 9000 0,270 0,243
20-24 8000 0,430 0,344
25-29 8000 0,610 0,488
30-34 6000 0,560 0,336
35-39 6000 0,180 0,108
40-44 6000 0,310 0,186
45-49 6000 0,190 0,114
50-55 5000 0,060 0,030
5559 4000 0,740 0,296
60-64 4000 0,220 0,088
65-69 3000 0,260 0,078
70-74 2000 0,660 0,132
75-79 1000 0,250 0,025
80+ 1000 0,270 0,027
Total 100 000 5,490 3,003
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Fig. 33 : Courbe de tendance de moyenne mobile du GS
Estimation obtenue sur la population de la Wilaya d’Oran

Le pic de fréquence des cas GS (courbe bleue) ou classe modale selon I'age dans la
Wilaya d’Oran apparait dans les tranches allant de 25-34 ans. La courbe tendance
(Courbe rouge de tendance de la moyenne mobile de période 2) des cas attendue
dans les prochaines années est superposable a celle retrouvée dans notre étude.
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Chapitre V :

Discussion



Sur 'ensemble des patients atteints d’hyperbilirubinémie libre isolée, aux antécédents
d’hyperbilirubinémie libre isolée, colligés a partir des services de gastro-entérologie,
d’hématologie et de pédiatrie a travers le territoire national (HMRUO, HMRUC, HCA,
CHUO, EHUO) ainsi que des cabinets médicaux privés,199 patients sont inclus dans
I'étude selon les critéres d’éligibilité, prospectivement au cours de la période allant de
Janvier 2020 a Décembre 2023.

Les patients sont répartis en deux groupes d’étude selon leur age ; le groupe 1
représente la population d’étude adulte, il compte 151 patients. Le groupe 2 représente
la population d’étude pédiatrique, il compte 48 patients.

1.- Caractéristiques générales des patients du groupe 1:
1.1.- Répartition selon le sexe :

Une nette prédominance masculine est constatée dans notre population d’étude avec
un sex ratio de 2,7. Ceci rejoint les données de la littérature dans le monde (115, 129,
432, 480). Cette dissimilitude entre les hommes et les femmes peut s'expliquer par la
présence d'une plus grande charge de bilirubine par kilogramme de poids corporel
chez les hommes ou l'inhibition de la glucuronidation enzymatique de la bilirubine par
les stéroides androgénes ou les deux (115).

1.2.- Répartition selon l'age :

L’age moyen de la totalité des patients (n=151) est de 37,1 + 15,4 ans avec des
extrémes de 17 ans a 90 ans. L’age moyen des patients GS (n=127) est de 36,5 +
15,7 ans. Ceci se rapproche des résultats obtenus dans d’autres pays (6,431).

L’age médian de la totalité des patients (n=151) est de 33 ans et 'dge médian des
patients GS (n=127) est de 31 ans ceci rejoint les résultats d’'une étude australienne
ou I'dge médian était de 30 ans (430).

Nous constatons que 'dge moyen de nos patients est différent de 'dge médian. Cela
s’explique par la tendance de I'dage des cas qui ne suit pas une loi de distribution
normale.

Tableau LXV : Comparaison de I'age des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs ‘ Age moyen + o (ans)
Wagner KH, Autriche (6) 37,0+13,7
Wallner M, Autriche (274) 36,5+ 13,4
Boon AC, Australie (431) 32,6+11,2

n=151:371+154
n=127 : 36,50 + 15,71

Notre étude, Algérie

Etudes et Auteurs Age médian (ans)
Kundur AR, Australie (430) 30+27
n=151:33

Notre étude, Algérie

n=127 : 31
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e Répartition selon la tranche d’age :

Dans notre étude, l'incidence de I'hyperbilirubinémie la plus élevée se situait dans les
deux tranches d’age de 21 a 30 ans et de 31 a 40 ans (34,1%, 26%) ceci se rapproche
de I'étude de Sun L et al. (470) ou l'incidence la plus élevée du GS se situait dans les
deux tranches d’age allant de 21 a 30 ans (25,42%) et de 41 a 50 ans (28,81%).

Dans I'étude de Preisig D et al. (480), l'incidence maximale du GS se situait dans la
tranche d'age de 15 a 30 ans ce qui est également proche de nos résultats.

1.3.- Répartition selon I'origine géographique :

La répartition des cas de notre série a travers le territoire national, a révéelé une
prédominance des wilayas de I'ouest du pays ou les wilayas d’Oran et Mascara sont
les plus représentées. Cette situation pourrait simplement résulter d’'un biais de
recrutement, lié a la localisation géographique de notre établissement hospitalier.

1.4.- Indice de Masse Corporelle :

L’indice de masse corporelle moyen des patients (n=151) est le méme que l'indice de
masse corporelle moyen des patients GS (n=127), il est de 24,2 + 3,9 kg/m?. Dans
notre étude, I'IMC des patients était dans les normes ce qui rejoint les données de la
littérature dans d’autres pays ou I'lMC varie entre 21,9 et 23,4 kg/m?2.

Tableau LXVI : Comparaison de I'IMC des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs | IMC moyen + o (kg/m?)
Wagner KH, Autriche (6) 23,0+ 3,10
Kamal S, Egypte (190) 23,4 2,36
Wallner M, Autriche (274) 23,2+3,18
)
)

Boon AC, Australie (431 22,3+278
Tapan S, Turquie (461 21.9+17
Notre étude, Algérie 242+39

Wagner KH et al. (6) et Kamal S et al. (190) ont montré un IMC plus faible chez les
sujets GS par rapport a un groupe témoin, ce que nous n’avons pas pu Vvérifier dans
notre étude car nous n’avons pas comparé nos patients a des témoins.

Nous avons constaté que les valeurs d'IMC de nos sujets GS dans les deux sous-
groupes d’age (</z 35 ans) sont proches des valeurs retrouvées dans l'étude de
Wagner KH et al. (6). Ces mémes auteurs ont montré que le sous-groupe GS plus agé
(= 35 ans) présentait un IMC inférieur de 13 % a celui du groupe témoin.

Le surpoids et particulierement l'obésité, sont des facteurs de risque de diverses
maladies chroniques (486,487) et puisque le poids et la composition corporelle
changent avec I'age (488), il est apparu que le phénotype GS avec un poids corporel
inférieur dans la 4™ a la 6°™e décennie de vie, contribue de maniére significative a la
réduction du risque de maladie cardiovasculaire (MCV) et de mortalité toutes causes
confondues, par rapport aux témoins (489).
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Aucune différence liée au sexe n’a été observée chez nos patients GS alors que les
résultats de I'étude de Wagner KH et al. (6) ont montré un IMC plus faible (6 % plus
bas dans le groupe GS hommes, 10 % plus bas dans le groupe GS femmes par rapport
aux témoins). Nous n’avons pas comparé nos patients GS a des sujets témoins mais
nous pouvons constater que I'IMC de nos sujets GS femmes s’éloigne de celle
retrouvée dans I'étude de Wagner KH et al. (6).

Aucune corrélation entre les concentrations d’'UCB et 'lMC n’a été observée chez la
totalité de nos patients GS contrairement a ce qui a été retrouvé par Wagner KH et al.
(6) ainsi que Wallner M et al. (479). Par contre, nous avons trouvé une corrélation
significative chez les sujets GS de sexe masculin aussi bien avec la bilirubine totale
gu’avec la bilirubine indirecte.

Les relations entre la bilirubine circulante et I'IMC ont été décrites auparavant, ainsi
une réduction de I'IlMC a été documentée chez les sujets GS (6,462) et des résultats
d’études antérieures ont montré un IMC plus faible chez les personnes présentant une
bilirubine circulante élevée (463, 464).

Par conséquent, nous pensons que I'IMC est influencé par le phénotype GS. De plus,
les sujets GS de sexe masculin et les sujets GS agés de 35 ans et plus tendraient a
avoir un IMC plus faible ce qui pourrait jouer un rdéle important dans [Ieffet
cardioprotecteur.

2.- Caractéristiques cliniques des patients du groupe 1:

2.1.- Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie et 4ge d’apparition :

Dans notre étude, les antécédents personnels d’hyperbilirubinémie ont été retrouveés
chez plus de la moitié des cas et I'dge moyen d’apparition de I'hyperbilirubinémie chez
ces patients est de 25 ans.

Cela concorde avec les données de la littérature qui ont rapporté que le syndrome de
Gilbert est le plus souvent reconnu dans la deuxiéme ou la troisieme décennie de la
vie, et qu’il est rarement diagnostiqué avant la puberté (129).

D’autres auteurs ont également indiqué qu’un ictére clinique, a été accidentellement
observé chez la majorité des patients atteints du GS, pendant la puberté ou au début
de la vie adulte (110, 190, 481).

Cela semble étre attribuable aux changements pubertaires de la concentration
plasmatique de bilirubine d’une part. D’autre part, il a été suggéré que certains sujets
atteints du GS naissent avec des quantités variables d'activité enzymatique UGT1Al
qui peuvent soutenir la conjugaison de la bilirubine pendant la petite enfance, mais
n'est pas suffisant pour une conjugaison complete a I'age adulte (190, 496).

Par ailleurs, Sun L et al. (470) ont indiqué que I'age moyen du diagnostic du GS était
de 33,5 ans. Nous considérons I'age moyen de nos patients GS (36,5 ans) comme
age du diagnostic positif du GS car ils ont été diagnostiqués pour la premiére fois lors
de notre étude, et nous constatons une similarité entre les deux études.
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2.2.- Antécédents familiaux d’ictére :

Dans notre étude, les antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie sont retrouvés chez
46,6% des cas dont les fréeres et sceurs sont plus frequemment touchés que les
parents. Dans une étude anglaise, il a été rapporté que la proportion des fréres
et sceurs atteints d’une hyperbilirubinémie non conjuguée (27,5%) était supérieure a
celle des parents atteints (16,6%) (129).

Dans notre série, la présence d'une hyperbilirubinémie non conjuguée dans un
pourcentage aussi élevé de fréres et sceurs (83,4%) et de parents (63,1%) suggere
fortement que ce trouble est d’origine héréditaire.

La nature familiale de cette affection a été reconnue pour la premiere fois par Gilbert
et Lereboullet en 1901 (481). Son mode de transmission n’est pas clair. Comme des
résultats d’études précédentes ont montré qu’il existe des formes légéres et d’autres
plus graves du syndrome de Gilbert, ce mode de transmission change selon la forme
du GS (200).

Il a été suggéré une transmission héréditaire autosomique récessive dans la forme
légere qui est causée ou associée par une insertion homozygote de 2 pb au niveau de
la séquence promotrice TATA en amont du gene UGT1A1. Alors que les formes plus
graves et plus rares qui sont dues a une mutation dans la région codante du gene
UGT1A1 sont a transmission dominante (200).

Pour cela, il a été postulé que la maladie de Gilbert (GS) est héritée selon un mode
autosomique dominant avec une pénétrance incompléte (115, 129, 200, 355).

2.3.- Manifestations cliniques :

Concernant la symptomatologie clinique des patients de I'étude, nous constatons que
la majorité des patients sont symptomatiques (88,9%). Nos patients ont signalé une
asthénie plus ou moins intense (64,3%), un ictére récidivant (43,8%), un subictére
conjonctival (22,3%). Ces signes peuvent étre isolés ou associés a d'autres
symptomes tels que, des douleurs abdominales (42%), des nausées et vomissements
(18,7%), des vertiges et des céphalées (8,9%), un amaigrissement (5,3%), une perte
d’appétit (3,6%).

L’ictere tout comme le subictére peut étre la seule manifestation clinigue chez nos
patients comme ils peuvent s’accompagner des autres symptdmes dont l'asthénie
et les douleurs abdominales sont les plus fréquentes.

La fatigue, qui est le symptdme le plus couramment mentionné par nos patients, était
d’intensité variable selon les cas, pouvant étre sévére jusqu’a incapacitante. Ceci
rejoint ce qui a été rapporté par Cleary KJ et al (122), Valesini G et al (133) dans leurs
études sur le syndrome de fatigue chronique chez des sujets atteints du syndrome de
Gilbert. lls ont en conclu que le GS est un facteur prédisposant ou perpétuant le
syndrome de fatigue chronique.
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Foulk et al. (436) ont eux aussi souligné la fatigue comme étant le symptéme le plus
fréquent chez des patients souffrant du GS et ils ont noté également que les
symptdmes gastro-intestinaux étaient aussi fréquents. Ces auteurs ont pensé que les
symptomes étaient secondaires a l'anxiété liée a I'annonce d'une maladie hépatique
chronique alors que d’autres auteurs n'ont pas trouvé de lien entre les symptomes
comme la fatigue et un résultat isolé d'hyperbilirubinémie (456).

Powell LW al. (129) ont décrit la douleur ou la géne abdominale, la fatigue ou le
malaise comme étant les symptdmes les plus courants en dehors de la jaunisse ceci
rejoint ce qui a été constaté dans notre série.

Gitlin N (432) a retrouvé les symptdbmes suivants chez des patients atteints de la
maladie de Gilbert : une jaunisse asymptomatique récurrente, une asthénie, une
distension abdominale et il a noté en plus un malaise en proportion non négligeable
(66 %) alors que dans notre série, le malaise n’a pratiquement pas été sinon trés peu
signalé, quelques patients seulement ont déclaré un malaise secondaire a I'asthénie
profonde qu’ils ressentaient.

D’autres manifestations cliniques moins courantes ont été retrouvées chez nos
patients comme des nausées et vomissements, des diarrhées et constipation, une
déshydratation, une perte d’appétit. Ceci concorde avec les données de la littérature
(129,190).

L’intolérance aux graisses, un autre signe clinique moins spécifique a été constaté a
moindre proportion chez nos patients, conformément ce qui a été rapporté par Preisig
D et al. (480) et qui I'ont cité en plus de la fatigue et des douleurs abdominales hautes
comme étant des symptdmes initiaux non spécifiques du GS.

Jusqu’a présent, il n’y a pas de consensus sur le fait que des symptdmes puissent étre
associés ou non a l'ictere. Certains auteurs estiment que les poussées d’ictere sont
souvent accompagnées d’asthénie (457), alors que d’autres auteurs ont affirmé que
les poussées d’ictére ne sont accompagnées d’aucun autre symptéme que l'ictére lui-
méme.

L’interprétation qui a été proposée par certains études et auteurs est que les
symptémes seraient des manifestations de I'angoisse lorsque le patient découvre son
ictére (458).

La cause des manifestations gastro-intestinales n'est pas claire non plus, elles
pourraient étre dues a une vidange gastrique perturbée (459) ou a une cinétique de la
bilirubine altérée dans le GS (460) ou a une insuffisance de I'enzyme UGT1A1 qui est
nécessaire a la glucuronidation et a I'élimination de certains métabolites alimentaires
tels que le N-hydroxy-Phl (186,283).
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2.4.- Motifs de la demande d’analyse et circonstances de découverte :

Dans notre étude, les motifs les plus fréquents d’'une demande d’analyse génétique
en vue de déterminer I'étiologie de I'’hyperbilirubinémie libre observée chez nos
patients sont la suspicion clinique du syndrome de Gilbert, l'ictére et la découverte
fortuite d’'une hyperbilirubinémie libre isolée. Ceci est trés proche de I'étude de Preisig
D et al (480) qui a rapporté que l'ictere ou une hyperbilirubinémie constatée en
laboratoire représentaient les principales raisons du bilan de diagnostic positif du GS.

2.5.- Facteurs déclenchant ’hyperbilirubinémie :

Les facteurs les plus incriminés dans l'apparition de I'hyperbilirubinémie non
conjuguée et de lictére chez nos patients sont le surmenage, le stress et le jeune
prolongé comme le jeune du mois de Ramadan.

Selon I'étude de Kamal S et al. (190) le jeune du mois de Ramadan est un facteur de
risque important d’ictére chez les sujets GS. Dans une autre étude, il a été montré une
exacerbation de I'hyperbilirubinémie non conjuguée par le jelne religieux (128).

Selon Monaghan G et al. (200) le jeGne peut servir de test diagnostique du GS. Ce
diagnostic peut étre confirmé par une élévation de la bilirubinémie totale comprise
entre 25 et 50 umol/ aprés 24 heures de jeine ou une élévation de la bilirubinémie
libre de plus de 90 % dans les 48 heures suivant le début du jeline. Cependant les
mécanismes a la base de cette approche diagnostique ne sont pas encore bien
compris (355).

Ce test n’a pas été réalisé chez nos patients mais il a été rapporté une récidive de
I'ictére ou son accentuation pendant le mois de Ramadan.

En dehors du jeune prolongé I'exercice physique intense, la déshydratation, les cycles
de menstruations et les accouchements chez la femme ont été cités comme des
facteurs précipitant d’hyperbilirubinémie libre non conjuguée et d’ictére clinique chez
nos patients. Ceci est conforme a ce qui a été rapporté dans la littérature (127,
129,190).

2.7.- Comorbidités :

Dans notre étude, plus de la moitié des patients n’ont pas de pathologies associées a
I'hyperbilirubinémie. Le diabete, [I'hypertension artérielle et les maladies
inflammatoires ont été retrouvés en faible pourcentage chez nos patients.

Ceci se rapproche des résultats de I'étude de Kamal S et al. (190) qui ont indiqué un
faible nombre de diabéte sucré et d’hypertension chez des sujets atteints du GS.
Cependant, ces auteurs ont signalé la présence de ces comorbidités avec des taux
similaires a ceux de la population générale ce que nous n’avons pas pu Vérifier dans
notre étude étant donné que nous n’avons pas comparé nos patients a des sujets
témoins.
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Un seul cas d’intolérance alimentaire qui est la maladie cceliaque a été retrouvé chez
nos patients ; alors que les résultats de I'étude de Kamal S et al. (190) ont noté d’une
part, la présence des troubles d'intolérance alimentaire tels que la maladie cceliaque
et l'intolérance au lactose en nombre plus important que le diabéte et I'hypertension
artérielle, et d’autre part, qu’ils étaient significativement plus élevés chez les sujets
atteints du syndrome de Gilbert que chez les sujets témoins.

Hwang HJ et al. (476) ont montré que les taux de bilirubine totale étaient plus élevés
chez les hommes sans MCV que chez les hommes atteints de MCV ; de méme qu’il a
été rapporté par Novotny et Vitek (265) une relation inverse entre la bilirubine sérique
et I'athérosclérose chez les hommes.

Vitek L et al. (482) ont indiqué une faible prévalence de la cardiopathie ischémique
chez les personnes atteintes de GS ; et ils ont méme supposé que I'hyperbilirubinémie
chronique est plus importante que I'élévation des taux de HDL- cholestérol dans la
protection contre la cardiopathie ischémique.

D’autres auteurs ont montré une prévalence plus faible de complications vasculaires
chez les patients diabétiques et atteints de GS (298).

Ceci peut s'expliquer en partie par les puissantes propriétés antioxydantes de la
bilirubine qui seront a l'origine d'un statut antioxydant circulant accru de ces
personnes.

2.8.- Exploration radiologique :

Dans notre étude, I'exploration radiologique a la recherche d’anomalies structurelles
hépatiques a été réalisée chez la moitié des patients et les résultats ont montré un foie
normal sans aucune particularité dans la plupart des cas. Parmi les examens
radiologiques réalisés, I'échographie abdomino-pelvienne représente le nombre le
plus élevé. Nous avons aussi constaté que dans certains cas, et toujours a la
recherche de l'origine de I'hyperbilirubinémie libre récurrente et intermittente, certains
patients ont eu recours en plus de I'’échographie abdomino-pelvienne a 'endoscopie
digestive haute, au scanner abdomino-pelvien et a I'lRM hépatique.

Alors que dans I'étude de Preisig D et al. (480) aucun des examens radiologiques
réalisés chez nos patients n’a été retrouvé ; la recherche d’anomalies hépatiques a fait
appel a la scintigraphie hépatique et a I'histologie. Cependant leurs résultats n‘'ont mis
en évidence aucune anomalie conformément aux noétres.

2.9.- Consommation de tabac :

Le tabagisme a été associé a des concentrations plus faibles de bilirubine sérique dans
des études antérieures (285,465). Des études ont montré que les fumeurs avaient des
concentrations de bilirubine plus faibles que les non-fumeurs et les ex-fumeurs et que
la quantité et la durée du tabagisme étaient inversement associées a la bilirubine
totale, directe et indirecte (285,467).
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L'induction de I'UGT1A1 par la nicotine et/ou d'autres constituants de la fumée de
tabac, a été suggérée comme mécanisme de réduction de la bilirubine chez les
fumeurs (468).

Dans notre étude, la majorité des patients sont des non-fumeurs (85%) et ceci nous a
permis d’écarter cette cause aux fluctuations des concentrations de bilirubine sérique.

2.10.- Consommation d’alcool :

Nous nous sommes intéressés de savoir si nos patients consomment de I'alcool car
les effets de la consommation d'alcool sur les concentrations de bilirubine ont été
signalés par certaines études auparavant (465).

Selon O'Malley et al. (466), la consommation aigue d'alcool entraine une augmentation
de la bilirubine sérique chez les non-fumeurs.

L'éthanol  pourrait interférer avec l'activit¢ de [I'uridine  diphosphate
glucuronyltransférase, par augmentation de I'excrétion de la bilirubine non conjuguée
dans la bile en diminuant son pool intrahépatique, peut-étre en modulant la fluidité de
la membrane hépatique. Ou bien, il pourrait renforcer le mécanisme physiologique de
déconjugaison hépatique des glucuronides de bilirubine.

La quasi-totalité des patients de notre étude ne consomme pas d’alcool et ceci nous a
permis de I'écarter comme une cause éventuelle a I’hyperbilirubinémie observée chez
nos patients.

3.- Caractéristiques biologiques des patients du groupe 1:
3.1.- Bilan d’hémolyse :

La mesure du taux d’hémoglobine, de la numération des réticulocytes, de
I'haptoglobine et de la LDH nous ont permis d’éliminer une cause hémolytique a
I'nyperbilirubinémie libre chez nos patients.

Les valeurs d’hémoglobine retrouvées chez nos patients se situaient dans l'intervalle
des valeurs de référence et se rapprochent des valeurs rapportées dans la littérature
(190, 430, 469).

En accord avec I'étude de Cure MC et al. (469), les niveaux d’hémoglobine des
hommes atteints du GS se sont avérés significativement plus élevés que ceux des
femmes atteintes du GS ce qui suggere que la différence entre les sexes dans les
valeurs d’hémoglobine est aussi retrouvée dans le GS.

Comme la bilirubine est le produit final de dégradation de I'hémoglobine, il serait
intéressant de noter que les patients atteints du GS qui ont des niveaux d’hémoglobine
élevés sont censés avoir des valeurs plus élevées de bilirubine indirecte (UCB).
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Tableau LXVII : Comparaison de 'hémoglobine des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs Hémoglobine moyenne (g/dL)
Kamal S, Egypte (190) 13,31
Cure MC, Turquie (469) 13,8
Notre étude, Algérie 14,04
Kundur AR, Australie (430) 14,1
Notre étude, Algérie 14,2

La numération des réticulocytes et la LDH retrouvés chez nos patients sont normaux,
en accord avec les criteres d’éligibilités des patients GS de I'étude de Tapan S et al.
(461).

La valeur moyenne de LDH de nos patients est comparable aux données de la
littérature (274,461), notre valeur se rapproche mieux de I'étude turque (461) qui n’a
pas montré de différence significative pour ce paramétre entre les patients et les
témoins. Cependant, nous notons que les valeurs de notre étude et celles de la
littérature restent dans l'intervalle des valeurs de référence.

Les valeurs d’haptoglobine retrouvées chez nos patients (0,87 g/L) se situaient dans
I'intervalle des valeurs de référence (0,3-2 g/L), ceci est une preuve supplémentaire
de I'absence d’'une hémolyse.

Tableau LXVIII : Comparaison de la LDH des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs LDH moyenne (U/L)

Wallner M, Autriche (274) 178
Tapan S, Turquie (461) 223
Notre étude, Algérie 205,8
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3.2.- Bilan hépatique :

Les niveaux de bilirubine totale (BRB T) et de bilirubine non conjuguée UCB (BRB 1)
de nos patients étaient au-dela des valeurs de référence et sont dans les fourchettes
des concentrations rapportées dans la littérature.

Nous avons trouvé une forte corrélation significative entre la bilirubine totale et la
bilirubine indirecte chez nos patients GS des deux sexes. La conjugaison de la
bilirubine diminue en raison du déficit de I'enzyme uridine diphosphate-glucuronosyl
transférase (UGT1A1), ce qui provoque une augmentation de la bilirubine indirecte.
C’est donc I'élévation de la bilirubine non conjuguée UCB (BRB 1) de nos patients qui
est a l'origine de I'élévation de la bilirubine totale.

Nous avons trouvé que les sujets GS de sexe masculin ont des niveaux de BRB T et
de BRB | plus élevés que les sujets de sexe féminin, ceci est en accord avec la
littérature (480, 481,469) et nous améne a conclure que la différence entre les sexes
dans le GS est également retrouvée pour les taux de bilirubine.

Par ailleurs, les niveaux d’'UCB étaient significativement plus élevés dans le sous-
groupe GS le plus agé ce qui ne rejoint pas I'étude de Wagner KH et al. (6) qui n’a pas
trouvé de différence d’'UCB liée a I'age. Nous attribuons cela a la différence des
moyennes d’age observée chez les GS = 35 ans entre notre étude (52,71 £ 13,23) et
celle de Wagner KH et al. (6) (50,2 £ 10,0).

Tableau LXIX : Comparaison de la bilirubine totale et de la bilirubine non conjuguée des
cas avec la littérature

Etudes et Auteurs BRB T (mg/L) BRB | (mg/L)

Wagner KH, Autriche (6) / 18,01 +£6,78*
Cure MC, Turquie (469) 207 1416
Tapan S, Turquie (461) 16,60 £ 2,51 * 1450 £2,51*

Wallner M, Autriche (274) / 16,61 +7,51*
Notre étude, Algérie 20,83 + 12,26 15,83 £ 11,62
Etudes et Auteurs BRB T médiane (mg/L)
Kundur AR, Australie (430) 13,45*
Notre étude, Algérie 17,48

Facteur de conversion* : mg/L x 1,71 = umol/L

Les valeurs de [lalanine aminotransférase, l'aspartate aminotransférase, la
phosphatase alcaline, la gamma-glutamyl transférase retrouvées chez nos patients
sont comparables aux valeurs rapportées dans la littérature (6, 190, 263, 461, 470,
479). Ces valeurs se situaient toutes dans l'intervalle des valeurs de référence
suggérant 'absence de pathologie hépatique sous-jacente.
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En accord avec les résultats de I'étude de Wagner KH et al. (6), nous avons trouvé
qgue les sujets GS de sexe masculin ont des valeurs plus élevées d’ASAT, d’ALAT
et de GGT ce qui suggere que la différence entre les sexes dans le GS est également
retrouvée pour les taux de transaminases (ASAT, ALAT) et de gamma-glutamyl
transférase (GGT).

Comme il a été montré dans I'étude de Wagner KH et al. (6), aucune différence entre
les deux sous-groupes d’age GS n’a été observé pour les valeurs d’ASAT et d’ALAT.
Par contre, nous avons trouvé que les sujets GS du sous-groupe le plus agé
présentaient des valeurs de GGT plus élevées.

En accord avec ce qui a été retrouvé par Hwang HJ et al. (476), aucune corrélation
n'a été observée pour les transaminases (ASAT, ALAT) avec les deux types de
bilirubine (BRBT, BRB 1) chez les deux sexes GS. Par contre, notre étude a montré
une corrélation significative de la GGT avec la bilirubine indirecte ainsi qu’avec la
bilirubine totale chez les sujets GS de sexe masculin.

Tableau LXX : Comparaison des enzymes de la cytolyse hépatique et de la fonction biliaire des
cas avec la littérature

Etudes et Auteurs ASAT (UL) ALAT (U/L) PAL (U/L) GGT (UIL)
Wagner KH, Autriche (6) | 27 +8,85 23,7+112 / 244 +259
Kamal S, Egypte (190) | 23,18 +4,83 | 20,16+4,83 | 80,36 + 10,85 /
Tapan S, Turquie (461) 21+8 104 116 + 34 2014
SunL, Chine (470) | 23+16,9 23,4+208 102,4 £70,7 26 + 33,2
Wallner M, Autriche (479) | 26,7 £7,35 255+ 14,4 70,1+17,3 222+144
Bulmer AC, Australie (263) 36 + 14,1 19,3+7,9 / 16,7 £ 8,6
Wallner M, Autriche (274) | 28 £9,33 239+137 / 279+144
Notre étude, Algérie | 22,53 +10,68 | 19,48 £ 13,60 | 78,93 +31,37 | 29,88 £ 50,18

Les protéines totales et lI'alboumine de nos patients se situent dans la fourchette
normale et sont proches des valeurs rapportées par certains auteurs (190,470). Ceci

est une preuve supplémentaire de 'absence d’anomalie hépatique.

Tableau LXXI : Comparaison de la protidémie et de I'albuminémie des cas avec la

littérature
Etudes et Auteurs TP (g/L) ALB (g/L)
Sun L, Chine (470) 729+78 46,4 +51
Kamal S, Egypte (190) 77,26 £5,39 41+53
Notre étude, Algérie 73,30 £ 5,0 48,14 £ 5,34
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3.3.- Bilan lipidique :

Les résultats du bilan lipidique retrouvés chez nos patients sont comparables aux
résultats des études citées ci-dessous.

Nous pouvons déja constater que les valeurs du bilan lipidique de nos patients ainsi
que celles décrites par ces études sont dans les normes : Cholestérol total < 2g/L,
Triglycérides < 1,5g/L. Concernant le HDL-cholestérol et le LDL-cholestérol, et d’aprés
les valeurs guides pour I'estimation du risque de maladies coronariennes selon NCEP
(443,444) ; nous pouvons d’emblée considérer que le LDL-c est optimal (< 1g/L) et
que le HDL-c n’est pas un facteur de risque élevé de maladies coronaires (>0,40g/L).

Tableau LXXII : Comparaison du bilan lipidique (valeurs médianes) des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs Cholestérol | Triglycérides HDL-cholestérol LDL-cholestérol
total (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

Kundur AR, Australie . s " o
(430) 1,76 0,79 0,56 0,94
Notre étude, Algérie 1,58 0,95 0,45 0,95

Tableau LXXIII : Comparaison du bilan lipidique (moyennes) des cas avec la littérature

Etudes et Cholestérol = Triglycérides HDL-cholestérol LDL-cholestérol Ratio
Auteurs total (g/L) (g/lL) (glL) (glL) HDL:LDL
Tapans, | 4734098 | 087+031 | 049009 108 +0,25 /
Turquie (461)
Wallner M,
Autriche (274) 1,97 + 0,52 0,90 £0,39 0,61+£0,14 1,13+ 0,45 /
Bulmer AC,

Australie (263) 1,67+0,33 | 093+0,55 0,69 +0,07 0,79+0,25 0,95+ 0,31

Notre étu’dg 1,61+0,39 1,05+ 0,56 0,46+0,13 0,96 + 0,31 0,53+0,24
Algérie

Facteurs de conversion :

Cholestérol total** : mmol/L x 0,3866 = g/L
HDL-cholestérol** : mmol/L x 0,3866 = g/L
LDL-cholestérol** : mmol/L x 0,3866 = g/L
Triglycérides*** : mmol/L x 0,885= g/L

Des résultats sur les données lipidiques chez les patients GS ont été documentés au
cours des derniéres années. Par exemple, une réduction du cholestérol total circulant
(461), du LDL-c (472), des triglycérides (473) et un rapport HDL/LDL élevé (263) ont
éte rapportés.
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L’étude de Wallner M et al. (274) a montré que le cholestérol total, les triglycérides et
le LDL-c sont significativement réduits chez les sujets GS par rapport aux sujets
témoins. Dans notre étude, nous n’avons pas comparé nos patients a un groupe
témoin mais nous pouvons constater que les résultats du cholestérol total, triglycérides
et LDL-c de nos patients ne s’éloignent pas de I'étude de Wallner M et al. (274) ceci
nous laisserait penser a une réduction de ces parametres chez nos patients.

Nos résultats de cholestérol total et de triglycérides se rapprochent plus de ceux de
'étude de Bulmer AC et al. (263), ces derniers n‘'ont pas montré de différence
significative du bilan lipidique (cholestérol total, triglycérides, HDL-c, LDL-c) entre les
sujets GS et les témoins. Nous attribuons cela a leur effectif relativement réduit
comparé au notre et a celui de I'étude de Wallner M et al. (274)

Par contre, Bulmer AC et al. (263) ont montré que le ratio HDL:LDL dans le groupe GS
avait tendance a étre plus élevé que dans le groupe témoin. Nous constatons que le
ratio HDL:LDL de nos patients est plus bas que celui retrouvé par ces auteurs et ceci
est attribuable a la différence des valeurs d’HDL et LDL de nos patients par rapport
aux leurs d’une part, et d’autre part nous n’avons pas pu interpréter ce ratio par rapport
a des témoins.

L’étude de Kundur AR et al. (430) a confirmé une amélioration du statut lipidique (LDL
réduit, HDL augmenté) des patients GS en comparaison aux témoins. Les résultats de
notre étude ont montré que les valeurs LDL-c de nos patients rejoignent celles de
I'étude de Kundur AR et al. (430) alors que les taux de HDL-c sont légérement
inférieurs aux valeurs observées de leurs patients GS ainsi qu’aux valeurs de leurs
témoins. Ces résultats nous laissent conclure a une réduction de LDL-c chez nos
patients. Nos résultats sont également en accord avec d’autres données de la
littérature qui ont rapporté une amélioration du statut lipidique chez les personnes
atteintes du GS (5, 274, 431).

Par ailleurs, Tapan et al. ont observé une diminution des niveaux de LDL denses et de
LDL oxydés chez les personnes atteintes de GS (461). Le mécanisme par lequel la
bilirubine non conjuguée pourrait induire une hypocholestérolémie chez les personnes
atteintes de GS n'est pas encore compris ; cependant, il pourrait impliquer une
modulation de la fonction endocrine ou l'activation du récepteur des hydrocarbures
aryliques (AhR) (5).

L’analyse des biomarqueurs du métabolisme lipidique selon I'age a montré des valeurs
de triglycérides, de cholestérol total, de LDL-c significativement plus élevées chez les
sujets du sous-groupe GS le plus agé. Cette observation concorde avec I'étude de
Wallner M et al. (274). Ces mémes auteurs ont montré que le cholestérol total, les
triglycérides et le LDL-c de leurs sujets GS et de leurs témoins ont augmenté avec
I'age mais ils sont restés inférieurs a ceux des témoins du méme age.

Bien que nous n‘ayons pas comparé nos sujets GS a des témoins, nous constatons
gue les taux de cholestérol total, de triglycérides et de LDL-c se rapprochent de ceux
de I'étude de Wallner M et al. (274).
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Par conséquent, nous pensons que les sujets GS seraient protégés de la dyslipidémie
liée a I'age.

Les sujets GS de sexe masculin ont montré des taux plus faibles de cholestérol total,
de LDL-c et de HDL-c et un ratio HDL:LDL qui a tendance a étre plus élevé. Nous
pourrions penser a un meilleur statut lipidique chez les hommes mais les corrélations
observées chez les femmes GS; négative entre la bilirubine totale et le cholestérol
total, négative entre la bilirubine UCB et le LDL-c ainsi que la corrélation positive avec
le Ratio HDL:LDL ne nous permettent pas de démontrer un effet spécifique au sexe
concernant les biomarqueurs du métabolisme lipidique.

3.4.- Bilan inflammatoire :
Nous constatons que les valeurs de CRP des patients GS se rapprochent plus de
valeurs décrites dans I'étude de Cure MC et al. (469).

Tableau LXXIV : Comparaison de la CRP des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs CRP moyenne (mgl/L)
Cure MC, Turquie (469) 2
Wallner M, Autriche (274) 1,3
Notre étude, Algérie n=127: 3,38

Cure MC et al (469) ont trouvé qu’il n'y avait pas de corrélation entre la bilirubine totale,
la bilirubine indirecte et la CRP. Cependant, ces mémes auteurs ont indiqué de plus
faibles taux de CRP dans le groupe de patients atteints du GS que dans le groupe
témoin. Dans notre étude, nous n’avons pas comparé la CRP de nos patients GS a un
groupe témoin ; mais contrairement a Cure MC et al. (469), nous avons trouvé une
corrélation négative et significative entre la bilirubine non conjuguée et la CRP.

Nos résultats concordent également avec I'étude de Hwang HJ et al. (476) qui a
montré qu’une bilirubine élevée a été associée a de faibles taux de CRP.

De plus, et en accord avec ces mémes auteurs, nous avons trouvé une corrélation
significative entre la CRP et la bilirubine totale chez les sujets GS de sexe féminin.

La CRP est un marqueur diagnostique largement utilisé pour évaluer [I'état
d'inflammation, nos résultats peuvent donc indiquer une inflammation moindre
et seraient également en accord avec d’autres données de la littérature qui ont
rapporté une réduction de l'inflammation chez les personnes atteintes de GS (5, 274,
431).

La bilirubine est connue pour étre un antioxydant puissant qui diminue la peroxydation
lipidiqgue et le processus d’inflammation chronique (474) et l'effet protecteur des
concentrations élevées de bilirubine contre la maladie cardiaque athéroscléreuse a été
rapporté dans de nombreuses études (323, 475).
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Il a été suggéré que la bilirubine jouerait ce réle protecteur dans la progression de
I'athérosclérose en inhibant I'induction liée au facteur de nécrose tumorale- o (TNF-a)
de trois molécules d'adhésion endothéliale (490) et la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires (491, 492).

Le mécanisme a l'origine d’une baisse de l'inflammation chez les sujets GS est une
diminution des cytokines pro-inflammatoires. La cytokine IL-6 peut étre supprimée
chez les patients GS en raison de l'effet antioxydant de la bilirubine. Comme la
cytokine IL-6 induit la libération hépatique de CRP dans la circulation, des
concentrations plus faibles d'IL-6 ont été signalées chez les sujets GS (6,274).

De plus, des niveaux plus faibles de CRP et également d'IL-6 ont été liés a un risque
plus faible de MCV (477) et de diabete (478) cela montre d’avantage l'importance de
ces biomarqueurs dans la contribution a la protection cardiovasculaire chez les
individus présentant des taux de bilirubine non conjuguée légerement éleves.

Nos résultats sont également en accord avec un certain nombre d’études qui ont
rapporté des taux diminués de hs-CRP ainsi qu’une corrélation négative et significative
entre 'UCB et la hs-CRP chez les patients atteints du GS (6,430, 461) suggérant de
maniére importante la pathogenese réduite de I'athérogénése dans le GS.

Dans notre étude, nous avons étudié I'effet de 'age associé a l'inflammation et lié a
I'hyperbilirubinémie chronique de nos patients et nous avons constaté que chez les
sujets GS plus agés, traditionnellement considérés comme présentant un risque plus
élevé de MCV, les taux de CRP étaient significativement plus élevés que chez les
sujets GS plus jeunes. Dans I'étude de Wallner M et al (274) et pour le sous-groupe
du méme age, les taux de CRP étaient nettement inférieurs aux nétres (1,4 vs 5,33).
Nos résultats ne nous permettent pas de déduire d'une faible induction de
inflammation liée a I'age.

Nous avons également constaté des valeurs plus faibles de CRP chez les hommes
atteints du GS par rapport aux femmes, nous attribuons cette différence aux valeurs
plus élevées d’'UCB chez les sujets GS de sexe masculin.

Ainsi, nous pensons qu'un faible taux de CRP sérique chez les sujets GS peut étre da
aux effets anti-oxydants et anti-inflammatoires du métabolisme de la bilirubine.

3.4.- Bilan ferrique et protéines antioxydantes :
3.4.1.- Bilan ferrique :

Le fer sérique chez nos patients est plus bas que celui retrouvé dans I'étude de Wallner
M et al. (479) mais les deux valeurs restent dans la fourchette normale (33-193 pg/dL).

Ces mémes auteurs ont montré que les sujets GS présentaient des concentrations
plus élevées de fer par rapport au groupe témoin. Nous ne pouvons pas en juger dans
notre étude ; premiérement nous n'‘avons pas comparé nos patients a des témoins
et deuxiemement, méme si le fer de nos patients et celui de I'étude de Wallner M et al.
(479) restent dans lintervalle normale, nous avons constaté que les deux valeurs
s’éloignent.
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Tableau LXXV : Comparaison du Fer (Iron) des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs Fer moyen (pg/dL)

Wallner M, Autriche (479) 180,56 + 46,51*

Notre étude, Algérie 109,35 £ 41,70
Facteur de conversion :
Fer (Iron)* = ymol/L x 5,59 = pg/dL

Cependant, en accord avec I'étude de Wallner M et al. (479), la bilirubine UCB de nos
patients GS était positivement et significativement corrélée avec le fer. Cette méme
corrélation a été observée dans les deux sous-groupes d’age GS (< 35 ans, = 35 ans).

Alors que Monaghan G et al. (200) ont trouvé une corrélation significative entre la
bilirubine totale et le fer chez les femmes mais pas chez les hommes.

Wallner M et al. (479) ont analysé dans leur étude la relation entre la bilirubine non
conjuguée et les catabolites de 'héme oxygénase (HO) et ils ont suggéré que cette
association entre la bilirubine et le fer est due a une boucle de rétroaction positive de
la bilirubine sur l'activation de I'HO. lls ont supposé que la bilirubine pourrait activer
I'HO indirectement en augmentant la fragilité des globules rouges libérant de I'héme,
qui est ensuite dégradé en fer, CO et finalement en bilirubine.

Ainsi, cette boucle serait accentuée dans le GS ou les concentrations de bilirubine sont
augmentées de maniére indépendante.

En étudiant I'effet de I'age sur le fer sérique dans le GS, nous avons constaté que les
sujets du sous-groupe le plus &gé ont tendance a avoir une sidérémie plus faible que
les sujets du sous-groupe plus jeune. De plus, les sujets GS de sexe masculin ont
montré des niveaux plus élevés de Fer sérique que les sujets de sexe féminin.

Ceci est attribuable a la différence des valeurs d’'UCB observés chez les GS selon le
sexe ainsi que dans les deux sous-groupes d’age.

Le CS de nos patients est dans l'intervalle normal (20-40%) en accord avec ce qui a
été retrouvé dans I'étude de Monaghan G et al. (200).

Nous avons trouvé une corrélation positive et significative de 'UCB avec le coeffficient
de saturation de la transferrine (CS) chez nos patients GS alors que Monaghan G et
al. (200) ont trouvé une corrélation significative entre la bilirubine totale et le CS chez
les femmes GS seulement.

Sachant que le CS est saturé au tiers de sa capacité par le fer sérique, et puisque
nous avons observé une corrélation significative du fer de nos patients GS avec 'UCB,
nous nous attendons alors a trouver le méme résultat avec le CS.
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Monaghan G et al. (200) ont pensé que la corrélation chez les femmes entre la
bilirubine totale a la fois avec le CS et le fer serait due a d’autres facteurs génétiques
et environnementaux affectant les taux sériques de CS et de fer qui affecteront a leur
tour la bilirubine sérique totale. Ces auteurs ont méme suggéré que les sujets GS avec
un faible CS pourraient avoir une certaine protection contre le développement des
symptémes du GS.

Aucune différence liée a I'age chez les sujets GS n’a été observée pour le CS ; par
contre, la méme corrélation avec 'UCB a été observée dans le sous-groupe GS plus
age.

Les sujets GS de sexe masculin ont montré des niveaux de plus élevés de CS par

rapport aux femmes et ceci est attribuable au fer sérique plus élevé chez les GS
hommes.

3.4.2.- Protéines antioxydantes :

Les protéines antioxydantes de nos patients se situent dans l'intervalle des valeurs
normales de chaque parametre : la transferrine est comprise dans lintervalle (2,2-3,6
g/L) et la céruloplasmine est <0,30 g/L.

La céruloplasmine a montré une corrélation négative et significative avec la bilirubine
UCB de nos patients GS et cette méme corrélation a été retrouvée dans le sous-
groupe GS plus jeune.

Les individus du sous-groupe GS le plus agé ont des valeurs plus élevées de
céruloplasmine par rapport au sous-groupe GS le plus jeune et des taux plus élevés
ont également été constatés chez les femmes GS.

La transferrine n’a montré aucune corrélation avec la bilirubine UCB. Aucune
différence liée au sexe et a l'age n’a été observée chez nos sujets GS pour la
transferrine.

La transferrine et la céruloplasmine font partie des nombreuses défenses
antioxydantes dont dispose notre organisme pour réguler la production des especes
oxygénées activées (EOA).

Les EOA (radicaux libres, peroxyde d’hydrogéne et l'oxygéne singulet) étant
potentiellement toxiques pour I'organisme car elles peuvent oxyder les lipoprotéines
et initier des processus de peroxydation (497).

Ces protéines de transport et de stockage du fer et du cuivre empéchent donc ces
métaux de transition de participer a la réaction de Fenton, génératrice de radicaux
libres (226).
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Nous avons analysé ces marqueurs du statut antioxydant pour élucider les
mécanismes qui peuvent lier la bilirubine a la protection contre les maladies liées au
stress oxydatif (diabéte, Maladie cardiovasculaires) observées chez les personnes
atteintes du GS.

Aucune donnée de la littérature sur la transferrine et la céruloplasmine chez les sujets
GS n’a été documentée jusqu’a ce jour. Par contre d’autres parameétres du statut
antioxydant de ces patients ont été explorés et rapportés.

Trolox, ou acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-
carboxylique, est un analogue hydrophile de la vitamine E. Comme cette derniére, |l
s'agit d'un antioxydant, qui est utilisé en biologie et en biochimie pour limiter les
dommages dus au stress oxydant.

Bulmer AC et al. (263) ont étudié le statut antioxydant de leurs patients GS par la
capacité antioxydante équivalente au Trolox (TEAC) et la capacité de réduction
ferrique du plasma (FRAP) et ils ont méme mesuré I'oxydation du sérum induite par le
cuivre (Cu?*). Ces auteurs ont montré un TEAC plus élevé, un FRAP plus élevé et une
sensibilité du sérum a 'oxydation améliorée chez les individus GS avaient par rapport
aux témoins.

Wagner KH et al. (6) ont eux aussi étudié la capacité antioxydante totale via le test
(FRAP) et le Glutathion (GSH) comme antioxydant et ils ont trouvé des valeurs de
FRAP significativement plus élevées dans le groupe GS ainsi qu’une corrélation
négative de 'UCB avec le GSH.

Des résultats similaires pour la capacité antioxydante totale ont été rapportés chez les
sujets GS (482, 498). Copur B et al. (498) ont également montré une corrélation
positive du statut antioxydant total avec la bilirubine UCB.

Ces données indiquent une capacité antioxydante totale plus élevée dans le plasma
des adultes ayant des concentrations élevées d'UCB ce qui confere a leur sang une
résistance plus élevée aux ROS.

L’absence de données documentées sur la transferrine et la céruloplasmine chez les
sujets GS et la non comparaison de nos patients a des témoins ne nous permet pas
de discuter de leurs effets dans le GS.

Cependant, la corrélation observée entre 'UCB et la céruloplasmine chez nos patients
GS nous laisse penser a une éventuelle contribution de ce marqueur dans
I'amélioration du statut antioxydant observé chez les sujets GS.
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3.5.- Acide urique :

Les valeurs de l'acide urique retrouvées chez nos patients sont comparables aux
valeurs rapportées par I'étude de Wagner KH et al. (6) et I'étude de Kundur AR et al.
(430). Cependant, toutes les valeurs décrites dans la littérature ainsi que les nétres se
situaient dans l'intervalle des valeurs de référence.

Dans les études citées ci-dessous, il n’y avait aucune différence significative dans les
concentrations d’acide urique entre les sujets GS et le groupe témoin. Nous n’avons
pas pu vérifier cela dans notre étude étant donné que nous n’avons pas comparé nos
patients a un groupe témoin.

Tableau LXXVI : Comparaison de I'acide urique des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs Acide urique moyen (mg/L)
Wagner KH, Autriche (6) 54,8**
Bulmer AC, Australie (263) 41*
Notre étude, Algérie 52,32
Etudes et Auteurs Acide urique médian (mg/L)
Kundur AR, Australie (430) 52,08*
Notre étude, Algérie 51,69

Facteur de conversion :
Acide urique : pumol/L x 0,168 = mg/L*
mg/dL x 10 = mg/L **

Le rble de l'acide urique sérique en tant que facteur de risque indépendant pour les
maladies associées au stress oxydatif fait I'objet d'un débat permanent.

Depuis des décennies, on émet I'hypothése que les propriétés antioxydantes de I'acide
urigue pourraient étre protectrices contre le vieillissement, le stress oxydatif et les
lésions cellulaires oxydatives (485). Cependant, des études ont démontré que la
concentration d'acide urique sérique était corrélée de maniere indépendante a
I'hypertension, a la résistance a l'insuline et aux facteurs de risque du syndrome
métabolique. Il est concevable que dans ces conditions son activité antioxydante soit
surmontée par les effets pro-oxydants et pro-inflammatoires de I'accumulation des
ROS (483,484).

Dans notre étude nous n’avons pas trouve de corrélation entre les concentrations de
bilirubine non conjuguée et I'acide urique chez les sujets GS. Nous avons également
étudié I'effet de I'age lié a I'hyperbilirubinémie chronique de nos patients GS sur les
biomarqueurs du stress oxydatif et nous n’avons pas trouvé de différence significative
pour I'acide urique entre les deux sous-groupes d’age.
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Cependant, comme les résultats retrouvés dans I'étude de Wagner KH et al. (6), nous
avons constaté une différence significative des concentrations d’acide urique entre les
sujets GS de sexe masculin et les sujets de sexe féminin mais nous suggérons que
ceci est attribuable aux valeurs d’acide urique naturellement plus élevées chez les
hommes plutot qu’a la condition GS.

D’aprés nos résultats, l'acide urique qui est similaire a la bilirubine, et considéré
comme un autre antioxydant endogene puissant dans le sang, ne semble pas étre
affecté par le GS, malgré les concentrations de bilirubine chroniquement élevées dans
le sang.

3.6.- Glucose :

Les valeurs de glucose retrouvées chez nos patients se situaient dans l'intervalle des
valeurs de référence et se rapprochent des valeurs rapportées par certains auteurs
(263, 430, 461).

Ces mémes auteurs n’ont pas trouvé de différence pour le glucose entre les sujets GS
et les sujets témoins, ceci n’a pas pu étre vérifié dans notre étude car nous n’avons
pas comparé nos patients a des témoins.

Tableau LXXVII : Comparaison de la glycémie des cas avec la littérature

Etudes et Auteurs Glucose moyen (g/L)

Bulmer AC, Australie (263) 1,10*

Tapan S, Turquie (461) 0,87*

Notre étude, Algérie 1,04
Etudes et Auteurs Glucose médian (g/L)

Kundur AR, Australie (430) 0,86*

Notre étude, Algeérie 0,95

Facteur de conversion* :
Glucose : mmol/L x 0,1802 = g/L

Hwang HJ et al. (476) ont trouvé une corrélation négative significative du glucose avec
la bilirubine totale chez les femmes, alors que dans notre étude, cette méme
corrélation a été retrouvée chez les sujets GS de sexe masculin et elle a été observée
en plus avec la bilirubine indirecte.

Nous avons constaté que chez les sujets GS plus agés, traditionnellement considérés
comme présentant un risque plus élevé de MCV, les taux de glucose étaient
significativement plus élevés que chez les sujets GS plus jeunes mais étant donné que
ces valeurs restent dans les normes (< 1,10 g/L), nous pensons tout de méme que
cela est en faveur d’'un moindre risque cardiovasculaire du glucose lié a I'age chez les
sujets GS.
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Comme il a été signalé auparavant, la bilirubine a des effets bénéfiques en termes de
prévention du diabéte sucré de type 2 et de ses complications (279). Il a méme été
signalé que la bilirubine procurait une protection contre le syndrome meétabolique,
et qu’elle était associée négativement au surpoids et a I'obésité (4, 278, 281, 308,310).

Ce role protecteur de la bilirubine contre le diabéte sucré et ses complications revient
aux fonctions de la biliverdine réductase (BLVRA), une enzyme responsable de
I'nydrogénation de la biliverdine en bilirubine (279). Selon Lerner-Marmarosh N et al.
(495), la BLVRA posséde en plus d’autres fonctions affectant la signalisation cellulaire,
elle diminue ainsi la signalisation de I'insuline et agit comme un régulateur négatif de
I'absorption du glucose.

Des associations négatives entre les concentrations de bilirubine sérique et des tests
de tolérance au glucose anormaux ont été signalées des 1996 (493).

Ohnaka K et al. (307) ont montré une association inverse hautement significative entre
la bilirubine sérique et I'hémoglobine glyquée (HbAlc) chez les hommes et les
femmes. Ces mémes auteurs ont suggéré que des concentrations plus élevées de
bilirubine sérique conférent une protection contre le développement du diabéte de type
2.

D’autres auteurs ont signalé de faibles taux de produits de glycation avancée (AGE)
chez les sujets atteints du GS par rapport a la population normobilirubinémique (494).

Inoguchi et al. ont été les premiers a indiquer que les patients diabétiques qui
présentent un GS concomitant ont un taux de prévalence de complications vasculaires
plus faible que les diabétiques normobilirubinémiques (298).

Ces données concordent avec notre observation d’une faible prévalence du diabete
chez nos patients. Ainsi, nous suggérons que le GS est une condition a la prévention
du diabéte sucré ainsi qu’'un moindre risque cardiovasculaire lié au glucose.

4.- Etude moléculaire des patients du groupe 1:

Les résultats d'études génomiques clinigues antérieures ont révélé que certains
polymorphismes étaient associés avec une hyperbilirubinémie dans différentes
populations (204, 206, 470, 499).

Les mutations les plus fréquentes du syndrome de Gilbert qui ont été décrites sont
associées a la région promotrice du gene UGT1A1 (rs8175347) et a la région du codon
de I'exon 1 (rs4148323) (437).

Certaines études ont suggéré que les variants rs4148323 et rs8175347 pourraient
constituer un facteur de risque de développement du GS en Asie et en Europe,
respectivement (206,499).

Concernant le polymorphisme du promoteur, nos résultats ont montré une
prédominance de 'homozygote muté TA7/TA7, ce qui est comparable au génotype
rapporté dans diverses populations caucasiennes, afro-américaines ainsi que chez les
personnes d'origine africaine (7,9).
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La recherche de la mutation G211A (rs4148323) parmi les sujets de notre étude n’a
retrouvé aucun cas d’homozygote (AA). Un seul cas d’hétérozygote GA a été retrouvé
et nous avons constaté qu’il était associé au génotype TA7/TA7. Ce polymorphisme
décrit comme la cause du GS chez les asiatiques, est trés rare dans les populations
caucasiennes et afro-amércaines (17).

Nos résultats sont donc en accord avec le génotype GS rapporté chez les caucasiens
plutbt que chez les populations asiatiques (169, 202).

Nos résultats rejoignent également ceux de I'étude Kamal S et al. (190) qui ont montré
que le génotype GS le plus fréequemment détecté dans la population égyptienne est le
polymorphisme homozygote TA7/TAT.

Par contre, Aliarab A et al. (437) ont montré que la fréquence de rs4148323 était
supérieure a celle de rs8175347 chez les personnes atteintes du GS dans la province
du Golestan au nord de I'lran et ils ont attribué cela a la forte prévalence du syndrome
dans la population asiatique.

En méme temps la fréquence des alleles TA6 et TA7 et celle des alleles G et A
retrouvées par ces auteurs s’éloigne des fréquences que nous avons retrouvées. Ceci
est a la nature des mutations associées au GS dans leur population d’étude et dans la
notre.

Le GS serait moins fréquent chez la femme que chez ’homme (115, 200) mais nous
n’avons pas trouvé de différence significative entre les deux sexes pour le génotype
TA7/TA7 du polymorphisme (TA)n(rs8175347) et ceci est en accord avec ce qui est
rapporté dans la littérature (200,437,458,481).

Dans la population algérienne aucune étude de ce genre n’a été rapportée jusqu’a
présent, nos résultats nous laissent penser que le polymorphisme associé au GS dans
la population algérienne est le génotype TA7/TA7 du polymorphisme
(TA)N(rs8175347).

5.- Caractéristiques générales des patients du groupe 2 :
5.1.- Répartition selon I’age et le sexe :

Une prédominance masculine est observée dans notre population d’étude des cas
pédiatriques avec un sex ratio de 1,8. Ceci est en accord avec ce qui a été rapporté
par des études précédentes (16, 502). Nous expliquons cette dissimilitude entre les
deux sexes de la méme maniére que pour la population d’étude des cas du groupe 1
(115).

Cependant, bien que des effets hormonaux aient été suggérés comme étant en partie
responsables des taux de bilirubine plus élevés dans le sexe masculin, certains
auteurs pensent que la biologie sous-jacente reste floue (500, 501).
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Dans notre étude, 'incidence de I'hyperbilirubinémie la plus élevée se situait dans la
tranche d’age des nouveaux-nés (<28 jours) alors que dans I'étude de Moyer AM
et al. (16) elle est retrouvée chez les enfants (1- 18 ans) de méme que dans I'étude de
Skierka JM et al. (17) qui a mentionné que les enfants (1-17 ans) représentaient plus
de la moitié de leur population d’étude pédiatrique.

5.2.- Répartition selon I’origine géographique :

Comme il a été constaté pour les patients du groupe 1, la répartition des cas
pédiatriques de notre étude a travers le territoire national, a révélé une prédominance
des wilayas de l'ouest du pays ou les wilayas d’Oran et Relizane sont les plus
représentées. Cette situation pourrait simplement résulter d’'un biais de recrutement,
lié & la localisation géographique de notre établissement hospitalier.

5.3.- Consanguinité parentale :

Des antécédents de consanguinité parentale ont été constatés chez seulement 14,7%
de notre population étudiée. Ce taux est nettement plus faible que celui rapporté par
Heydari MR et al. (502) qui ont constaté que 61 % des parents de leurs patients étaient
consanguins.

Un seul cas de nos patients génotypés GS (TA7/TAT7) avait des parents consanguins
a la différence de Kamal S et al. (190) qui ont signalé la présence de consanguinité
avec un taux de 67 % chez des sujets atteints de GS mais ils ont attribué cela au taux
relativement plus élevés de GS retrouvé en milieu rural.

Nous pensons que la différence des taux de consanguinité constatée dans notre étude
est due a la taille de notre effectif qui est relativement réduit par rapport a aux études
sus-citées.

6.- Caractéristiques cliniques des patients du groupe 2 :
6.1.- Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie et age d’apparition :

Nous avons constaté que la quasi-totalité des patients appartenant au sous-groupe
des enfants (1-16 ans) ont des antécédents personnels d’hyperbilirubinémie dont 'age
meédian d’apparition est de 4 ans et demi.

La plupart des enfants génotypés GS TA/TA7 (8/10) ont eu des antécédents
personnels d’hyperbilirubinémie qui s’est manifestée pour certains d’entre eux dans la
petite enfance.

Cela ne concorde pas avec les données la littérature qui ont rapporté que le syndrome
de Gilbert est le plus souvent reconnu dans la deuxieme ou la troisieme décennie de
la vie, et qu’il est rarement diagnostiqué avant la puberté (129).

Nous pensons que cette observation mérite d’étre vérifiée sur une plus grande
population de cas d’enfants (1-16 ans).
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6.2.- Antécédents familiaux d’ictére :

L’hyperbilirubinémie familiale qui a été retrouvée chez le tiers de nos patients suggere
que ce trouble est d’origine héréditaire et nous avons constaté que la proportion des
freres et sceurs atteints d’'une hyperbilirubinémie non conjuguée était inférieure a celle
des parents atteints a la différence de ce qui a été constaté dans le groupe 1 et dans
I'étude de Powell LW et al. (129). Cependant, la parenté au 1°" degré et la parenté au
2¢me degré apparaissent a fréquence presque similaire dans les deux groupes de
patients.

Bien que le nombre de patients présentant des antécédents familiaux
d'hyperbilirubinémie soit faible, le génotype GS TA7/TA7 a été retrouve chez la plupart
d’entre eux (10/14). A l'inverse, le génotype TA7/TA7 a été retrouvé chez de nombreux
patients en l'absence d'antécédents familiaux (11/25), ce qui souligne I'utilité du
dépistage moléculaire lorsque le contexte clinique est évocateur, méme en l'absence
d'antécedents familiaux.

Etant donné qu’il s’agit du méme défaut génétique recherché dans cette population
d’étude de cas que pour le groupe 1, le mode de transmission pour cette affection est
le méme que celui évoqué dans le groupe 1.

6.3.- Motifs de la demande d’analyse et circonstances de découverte :

Chez les nouveau-nés de notre étude, l'ictére a bilirubine libre (précoce ou prolongé)
est le motif le plus fréquent en vue de déterminer la possibilité d'une forme héréditaire
d'hyperbilirubinémie associée au GS. Ceci est en accord avec les criteres d’éligibilité
d’un certain nombre d’études (16, 18, 502, 503).

Chez les enfants que nous avons étudié, les antécédents familiaux
d’hyperbilirubinémie et lictére sont les motifs les plus fréquents d’une demande
d’analyse génétique en vue de rechercher le GS, ceci est en accord avec I'étude de
Moyer AM et al. (16). Nous avons également constaté que les manifestations cliniques
représentaient un autre motif de la recherche génétique du GS, la symptomatologie
étant la méme que celle évocatrice du GS chez les adultes et en méme temps
retrouvée chez les patients du groupe 1. Par ailleurs, en accord avec ce qui a été
observé dans le groupe 1 et avec I'étude de Preisig D et al. (480), la découverte fortuite
d’'une hyperbilirubinémie libre isolée est apparue comme une autre raison de
diagnostic positif du GS.
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7.- Caractéristiques biologiques des patients du groupe 2 :
7.1.- Bilan d’hémolyse :

Le taux d’hémoglobine normal ainsi que la numération normale des réticulocytes
retrouvés chez nos patients, nous ont permis d’éliminer une cause hémolytique a
I'hyperbilirubinémie libre .

7.2.- Bilan hépatique :

Une différence significative de la bilirubine totale sérique est observée dans notre
population d’étude pédiatrique entre les trois tranches d’age. En accord avec I'étude
de Moyer AM et al. (16), nous avons constaté que la concentration moyenne de
bilirubine totale diminuait avec I'age. Cette différence est attribuable a I'origine
multifactorielle de I'’hyperbilirubinémie naturellement observée chez les nouveau-nés.

Les valeurs de lalanine aminotransférase, l'aspartate aminotransférase, la
phosphatase alcaline, la gamma-glutamyl transférase, I'albumine et les protides totaux
retrouvés chez nos patients se situaient toutes dans lintervalle des valeurs de
référence suggérant 'absence de pathologie hépatique sous-jacente.

8.- Etude moléculaire des patients du groupe 2 :

Des études antérieures ont montré une origine génétique a I'hyperbilirubinémie non
conjuguée pédiatrigue dans diverses régions du monde, particulierement en
néonatologie ou les causes sont multifactorielles (503).

La recherche des variants rs4148323 et rs8175347 les plus associés au GS en Asie
et en Europe respectivement chez nos patients a montré le polymorphisme du
promoteur TA7/TA7 chez pres de la moitié de notre population d’étude. Aucun cas du
polymorphisme de I'exon 1 homozygote muté (AA) ni hétérozygote (GA) n’ont été
retrouves.

En accord avec ce que nous avons trouvé dans le groupe 1 et avec ce qui a été
rapporté dans la littérature (200, 437, 458, 481) , nous n’avons pas trouvé de différence
significative entre les deux sexes pour le génotype TA7/TA7 du polymorphisme
(TA)N(rs8175347).

Dans notre étude, nous avons étudié la prévalence du polymorphisme
(TA)n(rs8175347) chez tous les patients pédiatriques présentant une
hyperbilirubinémie libre et nous avons constaté que le génotype homozygote muté
TA7/TAT a été retrouvé chez le tiers des nouveau-nés (12/34) et chez la majorité des
enfants (10/13), alors que le génotype retrouvé chez le seul nourrisson est
I'hétérozygote TAG/TATY.

Chez les nouveau-nés et les enfants, la fréquence du polymorphisme
(TA)n(rs8175347) a fait I'objet d’'un certain nombre d’études précédentes dans
différentes populations.

La prédominance du génotype TA7/TA7 retrouvé chez les enfants de notre étude est
en accord avec les résultats de I'étude de Moyer AM et al. (16).
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Les résultats de I'étude de Agrawal SK et al. (503) ont rapporté, chez les nouveau-nés
d'Inde du Nord, une fréquence plus élevée du polymorphisme du promoteur
(TA)N(rs8175347) chez les sujets hyperbilirubinémiques que chez les témoins.

Laforgia et al. ont constaté une fréquence significativement plus élevée du génotype
TAT7/TAT chez les nouveau-nés italiens présentant des concentrations de BRB sérique
totale de 130 mg/L par rapport aux témoins dont les valeurs de BRB sérique totale ne
dépassaient pas cette concentration (504).

D’autres études cas-témoins menées sur des nouveau-nés turcs n’ont montré aucune
différence significative du génotype TA7/TA7 entre les bébés atteints d'ictére et les
témoins (505,506).

Comme nous n’avons pas comparé les nouveau-nés de notre étude a des témoins,
nous ne pouvons pas établir un lien entre le degré de I'’hyperbilirubinémie et le
génotype TA7/TA7. Cependant, ces données et les résultats que nous avons trouvés
dans le groupe 1 suggérent [Iassociation entre le génotype TA7/TA7
et '’hyperbilirubinémie libre isolée ou l'ictére chez les nouveau-nés et les enfants.

Par ailleurs, nous avons observé une différence significative de la bilirubine totale de
tous nos patients entre les trois génotypes (TA6/TA6, TAG6/TA7, TA7/TAT). Ceci n'est
pas en accord avec I'étude de Agrawal SK et al. (503). Nous pourrions expliquer cela
en partie par une différence dans les critéres d’inclusion. D’'une part, comme les
nouveau-nés de notre étude représentent I'effectif le plus élevé de notre population il
est évident que le génotype TAG/TA6 soit associé a dautres causes
d’hyperbilirubinémie.

Dans notre étude, nous avons voulu analyser le lien entre le polymorphisme
(TA)n(rs8175347) et lictere chez les nouveau-nés allaités exclusivement mais
'absence des données sur I'allaitement chez la moitié des nouveau-nés ne nous I'a
pas permis.

Cependant, comme il a été démontré par Zaja O et al. (445) que le génotype TA7/TA7
est un facteur de risque important de développement d'une hyperbilirubinémie non
physiologique précoce chez les nouveau-nés allaités, il nous parait important de
signaler que nous avons constaté le génotype TA7/TA7 chez 4 cas/ sur 7 cas allaités
exclusivement au lait maternel.

Notre étude présente certaines limites. La non disponibilité de certains réactifs
nécessaires au dosage des parametres biologiques étudiés pendant la période de
recrutement nous a empéché d’établir un profil biologique complet de tous les patients.
En plus de cela, le manque de moyens humains et matériels ne nous a pas permis de
réaliser une étude cas-témoins, faute de quoi nous n’avons pas pu déterminer la
prévalence du GS dans la population générale. De plus, compte tenu de la nature de
notre étude, nous n’avons pas pu apprécier les différences dans les caractéristiques
cliniques et biologiques des patients GS par rapport a des témoins de notre population.
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Chapitre VI :

Conclusion et perspectives



Considérée auparavant comme un déchet associé aux maladies du foie, la
compréhension de la bilirubine a beaucoup évolué. La bilirubine sérique est désormais
considérée comme un biomarqueur et un indicateur prédictif important de I'état de
santé.

L’augmentation légere de la bilirubine libre typiquement observée dans le GS est
associée a une amélioration de I'état clinique qui est reflétée par une protection contre
diverses maladies. L’étude des différents profils biologiques permet de mieux
comprendre les bénéfices apportés par une hyperbilirubinémie.

Le GS est une entité cliniquement ignorée, sous-estimée et insuffisamment étudiée,
notamment en Algérie, ou il n'a jamais été étudié auparavant. Les patients ne
consultent pas ou consultent tardivement a cause de lictére trés modéré et de la
pauvreté des signes cliniqgues associés et la trés bonne tolérance des symptémes.
Cette maladie pose un vrai probleme de diagnostic, surtout chez les nouveau-nés, en
raison de la diversité des diagnostics différentiels.

La présente étude a permis d’établir une association entre une hyperbilirubinémie libre
et certains paramétres biologiques, de caractériser les polymorphismes génétiques en
cause dans le GS spécifiques a notre population et de dresser un profil biologique des
patients atteints du GS. La plupart de nos résultats rejoignent les données de la
littérature.

Nos résultats montrent qu'une bilirubinémie circulante élevée, en particulier dans le
cas du GS, est associée a une diminution des concentrations des biomarqueurs du
métabolisme lipidique et de I'inflammation et une tendance a la baisse de I'lMC.

De plus, les sujets agés, généralement plus a risque, sont plus susceptibles d’étre
protégés contre la dyslipidémie liée a lage ainsi que d'un moindre risque
cardiovasculaire lié au glucose.

Ces résultats suggérent que la bilirubine est un hypolipémiant physiologique qui
protege des maladies cardiovasculaires. Des études complémentaires pourraient
contribuer & une compréhension détaillée du réle fonctionnel de la bilirubine dans les
mécanismes liés a la pathogenése du développement de ces maladies chez 'homme.

La faible prévalence du diabéte sucré parmi nos sujets suggére un effet bénéfique de
la bilirubine sur le diabéte. Des recherches plus approfondies sont nécessaires afin de
déterminer si ce phénomene protecteur s'étend a toutes les formes de diabete sucré.

La recherche des mutations génétigues a montré que le polymorphisme
(TA)N(rs8175347) du gene UGT1A1 ( UGT1A1*28) est le variant génétique associé
au GS dans notre population. Son taux d’incidence brut (TIB) est estimé a 5,49 pour
100.000 habitants dans la wilaya d’Oran avec une prédominance chez les hommes.

Les résultats présentés dans la population d’étude pédiatrique ont montré que le taux
de détection du variant UGT1A1 compatible avec le GS dépendait de I'age, avec un
taux plus faible chez les nouveau-nés que chez les enfants plus agés.
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Ces résultats soulignent la difficulté de prédire la contribution du polymorphisme
(TA)N(rs8175347) du gene UGT1A1 a I'hyperbilirubinémie chez les nouveau-nés chez
qui I'hyperbilirubinémie est souvent multifactorielle. Des études cas-témoins sur un
plus large effectif sont nécessaires pour établir un lien entre la sévérité de
I'hyperbilirubinémie néonatale et le génotype GS au sein de notre population.

La forte prévalence du GS parmi nos sujets et a travers le monde souligne I'importance
du diagnostic moléculaire en Algérie et devrait nous inciter a évoquer
systématiquement cette affection bénigne aussi bien chez les adultes que chez les
enfants afin d’éviter des investigations complémentaires aussi inutiles que colteuses.

Cette étude nous a permis de changer la perception des personnes présentant une
hyperbilirubinémie Iégére et il est désormais clair qu'il n'y a aucune raison de qualifier
les personnes atteintes de GS de « patients ». Au contraire, le GS représente
probablement un avantage sélectif en raison des puissants effets bénéfiques de la
bilirubine, qui protegent contre diverses maladies de la civilisation.

A linstar de notre travail de thése, plusieurs perspectives seraient utiles a une
meilleure compréhension des liens entre la bilirubine et les différents profils
biologiques ainsi qu’a une meilleure connaissance du GS dans notre pays, a savoir :

e Réaliser des études similaires avec d’autres parameétres biologiques permettra
d’identifier d’autres associations de la bilirubine libre avec ces parameétres au sein de
notre population et de mieux comprendre les différents facteurs étiologiques des
maladies du stress oxydatif.

e Réaliser des études cas-témoin chez les adultes serait nécessaire afin d’évaluer le
statut clinique et biologique des patients GS au sein de notre population.

e Réaliser des études cas-témoin chez les nouveau-nés serait fondamental afin
d’identifier un seuil d’hyperbilirubinémie libre pour le diagnostic génétique du GS.

e Instaurer le diagnostic moléculaire du GS devant toute hyperbilirubinémie libre isolée
non hémolytique permettra d’identifier les patients a haut risque de toxicité induites par
certaines chimiothérapies anti-cancéreuses.

e Instaurer des registres cliniques du GS permettra une meilleure connaissance de ce
syndrome dans les différentes régions de notre pays.

e La création d’un réseau national réunissant des pédiatres, des gastro-entérologues
et autres cliniciens et des biologistes serait d'un grand apport dans la prise en charge
des GS et des hyperbilirubinémies.

e Un axe de recherche trés intéressant pourrait constituer une assise pour les futurs
projets de recherche pour les candidats en post-graduation et ce, dans le cadre de la
recherche d’inhibiteurs partiels de 'UGT1A1 visant a augmenter légérement les
concentrations de bilirubine non conjuguée afin de protéger contre le développement
des maladies du stress oxydatif.
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ANNEXE I

Consentement Groupe 1

Consentement de préléevement dans un but d’étude génétique et/ ou de
conservation dans une banque d’ADN chez une personne MAJEURE

Titre de I'étude

Hyperbilirubinémie libre non hémolytique : étude biochimique et
moléculaire et implication clinique

consens par la présente a participer a une étude scientifigue concernant la recherche
des polymorphismes et des mutations génétiques en cause dans le syndrome de
Gilbert.

Le but, la nature ainsi que les bénéfices de cette étude m’ont été expliqués et je
permets a cet effet le prélevement sanguin sur moi-méme. Ma participation est
totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me retirer de I'étude a tout
moment.

Les données médicales me concernant resteront strictement confidentielles. Je
n’autorise leur consultation, y compris la consultation de mon dossier médical, que par

les personnes habilitées dans le cadre de cette recherche.

Signature de l'intéressé(e)
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ANNEXE 1l

Consentement Groupe 2

Consentement de prélevement dans un but d’étude génétique et/ ou de
conservation dans une banque d’ADN chez une personne MINEURE

Titre de I’'étude

Hyperbilirubinémie libre non hémolytique : étude biochimique et
moléculaire et implication clinique

consens par la présente a participer a une étude scientifique concernant la recherche
des polymorphismes génétiques et des mutations en cause dans le syndrome de
Gilbert.

Le but, la nature ainsi que les bénéfices de cette étude m’ont été expliqués et je
permets a cet effet le prélévement sanguin sur mon enfant. Ma participation est
totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me retirer de I'étude a tout

moment.

Les données médicales me concernant resteront strictement confidentielles. Je
n’autorise leur consultation, y compris la consultation de mon dossier médical, que par

les personnes habilitées dans le cadre de cette recherche.

Signature de l'intéressé(e)

217



ANNEXE Il

Fiche de renseignements Groupe 1

-Nom et Prénom : ......ccceeeeveiiiiiieieiieeeennn,

S A L

- Sexe : Masculin Féminin :

- Origine géographique : ...........coooiiiiiieeee,

Poids ;i “Taille o, AMC o

-Exploration radiologigue : Oui Non

Résultat :..................

-Antécédents médicaux : Oui Non

-Maladie(s) associée(s) : Diabéte : Oui Non Type :
HTA : Oui Non
Syndrome métabolique : Oui Non

Maladie hématologique :
Maladie auto immune :
Autre :
-Traitement éventuel ou durant le mois précédant le prélevement :

Oui Non Type de traitement :...............
-Consommation de tabac : Oui Non

-Consommation d’alcool : Oui Non

-Antécédents familiaux d’hyperbilirubinémie : Oui Non

Grand-pére Grand-mere Pére Mere Fraterie (frére, sceur)
Autre :

-Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie ou d’ictére : Oui Non

-Facteur déclenchant I’hyperbilirubinémie ou l'ictére :

Jeune Déshydratation
Surmenage Effort intense/ Travail forcé
Stress Choc

Menstruation Autre @
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ANNEXE IV

Fiche de renseignements Groupe 2

-NometPrénom : .....ccccccvviiiiiiiiii,

S AGE

- Sexe : Masculin Féminin :

- Origine géographique @ .........cooiiiiiiiiieeeee e

-Poids ;oo -Taille : oo

- Parents :
- Groupe sanguin peére :
- Groupe sanguin mére :

- Consanguinité : Oui Non

- Antécédents d’hyperbilirubinémie :
Pére Oui Non
Mere Oui Non

-Antécédents d’hyperbilirubinémie / ictére néonatal dans la fraterie : Oui

- Type d’allaitement recu chez les nouveau-nés :

Maternel exclusif Artificiel Mixte
-Antécédents personnels d’hyperbilirubinémie ou d’ictére : Oui Non
-Age d’apparition / de dECOUVEITE . ..cciiiiiiiiiiiiiee e

Non
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ANNEXE V

Liste des consommables utilisés

1. Tubes Corning 20 ml ;
2. Tubes eppendorfs de 1,5 ml ;

3. Micropipettes réglables et fixes a différents volumes (10, 20, 50, 100, 200,
500,1000, 5000 L) et leurs portoirs ;

4. Embouts pour pipettes de 1 ml et pour micropipettes ;
5. Portoirs de différentes tailles pour les différents tubes ;
6. Pipettes pasteur ;

7. Gants ;

8. Parafilm.
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ANNEXE VI

Liste des réactifs
H.O distillée ;
NaCl5 M ;
EDTAO0,5M, pH 8;
NaOH 10 N
SDS 10% ;
Tris-EDTA (TE) 10/10 (tampon de lyse) ;
Tris-EDTA (TE) 10/1 (tampon de dissolution) ;
Tris-HCI 1 M, pH 8 ;
Protéinase K 20 mg/ml ;
Ethanol absolu a 95% ;
Ethanol a 70% ;
Amorces ;
dNTp;
Taqg polymérase ;
Tampon pour la Taq polymérase 5x;
Chlorure de Magnésium 25 mM ;
H-O distillée désionisée Nucléase free Water ;
Agarose Ultra pure qualité BioMol ;
Tampon TBE 10X ;
Tampon TBE 1X;
Tampon TAE 1X;
Tris ;
Acide borique ;
Bromure d’éthidium ;
Marqueur de taille 50pb ;
Tampon de charge Loading Dye 6X ;
Enzymes de restriction AVAII ;

Tampon pour enzyme de restriction Buffer G 10X.
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ANNEXE VII

Préparation des réactifs

EDTAa05M-pH38

EDTA 96,06 ¢
Faire dissoudre dans 400 ml d’'H>O
Ajuster le pH a 8 avec du NaOH 10N
H20 gsp 500 mi
NaCla5M

PM= 58.44 g/mol

NaCl 146.125¢g
H20 gsp 500 ml
Tampon TRIS-HCI 1M & pH 8

TRIS 60,579

Faire dissoudre dans 400 ml d’'H>O

Ajuster le pH & 8 avec Acide Chlorhydrique Pur
H20 gsp 500 ml

Tampon de lyse TE 10/10

Tris-HCI1 M pH 8 10 ml
EDTAO5M pH8 20 ml
H20 gsp 1000 ml

Tampon de dissolution TE 10/1

Tris-HCI 1 M pH 8 10 ml
EDTAO5M pH8 2ml
H20O gsp 1000 ml

Réactif SLB (Solution de lyse des globules blancs)

Tris-HClI 1 M pH 8 2 mi
EDTAO5M pH8 40 ml
SDS 10% 10 ml
H.O gsp 200 ml

- Mettre la solution sous agitation magnétique
- Transférer dans un flacon étiqueter, dater
- Conserver a température ambiante
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Ethanol 70 %

Ethanol absolu 700 ml

H20 gsp 1000 ml
Tampon TBE 10X

Tris 100 g

Acide borique 55¢

EDTA 9,3¢g

Faire dissoudre dans 800 ml d’'H20
H20 gsp 1000 ml

Tampon TBE 1X
Tampon TBE 10X 100 ml
H20 gsp 1000 ml

Tampon TAE 1X
Tampon TAE 10X 100 ml
H20 gsp 1000 ml
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ANNEXE VIII

Préparation du gel d’agarose a 8%

Les quantités et volumes des produits nécessaires a la préparation du gel :
- 8g d'agarose;
- 100 ml de tampon TBE 1x;

-8 pL de BET.

Le protocole est comme suit :
1- Peser de 8g d’agarose ;
2- Mélanger le tampon TBE et 'agarose dans un erlenmeyer ;

3- Faire fondre l'agarose au four a micro-ondes en surveillant pour éviter les

projections.

4- Agiter de temps a autre pour homogénéiser le mélange ;
5- Laisser la préparation revenir a 60 °C environ ;

6- Déposer 8 uL de BET dans le flacon et mélanger ;

7- Placer les joints fournis avec la cuve pour fermer le support de gel et positionner le

peigne a 1 mm du fond et a environ 1 cm de I'extrémité du support.

8- Couler lentement le gel sur 3 a 5 mm d'épaisseur en veillant a ce qu’il entoure bien
les dents du peigne. Eviter les bulles d’air sinon les chasser a I'aide d’'un embout aprés

avoir coulé le gel.
8- Laisser reposer le gel 15 a 20 minutes pour qu’il se solidifie

9- Retirer délicatement le peigne et les joints. Placer le gel dans la cuve

d’électrophorése remplie préalablement de tampon TBE 1 x.
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ANNEXE IX

Substrats et enzymes

a.- Principe du dosage du glucose :

Le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate par I'action de I'ATP et
de I'hexokinase (HK). Ensuite, une seconde enzyme, la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH) catalyse I'oxydation du glucose-6-phosphate par le
NADP+ pour former du NADPH.

D-glucose + ATP 5 D-glucose-6-phosphate + ADP

D-glucose-6-phosphate + NADP+ G6PDH —  D-6-phosphogluconate +
NADPH + H+

N

La concentration de NADPH formé est directement proportionnelle & la concentration
de glucose.
Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de I'absorbance a 340 nm.

b.- Principe du dosage de I'acide urique :

L’acide urique est catalysé par I'uricase pour former de I'allantoine et de I'eau
oxygénée. En présence de peroxydase (POD), 'eau oxygénée formée réagit avec
'amino-4 phénazone et le TOOS? pour former un complexe quinonéimine.

Acide urique + 2 H20 + O2 Uricase | allantoine + CO2 + H202
2 H202 + H* + TOOS?+ amino-4 phénazone P92 colorant quinone-imine +
4 H20

L’intensité de la couleur de la quinonéimine formée est directement proportionnelle a
la concentration en acide urique qui est déterminée en mesurant 'augmentation de
'absorbance a 552 nm.

a :[N-éthyl-(3-méthylanilino)]-2-hydroxypropyl-3-sulfonate de sodium
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c.- Principe du dosage des triglycérides :

Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol par une lipoprotéine-lipase (LPL)
d’origine microbienne. Le glycérol formé est oxydé en dihydroxyacétone-phosphate
avec formation d’eau oxygénée.

En présence de peroxydase (POD), 'eau oxygénée formée réagit avec 'amino-4
phénazone et le chloro-4 phénol avec formation d’'un dérivé coloré rouge (méthode
en point final selon Trinder).

L’intensité de la coloration rouge développée est directement proportionnelle a la
concentration en triglycérides et est mesurée a 512 nm.

triglycérides + 3 H20 LPL - glycérol + 3 RCOOH
glycérol + ATP GK glycérol-3-phosphate + ADP
-
MG++
glycérol-3-phosphate + O2 GPO dihydroxyacétone-phosphate +
H20:2
H202 + amino-4 phénazone + chloro-4 phénol POD

v

(mono-imino-p-benzoquinone)-4 phénazone + 2 H20 + HCI

d.- Principe de dosage du cholestérol :

Sous I'action de la cholestérol-estérase (CHER), les esters du cholestérol sont clivés
en cholestérol libre et en acides gras. La cholestérol-oxydase (CHOD) catalyse
ensuite I'oxydation du cholestérol en cholest-4-én-3-one et en peroxyde d’hydrogéne.
En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogene formé provoque le
couplage oxydatif du phénol et de la 4-aminoantipyrine (4-AAP) pour former un
dérivé (quinone-imine) coloré rouge.

Esters du cholestérol + H20 CHER cholestérol + RCOOH
Cholestérol + O2 cHob | cholest-4-én-3-one + H202
2 H202 + 4-AAP + phénol P90 dérivé coloré quinone-imine + 4 H20

L’intensité du dérivé coloré formé est directement proportionnelle au taux de
cholestérol. Elle est déterminée en mesurant 'absorbance a 512nm.
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e.- Principe de dosage du HDLc :

Les lipoprotéines non-HDL (LDL, VLDL et chylomicrons) sont mises en présence de
polyanions et un détergent pour former un complexe hydrosoluble. Dans ce
complexe, la réaction enzymatique de CHER et CHOD envers les lipoprotéines
non-HDL est bloquée. Seules les particules de HDL peuvent réagir avec CHER et
CHOD. La concentration de cholestérol HDL est déterminée par voie enzymatique a
I'aide de CHER et CHOD.

Esters du cholestérol HDL + H20 CHER __,  Cholestérol HDL + RCOOH

Cholestérol HDL + O2 CHOD R A4-cholesténone + H202

»

En présence de peroxydase, 'eau oxygénée formée réagit avec la
4-amino-antipyrine et 'TEMSE?) pour former un dérivé coloré.

2 H202 + 4-amino-antipyrine + EMSE + H*+ H20 POP |, pigment coloré + 5 H20

L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la
concentration en HDLc et est mesurée a 583 nm.

(@) : N-éthyl-N-(3-méthylphényl)-N’-succinyléthylenediamine

f.- Principe de dosage du fer :

A un pH acide, le fer est détaché de la transferrine. L’ascorbate réduit les ions Fe3*
en ions Fe?* qui forment ensuite un complexe coloré avec la FerroZine.

Complexe transferrine-fer pH<20 > apotransferrine + Fe3*
Fe3* ascorbate Fe2+
FerroZine + Fe?* —> complexe coloré

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration en fer.
Elle est déterminée par 'augmentation de I'absorbance a 552 nm.
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g.- Principe de dosage de I'UIBC :

Détermination directe avec la FerroZine

Fe(ll) + transferrine Tamponaleaiin — — transferrine-Fe(lll) + Fe(ll) (excés)

\

Fe(ll) (exces) + 3 FerroZine » Fe(l)-(FerroZine)s

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration d’excés de
fer non lié et indirectement proportionnelle a la capacité latente de fixation du fer. Elle
est déterminée en mesurant l'augmentation de I'absorbance a 552 nm.

h.- Principe de dosage de I’albumine :

A un pH de 4.1, 'albumine présente un caractére suffisamment cationique pour se
combiner avec le vert de bromocrésol (BCG = Bromocresol Green) sous forme
d’anion pour former un complexe bleu-vert.

Albumine + BCG pHat complexe albumine-BCG

»

L’intensité de la coloration bleu-vert développée est directement proportionnelle a la
concentration en albumine. Elle est déterminée par 'augmentation de I'absorbance a
583 nm.

i.- Principe de dosage des protéines totales :

Les ions cuivriques réagissent en solution alcaline avec les liaisons peptidiques des
protéines avec formation d’'un complexe pourpre caractéristique. Le tartrate de
sodium et de potassium empéche la précipitation de I'hydroxyde de cuivre et I'iodure
de potassium empéche I'autoréduction du cuivre.

Protéines + Cu?* pHalcaln complexe Cu-protéines

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration en
protéines totales. Elle est déterminée en mesurant I'augmentation de I'absorbance a
552 nm.
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j.- Principe de dosage de la bilirubine totale :
Test colorimétrique, méthode par diazoréaction.

En présence d’'un agent solubilisant adapté, la bilirubine totale est couplée au
3,5-dichlorophényldiazonium (DPD) dans un milieu fortement acide.

Bilirubine + 3,5-DPD acide > azobilirubine

»

L’intensité de la coloration rouge du dérivé azoique formé est directement
proportionnelle a la concentration en bilirubine totale et peut étre mesurée a 552 nm.

k.- Principe de dosage de la bilirubine directe :
Méthode diazo

La bilirubine conjuguée et la d-bilirubine (bilirubine directe) réagissent directement
avec le sel de dichloro-3,5 phényldiazonium dans un tampon acide pour former
I'azobilirubine de couleur rouge.

bilirubine + 3,5-DPD > azobilirubine

L’intensité de la coloration rouge développée est directement proportionnelle a la
concentration en bilirubine directe (conjuguée) et est mesurée a 552 nm.

|.- Principe de dosage de I’ASAT :

Méthode selon les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinigue (IFCC) avec pyridoxal-5'-phosphate.

L’ASAT de I'échantillon catalyse le transfert du groupement amine entre le
L-aspartate et le 2-oxoglutarate pour former de I'oxaloacétate et du L-glutamate.
L’oxaloacétate réagit ensuite avec le NADH, en présence de malate-déshydrogénase
(MDH), pour former du NAD".

Le pyridoxal phosphate agit comme une coenzyme dans la transamination. Il garantit
une activation enzymatique complete.

L-Aspartate + 2-oxoglutarate ASAT > oxaloacétate + L-glutamate

Oxaloacétate + NADH + H* MDH . L-malate + NAD*

|

La vitesse d'oxydation du NADH est directement proportionnelle a I'activité
catalytiqgue de I'ASAT. Elle est déterminée par la diminution de I'absorbance a 340
nm.
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m.- Principe de dosage de ’ALAT :

Méthode selon les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC) avec pyridoxal-5'-phosphate.

L’ALAT catalyse la réaction entre la L-alanine et le 2-oxoglutarate. Le pyruvate formé
est réduit par le NADH, dans une réaction catalysée par la lactate-déshydrogénase
(LDH), pour former du L-lactate et du NAD".

Le pyridoxal phosphate agit comme une coenzyme dans la transamination. Il garantit
une activation enzymatique compleéte.

L-alanine + 2-oxoglutarate ALAT pyruvate + L-glutamate

v

pyruvate + NADH + H* LDH > L-lactate + NAD*

La vitesse d’oxydation du NADH est directement proportionnelle a I'activité
catalytique de I'ALAT. Elle est déterminée par la diminution de I'absorbance a 340
nm.

n.- Principe de dosage de PAL :

En présence d’ions magnésium et zinc, le p-nitrophénylphosphate est scindé par les
phosphatases alcalines en phosphate et p-nitrophénol.

p-nitrophénylphosphate + H20 ALP » phosphate + p-nitrophénol

La quantité de p-nitrophénol libéré est directement proportionnelle & l'activité de la
phosphatase alcaline. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
l'absorbance a 409 nm.

0.- Principe de dosage de GGT :

La gamma-glutamyl transférase transfere le groupement y-glutamyl du L-y-glutamyl
carboxy-3 nitro-4 anilide sur la glycylglycine.

L-y-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide + glycylglycine GGT

L-y-glutamyl-glycylglycine + amino-5 nitro-2 benzoate

La quantité d’amino-5 nitro-2 benzoate formée est proportionnelle a I'activité de la
GGT dans I'‘échantillon. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
l'absorbance a 409 nm.

230



p.- Principe de dosage de LDH :

La lactate déshydrogénase catalyse la transformation du L-lactate en pyruvate. Le
NAD* est réduit en NADH.

L-Lactate + NAD* LDH > Pyruvate + NADH + H*

»

La vitesse de formation du NADH est directement proportionnelle a I'activité
catalytique de la LDH. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
l'absorbance a 340 nm.
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ANNEXE X

Protéines spécifiques

a.- CRP:
Méthode immunoturbidimétrique sur particules de latex.

La CRP humaine s’agglutine sur les particules de latex recouvertes d’anticorps
anti-CRP monoclonaux. Les amas de particules sont déterminés par turbidimétrie a
552 nm.

b.- Transferrine :
Méthode immunoturbidimétrique.

En présence d’'un antisérum spécifique, la transferrine humaine forme un précipité qui
est mesuré par turbidimétrie a 340 nm.

c.- Céruléoplasmine :
Méthode immunoturbidimétrique.

La céruléoplasmine humaine forme un précipité en présence d'un antisérum
spécifique ; ce précipité est mesuré par turbidimétrie a 340 nm.

d.- Haptoglobine :
Méthode immunoturbidimétrique.

L'haptoglobine humaine forme un précipité en présence d’'un antisérum spécifique ; ce
précipité est mesuré par turbidimétrie a 340 nm.

232



ANNEXE XI

Les étapes de préparation de I’ADN par la technique salting-out

Une préparation preéalable des réactifs nécessaires a I'extraction est indispensable (Annexe
VII).

- Décongeler les tubes de sang total (prélevé sur EDTA) a température ambiante

- Transvaser le sang total de chaque tube dans un tube flacon de 20 ml, compléter avec du
tampon TE10/10 jusqu’a un volume final de 20 ml, agiter doucement et placer les tubes dans
la glace pendant 30 minutes.

- Centrifuger pendant 15 min a 2500 tours/min a +4°C.

- Eliminer le surnageant, ajouter 10ml de TE10/10, un retournement du tube suffit pour
resuspendre le culot, puis compléter le tube a 20 ml de TE10/10.

- Mettre le tube dans la glace pendant 10min et centrifuger a 2500 tours/min pendant 15min.
- Reprendre cette étape jusqu’a obtention d’un culot blanchatre (culot de globules blancs).

- Au culot de lymphocytes, ajouter 5 ml de réactif SLB et 20ul de protéinase K a 20mg/ml et
homogénéiser le culot par un vortex.

- Incuber au bain marie a 37°C pendant une nuit.

- Ajouter 2 ml de NaCl 5M, agiter vigoureusement et centrifuger a 4000 tours/min pendant 10
min.

- Récupérer le surnageant dans un tube conique de 20 ml, ajouter au volume V du surnageant
obtenu, 2V d’éthanol absolu froid,

- Agiter doucement par retournement, jusqu'a apparition de la méduse d’ADN
- Retirer la méduse avec la pointe d’une pipette pasteur

- Laver la méduse dans 500 pl d’éthanol a 70% quelques secondes

- Placer la méduse dans un tube eppendorf et la laisser sécher a l'air libre

- Selon la taille de la méduse, la dissoudre dans 200-500ul de tampon TE10/1. Pour une totale
dissolution, laisser les tubes sur agitation lente a température ambiante pendant au moins 24
heures.
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ANNEXE XII

Les étapes de préparation de ’ADN par le kit QL Aamp DNA Mini
(QIAGEN)

Une préparation préalable des réactifs nécessaires a I'extraction est indispensable.

a.- Préparation des réactifs et tampons :
= Préparation de la Protéase QIAGEN :

Ajouter 1,2 ml de solvant de protéase (PS) dans le flacon de protéase QIAGEN
(QP) lyophilisée et mélanger avec précaution. Pour éviter que le mélange ne
mousse, melanger en retournant plusieurs fois le flacon.

Vérifier que la Protéase QIAGEN (QP) est entierement dissoute.
= Préparation du tampon de lavage 1 :

A l'aide d’une éprouvette, ajouter 25 ml d’éthanol (96 & 100 %) dans le flacon
contenant 19 ml de tampon de lavage 1 (AW1) concentré.

Conserver le tampon de lavage 1 (AW1) reconstitué a température ambiante
(15 & 25°C).

Avant de commencer la procédure, toujours mélanger le tampon de lavage 1
(AW1) reconstitué en retournant plusieurs fois le flacon.

» Préparation du tampon de lavage 2 :

A I'aide d’une éprouvette, ajouter 30 ml d’éthanol (96 & 100 %) dans le flacon
contenant 13 ml de tampon de lavage 2 (AW2) concentré.

Conserver le tampon de lavage 2 (AW2) reconstitué a température ambiante
(15 a 25 °C).

Avant de commencer la procédure, toujours mélanger le tampon de lavage 2
(AW2) reconstitué en retournant plusieurs fois le flacon.

= Préparation du tampon d’élution :

Le kit comprend un flacon de tampon d’élution (AE). Afin d’éviter toute
contamination du tampon d’élution (AE), il est fortement recommandé non
seulement d’utiliser des cOnes a filtre de protection contre les aérosols pour le
pipetage du tampon d’élution (AE), mais également de refermer immédiatement
le flacon.
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b.- Les étapes de préparation de ’ADN :

1-Transférer a la pipette 20 ul de Protéase QIAGEN (QP) dans un tube de lyse (LT).
2- Ajouter 200 ul d’échantillon de sang dans le tube de lyse (LT).

3- Ajouter 200 pl de tampon de lyse (AL) dans le tube de lyse (LT), fermer le capuchon
et mélanger au moyen d’impulsions au vortex pendant 15 secondes.

4- Incuber pendant 10 minutes a 56 °C (x 1 °C).

5- Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le tube de lyse (LT) a vitesse maximale
pour éliminer les gouttelettes accumulées a l'intérieur du capuchon.

6- Ajouter 200 pl d’éthanol (96 a 100 %) dans le tube de lyse (LT), fermer le capuchon
et bien mélanger pendant 15 secondes ou plus au moyen d’impulsions au vortex.

7- Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le tube de lyse (LT) a vitesse maximale
pour éliminer les gouttelettes accumulées a l'intérieur du capuchon.

8- Déposer avec précaution la totalité du lysat de I'étape 7 dans la colonne de
centrifugation QIlAamp Mini sans en mouiller le bord. Eviter de toucher la membrane
de la colonne de centrifugation QlIAamp Mini avec le cbne de la pipette.

9- Fermer le capuchon de la colonne de centrifugation QlAamp Mini et centrifuger a
environ 8000 tr/min pendant 1 minute. Placer la colonne de centrifugation QIAamp Mini
dans un nouveau tube de lavage (WT) et mettre le tube contenant le filtrat au rebut.

10- Ouvrir la colonne de centrifugation QlAamp Mini avec précaution et ajouter 500 pl
de tampon de lavage 1 (AW1) sans mouiller le bord de la colonne. Eviter de toucher
la membrane de la colonne de centrifugation QIAamp Mini avec le cone de la pipette.

11- Fermer le capuchon de la colonne de centrifugation QIAamp Mini et centrifuger a
environ 8000 tr/min pendant 1 minute. Placer la colonne de centrifugation QIAamp Mini
dans un nouveau tube de lavage (WT) et mettre le tube contenant le filtrat au rebut.

12- Ouvrir la colonne de centrifugation QlIAamp Mini avec précaution et ajouter 500 pl
de tampon de lavage 2 (AW?2) sans mouiller le bord de la colonne. Eviter de toucher
la membrane de la colonne de centrifugation QIAamp Mini avec le cone de la pipette.

13- Fermer le capuchon de la colonne de centrifugation QIAamp Mini et centrifuger a
vitesse maximale (14 000 tr/min) pendant 1 minute. Placer la colonne de centrifugation
QIAamp Mini dans un nouveau tube de lavage (WT) et mettre le tube contenant le
filtrat au rebut.

14- Centrifuger pendant 3 minutes a vitesse maximale (14 000 tr/min) pour sécher la
membrane completement.

15- Placer la colonne de centrifugation QlAamp Mini dans un nouveau tube d’élution
(ET) et mettre le tube de lavage (WT) contenant le filtrat au rebut. Ouvrir le capuchon
de la colonne de centrifugation QlAamp Mini avec précaution et déposer au centre de
la membrane 50 a 200 pl de tampon d’élution (AE). Fermer le capuchon et incuber a
température ambiante (15 a 25 °C) pendant 1 minute. Centrifuger pendant 1 minute a
environ 8 000 tr/min afin d’éluer 'ADN.
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ANNEXE XIII
Les étapes de la PCR

= Premiére étape : la dénaturation thermique

Cette étape consiste a séparer par la chaleur les liaisons hydrogenes du double brin
d'ADN a une température de 95°C, qui est supérieure a la température de fusion
(Tm). L’ADN se retrouve sous forme simple brin. Ces brins serviront de matrice au
cours des cycles d’amplification.

= Deuxiéme étape : I'hybridation des amorces

Le milieu réactionnel est refroidi jusqu’a une température qui permet la fixation des
amorces a ’ADN simple brins sans permettre la reformation d’'une double hélice
entre les brins matrice. La température utilisée est variable (45 a 65°C) et elle est
déterminée par la séquence et le nombre de bases dans les amorces.

= Troisiéme étape : I'élongation (ou extension) des amorces

L’élongation des fragments d'ADN par I'ADN polymérase dans le sens 5’-3’ a partir
des amorces hybridées. Cette étape se déroule a une température qui assure une
activité optimale de I’ADN polymérase. Pour Taq c’est 72°C.

A la fin du cycle deux copies de la séquence d’ADN cible sont obtenues.

Un nouveau cycle recommence en suivant les trois étapes successives.

Pour une PCR classique, 25 a 40 cycles sont effectués, la durée de la PCR est de 1h
30 mn a 4 h, selon le protocole choisi.
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RESUME

Introduction : L'effet protecteur d'une augmentation des taux de bilirubine indirecte
sur certaines maladies liées au stress oxydatif (diabéte sucré, maladies
cardiovasculaires) chez les patients atteints du syndrome de Gilbert (GS) est bien
connu. L’hyperbilirubinémie néonatale peut étre sévére ou prolongée et nécessite une
exploration de I'étiologie sous-jacente, pouvant inclure le diagnostic génétique du GS.
Les polymorphismes du géne UGT1A1 associés au GS n’ont pas été caractérisés au
sein de notre population.

L’objectif de notre étude est d'examiner les effets d'une augmentation des taux de
bilirubine sur les paramétres biochimiques et de déterminer I'étiologie génétique de
cette hyperbilirubinémie dans la population algérienne.

Patients et méthodes : Il s’agit d’'une étude descriptive et transversale, appariée sur
'age et le sexe, réalisée au niveau de I'Hopital Militaire Régional Universitaire d’Oran
(HMRUO) et de I'Etablissement Hospitalier Universitaire d’Oran (EHUO).

L’étude comporte des patients adultes (Groupe 1 :151 cas) et des patients appartenant
aux trois tranches d’age pédiatriques (Groupe 2 : 48 cas). Les parametres étudiés chez
les adultes sont : 'IMC, le bilan lipidique (triglycérides, cholestérol total, HDL-c, LDL-
¢, Ratio HDL:LDL), la CRP, le bilan ferrique et les protéines antioxydantes (fer, CS,
transferrine, céruloplasmine), I'acide urique et le glucose.

Les deux groupes de patients ont bénéficié d’'une étude moléculaire a la recherche
des polymorphismes (TA)n(rs8175347) et G211A (rs4148323) du géne UGT1A1.
Résultats : Groupe 1 : L’age moyen des patients est de 37,1 + 15,4 ans avec un sex
ratio de 2,7. Le pic de fréquence de I'age se situe entre 21 et 30 ans avec 34,1% des
cas. L’asthénie, l'ictére et les douleurs abdominales sont les signes évocateurs les
plus fréquents du GS. L'IMC moyen est de 24,2 + 3,9 kg/m?, il est plus élevé chez les
sujets GS plus agés. L’hypertension artérielle et le diabéte sont retrouvés chez 9,2%
et 6,7% des cas respectivement. Le génotype GS TA7/TA7 du (TA)n(rs8175347) est
retrouvé chez 84,1% des cas et le génotype GG du G211A (rs4148323) est retrouveé
chez 92,7% des cas. Les triglycérides, le cholestérol total, le LDL-c et le glucose sont
significativement plus élevés chez les sujets GS plus agés. La bilirubine non conjuguée
(UCB) a montré des corrélations négatives et significatives avec I'IMC chez les
hommes, le LDL-c chez les femmes, la CRP et la céruloplasmine. Des corrélations
positives et significatives de 'UCB sont retrouvées avec le fer et le CS. Aucune
corrélation de 'UCB n’est retrouvée avec I'acide urique.

Groupe 2 : Le pic de fréquence de I'age se situe chez les nouveaux-nés (< 28 jours)
avec 70,8% des cas. Le sex ratio est de 1,8. L’age médian d’apparition de
I'hyperbilirubinémie est de 4 ans et demi chez les enfants et de 3 jours chez les
nouveau-nés. La bilirubine totale sérique est significativement plus élevée chez les
nouveau-nés. La fréquence des génotypes du polymorphisme (TA)n(rs8175347) est
de : 45,8% (TA7/TA7), 20,8% (TA6/TA7), 33,3%(TA6/TAG6).La bilirubine totale est
significativement plus élevée dans le géenotype TAG6/TA6. Le génotype GG du
polymorphisme G211A (rs4148323) est retrouvé chez 89,6% des cas.

Le taux d’incidence brut (TIB) du GS est estimé a 5,49 pour 100 000 et le taux
standardisé (TIS) est de 3,0 pour 100 000 dans la Wilaya d’Oran.

Conclusion : Le génotype TA7/TA7 du polymorphisme génétique (TA)n(rs8175347)
est associé au GS dans notre population. Notre étude confirme l'effet bénéfique
apporté par I'hyperbilirubinémie du GS impliqguant ainsi un retentissement sur les
différents profils biologiques.

Mots clés : hyperbilirubinémie, GS, UGT1A1, parametres biochimiques, bénéfique.
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ABSTRACT

Introduction : The protective effect of increased indirect bilirubin levels on certain
oxidative stress-related diseases (diabetes mellitus, cardiovascular disease) in
patients with Gilbert's syndrome (GS) is well known. Neonatal hyperbilirubinemia may
be severe or prolonged and requires exploration of the underlying etiology, which may
include genetic diagnosis of GS. Polymorphisms of the UGT1A1 gene associated with
GS have not been characterized in our population.

The aim of our study was to examine the effects of increased bilirubin levels on
biochemical parameters and to determine the genetic etiology of this
hyperbilirubinemia in the Algerian population.

Patients and methods : This was a descriptive, cross-sectional study, matched for
age and sex, carried out at the Regional University Military Hospital of Oran (HMRUOQO)
and the University Hospital Establishment of Oran (EHUO).

The study included adult patients (Group 1: 151 cases) and patients in the three
pediatric age groups (Group 2: 48 cases). The parameters studied in adults were: BMI,
lipid profile (triglycerides, total cholesterol, HDL-c, LDL-c, HDL:LDL ratio), CRP, iron
profile and antioxidant proteins (iron, CS, transferrin, ceruloplasmin), uric acid and
glucose.

Both groups of patients underwent molecular testing for UGT1Al polymorphisms
(TA)N(rs8175347) and G211A (rs4148323).

Results : Group 1: The mean age of patients was 37.1 £ 15.4 years, with a sex ratio
of 2.7. Peak age was between 21 and 30 years, with 34.1% of cases. Asthenia,
jaundice and abdominal pain are the most frequent signs suggestive of GS. The mean
BMI is 24.2 £+ 3.9 kg/m2, higher in older GS subjects. Hypertension and diabetes were
found in 9.2% and 6.7% of cases respectively. The GS TA7/TA7 genotype of
(TA)N(rs8175347) was found in 84.1% of cases, and the GG genotype of G211A
(rs4148323) in 92.7%. Triglycerides, total cholesterol, LDL-c and glucose were
significantly higher in older GS subjects. Unconjugated bilirubin (UCB) showed
negative and significant correlations with BMI in men, LDL-c in women, CRP and
ceruloplasmin. Positive and significant UCB correlations were found with iron and CS.
No UCB correlation was found with uric acid.

Group 2: The peak age frequency is in newborns (< 28 days) with 70.8% of cases. The
sex ratio is 1.8. The median age of onset of hyperbilirubinemia is 4.5 years in children
and 3 days in newborns. Total serum bilirubin was significantly higher in newborns.
The frequency of genotypes of the (TA)n(rs8175347) polymorphism is : 45.8%
(TA7/TAT), 20.8% (TAG/TA7), 33.3%(TAG6/TAG6).Total bilirubin is significantly higher in
the TA6/TA6 genotype. The GG genotype of the G211A polymorphism (rs4148323)
was found in 89.6% of cases.

The crude incidence rate (GIR) of GS is estimated at 5.49 per 100,000 and the
standardized rate (SIR) is 3.0 per 1,000,000 in the Wilaya of Oran.

Conclusion : The TA7/TA7 genotype of the (TA)n(rs8175347) genetic polymorphism
is associated with GS in our population. Our study confirms the beneficial effect of GS
hyperbilirubinemia on the various biological profiles.

Key words : hyperbilirubinemia, GS, UGT1A1, biochemical parameters, benefical.
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