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RESUME

Le gene UDP-glucuronosyltransferase 1A1 qui code
pour lenzyme de glucuroconjugaison, UGTIAI est le
siege de plusieurs variations qui peuvent affecter
l'activité ou lexpression enzymatique. Ces dernieres
sont a lorigine de troubles métaboliques liés a la
glucuronoconjugaison de la bilirubine tels que le
syndrome de Gilbert et le syndrome de Crigler
Najjar. Parmi les variations les plus étudiées, on
note le polymorphisme de répétition A(TA)n TAA
situé dans la boite TATA au niveau du promoteur et
la mutation biallélique G211A au niveau de l'exon 1.
Vue l'importance de ces deux mutations, nous enuvi-
sageons dans ce travail de déterminer leurs fré-
quences dans une population saine. Le polymor-
phisme A(TA)n TAA montre que le génotype [TA7/
TA7] qui a été décrit comme associé a la maladie de
Gilbert était rencontré chez 11% de la population
étudiée. Ce pourcentage est proche de la valeur
décrite dans la population Caucasienne, estimée a
10%. Concernant le polymorphisme G211A, nos
résultats montrent que lallele muté est rencontré
chez 15.7% de notre population. Cette fréquence
sécarte beaucoup de celle rapportée pour les
Caucasiens et les Afro-américains mais elle est simi-
laire a celle rapportée pour les Japonais. I'ensemble
de ces résultats suggere que la population Tunisienne
semble étre hétérogene du point de vue statut muta-
tionnel du gene UGTIAL En ce qui concerne les
origines et la répartition de tels polymorphismes
dans notre population, I'étude haplotypique révele
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ABSTRACT

The UDP-glucuronosyltransferase 1A1 gene that
encode the enzyme UGTIAI responsible for
glucuronidation undergoes several variations that
may affect the enzymatic activity or expression
and which are the cause of metabolic disorders
related to the glucuronidation of bilirubin, such as
Gilbert's syndrome and Crigler Najjar’s syndrome.
Among the most common variations, there is the
repeat polymorphism A (TA) n TAA in TATA box and
biallelic mutation G211A in exon 1. We consider in
this work to determine their frequencies in a
healthy population.

The polymorphism A (TA) n TAA showed that
genotype [TA7/TA7] was described as being
associated with Gilbert's syndrome and was
encountered in 11% of the population studied.

This percentage is close to the value described in the
Caucasian population, estimated at 10%.
Concerning the polymorphism G2114A, our results
show that the mutated allele is encountered in
15.7% of our study population.

This frequency differs greatly from that reported for
Caucasians and Afro-Americans but it is similar
to that perceived at the Japanese.

All these results suggest that the Tunisian population
appears to be beterogeneous view UGTIAI gene
mutation status. Regarding the origins and
distribution of such polymorphisms in our
population, the study reveals a high haplotypic
heterogeneity and emergence of the particular
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une grande hétérogénéité et une émergence particu-
liere de I'baplotype (TA)sG considéré comme ances-
tral. La comparaison de la structure haplotypique
générale conduit a lélaboration d'un arbre hypo-
thétique concernant l'origine et la propagation des
différents haplotypes.

Mots clés: UDP-glucuronosyltransférase 1A1, glu-
curonoconjugaison, bilirubine, syndrome de Gilbert,
syndrome de Crigler Najjar, polymorphisme A(TA)n
TAA, polymorphisme G211A, structure haplotypique.

haplotype (TA) 6-G considered ancestral. The
comparison of the bhaplotype structure generally
leads to the development of a hypothetical tree of
the origin and spread of different haplotypes.

Key words: UDP-glucuronosyltransferase 1Al
glucuronidation, bilirubin, Gilbert’s syndrome,
Crigler Najjar’s syndrome, polymorphism A(TA)n
TAA, polymorphism G211A, haplotype structure.

INTRODUCTION

I'Uridine diphosphoglucuronosyl transférase (UGT)
constitue une superfamille de transférases, subdivisée
selon 'homologie de leurs structures en 3 familles
dénommées (UGT1, UGT2A et UGT2B), toutes impli-
ques dans les réactions de la phase I du métabolisme
des xénobiotiques *. Elles catalysent les réactions de
glucuronoconjugaison considérées comme les voies
de détoxication puissantes permettant de neutraliser
et déliminer les substrats toxiques endogenes et exo-
genes %, Chez 'homme un seul gene code pour la
totalit¢ des UGT1. 1l est localis¢ sur le bras long du
chromosome 2 en position q37 et comprend 16 exons.
Un épissage alternatif conduit a 9 isoformes numéro-
tes d'UGT1A1 a UGT1A9 et présentent en commun les
4 derniers exons et différent uniquement par le pre-
mier exon?, Dans le présent travail, nous nous sommes
intéressés a lisoforme UGT1Al, une enzyme hépa-
tique, qui catalyse essentiellement la réaction de la
glucuronoconjugaison de la bilirubine. Cette dernicre
passe de la forme libre toxique vers une forme conju-
guée soluble et non toxique qui sera excrétée par la
bile®. Le gene UGTIAI est le siege de plusieurs muta-
tions polymorphes a l'origine d'une altération de la
fonction de l'enzyme dont les plus répandues sont
deux polymorphismes spécifiques de population*. Le
premier est un polymorphisme de séquence A(TA)
nTAA situé dans la « TATA Box » du promoteur et
existe sous 4 formes alléliques selon le nombre de
(TA) : UGT1A1*1. (Allele sauvage, n=6) UGT1A1*36.
(n=>5), UGT1A1*28. (n=7) et UGTIAI*37. (n=8) ; le
deuxieme est un polymorphisme de restriction G211A
au niveau de l'exon I. D'autre part, il a été rapporté
que l'augmentation du nombre de répétition TA (n>6)
est associée avec une diminution du taux de 'enzyme
UGT1AL1 et par conséquent une déficience de conju-
gaison et une hyperbilirubinémie toxique. Au
contraire la diminution des TA (n<6) semble étre

associée avec une amélioration de la conjugaison de la
bilirubine °. En ce qui concerne le polymorphisme
G211A, il a été observé que la forme 211A est associ¢e
avec une diminution de Tactivité enzymatique
UGT1A1 %7, Autrement dit la diminution de TA au
niveau du promoteur ou la mutation G211A de 'exon
1 sont associées avec une déficience dans la conjugai-
son de la bilirubine et donc 'apparition clinique d'ic-
teres connus sous le nom de syndrome de Gilbert et
de Crigler Najjar 1,

Dans la population Tunisienne et a notre connais-
sance, aucune données n'est rapportée sur le gene
UGT1A1 jusqua présent. Nous rapportons la premicre
approche génétique sur ce gene afin de déterminer la
prévalence des polymorphismes les plus répandus et
qui seraient en association avec les hyperbiliribuné-
mies. Cela servira comme point de départ pour des
études de corrélation phénotype/génotype.

POPULATION ETUDIEE

Notre étude a concerné 137 jeunes lycéens en
bonne santé (87 filles et 50 garcons) agés de 19 a 21
ans, recrutés au cours d'une enquéte sur les hémo-
globinopathies en milieu scolaire. Apres consente-
ment, 10 ml de sang sur EDTA ont été prélevés de
chaque volontaire. Seuls les individus normaux
apres numération de la formule sanguine et dosage
de la bilirubine étaient retenus pour l'étude du
gene UGTIAL

METHODES

Lextraction de 'ADN est réalisée par la méthode
standard au phénol/chloroforme a partir des leuco-
cytes du sang périphérique. Létude du polymor-
phisme microsatellitaire A (TA)nTAA a été réalisée
par PCR/Séquencage. La réaction de PCR a été
effectuée dans un volume réactionnel de 50l conte-
nant 150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP,
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5 pmol de chacune des amorces {(TA)F :
TAACTTGGTGTATCGATTGGT et (TAR:
CTTTGCTCCTGCCAGAGGTT }, 1 unité de Taq
DNA polymérase (invitrogene, SU/ul) et 25ul de tam-
pon 10X de PCR, en présence de 1ul MgCl2 50mM; Les
produits de PCR, purifiés par la méthode enzymatique
alexonucléase I et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’'un séquenceur auto-
matique (ABIPRISM 310 DNA sequencer PE, Applied
Biosystems, Foster City; USA). Le polymorphisme de
restriction G211A a ét¢ explor¢ par PCR / RFLP dans
les mémes conditions de PCR que celles réalisées
précédemment avec des amorces différentes F1 :
AGATACTGTTGATCCCAGTG etU211R:
CTTCAAGGTGTAAAATGCTC.

Les produits de PCR sont ensuite digérés 3 heures a
37°C par I'endonucléase de restriction Ava IT dans un
volume réactionnel de 20ul contenant 0,5ul d’Ava II
(Proméga, 6U/ul), 2ul de tampon 10 X, 75ul d’eau
distillée stérile et 10ul de produit de PCR. Les pro-
duits de digestion sont ensuite visualisés par électro-

phorese verticale sur gel de polyacrylamide a 8%. Le
polymorphisme G211A abolit le site de restriction
Ava II, ainsi on obtient une bande de 146pb. En
revanche, chez un sujet normal G211G, cet amplicon
est coup¢ en deux fragments de 128 et 18 pb.
Lanalyse statistique a été réalisée en utilisant le test
déquilibre de Hardy-Weinberg a l'aide du logiciel
Arlequin (Version 3.01). Le logiciel SPSS (version 16.0)
a été utilisé pour le calcul du test 2.

RESULTATS

Les résultats montrent que notre population est en
¢quilibre de Hardy-Weinberg avec p>0.05. Le
seéquencage (Figure 1) révele 5 génotypes différents
dérivant de la combinaison deux a deux de 4 alleles
de type et de fréquences différentes (Tableau I). Le
génotype majoritaire est 'homozygote normal (TAG)/
(TAG) 53.29%, quatre autres génotypes sont observés
avec des fréquences décroissantes : le (TAG)/(TA7)
3431%, (TA7)/(TAT) 11%, (TA7)/(TA8) 073%, (TAG)/
(TA5) 0.735% (Tableau I).
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Figure 1: séquencage de la région promotrice contenant le polymorphisme A(TA)n TAA. (a): sujet homozygote normal (TA)6/(TA)6;
(b): sujet hétérozygote (TA)G/(TA)7; (c): sujet bétérozygote (TA)O/(TA)5; (d) homozygote muté (TA)7/(TA)7; (e): sujet hétérozygote(TA)7/(TA)S.

Tableau I : Distribution et prévalence génotypique et allélique des polymorphismes A(TA) n TAA et

¢.G211A rencontrés dans notre population.

Polymorphisme A(TA)nTAA Polymorphisme c.G211A
Alleles 2N=274 Génotypes N=1 Alleles 2N=274 Génotypes N=137
Types Fréquences Types fréquences types fréquences types fréquences
(TAO) 0.70 6/6 53.29% G 0.84 G/G 83.211%
(TAS) 0.0036 6/5 0.73% A 0.157 G/A 2.189%
(TA7) 0.285 6/7 34.31% A/A 14.6%
(TA8) 0.0036 77 11%
7/8 0.73%

(TAG) : allele sauvage ; (TAS5), (TA7) et (TAS) : alleles mutés; G :allele sauvage ; A : allele muté
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Lanalyse du polymorphisme c¢.G211A révele la
présence de trois génotypes différents visualisés
par électrophorese sur gel de polyacrylamide
(Figure 2) a savoir GG, G/A et A/A avec des fré-
quences différentes (Tableau I).

Nos résultats montrent que la majorité des sujets
étudiés sont des homozygotes normaux, G/G=114,
tandis que les homozygotes mutés A/A sont au
nombre de 20 individus, I'hétérozygotie est faible,
seulement quatre G/A sont identifiés dans notre
population. Lanalyse de la répartition allélique du
polymorphisme ¢.G211A révele l'existence de deux
alleles : lallele normal G (UGT1A1*1) et lallele
muté A (UGT1A1%6) de fréquences respectives 0.82
et 0.197. 6 (Tableau I).

)

146pb

128pb
100ph

+)

Figure 2: Recherche du polymorphisme ¢.G211A par RFLP: profil
de migration des produits PCR digéré par Avall. Pistes 1 el 2 :
sujets homozygotes mutés, piste 3 : sujet hétérozygote, piste 4, 5
et 6 sujets homozygoles sauvages et piste 7: produit de PCR non
digéré. M : marqueur de taille 50pb.

Tableau II : Répartition des six baplotypes rencon-
trés dans notre population.

Haplotypes Nombre 274 Pourc(%ztage
TA6-G 185 67518
TAG-A 9 3.284
TA5-A 1 0.304
TA7-G 46 16.788
TA7-A 32 11678
TA8-A 1 0.364

Lalignement haplotypique basé sur 'homozygotie
des polymorphismes pour les deux sites étudiés
révele 8 haplotypes differents (tableau II). On note
la prédominance de 'haplotype (TA)s-G avec une
proportion de 67%. D’autre part, les haplotypes
(TA)-G et (TA)-A apparaissent avec des fréquences
moins importantes qui sont respectivement
16,788% et 11,678%. D’autres haplotypes sont ren-
contrés avec une plus faible fréquence.

DISCUSSION

Les polymorphismes A(TA)nTAA et c.G211A ont fait
l'objet de plusieurs études dans différentes populations
impliquant leur association avec une hyperbilirubing-
mie’ et Iapparition de lithiase pigmentaire ' ">, Dans
la population Tunisienne aucune étude de ce genre n'a
€té rapportée jusqua présent. Notre travail constitue, a
notre connaissance, la premiere etude dans notre pays
voire méme en Afrique du Nord. II sagit ici d'une
approche préliminaire dans laquelle nous cherchons a
¢valuer la prévalence des deux polymorphismes dans
une population saine afin d'en dresser le profil avant
d'aborder des études sur les malades.

Concernant le polymorphisme du promoteur, le variant
le plus rencontré dans plusieurs populations est celui
présentant la répétition normale (TAG). Nos résultats
concordent avec ceux rapportés dans des populations
européennes et asiatiques ™ . Thomozygote muté
(TA)7/(TA)7 qui semble étre en association avec une
hyperbilirubinémie est observé avec des fréquences de
0.13 dans des populations caucasiennes et de 0.1 chez
les personnes d'origine africaine % Dans la popula-
tion Tunisienne ce génotype est également présent avec
une fréquence similaire de l'ordre de 0.11 D'autres
génotypes hétérozygotes sont également observés avec
une fréquence plus faible mais ne constituent pas
actuellement une spécifié de population. Lhomozygotie
(TA)7/(TA); par contre, possede une signification du fait
de sa relation avec l'apparition de la maladie de Gilbert.
En effet, 17 % de la maladie de Gilbert semble étre en
association avec une homozygotie (TA)7 dans diverses
populations caucasiennes, afro-américaines et japo-
naise . Dans notre population cette hypothése mérite
d'étre vérifiée, un travail en cours pourrait donner les
premicres conclusions. Les bases moléculaires de la
maladie de Gilbert, en relation avec un déterminant
génétique unique le (TA); stipule que ce polymor-
phisme est tres ancien et semble étre maintenus a
travers les générations par un ou plusieurs facteurs que
nous ignorons pour le moment. I est difficile,
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d'imaginer que ce polymorphisme appartienne a un
seul haplotype et quiil soit répandu dans le monde a
travers les migrations de populations. Des données
haplotypiques plus grandes effectuées sur plusieurs
populations donneraient une réponse satisfaisante. Le
polymorphisme ¢.G211A est fréquent dans les popula-
tions d'Asie orientale avec une fréquence allélique
d'environ 0.12 ce qui réduit la fonction catalytique de
lenzyme UGT1A1 de 60% environ chez les homo-
zygotes et 32% chez les hétérozygotes > ¥ %, Ce poly-
morphisme est décrit comme la cause du syndrome de
Gilbert chez les asiatiques est tres rare dans les popula-
tions caucasiennes et afro-amércaines . En revanche, il
est rapporté chez les japonais avec une fréquence all¢-
lique allant de 0.15 4 0.19 > ™2 Dans notre popula-
tion la majorité des sujets €tudiés sont homozygotes
normaux avec une fréquence génotypique de 0.83. Le
génotype muté existe ¢galement a I'état homozygote et
hétérozygote. Serait- il en rapport avec une maladie de
Gilbert sous-jacente?

Quand on a voulu situer le profil génétique des deux
polymorphismes étudies dans la population Tunisienne
par rapport aux autres populations **, on a trouvé que la
comparaison des fréquences alléliques et génotypiques
des polymorphismes A(TA)nTAA et ¢.G211A entre les
différents groupes ethniques a montr¢ une différence
significative p<<0.0001 comme le montre le tableau III.
En ce qui concerne les origines et la variabilité de tels
polymorphismes dans notre population nous notons
une grande hétérogénéité haplotypique et une domi-
nance particulicre de TI'haplotype sauvage (TA)e-G
considéré comme ancestral. La comparaison de la struc-
ture haplotypique générale conduit a I€laboration d'un
arbre hypothétique concernant l'origine des différents
haplotypes. En effet, il apparait que le motif ancestral
(TA)s-G a conduit par insertion a (TA)7-G lequel par
mutation G211A a conduit au motif (TA)7-A. Ce dernier
aurait donné au départ I'haplotype (TA)s-A qui est a
lorigine (par délétion) de T'haplotype (TA)s-A. Le
(TA)7-A aurait subi une deuxieme mutation par inser-
tion conduisant a I'haplotype (TA)s-A tel que présenté
par l'arbre généalogique de la figure 3.

(TA)-G ——p (TA)-G —p (TA)-A

Ancestral

> gTA)e' —p (TA)5A Récent

> (TA)g-A Récent

Figure 3: Hypothese généalogique de différents haplotypes rencontrés dans notre population selon le gradient de
fréquence. (TA)+G > (TA) G >(TA) -A> (TA)cA> (TA)sA= (TA)5A
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