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Ah ! mon cher, physiquement parlant, l'inconnue est la personne la
plus adorablement femme que j'aie jamais rencontrée. Elle appartient a
cette variété féminine que les Romains nommaient fulva, flava, la
femme de feu. Et d'abord, ce qui m'a le plus frappé, ce dont je suis
encore épris, ce sont deux yeux jaunes comme ceux des tigres; un
jaune d'or qui brille, de I'or vivant, de l'or qui pense, de I'or qui aime
et veut absolument venir dans votre gousset !

La fille aux yeux d’or, Honoré de Balzac, Paris 1834-1835.
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A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Introduction

INTRODUCTION

La toxicité de la bilirubine reste encore aujourd’hui un probléme majeur en
néonatologie et en pédiatrie malgré les progres importants réalisés ces dernieres
années dans la prise en charge de l'ictere néonatal. Parmi les nombreuses causes
d’hyperbilirubinémie, la gravissime maladie de Crigler-Najjar reste peu
fréquente. Cette maladie génétique du métabolisme de la bilirubine a
transmission autosomique récessive est a I'origine d’icteres nucléaires intenses
apparaissant des la période néonatale et dont le pronostic reste encore
aujourd’hui trés réservé.

Apres une présentation du métabolisme de la bilirubine dans l'espéece
humaine, nous présenterons les deux pathologies de la conjugaison de la
bilirubine : la maladie de Crigler-Najjar et le syndrome de Gilbert.

I. Le métabolisme de la bilirubine

La bilirubine fait partie des produits de dégradation que 1'organisme ne
sait pas métaboliser completement et qui doivent donc étre éliminés pour éviter
toute accumulation toxique.

1.1. Biosynthese du noyau de ’héme

La synthése du noyau de l'heme est réalisée a partir de composés
chimiques simples : la glycine NH>-CH>-COOH et 'acide acétique CH3;-COOH
par l'intermédiaire du succinyl-coenzyme A.

L’acide 6-aminolévulinique se forme par condensation de la glycine avec le
succinyl-coenzyme A grace a I’enzyme clé de la régulation de la biosynthese des
porphyrines, la 06-aminolévulinate-synthétase (enzyme mitochondriale). La
déshydratation de deux molécules d’acide 6-aminolévulinique en présence de la
d-aminolévulinate-déshydratase conduit a la formation du porphobilinogene
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(figure 1). La combinaison successive de quatre groupements porphobilinogéene
puis une étape de cyclisation conduisent a l'uroporphyrinogene III. Plusieurs
étapes de décarboxylation et de déshydrogénation permettent d’obtenir la
protoporphyrine IX. La derniere étape est I'insertion, dans la protoporphyrine
IX, d'un atome de fer ferreux grace a la ferro-chélastase donnant ainsi le
protohéme ou héme (figure 1).

HO,C
HOLC P N
2 TN N, —— S Porphobilinogéne
[u}
COzH NH2
Acide 6-aminolévulinique !
|
:
|
v
= CH3
N N A
AR Heme
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Figure 1. Biosynthése de I'héme a partir de 'acide 6-aminolévulinique.

L’héme inhibe par rétro-régulation sa propre biosynthése au niveau de la
d-aminolévulinate-synthétase. Ainsi, la biosynthese des chaines peptidiques de
globines joue un role régulateur sur celle de I'heme en captant celui-ci au fur et
a mesure de sa formation.

1.2. De I'héme a la bilirubine

Au cours de l'érythropoiese, les érythroblastes vont se charger
progressivement en hémoglobine jusqu’a une concentration seuil servant de
déclencheur a la libération du réticulocyte dans la circulation sanguine (entre 32
et 35 % ; au-dela de 36 %, 'hémoglobine précipite et I'érythroblaste est détruit).

L’hémoglobine est une molécule complexe et de nature mixte :

- le groupement prosthétique avec le noyau de I'heme,

- la protéine ou globine.

La protéine est constituée de quatre chaines de globine associées chacune a
un seul heme. Ces quatre chaines sont reliées entre elles par des liaisons labiles.
Par exemple, 1'hémoglobine adulte majoritaire (HbA;, environ 97%) est
constituée de deux chaines a et deux chaines [ et 1’hémoglobine adulte
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minoritaire (HbA»>, environ 3%) est constituée de deux chaines a et de deux
chaines 0.

La durée de vie moyenne des érythrocytes dans la circulation sanguine est
de l'ordre de 120 jours pendant lesquels 1’hémoglobine ne subit pas de
modification. Puis, a la mort de I’érythrocyte, I'hémoglobine est dégradée par le
systeme réticulo-endothélial (rate, foie, moelle osseuse). Une partie de ses
constituants est recyclée. Ainsi, une grande proportion du fer héminique est
récupérée par le systeme histio-macrophagique pour étre réintroduite dans le
cycle du fer. En revanche, les noyaux de I'héme, débarrassés des quatre chaines
de globine, sont dégradés et éliminés.

La transformation de I’'hémoglobine en bilirubine, dérivé tétrapyrrolique a
chaine ouverte, a lieu normalement dans le systeme réticulo-endothélial, surtout
au niveau de la rate (figure 2).

Moelle osseuse

/ Erythrocytes chargés en hémoglobine

Durée de vie moyenne 120 jours

Rate ~ T

Catabolisation de
I"hémoglobine en
bilirubine

Foie

Glucurono-conjugaison
et élimination biliaire

Cycle entéro-

hépatique
Urines Selles
Elimination rénale Métabolisation par les

bactéries fécales en
urobiline et stercobiline

Figure 2. Métabolisme des pigments érythrocytaires.

L'ouverture du cycle tétrapyrrolique de 1'heme est consécutive a
I'oxydation du carbone a de la chaine. Cette réaction est catalysée par 1"’heme-
oxygénase microsomale et permet la libération de I'atome de fer (préalablement
transformé en Fe3*) qui sera réutilisé et d'une molécule de monoxyde de
carbone qui sera éliminée par la respiration. A cette étape, I'heme est devenu de

la biliverdine. Cette biliverdine, sous l'action de la biliverdine réductase a
NADPH, est réduite en bilirubine non conjuguée (figure 3).
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Fezt + CO +
2NADP + 3H,0

2MADPH +3 Oi/‘

Heme oxygénase

Heéme Biliverdine NADPH + He

Biliverdine réductase

\’ MNADF+
H

Bilirubine non conjuguée

Figure 3. Modifications chimiques menant de I’héme érythrocytaire a la bilirubine non conjuguée.

La production journaliére de bilirubine non conjuguée est de I'ordre de 250
a 300 mg (soit 430 a 510 umol) dont environ 85% proviennent de la dégradation
de I'hémoglobine des érythrocytes sénescents et environ 15% proviennent soit
de la dégradation de I’hémoglobine des précurseurs médullaires (érythropoiese
inefficace) soit de la dégradation des autres molécules a structure héminique
(myoglobine, cytochromes, peroxydases).

La bilirubine non conjuguée est non polaire, insoluble dans 1’eau et soluble
dans les lipides, ce qui explique sa grande capacité a diffuser dans les tissus a
forte composante lipidique comme le cerveau. Cette propriété physico-chimique
rend également son transport sérique difficile et son élimination directe
impossible.

1.3. Le transport de la bilirubine non conjuguée jusqu’au foie

Apres une production périphérique, la bilirubine doit étre transportée par
le sang jusqu’au foie pour y étre éliminée par la bile. Composé hautement
lipophile, elle circule tres majoritairement liée a I’albumine (Kp de I'ordre de 108
mol/L). Physiologiquement, les capacités de fixation de la bilirubine sur
I’albumine sont limitées de sorte que, lors d’épisodes d"hyperbilirubinémie non
conjuguée, celles-ci peuvent étre dépassées et de grandes quantités de bilirubine
non conjuguée non liée peuvent ainsi se retrouver dans la circulation.

13



A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Introduction

Seule la bilirubine non conjuguée non liée a 1'albumine a la capacité de
franchir la barriere hémato-céphalique. Ceci explique toute 'importance non
seulement des valeurs de bilirubine non conjuguée, mais également des
rapports bilirubine non conjuguée sur albumine dans 1’évaluation des risques
d’ictére nucléaire.

1.4. La conjugaison de la bilirubine au niveau hépatique

Au niveau hépatique, les mécanismes soutenant le passage de la bilirubine
non conjuguée de la circulation sanguine vers le cytoplasme de 'hépatocyte ne
sont pas clairement définis et il existe probablement plusieurs facteurs
impliqués.

L’aspect lipophile de la bilirubine non conjuguée est probablement en soi
un facteur favorisant la traversée des membranes cellulaires de par leur nature
phospholipidique, ce qui peut expliquer sa trés grande capacité de diffusion
dans le systéme nerveux central. Pour les cellules n'intervenant pas dans la
métabolisation de la bilirubine non conjuguée, il est nécessaire de pouvoir
rejeter la bilirubine entrant passivement dans le cytoplasme. Une étude de
transfection a mis en évidence les capacités de transport de la bilirubine non
conjuguée du cytoplasme vers le milieu extracellulaire par le canal MRP1
(multidrug-resistance protein 1), suggérant ainsi un roéle protecteur de MRP1
vis-a-vis de la toxicité cellulaire de la bilirubine (Rigato et al., 2004).

D’autre part, le transporteur OATP2 (organic anion transporter
polypeptide 2) a été rapporté comme intervenant dans le passage de la
bilirubine non conjuguée a travers la membrane sinusoidale (Cui et al., 2001).
Cependant, une étude récente vient relativiser le role de OATP2 dans le
transport de la bilirubine: des cellules exprimant OATP2 et des cellules
n’exprimant pas OATP2 semblent avoir les mémes capacités de transport de la
bilirubine (Wang et al., 2003). Il faut cependant noter que la bilirubine tritiée
utilisée dans ces expériences était extraite de la bile de rat et était donc
conjuguée. Récemment, une étude portant sur deux polymorphismes du gene
OATP2 a montré que ces variants étaient des facteurs de risque supplémentaires
d’hyperbilirubinémie non conjuguée (Huang et al., 2005).

La bilirubine non conjuguée est ensuite prise en charge par des protéines
solubles : ligandine et protéine Z. La ligandine fait partie de la famille des
glutathion-S-transférases  (GST). De  récentes expériences de co-
immunoprécipitation ont montré que la GSTA2 se liait directement a 1'enzyme
de conjugaison de la bilirubine au niveau du réticulum endoplasmique
suggérant un transfert direct de la bilirubine entre ligandine et enzyme de
conjugaison (Akizawa et al., 2008).

Pour étre éliminée par le systéme hépato-biliaire, la bilirubine doit étre

conjuguée a l'acide glucuronique. Ce transfert est réalisé par une enzyme a
expression hépatique : I'UDP-glucuronosyltransférase (figure 4). Cette enzyme
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catalyse le transfert de groupements glucuronosides sur la bilirubine aux
dépens d’une molécule d’acide UDP-glucuronique. La bilirubine conjuguée
devenue hydrosoluble peut alors étre éliminée par les canalicules biliaires. Dans
I'espece humaine, toute la bilirubine est excrétée sous forme d’un conjugué
glucidique : 95% sous forme d’un dérivé glucuronide et 5% sous forme d’un
dérivé glucoside ou xyloside. Parmi les fractions conjuguées avec un
glucuronide, environ 90% le sont sous forme d’un di-glucuronide et environ 10
% sous forme d’un mono-glucuronide.

Bilirubine non conjuguée

2 DP-glucuronic acid

UDP glucurony!
transferase

Bilirubine
diglucuronide

Figure 4. Etape de conjugaison hépatique de la bilirubine.

La bilirubine conjuguée est transférée de 1'hépatocyte vers le canalicule
biliaire grace a wun canal MRP2 (multidrug-resistance protein 2)
transmembranaire ATP-dépendant (Jedlitschky et al., 1997). En cas de
dysfonctionnement du systéeme MRP2 ou de réduction de I'excrétion biliaire, la
bilirubine conjuguée est prise en charge par le canal MRP3 qui refoule la
bilirubine conjuguée de I'hépatocyte vers la circulation sanguine (Konig et al.,
1999 ; Kamisado et al., 2000).

Les différents acteurs du métabolisme de la bilirubine sont schématisés
dans la figure 5.
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Vaisseau
sanguin

Hépatocyte

BC

Figure 5. Circulation hépato-biliaire de la bilirubine : en traits pleins voie normale, en pointillé en cas de
dysfonction de MRP2 (BNC : bilirubine non conjuguée, BC : bilirubine conjuguée, OATP2 : organic
anion transporter polypeptide 2, MRP1 : multidrug-resistance protein 1, MRP2 : multidrug-resistance
protein 2, MRP3 : multidrug-resistance protein 3).

1.5. Devenir de la bilirubine conjuguée et cycle entéro-hépatique

La bilirubine est déversée via la bile dans 'intestin ot elle va subir I'action
enzymatique des bactéries de la flore digestive. On note dans un premier temps
I'hydrolyse du radical glucuronique. La bilirubine libérée est hydrogénée pour
donner naissance successivement au d-urobilinogene (hydrogénation du radical
vinyle en radical éthyle sur le noyau pyrrole B et des radicaux méthyne en 3 et 6
en radicaux méthene), puis a l'i-uribilinogene ou mésobilirubinogene
(hydrogénation du second radical vinyle en radical éthyle). Ces dérivés
incolores peuvent subir une oxydation du radical méthyne en y en radical
méthene, les transformant alors respectivement en d-urobiline et i-urobiline
colorés en jaune orangé. Les deux doubles liaisons pyrroliques terminales de
I'urobilinogéne peuvent également étre réduites pour donner le
l-stercobilinogene dont 1'oxydation du radical méthyne central en radical
méthene donne naissance a la l-stercobiline colorée en jaune d’or. Au final, se
retrouvent mélangés dans les fécés urobilinogene, urobiline, stercobilinogene et
stercobiline, leur donnant leur couleur caractéristique.

Urobilinogéne et stercobilinogene peuvent étre en partie réabsorbés

(jusqu'a 20%) par la muqueuse intestinale et retourner au foie via le systeme
porte entéro-hépatique (cycle entéro-hépatique des pigments biliaires). Une
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partie de ces dérivés retourne dans la circulation générale et est excrétée par le
rein (2a5%).

II. Physiopathologie des anomalies de la conjugaison de la bilirubine

Les anomalies de conjugaison de la bilirubine sont liées a un
dysfonctionnement de l'enzyme hépatique de conjugaison de la bilirubine
UGT1A1 et sont donc responsables d’ictéres a bilirubine non conjuguée.

Ces déficits, notamment dans leurs formes modérées, pourront étre
aggravés s’ils sont associés a une augmentation de production de la bilirubine
non conjuguée ou a des anomalies des protéines associées au métabolisme de la
bilirubine.

11.1. Les anomalies de conjugaison de la bilirubine

Il existe deux types de déficits de I’activité hépatique de conjugaison de la
bilirubine :
- un déficit congénital de conjugaison de la bilirubine (anomalie autosomique
récessive liée a une anomalie du gene UGT1A1),
- un déficit acquis de conjugaison de la bilirubine.
Ces déficits se manifestent par un ictere nu a bilirubine libre plus ou moins
intense.

I1.1.1. Les déficits congénitaux de conjugaison de la bilirubine

L’enzyme wuridine di-phosphate glucuronosyltransférase catalyse le
transfert d'un ou deux groupements glucuronosyle sur la bilirubine non
conjuguée aux dépens de l'acide UDP-glucuronique. Son expression est tres
majoritairement hépatique de sorte que la mise en évidence du déficit
enzymatique ne peut se faire que sur ponction-biopsie hépatique.

On distingue deux maladies héréditaires de la conjugaison de la bilirubine
intéressant le gene UGT1AT :

- le syndrome de Gilbert ou cholémie familiale,
- la maladie de Crigler-Najjar ou ictere familial congénital.
Nous reviendrons en détail sur ces deux pathologies dans les chapitres suivants.

Il est a noter que I'enzyme UGT1A1 est immature a la naissance, ce qui
peut étre a l'origine, en période néonatale, d'un ictere a bilirubine non
conjugucée.

Le gene UGT1A1 a été identifié en 1992 par Ritter et collaborateurs (Ritter

et al., 1992a). Il est localisé a I'extrémité terminale du bras long du chromosome
2 dans l'espece humaine (en 2q37.1). Il fait partie d'un complexe moléculaire
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codant  plusieurs  protéines a  activit¢é  uridine diphosphate
glucuronosyltransférase. Actuellement, le cluster UGTIA contient neuf génes
(codant neuf protéines a activité glucuronosyltransférase : UGT1A1, UGT1A3,
UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 et UGT1A10) et
quatre pseudo-genes (figure 6). Tous ces genes ont en commun les quatre
derniers exons codant la partie C-terminale de chaque protéine. La spécificité
enzymatique est conférée par chaque premier exon spécifique codant la partie
N-terminale de chaque protéine.

O 2 TH20\ 2024w 3 20\ 32 W

e LI $—— UGTIA1

UGT1A3

UGT1A4
UGT1A5

UGT1A6

Erventl vwo

UGT1A7

'
ENS0000M 1677 -
Erow retst Mowsd Byt Ciedrg

(== e —— —a1
ErsentiioanfbkinCodtd }_ UGT1A9
—— —_————

" ¢— UGT1A10
—11 ¢—— UGT1AS8

OAKs g

Ermmrtl e

Lawgth

24 20 IN I 20 20 e 2% 22

Figure 6. Organisation du cluster de la famille de genes UGT1A.

Pour chaque géne du complexe, il existe un promoteur spécifique. Ainsi,
par le jeu de l'épissage alternatif, chaque protéine peut étre exprimée de
maniere différentielle.

Le gene UGT1AI1 code la protéine UGT1Al ayant l'activité bilirubine

glucuronosyltransférase. Le gene comporte 5 exons et contient 2357 nucléotides
dont 1602 pour la partie codante (figure 7). Il s’étend sur environ 13.1 kb.
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Ce geéne est placé sous le controle d'un promoteur spécifique en amont de
I'exon 1. La TATAbox comporte 6 répétitions du dinucléotide TA dans sa forme
normale (le variant a 5 répétitions est considéré comme normal) et 7 répétitions
dans sa forme mutée (le variant a 8 répétitions est considéré comme muté).
L’étude de ce promoteur se révélera importante dans la génétique de la maladie
de Crigler-Najjar et du syndrome de Gilbert.

Séquence en 5’ L. tggtttttgccatatatatatatataagtaggagagggcgaacctctggce

Exon 1 (879 pb) AGGAGCAAAGGCGCCATGGCTGTGGAGTCCCAGGGCGGACGCCCACTTGTCCTGGGCCTG
CTGCTGTGTGTGCTGGGCCCAGTGGTGTCCCATGCTGGGAAGATACTGTTGATCCCAGTG
GATGGCAGCCACTGGCTGAGCATGCTTGGGGCCATCCAGCAGCTGCAGCAGAGGGGACAT
GAAATAGTTGTCCTAGCACCTGACGCCTCGTTGTACATCAGAGACGGAGCATTTTACACC
TTGAAGACGTACCCTGTGCCATTCCAAAGGGAGGATGTGAAAGAGTCTTTTGTTAGTCTC
GGGCATAATGTTTTTGAGAATGATTCTTTCCTGCAGCGTGTGATCAAAACATACAAGAAA
ATAAAAAAGGACTCTGCTATGCTTTTGTCTGGCTGTTCCCACTTACTGCACAACAAGGAG
CTCATGGCCTCCCTGGCAGAAAGCAGCTTTGATGTCATGCTGACGGACCCTTTCCTTCCT
TGCAGCCCCATCGTGGCCCAGTACCTGTCTCTGCCCACTGTATTCTTCTTGCATGCACTG
CCATGCAGCCTGGAATTTGAGGCTACCCAGTGCCCCAACCCATTCTCCTACGTGCCCAGG
CCTCTCTCCTCTCATTCAGATCACATGACCTTCCTGCAGCGGGTGAAGAACATGCTCATT
GCCTTTTCACAGAACTTTCTGTGCGACGTGGTTTATTCCCCGTATGCAACCCTTGCCTCA
GAATTCCTTCAGAGAGAGGTGACTGTCCAGGACCTATTGAGCTCTGCATCTGTCTGGCTG
TTTAGAAGTGACTTTGTGAAGGATTACCCTAGGCCCATCATGCCCAATATGGTTTTTGTT
GGTGGAATCAACTGCCTTCACCAAAATCCACTATCCCAG

Intron 1-2 (5882 pb) gtgtgtattggagtgggacttttac.......... ctgaaaatttttcttctggctctag

Exon 2 (132 pb) GAATTTGAAGCCTACATTAATGCTTCTGGAGAACATGGAATTGTGGTTTTCTCTTTGGGA
TCAATGGTCTCAGAAATTCCAGAGAAGAAAGCTATGGCAATTGCTGATGCTTTGGGCAAA
ATCCCTCAGACA

Intron 2-3 (683 pb) gtaagaagattctataccatggcct.......... gttctgctctttttgccecctcecccag

Exon 3 (88 pb) GTCCTGTGGCGGTACACTGGAACCCGACCATCGAATCTTGCGAACAACACGATACTTGTT
AAGTGGCTACCCCAAAACGATCTGCTTG

Intron 3-4 (283 pb) gtatgttgggcggattggatgtata.......... acatcctccctattttgcatctcag

Exon 4 (220 pb) GTCACCCGATGACCCGTGCCTTTATCACCCATGCTGGTTCCCATGGTGTTTATGAAAGCA
TATGCAATGGCGTTCCCATGGTGATGATGCCCTTGTTTGGTGATCAGATGGACAATGCAA
AGCGCATGGAGACTAAGGGAGCTGGAGTGACCCTGAATGTTCTGGAAATGACTTCTGAAG
ATTTAGAAAATGCTCTAAAAGCAGTCATCAATGACAAAAG

Intron 4-5 (3822 pb) gtaagaaagaagatacagaagaata.......... ataacgaaactgtctttgtgtttag

Exon 5 (1038 pb) TTACAAGGAGAACATCATGCGCCTCTCCAGCCTTCACAAGGACCGCCCGGTGGAGCCGCT
GGACCTGGCCGTGTTCTGGGTGGAGTTTGTGATGAGGCACAAGGGCGCGCCACACCTGCG
CCCCGCAGCCCACGACCTCACCTGGTACCAGTACCATTCCTTGGACGTGATTGGTTTCCT
CTTGGCCGTCGTGCTGACAGTGGCCTTCATCACCTTTAAATGTTGTGCTTATGGCTACCG
GAAATGCTTGGGGAAAAAAGGGCGAGTTAAGAAAGCCCACAAATCCAAGACCCATTGAGA
AGTGGGTGGGAAATAAGGTAAAATTTTGAACCATTCCCTAGTCATTTCCAAACTTGAAAA
CAGAATCAGTGTTAAATTCATTTTATTCTTATTAAGGAAATACTTTGCATAAATTAATCA
GCCCCAGAGTGCTTTAAAAAATTCTCTTAAATAAAAATAATAGACTCGCTAGTCAGTAAA
GATATTTGAATATGTATCGTGCCCCCTCTGGTGTCTTTGATCAGGATGACATGTGCCATT
TTTCAGAGGACGTGCAGACAGGCTGGCATTCTAGATTACTTTTCTTACTCTGAAACATGG
CCTGTTTGGGAGTGCGGGATTCAAAGGTGGTCCCACGGCTGCCCCTACTGCAAATGGCAG
TTTTAATCTTATCTTTTGGCTTCTGCAGATGGTTGCAATTGATCCTTAACCAATAATGGT
CAGTCCTCATCTCTGTCGTGCTTCATAGGTGCCACCTTGTGTGTTTAAAGAAGGGAAGCT
TTGTACCTTTAGAGTGTAGGTGAAATGAATGAATGGCTTGGAGTGCACTGAGAACAGCAT
ATGATTTCTTGCTTTGGGGAAAAAGAATGATGCTATGAAATTGGTGGGTGGTGTATTTGA
GAAGATAATCATTGCTTATGTCAAATGGAGCTGAATTTGATAAAAACCCAAAATACAGCT
ATGAAGTGCTGGGCAAGTTTACTTTTTTTCTGATGTTTCCTACAACTAAAAATAAATTAA
TAAATTTATATAAATTCT

Séquence en 3’ atttaagtgttttcactggtgtcgcatttatttcttgttaagttgcattt..........

Figure 7. Séquence du gene UGT1A1 humain (séquences 5" et 3° UTR en vert, exons codants en noir,
exons non codants en violet, introns en bleu), d’aprés Ensembl Genome Browser (Ensembl transcript ID
ENST00000305208).

Des études de population ont mis en évidence plusieurs polymorphismes
(SNP pour single nucleotide polymorphism) au sein du gene UGT1A1 (tableau
1). Parmi ces SNP, plusieurs ont cependant été rapportés chez des patients
présentant une hyperbilirubinémie non conjuguée a type de syndrome de
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Gilbert. La présence de ces SNP a la fois chez des témoins et chez des patients
présentant une hyperbilirubinémie non conjuguée souligne la difficulté du
diagnostic moléculaire de syndrome de Gilbert et renforce soit I’hypothese
d'une pénétrance variable soit celle d'un syndrome polyfactoriel voire

polygénique.

Tableau 1. Polymorphismes synonymes et non-synonymes rapportés dans le gene UGT1A1

P S Variation Variation
Dénomination L e qs . 1. Remarques
nucléotidique peptidique

Décrit chez des patients
rs4148323 c.211G>A p-Gly71Arg présentant un syndrome de
Gilbert

Décrit chez des patients
rs35003977 c.674T>G p-Val225Gly présentant une maladie de
Crigler-Najjar de type II

Pas de fréquence allélique

rs17851756 c.965T>C p-l1e322Thr ) .
déterminée

Décrit chez un patient
1534946978 c.1091C>T p-Pro364Leu présentant un syndrome de
Gilbert

Décrit chez un patient
1528934877 c.1198A>G p-Asn400Asp présentant une maladie de
Crigler-Najjar de type 11

Uniquement identifié dans la
rs36076514 c.1231G>T p-Val4llLeu population hispanique
(fréquence de 2.3 %)

Alleéle C retrouvé

rs11682453 c.1279C>T synonyme P
systématiquement

Pas de fréquence allélique

ENSSNP1741123 c.1419C>A p-Leud74Met ) .
déterminée

Identifié dans la population
africaine sub-saharienne (4.2 %)
528900406 c.1428C>T synonyme et dans la population
américaine d’origine africaine
(6.7 %)

Alleéle G retrouvé

rs1042709 ¢.1531G>C p-Ala511Pro .
systématiquement
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La protéine UGT1A1 comporte 533 acides aminés et est caractérisée en
électrophorese bi-dimensionnelle par une masse relative de 59591 Da et un
point isoélectrique a 8,0885 (figure 8).

MAVESQGGRPLVLGLLLCVLGPVVSHAGKILLIPVDGSHWLSMLGAIQQLOORGHEIVVL
APDASLYIRDGAFYTLKTYPVPFQREDVKESEFVSLGHNVFENDSFLORVIKTYKKIKKDS
AMLLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMLTDPFLPCSPIVAQYLSLPTVFFLHALPCSLE
FEATQCPNPEFSYVPRPLSSHSDHMTFLOQRVKNMLIAFSONFLCDVVYSPYATLASEFLOR
EVIVODLLSSASVWLFRSDFVKDYPRPIMPNMVEVGGINCLHONPLSQEFEAYINASGEH
GIVVFSLGSMVSEIPEKKAMATADALGKIPQTVLWRYTGTRPSNLANNTILVKWLPONDL
LGHPMTRAFITHAGSHGVYESICNGVPMVMMPLEFGDOMDNAKRMETKGAGVTLNVLEMTS
EDLENALKAVINDKSYKENIMRLSSLHKDRPVEPLDLAVFWVEEFVMRHKGAPHLRPAAHD
LTWYQYHSLDVIGFLLAVVLTVAFITFKCCAYGYRKCLGKKGRVKKAHKSKTH

Figure 8. Séquence de la protéine UGT1A1 humaine, d’aprés Ensembl Genome Browser (Ensembl peptid
ID ENSP00000304845).

Des études de structure visant a déterminer 1'organisation de la protéine
ont montré (d’apres SwissProt, ID P22309) :
- un potentiel peptide signal (acides aminés 1 a 25),
- la protéine (acides aminés 26 a 533),
- un potentiel fragment transmembranaire (acides aminés 491 a 507),
- trois sites potentiels de N-glycosylation (acides aminés 102, 295 et 347).
En dehors du fragment C-terminal qui est cytosolique et d'un segment
transmembranaire, la protéine UGT1Al est compartimentalisée dans le
réticulum endoplasmique (Ghosh et al., 2005) (figure 9).
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Figure 9. Orientation de la protéine UGT1A1 dans le réticulum endoplasmique déduite de la séquence
peptidique. En dehors des 26 acides aminés de la partie C-terminale et des 17 acides aminés
transmembranaires, 'ensemble de la molécule UGT1A1 est compartimentalisée dans le réticulum
endoplasmique. La partie N-terminale de la molécule (en traits pleins) contient un peptide signal de 20
acides aminés qui est clivé aprés maturation de la protéine. Ce domaine confere a I'enzyme une spécificité
pour les substrats aglycone. Il contient également une hélice membranaire. La partie C-terminale intra-
luminale de UGT1A1 contient un domaine de liaison a l'acide UDP-glucuronique. Les triangles
représentent les résidus cystéines. D aprés Ghosh et al., 2005.
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I existe peu d’études sur les relations structure/activité. Le plus souvent,
seules les descriptions des anomalies moléculaires observées chez les patients
présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I ou Il permettent d’approcher
cette problématique. A titre d’exemple, il a été montré, en étudiant les
conséquences de la délétion d'une phénylalanine du doublet situé en 170-171,
I'importance de cette région hydrophobe dans l'activité enzymatique (Ritter et
al., 1993).

Cependant, des études de modélisation de conformation de la protéine ont
déterminé trois régions fonctionnelles (Li and Wu, 2007) :

- le site donneur ou site de liaison de 1'acide UDP-glucuronique codé par les
exons 3 (Ser309, Arg336, Trp354, Leu355, GIn357) et 4 (Asn358, His372,
Ser375, His376, Gly377, Glu380, Asp396 et GIn397),

- le site accepteur ou site de liaison de la bilirubine codé par I'exon 1 (Gly37,
Ser38),

- deux sites catalytiques codés par 1'exon 1 (His39 et Asp151).

La modification de ces acides aminés ou de leur environnement proche pourrait

étre a l'origine d'une diminution voire d’une abolition de I'activité

enzymatique.

L’expression de la protéine UGT1Al est majoritairement hépatique.
Cependant, Lévesque et collaborateurs ont mis en évidence par RT-PCR la
présence d’ARNm contenant un fragment de I'exon 1 de UGT1A1 dans le colon
et I'intestin gréle (Lévesque et al., 2007).

Cette méme équipe a mis en évidence un systéme de régulation particulier
de l'activité de UGT1A1 mettant en jeu un exon alternatif dans l'intron 4-5
(Lévesque et al., 2007). Cet exon cryptique alternatif permet la production d'une
protéine dont les 99 derniers acides aminés de la protéine UGT1A1l ont été
remplacés par un décapeptide modifiant radicalement 'activité enzymatique
(figure 10a). Cette protéine alternative appelée UGT1A1_i2 ne présente seule
aucune activité bilirubine glucuronosyltransférase. En revanche, en association
avec UGT1A1, ce variant d’épissage diminue l'activité enzymatique de 78%,
jouant ainsi probablement un role de régulateur via une interaction protéine-
protéine directe (figure 10b).
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Figure 10. a : représentation schématique du géne UGT1A1 et des deux ARNm alternatifs UGT1A1_v1
et UGTIA1 v2; b: taux de glucuronisation de la bilirubine dans des cellules HEK-293 exprimant
UGT1A1_i1, UGT1A1_i2 séparément ou en association. D aprés Levesque et al., 2007.

L’expression du gene UGT1A1 peut également étre régulée par des
xénobiotiques comme le phénobarbital. Cette propriété est d’ailleurs mise a
profit pour traiter les déficits partiels dans la maladie de Crigler-Najjar de type
II. II existe, en amont du promoteur, une séquence enhancer répondant au
phénobarbital appelée PBREM (Sugatani et al., 2001). Cette séquence, située
entre -3483 et -3194 pb en amont du gene contient trois sites putatifs de liaison
de récepteurs nucléaires. La mutation c.-3262T>G dans cette séquence a été
décrite comme réduisant 'activité transcriptionnelle du gene UGT1A1 (Sugatani
et al., 2002). Ainsi, 'association de cette anomalie de séquence avec la présence a
I'état hétérozygote de l'anomalie du promoteur (anomalie responsable du
syndrome de Gilbert a I'état homozygote la plus fréquente dans la population
caucasienne) ou de la mutation c.211G>A (anomalie responsable du syndrome
de Gilbert a I'état homozygote la plus fréquente dans la population asiatique)
pourrait expliquer une part non négligeable des syndromes de Gilbert non
génétiquement élucidés (figure 11).
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Figure 11. a : séquence nucléotidique de la région PBREM encadrant la mutation c.1-3263T>G ; b : effet
de la mutation c¢.1-3263T>G sur lactivité transcriptionnelle de UGT1A1 (luciférase utilisée comme géne
rapporteur). D’aprés Sugatani et al., 2002.
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11.2.3. Les déficits acquis de conjugaison de la bilirubine

Certains laits maternels contiennent une lipase qui hydrolyse les
triglycérides. Les acides gras libérés sont des inhibiteurs compétitifs de UGT1A1
responsables d"une diminution des capacités de conjugaison de la bilirubine.
L’ictere observé est alors modéré et réversible a l'arrét de 'allaitement. Il ne
constitue pas en lui-méme une contre-indication a I’allaitement maternel.

Plusieurs molécules d"usage thérapeutique ont également montré un effet

inhibiteur de l’activité glucuronosyl-transférase de UGT1A1 : indinavir (Zhang
et al., 2005), kétoconazole (Yong et al., 2005).

11.2. Les augmentations de production de la bilirubine non conjuguée

Toutes les situations d’augmentation de la production de bilirubine
pourront étre a l'origine d’une aggravation ou d’une révélation du déficit de
conjugaison de la bilirubine.

Les causes d’augmentation de la production de la bilirubine sont tres
nombreuses :

- les hyper-hémolyses extra-corpusculaires d’origine immunologique,
mécanique ou toxique,

- les hyper-hémolyses corpusculaires liées a une anomalie congénitale ou
acquise de la membrane du globule rouge, a une anomalie congénitale de
I’hémoglobine ou a un déficit enzymatique,

- larésorption d"une hémorragie interne ou d'un hématome.

I1.3. Les anomalies des protéines associées au métabolisme de la bilirubine

Comme nous l'avons vu précédemment, plusieurs protéines interviennent
dans le métabolisme de la bilirubine : heme-oxygénase, biliverdine réductase,
canal OATP2, ligandine. Plusieurs anomalies de ces protéines ont été rapportées
comme pouvant majorer la symptomatologie liée au déficit en UGT1Al. En
association avec 1'étude du gene UGTIAI, I'étude moléculaire de plusieurs de
ces partenaires pourrait étre intéressante, notamment dans le diagnostic des
hyperbilirubinémies néonatales et les syndromes de Gilbert « inexpliqués ».

11.3.1. L’heéme-oxygénase

L’activité enzymatique de I’héme-oxygénase constitue le facteur limitant
de la synthése de la bilirubine.

Dans l'espéce humaine, il existe deux genes codant 1’heme-oxygénase :
HMOXT situé en 22q12.3 et HMOX2 situé en 16p13.3.
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Le gene HMOX1 code la protéine heme-oxygénase 1 a activité inductible. 11
comporte 6 exons et contient 1836 nucléotides dont 867 pour la partie codante. I
s’étend sur environ 13.8 kb. La protéine HMOX1 comporte 288 acides aminés et
est caractérisée en électrophorése bi-dimensionnelle par une masse relative de
32818 Da et un point isoélectrique a 8.6825.

Le géne HMOX?2 code la protéine heme-oxygénase 2 a activité constitutive.
Il comporte 6 exons et contient 2534 nucléotides dont 951 pour la partie codante.
Il s’étend sur environ 34.8 kb. La protéine HMOX2 comporte 316 acides aminés
et est caractérisée en électrophorese bi-dimensionnelle par une masse relative de
36032 Da et un point isoélectrique a 5.0895.

Le géne HMOX1 est exprimé non seulement sous l'influence de 'heme
mais également au cours d’agressions cellulaires telles que le stress oxydatif et
est ainsi considéré comme jouant un role protecteur de la cellule (Choi et al.,
1996). 11 existe, en amont du gene, une séquence hautement polymorphe de
répétition guanine - thymine ayant une influence sur la transcription. En effet,
I'allongement des structures alternant base purique et base pyrimidique peut
entrainer la modification de la conformation de I’ADN de B-DNA en Z-DNA
thermodynamiquement défavorable. La longueur de cette séquence varie entre
12 et 40 répétitions avec une répartition bimodale (maxima a 23 et 30
répétitions) selon la population étudiée (Exner et al., 2004). Le seuil au-dela
duquel il existe une diminution de l’activité heme-oxygénase n’est pas
clairement établi. Cependant, plusieurs études ont montré une activité du
promoteur de HMOX1 supérieure (Chen et al., 2004) et une meilleure réponse
au stress induit (Yamada et al., 2000) si le nombre de répétitions est inférieur a
25. Récemment, la présence d'un polymorphisme court associé a une anémie
hémolytique auto-immune a été décrit comme responsable d’une
hyperbilirubinémie marquée chez un enfant de 14 ans hétérozygote pour
I’anomalie du promoteur de UGT1A1 (Immenschuh et al., 2007).

11.3.2. La biliverdine réductase

La biliverdine réductase est une enzyme intervenant dans trois voies
distinctes : une activité kinase en relation avec la voie métabolique récepteur de
I'insuline/ MAPK, une activité de facteur de transcription pour les génes ATF-
2/CREB et HMOX-1 et une activité enzymatique de réduction de la biliverdine
en bilirubine (Maines, 2005).

Actuellement, il n'a pas été décrit d’anomalie du gene de la biliverdine
réductase (gene BLVRA localisé en 7pl3 et comportant 8 exons dont 1 non
traduit) responsable d"une altération du métabolisme de la bilirubine.

11.3.3. Le canal OATP2

Le gene OATP2 code la protéine transmembranaire organic anion
transporter polypeptide 2 et est localisé en 12p12.1. Il comporte 15 exons et
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contient 2777 nucléotides dont 2077 pour la partie codante. Il s’étend sur
environ 108.6 kb. La protéine OATP2 comporte 691 acides aminés et est
caractérisée en électrophorese bi-dimensionnelle par une masse relative de
76448 Da et un point isoélectrique a 8.6833.

Plusieurs études ont montré une corrélation entre la présence de variants
dans la séquence du gene OATP2 et des anomalies de transports de molécules
vers le cytoplasme de 1'hépatocyte : la pravastatine (Niemi et al., 2004), le 17p-
cestradiol 17P-D-glucuronide (Iwai et al., 2004), la bilirubine non conjuguée
(Huang et al., 2005). Actuellement, 12 variants de la séquence peptidique ont été
mis en évidence: p.Phe73Leu, p.Val82Ala, p.Asnl130Asp, p.Prol55Thr,
p.Glul56Gly, p.Vall74Ala, p.Ile353Thr, p.Asn432Asp, p.Asp462Gly,
p.Gly488Ala, p.Asp655Gly, p.Glu667Gly (Tirona et al., 2001). Mais les
conséquences de la présence de ces variants ne sont pas toutes identiques. En
effet, il a été rapporté que les variants p.Asn130Asp (c.388A>C) et p.Vall74Ala
(c.521T>C) étaient notamment les plus susceptibles d’entrainer une
hyperbilirubinémie (Huang et al., 2005 ; Huang, 2005).

11.3.4. La li¢andine

La ligandine appartient a la famille des gluathion S-transférases (GST), un
des groupes majeurs d’enzymes intervenant dans la phase II de détoxification. Il
existe de nombreuses classes de GST. Parmi celles-ci, la GSTM1 est une des plus
représentatives dans le foie. Dans une étude récente, l'impact de
polymorphismes de deux génes codant des GST (GSTM1 et GSTT1) a été évalué
en termes de facteur de risque d’ictére néonatal (Muslu et al., 2008). Le groupe
patient et le groupe controle n’ont montré aucune différence significative de
répartition des génotypes pour ces deux enzymes. En revanche, dans le groupe
des patients porteurs de polymorphismes de GSTMI, les concentrations de
bilirubine étaient significativement supérieures a ceux du groupe génotype
sauvage, suggérant alors un effet du polymorphisme du géne GSTMI sur la
fonction de la ligandine hépatique. Il est cependant a noter que la significativité
reste modérée (p=0.042) et que donc ce résultat doit encore étre vérifié par
d’autres études.

III. Les pathologies de la conjugaison de la bilirubine : le syndrome de
Gilbert et la maladie de Crigler-Najjar

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe deux pathologies
constitutionnelles de la conjugaison de la bilirubine : le bénin syndrome de
Gilbert et la gravissime maladie de Crigler-Najjar.

26



A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Introduction

I11.1. Le syndrome de Gilbert ou cholémie familiale

Le syndrome de Gilbert ou cholémie familiale (MIM #143500) a été décrit
par les gastro-entérologues Augustin Gilbert et Pierre Lereboullet en 1901
(Gilbert and Lereboullet., 1901).

I11.1.1. Clinigue et diagnostic

Sur le plan clinique, le syndrome de Gilbert est caractérisé par une
élévation modérée de la bilirubinémie, majoritairement dans sa fraction non
conjuguée. Les concentrations de bilirubine totale sont généralement comprises
entre 20 et 50 pmol/L et ne provoquent le plus souvent aucun signe en dehors
d'un discret ictere ou d'un subictere au décours de périodes de jelne,
d’épisodes infectieux ou de fatigue physique. Dans de rares cas, les signes
peuvent étre plus marqués avec un ictere plus intense et des troubles digestifs
notamment. Le syndrome de Gilbert est toujours bénin.

L’examen biologique est marqué par une hyperbilirubinémie non
conjuguée modérée, a urines claires et sans signes d’hémolyse. L’histologie et
les marqueurs hépatiques sont normaux.

Le diagnostic de syndrome de Gilbert est le plus souvent un diagnostic
d’exclusion  apres avoir éliminé les autres causes évidentes
d’hyperbilirubinémie non conjuguée. La biologie moléculaire permet
aujourd’hui non seulement de conforter et de rassurer le clinicien dans son
diagnostic mais également d’adapter les thérapeutiques médicamenteuses (dont
le métabolisme utilise la méme voie d’élimination que la bilirubine) et ainsi
réduire leurs effets secondaires (comme par exemple les traitements a
l'irinotécan).

111.1.2. Génétique

En 1962, Arias et collaborateurs ont montré I'implication du déficit en
glucuronosyltransférase dans la physiopathologie du syndrome de Gilbert tout
en le distinguant de la maladie de Crigler-Najjar (Arias et al., 1962 ; Arias et al.,
1969).

Le syndrome de Gilbert est considéré comme une affection génétique a
transmission autosomique récessive impliquant le gene UGT1A1. Cependant,
plusieurs études de population ont montré non seulement une pénétrance
variable mais ont également évoqué une transmission dominante du trait (Foulk
et al., 1959 ; Le Bihan-Levaufre et al.,, 2001), ce qui peut faire évoquer un
syndrome de type polygénique.

Au niveau moléculaire, plusieurs anomalies de séquence dans le géne
UGT1A1 ont été rapportées chez des patients présentant un syndrome de
Gilbert. Dans les populations caucasienne et africaine, c’est une anomalie du
promoteur qui est la plus fréquemment retrouvée. L'insertion d'un ou deux
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dinucléotides TA dans la TATAbox (génotype A(TA)7;TAA ou A(TA)sTAA)
entraine une diminution des capacités de liaison de la machinerie de
transcription (Bosma et al., 1995). Plusieurs études de population ont montré la

grande fréquence de cette anomalie de séquence dans la population générale
(tableau 2).

Tableau 2. Fréquence des anomalies de séquence du promoteur du gene UGT1A1 dans la population
générale en France, Grece, Tunisie et Inde.

Population  A(TA)TAA/ A(TA);TAA/ A(TA);TAA/

étudiée A(TA);TAA  A(TA)TAA  A(TA),TAA  Reférence
Le Bihan-
France 0.445 0.385 0.170 Levaufre et
al., 2001
Gre 0.486 0.328 0.186 Kavazarakis
rece ' ' ' et al., 2000
. . Petit et al.,
Tunisie 0.429 0.393 0.178 2008
Farheen et al.,
Inde 0.337 0.558 0.105 2006

D’autres anomalies de séquence touchant directement la séquence codante

du géne UGT1A1 ont été retrouvées chez des patients présentant un syndrome
de Gilbert, le plus souvent dans la population asiatique :

la substitution de la guanine par une adénine en position 211 dans I'exon 1
résultant en la modification de séquence peptidique p.Gly71Arg (Koiwai et
al., 1995a),

la substitution de la thymine par une cytosine en position 247 dans I'exon 1
résultant en la modification de séquence peptidique p.Phe83Leu (Sutomo et
al., 2002),

la substitution de la thymine par une cytosine en position 392 dans 'exon 1
résultant en la modification de séquence peptidique p.Leul31Pro (Aono et
al., 1995),

la substitution de la cytosine par une adénine en position 686 dans 'exon 1
résultant en la modification de séquence peptidique p.Pro229GIn (Koiwai et
al., 1995a),

la substitution de la thymine par une cytosine en position 881 dans I'exon 2
résultant en la modification de séquence peptidique p.11e294Glu (Ciotti et al.,
1998),

la substitution de la cytosine par une thymine en position 1091 dans I'exon 4

résultant en la modification de séquence peptidique p.Pro364Leu (Aono et
al., 1995),

28



A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Introduction

- la substitution de la thymine par une guanine en position 1456 dans I'exon 5
résultant en la modification de séquence peptidique p.Tyr486Asp (Aono et
al., 1993).

D’autres études moléculaires ont également montré une possible
implication d'une séquence en amont du gene UGT1A1 intervenant dans la
régulation de l'expression génique dans le syndrome de Gilbert. En effet, la
substitution d'une thymine en une guanine en -3263, dans une région appelée
phenobarbital-responsive enhancer module NR3 (PBREM-NR3), semble
prédisposer, en association avec une autre anomalie de séquence pathologique,
au syndrome de Gilbert (Sugatani et al., 2002).

Dans un méme ordre d’idée, I'implication d’autres genes du métabolisme
de la bilirubine comme celui de '’héme-oxygénase ou OATP2 pourrait expliquer
la pénétrance variable et les cas de «transmission dominante » apparente du
syndrome de Gilbert.

I11.2. La maladie de Crigler-Najjar ou ictére familial congénital

La maladie de Crigler-Najjar ou ictere familial congénital existe sous deux
formes : le type I (MIM #218800) dans lequel le déficit enzymatique est complet
et le type II (MIM #606785) dans lequel le déficit enzymatique est partiel.

111.2.1. Historique

En 1952, John F. Crigler et Victor A. Najjar ont rapporté, dans la revue
Pediatrics, I'étude d"un groupe d’enfants - tous apparentés a des degrés divers -
présentant une hyperbilirubinémie néonatale avec ictere nucléaire (Crigler and
Najjar, 1952). Les auteurs, devant la présentation clinique et les données
familiales, ont suggéré que cette hyperbilirubinémie exclusivement non
conjuguée était d’origine génétique. Pour chaque enfant, les causes communes
d’hyperbilirubinémie infantile avaient pu étre éliminées :

- pathologies hémolytiques extra-corpusculaires comme les incompatibilités
materno-fcetales pour le groupe sanguin ou le facteur rhésus,

- pathologies hémolytiques corpusculaires comme les déficits en pyruvate
kinase ou en glucose-6-phosphate déshydrogénase,

- obstruction biliaire primitive,

- infections,

- cirrhose biliaire primitive.

Chez le seul enfant chez qui une autopsie a été réalisée, il n'a pas été
retrouvé d’anomalies histologiques hépato-biliaires notables. En colligeant ces
observations, les auteurs ont conclu a la présence d’une anomalie génétique a
I'origine de 1'hyperbilirubinémie non conjuguée persistante et élevée. Les
anomalies des structures nerveuses centrales n‘ont pu, au moment de la
publication, étre rattachées de fagon formelle a I'anomalie du métabolisme de la
bilirubine observée.
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De part leurs aspects biologiques, les auteurs ont rapproché cette affection

gravissime du bénin syndrome de Gilbert (tableau 3).

Tableau 3. Comparaison des données clinico-biologiques entre l'ictere non-hémolytique familial (syndrome
de Gilbert) et l'ictére non-hémolytique congénital avec ictére nucléaire (maladie de Crigler-Najjar).

D’apres Crigler and Najjar, 1952.

Ictére non-hémolytique
congénital avec ictere
nucléaire (maladie de

Crigler-Najjar)

Ictére non-hémolytique
familial (syndrome de
Gilbert)

1. Généalogie

Récessif

Probablement dominant

2. Découverte

A la naissance

Probablement deés la
naissance mais
habituellement chez les
adultes jeunes

3. Lésions neurologiques

. Toujours Aucune
associées
4. Pronostic Tres mauvais Bon
5. Ictere Marqué Class1qu/ement pet
présent
e e o 10 a 44 mg/dL 2a15mg/dL
6. Bilirubinémie soit 170 a 750 pmol /L soit 34 a 250 umol /L

7. Test fonctionnel

Diminution de I’excrétion
de la bilirubine

Diminution de I’excrétion
de la bilirubine

8. Autres tests hépatiques Normaux Normaux
9. Signes d’hémolyse Aucun Aucun
10. Histologie hépatique Caleuls biliaires intra- Aucun

canaliculaires

Depuis 1952, de nouvelles données sont venues compléter cette description
princeps de la maladie de Crigler-Najjar, avec notamment des données
biologiques et génétiques sur lesquelles nous reviendrons par la suite.

I11.2.2. Aspects cliniques

La maladie de Crigler-Najjar est une affection rare du métabolisme
hépatique liée a un déficit permanent d’origine génétique en wuridine
diphosphate glucuronosyltransférase (EC 2.4.1.17) (Ritter et al., 1992b).

Ainsi, le diagnostic de maladie de Crigler-Najjar exclut toutes les affections
touchant la voie métabolique de la bilirubine en aval de la conjugaison
hépatique telle que la maladie de Rotor (ictére a bilirubines conjuguée et non
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conjuguée dont le substratum moléculaire est encore inconnu) ou la maladie de
Dubin-Johnson (ictere chronique familial permanent a bilirubine conjuguée 1ié a
un défaut d’excrétion de la bilirubine par la cellule hépatique). Sont également
exclues les autres causes d’ictere a bilirubine non conjuguée telles que les
hémolyses corpusculaires (déficit enzymatique en G6PD, déficit en pyruvate
kinase, anomalies de 'hémoglobine, maladie de Marchiafava-Micheli, maladie
de Blackfan-Diamond) ou extra-corpusculaires (toxiques, mécaniques,
immunologiques).

La fréquence de la maladie de Crigler-Najjar est estimée a une naissance
sur un million. Il existe cependant des communautés de par le monde ou la
fréquence de cette maladie est largement supérieure a la fréquence attendue,
principalement en raison d"un fort taux de consanguinité.

Sur le plan clinique, il convient de distinguer deux formes de la maladie :

- la maladie de Crigler-Najjar de type I (MIM #218800) correspondant a un
déficit enzymatique en UGT1A1 complet et non inductible,

- la maladie de Crigler-Najjar de type II ou syndrome de Arias (MIM #606785)
correspondant a un déficit enzymatique en UGT1A1 incomplet et inductible
(Arias et al., 1969).

Cliniquement, la maladie se manifeste dés les premieres heures de vie par
un ictere cutanéo-muqueux franc et persistant a bilirubine non-conjuguée.
L’absence de manifestations au cours de la grossesse (la bilirubine pendant les
périodes embryonnaire et feetale étant éliminée par le systeme hépatique
maternel via le placenta) contraste fortement avec la précocité de 'ictere en post
partum. La prise en charge en urgence est identique dans un premier temps
pour le type I et pour le type II: réalisation en urgence d'une ou plusieurs
exsanguino-transfusions puis photothérapie de 12 heures par jour.

Le caractere inducteur enzymatique du phénobarbital est mis a profit pour
distinguer cliniquement le type I du type II. En effet, le phénobarbital permet,
chez les enfants atteints de la maladie de Crigler-Najjar de type II, une
diminution rapide des concentrations plasmatiques des bilirubines totale et
non-conjuguée. Le traitement inducteur enzymatique par le phénobarbital est
considéré comme efficace si la bilirubinémie plasmatique décroit des 2/3 en 2 a
3 semaines de traitement. Ainsi, dans le type II, le phénobarbital, traitement
relativement simple, permet de maintenir les concentrations de bilirubine
plasmatiques au-dessous du seuil de neuro-toxicité. En revanche, ce traitement
s’avere totalement inefficace chez les enfants atteints de maladie de Crigler-
Najjar de type L

La principale complication de la maladie de Crigler-Najjar reste 1’atteinte
neurologique pouvant intervenir a tout dge, aussi bien chez le nouveau-né que
chez I’adolescent ou "’adulte, notamment au décours d’une situation favorisant
la majoration de I'hyperbilirubinémie telle que les infections, la fatigue les
épisodes de jetine ou le stress ou au décours d’arrét de la photothérapie. L'ictere
nucléaire est caractérisé anatomiquement par des altérations des noyaux gris
centraux avec des dépots de bilirubine (figure 12).
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Figure 12. Coupe coronale du cerveau d’un enfant décédé d'un ictere nucléaire.

Cliniquement, outre l'ictére cutanéo-muqueux, sont observés une dyspnée, une
inappétence, une apathie générale, une hypertonie musculaire avec hyper-
extension de la nuque (signes extra-pyramidaux), des mouvements athétosiques
et un coma. Le déces peut alors survenir en quelques jours. La résolution est
possible mais elle est souvent suivie d'une arriération psychomotrice avec un
état spastique des membres.

111.2.3. Prise en charge et traitement

La prise en charge médicale et le traitement de la maladie de Crigler-Najjar
sont fonction du type d’atteinte. Des recommandations ont été établies dans de
nombreux centres de péri-natalité. La prise en charge clinique de
I'hyperbilirubinémie non conjuguée doit étre la plus précoce possible de
maniere a réduire les risques de lésions cérébrales :

- photothérapie,
- exsanguino-transfusion.
Les indications sont fonction de I'origine d’hyperbilirubinémie.

La photothérapie s’adresse aux icteres a bilirubine non conjuguée.
L’exposition a une lumiere bleue (430 a 490 nm) permet de convertir la
bilirubine en produits de dégradation hydrosolubles (Mc Donagh et al., 1980).
L'efficacité de la photothérapie va dépendre du type de lumiere utilisée
(longueur d’onde), de la surface cutanée exposée, de la puissance énergétique
de la lumiére et de la distance entre la source lumineuse et la peau. On distingue
trois types de photothérapie :

- la photothérapie maternisée : la peau de 'enfant est soumise a un éclairage
faiblement énergétique par le dessous permettant un maintien dans la

chambre maternelle et n'imposant pas de protection oculaire,
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- la photothérapie conventionnelle: la surface cutanée est soumise a un
éclairage énergétique imposant une protection oculaire et du bassin,

- la photothérapie intensive : 'ensemble du corps (éclairage a 360°) est soumis
a une lumiére intense de forte énergie.

Plusieurs précautions sont a prendre pour éviter les complications telles
que lésions oculaires, atteintes gonadiques, arrét respiratoire ou cardiaque,
déshydratation et hyperthermie (surtout chez le nouveau-né).

De récentes données semblent montrer une efficacité supérieure de la
lumiere fluorescente turquoise sur la lumiere bleue pour la réduction de la
bilirubinémie (Ebbesen et al., 2003).

L’exsanguino-transfusion est une technique lourde sur le plan
transfusionnel, ce qui en réduit fortement les indications.

Dans les hyperbilirubinémies chroniques, des perfusions d’albumine
humaine pour maintenir un rapport bilirubine / albumine au-dessous de 0,5
peuvent également étre réalisées en complément.

Sur le plan pharmacologique, il existe tres peu de possibilités. Dans le type
I, le phénobarbital reste une thérapeutique fiable et efficace. Le traitement au
long cours, bien toléré, pose peu de problémes. Dans le type I, il n’existe pas
d’agent pharmacologique actif.

A l'heure actuelle, le seul traitement curatif est la transplantation
hépatique.

I11.2.4. Vivre avec la maladie de Crigler-Najjar

Depuis la description princeps de la maladie en 1952, les progres dans les
connaissances de la maladie de Crigler-Najjar ont été lents mais réguliers. La
photothérapie est préconisée depuis 1958 en Grande Bretagne (Cremer et al.,
1958) mais il a fallu attendre 1968 pour que les Etats-Unis en reconnaissent les
bénéfices (Lucey et al., 1968). La premiére greffe hépatique thérapeutique a été
réalisée en 1986 a l'université du Nebraska aux Etats-Unis (Kaufman et al.,
1986). Le gene responsable a été identifié et cloné en 1992 (Ritter et al., 1992a).
Les premiers essais de transplantation de cellules hépatiques ont été réalisés en
1998 (Fox et al., 1998). L’avenir de la thérapeutique de la maladie repose sur la
thérapie génique dont les essais chez le rat Gunn sont trés encourageants pour
une application future a I'Homme (Nguyen et al., 2005 ; Nguyen et al., 2007).

La rareté de la maladie de Crigler-Najjar fait que la majorité des pédiatres,
des généticiens et des hépatologues ne rencontrera jamais de patients atteints
par cette affection. L’annonce de cette maladie n’en sera alors que plus difficile
pour les parents. La mise en place en France des Centres de Référence des
Maladies Rares permet d’apporter, non seulement aux cliniciens mais
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également aux familles, des réponses a leurs questionnements. Ces équipes
pluridisciplinaires offrent des compétences cliniques, biologiques, éducatives
psychologiques et sociales (centre de Référence des Maladies Héréditaires du
Meétabolisme Hépatique, Pr Philippe Labrune, hopital Antoine Béclere). Les
associations de malades apportent un soutien essentiel aux familles touchées
par la maladie (Association francaise de Crigler-Najjar, http://crigler-
najjar.9online.fr).

En dehors de toute thérapeutique, I'espérance de vie des enfants atteints de
maladie de Crigler-Najjar ne dépasse pas 5 ans. Si la greffe hépatique a permis
de guérir des patients, certains d’entre eux n‘ont pu en bénéficier soit par
absence de donneur compatible, soit par choix face aux risques de la greffe.
Ainsi, il existe trés peu de grossesses rapportées: trois chez des patientes
présentant une maladie de type II (Smith et al., 1994 ; Ito et al., 2001 ; Holstein et
al., 2005) et deux chez des patientes présentant une maladie de type I (Taylor et
al., 1991 ; Gajdos et al., 2006). Bien que dans les cas rapportés les grossesses se
soient déroulées sans problemes majeurs et que les enfants aillent bien, le faible
nombre de publications ne permet pas de conclure a une totale innocuité de la
maladie de Crigler-Najjar maternelle pour 1’'enfant au cours de la grossesse. De
telles situations doivent donc toujours étre tres suivies sur le plan obstétrical
pour la mére et sur le plan néonatologique pour I'enfant.

I11.4. Conséquences et risques liés aux hyperbilirubinémies

Si la bilirubine a faible concentration peut exercer un effet protecteur
cellulaire par ses propriétés anti-oxydantes, elle constitue a forte concentration
un toxique, notamment pour le systéme nerveux central.

111.4.1. Toxicité cellulaire de la bilirubine

Lorsque la bilirubine n’est pas en concentration saturante des sites de
fixation sur I’albumine, plus de 99.9 % de la bilirubine non conjuguée sont liés a
I’albumine. Lorsque ces capacités sont dépassés, de la bilirubine non conjuguée
libre se retrouve dans le plasma, pouvant alors endommager le systeme nerveux
central.

La bilirubine non conjuguée a des effets inhibiteurs sur le systéme nerveux
et méme de courtes expositions peuvent perturber a long terme la transmission
synaptique dans I'hippocampe. Par ailleurs, elle augmente la libération du
glutamate par les astrocytes dans 1'espace synaptique, ce qui est a l'origine
d’une hyperstimulation des récepteurs NMDA-1. Cette hyperstimulation
toxique induit des influx cellulaires de Na*, de Ca?*, de Cl- et d’eau a l'origine
d’un gonflement cellulaire responsable d’apoptose et de nécrose. Ces troubles
de 'homéostasie cellulaire sont également probablement a relier a 'action
directe de la bilirubine sur les membranes cellulaires (perméabilité
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membranaire, déperdition de lipides, réorganisation des protéines) (Ostrow et
al., 2004).

Ces altérations membranaires sont également observées au niveau
mitochondrial. La perméabilisation des membranes mitochondriales entraine un
gonflement cellulaire et une libération dans le cytosol du cytochrome c
aboutissant, via l'activation de la caspase-3, a la mort cellulaire par apoptose
(Ostrow et al., 2004).

Il existe plusieurs mécanismes de protection des cellules du systéme
nerveux face a la bilirubine :
- la barriére hémato-céphalique et les plexus choroides constituent deux
blocages au passage des petites molécules,
- plusieurs canaux de la famille OATP interviendraient dans le transport de la
bilirubine (non clairement élucidé),
- MRP1 pourrait intervenir dans 1’élimination active de la bilirubine non
conjuguée du systéme nerveux central vers la circulation sanguine.
Les différences d’expression et/ou de fonction de MRP1 pourraient expliquer
les différences de sensibilité des différentes structures cérébrales a
I'hyperbilirubinémie.

111.4.2. Conséquences dermatologiques et digestives

L’hyperbilirubinémie est suspectée sur le plan clinique chez un patient
présentant une coloration jaune plus ou moins intense de la peau et des
mugqueuses. Classiquement, un subictere (ictere modéré se manifestant par une
coloration jaune des conjonctives) est observé pour des concentrations de
bilirubine plasmatique comprises entre 25 et 50 pmol/L alors qu'un ictere franc
est observé pour des concentrations de bilirubine plasmatique supérieurs a 50
pmol/L. Contrairement a l'ictere a bilirubine conjuguée, l'ictére a bilirubine non
conjuguée n’entraine pas de prurit. Les selles sont normalement colorées.

111.4.3. Conséquences neurologigues

Dans les icteres intenses a bilirubine non conjuguée, la bilirubine libre va
atteindre électivement certaines structures centrales. Classiquement, les
séquelles de I'hyperbilirubinémie néonatale regroupent 4 signes :
une paralysie athétoide,
une surdité ou d’une perte de 'audition,
une diminution de la vision droite,

- une dysplasie de I'émail des premieéres dents.

Ces signes sont les conséquences directes des lésions induites par la bilirubine
sur les noyaux subthalamiques du globus pallidus, sur les noyaux cellulaires
des nerfs auditifs et occulo-moteurs (figure 13). D’autres régions cérébrales sont
classiquement affectées par I’hyperbilirubinémie comme le cervelet (en
particulier les cellules de Purkinje) et 'hippocampe (Shapiro, 2003).
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Figure 13. Imagerie par résonnance magnétique d'un enfant mdle de 6 jours né a 37 SA et présentant une
hyperbilirubinémie totale a 610 umol/L. Images A et B en coupe axiale (T1, TR 500, TE 12). Image C en
coupe coronale (TR600, TE 34). Image D en coupe sagittale (TR 450, TE 12). On note un hypersignal
bilatéral du globus pallidus (actuellement 4gé de 7 ans, cet enfant présente un développement intellectuel
normal, un handicap modéré avec dystonie et athétonie; il marche avec un déambulateur). D’apres
Shapiro, 2003.

Les manifestations neurologiques sont fonction de lintensité de
I'hyperbilirubinémie et de la rapidité de sa prise en charge médicale.

Risques a court terme de I'encéphalopathie bilirubinémique aigué

Elle se rencontre principalement chez les nouveau-nés mais peut survenir a
tout dge dans les pathologies de conjugaison de la bilirubine. Les premiers
signes sont peu spécifiques avec une léthargie et une diminution de l'appétit.
Puis les signes neurologiques progressent vers l’hypertonie, une hyper-
extension du cou et l'opisthotonos avec fievre et contractures aboutissant au
décés.

36



A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Introduction

Risques a long terme de [lencéphalopathie bilirubinémique aigué et des
hyperbilirubinémies modérées

Les conséquences a long terme de I’encéphalopathie bilirubinémique aigué
vont de la surdité avec paralysie athétoide sévere au retard mental modéré avec
troubles cognitifs 1égers et troubles de I"audition.

IV. Diagnostic biologique des anomalies de la conjugaison de la bilirubine

Le diagnostic biologique des hyperbilirubinémies non conjuguées repose
sur différentes techniques de dosage de la bilirubine qui devront, le cas échéant,
étre complétées par le dosage de l'albumine pour évaluer les risques
d’hyperbilirubinémie toxique. Dans des cas particuliers, le dosage de l'activité
enzymatique de UGT1A1 pourra apporter une réponse supplémentaire.

IV.1. Dosage biologique des différentes formes de bilirubine

Le diagnostic de I’hyperbilirubinémie est purement biologique. Les
méthodes de dosage de la bilirubine devront tenir compte des différentes
formes de bilirubine et étre capables au minimum de doser la bilirubine totale et
la bilirubine conjuguée. Plusieurs méthodes de dosage des différentes formes de
bilirubine sont actuellement disponibles. La mesure des dérivés mono- et di-
conjugués peut présenter un intérét supplémentaire méme si l'interprétation
reste difficile chez le nouveau-né présentant une immaturité physiologique de
I’activité bilirubine-glucuronosyltransférase.

Dosage en chimie liquide : exemple de I'analyseur multiparamétrique AU640©
(Olympus™,)

Le dosage de la bilirubine repose sur une réaction de conjugaison et sur
une lecture spectrophotométrique. La bilirubine directe (c’est-a-dire pouvant
étre dosée directement par réaction de diazotation) se lie a un sel de diazonium
en milieu acide (3,5-dichlorophényl-tétrafluoroborate de diazonium) pour
former l'azobilirubine. L’absorbance a 570 nm est proportionnelle a la
concentration en bilirubine directe. Pour le dosage de la bilirubine totale, il est
nécessaire de réaliser 1'étape de conjugaison en présence d’un accélérateur
(caféine et surfactant). La bilirubine indirecte est alors calculée par différence
entre la bilirubine totale et la bilirubine directe. Dans cette technique, la
bilirubine conjuguée est assimilée a la bilirubine directe et la bilirubine non-
conjuguée a la bilirubine indirecte (approximation valable dans la plupart des
cas).
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Dosage en chimie seche : exemple de l'analyseur multiparamétrique Vitros 950©
(OrthoClinical Diagnostics™)

Le systeme de chimie seéche Vitros© est capable de mesurer directement
plusieurs formes de bilirubine (bilirubines totale, conjuguée et non-conjuguée)
permettant ainsi le calcul de la bilirubine delta correspondant a la bilirubine liée
par covalence a I'albumine (Lauff et al., 1982). Le dosage est donc réalisé en
deux temps : une premiere plaque (appelée TBIL) va mesurer la bilirubine totale
puis une seconde plaque va mesurer la bilirubine conjuguée (Bc) et la bilirubine
non-conjuguée (Bu). En théorie, TBIL=Bc+Bu ; la présence de bilirubine delta
étant improbable chez I’adulte ou le nouveau-né en bonne santé. En pratique, il
est fréquent de trouver une différence entre TBIL et Bc+Bu. En l'absence
d’atteinte hépatique et si les valeurs mesurées se situent dans les valeurs de
référence, cette différence ne doit pas étre interprétée comme de la bilirubine
delta mais est a relier soit a I'addition des variabilités individuelles de chaque
dosage soit a la présence d’interférences comme I’hémolyse et/ou a la
photodégradation de la bilirubine. Pour obtenir une certaine cohérence entre les
différentes méthodes de dosage chez I’adulte et I’enfant (sauf le nouveau-né), la
bilirubine totale et la bilirubine non-conjuguée sont mesurées (respectivement)
par les plaques TBIL et Bu et la bilirubine directe est calculée (DBIL=TBIL-Bu).
Chez le nouveau-né de moins de 15 jours, pour éviter toute interférence avec la
bilirubine delta, le fabricant recommande une approche différente o1 ne sont
mesurées que la bilirubine conjuguée (Bc) et la bilirubine non-conjuguée (Bu), la
bilirubine néonatale étant alors calculée (NBIL=Bc+Bu). La valeur clinique

d’une telle distinction ne semble cependant pas clairement établie (Langbaum et
al., 1992).

Dosage spectrophotométrique : exemple de I'analyseur des gaz du sang ABL850©
(Radiometer™)

Le dosage de la bilirubine totale est réalisé par mesure optique et corrigé
selon la relation suivante :

ctBil(P)=ctBil(B)/ (1-Hct(calc)) ou
ctBil(P) représente la concentration en bilirubine totale,
ctBil(B) représente la concentration en bilirubine mesurée apres hémolyse de
I"échantillon,
Hct(calc) représente I’hématocrite calculé.
Cette technique de dosage ne permettant de mesurer que la bilirubine totale,
elle n'est pas utilisée en pratique quotidienne dans le suivi et le diagnostic des
hyperbilirubinémies néonatales.

Dosage par chromatographie liquide haute performance

Les premiéres séparations de la bilirubine sur colonne chromatographique
ouverte sans étape de déprotéinisation ont été réalisées des 1966 par Kuenzle et
collaborateurs (Kuenzle et al., 1966). Quatre fractions de bilirubine ont été
obtenues et caractérisées : la bilirubine non-conjuguée (a), la bilirubine mono-
conjuguée (P), la bilirubine di-conjuguée (y) et la bilirubine liée de facon
covalente a l'albumine (8). Par la suite, la chromatographie liquide haute
performance a permis de dépasser les problemes posés par l'instabilité de la
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bilirubine et de ses métabolites. Plusieurs méthodes de purification des fractions
ont été mises au point pour des dosages chromatographiques. La méthode
utilisant des standards de bilirubines non-conjuguée, mono- et di-conjuguée
mise au point par Lauff et collaborateurs reste la technique de dosage de
référence, bien qu’elle ne puisse pas, pour des raisons pratiques, étre utilisée en
pratique quotidienne (Lauff et al., 1981).

1V.2. Dosage biologique de I'albumine sérique

Dans l'évaluation des risques d’ictere nucléaire au cours des épisodes
d’hyperbilirubinémie, le dosage de l’albumine sérique permet de calculer le
rapport bilirubine/albumine et donc de déterminer la fraction de bilirubine
non-conjuguée libre.

Facteurs de conversion :
bilirubine : mg/dL *17.1 = umol/L,
albumine : g/L * 14.49 = umol/L.

Dosage par néphélémétrie : exemple de I’analyseur BNII© (Dade Behring™)

L’albumine forme, avec des anticorps spécifiques, des immuno-complexes.
L’absorption lumineuse du mélange réactionnel qui se trouve ainsi augmentée
est mesurée par photométrie. La vitesse maximale de réaction et le temps
nécessaire a l'obtenir sont fonction de la concentration en albumine. Ces
parametres mesurés sont comparés a une courbe de référence, ce qui permet de
calculer la concentration en albumine. Le rapport bilirubine sur albumine est
obtenu avec la relation bilirubinémie en umol/L / albuminémie en umol/L. La
prévention de l'ictere nucléaire passe par le maintien de ce rapport au-dessous
du seuil de 0,5.

1V.3. Dosage biologigue de I'activité enzymatique de UGT1A1

Si le dosage de la bilirubine est utile dans l'orientation et le suivi, le
diagnostic de certitude ne pourra étre réalisé que sur l'étude de l'activité
enzymatique bilirubine glucuronosyltransférase.

Mesure de l'activité hépatique bilirubine glucuronosyltransférase (Ritter et al.,
1990 ; Ritter et al., 1993)

La mesure de l'activité bilirubine glucuronosyltransférase est réalisée a
partir de microsomes d’hépatocytes ou a partir d’homogénats de cellules
transfectées avec un plasmide contenant le gene UGT1Al. Dans le milieu
réactionnel sont ajoutés de I'acide UDP-glucuronique marqué au carbone 14 et
de la bilirubine. Apres une incubation sans exposition a la lumiere et arrét de la
réaction par addition d’éthanol, les différentes formes de bilirubine sont

purifiées puis séparées par chromatographie en couche mince. La détermination
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des différentes fractions de bilirubine obtenues au cours de I'expérience se fait
par mesure de la radioactivité émise par le carbone 14 incorporé.

La réalisation de la mesure de cette activité pose deux problemes majeurs :

- étant donné la spécificité tissulaire de cette enzyme, la mesure de cette
activité ne peut étre réalisée qu’a partir d'une ponction-biopsie hépatique,

- la maladie de Crigler-Najjar va se manifester dans les premiéres heures ou
les premiers jours de vie or, a la naissance, l'activité bilirubine
glucuronosyltransférase est immature et n’atteindra son activité complete
que vers trois mois.

Il en résulte donc que, si cette mesure reste la seule permettant d’évaluer

I'importance du déficit enzymatique, elle est assez difficilement applicable en

pratique quotidienne pédiatrique. La pratique du diagnostic de la maladie de

Crigler-Najjar a été totalement modifiée grace aux développements des

techniques de biologie moléculaire.

V. Les modes de transmission des maladies génétiques

Depuis les travaux de Gregor Mendel, la connaissance des maladies
génétiques a beaucoup évolué, apportant ainsi des réponses a des maladies dont
la transmission ne pouvait répondre aux lois mendeliennes.

Le syndrome de Gilbert et la maladie de Crigler-Najjar sont des maladies
mendeliennes autosomiques récessives.

V.1. Les lois de Mendel

Les travaux du moine Johann Gregor Mendel sont a l'origine de la
génétique moderne. Ces travaux sur les caractéres des petits pois sont d'une
approche révolutionnaire. Son sens méthodologique aigu lui a permis, plus de
cent ans avant la description du support chimique de 1'hérédité, de déterminer
trois lois de transmission des caracteres génétiques.

1¢r loi de Mendel

Homogénéité et réciprocité : chaque parent contribue a part égale et pour
moitié au génotype de la génération suivante.

Ainsi, en croisant deux individus homozygotes pour un caractére mais
présentant chacun une version différente au locus d’intérét, la deuxiéme

génération comporte 100 % d’individus hétérozygotes.
[AA] x [aa] donne 100 % de [Aa]
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2¢me Joi de Mendel

Ségrégation et pureté des gametes : chaque gamete ne contient qu'un seul
facteur héréditaire pour un caractere donné soit une seule version de
chaque locus d’intérét.

Ainsi, en croisant deux individus hétérozygotes pour un caractére donné,
la deuxieme génération comporte 25 % d’individus homozygotes pour
chacune des deux versions différentes du locus d’intérét et 50 %
d’individus hétérozygotes.

[Aa] x [Aa] donne 25 % de [AA], 25% de [aa] et 50 % de [Aa]

3eme loi de Mendel

Libre combinaison des genes : deux caractéres placés sous le contrdle de
deux genes vont ségréger indépendamment.

Cette loi a été remise en question et suit en fait une loi statistique : plus
deux loci sont proches et plus la probabilité qu’ils ségrégent ensemble est
élevée. Ainsi, deux loci doivent étre suffisamment éloignés et non liés pour
étre considérés comme indépendants.

Les lois de Mendel sont toutes des conséquences de la méiose. Des
individus diploides produisent des gameétes haploides qui, en fusionnant,
donnent un nouvel individu original diploide. Les individus diploides
produisent en quantité égale des gametes haploides portant soit un allele
d’origine paternelle soit un allele d’origine maternelle. La méiose est toujours
accompagnée d"une étape de recombinaison entre les chromosomes appariés au
cours de la prophase de 1¢r division de méiose.

V.2. Les maladies mendeliennes

Les maladies dont le mode de transmission suit les lois de Mendel sont des
maladies a retentissement phénotypique important et a mode de transmission
simple. Les caractéristiques sont déduites de I'étude de l'arbre généalogique,
d’ou l'intérét de disposer de familles de malades pour ce type d’études.

Ces maladies peuvent étre :
- transmises par un autosome (hérédité autosomique) : un chromosome d’une
des paires 1 a 22 (tableau 4),
- transmises par le chromosome X (hérédité liée a I'X) : expression variable
selon la maladie et le sexe de I'individu porteur (tableau 5),
- transmises par le chromosome Y (hérédité holandrique): expression
uniquement chez les garcons.
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Tableau 4. Caractéristiques des maladies autosomiques dominantes ou récessives.

Dominant Récessif
Transmission verticale horizontale
Générations pas de saut sauts de génération

Sexe atteint

Sexe transmetteur
Descendance
Ascendance

méme probabilité pour les deux
méme probabilité pour les deux

sains => enfants sains atteints => enfants atteints
atteint => 1 parent atteint  atteint => parents sains ou
atteints

Tableau 5. Caractéristiques des maladies liées a I’X dominantes ou récessives.

Dominant Récessif

Transmission
Sexe atteint

Sexe transmetteur
Descendance
Ascendance

jamais de pere a fils
filles et garcons garcons >>>> filles
les deux la mére
sains => sains variable
pére : toutes les filles pére : fille si mére
meére : un enfant sur deux hétérozygote
mere : tous les garcons

La maladie peut prendre plusieurs formes d’expression possibles :

- caractere dominant : la maladie s'exprime méme si l'individu ne posséede
qu'un allele muté au locus morbide, soit par effet délétere de la protéine
mutée sur la protéine normale soit par haplo-insuffisance,

- caractere récessif : la maladie ne s’exprime que s’il n’existe aucune version
normale du géne au locus morbide (d’ot le cas particulier des maladies liées
a I’X chez les garcons),

- pénétrance variable : le déficit protéique induit par la ou les mutations peut
étre plus ou moins compensé par d’autres génes ou par des phénomenes

adaptatifs.

Il existe environ 4500 maladies génétiques mendeliennes dont > 60 % sont
autosomiques dominantes, ~ 30 % sont autosomiques récessives et < 10 % sont
liées au chromosome X. Beaucoup sont létales (touchant des voies
métaboliques) ou responsables de fausses couches.

Sur un plan évolutionniste, les maladies génétiques graves et fréquentes a
expression précoce devraient ou auraient dt disparaitre ou a minima atteindre
un niveau d’équilibre entre disparition et néomutation. Cependant, certaines de
ces maladies se sont maintenues dans 1’'espece humaine a un taux élevé par un
rééquilibrage entre pressions de sélection positive et négative. Ainsi une
maladie génétique pourtant délétere peut apporter un facteur de résistance face
a un autre fléau (par exemple infectieux) et donc sélectionner les patients
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porteurs de l'anomalie génétique dans une population réduite (goulot
d’étranglement). Un des principaux exemples reste la compétition entre
drépanocytose et malaria (Allison, 1954).

V.3. Les difficultés lors du conseil génétique

La fréquence des maladies mendeliennes suit une loi statistique :
- pour une maladie dominante, si un des parents est atteint, la probabilité
pour qu'un enfant soit atteint est de 50 %,
- pour une maladie récessive, si les deux parents sont hétérozygotes, la
probabilité pour qu'un enfant soit atteint est de 25 %.
Ces risques chiffrés sont applicables pour chaque enfant. Ainsi, dans le cas
d’une maladie dominante, le risque est de 50 % a chaque grossesse et non pour
I'ensemble de la fratrie. Ce point est extrémement important a expliquer aux
parents lors d"un conseil génétique.

EnI’absence d’analyse génétique donnant une estimation précise du risque
de transmission d’une maladie génétique, le conseil génétique doit tenir compte
des notions de consanguinité pouvant augmenter de maniere significative le
risque.

Lorsqu'une maladie génétique, notamment dominante, est diagnostiquée
chez un enfant mais qu’aucune anomalie génétique n’est retrouvée chez les
parents biologiques, il faut envisager deux situations pour lesquelles le conseil
génétique sera radicalement différent :

- une néomutation survenue au cours de la gamétogenése ou dans les
premiers stades du développement embryonnaire : le risque de récidive est
alors trés faible,

- la présence d’une mosaique germinale chez I'un des parents : I’estimation du
risque de récidive est alors tres difficile chez ’homme voire impossible chez
la femme.

V 4. Les maladies non mendeliennes

L’évolution des connaissances médicales a permis de lier de nombreuses
maladies a des caractéristiques génétiques dont la transmission ne répondait
pas aux lois de Mendel.

Les maladies polygéniques ont une expression phénotypique liée aux
nombre de geénes atteints. Ces génes peuvent ségrégés ensemble ou séparément.
L’exemple typique de ces maladies est la thalassémie a. La synthése protéique
des chaines de globine a de I'hémoglobine est placée sous la dépendance de
deux genes placés en tandem soit quatre alleles. L’expression phénotypique de
la maladie sera donc fonction du nombre d’alleles atteints (de 1 a 4), de la nature
cis ou trans des anomalies génétiques observées et de la nature méme des
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anomalies (absence totale de synthese protéique ou synthése d’une protéine a
activité réduite) (Bernini and Harteveld, 1998).

Les maladies polyfactorielles sont observées chez des individus ayant une
susceptibilité génétique a développer la maladie lorsqu’ils sont placés dans un
environnement a risque. De nombreuses maladies comme par exemple le
diabete (Bartsocas and Gerasimidi-Vazeou, 2006) ou les maladies auto-immunes
(Jacobson and Tomer, 2007) sont liées a la fois a une susceptibilité individuelle

d’ordre génétique et a un environnement défavorable (qu’il soit social,
alimentaire, écologique ...).

Les maladies mitochondriales représentent un champ particulier de la
génétique. En effet, I"ADN mitochondrial code des protéines majoritairement de
la chaine respiratoire dont les déficits sont responsables de maladies
métaboliques importantes (Zeviani and Carelli, 2007). La transmission des
maladies mitochondriales se fait de la mére a tous ses enfants, les mitochondries
provenant uniquement de ’'ovocyte.

Bien que rares sur 1’ensemble du génome, les genes peuvent se trouver au
niveau de points de cassure de remaniements chromosomiques (translocations,
inversions, cassures, remaniements inter ou intrachromosomiques). Ainsi,
plusieurs maladies dues a des remaniements chromosomiques cassant des
genes ont été rapportés et ont permis, bien avant le séquencage du génome
humain, de localiser ces genes dans le génome.

L’expressivité des pathologies liées a l'empreinte parentale n’est pas
fonction de la présence d’une anomalie de la séquence mais est due a une
modification chimique et héritable de la molécule d’ADN ou des protéines de
son environnement. La notion d’empreinte parentale a été élaborée a partir des
observations d’embryons de souris avec deux noyaux males (androgénotes) ou
avec deux noyaux femelles (gynogénotes) (figure 14).

La transmission des anomalies liées a I’empreinte parentale sera fonction
du sexe du parent transmetteur et de celui de I'enfant.
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Figure 14. Conséquences phénotypiques des embryons gynogénotes (au milieu) et androgénotes (a droite).

Ces observations ont conduit a la conclusion que les deux demi-génomes
n’étaient pas équivalents en termes d’'implication dans le développement de
I'embryon et des annexes. Ce mécanisme suppose donc qu’il y ait une
modification chimique de I’ADN dépendante du sexe du parent et que cette
modification soit héritable au fur et a mesure des divisions cellulaires mais
réversible lors de la gamétogenese (Wrzeska and Rejduch, 2004).

Les syndromes de Prader-Willi et Angelman représentent un exemple
caractéristique des maladies liées a I'empreinte parentale (Nicholls, 1993).

Parmi les anomalies génétiques responsables de maladies liées a
I'empreinte parentale, la plus fréquente est la disomie uniparentale
(hétérodisomie ou isodisomie). Trois mécanismes associant toujours deux
phénomenes méiotiques et/ou mitotiques sont responsables de la présence de
deux chromosomes d’une méme paire ayant la méme origine parentale chez un
individu :

- correction de monosomie : un gamete monosomique est fécondé par un
gamete nullisomique puis 1'ceuf corrige la monosomie en dupliquant le
chromosome présent (isodisomie),

+ — —
Isodisomie
uniparentale

Duplication d"'un chromosome
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- correction de trisomie : un gamete monosomique est fécondé par un gamete
disomique puis 1'ceuf corrige la trisomie en éliminant un des chromosomes
surnuméraires (isodisomie ou hétérodisomie),

+ — —
Hétérodisomie
uniparentale

Elimination aléatoire d’un
chromosome

- complémentation gamétique : un gameéte nullisomique est fécondé par un
gamete disomique (isodisomie ou hétérodisomie).

+ —
Hétérodisomie
uniparentale

La présence chez un méme individu de deux chromosomes ayant la méme
origine parentale pourra également étre révélée par une maladie récessive chez
un enfant dont un seul de parents est porteur (a l'état hétérozygote ou
homozygote) d'une anomalie de séquence.
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MATERIELS ET METHODES

Depuis la découverte du géne UGT1A1 en 1992 par Ritter et collaborateurs,
plus de 90 anomalies de séquence ont été rapportées chez des patients
présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I ou IL

Apres le rappel des régles de nomenclature des anomalies génétiques et
des notions de génétique de population, nous présenterons 1'organisation du
diagnostic moléculaire de la maladie de Crigler-Najjar utilisée dans ce travail et
la méthodologie employée.

I. Les régles de nomenclature des anomalies génétiques

Pour faciliter la communication scientifique en matiére de génétique
moléculaire, Antonarakis et le groupe de travail sur la nomenclature ont établi
des recommandations sur la désignation des anomalies génétiques
(Antonarakis, 1998 ; den Dunnen and Antonarakis, 2000; den Dunnen and
Antonarakis, 2001).

Le terme « mutation » doit étre exclusivement réservé a la désignation de
la substitution d’un acide nucléique par un autre. Le terme générique désignant
toute modification de la séquence nucléique par rapport a la séquence de
référence est «anomalie génétique». Les différents types d’anomalies
génétiques observés sont :

- la mutation : remplacement d’un nucléotide par un autre,

- la délétion : disparition d'un ou plusieurs nucléotides (avec ou sans décalage
du cadre de lecture),

- linsertion: ajout d"un ou plusieurs nucléotides (avec ou sans décalage du
cadre de lecture),

- la délétion-insertion : disparition d'un ou plusieurs nucléotides et ajout d'un
ou plusieurs acides nucléiques (avec ou sans décalage du cadre de lecture),

- l'inversion : retournement de la séquence sans perte ni ajout de nucléotides,
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la duplication (la répétition d’'une méme séquence ne doit pas étre désignée
comme une insertion mais comme une duplication).

Concernant les anomalies de séquence de I’ADN, les acides nucléiques

sont désignés selon le code a une lettre : A (adénine), T (thymine), G (guanine),
C (cytosine). La numérotation des acides nucléiques est fonction de la séquence
de référence. Pour les séquences établies a partir de I’ARN messager et retro-
transcrit en ADNc :

toutes les anomalies de séquence sont précédées de la lettre clé c.,

I’adénine du codon méthionine de départ est numérotée 1,

le nucléotide en 5 du codon de départ est numéroté -1 (pas de nucléotide 0),
le nucléotide en 3" du codon stop est numéroté *1,

les nucléotides introniques sont numérotés a partir du dernier nucléotide de
I"exon précédent puis +1, +2 etc. ou a partir du premier nucléotide de 'exon
suivant puis -1, -2 etc.

Pour les séquences établies a partir de I’ADN génomique :

toutes les anomalies de séquences sont précédées de la lettre clé g,

la numérotation se fait de maniére arbitraire avec 1, 2, 3 etc. en 3’ et -1, -2, -3
etc.en’’,

tous les nucléotides sont numérotés a la suite, y compris les nucléotides
introniques et non géniques (tableau 6).

Concernant les anomalies de séquence de la protéine, les acides aminés

sont désignés selon le code a trois lettres et le stop par un X. La méthionine de
départ est numérotée 1. Pour les anomalies de séquence avec décalage du cadre
de lecture, le premier acide aminé modifié est noté puis la position relative du
nouveau stop par rapport au premier acide aminé modifié est notée avec « fsX »

(tableau 6).

Tableau 6. Nomenclature pour la désignation des anomalies génétiques et peptidiques selon Antonarakis.

Anomalie Au niveau de 'ADN Au niveau protéique
Mutation faux-sens ¢.1070A>G p-GIn357Arg
Mutation non-sens c.576C>G p-Tyr192X
Délétion c.397_402delCAACAA p-Asn133_Lys134del
Insertion c.470_471insT p-Lys125_Aspl26insLeu
Délétion-insertion ¢.1160_1161delCCinsGT p-Gly85delinsLeuTyr
Duplication c.-41_-40dupTA p-179Phedup
Mutation frameshift p-Lys407 ArgfsX5
Modification d’épissage ¢.864G>C splicing
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II. Notions de génétique des populations

La génétique des populations permet de définir les fréquences des genes et
des génotypes, essentielles pour chiffrer les risques des maladies génétiques et
donc pour le conseil génétique.

I1.1. La loi de Hardy et Weinberg

La loi de Hardy et Weinberg permet de définir les fréquences des
génotypes dans la population a partir des fréquences alléliques. Pour pouvoir
appliquer la loi de Hardy et Weinberg, plusieurs conditions doivent étre
respectées :

- leffectif de la population doit étre illimité ou de tres grande taille,

- les mariages doivent se faire au hasard, sans tenir compte du génotype,

- il ne doit pas y avoir de migration de population brutale,

- il ne doit pas y avoir de sélection naturelle : tous les génotypes doivent étre
également viables et féconds,

- il ne doit pas y avoir de néomutation,

- la méiose doit pouvoir se faire normalement avec une ségrégation
indépendante des alleles.

Si ces conditions sont respectées, les fréquences des alleles et des
génotypes sont stables et la population est en équilibre.

Pouvons-nous appliquer la loi de Hardy et Weinberg a la maladie de
Crigler-Najjar au niveau de la population mondiale ? En s’intéressant a la
population mondiale, il parait légitime de considérer la population comme
illimitée (1¢r¢ condition). A 1’échelle de I'humanité, il est possible de considérer
que les mariages se font au hasard (la présence a I'état hétérozygote d’alléles
responsables de la maladie de Crigler-Najjar ne modifie pas le phénotype et
n’entraine pas de « sélection négative » au mariage ; 2™ condition) et qu'iln'y a
pas de migration de population brutale (3*m¢ condition). A priori, tous les
génotypes hétérozygotes sont également viables et féconds (4¢™¢ condition) et la
méiose doit pouvoir se faire sans sélection d’alleles (6°™e condition).

Nous allons pouvoir appliquer la loi de Hardy et Weinberg a la maladie de
Crigler-Najjar et ainsi calculer la fréquence des hétérozygotes.

La fréquence de la maladie est estimée a 1 naissance sur un million.

Soit p la fréquence du génotype sauvage et q la fréquence du génotype
muté, on détermine q?> comme étant la fréquence des homozygotes mutés, p? la
fréquence des homozygotes sauvages et 2pq la fréquence des hétérozygotes.

Donc g% =1/ 1000000 d"ott q =1 / 1000

Sachantque p+q=1, p =999 / 1000

Donc la fréquence de l'alléle sauvage est de 999/1000 et celle de I'allele

muté est de 1/1000
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La fréquence des génotypes est alors :

Homozygotes malades : g2 =1 / 1000000

Homozygotes sauvages : p2 = 998001 / 1000000 soit environ 998 / 1000
Hétérozygotes : 2pq = 1998 / 1000000 soit environ 2 / 1000

Si on considere que la maladie de Crigler-Najjar est a 1’équilibre, on peut
estimer que les pertes liées a la sélection naturelle sont compensées par les
néomutations. Dans la maladie de Crigler-Najjar, I'espérance de vie en dehors
de tout traitement est limitée a la petite enfance, donc avant I"dge reproductif.
On peut donc considérer que le coefficient d’adaptation est tres proche de 0
d’olt une sélection s proche de 1. Ainsi, la variation de la fréquence de l'alléle
muté peut étre estimé avec la relation Aq = - sq? soit Aq = -1 / 1000000. Ainsi, le
taux de néomutation peut étre estimé a 10°. Ce premier élément permet de
conclure que ni la sélection naturelle ni le dépistage anténatal ne pourront faire
disparaitre la maladie. De méme, les traitements apportés aux patients atteints
de la maladie de Crigler-Najjar ne modifieront pas la fréquence de la maladie.

11.2. La théorie de l'effet fondateur

Avec la reproduction sexuée et la méiose, un individu ne transmet que la
moitié de ses genes a chaque descendance. Ainsi, pour qu’il transmette la
totalité de ses genes, il faut que la descendance tende statistiquement vers
I'infini. En conséquence, des variants alléliques vont systématiquement se
perdre au fur et a mesure des générations (d’autant plus s’il n'y a pas de
descendance) alors que d’autres vont voir leur fréquence augmenter. Cette
observation sera d’autant plus vraie que la population sera réduite (dou
I'importance de la taille infinie de la population dans la validation de la loi de
Hardy et Weinberg).

Lorsqu’il y a un isolement reproducteur (parce qu'un groupe d’individus
se sépare de la population générale pour coloniser de nouveaux territoires ou
parce qu’il s’isole culturellement dans des communautés restreintes), une
fraction de la variété allélique de la population d’origine va acquérir une
indépendance d’évolution. Ainsi, dans une population donnée vont apparaitre
des effets fondateurs qui, si l'isolement reproducteur est total, pourront
conduire a un phénomene de spéciation.

Dans la théorie de l'effet fondateur, la présence a un taux élevé d'un
variant allélique particulier dans une population limitée par rapport a la
population générale (ou mondiale) est liée a I'introduction ou a la sélection de
cet allele dans une population prenant une autonomie reproductive. Cette
théorie a permis d’expliquer la forte prévalence de certaines maladies
génétiques dans des populations isolées (physiquement ou culturellement) par
rapport au reste de la population.
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III. Le diagnostic moléculaire de la maladie de Crigler-Najjar

Bien que la description des anomalies de séquence identifiées chez des
patients présentant une maladie de Crigler-Najjar ne puisse pas a priori
permettre une orientation vers le type I ou le type II, la génétique moléculaire a
completement modifié I'organisation du diagnostic de cette maladie.

Le laboratoire de génétique moléculaire de 1'hdpital Antoine Béclere de
Clamart fait partie du Centre de Référence des Maladies Héréditaires du
Meétabolisme Hépatique. A ce titre, il est en mesure de réaliser le diagnostic de
la maladie de Crigler-Najjar et du syndrome de Gilbert et d’identifier toute
nouvelle anomalie de séquence.

I11.1. La validité de la demande de diagnostic moléculaire

De maniere a réduire les délais de rendu des résultats et les cotits de
réalisation des analyses, une méthodologie de diagnostic précise a été établie.

Etant donné la rareté de la maladie de Crigler-Najjar, ce diagnostic ne doit
étre évoqué qu’apres avoir éliminé les autres causes d’hyperbilirubinémie non-
conjuguée :

- hyper-hémolyse corpusculaire due a un déficit enzymatique, a une anomalie
de l'hémoglobine ou de la membrane de l'érythroblaste (baisse de
I’hémoglobine, baisse de l’haptoglobine, mise en évidence du déficit
enzymatique, de l'anomalie de I'hémoglobine ou de I’anomalie
membranaire),

- hyper-hémolyse extra-corpusculaire mécanique, immunologique ou toxique
(baisse de I'hémoglobine, baisse de I'haptoglobine, recherche d'une allo- ou
d’une auto-immunisation, recherche de toxiques, de médicaments,
d’infections notamment par le parvovirus B19),

- déficit partiel en activité bilirubine glucuronosyltransférase du syndrome de
Gilbert.

De plus, plusieurs situations favorisant l'ictere néonatal ont été rapportées

comme la prématurité et ’allaitement maternel.

Dans un premier temps et en dehors d’un contexte familial particulier avec
des antécédents de maladie de Crigler-Najjar, I’analyse moléculaire sera limitée
a la recherche du syndrome de Gilbert chez les enfants de moins de 2 mois
présentant un ictére. En cas de persistance de l'ictere au-dela de 2 mois a des
concentrations supérieurs a 150 pmol/L de bilirubine totale (totalement ou tres
majoritairement non-conjuguée), I’analyse moléculaire sera poursuivie sur la
recherche de la maladie de Crigler-Najjar.

Pour le diagnostic du syndrome de Gilbert, la nature de l’analyse

moléculaire est fonction de l'origine ethnique du patient. Pour les patients
d’origine caucasienne ou africaine, seule 1'anomalie du promoteur du gene
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UGT1A1 est recherchée. Pour les patients d’origine asiatique, la mutation
c.211G>A est en plus recherchée.

Pour le diagnostic de la maladie de Crigler-Najjar, la mise en évidence de
plusieurs effets fondateurs permet dans un premier temps une recherche ciblée
pour certains groupes de patients. Chez les patients originaires de Tunisie (et
d’une maniere plus générale d’Afrique du Nord), la mutation c.1070A>G est
systématiquement recherchée (Francoual et al., 2002a). De méme, chez les
patients originaires de Turquie, la présence de la mutation ¢.1489delC est
recherchée en premier. Si ces anomalies de séquence spécifiques sont identifiées
a l'état homozygote, I'analyse est arrétée. Dans le cas contraire, 1'étude est
poursuivie avec I'analyse de l'ensemble des 5 exons (et des jonctions intron-
exon) du gene UGTIAI. Pour tous les autres patients, ’analyse moléculaire est
d’emblée élargie a I'ensemble des 5 exons. Dans tous les cas, une recherche du
syndrome de Gilbert (anomalie du promoteur) est réalisée en parallele (figure
15).

Demande de recherche moléculaire du syndrome de Gilbert et
de la maladie de Crigler-Najjar

—7 ' I

\

Syndrome de Gilbert, patient
d’origine caucasienne ou africaine
Recherche de 'anomalie A(TA);TAA
du promoteur de UGT1A1

/

Syndrome de Gilbert, patient
d’origine asiatique
Recherche de 'anomalie A(TA);TAA
du promoteur de UGT1A1 et de la
mutation ¢.211G>A

Maladie de Crigler-Najjar, patient
d’origine tunisienne
Recherche de 'anomalie A(TA);TAA
du promoteur de UGT1A1 et
recherche de la mutation ¢.1070A>G
dans I'exon 3
Si recherche négative : screening des
exons 1, 2, 4 et 5 (avec les jonctions
intron-exon) en SSCP puis séquence
de I'exon si profil anormal
Si screening négatif : séquencage des
exons 1, 2, 3,4 et 5 (avec les jonctions
intron-exon)

Maladie de Crigler-Najjar, patient
autre origine
Recherche de 'anomalie A(TA);TAA
du promoteur de UGT1A1 et
screening des exons 1,2, 3, 4 et 5
(avec les jonctions intron-exon) en
SSCP puis séquence de I'exon si
profil anormal
Si screening négatif : séquencage des
exons 1, 2, 3,4 et 5 (avec les jonctions
intron-exon)

!

Maladie de Crigler-Najjar, patient
d’origine turque
Recherche de 'anomalie A(TA);TAA
du promoteur de UGT1A1 et
recherche de la délétion c.1489delC
dans I'exon 5
Si recherche négative : screening des
exons 1, 2, 4 et 5 (avec les jonctions
intron-exon) en SSCP puis séquence
de I'exon si profil anormal
Si screening négatif : séquencage des
exons 1, 2, 3, 4 et 5 (avec les jonctions
intron-exon)

Figure 15. Arbre décisionnel pour le diagnostic moléculaire du syndrome de Gilbert et de la maladie de

Crigler-Najjar.
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La gravité de la maladie de Crigler-Najjar de type I et le risque élevé de
récidive dans une famille touchée (risque théorique de 25% de récidive s’il y a
déja un enfant atteint) justifient la mise en place d'un diagnostic anténatal
(Moghrabi et al., 1993b ; Ciotti et al., 1997 ; Francoual et al., 2002b). L’activité
enzymatique bilirubine glucuronosyltransférase n’étant pas mesurable sur les
prélevements anténatals (villosités trophoblastiques, liquide amniotique,
ponction de sang fcetal) du fait de 'immaturité enzymatique et de la spécificité
d’organe, 'analyse moléculaire du gene UGTIAI reste la seule alternative
possible. Cependant, la grande diversité des anomalies de séquence décrites et
la lourdeur de l'analyse systématique des 5 exons imposent une analyse
moléculaire préalable des parents (identification des alleles parentaux
pathogénes). L’analyse moléculaire peut alors étre réalisée directement sur
I’ADN extrait des cellules trophoblastiques aprés prélevement de villosités
choriales ou des amniocytes prélevés par ponction de liquide amniotique apres
culture.

L’avenir du diagnostic anténatal de la maladie de Crigler-Najjar de type I
passera probablement par le développement d"un diagnostic préimplantatoire.

I11.2. Matériels et méthodes

Pour un diagnostic moléculaire de maladie de Crigler-Najjar chez un
nouveau-né, un enfant ou un adulte, I’ADN est extrait a partir des lymphocytes
circulants périphériques. Apres lecture et signature du consentement éclairé du
patient ou de ses représentants légaux pour les mineurs et les adultes sous
tutelle, un échantillon de sang est recueilli sur anticoagulant (de préférence de
I’'EDTA, mais le recueil est également possible sur héparinate de lithium). Cet
échantillon peut étre conservé plusieurs jours non centrifugé a +4°C sans que
I’ADN ne soit dégradé. Cependant, pour une conservation a plus long terme,
I’échantillon doit étre centrifugé pendant 10 minutes a 4000g puis, apres avoir
éliminé le plasma, la couche leucocytaire est prélevée et congelée a -20°C.

A partir de cet échantillon préparé, I’ADN est extrait grace au kit
d’extraction QIAamp DNA Blood Mini Kit (QiaGen, Courtaboeuf, France) et
conservé a +4°C ou congelé a -20°C.

Les séquences des primers et les conditions des réactions de PCR sont
présentées respectivement dans les tableaux 7 et 8.

Du fait de sa grande taille (produit d’amplification de 904 pb), I'exon 1
n’était pas analysable en SSCP et le séquencage était souvent difficile dans les
extrémités terminales aussi bien en forward qu’en reverse. Ainsi, de nouvelles
amorces ont été dessinées pour une analyse de I'exon 1 en deux fragments
chevauchants appelés exon 1A et exon 1B.

54



A propos de la maladie de Crigler-Najjar - Matériels et méthodes

Tableau 7. Amorces utilisées pour I'amplification des séquences d’intérét dans I'étude moléculaire du gene

UGT1AL
Amplicon  Amorce OFL Séquence Amorce OLR Séquence
Promoteur UGT1PROOLF 5'GTCACGTGACACAGTCAAAC3'  UGTIPROOLR 5TTTGCTCCTGCCAGAGGTT 3!
Exon 1A UGTI1EX1OLF 5'AGGAGCAAAGGCGCC 3! UGTI1EX1A 5'AGTGGGCAGAGACAGGTA 3'
Exon 1B UGT1EX1B 5'ACTTACTGCACAACAAGGAG3'  UGTIEXIOLR  5'GCTTGCTCAGCATATATCTGGG 3'
Exon 2 UGT1EX20LF 5'CTATCTCAAACACGCATGCC 3' UGT1EX20LR 5'GGATTAGCGCTCCTGTGAA 3'
Exon 3 UGT1EX30LF  5'GTCTTTCTTTACGTTCTGCTC 3' UGT1EX30LR 5'GACCCTGGTTTGACCTATAC 3'
Exon 4 UGT1EX4OLF  5'CTCAGAGATGTAACTGCTGAC3' UGTIEX40OLR  5'CATGAATGCCATGACCAAAG 3!
Exon 5 UGT1EX50LF  5'GTTCATACCACAGGTGTTCCA3'  UGTIEXS50OLR  5'GGAAATGACTAGGGAATGGTTC 3'
Tableau 8. Conditions de PCR pour 'amplification des séquences d’intérét dans I'étude moléculaire du
gene UGT1AL.
Amplicon Nombre de cycles Dénaturation Hybridation Elongation Elongation finale
Promoteur 32 45sec a 95°C  40seca56°C  40seca 72°C 7 min a 72°C puis 4°C
Exon 1A 32 50 seca 95°C 50 sec a 59°C 60 sec a 72°C 7 min a 72°C puis 4°C
Exon 1B 32 45sec a95°C  50seca 56°C 50 seca 72°C 7 min & 72°C puis 4°C
Exon 2 32 45sec a95°C  50seca 56°C 50 seca 72°C 7 min & 72°C puis 4°C
Exon 3 32 45sec a95°C  50seca 56°C 50 seca 72°C 7 min & 72°C puis 4°C
Exon 4 32 45sec a95°C  50seca 56°C 50 seca 72°C 7 min & 72°C puis 4°C
Exon 5 32 45 sec a 95°C 50 sec a 56°C 50 sec a 72°C 7 min a 72°C puis 4°C

De méme, confrontés a des difficultés lors des réactions de PCR
(amplification faible) ou lors des réactions de séquencage (séquence forward
illisible), les couples d’amorce pour I'amplification du promoteur et de 1’exon 2
ont été redessinés par rapport a la description princeps (Bosma et al., 1992a).

Les analyses par SSCP ont été réalisées sur l'unité d’électrophorese
GenePhor© (GE Healthcare™, Saclay, France).

Les réactions de séquencage ont été réalisées a 1'aide du kit BigDye
Terminator V3© (Applied Biosystems™, Courtaboeuf, France), purifiées en
éthanol et EDTA et analysées par électrophorese capillaire a l'aide de
I'analyseur d’acides nucléiques ABI Prism 31300 (Applied Biosystems™).
L’analyse des données de séquence a été réalisée grace au logiciel SeqScape 2.50
(Applied Biosystems™).
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RESULTATS

Dans une premieére partie, nous présenterons les différentes anomalies de
séquences identifiées dans le géne UGT1A1 au cours de ce travail. A partir de
ces résultats, nous présenterons les relations entre génotype et phénotype.

Dans une deuxiéme partie, nous présenterons deux cas de maladie de
Crigler-Najjar pour lesquels la transmission et la réalisation du diagnostic se
sont révélés « non classiques ».

Enfin, bien que la maladie de Crigler-Najjar soit caractérisée d’une maniére
générale par une grande variété allélique, nous présenterons plusieurs pays ol
des effets fondateurs ont été suspectés et plus particulierement la Tunisie ot un
effet fondateur pour la mutation c.1070A>G a pu étre démontré sur le plan
moléculaire.

I. Les anomalies de séquence responsables de la maladie de Crigler-Najjar
nouvellement décrites

Dans notre laboratoire, nous avons réalisé I’analyse moléculaire du gene
UGT1A1 et de son promoteur chez 118 patients adressés pour ictere a bilirubine
non conjugué intense. Quarante et une anomalies de séquence ont ainsi été
mises en évidence (tableau 9).

Ces résultats confirment la grande hétérogénéité allélique de la maladie de
Crigler-Najjar. Cependant, quelques rares anomalies ont été retrouvées de
maniere récurrente dans certaines populations comme la mutation ¢.1070A>G
dans la population tunisienne ou la délétion c.1489delC dans la population
turque (voir chapitre suivant).

Relier une anomalie de séquence a un phénotype de maladie de Crigler-
Najjar de type I ou de type II reste relativement difficile. En effet, il existe trés
peu d’études ayant vérifié, par expression in vitro et mesure de l'activité
UGT1A1, I'impact des anomalies de séquence identifiées (Seppen et al., 1994).
De plus, l'expression phénotypique de la maladie semble modulée par
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I'environnement génétique. En effet, la présence ou non de lI'anomalie du
promoteur, la présence ou non du polymorphisme de la séquence de liaison du
phénobarbital ou PBREM (Sugatani et al., 2002) semblent moduler la gravité de
la maladie, notamment dans le type II. Enfin, les patients porteurs d’une
maladie de Crigler-Najjar sont souvent des hétérozygotes composites :
I'implication de chaque mutation dans le phénotype étant alors impossible a
déterminer avec précision.

Tableau 9. Anomalies de séquence du géne UGT1A1 mises en évidence au laboratoire

Type de modification Exon  Modification de la séquence Protéine prédite Référence
nucléotidique

Variation de répétition c.1-41_1-40insTATA

Variation de répétition c.1-41_1-40insTA

Grosse délétion Délétion promoteur et exon 1

Mutation ponctuelle 1 c1A>G p-Met1? Petit et al., 2006

Mutation ponctuelle 1 ¢.118T>C p-Trp40Arg Petit et al., 2006

Mutation ponctuelle 1 c182C>G p-Ala61Gly

Mutation ponctuelle 1 c211G>A p-Gly71Arg Aono et al., 1993

Petite délétion 1 c.300delT p-Phe100LeufsX10 Petit et al., 2004

Petite délétion 1 c.396_401del CAACAA p-His132GIn;Asn133_Lys134del Petit et al., 2006

Petite délétion 1 c.470delG p-Ser157ThrfsX47

Petite délétion 1 c.513_515delCTT p-Phel71del Ritter et al., 1993

Mutation ponctuelle 1 ¢.554A>C p-GIn185Pro Petit et al., 2006

Mutation ponctuelle 1 c.583A>G p-Argl95Gly

Petite insertion 1 c.652_653insT p-Ser218PhefsX40 Petit et al., 2004

Mutation ponctuelle 1 c.674T>G p-Val225Gly Iolascon et al., 2000

Mutation ponctuelle 1 c.838T>G p-Cys280Gly

Mutation ponctuelle 1 c.847C>T p-GIn283X D’Apolito et al., 2007

Mutation splicing c.865-1G>A Servedio et al., 2005

Insertion-délétion 2 c.878_891dell4insA p-Tyr293MetfsX69 Sappal et al., 2002

Mutation ponctuelle 2 c.907G>A p-Val303Met

Mutation ponctuelle 2 c.923G>A p-Gly308Glu Erps et al., 1994

Mutation ponctuelle 2 c.992A>G p-GIn331Arg Moghrabi et al., 1993a

Petite délétion 2 c.994_996+1del ACAG

Mutation ponctuelle 8 ¢.1060T>C p-Trp354Arg Servedio et al., 2005

Mutation ponctuelle 3 ¢.1070A>G p-GIn357Arg Labrune et al., 1994

Mutation splicing c.1084+6T>G

Mutation ponctuelle 4 ¢.1100G>C p-Arg367Pro Petit et al., 2004

Mutation ponctuelle 4 c.1130G>T p-Gly377Val Kadakol et al., 2000

Mutation ponctuelle 4 c.1156G>T p-Val386Phe Petit et al., 2004

Mutation ponctuelle 4 c.1174C>T p-Pro392Ser

Petite délétion 4 c.1176delC p-Leu393CysfsX19 Petit et al., 2004

Mutation ponctuelle 4 c.1184G>T p-Gly395Val Servedio et al., 2005

Mutation ponctuelle 4 c.1198A>G p-Asn400Asp Labrune et al., 2002

Mutation ponctuelle 4 c.1205A>T p-Lys402Thr Petit et al., 2004

Petite délétion 4 c.1220delA p-Lys407ArgfsX5 Kadakol et al., 2000

Petite insertion 4 c.1223_1224insG p-Ala429SerfsX13 Labrune et al., 1994

Mutation splicing c.1304+1G>T Servedio et al., 2005

Petite délétion 5] c.1354delG p-Val453TrpfsX14

Mutation ponctuelle 5 c.1381T>C p-Trp461Arg Maruo et al., 2003

Mutation ponctuelle 5] c.1456T>G p-Tyrd86Asp Aono et al., 1993

Petite délétion 5 ¢.1489delG p-Ala497ProfsX4
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1.1. Anomalies de séquence identifiées chez des patients ayant une maladie de Crigler-
Najjar de type I (article 1)

Allelic heterogeneity of Crigler-Najjar type I syndrome: a study of 24 cases.
Petit FM, Gajdos V, Francoual J, Capel L, Parisot F, Poiis C, Labrune P.
Clin Genet. 2004 66:571-2.

Au cours de ce travail, nous avons recherché les anomalies de séquence du
gene UGT1A1 chez 24 patients atteints de la maladie de Crigler-Najjar de type 1.
Ces patients étaient originaires de plusieurs pays: Tunisie, Italie, Turquie,
France, Liban, Algérie et Pologne.

Apres extraction de I’ADN génomique, les 5 exons de UGT1A1 ont été
amplifiés par PCR. Les produits d’amplification ont été séparés par SSCP et
séquencés en cas d’anomalie de profil. La recherche de I’anomalie du promoteur
a été systématiquement réalisée chez chaque patient.

Nous avons mis en évidence 11 anomalies de séquence dont 6 étaient

nouvellement décrites :

- ¢.300delT (incorrectement dénommée 295delT) responsable de Ia
modification de séquence peptidique p.Phe100LeufsX10,

- €.652_653insT responsable de la modification de séquence peptidique
p-Ser218PhefsX40,

- ¢1100G>C responsable de la modification de séquence peptidique
p-Arg367Pro,

- ¢1156G>T responsable de la modification de séquence peptidique
p-Val386Phe,

- ¢1176delC responsable de la modification de séquence peptidique
p-Leu393Cysfsx19,

- ¢1205A>T responsable de la modification de séquence peptidique
p-Lys402Thr,

L’erreur sur la mutation 513_515delCTT résulte d'une impossibilité de

déterminer les points précis de la délétion dans cette région répétitive (Petit et

al., 2005 ; Petit et al., 2007).

Le diagnostic moléculaire de la maladie de Crigler-Najjar permet
d’apporter une réponse rapide en évitant au patient une biopsie hépatique avec
mesure de l'activité enzymatique. De plus, il est la seule technique permettant
un diagnostic anténatal.
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1.2. Anomalies de séquence identifiées chez des patients ayant une maladie de Crigler-
Najjar de type 11 (article 2)

Crigler-Najjar type II syndrome may result from several types and
combinations of mutations in the UGT1A1 gene.

Petit F, Gajdos V, Capel L, Parisot F, Myara A, Francoual J, Labrune P.

Clin Genet. 2006 69:525-7.

Au cours de ce travail, nous avons recherché les anomalies de séquence du
gene UGT1A1 chez 13 patients présentant une maladie de Crigler-Najjar de type
IT et originaires de plusieurs pays (France, Portugal, Tunisie, Turquie et Maroc).
Le diagnostic avait été porté par la détermination des concentrations de
bilirubine (ictere a bilirubine non conjuguée) et par une réponse partielle au
traitement inducteur par le phénobarbital.

La méthodologie de I’analyse moléculaire était identique a celle de I’article
précédent. Pour 4 des patients, une mesure des fractions non conjuguée, mono
et di conjuguée de la bilirubine a pu étre réalisée par HPLC montrant une
diminution importante des fractions conjuguées par rapport au témoin.

Parmi les 15 anomalies de séquence identifiées chez les patients, 4 étaient

nouvelles :

- ¢.1A>G responsable d"une modification du site initiateur de la transcription,

- ¢118C>T responsable de la modification de séquence peptidique
p-Trp40Arg,

- ¢.396_401del CAACAA responsable de la modification de séquence
peptidique p.His132GIn;Asn133_Lys134del,

- ¢.554A>C responsable de la modification de séquence peptidique
p-GIn185Pro.

Ces résultats confirment I'hétérogénéité dans l'expression phénotypique
des anomalies de séquence du gene UGT1Al1 puisque parmi les anomalies
retrouvées ici chez des patients présentant une maladie de type II, certaines
avaient été retrouvées chez des patients présentant une maladie de type L
L’environnement génétique semble donc jouer un role important dans
I'expression phénotypique.
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1.3. Difficultés liées au diagnostic des maladies rares (article 3)

Comments on seven novel mutations of the UGT1A1 gene in patients with
unconjugated hyperbilirubinemia by D'Apolito et al.

Petit FM, Hébert M, Gajdos V, Mollet-Boudjemline A, Labrune P.

Haematologica. 2007 92(7):e80.

Dans cette lettre a 'éditeur de la revue Haematologica, nous avons apporté
quelques précisions sur un article publié dans cette revue par D’Apolito et
collaborateurs (D" Apolito et al., 2007).

Les auteurs ont rapporté 7 nouvelles mutations dans le gene UGT1A1
identifiées chez des patients présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I
ou de type II. Cependant, nous avons constaté que :

- la délétion c.513_515delCTT rapportée ici avait déja été décrite par Ritter et
collaborateurs (Ritter et al., 1993),

- linsertion c.652_653insT rapportée ici avait déja été décrite dans notre
laboratoire en 2004,

- il existait une erreur dans la numérotation des nucléotides dans la
description de la délétion c.717_718del,

- il existait une erreur dans la description de la protéine prédite induite par la
derniere anomalie de séquence rapportée.

Ces observations confirment les difficultés dans la réalisation des

diagnostics moléculaires de maladies rares telles que la maladie de Crigler-
Najjar.
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1.4. Relations ¢énotype-phénotype

L’évolution des connaissances en génétique a clairement montré que les
relations entre le génotype et le phénotype dépendaient de deux éléments :
- la séquence génétique et donc peptidique,

- l'environnement cellulaire.

Concernant la séquence génétique elle-méme, il est quasiment impossible
de déterminer la fonction et I'importance de chaque acide aminé parce, d’une
part, les protéines comportent souvent un nombre important d’acides aminés et,
d’autre part, pour chaque acide aminé, il existe 19 autres acides aminés pouvant
se substituer a lui.

1.4.1. Données obtenues par l'étude des patients

La détermination de relations génotype-phénotype passe par plusieurs
étapes de réalisation délicate : la mutagenése dirigée contre un ou plusieurs
nucléotides, la transfection dans des cellules humaines n’exprimant pas
normalement UGT1A1, la mesure de l'activité enzymatique de la forme de
UGT1A1 produite.

Partant des données moléculaires obtenues chez un patient présentant une
maladie de Crigler-Najjar de type I, Ritter et collaborateurs ont pu déterminer
I'importance du dimere de phénylalanine en position 170-171 dans l'activité
enzymatique (Ritter et al.,, 1993). En effet, la suppression d'une des deux
phénylalanines entraine, a pH 6.4, la disparition complete de I'activité
enzymatique. Cette étude souligne de plus une difficulté technique
supplémentaire dans la réalisation de ce type d’analyse. En effet, les auteurs ont
montré que cette différence d’activité enzymatique observée a pH 6.4 (pH
optimum) n’était plus visible a pH 7.6 (pH utilisé en routine dans les études de
glucuronidation de la bilirubine). Deux conclusions émergent donc de ces
données :

- le dimere de phénylalanine hydrophobe jouerait un roéle critique dans la
liaison de I'enzyme aux substrats lipophiles,

- les conditions optimales de fonctionnement de l'enzyme suggerent une
localisation permettant d’assurer un pH bas et une faible charge ionique
(comme dans le réticulum endoplasmique).

En 2000, Kadakol et collaborateurs ont colligé les données de plusieurs
études sur les mutations responsables de maladie de Crigler-Najjar de type I ou
de type II (Kadakol et al., 2000).

Toutes les mutations non-sens et toutes les variations de séquence
frameshift observées entrainent une abolition complete de lactivité
enzymatique et sont donc retrouvées chez les patients présentant une maladie
de Crigler-Najjar de type I. De méme, les modifications des sites accepteurs ou
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Type de modification Exon

donneurs d’épissage sont responsables d’une désorganisation compléte de
I'enzyme.

Pour les mutations ponctuelles, I'orientation vers une maladie de Crigler-
Najjar de type I ou de type II est fonction de la localisation dans la protéine (il
semble exister des micro-régions critiques comme la diphénylalanine 170-171) et
de la nature chimique de la substitution. Dans la maladie de Crigler-Najjar de
type II, la réduction de l'activité enzymatique peut étre imputée a plusieurs
mécanismes :

- une modification de l'affinité de I'enzyme pour son substrat (modification
du Km),

- une réduction de la vitesse enzymatique (réduction de Vmax),

- une diminution de la concentration en enzyme dans le réticulum
endoplasmique.

Dans de nombreux cas, le mécanisme de la réduction de l’activité enzymatique

n’est pas élucidé.

1.4.2. Répartition des anomalies de séquence dans le géne UGT1A1

Le tableau 10 regroupe toutes les anomalies de séquence du géne UGT1A1
décrites dans la littérature et les dernieres mises en évidence dans notre
laboratoire.

Actuellement, il existe dans le géne UGT1A1 103 anomalies de séquence
identifiées chez des patients présentant un syndrome de Gilbert ou une maladie
de Crigler-Najjar de type I ou II dont 60 mutations faux-sens, 13 mutations non-
sens, 18 petites délétions, 3 petites insertions, 2 insertions-délétions, 1
duplication, 6 mutations de splicing.

Tableau 10. Anomalies de séquence du gene UGT1AI.
Référence

Modification de la séquence Protéine prédite

nucléotidique

Variation de répétition
Variation de répétition
Grosse délétion

c.1-41_1-40insTATA
c.1-41_1-40insTA
Délétion promoteur et exon 1

Mutation ponctuelle 1 c1A>G p-Met1? Petit et al., 2006
Mutation ponctuelle 1 c44T>C p-Leul5Arg Seppen et al., 1996
Mutation ponctuelle 1 c.101C>A p-Pro34GIn Servedio et al., 2005
Mutation ponctuelle 1 c.115C>G p-His39Asp Kadakol et al., 2000
Mutation ponctuelle 1 c.118T>C p-Trp40Arg Petit et al., 2006
Mutation ponctuelle 1 c.145C>T p-GIn49X Gantla et al., 1998
Mutation ponctuelle 1 c.182C>G p-Ala61Gly

Petite délétion 1 ¢.210delC p-Asp70GlufsX7 D’Apolito et al., 2007
Mutation ponctuelle 1 c211G>A p.Gly71Arg Aono et al., 1993
Mutation ponctuelle 1 c222C>A p-Tyr74X Kadakol et al., 2000
Mutation ponctuelle 1 c.247T>C p-Phe83Leu Sutomo et al., 2002
Petite délétion 1 ¢.300delT p-Phe100LeufsX10 Petit et al., 2004
Mutation ponctuelle 1 c.337T>G p-Tyr113Asp

Petite délétion 1 c.357_358delCT p-Ser120CysfsX26 Ciotti et al., 1997
Mutation ponctuelle 1 ¢.392T>C p-Leul31Pro Aono et al., 1995
Petite délétion 1 c.396_401del CAACAA p-His132GIn;Asn133_Lys134del Petit et al., 2006
Mutation ponctuelle 1 c.466T>C p-Cysl156Arg Ghosh et al., 2005
Petite délétion 1 c.470delG p-Ser157ThrfsX47

Petite insertion 1 c.470_471insT p-Ile159HisfsX24 Rosatelli et al., 1997
Mutation ponctuelle 1 c479T>A p-Val160Glu Huang et al., 2006
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Duplication

Petite délétion
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite insertion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation splicing
Mutation splicing
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Insertion-délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation splicing
Mutation splicing
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Insertion-délétion
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Mutation ponctuelle
Petite délétion
Petite insertion
Mutation ponctuelle
Mutation splicing

QD W W W WWWWWWNPNNMNDNMNNNNMNDNMNNMNNDDNODDN PR R RRRRPRRRRRRRPRRRRRPRRPRRRRRS

L S S N el s s s T S S S N S S

¢.488_491dupACCT
¢.513_515delCTT
c.517delC
c.524T>A
¢.529T>C
c.530G>A
c.554A>C
c.576C>G
c.583A>G
c.610A>G
c.625C>T
€.652_653insT
c.674T>G
c.686C>A
c.722_723delAG
c.801delC
¢.826G>C
c.835A>T
c.838T>G
c.840C>A
c.847C>T
c.864+1G>C
c.865-1G>A
c.875C>T
c.878_891del14
c.878_891dell4insA
c.881T>C
c.907G>A
c.923G>A
c.928A>G
¢.973delG
c.991C>T
c.992A>G
c.994_996+1delACAG
¢.1005G>A
¢.1006C>T
c.1007G>A
c.1007G>T
c.1021C>T
c.1043delA
¢.1060T>C
c.1060T>A
¢.1069C>T
¢c.1070A>G
c.1084+6T>G
¢.1085-2A>G
c.1091C>T
¢.1099C>G
¢.1100G>C
c.1102G>A
c.1108A>G
c.1124C>T
c.1127A>G
c.1130G>T
c.1143C>G
c.1156G>T
c.1159C>T
¢.1160_1161delCCinsGT
¢.1174C>T
c.1176delC
c.1184G>T
c.1186delG
c.1198A>G
¢.1201G>C
c.1205A>T
¢.1207C>T
c.1220delA
¢.1223_1224insG
c.1282A>G
¢.1304+1G>T

p-Ser165ProfsX18
p-Phel71del
p-His173MetfsX32
p-Leul75GIn
p-Cysl77Arg
p-Cys177Tyr
p-GIn185Pro
p-Tyr192X
p-Argl95Gly
p-Met204Val
p-Arg209Trp
p-Ser218PhefsX40
p-Val225Gly
p-Pro229GIn
p.Glu241GlyfsX16
p-lle268SerfsX98
p.Gly276Arg
p-Asn279Tyr
p-Cys280Gly
p-Cys280X
p-GIn283X

p-Ala292Val
p-Tyr293TrpfsX27
p-Tyr293MetfsX69
p-11e294Thr
p-Val303Met
p-Gly308Glu
p-Met310Val
p-Ala325LeufsX41
p-GIn331X
p-GIn331Arg

p-Trp335X
p-Arg336Trp
p-Arg336GIn
p-Arg336Leu
p-Arg341X
p-Asn348ThrfsX18
p-Trp354Arg
p-Trp354Arg
p-GIn357X
p-GIn357Arg

p-Pro364Leu
p-Arg367Gly
p-Arg367Pro
p-Ala368Thr
p-lle370Val
p-Ser375Phe
p-His376Arg
p-Gly377Val
p-Ser381Arg
p-Val386Phe
p.Pro387Ser
p-Pro387Arg
p-Pro392Ser
p-Leu393CysfsX19
p-Gly395Val
p-Asp396llefsX16
p-Asn400Asp
p-Ala401Pro
p-Lys402Thr
p-Arg403Cys
p-Lys407ArgfsX5
p-Ala429SerfsX13
p-Lys428Glu

Costa et al., 2006
Ritter et al., 1993
Kadakol et al., 2000
Seppen et al., 1994
Seppen et al., 1994
Ghosh et al., 2005
Petit et al., 2006
Servedio et al., 2005

Huang et al., 2006
Bosma et al., 1993
Petit et al., 2004
Iolascon et al., 2000
Koiwai et al., 1995a
Iolascon et al., 2000
Servedio et al., 2005
Ciotti et al., 1995
Seppen et al., 1994

Aono et al., 1994

D’ Apolito et al., 2007
Gantla et al., 1998
Servedio et al., 2005
Labrune et al., 1994
Ritter et al., 1992b
Sappal et al., 2002
Ciotti et al., 1998

Erps et al., 1994

Ciotti et al., 1999
Seppen et al., 1994
Bosma et al., 1992b
Moghrabi et al., 1993a

Labrune et al., 1994
Ciotti et al., 1998
Servedio et al., 2005
Servedio et al., 2005
Moghrabi et al., 1993b
Kadakol et al., 2000
Servedio et al., 2005
D’Apolito et al., 2007
Labrune et al., 1994
Labrune et al., 1994

Gantla et al., 1998
Aono et al., 1995
Koiwai et al., 1995b
Petit et al., 2004
Labrune et al., 1994
D’Apolito et al., 2007
Erpsetal., 1994
Kadakol et al., 2000
Kadakol et al., 2000
Labrune et al., 1994
Petit et al., 2004
Servedio et al., 2005
Ciotti et al., 1997

Petit et al., 2004
Servedio et al., 2005
Huang et al., 2001
Labrune et al., 2002
Labrune et al., 1994
Petit et al., 2004
Servedio et al., 2005
Kadakol et al., 2000
Labrune et al., 1994
Labrune et al., 1994
Servedio et al., 2005
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Mutation splicing c1305-1G>A Sappal et al., 2002
Mutation ponctuelle 5 c.1309A>T p-Lys437X Labrune et al., 1994
Mutation ponctuelle 5 ¢.1328T>C p-Leu443Pro D’ Apolito et al., 2007
Petite délétion 5 c.1354delG p-Val453TrpfsX14

Mutation ponctuelle 5 c.1381T>C p-Trp461Arg Maruo et al., 2003
Mutation ponctuelle 5 c.1388A>G p-Glu463Ala Chalasani et al., 1997
Mutation ponctuelle 5 c.1433C>A p-alad78Asp Servedio et al., 2005
Mutation ponctuelle 5 c.1448G>A p-Trp483X Kadakol et al., 2000
Mutation ponctuelle 5 c.1449G>A p-Trp483X Kadakol et al., 2000
Mutation ponctuelle 5 c.1456T>G p-Tyrd86Asp Aono et al., 1993
Mutation ponctuelle 5 c.1463C>T p-Ser488Phe Bosma et al., 1992b
Mutation ponctuelle 5 c.1487T>A p-Leud96X Kadakol et al., 2000
Petite délétion 5 ¢.1489delG p-Ala497ProfsX4

La répartition des anomalies de séquence observée n’est pas homogene
pour tous les exons. En effet, le gene UGT1A1 comporte 1602 pb et il existe 97
modifications de séquence décrites sur 1'ensemble des 5 exons, ce qui représente
statistiquement une anomalie de séquence toutes les 16,5 pb. Or, si I'on rapporte
cette valeur aux différents exons, il apparait plusieurs déséquilibres (figure 16) :
- la premiere partie de l'exon 4 est surreprésentée avec 22 anomalies de

séquence sur 138 pb (en moyenne une toutes les 6,3 pb),

- la partie terminale de I'exon 5 est sous-représentée avec aucune anomalie
décrite sur les 113 dernieres paires de bases.

Figure 16. Répartition des anomalies de séquence observées dans le géne UGT1A1.
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Concernant l'exon 4, deux hypothéses peuvent expliquer cette
observation : soit cette région génomique est particulierement propice aux
anomalies de séquence par instabilité génétique, soit cette région est
particulierement importante dans la fonction de la protéine de sorte que toute
modification de la séquence nucléotidique et par la méme peptidique va
perturber l'activité enzymatique ou le site de liaison au substrat. La forte
prédominance des mutations faux-sens (19) par rapport aux mutations non-sens
(0) et aux anomalies de séquence entrainant une modification du cadre de
lecture (4) renforce I’hypothese d"une région fonctionnellement importante.

En revanche, concernant la partie terminale de l'exon 5, 1’absence
d’anomalies de séquence responsable de la maladie de Crigler-Najjar suggere
une importance relativement faible de cette région dans l’activité enzymatique.
Le séquengage systématique de la partie terminale de 1'exon 5 chez 64 témoins
francais ne montre cependant la présence d’aucun polymorphisme de séquence
dans cette région.

Pour compléter ces observations, les séquences peptidiques de UGT1A1l
ont été comparées dans différentes especes de mammiféres : humain (Homo
sapiens), macaque rhésus (Macaca mulata), babouin (Papio anubis), taureau (Bos
taurus), chat (Felis silvestris catus), souris (Mus musculus), rat (Rattus norvegicus).

Sur un plan évolutif, il semble y avoir une forte pression de sélection
exercée pour le maintien de la séquence peptidique. En effet, UGT1A1 est
globalement assez conservée entre ces especes de mammiferes. Cependant,
comme nous l'avons observé précédemment avec la répartition des anomalies
de séquence, il existe des différences entre les parties de la protéine. En effet, la
partie N-terminale codée par I'exon 1 et la partie C-terminale codée par la fin de
I'exon 5 sont de loin les plus polymorphes. En revanche, le reste de la protéine
est plus conservé (tableau 11).

Tableau 11. Homologies de séquence de la protéine UGT1A1 entre 'homme et différentes especes de
mammiferes.

Comparaison a la

séquence de Homo UGT1A1 Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exonb
sapiens
Macaca mulata 95.5% 94.4% 97.7% 96.7 % 97.3% 95.9%
Papio anubis 95.7% 94.8% 97.7% 96.7 % 97.3% 95.9%
Bos taurus 79.0% 70.8% 93.2% 86.7% 87.7% 87.8%
Felis silvestris catus 79.2% 70.8% 90.9% 90.0% 87.7% 88.8%
Mus musculus 79.8% 70.1% 90.9% 96.7% 87.7% 90.8%
Rattus norvegicus 80.2% 71.9% 90.9% 96.7% 86.3% 88.8%

Un autre argument vient renforcer I’hypothése d’une grande conservation

de la protéine au fur et a mesure de I'évolution. La trées grande majorité des
mutations faux-sens pathologiques observées dans 1’espéce humaine intéresse
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un acide aminé hautement conservé parmi ces especes de mammiferes (figure

17).
1 10 20 30 40
* * * %
Homo sapiens -

Macaca mulata MAVESQGRHPLVLG--LLLCVLGPVLCHAGKMLLIPVDGSHWLSMLGTI
Papio anubis MAVESQGRHPLVLG--LLLCVLGPVLCHAGKMLLIPVDGSHWLSMLGAT
Bos taurus MTAGSQGDRPVILL--LLLCALGPSVSQGGKLLVVPVDGSHWLSLVGPL
Felis silvestris catus MAARSRGPRPLVLS--LLLCALNPLLSQGGKLLLVPMDGSHWLSLFGVI
Mus musculus MTVVCWSSRLLLLLPYLLLCVFGPSASHAGRLLVFPMDGSHWLSMLGVI
Rattus norvegicus MSVVCRSSCSLLLLPCLLLCVLGPSASHAGKLLVIPIDGSHWLSMLGVI
50 60 70 80 90 100 110 120

* * * *
QOLOORGHEIVVLAPDASLYIREGAFYTLKTYPVPFQREDVKESFVSLGHNVFENDSFLORVIKTYKKIKKDSAM
QQOLOQORGHEIVVLAPDASLYIREGAFYTLKTYPVPFQREDVKESFVSLGHNVFENDSFLRRVIKTYKKIKKDSAM
QPLOOKGHDIVVLAPDASIYIKEEAFYTLKRYPVPFRREDLEETFISLGRTVFEDDPFLKRVIKTYQKIKKDSAL
QRLHOQRGHDVVVVAPEASVYIKEGAFYTLKSYPVPFRRVDVEASFTGLGLGIFEKKPFLRRVVATYKRVKKDSAL

QQOLOQOKGHEVVVIAPEASTIHIKEGSEYTLRKFPVPFQKENVTATLVELGRTAFNQDSFLLRVVKIYMKVKRDSSM
QQOLOQOKGHEVVVIAPEASTIHIKEGSEYTMRKYPVPFONENVTAAFVELGRSVEFDQDPFLLRVVKTYNKVKRDSSM

130 140 150 160 170 180 190

* * * * ok * *
AN NENENN DNSNANESENANSN NANEEENASOEEEY DENOECEUEECEEEY EENY BN ooE N
LLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMLTDPFLPCGPIVAQYLSLPTVEFFLNALPCSLESEATQCPNPEFSYVPRPL
LLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMLTDPFLPCGPIVAQYLSLPTVFFLNALPCSLEFEATQCPNPFSYVPRPL
LLSACSHLLHNKELMASLTASSFDAVLTDPFLPCGPIVAQYLSVPAVFFLNGLPCSLDFQGTQSPSPPSYVPRYL
LLSACSHLLYNEELMASLAESGFDAMLTDPFLPCGPIVALRLAWPVVEFEFLNSLPCGLDFQGTRCPSPPSYVPRVL

LLAGCSHLLHENAEFMASLEESHFDALLTDPFLPCGSIVAQYLTVPTVYFLNKLPCSLDSEATQCPVPLSYVPKSL
LLSGCSHLLHENAEFMASLEQSHFDALLTDPFLPCGSIVAQYLSLPAVYFLNALPCSLDLEATQCPAPLSYVPKSL

200 210 220 230 240 250 260 270

* * * *

SAHSDHMTFLORVKNMLIAFSONFLCDVVYSPYATLASEFLOREVTVONLLSSASVWLLRSDEFVKDYPRPIMPNM
SAHSDHMTFLORVKNMLIAFSONFLCDVVYSPYATLASEFLOREVTVONLLSSASVWLLRSDEVKDYPRPIMPNM
SENSDHMTFLOQRVKNMEFITLSESLLCDMVYSPYGLLASEILQTDMTVRDLMSFGSVWILRSDEVENFPRPIMPNI
SLNSDHMTFLORVKNMLILGSEGFLCNVVYSPYASLASEVLQKDVTIVQDLMGSASVWLERSDEFVKDY SRPIMPNM
SENSDRMNEFLQORVKNVLLAVSENFMCRVVYSPYGSLATEILQKEVTVQDLLSPASIWLMRSDEVKDYPRPIMPNM
SSNTDRMNEFLORVKNMITALTENFLCRVVYSPYGSLATEILQKEVTVKDLLSPASIWLMRNDEVKDYPRPIMPNM

280 290 300 310 320 330 340
x %% * % * * % * *
VLWRYTGTRPSNLAN

AFIGGINCLHQSPLSQEFEAYINASGEHGIVVFSLGSMVAEIPEKKAMATADALGKIPQTVLWRYTGTPPSNLAN
AFIGGINCLHQSPLSQEFEAYINASGEHGIVVEFSLGSMVAEIPEKKAMATADALGKIPQTVLWRYTGTPPSNLAN
VEVGGINCASKKPLSQEFEAYVNASGEHGIVVESLGSMVSEIPEQKAMETIADALGKIPQTVLWRYTGTPPPNLAK
VEFIGGINCAGKNPLSQEFEAYVNASGEHGIVVEFSLGSMVSEIPKEKAMETIADALGKIPQTVLWRYTGTPPPNLAK
VFIGGINCLQKKPLSQEFEAYVNASGEHGIVVEFSLGSMVSEIPEKKAMEIAEALGRIPOQTVLWRYTGTRPSNLAK
VFIGGINCLOKKALSQEFEAYVNASGEHGIVVFSLGSMVSEIPEKKAMEIAEALGRIPOQTVLWRYTGTRPSNLAK
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350 360 370 380 390 400 410 420
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Figure 17. Séquence comparée de UGT1A1 entre I'homme et 6 espéces de mammiferes (* : position des
mutations faux-sens observées dans l'espece humaine).

Ces études devront étre poursuivies avec la description de nouvelles
anomalies de séquence retrouvées chez des patients présentant un syndrome de
Gilbert ou une maladie de Crigler-Najjar.
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III. Transmission et formes particuliéres de la maladie de Crigler-Najjar

La maladie de Crigler-Najjar est une pathologie autosomique récessive.
Selon les lois de Mendel, les deux parents doivent étre chacun porteurs a I'état
hétérozygote d’une anomalie de séquence dans le gene UGT1A1 et que celles-ci
soient transmises a I'enfant. Ainsi, lorsque deux parents sont hétérozygotes, le
risque pour la descendance est de 25 %.

Si I'étude moléculaire du cas index apporte le diagnostic, il est important
pour le conseil génétique de pouvoir réaliser cette méme recherche chez les
parents. Nous allons présenter deux exemples soulignant la nécessité de
I'enquéte familiale dans le diagnostic moléculaire de la maladie de Crigler-
Najjar.

I11.1. Isodisomie paternelle du chromosome 2 a l'ori¢ine d une maladie de Crigler-Najjar
de type [ (article 4)

Paternal isodisomy for chromosome 2 as the cause of Crigler-Najjar type I
syndrome.

Petit FM, Gajdos V, Parisot F, Capel L, Aboura A, Lachaux A, Tachdjian G, Potis
C, Labrune P.

Eur | Hum Genet. 2005 13:278-82.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence le premier cas
d’isodisomie uniparentale paternelle du chromosome 2 chez un enfant
présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I. La délétion c.513_515delCTT
a été mise en évidence a l'état homozygote chez l'enfant, associée a un
promoteur de UGT1A1 de type sauvage. Chez le pere, la délétion a été mise en
évidence a 1I'état hétérozygote, associée a un promoteur de type sauvage. Chez
la mere, aucune anomalie de séquence n’a été mise en évidence dans I’ensemble
des 5 exons du gene UGT1A1 alors que le promoteur présentait la forme

A(TA);TAA al’état homozygote.

Promoteur normal Promoteur muté
Délétion hétérozygote !| homozygote
dans I'exon 1 Pas d’anomalie dans
I'exon 1

Promoteur normal
Délétion homozygote
dans I'exon 1

Chez cet enfant, le caryotype était masculin normal et l'absence de
duplication homogene ou en mosaique de la partie terminale du chromosome 2
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a été vérifiée par FISH. L'isodisomie uniparentale paternelle a été confirmée par
I’analyse de 9 marqueurs répartis sur I’'ensemble du chromosome 2.

Cette observation souligne 'importance de 1'étude des parents dans le
diagnostic des maladies rares. En effet, dans le cas présent, le conseil génétique
a pu étre rassurant pour une nouvelle grossesse, le risque de récidive étant en
effet tres faible. Cependant, il persistait un risque de 50 % que l’enfant soit
porteur a l'état hétérozygote a la fois de I'anomalie du promoteur et de la
mutation. Bien que ce génotype n’ait jamais été rapporté, il est fort probable
qu’il soit responsable d'un phénotype de type syndrome de Gilbert pouvant
étre a l'origine d"un ictere modéré a intense a la naissance.
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I11.2. Large délétion dans le gene UGT1A1 comprenant le promoteur et l'exon 1 a
Uorigine d'une maladie de Cri¢ler-Najjar de type I (article 5)

Large deletion in UGT1A1 gene encompassing the promoter and the exon 1
responsible for Crigler-Najjar type I syndrome.

Petit FM, Hébert M, Gajdos V, Capel L, Parisot F, M'Rad R, Mollet-Boudjemline
A, Francoual ], Labrune P.

Haematologica. 2008 Oct 93 (10) : 1590-91

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence, chez un enfant
présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I, une large délétion ayant
emporté le promoteur et 'exon 1 du gene UGT1AIl. Lors de l'analyse
moléculaire par PCR, aucun produit d’amplification n’a été obtenu ni pour le
promoteur ni pour l'exon 1 chez l'enfant alors qu’aucune anomalie n'a été
observée chez les parents (parents consanguins). Par la suite, le séquencage de
ces fragments chez les parents n’a montré aucune anomalie de séquence. Par
ailleurs, aucune anomalie de séquence n’avait été mise en évidence chez I'enfant
et chez les parents dans les exons 2, 3, 4 et 5.

Promoteur normal Promoteur normal
Exon 1 normal Exon 1 normal

Pas d’amplification du
promoteur ni de I"exon 1

De maniére a confirmer 1'hypothése d’une délétion présente a I'état
hétérozygote chez les parents et retrouvée a I'état homozygote chez I'enfant,
quatre couples d’amorces en amont du promoteur et quatre couples d’amorces
en aval de 'exon 1 ont été dessinés. En fonction de la présence ou non des
fragments considérés, une délétion de 4591 pb a pu étre mise en évidence. Le
séquencage de la région entourant la délétion a également permis de mettre en
évidence de nombreux remaniements de la séquence avec 10 mutations, 2
insertion-délétions, une duplication et l'insertion d'un fragment de 23 pb au
niveau de la délétion.

Cette observation confirme l'importance, dans les études familiales, de
pouvoir étudier un cas index. En effet, en ’absence d’analyse moléculaire du cas
index et dans I'évaluation du risque de récidive lors d'une nouvelle grossesse,
I’analyse moléculaire des parents aurait été faussement rassurante, cette large
délétion a l'état hétérozygote ne pouvant étre mise en évidence par les
techniques de PCR classiques.
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IV. Les effets fondateurs décrits dans la maladie de Crigler-Najjar

L’élargissement des techniques d’analyse moléculaire a permis de mettre
en évidence (ou du moins de les suspecter) plusieurs effets fondateurs.

1V.1. Les effets fondateurs rapportés

Plusieurs effets fondateurs ont été rapportés dans la maladie de Crigler-

Najjar :

- en France: dans une étude portant sur 7 patients originaires de France, la
mutation ¢.1201G>C (p.Ala401Pro) a été retrouvée dans 6 alleles sur 14
(Labrune et al., 1994),

- au Portugal : dans une étude portant sur 2 patients originaires du Portugal,
la mutation c.923G>A (p.Gly308Glu) a été retrouvée dans 4 alléles sur 4
(Labrune et al., 1994),

- en [talie : dans une étude portant sur 4 patients originaires de Sardaigne, la
délétion ¢.513_515delCTT (p.Phel71del) a été retrouvée dans 7 alleles sur 8
(Rosatelli et al., 1997),

- en Tunisie : dans une étude portant sur 6 patients originaires de Tunisie, la
mutation c.1070A>G (p.GIn357Arg) a été retrouvée dans 12 alleles sur 12
(Francoual et al., 2002a).

D’autres effets fondateurs sont également suspectés, notamment en Turquie

(mutation ¢.1143C>G et délétion c.1489delG).

IV.2. La maladie de Crigler-Najjar en Tunisie

Concernant la maladie de Crigler-Najjar, la situation de la Tunisie est tout

a fait particuliere, notamment vis-a-vis de ses pays proches 1’Algérie et le

Maroc. En effet, sa fréquence y semble largement supérieure a celle des autres

pays. De plus, un nombre trés restreint d’anomalies de séquence a été mis en

évidence :

- la mutation c.1070A>G, toujours associée a l’anomalie du promoteur
A(TA);TAA et responsable a I'état homozygote d’une maladie de Crigler-
Najjar de type I (familles originaires de toute la Tunisie),

- la délétion c.396_401delCAACAA, toujours associée a l'anomalie du
promoteur A(TA)7;TAA et responsable a I’état homozygote d'une maladie de
Crigler-Najjar de type II ou d’un syndrome de Gilbert (familles originaires
de la région de Tunis),

- une large délétion emportant le promoteur et 'exon 1 de UGT1A1 (retrouvée
dans une seule famille).

Cette forte restriction dans I'hétérogénéité allélique couramment observée
dans la maladie de Crigler-Najjar peut étre liée a trois phénomenes :
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- soit il existe un point chaud de mutation (« hot spot»), ce qui est peu
probable étant donné que la mutation c.1070A>G n’a été retrouvée que deux
fois en dehors de la Tunisie et que la délétion c.396_401delCAACAA n’a
jamais été décrite ailleurs,

- soit la maladie de Crigler-Najjar ou au minimum la présence a 1'état
hétérozygote de 1'allele morbide confére une résistance a une pression de
sélection externe, ce qui semble difficilement concevable étant donné la
toxicité de la bilirubine et les résultats controversés sur les bénéfices
possibles de son effet antioxydant (Bosma et al., 2003 ; Gajdos et al., 2006 ;
Vitek et al., 2006),

- soit ces anomalies de séquence sont apparues et se sont maintenues dans des
communautés restreintes, probablement du fait de mariages consanguins.

Une étude de population nous a permis de vérifier I’hypothese de I'effet

fondateur pour I’anomalie de séquence c.1070A>G.

IV.1. L’histoire de la maladie de Crig¢ler-Najjar en Tunisie suit I'histoire du pays (article

6)

The Tunisian population history through the Crigler-Najjar type I syndrome.
Petit FM, Bézieau S, Gajdos V, Parisot F, Scoul C, Capel L, Stozinic V, Khrouf N,
M'rad R, Koshy A, Mollet-Boudjemline A, Francoual J, Labrune P.

Eur | Hum Genet. 2008 Jan 16 [Epub ahead of print]

La mutation c.1070A>G associée a la maladie de Crigler-Najjar de type I a
été retrouvée depuis plusieurs années en Tunisie et plus récemment au Koweit.
Le but de cette étude était de vérifier I'hypotheése de l'effet fondateur et de
rechercher un lien entre les patients de Tunisie et les patients du Kowetit.

Pour cela, nous avons étudié neufs marqueurs moléculaires de type
microsatellite en amont et en aval de la mutation ¢.1070A>G chez les patients
porteurs et chez des témoins tunisiens.

L’analyse des haplotypes nous a permis de confirmer I"hypothese de I'effet
fondateur avec I'introduction de la mutation environ 32 générations avant dans
la population autochtone de Tunisie (environ 800 ans). Cette méme analyse
réalisée dans les familles de Bédouins du Koweit nous a permis de mettre en
évidence chez ces patients I'haplotype ancestral identifié chez les tunisiens.

En reprenant I'histoire de la Tunisie, il est intéressant de constater que la
population actuelle est le fruit de plusieurs migrations de population,
notamment de Bédouins venant du Golfe Arabo-persique vers le XIéme siecle.
Ainsi, la mutation c.1070A>G est probablement apparue dans une communauté
de Bédouins dont une partie a migré et s’est sédentarisée en Tunisie. Par la
suite, la persistance de la mutation a un taux élevé est probablement a relier a
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un taux élevé de mariages consanguins ou d’unions dans des communautés
restreintes.

Derniérement, nous avons mis en évidence cette méme mutation chez un
patient originaire de Syrie, laissant supposer une plus large diffusion de cette
communauté dans les pays du bassin méditerranéen.
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DISCUSSION

Les anomalies de conjugaison de la bilirubine au niveau hépatique
constituent un champ particulier des maladies de la bilirubine a 1’origine
d’ictéres pouvant avoir des conséquences trés importantes, notamment au
niveau nerveux central.

Il existe deux affections touchant le complexe de conjugaison de la
bilirubine : le bénin syndrome de Gilbert dans lequel le déficit de conjugaison
est relativement modéré et trés souvent bien toléré chez I'enfant et 'adulte et la
maladie de Crigler-Najjar dans laquelle le déficit est complet ou majeur
(respectivement type I et II). Sur le plan physiopathologique, le déficit de
conjugaison est lié a une anomalie de I’enzyme hépatique de conjugaison de la
bilirubine appelée UGT1A1l (uridine diphosphate glucuronosyltransférase).
L’anomalie phénotypique de l'enzyme est elle-méme liée a une anomalie
moléculaire du géne UGT1A1. Plusieurs types d’anomalies moléculaires ont été
rapportés modifiant :

- soit l'activité enzymatique de la protéine produite (modifications de
séquence peptidique de la protéine),

- soit la stabilité de ' ARN messager (dégradation précoce de I’ARNm dans les
mutations non-sens),

- soit l'activité de transcription (modification de la séquence promotrice,
mutations dans les séquences enhancer).

La maladie de Crigler-Najjar et le syndrome de Gilbert sont des affections
génétiques autosomiques récessives. Le géne UGTIAI est situé a I'extrémité du
bras long du chromosome 2 (en 2q37.1), comporte 5 exons codants et est placé
sous le controle transcriptionnel d’'une TATAbox.

I. Maladie de Crigler-Najjar et anomalies moléculaires

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons étudié une cohorte de
patients présentant un phénotype compatible avec celui d'une maladie de
Crigler-Najjar (le diagnostic biochimique sur biopsie hépatique étant
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actuellement quasiment abandonné). L’étude systématique du promoteur et des
5 exons du géne UGTIAI nous a permis de mettre en évidence une grande
hétérogénéité allélique, a quelques exceptions pres sur lesquelles nous
reviendrons par la suite (Petit et al., 2004 ; Petit et al., 2006).

L’analyse des données de la littérature et des données obtenues au cours
de ce travail met en évidence plus de cent anomalies de séquence dans ce gene
responsables d’une maladie de Crigler-Najjar de type I ou II ou d'un syndrome
de Gilbert. L’abondance des anomalies de séquence décrite dans le gene
UGT1A1 associée souvent a leur forte restriction de diffusion (ce sont souvent
des mutations privées ou quasi privées) illustre la difficulté de ces études
moléculaires (Petit et al., 2007).

Dans une étude publiée en 2000, Kadakol et collaborateurs ont séparé les
différents types d’anomalies de séquences observés a cette date dans le gene
UGT1A1 en fonction du type d’anomalie phénotypique (type I ou II) (Kadakol et
al., 2000). Toutes les anomalies de séquence entrainant un codon stop prématuré
ou une modification de la séquence peptidique par décalage du cadre de lecture
ont été retrouvées chez des patients présentant une maladie de Crigler-Najjar de
type 1. Chez les patients présentant une maladie de type II, seules des
substitutions ponctuelles d’acides aminés ont été retrouvées. Dans notre étude,
nous avons retrouvé des résultats tout a fait superposables. En effet, tous les
patients présentant a 1'état homozygote ou hétérozygote composite des
anomalies génétiques majeures (mutation non-sens, frameshift, modification de
I'épissage) avaient un phénotype de maladie de Crigler-Najjar de type L. En
revanche, chez aucun patient présentant une maladie de Crigler-Najjar de type
II, il n"a été retrouvé de telles associations. Concernant les mutations faux-sens,
elles ont été retrouvées dans les deux populations.

Bien évidemment, si ces observations sont valables dans ce sens, nul ne
peut affirmer que la présence, chez un individu, d’anomalies de séquence
préalablement identifiées chez des patients présentant une maladie de type 1II
sera nécessairement responsable du méme type d’affection.

Plusieurs arguments viennent renforcer cette observation. D’abord, les
anomalies de séquence sont rarement observées a l'état homozygote, les
patients étant le plus souvent des hétérozygotes composites. Dans de telles
situations, il est difficile de distinguer l'influence de chaque anomalie observée
sur le phénotype. Deuxiemement, les anomalies de séquence observées dans les
exons de UGT1A1 peuvent étre associées a une anomalie du promoteur (forme
A(TA);TAA ou A(TA)sTAA) hétérozygote ou homozygote. La présence de cette
seule anomalie (responsable d'un syndrome de Gilbert) réduit déja l'activité
transcriptionnelle du géne de maniére proportionnelle au nombre de répétition
du dinucléotide TA (Beutler et al., 1998). Ainsi, il est difficile de déterminer
I'implication de chacune des anomalies associées dans le phénotype.
Troisiemement, la distinction clinique entre le type I et le type II se fait par la
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capacité a respectivement ne pas répondre ou répondre a l'influence d'un
inducteur enzymatique tel que le phénobarbital. L’effet médié par le
phénobarbital est lié a une séquence promotrice en amont de la TATAbox
appelée PBREM (Sugatani et al., 2002). Sugatani et collaborateurs ont décrit un
polymorphisme dans cette séquence responsable d’une diminution de l’activité
transcriptionnelle (Sugatani et al., 2002). Cette donnée suggere donc que la
distinction entre type I et type II doit étre modulée par la recherche de ce
polymorphisme dans la région PBREM. Quatriémement, le métabolisme de la
bilirubine ne se résume pas au seul gene UGT1AI. En effet, I'héme-oxygénase,
en tant que facteur limitant de la production de bilirubine, intervient
directement dans la régulation des concentrations de bilirubine. Récemment, il a
été démontré que la longueur d'une séquence promotrice du gene HMOX1
jouait un role dans la régulation de l'activité transcriptionnelle (Chen et al.,
2002). De la méme maniere, le transporteur de la bilirubine de la circulation
générale vers le cytoplasme de 1'hépatocyte pourrait jouer un role régulateur.
En effet, deux polymorphismes du gene OATP2 ont été identifiés chez des
patients présentant une hyperbilirubinémie non conjuguée (Huang et al., 2005 ;
Huang, 2005).

Une anomalie de séquence identifiée dans ce travail est particulierement
représentative de la grande difficulté dans I'établissement de ce type de
classement. La délétion c.396_401delCAACAA responsable de la modification
peptidique p.His132GIn;Asn133_Lys134del n’a été retrouvée que dans la
population tunisienne, illustrant 1’hétérogénéité allélique de cette maladie.
Cependant, elle a été identifiée dans plusieurs familles ayant une présentation
variable :

- une famille dont I’enfant a présenté un ictére a bilirubine non-conjuguée a la
naissance (ayant nécessité une photothérapie) mais qui a, par la suite,
régressé et chez qui aucun autre épisode d’ictere n’a été noté par les parents,

- une famille dont I'enfant, apres avoir présenté un ictere a la naissance qui a
régressé, a présenté quelques épisodes d"hyperbilirubinémie modérée a type
de syndrome de Gilbert,

- deux familles apparentées dont les méres ont été diagnostiquées pour une
maladie de Crigler-Najjar de type IL

Cette observation illustre la notion de pénétrance variable des anomalies de

séquence du gene UGT1A1, probablement en relation avec la présence ou non

d’anomalies dans d’autres genes impliqués dans le métabolisme de la
bilirubine.

Ainsi, pour nous affranchir non seulement des effets des polymorphismes
des séquences promotrices mais également des autres genes impliqués dans le
métabolisme (HMOX1 et OATP2), nous allons développer une activité de
biologie cellulaire avec l’expression des différentes formes mutées du gene
UGT1A1 dans des cellules HelLa et la mesure de l'activité enzymatique
résultante. Grace a ce type d’étude, nous pourrons déterminer précisément les
implications des anomalies génétiques observées chez les patients sur l'activité
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enzymatique de UGT1Al et par la méme développer les connaissances en
matiere de relation structure/activité.

Au vue des données exposées précédemment, nous avons choisi de ne pas
présenter les anomalies de séquence observées au cours de ce travail comme
systématiquement a l'origine d’une maladie de Crigler-Najjar de type I ou de
type Il et de rester prudent dans les relations génotype-phénotype.

Cependant, une analyse de la répartition des ces anomalies de séquence
tout au long du gene UGT1A1 ameéne plusieurs remarques.

Tout d’abord cette répartition n’est pas homogene avec des régions tres
riches en anomalies de séquence décrites comme les 140 premiéres bases de
I’exon 4 ou au contraire des régions tres pauvres comme les 110 dernieres bases
de I'exon 5. Ces observations sont a rapprochées de 'orientation fonctionnelle
de la protéine UGT1A1 dans le réticulum endoplasmique établie par Ghosh et
collaborateurs (Ghosh et al., 2005). En effet, les 37 derniers acides aminés codés
par 'extrémité 3" de I'exon 5 dans laquelle aucune anomalie de séquence n’a été
rapportée sont localisés soit dans la membrane du réticulum endoplasmique
soit dans le cytosol. Il parait donc probable que cette région soit peu importante
dans l'activité enzymatique de UGT1Al. En revanche, les acides aminés 362 a
408 codés par la partie 5" de I'exon 4 sont situés dans une boucle intra-luminale
contenant le domaine de liaison de 1'acide UDP-glucuronique, région que I'on
peut supposer structurellement importante dans l’activité enzymatique (Ghosh
et al., 2005).

Comme nous 'avons vu précédemment, plusieurs autres protéines sont
impliquées dans la conjugaison de la bilirubine. De récentes études ont établi
des corrélations entre la présence d’anomalies moléculaires dans plusieurs de
ces geénes (HMOXI1, OATP2) ou dans des séquences régulatrices du gene
UGT1A1 (séquence PBREM) et la présence d'une hyperbilirubinémie non-
conjuguée. Au cours de ce travail, nous avons été confronté a plusieurs cas dont
I'étude moléculaire restreinte au gene UGT1A1 n’a pas permis d’apporter une
réponse complete (un seul allele muté au locus morbide, phénotype de
syndrome de Gilbert marqué en l'absence d’anomalie homozygote du
promoteur et/ou du gene UGT1A1). Nous allons donc poursuivre |'exploration
de ces patients par le développement du diagnostic moléculaire des
polymorphismes du PBREM, de OATP2 et du promoteur de HMOX1, ce qui
devrait nous permettre d’avoir une vision plus « globale » du métabolisme de la
bilirubine.
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II. Diagnostics particuliers de maladie de Crigler-Najjar

L’étude d'un grand nombre de familles dont un ou plusieurs membres
présentaient une maladie de Crigler-Najjar nous a permis de mettre en évidence
plusieurs cas particuliers au cours de ce travail.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence le cas d'un enfant
présentant une maladie de Crigler-Najjar liée a une isodisomie uniparentale
paternelle du chromosome 2 (Petit et al., 2005). Le diagnostic moléculaire et le
conseil génétique ont pu étre rassurants pour une grossesse suivante, en dehors
du risque de 50% d'une hétérozygotie @ composite [c.1-41_1-
40insTA]+[c.513_515delCTT] pouvant étre a I'origine d’une hyperbilirubinémie
prolongée en période néonatale.

L’absence d’autres signes particuliers chez cet enfant suggere I’absence de
genes soumis a empreinte parentale paternelle sur ce chromosome, comme il
avait déja été rapporté dans la littérature (Chavez et al., 2000 ; Thompson et al.,
2000).

Cette observation illustre 'importance de la recherche des anomalies de
séquence chez les parents dans les maladies récessives pour le conseil génétique
et avant la réalisation d'un diagnostic anténatal (Spiekerkoetter et al., 2002).

La deuxiéme famille nous a permis de mettre en évidence et de caractériser
précisément pour la premiere fois une large délétion ayant emporté le
promoteur et 'exon 1 du gene UGT1A1. Comme pour la famille précédente,
cette observation confirme I'importance de 1'étude familiale complete. En effet,
I'étude des parents seuls aurait été faussement rassurante puisque de telles
délétions ne peuvent pas étre mises en évidence avec les techniques classiques
de PCR. Dans plusieurs publications rapportant de nouvelles mutations dans le
gene UGTI1AI, les auteurs ont été confrontés, comme nous d’ailleurs, a des
patients pour lesquels seule une anomalie hétérozygote a été mise en évidence
dans I'ensemble des 5 exons, laissant alors planer le doute sur la possible
présence de larges délétions (emportant au moins un des primers) dans la
séquence de UGT1AI. En effet, comme il a été observé pour d’autres genes
(notamment le gene CFTR, Férec et al., 2006), la fréquence de tel remaniements
génomiques est probablement sous estimée, principalement du fait de
I'incapacité des techniques classiques de PCR a les mettre en évidence. Le
développement de techniques comme la PCR quantitative fluorescente
permettrait d’apporter une réponse plus complete dans de telles situations.

III. Evolution de la maladie de Crigler-Najjar au cours des siécles

Bien que la prévalence de la maladie de Crigler-Najjar soit tres faible (de
I'ordre de 1 naissance sur 1000000), il existe des groupes de population ou la
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fréquence est plus élevée et ou I'hétérogénéité allélique est trés réduite.
L’hypothese de I'effet fondateur semble étre la plus probable : les anomalies de
séquence sont apparues ou ont été introduites dans de petites communautés et
s’y sont perpétuées de part l'isolement géographique et/ou culturel (ce qui
contribue d"une part a la diminution de I'hétérogénéité allélique et d’autre part
a l'augmentation du risque d’homozygotie par consanguinité). En effet, les
autres mécanismes a 1’origine de telles situations ont pu étre écartés : absence de
« hot spot » de mutation (pas d’ilots CpG, anomalies de séquence spécifiques
d’une région du globe), effet protecteur de la présence a 1'état hétérozygote
d’anomalie de séquence du gene UGTIAT non démontrée.

Plusieurs cas d’effet fondateur pour une anomalie de séquence particuliere
ont ainsi pu étre mis en évidence dans la maladie de Crigler-Najjar, en France et
en Sardaigne notamment.

Au cours de ce travail nous avons pu, pour la premiere fois, caractériser
sur le plan moléculaire un effet fondateur pour la mutation ¢.1070A>G dans la
population tunisienne et montrer la liaison génétique entre ces patients
tunisiens et le groupe de Bédouins du Koweit dans lequel cette méme anomalie
de séquence a été mise en évidence (Koshy et al., 2004 ; Petit et al., 2008). Nous
avons ainsi pu relier des observations moléculaires (apparition de la mutation
c.1070A>G dans la population tunisienne il y a environ 800 ans) avec 1'histoire
du pays (migration de Bédouins du Moyen Orient vers 1'ouest au XI*me siecle).
La mise en évidence récente dans notre laboratoire de cette méme anomalie de
séquence chez un patient originaire de Syrie renforce 1’hypothese de
I'apparition de cette anomalie de séquence dans un groupe de Bédouins
originaire du Golfe Arabe a une date antérieure a celle de son introduction dans
la population tunisienne, conformément aux données historiques puisque les
premiéres extensions du peuple Bédouin vers I'Egypte et la Syrie remontent au
VIIeme siecle. L'étude d’autres patients originaires de cette méme région serait
bien entendue nécessaire pour confirmer cette hypothese.

Au cours de ce travail, nous avons également identifiée une nouvelle
délétion dans I'exon 5 (c.1489delC responsable de la modification de séquence
peptidique p.Ala497ProfsX4). De maniere intéressante, cette délétion a été mise
en évidence dans 4 familles différentes, toutes originaires de Turquie. A partir
de ces observations, nous allons reprendre notre méthodologie pour "appliquer
a la population turque, ce qui devrait nous permettre de mettre en évidence un
autre effet fondateur.
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CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous avons rapporté 21 nouvelles anomalies de
séquence dans le gene UGT1A1 chez des patients présentant une maladie de
Crigler-Najjar de type I ou I, contribuant au développement des connaissances
génétiques de cette maladie. Nous avons également décrit deux familles
particuliéres, renforcant ainsi l'importance du diagnostic familial dans les
maladies rares en général et dans cette maladie en particulier. Enfin, nous
avons, par la mise en évidence d’effets fondateurs, contribué a une meilleure
connaissance de I'histoire naturelle de la maladie et par la méme permis un
diagnostic plus ciblé en premiere intention dans certaines populations.

La découverte du gene responsable en 1992 a complétement modifié le
diagnostic biologique, passant de la ponction-biopsie hépatique avec dosage de
I'activité enzymatique bilirubine glucuronosyltransférase a un simple
préléevement sanguin avec analyse par des méthodes classiques des 5 exons et
du promoteur du géne UGT1AI. Plus de 100 anomalies de séquence ont été
rapportées chez des patients présentant une maladie de Crigler-Najjar de type I
ou II et sont, pour la plupart, des mutations privées.

L’établissement de corrélation génotype-phénotype simples entre anomalie
observée et type I ou II reste assez difficile voire hasardeuse. L’amélioration des
connaissances dans les protéines et les genes impliqués dans le métabolisme de
la bilirubine a fait émerger de nouveaux partenaires comme 1’heme-oxygénase
(gene HMOX1) ou le canal de transfert hépatique de la bilirubine non conjuguée
(gene OATP2) dont I'étude moléculaire pourrait expliquer la variabilité dans
I'expression phénotypique d'une méme anomalie de séquence chez deux
individus différents.

Ces données moléculaires remettent un peu en question la classification
clinique syndrome de Gilbert, maladie de Crigler-Najjar de type II et maladie de
Crigler-Najjar de type 1. En effet, la variabilité des concentrations de bilirubine
non conjuguée entre les patients et chez un méme patient ne permet pas
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toujours une distinction clinique facile. De plus, le déficit enzymatique en
UGT1A1 est modulé non seulement par d’autres genes (hyperactivité de '’heme-
oxygénase, diminution des capacités de transfert de la bilirubine non conjuguée
de la circulation vers le cytoplasme de 1’hépatocyte) mais également par
I'environnement (situation d’hyperhémolyse, administration d’inducteurs ou
d’inhibiteurs enzymatiques). L’élargissement des analyses moléculaires a
d’autres genes que UGT1A1 apportera des réponses plus précises mais rendra
également l'interprétation des analyses moléculaires plus difficiles.

Sur le plan thérapeutique, les possibilités restent limitées. Actuellement, la
seule possibilité curative est la greffe hépatique avec donneur compatible.
Cependant, pour des raisons de manque de donneurs ou de non volonté des
malades face aux risques a court et long terme de la greffe, plusieurs ne peuvent
en bénéficier. De plus, il est important que les personnes greffées soient bien
conscientes que si elles sont phénotypiquement guéries, elles n’en restent pas
moins transmetteurs de la maladie.

L’avenir thérapeutique de la maladie de Crigler-Najjar repose
incontestablement sur la thérapie génique. Plusieurs formes sont envisageables
comme les oligonucléotides chimériques ou le transfert in vivo du géne sain. Des
résultats tres prometteurs ont été obtenus chez le rat Gunn et devront encore
étre vérifiés chez le singe avant un passage dans un avenir que 1'on espere
proche a I'Homme.
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Aspects moléculaires des maladies rares du métabolisme hépatique : a propos de
la maladie de Crigler-Najjar

La maladie de Crigler-Najjar est une affection rare du métabolisme hépatique liée a un déficit partiel
ou total de l'activité de I'enzyme UGT1A1 conjuguant la bilirubine. La maladie se manifeste dans les
premieres heures suivant la naissance par un ictére intense et persistant a bilirubine non conjuguée.
Sur le plan clinique, les enfants atteints sont a risque élevé de lésions cérébrales irréversibles liées a
des dépdts de bilirubine non-conjuguée dans les noyaux gris centraux (ictére nucléaire).

Depuis la description de cette pathologie par Crigler et Najjar en 1952, des études moléculaires ont
permis d’identifier le gene responsable. UGT1A1 est situé a I'extrémité du bras long du chromosome 2
et comporte 5 exons. Il existe deux formes de maladie de Crigler-Najjar : le type I dans lequel le déficit
d’activité est complet et 'enzyme non inductible et le type II dans lequel le déficit est partiel et
I'enzyme inductible.

Au cours de ce travail, nous avons décrit plusieurs nouvelles anomalies de séquences responsables de
maladie de Crigler-Najjar de type I ou de type 1I, tout en les resituant dans un contexte d’analyse de
relations génotype-phénotype. Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié plus particulierement
deux familles de malades ayant une présentation moléculaire particuliere (premier cas d’isodisomie
uniparentale paternelle du chromosome 2, caractérisation d’une large délétion dans le gene UGT1A1),
soulignant ainsi I'importance de I'enquéte familiale dans cette pathologie. Dans une derniere partie,
nous avons caractérisé sur le plan moléculaire un effet fondateur pour la mutation c.1070A>G dans la
population tunisienne au sein de laquelle la maladie de Crigler-Najjar est particulierement fréquente.

Mots clés : maladie de Crigler-Najjar, anomalies de séquence, diagnostic moléculaire, effet fondateur
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Molecular aspects of rare metabolic hepatic disorders: about the Crigler-Najjar
syndrome

Crigler-Najjar syndrome is a rare hepatic disorder due to partial or total deficiency of enzymatic
activity of UGT1A1 involved in bilirubin conjugation. The disease manifests itself during the first
hours of life by intense and persistent unconjugated hyperbilirubinaemia. Affected children are at
high risk to develop brain non-reversible damages (kernicterus) due to bilirubin encephalopathy.
Since 1952 and the description of this syndrome by Crigler and Najjar, molecular studies allowed to
identify the gene. UGT1A1 gene is located on the terminal part of the chromosome 2 and is composed
of 5 exons. Crigler-Najjar syndrome can take two forms: type I with complete and non-inducible
enzymatic deficiency and type II with non-complete and inducible enzymatic deficiency.

In this work, we have described new mutations responsible for Crigler-Najjar syndrome type I or 1I
and we have analysed them in terms of phenotype-genotype correlations. Secondly we have studied
two families with non-canonical presentation (first description of paternal isodisomy for chromosome
2, molecular characterisation of a large deletion in UGT1A1 gene), highlighting the importance of
familial investigations in this syndrome. In the last part, we have molecularly characterised a founder
effect for the mutation c.1070A>G in the Tunisian population, in whom Crigler-Najjar syndrome is
particularly frequent.

Key-words: Crigler-Najjar syndrome, mutations, molecular diagnosis, founder effect
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