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Intérét du dosage de la Bilirubine
Non Liée a I’albumine (BNL)

chez les nouveaux-nés ictériques
Lictere a bilirubine non conjuguée est
un probléme quotidien en maternité
puisqu’il est présent chez environ 2/3
des nouveau-nés. Il apparait clinique-
ment pour des concentrations en bili-
rubine totale supérieures a 80 pmol/l
mais il est le plus souvent bénin et ré-
gresse  spontanément. Cependant
dans un certain nombre de cas, I'hy-
perbilirubinémie peut étre a l'origine
d’une encéphalopathie séquellaire, en-
core appelée ictere nucléaire (1,2).
Ces complications sont dues a la bili-
rubine libre, non conjuguée, (poison
interférant a différents niveaux du
métabolisme cellulaire), qui apres
avoir traversé la barriere hémato-en-
céphalique particulierement vulnéra-
ble dans ces premiers jours de vie, va
se fixer au niveau des noyaux gris
centraux. Lhyperbilirubinémie libre ne
peut étre considérée comme le seul
facteur biologique associé au risque
d’ictere nucléaire et de nombreux
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facteurs cliniques ont été identifiés
comme aggravant ce risque : ’hémoly-
se néonatale (dégradation de I'heme
précoce conduisant a une hyperbiliru-
binémie), la prématurité, l'acidose, la
souffrance neurologique périnatale.

Les derniéres recommandations pu-
bliées en 2004 par I'American Acade-
my of Pediatrics (AAP) pour la prise
en charge de lictére chez le nouveau-
né restent basées sur la concentrati-
on en bilirubine totale considérée
comme facteur prédictif de risque
d’ictéere nucléaire (3). Toutefois, des
observations cliniques montrent
qu’au-dela de la valeur seuil de 342
pmol/l, le taux de bilirubine totale
analysé isolément est un facteur di-
scriminant insuffisant pour apprécier
individuellement le risque de toxicité
de la bilirubine. Les ictéres nucléaires
apparaissent rarement pour des con-
centrations en bilirubine totale < 428
pmol /I chez le nouveau né a terme et
c’est donc a partir de ce seuil que
’AAP recommande une prise en
charge invasive avec exsanguino trans-
fusion. Cependant, on observe qu’un
certain nombre de nouveau-nés avec
des concentrations au dela de 428
pumol/l échappent a toutes complicati-
ons séquellaires (4,5,6) et qu’a l'inver-
se certains ictéres nucléaires sont dé-
crits  pour des  concentrations
inférieures a 350 pmol/l en particu-
lier chez des nouveau-nés présentant
'un des facteurs de risque suivant :
prématurité, déshydratation, acidose.
Dans le méme ordre d’idée, le taux
d’hyperbilirubinémie, considéré isolé-
ment est mal corrélé au devenir neu-
rologique dans les études a long ter-
me de suivi. Une autre variable
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biologique communément désignée «
bilirubine non liée » semble présenter
un intérét prédictif plus grand (7). Plu-
sieurs études expérimentales et clini-
ques montrent en effet que les effets
toxiques de la bilirubine (culture cel-
lulaire, Electroencéphalogramme, Po-
tentiels Evoqués Auditifs...) sont
mieux corrélés avec la concentration
en bilirubine non liée qu’avec celle de
la bilirubine totale ( 8,9).

Facteurs déterminant

la concentration en bilirubine

La concentration en bilirubine totale
dépend de sa production, de son ex-
crétion, et de sa réabsorption intesti-
nale. Ces 3 facteurs déterminent la
charge nette de bilirubine qui s'accu-
mule avec le temps et qui est distri-
buée dans différents compartiments
de I'organisme. Le plasma est un des
nombreux compartiments (compre-
nant le foie, la peau, les globules
rouges, le cerveau, les phospholipides
membranaires, etc) qui sont en con-
currence pour les échanges de biliru-
bine. La répartition de la bilirubine
entre les différents compartiments
dépend du nombre de sites de liaison
dans chaque compartiment et leur af-
finit¢ pour lier la bilirubine, du pH,
etc... Le plasma est un compartiment
central pour ces échanges.

Caractéristiques de la liaison
Bilirubine-Albumine

Dans le plasma, 'albumine est le prin-
cipal transporteur de bilirubine avec
une constante de liaison tres forte
K= 107 L / mol (similaire a K dans la
réaction H2O <«——> H+ + OH-)
(10) ce qui se traduit par une fraction
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de Bilirubine Non Liée a I'albumine
(BNL) tres faible dans le plasma:0a 3
pg/dl ou 0 a 50 nmol/l. 1l existe plu-
sieurs sites de fixation de la bilirubine
a I'albumine : un site principal de forte
affinité et des sites secondaires d’affi-
nités plus faibles. Le site principal de
liaison de la bilirubine a I'albumine est
un site non spécifique ouvert a de

nombreux compétiteurs endogénes
(acides gras) et exogénes : les sulfami-
des, le benzoate, les métabolites de
I’alcool benzylique par exemple. Tous
ces médicaments ont d’ailleurs été as-
sociés a des ictéres nucléaires chez
des enfants prématurés (11). Enfin la
constante de liaison de la bilirubine a
I'albumine est trés variable d’un nou-

veau-né a lautre, elle est plus basse
chez des enfants malades et semble
augmenter avec I'age post-natal.

Toutes ces caractéristiques font qu’in
vivo la concentration en BNL ne peut
étre déduite du rapport bilirubine
non conjuguée/albumine.
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BNL : Prend en compte 3 facteurs biologiques de risque d’ictére nucléaire : hyperbilirubinémie,
hypoalbuminémie, compétiteurs
Permet donc d’identifier des situations a risque mal appréciées par les dosages individuels de
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- 1 site principal de fixation (sites secondaires d'affinité plus
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FIGURE 1 : Liaison Bilirubine — Albumine, caractéristiques et intérét de 'exploration

Intérét de ’exploration

de la liaison Bilirubine-Albumine
Lexploration de la liaison de la biliru-
bine-albumine prend en compte 3 fac-
teurs de risque d’ictére nucléaire : I'hy-
perbilirubinémie, I’hypoalbuminémie et
la présence de compétiteurs de la liai-
son bilirubine-albumine (héme, acides
gras, médicaments). Elle permet donc
d’identifier des situations a risque mal
appréciées par des dosages individuels
de bilirubine totale et de I'albumine.

In vivo la liaison Bilirubine-Albumine
est en concurrence avec les liaisons de
la bilirubine avec d’autres ligands no-
tamment les phospholipides membra-
naires et ces différents équilibres sont
reliés entre eux (figure1).Tout ce qui va
affaiblir la liaison Bilirubine/Albumine va
favoriser la formation du complexe
Bilirubine-Phospholipides membranaires.
Il est donc essentiel d’identifier ces
états en biologie clinique.

Techniques d’exploration de la
liaison Bilirubine-albumine
Historiquement, c’est Odell qui en
1969, a cherché a mettre en place une
technique d’exploration de la liaison
Bilirubine-Albumine par la mesure du
Salicylate Index (12) suite a la surve-
nue d’ictéres nucléaires chez des pré-
maturés traités par sulfamides anti-
bactériens. Porter et al ont étudié la
capacité résiduelle de liaison de I'albu-
mine par le colorant HBABA (13).
C’est en 1967 que le dosage de biliru-
bine intra-érythrocytaire a été intro-
duit, avec a la méme époque, le déve-
loppement des techniques en gel
filtration sur Sephadex (14,15). Le dé-
veloppement du dosage de la BNL par
une méthode de peroxydation date
de 1974 (16). Le principe de ce dosa-
ge est une dégradation rapide de la
BNL en un leuco-dérivé par I'action
d’une peroxydase en présence d’eau
oxygénée, source de radicaux libres.
Létude de la cinétique de la réaction

permet, connaissant la constante d’ac-
tivité de la peroxydase, de calculer la
concentration en BNL. Depuis 1989,
ce dosage est réalisé au CNRHP par
cette méthode sur un instrument dé-
dié a la mesure de la BNL, I'UB Analy-
ser (Arrows, Co, Itd, Osaka, Japon, do-
sage non automatisé). Récemment,
nous avons adapté et validé cette
technique sur 2 automates ouverts
de biochimie le CX4CE et le DxC800
de Beckman-Coulter (communication
proposée au congrés de 'AACC en
Juillet 2008). Nous réalisons quoti-
diennement ce dosage en méme
temps que celui de la bilirubine totale
sur tous les prélévements de nou-
veau-nés qui nous sont adressés pour
bilan d’ictere. La figure 2 présente des
résultats de bilirubine totale versus
ceux de BNL sur 1424 dosages. On
observe un indice de dispersion trés
élevé des résultats de BNL en fonction
des concentrations en bilirubine tota-
le. A titre d’exemple pour une con-
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cette zone (définie en jaune sur la figu-
re) présentaient des facteurs aggravant
de toxicité de bilirubine : prématurité,
déshydratation, hypotrophie ce qui illu-
stre bien l'intérét du dosage de la BNL.

FIGURE 2 : Résultats de Bilirubine totale versus BNL sur 1424 dosages de nouveaux-nés réalisés au
CNRHP.

Conclusion

La pratique de I'exploration de la liaison
de la Bilirubine a ’Albumine en biologie
clinique jusqu’a maintenant limitée a
quelques laboratoires est en passe de
devenir une recommandation généra-
lisable a toute exploration biologique
d’un ictére néonatal (7).

La technique automatisée présentée
ici permet en grande partie de répon-

nait des limites comme par exemple les
interférences avec certaines espéces
moléculaires (bilirubine glycurono-
conjuguée et photodérivés) nettement
plus hydrosolubles et plus sensibles
que la bilirubine libre a I'oxydation gé-
nérée par la réaction de peroxydation
(17). Cependant, I'accumulation de ces
différentes espéces est rarement ren-

ge de la bilirubine directe permet alors
d’identifier ces cas. D’autres techniques
peuvent alors étre utilisée comme le
dosage de la bilirubine intra-érythro-
cytaire comme indicateur du risque
neurotoxique de la bilirubine non
conjuguée mais il s’agit d’une technique
manuelle et lourde. ©

dre a cette attente.Toutefois, elle con- contrée chez le nouveau-né et le dosa-
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