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INTRODUCTION

L'importance de la vitamine D dans le métabolisme osseux n'est plus a démontrer et ses
effets sur certaines pathologies autres que musculo-squelettiques, méme s'ils ne sont pas
actuellement entiérement démontrés ou expliqués, ont fait I'objet de bien des publications.

Dans la premiere partie de cette étude nous passerons en revue les différents paramétres
biologiques concernant la vitamine D : son métabolisme, ses effets osseux et non-osseux
ainsi que les conséquences de sa déficience, les débats et les prémices d'un consensus
portant sur la standardisation du dosage, les seuils de normalité, les indications du dosage,
les besoins et la supplémentation. Le seul point unanimement reconnu par tous les experts
est la prévalence globale de I'hypovitaminose D démontrée par de nombreuses études a
travers le monde. Ceci a certainement amené les médecins a prescrire de plus en plus
frequemment le dosage de cette vitamine-hormone et les laboratoires a s'équiper de
techniques automatisées.

Pour asseoir cette hypothése, nous évaluerons, en deuxiéme partie, le statut vitaminique D
d'une population du Sud-Ouest de la France, prise dans son ensemble et suivrons I'évolution
des demandes de dosages par différentes catégories de prescripteurs. Une étude
observationnelle a partir des relevés de valeurs de vitamine D de quatre laboratoires du
Marmandais ces derniéres années nous permettra de jeter les bases d'une réflexion sur
I'étendue de I'hypovitaminose D dans cette région et sur lintérét d'un dépistage
systématique.
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1. Les "vitamine D"

1.1 Historique

Le rachitisme, causé par une carence en vitamine D chez l'enfant, est connu depuis
I'Antiquité. Au XIXéme siécle, les médecins Bretonneau et Trousseau démontrent le pouvoir
antirachitique de I'huile de foie de morue. En 1919 Sir Edward Mellanby démontre les
propriétés anti-rachitiques d'une vitamine liposoluble qu'il dénomme vitamine D et en 1922
Mc Collum et son équipe identifie cette vitamine (1)

Puis c'est Adolf Windaus qui isole la vitamine D (la D2, puis la D3) et qui en détermine la
structure moléculaire (prix Nobel de chimie en 1928). La vitamine D est synthétisée pour la
premiére fois en 1952 par le Dr Woodward (prix Nobel de chimie en 1965). En 1964, Norman
détecte l'existence de trois métabolites de la vitamine D. Il établira la structure du calcitriol en
1971. En 1968, De Luca isole une substance active sérique: la 25(OH)D, considérée
comme reflétant le statut vitaminique D de l'individu. S’en suit alors une longue série de
découvertes : le calcitriol, sa synthése, son métabolisme et ses implications
physiopathologiques, son récepteur nucléaire, sa protéine plasmatique porteuse, puis en
2010 la publication d’'une carte de son activité a I'échelle du génome.

1.2 Structure

La vitamine D est un terme générique désignant tous les sécostérols présentant une activité
anti-rachitique. Elle fait partie du groupe des pro-hormones liposolubles stéroidiennes (2).
Elle est, liposoluble, dégradée par la lumiére et 'oxygéne, stable jusqu’a 38°C.

Chez I'nomme elle existe sous deux formes :

- la vitamine D2 ou ergocalciférol, d'origine végétale, produite sous l'effet des rayons
ultraviolets a partir de I'ergostérol (stérol extrait de I'ergot de seigle).

- la vitamine D3 ou cholécalciférol, d'origine animale produite a partir de l'irradiation du 7-
déhydrocholestérol (7-DHC).

Vitamine D3
(Cholécalciférol)

Vitamine D2
(Ergocalciférol) HO""

Figure 1. Structures chimiques des vitamines D2 et D3

Les vitamines D2 et D3 different uniquement par un groupement méthyle en C24 et une
double liaison en C22 (3). Figure 1

Le terme calciférol désigne les deux molécules qui, chimiquement proches, ont la méme
activité biologique chez I'hnomme. Ainsi I'appellation vitamine D concerne indifféremment la
forme D2 ou D3. Cependant, cette activitt commune ne se déroule pas avec la méme
intensité : la forme D3 est dotée d'une efficacité trois plus importante que la forme D2. Ceci
devra étre pris en compte dans le calcul des posologies de supplémentation (4).
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1.3 Origines de la vitamine D

La vitamine D a une double origine :
- exogene : l'alimentation, y compris les suppléments, apporte D2 et D3
- endogene : synthése cutanée de la forme D3 uniquement

1.3.1 Les sources alimentaires

Seulement 10 % a 20% de la vitamine D circulante proviennent de I'alimentation (en dehors
de toute supplémentation) (2). Celle-ci contient de la vitamine D2 et de la vitamine D3 qui
seront absorbées au niveau intestinal.

On retrouve la vitamine D2 dans les champignons (shiitake sec, bolet), les levures, les
céréales (formes peu courantes dans notre alimentation) (4). Les sources alimentaires de
vitamine D3 sont principalement les poissons gras de mer (morue, sardine, flétan, saumon),
foies d'animaux, jaune d' ceufs, margarine, beurre, fromage. Tableau |I.

Aliment Teneur en Ul par 100 g

Vitamine D2 Vitamine D2
Shiitaké séché 80 -1 000
Bolets secs / morilles séches 130

Vitamine D3 Vitamine D3
Huile de foie de morue 8 000 -10 000
Huile de flétan 900
Hareng, saumon, thon sauvage 600 - 800
Saumon d’élevage 280 - 400
Sardine a I'huile en boite, maquereau 300 - 450
Truite, thon en boite, flétan, huitre 120 - 320
Sole, brochet 80
Foie de veau 20
Jaune d'ceuf 120 -320
Beurre 50
Fromage 10a40
Lait entier en poudre 15
Lait entier 1
Laitages ou céréales enrichis en vitamine D 50

Tableau |. Principales sources alimentaires de vitamine D (5-6) (Données Ciqual)

La teneur en vitamine D présente dans les aliments ou dans les médicaments peut étre
exprimée en Unités Internationales (Ul) ou en microgramme (ug) : 1 Ul = 0,025 ugou 1 ug =
40 UI.

L'apport alimentaire quotidien en vitamine D d'un régime normalement équilibré est
insuffisant pour satisfaire les besoins en vitamine D (7). (cf chapitre 6)

En ce qui concerne les produits laitiers, seul le lait entier contient de la vitamine D dans sa
partie lipidique (30 Ul/I). Le lait maternel, quant a lui, est pauvre en vitamine D et dépend du
statut vitaminique de la mére (en moyenne 40 Ul/I).
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1.3.2 Les suppléments alimentaires vitaminés

La vitamine D existe également sous forme de suppléments médicamenteux ou d'aliments
enrichis. Différentes spécialités contiennent, a doses variées, soit de la vitamine D2 soit de la
vitamine D3, sous des formes plus ou moins hydroxylées. Dans le cas ou l'alimentation et la
synthése cutanée ne suffisent pas a obtenir des taux plasmatiques de vitamine D corrects,
ces suppléments peuvent constituer alors une autre source de vitamine D, parfois méme la
source principale.

1.3.3 La source endogéne : la synthése cutanée

La vitamine D provient a 80-90% de la biosynthése cutanée sous I'effet du rayonnement
ultra-violet B (UVB) du soleil (2-3).

Le 7-déhydrocholestérol (7-DHC ou provitamine D3 ou ergostérol) est un précurseur
immédiat du cholestérol. Une faible quantité de ce 7-DHC cutané (5 a 15%), lorsqu’il est
exposé aux rayons UVB (longueur d’'onde 290 a 315 nm) subit une photolyse dans une
région profonde de I'épiderme et se transforme en prévitamine D3. Celle-ci, intrinséquement
instable, va subir & température corporelle, une isomérisation thermique (réarrangement de
ses doubles liaisons). Ce processus dure quelques heures avant d’aboutir a la vitamine D3.
Figure 2.

Cette réaction d'isomérisation thermosensible est réversible. La vitamine D3 ainsi formée
peut soit rejoindre la circulation sanguine, soit retourner a son état antérieur, soit générer
d'autres produits inactifs (lumistérol, tachystérol...) sous I'action de la chaleur (8).

Une exposition solaire prolongée ne peut engendrer un excés de vitamine D car au-dela d'un
certain seuil d'exposition, la prévitamine D3 et la vitamine D3 produites seront transformées
en composeés inactifs. Le plateau sera atteint a 15 % de la valeur initiale de 7-DHC.

La photo-isomérisation dépend de la dose UV recue. Aprés une exposition aux
rayonnements UV, le pic sérique de vitamine D3 est atteint en 24 a 48 heures, puis les
concentrations déclinent de fagon exponentielle avec une demi-vie de 36 a 78 heures.
Molécule lipophile, elle peut étre stockée pour une utilisation ultérieure dans le tissu adipeux,
ce qui prolonge sa demi-vie de 2 a 6 mois (9).

UVB ({290-315nm} UVB

§ (§
il

) ) PEAU
7-déhydrocholestérol —— prévitamine I

i
J T $\A produits

vitammme I}y ———————)  mactifs

+

vitamine I

Figure 2 : Origine endogéne de la vitamine D3 (10)
La vitamine D3 peut étre considérée a ce niveau comme une "pro-hormone" car l'apport

majeur vient de sa synthése cutanée (contrairement a la définition d'une vitamine, que le
corps ne peut produire).
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2. Métabolisme de la vitamine D — Régulation

La biosynthése, tout comme la dégradation, sont assurées par des enzymes de type
cytochromes P450 (CYP P450) localisées dans les cellules hépatiques et rénales
principalement.

2.1 Biosyntheése

Les deux formes de vitamine décrites ci-dessus sont biologiquement inactives ; elles vont
subir les mémes étapes de transformation, deux hydroxylations successives, hépatique puis
rénale, pour devenir pleinement actives.

La terminologie de calcitriol s'appliquera a ce métabolite actif provenant de D2 ou de D3, de
méme que le terme générique de "vitamine D" englobe dans son ensemble le calcitriol, ses
métabolites et analogues (3).

2.1.1 Transport

La biodisponibilité et le transport vers la voie sanguine de la vitamine D différent selon son
origine endogéne ou exogéne.

- Les vitamines D2 et D3 exogénes sont absorbées au niveau de l'intestin gréle avec les sels
biliaires, puis incorporées aux chylomicrons et aux VLDL qui assurent leur transport via le
systeme lymphatique vers la circulation sanguine (9). Cette absorption est lente, de I'ordre
de trois jours pour une dose de vitamine D relativement importante, et non saturable (11).
Longtemps considérée comme exclusivement passive, elle impliquerait aussi des
transporteurs du cholestérol. La malabsorption des lipides affecte souvent l'assimilation de la
vitamine D.

- La vitamine D3 issue de la synthése cutanée est primairement transportée par sa protéine
vectrice, la VDBP ou DBP (Vitamin D Binding Protein,) stockée dans le tissu adipeux ou
déversée directement dans la circulation sanguine (12-13).

Dans la circulation sanguine, les vitamines D2 et D3 de nature hydrophobe sont transportées
sous forme liée a la DBP (environ 85 %) et a un moindre degré aux lipoprotéines et a
I'albumine qui ont une affinité plus faible pour les métabolites de la vitamine D. Ces protéines
porteuses assurent leur transport jusqu’au foie.

2.1.2 Hydroxylation hépatique

La premiere hydroxylation se fait au niveau hépatique sur le carbone C25 de la molécule par
des vitamine D-25-hydroxylases pour donner la 25-hydroxyvitamine D ou 25(OH)D :
- la 25-hydroxy-vitamine D3 ou 25-hydroxycholécalciférol ou calcidiol : 25(OH)D3 et
- la 25-hydroxy-vitamine D2 ou 25-hydroxy-ergocalciférol ou calcifédiol : 25(0OH)D2.

La 25-hydroxylase est un ensemble d’enzymes de la famille des cytochromes P450
hépatiques (CYP450) situées dans le réticulum endoplasmique ou dans les mitochondries
qui peuvent toutes accomplir I'hydroxylation en C25 (CYP2R1, CYP27A1, CYP3A4, CYP2J3,
CYP2D25, etc.)

Parmi elles :

- la CYP2R1 d’origine microsomale, caractérisée par une trés forte affinité vis-a-vis de la
vitamine D contre une faible capacité de transformation. Elle apparait comme le candidat
majeur a la synthése de 25(OH)D3. En effet, les individus porteurs d’une mutation
homozygote du géne codant la CYP2R1 possédent un taux circulant de 25(OH)D3 effondré.
- la CYP27A1 d’origine mitochondriale, caractérisée par une faible affinité vis-a-vis de la
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vitamine D contre une grande capacité de transformation (14). Celle-ci fut la premiéere
enzyme identifiée et c’est la plus connue. Elle a été nommée par la suite sous les termes de
25-hydroxylase ou CYP27A1 (Cytochrome P450, famille 27, sous- famille A, polypeptide 1).

- a) Cette hydroxylation hépatique est trés peu régulée, pas de rétrocontrdole. Donc la
quantité de 25(OH)D produite est proportionnelle a la quantité de vitamine D synthétisée au
niveau cutané et/ou ingérée.

- b) Le calcidiol, représente la forme circulante majeure de vitamine D, forme biologiquement
peu active car posséde une faible capacité de liaison au récepteur de la vitamine D (VDR)
(2).

- ¢) La 25(0OH)D est aussi une forme de stockage ou de réserve dans le tissu adipeux (34%
du calcidiol), le sérum (30%), le foie et le muscle (15). Elle est mobilisable pendant plusieurs
mois. Sa demi-vie est longue, de I'ordre de 3 a 4 semaines grace a sa grande affinité pour sa
protéine porteuse, la DBP (12). Les concentrations plasmatiques de DBP étant élevées,
pratiquement toutes les molécules de 25(0OH)D présentes dans la circulation lui sont liées.

Pour ces trois raisons, le dosage de la 25(OH)D constitue pour le clinicien un bon indicateur
du statut vitaminique D de l'individu (3,13,16).

2.1.3 Hydroxylation rénale

Les dérivés 25-hydroxylés passent dans le sang ou ils se lient a la protéine plasmatique DBP
afin d’étre véhiculés jusqu’au rein. Le complexe 25(OH)D-DBP est filtré par le glomérule
rénal et va passer dans les cellules du tube contourné proximal (TCP) selon un processus
actif. L'endocytose se fait au niveau de la bordure en brosse des cellules parenchymateuses,
via la mégaline qui est la principale voie d’entrée de la vitamine D dans le parenchyme rénal.

La mégaline est une protéine transmembranaire qui fonctionne de concert avec la cubiline,
une protéine-récepteur qui assure la séquestration du complexe 25(OH)D-DBP a la surface
de la cellule avant son internalisation par la mégaline (17). Elle joue également un réle dans
la conversion intracellulaire de la 25(OH)D en 1,25(OH),D. Les niveaux cellulaires de
mégaline sont augmentés par la 1,25(0OH),D3, fournissant un mécanisme de feed-forward
pour sa propre production.

Aprés endocytose, le complexe est internalisé dans les lysosomes ou la DBP va étre
dégradée par les enzymes lysosomiales libérant ainsi la 25(OH)D. Une fraction de cette
25(0OH)D libérée rejoint la circulation sanguine par le pdle basal sans subir de modification.
La majeure partie parviendrait aux mitochondries en faisant intervenir des transporteurs
intracellulaires de la vitamine D de type 3 ou IDBP-3 (Intracellular Vitamin D Binding Protein
3). Au niveau de la membrane interne mitochondriale, la 25(OH)D subit sa deuxiéme
hydroxylation, sur le carbone 1, sous l'effet de la 25-hydroxyvitamine D-1-a-hydroxylase
générant ainsi la 1,25-dihydroxyvitamine D ou 1,25(OH),D ou calcitriol, considérée comme la
principale forme active de la vitamine D (16). Figure 3.

L'enzyme 25-hydroxyvitamine D-1-a-hydroxylase ou 1a-hydroxylase (1a(OH)ase) est un
complexe incluant un cytochrome P450 spécifique : le CYP27B1, ubiquitaire mais fortement
exprimé au niveau du rein. Cette hydroxylation par la CYP27B1 est trés étroitement régulée
par les hormones du métabolisme phosphocalcique.

Le géne CYP27B1 posséde des polymorphismes qui sont susceptibles de réduire les
niveaux circulants ou intracellulaires de 1,25(0OH),D.

L’hydroxylation rénale est déficitaire chez l'insuffisant rénal chronique.
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Figure 3 : Hydroxylation rénale de la vitamine D (18)

Ce calcitriol accomplit son réle au niveau des tissus cibles grace a sa liaison a un récepteur
spécifique, le VDR (Récepteur a la Vitamine D). La 1,25(0OH),D est 500 fois plus active que
la 25(OH)D, mais les concentrations des formes monohydroxylées des vitamines D2 et D3
sont 1000 fois supérieures a la concentration des formes dihydroxylées (9).

Tout comme la vitamine D native ou la 25(OH)D, le calcitriol est transporté sous forme liée a
la DBP jusqu’aux tissus cibles. Environ 90 % des métabolites circulants de la vitamine D sont
lies a la DBP. L'affinité de liaison de la DBP est par ordre décroissant : 25(OH)D >
24,25(0H),D > 1,25(0OH),D > vitamine D native. Cette DBP, hautement polymorphe, est
synthétisée en grande quantité par le foie (12). Sa concentration plasmatique est de 0,3
mg/ml a 0,5 mg/ml. Elle est donc en trés large excés par rapport aux métabolites de la
vitamine D. Elle circule a 97 % sous forme libre et représente une forme de stockage de
cette vitamine. Elle protége les tissus de niveaux toxiques en vitamine D. Par conséquent,
lorsque la concentration de la DBP est réduite, comme dans les hépatopathies chroniques, le
syndrome néphrotique ou la malnutrition, il existe un risque plus important de surdosage en
vitamine D. A linverse, dans certaines situations comme la grossesse ou la prise
d’'cestrogénes, les concentrations en DBP augmentent en méme temps que le risque de
déficit en vitamine D. La DBP, présente en trés large excés pourrait aussi permettre de limiter
I'accessibilité des métabolites aux cellules utilisatrices. En effet lorsque les métabolites de la
vitamine D sont liés a la DBP, ils semblent étre moins accessibles que les formes libres
circulantes, ce qui permettrait ainsi de prolonger leur demi-vie plasmatique et de stabiliser
leurs concentrations plasmatiques. Certains phénotypes de DBP ont été associés a des taux
bas de DBP ou de 25(OH)D.

2.1.4 Synthése extra-rénale

A coté de cette production rénale majeure, des sites mineurs de production de 1,25(0H),D3
ont été identifiés dans un certain nombre de tissus ou elle exerce directement son activité
biologique : c'est une synthése autocrine. En effet, certains tissus possedent leur propre
1a(OH)ase et sont donc capables de produire de la 1,25(0OH),D a partir de la 25(OH)D qui
pénetre a lintérieur de leurs cellules. Des tissus ou des cellules comme os, parathyroides,
placenta, cerveau, pancréas, poumons, prostate, cOlon, kératinocytes, ostéoblastes,
monocytes et macrophages expriment la 1a(OH)ase.
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Cette production hors des cellules tubulaires rénales proximales contribue peu a la formation
de 1,25(0OH)oD plasmatique (18) sauf situation particuliere : grossesse, sarcoidose,

granulomatose.

2.2 Catabolisme de la vitamine D

L'enzyme d'inactivation de la vitamine D, le CYP24A1 est une 24-hydroxylase (24(OH)ase),
mitochondriale, ubiquitaire, de la famille des cytochromes P450. Elle reconnait a la fois le
calcitriol et le calcidiol, sur lesquelles elle agit spécifiquement au niveau de la chaine latérale
aliphatique. Elle convertit les deux sécostéroides par hydroxylation sur le carbone C24, puis
sur le C23, puis par clivage oxydatif de la chaine latérale. L'hydroxylation sur le C24 aboutit
au 24,25(0H),D et au 1,24,25(0OH);D et constitue la premiére étape dans la voie
d’inactivation qui se termine par la formation d’acide calcitroique inactif (19).

Ainsi, elle limite les concentrations locales en calcitriol au niveau des différents tissus cibles
et elle diminue également le pool de la 25(OH)D disponible pour la 1a-hydroxylase.
Prédominante dans le rein et l'intestin elle est aussi localisée dans toutes les cellules cibles,
contrélant ainsi le taux de vitamine D3 active a I'échelle de I'organisme.

Il existe par ailleurs une voie de désactivation de la vitamine D, non catalysée par les
cytochromes, mais qui induit une épimérisation sur le carbone 3 de la vitamine D et de ses
métabolites. L'épimére en C3 du calcitriol, présent en grande quantité chez le nouveau-né,
reconnu par les méthodes de dosage, aurait moins d’effet hypercalcémiant que le calcitriol
lui-méme (9,11).

La vitamine D et ses métabolites sont tous éliminés par voie fécale ou par les reins (3).

Des mutations bi-alléliques de CYP24A1 ont été associées a des taux anormalement élevés
de la 1,25(0OH),D (20).

Un schéma du métabolisme est présenté en annexe p 177.

2.3 Mécanismes de régulation

Nous venons de voir que la biosynthése et la dégradation de la vitamine D sont assurées par
des enzymes de type cytochromes P450 (CYP). La régulation de ces enzymes est trés
étroitement régulée par les hormones du métabolisme phosphocalcique. La vitamine D agit
aussi directement sur sa propre synthése par une boucle de régulation négative via son
récepteur nucléaire VDR. De nombreuses études se sont attachées a I'étude de ces
rétrocontroles permettant une meilleure compréhension de ses effets osseux et
endocriniens.

Nous joindrons a cette étude les facteurs influengant le statut vitaminique D car en plus
d’'une régulation physiologique, des paramétres environnementaux et endogénes modulent
les concentrations en 25(0OH)D (10).

2.3.1 Facteurs influengant la formation d'ergocalciférol et de cholécalciférol

2.3.1.1 Facteurs influencant I'absorption intestinale de la vitamine D d’origine alimentaire

Tout syndrome de malabsorption intestinale peut empécher I'absorption correcte de la
vitamine D. Parmi eux, citons la mucoviscidose, la maladie cceliaque, la cholestase, la
maladie de Crohn, une pancréatite chronique ou une intervention chirurgicale bariatrique
type by-pass ou sleeve (3).

Quant a la source alimentaire, elle a peu d'influence vu son faible taux participatif a la
synthése de vitamine D (10% environ).
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2.3.1.2 Facteurs influencant la synthése cutanée

La quantité synthétisée par la peau est trés variable car elle dépend de plusieurs facteurs
intrinséques et/ou extrinséques (21-22).

a. Facteurs endogénes

lls sont conditionnés par I'état de la peau : age, pigmentation cutanée, pourcentage de
masse grasse, fragilité et épaisseur de I'épiderme (chez les personnes agées).

- Age

Avec I'age, il existe une diminution des capacités de production cutanée de la vitamine D.
Une personne agée de 70 ans produit quatre fois moins de vitamine D3 qu'un sujet agé de
20 ans. Les deux hypothéses pouvant expliquer ce phénoméne sont d’'une part une
diminution de la quantité de 7-DHC dans la peau avec I'age et d’autre part une diminution
nette de I'épaississeur de la peau chez les sujets agés (23-24). Figure 4.

40 o Concentrations plasma-
o O Adultes agés tique en 25(OH) vitamine
O—— Adultes jeunes D aprés exposition corps

entier a une lumiére solaire
artificielle (UV 260-360
nm) de six adultes jeunes
(20-30 ans) et six adultes
ages (62-80 ans) ayant un
phototype de type I11. Les
taux plasmatiques de
25(OH) vitamine D sugge-
rent que la production cuta-
née est de 25 % supérieure
chez le sujet jeune. D’apres
Lips P. Endocrinol Review
T T T T r 2001 ;22:477-501
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Concentrations plasmatique
en 25(0H) vitamine D

Figure 4 : Diminution de la synthése cutanée de vitamine D chez le sujet agé (25)

- Pigmentation cutanée

Le pigment de la peau, la mélanine, agit comme un filtre pour les rayons UV. Elle constitue
un excellent écran solaire naturel mais lI'augmentation de ce pigment mélanique réduit la
synthése de la prévitamine D3. Ainsi, la prévalence de l'insuffisance en vitamine D est plus
importante chez les sujets de peau noire. Un sujet a la peau foncée demande une exposition
3 a 5 fois plus importante qu'un sujet a peau claire pour obtenir des concentrations similaires
en vitamine D (22,26). Les conséquences sur I'os ne sont pas négligeables puisqu’en
paralléle, le risque de fracture osseuse et d’ostéoporose est majoré dans les populations a la
peau foncée comparées a des populations a la peau plus claire.

- Poids, indice de masse corporelle et quantité de masse grasse

Les concentrations de vitamine D circulante sont inversement proportionnelles a l'indice de
masse corporel (IMC). En effet, I'excés de poids serait responsable d’une diminution de la
production cutanée, d’'une diminution de I'absorption intestinale de vitamine D2 et d’'une
diminution de la biodisponibilité par effet de séquestration dans les compartiments de masse
grasse du fait de sa nature liposoluble (27).
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Les formes de réserve de la vitamine D se répartissent en 65 % sous forme de
cholécalciférol et 35% sous forme de 25(OH)D. La vitamine D est stockée préférentiellement
dans le tissu adipeux qui contient 34 % de la 25(OH)D et 73 % de la vitamine D3 native
d'aprés Heaney (15). Tableau Il. Ces réserves, aussi importantes soient-elles chez la
personne obése ne peuvent pallier le manque de synthése hivernale. Une étude récente a
calculé que l'organisme dans sa globalité contenait environ 15 000 Ul; or nos besoins
journaliers sont estimés a environ 600 Ul/jour (28).

Vitamine D (Ul) 25(OH)D (UI) Total (UI)

Tissu adipeux 6960 1763 8723
Muscle 1527 1055 2581
Foie 168 214 382
Sérum 271 1559 1830
Autre 571 578 1149
Total 9496 5169 14 665

Tableau Il : Les principaux sites de stockage de la vitamine D (15)

Ce stockage, pourrait étre a l'origine de déficiences trés fréquemment observées chez les
personnes obéses dont la masse adipeuse est accrue ainsi que le volume total corporel.
Cette expansion de tissu adipeux et de volume global serait a la base d’'une dilution
volumétrique de la vitamine D.

b) Facteurs exogénes

L'exposition au soleil est le principal déterminant du statut en vitamine D chez 'homme (8).
Mais cette exposition au soleil peut étre modulée par différents facteurs : intensité du
rayonnement solaire, durée d'exposition, angle zénithal solaire, opacifiants aux UV (créemes
solaires, pollution, port de vétements) (22). Le manque d'exposition au soleil est largement
reconnu comme étant la premiére cause mondiale de carence en vitamine D (29).

b.1. Facteurs liés a I'ensoleillement naturel

La production de vitamine D3 est influencée par la quantité de rayonnement UVB pénétrant
la peau. Or, la quantité d'UVB solaires atteignant la biosphére est fonction de la longueur
d'onde et de la quantité d'ozone traversée. Elle dépend aussi de I'angle zénithal solaire, de la
latitude, de l'altitude, de la saison et de I'heure de la journée.

- latitude et saison :

L'intensité du rayonnement UV doit étre supérieure a 18 mJd/cm2 pour étre efficace. En
France métropolitaine (latitude de 40°- 50° Nord ), cette dose n'est atteinte qu’entre les mois
d'avril a octobre, d’ou une fluctuation saisonniére importante. Pendant les mois d’hiver, les
radiations sont moins intenses et de plus courtes durées avec une néo-synthése quasi-
absente entre novembre et mars.

La synthése de vitamine D3 sera plus faible aux latitudes élevées car les radiations y sont
moins intenses du fait de l'obliquité des rayons, d'une épaisseur d'atmosphére plus
importante a parcourir et d’'une durée d'ensoleillement diminuée (30).

Une autre variable est représentée par I'horaire d'exposition : la formation de vitamine D
dans la peau est d’autant plus importante que I'angle zénithal, défini comme l'angle entre la
verticale (zénith) et les rayons du soleil est faible (été, midi heure solaire, faible latitude). Par

21



exemple, en Europe, la quantité d’'UVB est importante entre 11 heures et 14 heures en été,
c’est pendant cette période que la synthése cutanée est maximale.

- durée d'exposition :

La synthése cutanée de vitamine D augmente avec la durée de I'exposition solaire (22,31).
Chez un individu a la peau claire, une exposition de 10 a 15 minutes du corps entier en été
produit entre 10 et 25 000 Ul de vitamine D. Actuellement, il est admis comme suffisante une
exposition des bras et des jambes aux UVB, durant 10 a 15 minutes par jour, sauf en hiver.

b.2 Les facteurs bloguant I'action des rayons solaires

Certains facteurs liés a notre mode de vie moderne ou les aspects socio-culturels favorisent
aussi I'insuffisance. C’est notamment le cas des habitudes vestimentaires, de I'application de
cremes solaires, de la sédentarité, des consignes de photoprotection en prévention des
cancers cutaneés.

- Crémes solaires et vétements

Les cremes solaires et le port de vétement bloquent I'action des UVB (32-33). L'application
d'une créme solaire d'indice 15 peut réduire la synthése de 90 % en bloquant la photo-
conversion du 7-DHC en pré-vitamine D3 (pour un indice de 30, la diminution va au-dela de
95%). Ceci explique que, paradoxalement, la prévalence du déficit en vitamine D puisse étre
importante dans des pays a fort ensoleillement, du fait d’'un excés de protection solaire et du
port de vétements traditionnels couvrants.

- La pollution atmosphérique, en bloquant la pénétration d'une partie du rayonnement UVB
participe aussi a la réduction de la synthése de vitamine D (tout comme le verre et le
plexiglas) (31). Par exemple, dans un environnement typiquement urbain, le rayonnement de
surface peut étre réduit de 5% (10).

Dans les latitudes élevées plusieurs facteurs s'accumulent pour expliquer la forte prévalence
du déficit : latitude, journées courtes, hivers longs, vétements couvrants contre le froid.

A I'heure actuelle, suite a l'urbanisation, a la sédentarité et aux recommandations des
sociétés de dermatologie et d'oncologie sur l'exposition solaire, la production cutanée de
vitamine D diminue. La vitamine D va-t-elle retrouver un véritable statut de vitamine ?

2.3.2 Régulation de la synthése de la 25 OHD

La concentration circulante de 25(0OH)D3 est peu régulée. En effet, plus la quantité de
vitamine D synthétisée au niveau cutané et/ou ingérée est grande, plus la production de
25(0OH)D3 est importante. Néanmoins, dans le foie, I'activité de la 25-hydroxylase peut étre
modulée a I'étape transcriptionnelle par certains récepteurs nucléaires comme PPARa et v,
HNF4a et le PXR (14). Dans les hépatopathies chroniques, une diminution de production de
la 25(0OH)D peut survenir.

2.3.3 Régulation du calcitriol au niveau rénal

2.3.3.1 Régulation de la synthése de 1,25(0H),D

Dans le rein, l'activité de la 1 alpha-hydroxylase est trés étroitement régulée et ce
essentiellement par les facteurs régulant le métabolisme phosphocalcique : la PTH, la
calcémie, la phosphatémie, le FGF23 et la 1,25(0OH).D elle-méme (16).

- La parathormone (PTH) est le principal régulateur positif de la production de 1,25(OH),D au
niveau rénal. La PTH intervient en augmentant I'activité du promoteur de la CYP27B1 (et
diminue celle de CYP24A1).

22



- Calcémie et phosphatémie : - via la PTH : I'hypocalcémie augmente la libération de PTH et
donc l'activité de la 1a(OH)ase. A l'inverse, hypercalcémie inhibe la libération de PTH.

- via un mécanisme de régulation indépendant de la PTH,
mécanisme supposé di a une influence directe d'une concentration basse de calcium dans
la lumiére tubulaire ou a l'activation directe de la 1a(OH)ase par un facteur sécrété en
réponse a la carence en calcium. L’hypophosphatémie augmente aussi l'activité de la
1a(OH)ase rénale, indépendamment de la PTH et de la calcémie, par effet local direct des
phosphates sur la cellule tubulaire rénale ou par lintermédiaire du FGF23. De plus,
I'hnypophosphatémie diminue la transcription du géne de la 24(OH)ase.

- Le FGF23 a sa production régulée par le taux de phosphate circulant. Il inhibe I'expression
et I'activité de la 1a(OH)ase et stimule la 24(OH)ase. Il inhibe également la sécrétion de PTH
et est lui-méme contrélé par la 1,25(0OH),D (34). Ainsi, une chute du taux de phosphate
sérique réduit la production du FGF23 et empéche alors son effet négatif sur la production de
1,25(0OH),D.

- La 1,25(0H),D : Il existe un rétrocontréle de la 1,25(OH),D sur sa propre synthése et son
catabolisme, ce qui crée une boucle de régulation évitant I'intoxication par la vitamine D. La
1,25(0OH),D, diminue I'activité de la 1a(OH)ase et stimule la 24(OH)ase (2,3,14). Figure 5

- D'autres facteurs sont impliqués en tant que médiateurs de la régulation de I'activité de la
1a(OH)ase en réponse a une hypophosphatémie : hormone de croissance (GH), IGF1,
insuline.

Il est a noter cependant, que l'activité de la 1a(OH)ase extra-rénale n'est pas régulée, ni par
la PTH, ni par le calcium et trés peu par la 1,25(0OH),D, contrairement a la 1a(OH)ase rénale.

Peau
25-hydroxylase 1a-hydroxylase 24-hydroxylase
CYP2R1, CYP27A1 cYP2781 CYP24A1
L 4
Vitamine DB——ﬂ 25-OH-D3 e 1.25-(OH)2-D3 - Acide
s 2O calcitroique
o | +
VDR
PTH l .
Alimentation Effets biologiques
rCa de la vitamine D3
Activation ..L—— FGF23/Klotho
—1‘ Inhibition

Figure 5 : Schéma de la régulation de la synthése du calcitriol (20)

En résumé, I'hydroxylation rénale est contrélée par plusieurs facteurs :

- des réqulateurs stimulants : PTH élevée, hypocalcémie, hypophosphatémie, IGF1
augmentée, mais aussi, insuline, hormone de croissance, oestrogénes, récepteur nucléaire
PXR (14,16).

- des réqgulateurs inhibiteurs qui ralentissent la transformation rénale ou entrainent la
production de 24-25(0OH), D, forme inactive : hypercalcémie, hyperphosphorémie, FGF23,
1,25(0OH),D, calcitonine, corticoides.
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2.3.3.2 Régulation du catabolisme de la 1,25(0OH)D  Figure 6
La dégradation de la vitamine D3 dépend, dans les reins, de la régulation de la 24-
hydroxylase.

1/ Le VDR est le principal facteur de transcription impliqué dans la régulation des génes
codant pour les enzymes influencant le taux de 1,25(OH),D : il stimule la transcription du
gene codant pour la 24(OH)ase et inhibe I'expression de la 1a(OH)ase. Son importance a
été mise en exergue avec la démonstration que des mutations inactivatrices du géne codant
pour cette enzyme étaient responsables d’'une "hypersensibilité a la vitamine D" avec
hypercalcémie néonatale sévéere (35).

2/ Des acteurs du métabolisme phosphocalcique : les mémes facteurs régulant la 1a(OH)ase
sont retrouvés, mais avec des effets inversés : le FGF23, la calcitonine, les phosphates et la
1,25(0OH),D stimuleraient I'expression du géne codant la 24(OH)ase (14). A linverse,
I'nypophosphatémie diminue la transcription du géne de la 24(OH)ase ainsi que
I'nypercalcémie et la PTH.

3/ Un autre récepteur nucléaire, le PXR (Pregnane X Receptor), impliqué dans la régulation
du métabolisme des xénobiotiques et des médicaments, permettrait I'induction du géne
codant CYP24A1 grace a son interaction avec les séquences VDRE et réduirait ainsi la
concentration sérique de 25(0OH)D et de 1,25(OH),D (3,14,36). Ainsi, les médicaments anti-
épileptiques ou anti-convulsifs, activateurs de PXR, de méme que les corticostéroides, la
rifampicine et la cholestyramine augmentant le catabolisme de la vitamine D, peuvent
conduire a une carence en vitamine D. Lorsque ce type de médicament est prescrit a long
terme, comme c’est le cas pour les personnes épileptiques ou souffrant d’arthrite, un apport
supplémentaire en vitamine D peut s’avérer nécessaire.

- Rein
RO Lot 1 CYP27B1 }e—— PTH calcitonine

a

1 25(0H) D, = Cypoanl 1,24 ,25(0H). D,

(actlve f \ (mactlve)

Figure 6 : Régulation du catabolisme du calcitriol (14)
—p stimulation; === :inhibition; s » : faible action de régulation.

Ainsi la concentration du calcitriol est finement régulée en fonction des besoins en calcium,
par la 1-alpha-hydroxylase (régulation positive) et la 24-hydroxylase (régulation négative).

Le CYP27B1 est I'enzyme clé du métabolisme de la vitamine D. Une altération qui touche
son fonctionnement cause une hyperparathyroidie, le rachitisme/ostéomalacie. Des
mutations inactivant le géne codant le CYP27B1 conduisent au rachitisme vitamine D-
dépendant de type 1 et ceci malgré 'apport correct en vitamine D.
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2.4 Mode d'action de la vitamine D

Les effets biologiques ultimes de la vitamine D dépendent de plusieurs molécules telles la
protéine de transport (DBP), les enzymes d'hydroxylation et le récepteur de la vitamine D.
Comment le stimulus représenté par la fixation de la vitamine D sur son récepteur va-t-il
entrainer I'effet biologique résultant ? Ce sont "les voies de signalisation de la vitamine D". |l
en existe deux : une voie génomique qualifiée de lente et une voie non-génomique qualifiée
de rapide. Toutes les deux passent par une phase primaire de liaison au VDR.

2.4.1 Conformations du calcitriol

La vitamine D présente la particularité d’étre une molécule flexible. Cette flexibilité se traduit
par des changements conformationnels rapides générant une large variété de formes de
ligands s'étendant de la conformation 6-cis a la conformation 6-trans. Plusieurs études ont
mis en évidence que les effets génomiques et non génomiques médiés par le calcitriol
nécessitent des conformations du ligand différentes (37). Ainsi, en 2004, Norman et coll ont
montré que le conformére 6-s-cis est un agoniste fort pour les réponses non-génomiques
mais un agoniste faible pour les actions génomiques, alors que le conformére concave 6-s-
trans est un agoniste fort pour les réponses génomiques mais un agoniste faible pour les
réponses rapides. Figure 7.

S

6-trans vitamine D

6-cis vitamine D

HO™~ OH
\e. y

Figure 7 : Structure et flexibilité conformationnelle du calcitriol.
(a) Structure et sites de flexibilité. (b) Conformations 6-cis et 6-trans. La rotation libre
de 360° autour de la liaison simple 6,7 génere un continuum de conformations allant de la
conformation 6-cis a la conformation 6-trans du Calcitriol (38).

2.4.2 Structure du VDR

Le VDR appartient a la superfamille des récepteurs hormonaux nucléaires activables par la
fixation d’un ligand. Le calcitriol est le ligand naturel du VDR (39).

Le VDR présente une organisation modulaire. Il comporte entre autre les deux domaines
suivants :

- le domaine liant ’ADN, DBD (DNA Binding Domain), permet la reconnaissance entre VDR
et éléments régulateurs de I'ADN. Domaine nécessaire a la translocation du VDR dans le
noyau. Des mutations ponctuelles affectant la translocation du VRD vers le noyau sont
responsables de rachitisme vitamine D résistant de type 2.
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- le domaine liant le ligand, LBD (Ligand Binding Domain) responsable de I'affinité de liaison
au ligand et ou se localise la zone de liaison sélective au RXR. Malgré le fait que le calcitriol
puisse adopter un certain nombre de conformations, un VDR putatif donné n'acceptera
qu'une conformation unique dans sa poche LBD.

La 25(0OH)D3 et la 24,25(0OH),D3 se lient au VDR avec une affinité 100 fois plus faible que la
1,25(0H),D3.

Le polymorphisme du VDR a été décrit pour plusieurs alleéles qui sont associés aux cancers
ovariens et pulmonaires, aux maladies auto-immunes (notamment le lupus), aux infections
(tuberculose) ou encore au syndrome métabolique (diabéte, obésité) et aux complications
cardio-vasculaires (40).

2.4.3 Localisation du VDR dans la cellule

Au niveau cellulaire, le VDR se situe essentiellement dans le cytoplasme et dans la zone
péri-nucléaire, et en quantité moins importante au niveau membranaire.

- au niveau nucléaire ou cytosolique : en I'absence de son ligand naturel, un équilibre existe
entre le VDR présent dans le cytosol et celui présent dans le noyau. En effet, le VDR présent
dans le cytosol est capable de traverser la membrane nucléaire. La fixation du ligand sur le
LBD induit une translocation nucléaire massive du VDR déplacant alors I'équilibre. C'est
une voie directe puisque récepteur et facteur de transcription ne sont qu'une seule et méme
protéine.

- au niveau membranaire : le VDR est situé au sein de structures de la membrane cellulaire
nommeées cavéoles. Au niveau de ces fractions enrichies en cavéoles membranaires, le
calcitriol affiche les mémes affinités de liaison relatives au VDR nucléaire. En réponse a la
fixation du ligand, une série de messagers secondaires comme '’AMPc, ou les ions Ca’+ par
exemple, permettent la transduction du signal grace a une cascade de phosphorylations /
déphosphorylations.

A coté du VDR, un autre récepteur membranaire potentiel a été identifié comme jouant un
réle important dans la voie de signalisation non-génomique. Il s’agit du 1a,25-D3-MARRS
(pour Membrane-Associated Rapid Response Steroid binding protein).

2.4.4 Localisation du VDR dans I'organisme

Ce VDR est exprimé dans la plupart des types cellulaires, ce qui signifie que toutes les
cellules ou presque sont des cibles potentielles du calcitriol (3). La distribution ubiquitaire du
VDR permet d’expliquer le grand nombre de génes (plus de 900) dont la régulation est sous
la dépendance directe ou indirecte de la 1,25(0OH)2D. Le projet LoCaVitD (41) aura pour
objectif entre autre d’identifier des génes cibles de VDR.

Les VDR ont été identifiés dans des topographies "calciques" de la vitamine D (intestin, rein,
0s, glandes parathyroides) et dans de nombreux tissus n’intervenant pas dans 'homéostasie
phosphocalcique comme les cellules B pancréatiques, les kératinocytes, les cellules
immunitaires, les cellules épithéliales bronchiques, les glandes prostatique et mammaires.
Tableau llI.

Ces tissus vont étre ainsi régulés par le systéme endocrinien ou autocrinien de la vitamine
D. La vitamine D interviendra dans des voies métaboliques aussi variées que le métabolisme
du calcium, la prolifération, la différenciation cellulaire, I'inflammation, I'apoptose ou encore
'angiogenése.
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Systéme Tissus

Gastro-intestinal CEsophage, estomac, intestin gréle, célon

Rénal Reins, urétre

Cardiovasculaire Muscle cardiaque

Endocrine Parathyroides, thyroide, surrénale, glande pituitaire
Exocrine Glandes parotides, glandes sébacées

Reproducteur Testicule, ovaire, placenta, utérus, endometre
Immunitaire Thymus, moelle osseuse, lymphocytes B, lymphocytes T
Respiratoire Alvéole pulmonaire

Musculo-squelettique | Ostéoclastes, ostéoblastes, chondrocytes

Cutané Peau, sein, follicule pileux
Nerveux central Neurones cérébrales
Tissu connecteur Fibroblastes, stroma

Tableau lll. Distribution cellulaire et tissulaire du VDR (42)

2.4.5 Actions endocrine et autocrine
De par la localisation des VDR, il y a deux types d'action du calcitriol :

- des actions endocrines : I'hydroxylation rénale permet de produire la 1,25(0OH),D
"hormone", c’est-a-dire qui va passer dans le sang et aller agir sur des tissus cibles ou elle
se lie au VDR. Ces tissus sont principalement l'intestin, I'os, les reins et les parathyroides ou
le calcitriol exerce ses "effets classiques”.

A noter que cette molécule a été classée initialement dans la catégorie des vitamines alors
qu'elle répond aux criteres des hormones et plus spécifiquement des hormones
sécostéroides : tout d'abord de par sa structure (son noyau est commun avec les hormones
stéroides), d'autre part I'organisme synthétise la vitamine D3, et ensuite de par son mode
d'action endocrine et dont le récepteur spécifique présente les caractéristiques des
récepteurs nucléaires aux hormones stéroides (39).

- des actions autocrines : de nombreux tissus expriment la 1-a-hydroxylase mitochondriale,
le VDR et la 24-hydroxylase et sont des cibles potentielles pour une action locale du
calcitriol. La 25(0OH) D pénétre dans ces tissus, y est hydroxylée en 1,25(0OH),D et ne
"ressort" pas de la cellule. L'excés est métabolisé en composé inactif sous I'action de la 24-
hydroxylase.

Cette 1,25(0OH),D extra-rénale a une action purement locale, autocrine, intracrine ou
paracrine. Cette hydroxylation "périphérique" est indépendante de la régulation
phosphocalcique. Le calcitriol ainsi produit n'est pas détectable dans la circulation générale.
Sa production dépend d’une concentration suffisante de 25(OH)D dans le liquide
extracellulaire des tissus concernés (5) et de stimuli cytokiniques (notamment par le TNFa et
'IFNy). Ce mécanisme est la base de trés nombreux effets potentiels dits "non-classiques”
de la vitamine D (43).
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2.4.6 La voie génomique

C'est le mode d'action classique des hormones stéroidiennes, le mieux connu, le plus
répandu. Le calcitriol se lie a son récepteur cellulaire, le VDR, pour réguler positivement ou
négativement la transcription de génes.

Aprés sa synthése rénale la 1,25(0OH),D est transportée dans le sang par la DBP. La
vitamine D pénétre dans le cytosol de la cellule par simple diffusion ou par mécanisme actif.
La elle se lie a son récepteur cytosolique VDR. Cette fixation entraine un changement
conformationnel activant le VDR, ce qui va permettre sa translocation dans le noyau et une
hétérodimérisation optimale avec son partenaire, le récepteur X des rétinoides (RXR). Cette
dimérisation avec le RXR permet alors au complexe de former une structure en "doigt de
zinc" et de s’enchésser dans une séquence spécifique de I'ADN appelée "élément de
réponse a la vitamine D" (VDRE). Cette séquence VDRE est proche de génes dont
I'expression est ainsi soit activée soit réprimée. Le complexe fixé agit comme un facteur de
transcription. La réponse biologique résultante de la voie génomique n’est pas immédiate car
inclut la durée de la transcription des génes (via la synthése d'ARNm) (38). Figure 8
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Figure 8. Schéma de la régulation transcriptionnelle de I'expression de CYP24A1 par le
récepteur de la vitamine D (59). L'hétérodimére RXR/VDR a comme ligand I'acide rétinoique
9-cis (9CRA). (+): activation de la transcription du géne de CYP24A1.

Le VDR peut ainsi activer directement la transcription de certains génes (exemple du
CYP24A1 de la figure 8), mais aussi inhiber celle d’autres génes comme ceux de la PTH ou
le géne CYP27B1 connus pour étre négativement régulés par le calcitriol via des éléments
de réponse négatifs appelés nVDRE. Ce mécanisme de trans-répression permet une rétro-
régulation de la biosynthése du calcitriol. L'effet inducteur ou répresseur est un phénoméne
complexe qui implique le recrutement de coactivateurs ou de corépresseurs lors de la
fixation du ligand au VDR. De méme, il existe une régulation de la synthése du VDR et par
exemple la 1,25(0OH),D3 stimule TARNm du VDR dans les glandes parathyroides et le rein,
mais pas dans l'intestin.

En I'absence de ligand, le VDR présent dans le noyau interagit avec son partenaire RXR et
le complexe VDR/RXR se fixe sur un élément de réponse mais il est maintenu dans un état
"silencieux" par un ou plusieurs corépresseurs (44). La fixation du ligand sur le complexe
VDR/RXR induit un changement conformationnel qui entraine le départ des corépresseurs.

Le mode de régulation génique par le VDR et la vitamine D est largement multifactoriel et fait
intervenir de nombreux cofacteurs de transcription.
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2.4.7 Voie non-génomique

La vitamine D exerce en plus une large panoplie d'effets rapides qualifiés de non-
génomiques puisque prenant place dans le cytosol ou au niveau de la membrane plasmique.

Dans ce cas de figure, le signal récepteur/vitamine D active les voies de signalisation
intracellulaires classiques pouvant impliquer 'AMPc, la protéine kinase C , la protéine kinase
A, la phospholipase C, le phosphatidylinositol-3-phosphate kinase, la MAP kinase et des
RAF Kinases, ou bien induit des modifications dans les flux transmembranaires des ions tels
que le calcium. L'intervention des messagers secondaires fait intervenir de nombreuses
protéines (45).

Les effets non-génomiques ont été décrits dans de nombreuses cellules comme les
kératinocytes, les entérocytes, les cellules musculaires, les ostéoblastes, les chondrocytes,
les hépatocytes ou les cellules B du pancréas, cependant le caractére ubiquitaire de ce type
de régulation n’est pas encore établi. Par exemple, dans l'intestin, le calcitriol agit sur les
composants cellulaires nécessaires au transport du calcium et du phosphate par voie
génomique, mais il permet aussi d'amorcer rapidement le transport de ces deux ions par voie
non-génomique. Les deux voies peuvent donc étre empruntées pour servir la méme action
(46).

Question : comment le VDR, récepteur nucléaire, facteur de transcription peut-il étre aussi
associé a des réponses non-génomiques n'impliquant pas de régulation transcriptionnelle
des génes cibles ? Existe-t-il des variants du VDR ou des récepteurs membranaires
différents du VDR ? La conformation du ligand joue-t-elle un role décisionnel ?

Des données suggérent que le VDR classique ne serait pas impliqué dans les réponses
rapides induites par le calcitriol. Il semblerait que les effets non-génomiques du calcitriol
dépendent d’'un récepteur membranaire, la protein disulfide isomerase family A member 3
(Pdia3), également connue sous d'autres noms comme 1,25D3-MARRS. Le rble de ce
récepteur a été bien décrit dans I'entérocyte, ou il participe au captage rapide du calcium. Le
récepteur Pdia3, apres fixation et activation par le calcitriol, active les voies de transduction
du signal qui vont étre a l'origine des réponses trés rapides médiées par ce récepteur en
réponse au calcitriol (47).

Ce récepteur 10,25-D3-MARRS (ou Pdia3) appartient a la superfamille des protéines
multifonctionnelles et précédemment connu pour interagir avec les hormones thyroidiennes
et cestrogéniques. Il a été montré que la protéine 10,25-D3-MARRS fixe préférentiellement le
calcitriol plutét que la 25(OH)D3 ou la 24,25(0H),D3. Les complexes VDR/calcitriol et 1a,25-
D3-MARRS/calcitriol possédent une constante de dissociation similaire.

Ces actions non-génomiques semblent étre responsables des effets hypercalcémiques
secondaires aux traitements par le calcitriol et ses dérivés (en particulier dans les traitement
anti-tumoraux). Aussi la compréhension des mécanismes gérant cette voie est cruciale pour
le développement de nouveaux analogues du calcitriol moins hypercalcémiants dans les
traitements anticancéreux.

En conclusion, le 1,25D3-MARRS et le récepteur nucléaire VDR sont les deux récepteurs
retenus actuellement pour leur réle dans la signalisation non-génomique de la vitamine D3. A
ce jour, les mécanismes de la voie non-génomiques ne sont pas clairement élucidés.

L'étude et linterprétation des mécanismes régissant les effets non-génomiques sont
complexes car il y a parfois superposition des effets d'une voie sur l'autre : par exemple,
I'activation des kinases produit une amplification des effets génomiques et il existe une
communication entre réponses génomiques et non-génomiques (46).
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3. Réles de la vitamine D et conséquences de I'hypovitaminose D

La mise en évidence des récepteurs a la vitamine D dans la plupart des tissus de
I'organisme a fait passer celle-ci du réle de vitamine a tropisme purement phosphocalcique
et osseux a celui d'une véritable hormone pléiotrope ayant une implication dans la
prolifération, la différenciation cellulaire et jouant ainsi un réle global sur la santé.

On distinguera les actions dites classiques (essentiellement réalisées par la voie endocrine),
concernant le métabolisme osseux, des actions non classiques (voie autocrine et paracrine).
Les effets musculaires seront décrits dans cette deuxiéme partie (en référence a la
littérature) bien qu’intimement liés de par leur mode d'action et de par leurs conséquences
cliniqgues aux effets osseux.

Beaucoup d'études tant observationnelles qu'interventionnelles ont été menées afin
d'appréhender les conséquences de I'hypovitaminose D. LlInstitute of Medicine (IOM),
I’Agency for Healthcare Research And Quality (AHRQ) et 'Académie Nationale de Médecine
(ANM) ont recensé nombre d'études dont certaines ont été reprises dans le rapport de la
HAS de 2013 (48-53). Parmi ces études, certaines seront citées en exemple en mentionnant
les références et les résultats abrégés.

3.1 Homéostasie phosphocalcique et métabolisme osseux

La vitamine D est une des composantes majeures du métabolisme phosphocalcique. Les
taux plasmatiques relativement faibles de calcium et de phosphore vont étre ajustées avec
précision a partir des entrées, des sorties et du stock osseux pour permettre le maintien de
’homéostasie phosphocalcique ainsi que la minéralisation du squelette. La vitamine D
participe a cet équilibre.

3.1.1 Mécanismes d'action

La forme active de la vitamine D, le calcitriol, se comporte comme une hormone
hypercalcémiante et hyperphosphorémiante. Il agit au niveau de quatre organes : intestin,
reins, parathyroides, os, via sa liaison au complexe VDR-RXR, et, avec les hormones
impliquées dans le métabolisme phosphocalcique (PTH, FGF-23 principalement) permet un
maintien du remodelage osseux et une homéostasie phosphocalcique. La vitamine D
augmente l'absorption intestinale, la réabsorption rénale du calcium et du phosphore et
favorise la résorption osseuse (54-55).

a) - action intestinale :
Le calcitriol stimule I'absorption intestinale du calcium (56) et secondairement celle des
phosphates (2).

1/ Pour le calcium, deux modes de transport sont mis en jeu et affectés par le calcitriol (16) :
- un transport transcellulaire actif saturable, contre un gradient de concentration, qui se situe
au niveau du duodénum et du jéjunum. Il comporte trois étapes vitamino-D dépendantes:

= |'entrée de calcium par le cété apical de l'entérocyte (bordure en brosse) via un canal
calcique, le TRPV6 (encore appelé CaT1). Le calcitriol régule I'expression de ce canal.

= la liaison du calcium a la calbindine-9K (CaBP9K) dans le cytosol qui facilite le transport
transcellulaire. Le calcitriol augmente la synthése de cette protéine. La déficience
fonctionnelle de la calbindine peut étre compensée par la TRPV6 sous linfluence du
calcitriol.
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= |'extrusion du calcium dans le plasma a travers la membrane basolatérale se fait par deux
transporteurs : la PMCA1b qui est une pompe a calcium ATP dépendante, dont le géne est
sous le contréle du calcitriol et le NCX1 qui est un échangeur Na+/Ca2+ de type 1.

Ce processus est lent car nécessite via le VDR la synthése de protéines comme la TRPVG6 et
représente 30 a 40 % du calcium ingéré.
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Figure 9. Schéma de 'absorption digestive du calcium au niveau de I'entérocyte [55].

- un_transport paracellulaire, passif, non saturable, a travers les jonctions serrées et les
espaces intercellulaires, dépendant de la concentration en calcium. Il représente 5 a 10 % du
calcium ingéré et se situe surtout dans l'iléon. A ce niveau, le calcitriol augmente la
perméabilité du calcium ionisé en stimulant la synthése et I'expression de claudines,
protéines qui participent a la formation de ces canaux calciques paracellulaires.

2/ Pour les ions phosphates : I'absorption intestinale (jéjunum et iléon) existe, comme pour le
calcium, sous forme d'un processus actif saturable et d'un processus passif non saturable
paracellulaire (majoritaire), mais est moins régulée que pour le calcium. Le processus actif
transcellulaire implique un co-transporteur sodium/phosphate NPT2b situé dans la
membrane apicale et dont I'expression est sous influence du calcitriol. Figure 9.

Calcium et phosphates sont absorbés de maniére passive lorsque les apports sont normaux.
Les mécanismes actifs sont mis en ceuvre lorsque les apports calciques ou phosphorés sont
faibles ou dans certaines conditions physiologiques ou les besoins augmentent (croissance
ou grossesse) ou encore lorsque la concentration plasmatique de 1,25(0OH),D est élevée
(pathologies comme la granulomatose ou I'hyperparathyroidie). Ceci entraine une
augmentation significative de la fraction de calcium et de phosphore absorbée par rapport a
la quantité ingérée (de 20 a 30 % pour le calcium) et favorise un environnement minéral
optimal pour le tissu osseux.

La phosphatémie est également régulée, mais dans des limites plus larges que celles de la
calcémie. La premiére réponse a une hypophosphatémie est la synthése de calcitriol.

La 25(OH)D aurait aussi une action directe sur I'absorption de calcium au niveau intestinal,
certes bien moindre que la 1,25(0OH),D.

PTH et FGF-23 n'ont pas d'action au niveau intestinal sur le métabolisme phosphocalcique.
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b) - action rénale
Au niveau des reins, le calcitriol participe a sa propre régulation (inhibe la 1a-hydroxylase et
stimule la 24-hydroxylase) et augmente la réabsorption du calcium et des phosphates (2,16).
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Figure 10. Schéma de la réabsorption du calcium au niveau du TCD (55).

1/- La réabsorption du calcium

Sur les 95 % de calcium réabsorbés au niveau des reins, 10 % le sont au niveau du TCD.
Cette portion est soumise au controle de la PTH (prépondérant), de la calcitonine (inhibiteur)
et de la vitamine D (stimulant mais pour 1% seulement) pour permettre un ajustement fin de
la calcémie (calcémie basse : 100 % du calcium sont réabsorbés; calcémie élevée : 50 %
sont réabsorbés).

La réabsorption du calcium dans le TCD s'effectue par voie transcellulaire en trois étapes
toutes régulées par le calcitriol :

- entrée du calcium dans la cellule par un canal calcique apical, le TRPV5 (ou EcaC)

- transport du calcium a travers le cytosol par la Calbindine-D28K (CaBP28K),

- sortie de la cellule vers linterstitium par I'échangeur NCX1, échangeur Na/Ca, ou par une
calcium-ATPase, la PMCA1b. Figure 10

Le signal VDR stimule I'expression du TRPV5, de la CaBP28K et de la PMCA1b.

2/- La réabsorption du phosphore

90 % environ des phosphates filirés sont réabsorbés au niveau du TCP, mais il existe un
taux maximum de réabsorption (TmPi). Cette réabsorption au niveau proximal se fait en
partie grace a des co-transporteurs sodium/phosphates (NPT2a et NPT2c) exprimés au pole
apical des cellules tubulaires. Leur expression est stimulée par le calcitriol et réduite par la
PTH et le FGF23.

3/_actions des autres hormones
- action de la PTH : principale hormone hypercalcémiante et aussi hypophosphatémiante

= Elle augmente la réabsorption rénale du calcium. L'influence du calcitriol sur la
réabsorption du calcium est plus modeste que celle de la PTH qui agit en stimulant
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I'expression du TRPVS et du NCX1. En fait ces deux hormones agissent en synergie au
niveau du TCD.

= La PTH diminue la réabsorption du phosphore au niveau du TCP. Elle agit en inhibant
les co-transporteurs sodium-phosphate (internalisation de NPT2a) diminuant ainsi la
phosphatémie.

= Enfin, toujours au niveau des cellules du TCP, elle stimule la synthése de la 10-
hydroxylase et inhibe la 24-hydroxylase, donc stimule la production de calcitriol qui a son
tour inhibe la synthése et la sécrétion de la PTH, ce qui diminue I'effet hypophosphatémiant
de cette hormone.

- action du FGF-23 : hypophosphatémiant

= Le FGF23 et son co-récepteur Klotho diminue la capacité de réabsorption rénale du
phosphate en inhibant I'expression des co-transporteurs NPT2a et NPT2c au niveau de la
membrane apicale des cellules du TCP. Ceci a pour effet de faire baisser la phosphatémie.

= Toujours dans le TCP, le FGF23 inhibe puissamment I'expression de la 1a-hydroxylase
et stimule la 24-hydroxylase par l'intermédiaire de Klotho entrainant une baisse de la
1,25(0H),D. A l'inverse, le calcitriol stimule I'expression du FGF23, augmentant son effet
hypophosphatémiant.

- La calcitonine est hypocalcémiante et hypophosphatémiante : elle diminue la réabsorption
rénale du calcium, des phosphates et inhibe la 1-a-hydroxylase.

c)- action osseuse :

L'effet principal du calcitriol est la mobilisation du calcium osseux en favorisant la résorption
ostéoclastique. La libération du pool de calcium/phosphate dans le pool extracellulaire va
favoriser la minéralisation des matrices osseuses et cartilagineuses, mais le calcitriol ne
participe pas a la fixation de ces ions dans la trame osseuse.

Le calcitriol exerce une action autocrine et paracrine sur les ostéocytes qui produisent la 1a-
hydroxylase et expriment le VDR. Seul l'ostéoblaste posséde le récepteur VDR et le
récepteur a la PTH (PTH-R). Les ostéoclastes ne possédent ni récepteur au calcitriol ni a la
PTH, mais expriment le RANK (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B), une cytokine
dont le role dans la résorption osseuse est fondamental.

Au cours du remodelage osseux, et notamment de I'activité ostéoclastique, il existe une
régulation par les hormones calciotropes et les cytokines de la résorption osseuse:
ostéoprotégérine (OPG) et RANKL (RANK Ligand). Le RANKL des cellules souches
mésenchymateuses du stroma médullaire se lie a deux récepteurs antagonistes : le RANK et
I'OPG. L'OPG est un récepteur exprimé par les ostéoblastes qui inhibe la résorption osseuse
en se fixant avec une forte affinité et spécifiquement a son ligand RANKL bloquant ainsi la
lisison RANKL-RANK. Donc OPG et RANKL ont des effets inverses sur 'ostéoclastogenése
(57).

Deux actions médiées par le VDR sur I'ostéoblaste :

- le calcitriol va favoriser la synthése de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire
telles que le collagéne |, I'ostéopontine, ainsi que de l'ostéocalcine et des phosphatases
alcalines. De plus, en présence de PTH, il agit sur la différenciation et la maturation des
ostéoblastes.

- en situation d'hypocalcémie, l'action de la vitamine D va porter sur la différenciation et
l'activation des progéniteurs hématopoiétiques du stroma médullaire en lignées
ostéoclastiques entrainant la résorption osseuse. Pour ce faire, elle stimule I'expression du
récepteur RANK des précurseurs ostéoclastiques ainsi que l'expression du ligand nucléaire
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RANKL. La liaison RANK-RANKL active leur différenciation, leur maturation en ostéoclastes,
ainsi que leur activité. Le complexe 1,25(0OH),D/VDR inhibe aussi I'expression de I'OPG. Le
calcitriol en déplacant I'équilibre RANK/OPG vis a vis du ligand va favoriser l'extraction du
calcium et du phosphore de I'os, alors disponibles pour l'ostéogenése. Figure 11.

L'action ostéolytique et donc mobilisatrice de calcium et de phosphore par la vitamine D
nécessite la présence de PTH.
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Figure 11 : Action de la 1,25(0OH),D sur le systtme RANK/RANK-L/OPG régulant la
génése ostéoclastique (16).

Actions de la PTH au niveau osseux :
- 1/- une_action directe en mobilisant le calcium osseux rapidement échangeable vers le
milieu extracellulaire. Ce processus est trés rapide mais de faible capacité. Il intéresse le
calcium "rapidement échangeable" présent sur les couches superficielles de l'os. Il est
différent du remodelage osseux qui est un processus continu et de grande capacité.
- 2/- une action moins rapide et plus complexe sur 'os : elle stimule a la fois la formation et la
résorption osseuse. L'effet prépondérant dépend de la durée et de I'importance de I'action de
la PTH.

= |'effet anabolique s'effectue par des actions directes sur les ostéoblastes

= |'augmentation de la résorption osseuse se fait de maniéere indirecte : elle stimule la
différenciation et la fusion des précurseurs ostéoclastiques, en modulant la sécrétion de
RANKL par les ostéoblastes. Le rapport d'activit¢ RANKL/OPG augmente sous l'influence de
la PTH.

A doses physiologiques, I'effet de la PTH est anabolique et les ostéoblastes sécrétent la
matrice osseuse. A doses importantes, l'effet est inverse : les ostéoblastes activent la
différenciation et la prolifération des ostéoclastes qui détruisent I'os et permettent la
mobilisation du calcium (57).

Actions de la Calcitonine : les ostéoclastes matures expriment un récepteur a la calcitonine,
hormone sécrétée par la thyroide suite a une hypercalcémie. Elle agit directement sur les
ostéoclastes de maniére importante mais transitoire pour diminuer la résorption osseuse :
elle diminue le nombre, l'activité et la durée de vie des ostéoclastes et stimule la re-
minéralisation de la matrice osseuse. La calcitonine est utilisée dans le traitement de
I'ostéoporose post-ménopausique.
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d) relations entre vitamine D et les autres hormones du métabolisme phosphocalcique

d.1/ - la PTH régule la calcémie et le métabolisme osseux

Les cellules parathyroidiennes synthétisent continuellement la PTH et la stockent dans des
vésicules. La sécrétion de PTH est étroitement régulée par la concentration sérique en
calcium ionisé. Ainsi de faibles variations de la calcémie entrainent de fortes variations de la
sécrétion de PTH et ce grace a un récepteur sensible au calcium, le CaSR trés présent au
niveau osseux et rénal.

- La diminution de la calcémie ionisée entraine une libération de PTH en quelques secondes
(par inactivation du CaSR), une augmentation de la synthése de PTH en quelques heures ou
quelques jours et une prolifération des cellules parathyroidiennes en quelques semaines
(58). Cette élévation de la PTH va stimuler la synthése de 1,25(OH).,D par les 1o-
hydroxylases rénales et ostéoblastiques. Cela engendre une stimulation de I'absorption
intestinale de calcium, une mobilisation du calcium osseux et une réabsorption du calcium au
niveau rénal.

- Lorsque la calcémie ionisée s’éléve au-dessus du set-point, le CaSR activé provoque une
dégradation de la PTH dans les vésicules de stockage ainsi qu'une inhibition de la
réabsorption du calcium au niveau rénal. La sécrétion de calcitonine augmente ['effet
hypocalcémiant.

- D'autre part il existe une rétro-régulation, plus lente, sur plusieurs heures, par le calcitriol,
qui diminue le taux dARNm de la PTH des cellules parathyroidiennes, sur le mode
endocrine ou autocrine car les cellules parathyroidiennes possédent le VDR et la 1-a-
hydroxylase. Le calcitriol exerce également un rétrocontrbéle sur la croissance des cellules
parathyroides limitant ainsi I'hyperplasie des parathyroides en cas d'hyperthyroidie
prolongée due a une hypocalcémie persistante (55). Donc, la 1,25(0OH),D et la 25(OH)D
exercent une action inhibitrice sur la sécrétion de PTH (59). En paralléle, le calcitriol stimule
également I'expression du géne codant les récepteurs CaSR, ce qui permet une
amplification de son effet suppresseur sur la synthése la PTH.

d.2/ - FGF-23
Le FGF-23 constitue un facteur clef dans la régulation de la phosphatémie et de la
calcitriolémie. Il est synthétisé principalement par les ostéocytes et agit principalement par
voie endocrine, ce qui fait de cette molécule une hormone. L'autre particularité du FGF23 est
de nécessiter pour son action biologique la protéine membranaire Klotho qui joue le réle de
co-récepteur.

Au niveau osseux, le calcitriol, par l'intermédiaire de son VDR et des VDRE présents dans le
promoteur du géne codant le FGF23, stimule sa production, indépendamment du taux de
phosphate. Il régule aussi la transcription des génes codant pour le Klotho.

Les actions principales du FGF23 sont la diminution de la réabsorption tubulaire proximale
des phosphates, et diminution de la 1,250H,D. En diminuant la calcitriolémie I'absorption
intestinale du phosphate diminue, ce qui majore I'action hypophosphatémiante du FGF23.

Les facteurs qui augmentent sa synthése sont le calcitriol, I'hyperphosphatémie, la PTH.

d.3/- FGF-23 / PTH / Vitamine D

- Le FGF23 a des effets opposés a ceux de la PTH sur la synthése rénale du calcitriol : le
FGF23 diminue le taux du calcitriol. Cette baisse inhibe I'expression du FGF23 dans l'os,
formant un rétrocontréle négatif entre FGF23 et vitamine D.

- Les glandes parathyroidiennes expriment Klotho et constituent donc une cible du FGF23.
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Le FGF23 inhibe I'expression et la sécrétion de PTH et a linverse la PTH stimule
'expression du FGF23, suggérant I'existence d'un systéme de rétrocontrble négatif entre
FGF23 et la PTH (60)

- La PTH stimule la synthése de vitamine D et en retour, 1,25(0OH),D et 25(0OH)D exercent
une action inhibitrice sur la synthése et la sécrétion de PTH. Figure 12.

- Entre ces trois hormones, la PTH n'exerce aucune action inhibitrice, le FGF23 deux actions
inhibitrices et le calcitriol une action inhibitrice (sur PTH) et une stimulatrice (sur FGF23).
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Figure 12 : Schéma résumant la régulation hormonale du métabolisme phosphocalcique.
Une diminution de la calcémie entraine une libération de la PTH. La PTH agit sur ses
récepteurs (PTHR) situés dans I'os et le rein, ce qui induit résorption osseuse, augmentation
de la réabsorption du calcium, inhibition de la réabsorption du phosphore et synthése de
calcitriol. Celui-ci, en agissant sur ses récepteurs VDR présents dans l'intestin, le rein et I'os
contribue a restaurer la calcémie. De plus il exerce un rétrocontréle négatif sur la sécrétion
de PTH, stimule la sécrétion de FGF23 par 'os. Celui-ci exerce un rétrocontréle négatif sur
la synthése de calcitriol et inhibe la sécrétion de PTH.

—— : action inhibitrice — : action stimulatrice
: action de la vitamine D (VD) —— : action du FGF23
— 5 :actiondelaPTH s22" % rétrocontréle

—— : action combinée de la PTH et de la vitamine D
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e) en cas d'hypovitaminose D

Le déficit en vitamine D entraine une hypocalcémie par baisse de I'absorption intestinale et
de la réabsorption rénale. La diminution de la calcémie ionisée est responsable d'une
augmentation de synthése et de sécrétion de PTH, augmentant I’hydroxylation de 25(OH)D
en 1,25(0OH),D active. D'ou :

- la stabilité des taux de 1,25(OH),D au dépens de la 25(OH)D.

- le fait qu'avec une 25(OH)D basse, la concentration sérique de 1,25(0OH),D peut étre
normale ou augmentée (61)

- une hyperparathyroidie secondaire : la diminution du calcitriol entraine aussi une diminution
du rétrocontréle sur la PTH, conduisant a I'augmentation majorée de la PTH (puisque déja
élevée par I'nypocalcémie). Cette hyperparathyroidie secondaire va maintenir la calcémie en
mobilisant les réserves de I'os ce qui engendre notamment une déminéralisation osseuse
(49). L'hyperparathyroidie secondaire peut étre considérée, au moins a court terme, comme
une réaction adéquate visant a compenser les troubles du métabolisme phosphocalcique.

Le réle principal de la vitamine D est de maintenir, directement et par I'intermédiaire de la
PTH, une bonne homéostasie du métabolisme osseux tout au long de la vie. La calcémie est
ainsi maintenue dans une fourchette trés étroite par une interrelation sophistiquée entre les
hormones calciotropes. Une altération du métabolisme phosphocalcique peut avoir des
répercussions importantes sur les processus de minéralisation des os et des dents.

3.1.2 Conséquences pathologiques de I'hypovitaminose D au niveau osseux

La vitamine D a un impact sur la densité osseuse, sur la qualité de I'os et sur la croissance
harmonieuse du squelette. Un déficit profond et prolongé en vitamine D peut causer des
pathologies osseuses caractérisées par un défaut de minéralisation de la matrice osseuse :
rachitisme chez l'enfant et ostéomalacie chez I'adulte (2,55,62). Une insuffisance moins
grave n’entrainera pas de défaut de minéralisation évident mais pourra favoriser une
ostéoporose, en particulier chez la femme ménopausée ou le sujet agé.

Il est admis qu'il existe des déficits en vitamine D non accompagnés de rachitisme ou
d'ostéomalacie. De méme il existe plusieurs causes de rachitisme ou d'ostéomalacie, mais la
principale est d'origine carentielle, due a un effondrement du taux circulant de 25(OH)D. Une
concentration de 25(OH)D inférieure a 25 nmol/L (< 10 ng/ml) est constamment retrouvée
dans l'ostéomalacie et le rachitisme carentiel (63).

a) Rachitisme et ostéomalacie

L'ostéomalacie (ou le rachitisme chez I'enfant) associe un bas niveau de remodelage
osseux, un défaut de minéralisation osseuse et une accumulation de matrice ostéoide non
minéralisée. Ces processus fragilisent I'os, exacerbent l'ostéoporose et favorisent la
survenue des fractures.

Les manifestations cliniques d’'un déficit en vitamine D sont musculosquelettiques. A cété
des troubles purement osseux, les signes de I'hypocalcémie peuvent étre la baisse de tonus
musculaire, les crises de tétanie et les convulsions.

- le rachitisme chez I'enfant est caractérisé par des malformations osseuses, avec retard a
l'ossification, fragilisation avec fractures et fissures spontanées, troubles de la marche par
faiblesse musculaire, tétanie. Une atteinte du cartilage est également probable. En effet, les
chondrocytes expriment le récepteur a la vitamine D. On note des déformations du squelette
(crane, thorax, membres) et une hypotonie générale musculaire avec retard dans
I'acquisition de la marche.
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- l'ostéomalacie chez I'adulte est une ostéopathie étendue a I'ensemble du squelette. La
baisse des concentrations extra-cellulaires de calcium et phosphates produit un retard de
minéralisation de la matrice conduisant a un excés de tissu ostéoide (hyperostéoidose). Le
tissu osseux devient fragile et le risque de fracture important (bassin, thorax, membres
inférieurs) (64). Figure 13

L'ostéomalacie se manifeste par des symptdmes peu spécifiques : asthénie, altération de
I'état général, douleurs osseuses diffuses généralisées ou localisées généralement
symétriques, douleurs musculaires (myopathie proximale prédominante aux membres
inférieurs) d'ou des difficultés a la marche. Elle peut étre suspectée devant une démarche
dandinante avec des mouvements de bascule latérale type "démarche de pingouin”
(ou waddling gait). Le passage de la position assise a la position debout est ralenti. Elle peut
aboutir a un véritable état grabataire.

b) Ostéoporose

Lorsque le déficit en vitamine D est moins profond, il N’y a pas de défaut de minéralisation
osseuse immeédiat, mais la tendance hypocalcémique induite stimule la sécrétion de PTH.
Calcémie et calcitriolémie seront "normalisées" au prix d’une hyperparathyroidie secondaire.
Celle-ci accroit le remodelage et la fragilité de I'os ce qui, a long terme, contribue finalement
a la déminéralisation osseuse, a la diminution de la densité minérale osseuse (DMO) donc a
I'ostéoporose du sujet 4gé (65). Ce phénoméne qui prédomine au niveau de l'os cortical
entraine une augmentation du risque de fracture périphérique, en particulier de I'extrémité
supérieure du fémur. Ce risque de fracture est encore aggravé par 'existence de troubles
neuromusculaires. Figure 13.

Une définition a été donnée en 1993 par la Conférence de consensus AJM (American
Journal of Medecine) : "L'ostéoporose est une maladie généralisée du squelette caractérisée
par une diminution de la masse osseuse (aspect quantitatif) et une altération de la micro-
architecture du tissu osseux (aspect qualitatif) qui ont pour conséquence une augmentation
de la fragilité de I'os et, par conséquent du risque de fracture".

Ainsi, le déficit en vitamine D est responsable directement et indirectement d'un risque
fracturaire élevé, ceci surtout en cas d’ostéoporose.

0s 0s
Os normal ostéoporotique  ostéomalacique

Coupe histologique

d 'un os

cavité de | 'os
Volume tissu ostéoide
osseux

tissu calcifié

Hypo-ostéoidose Hyperostéoidose

Figure 13 : Conséquences de I'hypovitaminose D sur la structure de l'os (66)
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c) Les signes biologiques et radiologiques accompagnant ces pathologies osseuses.

- ostéomalacie, rachitisme : le diagnostic positif d'ostéomalacie repose sur un faisceau
d'arguments cliniques, mais aussi biologiques et radiologiques :

o Biologie :

- Augmentation des phosphatases alcalines : signe constant,

- Effondrement de la 25(OH)D : < 25 nmol/l (10 ng/ml),

- Hypocalcémie variable, la PTH tendant a maintenir une calcémie normale au prix d'une
déminéralisation osseuse. Phosphatémie normale ou basse,

- Diminution de la calciurie,

- Augmentation de la PTH dans les formes évoluées.
On peut aussi utiliser des marqueurs osseux comme le CTX. Le dosage de la créatinine peut
permettre de calculer le taux de réabsorption des phosphates (TRP).

= Radiologie : signes de I'hyperostéidose

- La radiologie standard montre une déminéralisation importante avec hypertransparence
osseuse diffuse, des fissures symétriques ou stries de Looser-Milkman.

- L’'ostéodensitométrie retrouve une DMO basse en général.

- La scintigraphie osseuse (non indiquée) retrouve de nombreux foyers d'hyperfixation.

- Le DEXA scan (absorptiométrie biphotonique) est I'examen de choix dans le bilan initial
de rachitisme (67).

- ostéoporose :
= Biologie :

- bilan phosphocalcique standard normal avec diminution de la 25(OH)D

- mesure des marqueurs de la résorption osseuse : hydroxyprolinurie, pyridinoline et
désoxypyridinoline, C et T télopeptides collagéne type | : CTX ou cross laps et NTX (68).

- marqueurs de la formation osseuse: phosphatases alcalines, ostéocalcine. Les
marqueurs osseux ne donnent pas la méme information que la mesure de la densité
minérale osseuse, donc on ne posera pas de diagnostic d’ostéoporose avec ces seuls
marqueurs, mais avec la clinique et la radiologie.

= Radiologie : étude de la densité minérale osseuse. L'ostéodensitométrie ou densitométrie
osseuse permet de mesurer la DMO et donc d'évaluer la qualité de minéralisation de I'os. Le
résultat est baptisé score T (T-score). C'est a partir de ce chiffre que I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) a défini I'ostéoporose, selon les grades suivants : Tableau IV

Normal (T score supérieur a -1 écart-type

Ostéoporose|T score inférieur a -2,5 écart-type

Ostéoporose|T score inférieur a -2,5 écart-type et présence d'une ou plusieurs fractures
sévere

Tableau IV : Définition de l'ostéoporose en fonction du T-score

d) Etiologie du rachitisme, ostéomalacie et ostéoporose : la répartition géographique de
incidence du rachitisme/ostéomalacie est bien connue. Ces pathologies sont plus
fréquentes dans les pays recevant un faible ensoleillement. Ces maladies résultent
principalement du défaut d’exposition solaire et des carences d’apport alimentaire en
vitamine D. (cf chap 5,2) Tableau V.
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ETIOLOGIES CLINIQUE RADIOLOGIE BIOLOGIE
Carence en - souvent rien, Déminéralisation |- Phosphatases
vitamine D. - douleurs importante, alcalines 1
Ostéomalacie |Vitamino-sensible |osseuses fissures ou stries |- phosphorémie|
Rachitisme |et curable par - déformations  |de Looser- - calciurie |
I'apport de osseuses Milkman - vitamine D |
vitamine D - calcémie |
- Ostéoporose - Passe souvent |Déminéralisation |- Bilan
post- inapergue osseuse diffuse : |phosphocalcique
ménopausique - Tassements mesure de la standard normal
, - Ostéoporose vertébraux, DMO par ostéo - |- Mesure des
Ostéoporose o . e
secondaire : fractures (col du |densitométrie marqueurs du
hypercorticisme, [fémur) remodelage
immobilisation 0Sseux
prolongeée...

Tableau V : Récapitulatif des caractéristiques de I'ostéomalacie et de 'ostéoporose

Il existe également des maladies héréditaires du métabolisme de la vitamine D. Le
rachitisme pseudo-carentiel de type | ou VDDR1 (pour Vitamin D Dependency Rickets type
1) résulte d’'une anomalie de I'expression du géne codant CYP27B1. Le taux de 25(OH)D est
alors normal alors que le taux de 1,25(0OH),D est effondré. Des déformations et douleurs
osseuses, un retard de croissance et une myasthénie caractérisent la maladie.
L’'administration de 1,25(OH).D est nécessaire durant toute la vie des personnes atteintes. A
l'inverse, le rachitisme pseudo-carentiel de type Il résulte d’'une anomalie de I'expression du
géne codant VDR. Il se caractérise donc par une résistance des organes cibles a I'action de
la 1,25(OH),D dont le taux est élevé. Ce rachitisme pseudo-carentiel de type |l se manifeste
par un tableau de rachitisme sévére et précoce. Le traitement consiste en 'administration de
doses massives de tous les dérives de la vitamine D3 et de calcium.

e) Vitamine D, densité osseuse et risque de fractures

La fragilisation de l'os augmente le risque fracturaire et de nombreuses études
observationnelles et interventionnelles ont montré une relation entre déficit en vitamine D,
DMO basses et risque de fracture (69). Les fractures plus fréquemment retrouvées sont
celles de la hanche et de la portion distale du radius ainsi que poignet, avant-bras, vertébres.
La fracture de I'extrémité supérieure fémorale est la plus grave car elle s’accompagne d’'une
surmortalité dans les années suivantes.

Niveau de preuve sur la densité minérale osseuse

Plusieurs auteurs rapportent une relation positive entre les apports en vitamine D pour
optimiser le pic de masse osseuse et la DMO chez les adolescents et les jeunes adultes.
D'autres études ont rapporté que la supplémentation entraine une réduction faible de la perte
osseuse chez des sujets agés (70). LAHRQ précise que les concentrations de 25(OH)D en
dessous desquelles une perte osseuse au niveau de la hanche est augmentée s’étendent de
30 a 80 nmol/l (12 a 32 ng/ml) (50). La HAS ne reconnait pas d'effet significatif de la
supplémentation en vitamine D sur la DMO d'enfants ou d’adolescents en bonne santé (52).

Niveau de preuve sur le risque de fractures

= Des études observationnelles ont montré que le risque de fracture non vertébrale
augmentait chez les sujets qui avaient des taux bas de vitamine D, notamment inférieur a 50
nmol/l (20 ng/ml) (21); ces sujets avaient une concentration de PTH plus élevée, un temps
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d’activités extérieures réduit, une force du quadriceps diminuée et des tests d’équilibre
perturbés.

= Plusieurs études interventionnelles ont évalué I'effet d'une supplémentation en vitamine D
associée ou non a du calcium sur la diminution du risque de fracture périphérique (71). Les
résultats de ces études montraient :

- une réduction du risque relatif de fracture quand la dose de vitamine D administrée était
supérieure a 800 UI/J (aucun effet anti-fracturaire pour des doses de 400 UI/J (72).

- que cet effet anti-fracturaire était plus prononcé chez les sujets qui avaient une
concentration initiale basse en vitamine D.

- que l'association avec du calcium (1200 mg/j) permet de retrouver une corrélation
positive avec des doses de vitamine D allant de 400 Ul/ja 1 100 Ul/j (73).

= D'autres études n’ont pas montré d’effets bénéfiques. De plus une étude ou une trés forte
dose de 500 000 Ul de vitamine D3 a été administrée annuellement pendant trois ans a des
femmes ostéoporotiques a rapporté des résultats négatifs avec un excés de chutes et de
fractures (74).

La diminution du risque de fracture serait donc dose-dépendant. Une dose de 800 Ul/j au
moins serait nécessaire pour réduire le risque relatif des fractures non vertébrales. Le taux
de 25(OH)D doit étre > a 75 nmol/l (30 ng/ml) pour avoir une corrélation positive (75). Dans
ces études, il est assez difficile de distinguer I'effet du calcium de celui de la vitamine D.

L'HAS reconnait que seule l'association vitamine D + calcium semble donner des résultats
modestes sur le risque de fractures non vertébrales (pas sur les fractures vertébrales) et ce
dans la population agée et a risque de fracture (avec faible DMO ou ostéoporose) (53).

f) cas particuliers de populations a risque

- chez les sujets agés, et plus particulierement ceux vivant en institution, l'insuffisance en
vitamine D n'est pas l'unique responsable de |'ostéoporose mais amplifie le processus. Dans
ce contexte, un des facteurs prépondérant de la perte osseuse est bien entendu la carence
en cestrogéne. L'ostéoporose post-ménopausique touche 30 % des femmes de plus de 60
ans et 50 % des femmes de plus de 70 ans. L'ostéoporose est aussi l'une des responsables
de la dépendance fonctionnelle et d'un grand nombre d'hospitalisations pour fractures (chez
lesquelles on retrouve une hypovitaminose D dans 97 % cas).

- Dans linsuffisance rénale chronique (IRC) la perte de masse néphrotique engendre une
baisse de la 1,25(0OH),D : de sa synthése par diminution de la 1a-hydroxylase et de son
activité par manque de substrat. Une diminution de la 25(OH)D se superpose a la baisse du
calcitriol indépendamment du stade de linsuffisance rénale. Il en résulte un déséquilibre
phosphocalcique avec élévation secondaire de la PTH et des désordres du métabolisme
osseux appelés "maladie osseuse rénale" (ostéodystrophie rénale). Cet effet apparait
tardivement et est classiquement décrit au cours du stade 3 de I'lRC. Mais dés les stades 1
et 2 une rétention de phosphates apparait entrainant une augmentation du FGF23, du Klotho
et de la PTH (facteurs phosphaturiques). Ce mécanisme adaptatif permet de compenser un
temps I'hyperphosphatémie. Mais le taux élevé de FGF23 entraine une baisse de calcitriol et
de PTH et progressivement les mécanismes de compensation sont dépassés.
L'hyperphosphatémie élevée et I'hyperparathyroidie persistante sont responsables des
désordres osseux et extra-osseux dont les calcifications vasculaires diffuses (76). Une
ostéomalacie peut apparaitre selon le degré d’insuffisance rénale ainsi qu'une ostéoporose
avec risque fracturaire élevé et majoré par une carence en vitamine D. L'ostéite fibrokystique
reste I'atteinte la plus grave.
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3. 2 Action pléiotrope : roles extra-osseux

La répartition géographique traditionnelle de l'incidence du rachitisme et de l'ostéomalacie
peut se superposer a certaines pathologies dans lesquelles on pourrait suspecter un déficit
en vitamine D. Des études épidémiologiques, observationnelles ou interventionnelles ont été
menées dans le but de retrouver une association entre hypovitaminose D et certaines de ces
pathologies extra-osseuses, au moins en tant que facteur de risque. Ces études donnent des
résultats variables, trop variables pour pouvoir affirmer que le manque de vitamine D est
responsable de tel ou tel syndrome: on parlera donc de "risque accru" ou d' "effet
modérateur”. De plus, les valeurs seuils des taux de 25(OH)D liés a l'apparition ou a
I'aggravation des symptdmes sont rarement précisées (77-78).

En général les actions autocrines et paracrines sont impliquées dans les effets non
classiques. Les cellules concernées possédent la 1a-hydroxylase et le VDR : fibroblastes,
chondrocytes, monocytes-macrophages, kératinocytes, cellules tumorales... Sous l'influence
de la vitamine D, de nombreux génes vont produire dans ces cellules des protéines qui n'ont
pas d'action sur le métabolisme phosphocalcique, mais qui pourraient en expliquer les
bénéfices extra-osseux. Ainsi ont été répertoriés les effets de la vitamine D dans diverses
fonctions de l'organisme (18,54,79-80) :

- neuromusculaires : sur la masse musculaire et la force musculaire

- immunomodulatrices : dans la défense immunitaire contre des agents infectieux, dans
certaines maladies auto-immunes ou a composante auto-immnune, dans des maladies
inflammatoires

- anti-tumorales : différenciation, prolifération cellulaires, angiogenése, apoptose

- cardiovasculaires, métaboliques (diabétes, dyslipidémies)

- ainsi qu'en neurologie, grossesse, développement foetal ou mortalité.

3.2.1 Action sur le muscle squelettique

La vitamine D joue un role dans le métabolisme et la fonction du muscle squelettique. Elle
permettrait aussi d'augmenter la force musculaire. Ici aussi, on retrouve :
- une action génomique : la 1,25(0OH),D se lie aux VDR des cellules musculaires induisant la
synthése de protéines impliquées dans :

= le transport intracellulaire du calcium avec augmentation de la disponibilité du calcium
cytosolique nécessaire a la contraction et la relaxation musculaires.

= |a régulation du métabolisme local des phosphates.

= la prolifération et la différenciation des myoblastes avec augmentation de la surface des
fibres musculaires de type lla, cibles de la vitamine D
- une action non génomique, plus rapide sur la contraction musculaire, via un récepteur de
surface activant des protéines kinases A et C qui vont favoriser le transport du calcium dans
la cellule.
- enfin, elle diminue la synthése de PTH qui posséde des effets directs sur le muscle
squelettique en diminuant le transport du calcium.

Conséquences cliniques de I'hypovitaminose D sur le muscle

Chez les sujets carencés on observe une faiblesse musculaire, parfois des myalgies et une
prédisposition aux chutes. Ces symptdmes se retrouvent dans les néphropathies chroniques,
le rachitisme ou l'ostéomalacie carentiels ainsi que dans les situations de malabsorption.
C'est cette faiblesse musculaire que I'on retrouve aussi parfois dans la démarche dandinante
de l'ostéoporose. Le ralentissement de la marche ou la difficulté a se lever de la position
assise augmente le risque de chute et donc de fracture. La vitamine D pourrait ainsi
intervenir dans le contrdle postural central.
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Niveau de preuve sur la sarcopénie et le risque de chute
De trés nombreuses études sont en faveur d'une relation entre concentrations basses en
vitamine D, faiblesse musculaire et risque de chute, en particulier chez la personne agée.
L'expression du VDR dans les cellules musculaires diminue avec I'dge sans qu’il ait été
démontré de relation entre cette diminution et les concentrations de vitamine D (81).
- Les études d'observation montrent que plus les concentrations en 25(OH)D sont basses,
plus les performances fonctionnelles sont diminuées : test de vitesse de marche abaissé et
test de capacité a se relever altéré. Entre 40 et 325 nmol/l (16 -130 ng/ml) on obtient les
meilleurs résultats de ces performances fonctionnelles. En dega et au dessus de ces valeurs
les performances sont nettement diminuées (82). Une autre étude a montré dans une
population de personnes institutionnalisées que les chuteurs avaient un taux sérique en
vitamine D plus bas que les non-chuteurs.
- Dans les études interventionnelles, les résultats varient en fonction de I'état de carence
initial, de l'age des sujets, du supplément administré (vitamine D2 ou D3 avec ou sans
calcium). Ainsi :

= la supplémentation en vitamine D améliore les performances musculaires des sujets
agés carencés, mesurée par le "time up and go test" (52). Mais la posologie n'est pas
clairement établie de méme que les concentrations en 25(OH)D a atteindre. Toutefois,
I'amélioration des performances fonctionnelles chez les sujets carencés chuteurs reste
encore sujet a discussion.

= |'efficacité de la supplémentation est plus marquée pour des doses plutdt élevées, a
partir de 800 Ul/j, avec un taux initial en 25(OHD bas, et une concentration a atteindre allant
de 60 nmol/l (24 ng/ml) a 100 nmol/l (40 ng/ml). La réduction du risque de chute varie de 6 a
60 % selon les études (83). L'association vitamine D et calcium est plus efficace que le
calcium seul ou le placebo pour réduire le risque relatif de chutes chez les personnes agées.
D'autres études montrent que la supplémentation en situation de carence profonde semble
corriger en premier lieu les troubles de I'équilibre posturaux plutdét que la force musculaire
elle-méme.

= la supplémentation engendre une diminution de l'intensité des douleurs musculaires
diffuses.

- PAHRQ en 2009 concluait que la preuve d’'une association entre supplémentation en
vitamine D et le risque de chute n’était pas établie (84). En 2013, I'HAS reconnaissait
I'existence d'un lien entre supplémentation en vitamine D et réduction du risque de chute,
chez la personne agée. Cet effet préventif n'est pas démontré chez l'adulte jeune. Les
études ne permettent pas cependant de déterminer la dose précise de vitamine D a
administrer ni le seuil de 25(0OH)D optimal a atteindre pour obtenir les effets positifs en
termes de réduction du risque de chutes (52).

Finalement, on peut conclure que I'hypovitaminose D peut entrainer une augmentation du
risque de chute lui-méme indissociable du risque de fracture.

3.2.2 R6le immuno-modulateur

Le role de la vitamine D sur le systéeme immunitaire est trés vaste, divers et complexe. Elle
parait avoir un réle de défense contre les différents agents pathogénes auxquels est exposé
lorganisme par un effet stimulateur de I'immunité innée. Il semblerait qu’elle soit aussi
bénéfique dans un certain nombre de pathologies auto-immunes comme la sclérose en
plaque, le diabéte de type 1, le lupus érythémateux systémique ou encore la polyarthrite
rhumatoide, via une inhibition de I'immunité adaptative. En paralléle, la vitamine D pourrait
réguler I'inflammation lors d’épisodes infectieux, ce qui en limiterait les effets délétéres.
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Enfin, elle aurait un effet protecteur vis-a-vis de différentes manifestations de I'atopie ( rhinite
allergique, asthme, dermatite atopique...) (85).

a) mécanisme

Les actions immunomodulatrices de la vitamine D intéressent les cellules de la lignée
monocytes-macrophages comme celles des lignées Ilymphocytaires : les cellules
dendritiques et les macrophages expriment le VDR et I'la-hydroxylase a I'état basal alors
que les lymphocytes T et B ne les expriment essentiellement qu'a I'état activé. Ces cellules
vont convertir la 25(OH)D en son métabolite actif qui va agir sur le systéme immunitaire
environnant de facon intracrine, autocrine ou paracrine. La régulation de la 1a-hydroxylase
des cellules immunitaires se fait par des stimuli immunologiques comme l'interféron-y (IFNy)
ou les lipopolysaccharides (LPS). Tableau VI.

Effecteur de Effets de la vitamine D

I'immunité

Macrophages - activation des genes de la cathélicidine
- activation de I'immunité innée par les défensines
- formation des autophagosomes et leur fusion avec les lysosomes dans les
macrophages
- diminution de I'expression des métalloprotéinases (MMP-7,MMP-9,MMP-10)
- inhibition de la COX-2 et I''NOS entrainant une diminution de PGE2 et du NO

Cellules *les cellules dendritiques myéloides :

dendritiques - diminution de la fonction de présentation des antigénes

- augmentation de la production de I'lL-10, de TGF-

- diminution de la synthése de I'lL-12 et de I'lL-23 (d'ou un blocage de la
différenciation en lymphocytes Th1 et Th17) et des IL-17,1 et TNFa

- anergie et induction de I'apoptose des lymphocytes T autoréactifs

*aucun effet immunomodulateur sur les cellules dendritiques plasmocytoides

Lymphocytes B - diminution de la prolifération des lymphocytes B activés exprimant le VDR
- inhibition de la différenciation plasmocytaire et par la-méme la sécrétion
d'lgG et d'lgM, ainsi que la génération de cellules B mémoire

- diminution de la production d'IgE par les cellules B humaines

- augmentation de l'expression d'IL-10 par les lymphocytes B

- effets indirects par action sur les cellules dendritiques

Lymphocytes T - augmentation de la production de I'lL-4 et I'lL-5
(tolérance centrale |- diminution de la production de I'lL-2, IL-6, IL-17 et de I'lFNy

et périphérique)

Tableau VI : Les effets de la vitamine D sur les cellules de l'immunité (86)

- action stimulatrice sur 'immunité innée :

= Les monocytes-macrophages surexpriment le VDR et la 1a-hydroxylase lors de
I'exposition a un agent infectieux. De méme ils expriment a leur surface des TLR (Toll Like
Receptor) appartenant a la famille des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
associés aux pathogénes. Lors de la stimulation du TLR par le LPS d'un agent infectieux, la
1,25(0OH)2D produite localement va induire la production de peptides antimicrobiens comme
les cathélicidines ou la f2-défensine, molécules impliquées dans I'élimination du pathogéne,
bactérien ou viral. Ce mécanisme intracrine se produit dans différents épithéliums,
respiratoire notamment (86-87).

= La vitamine D augmente la différenciation des monocytes en macrophages. Elle
augmente leur adhérence et stimule leurs activités de cytotoxicité, de phagocytose, diminue
leur production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-12, IFNy et TNFa) et de
radicaux libres H202. Elle induit l'autophagie des macrophages humains contre les
pathogénes opportunistes et ce de fagon dose-dépendante.
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- action suppressive sur I'immunité adaptative :

= Cette action s'applique majoritairement sur les cellules cibles du calcitriol qui sont_les
cellules dendritiques myéloides. Il va leur donner un profil tolérogéne durable selon différents
mécanismes :

- blocage de la maturation et des capacités de stimulation des cellules dendritiques
d'origine monocytaire ainsi que de leurs propriétés fonctionnelles (chimiotactisme,
présentation des antigénes, inhibition de la sécrétion d'lL-12).

- en diminuant I'expression des molécules du CMH de classe Il et des molécules de co-
stimulation comme CD40, CD80 et CD86, les différentes catégories de cellules dendritiques
vont étre programmées par la vitamine D pour induire différents types de cellules T
régulatrices (Treg) sécrétrices de cytokines suppressives, soit de TGFB (Transforming
Growth Factor 1), soit d'IL-10 .

- Ceci oriente la réponse lymphocytaire : 1/ vers la voie des T effecteurs (ou helpers) Th2
et des Treg qui favorisent la tolérance immunitaire.

2/ vers un blocage de la différenciation en Th1
(donc diminution d'IL-2, IFNy et TNFa) et en Th17 d'ou une diminution de leur réle pro-
inflammatoire.

- Par un effet boucle, la diminution de I'lL-2 inhibe la prolifération des cellules T induite par
I'activation du TCR ("T cell receptor"). En atténuant la prolifération des lymphocytes T CD4 et
CD8, elle diminue la cytotoxicité de ces cellules. De méme, la sécrétion d'lL-4 par les Th2
diminue la capacité des monocytes a activer les cellules T (effets suppresseurs sur l'auto-
immunité).

- Le calcitriol inhibe au niveau des cellules dendritiques I'expression des TLR et leur
activation par les LPS aprés qu’ils aient stimulé I'expression du VDR. Cela permet de
maitriser la réaction en chaine induite par la stimulation microbienne. Ceci permet d'atténuer
une réponse exagérée et linduction d'un état inflammatoire trop important en phase
terminale des épisodes infectieux.

= La vitamine D a aussi une action directe sur les cellules T par l'intermédiaire des
interleukines : elle augmente la sécrétion des IL anti-inflammatoires 5, 10 et diminue la
production des IL pro-inflammatoires 2, 6, 12, 17, 21, 22, 23, IFNy, TNFa.

= La vitamine D freine également la réponse humorale en inhibant également la
différenciation plasmocytaire, la prolifération des lymphocytes B et donc la sécrétion des
anticorps : diminution des IgG, IgM et plus particulierement celle des IgE et donc diminue les
phénomeénes d'allergie IgE-dépendante. Ceci tend a renforcer le role joué par la vitamine D
dans les pathologies auto-immunes associées a I'immunité humorale.

Le calcitriol exerce donc des actions suppressives et polarisantes qui aboutissent au
recrutement de lymphocytes T moins répondeurs, moins spécifiques et secrétant moins
d'interféron vy. Il modifie I'équilibre lymphocytaire vers une dominance Th2 contre Th1. Ces
actions contribuent a expliquer la capacité de la vitamine D a supprimer les phénoménes
d’auto-immunité induits par la réponse de type Th1. Par contre I'augmentation de la synthése
de TGFB1 (considéré comme élément anti-rejet) et d’IL4 (régulateur de 'immunité humorale
et adaptative) sous l'effet de la vitamine D expliquerait ses effets immuno-modulateurs qui
nécessitent eux aussi la présence de calcium.

De nombreuses études ont essayé de démontrer le role de la vitamine D comme immuno-
modulateur et anti-infectieux sur des modeéles animaux ou humains. En voici quelques
exemples.
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b) Role anti-infectieux

Un taux bas de 25(0OH)D est corrélé avec un risque accru de développer une infection qu'elle
soit virale (virus respiratoires, VIH, hépatites), bactérienne (S. aureus, S. pyogenes, E. Coli,
K. pneumoniae, Bordetella bronchoseptica, mycobactéries...), parasitaire ou fongique.

Une incidence probante de I'hypovitaminose D sur des pathologies du tractus respiratoire : la
1a-hydroxylase et le VDR sont exprimés dans I'épithélium respiratoire. Le calcitriol produit in
situ va augmenter I'expression des co-récepteur CD14, 3-défensine et cathélicidine.

= La cathélicidine LL-37 jouerait un rbdle clé dans la défense cellulaire contre
Mycobacterium__tuberculosis. Le bacille tuberculeux résidant dans les phagosomes
macrophagiques bloque l'autophagie et la vitamine D peut moduler cet effet. Avant
I'’émergence des premiers antibiotiques, la tuberculose cutanée était traitée avec succeés par
la lumiére a ultra-violets. Une relation entre la fréquence de la tuberculose et des
concentrations basses de 25(0OH)D a été retrouvée dans des études épidémiologiques. In
vivo, l'augmentation du taux de vitamine D a plus de 75 nmol/I (30 ng/ml) chez les patients
tuberculeux accélérerait la négativation des expectorations (88). Mais aucune étude ne
précise le seuil en 25(OH)D requis pour prévenir une infection a M. tuberculosis et cette
association n’est pas confirmée dans les méta-analyses d’études d’intervention.

= Des taux bas de 25(OH)D, notamment en hiver, favoriseraient le risque de contracter
certaines infections virales respiratoires comme la grippe (89) et une supplémentation a
fortes doses durant les mois d'hiver entrainerait une réduction significative de ces infections.

= Les manifestations pulmonaires du rachitisme avaient recu l'appellation de "poumon
rachitiqgue" pour définir les infections bronchiques aigiies avec parfois détresse respiratoire
observées lors des déficits profonds en vitamine D.

= Un déficit en vitamine D serait associé chez le nouveau-né a un risque plus élevé de
bronchiolite a VRS

= La carence en vitamine D est trés fréquente dans la bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO) et elle est corrélée avec la sévérité de la maladie.

= Certaines études d'intervention sur les infections du tractus respiratoire en population
générale et pédiatrique ont montré un effet statistiquement significatif d’'une supplémentation
en vitamine D (de 400 a 2000 Ul/j), mais sans déterminer un seuil précis de 25(0OH)D.

On peut citer d'autres cibles de la vitamine D en dehors des voies respiratoires : dans les
infections chroniques VIH ou VHC, les résultats des études sont contradictoires et peu
concluants. Une supplémentation en cholécalciférol permettrait un meilleur contréle du taux
de lymphocytes T CD4. Enfin de faibles taux de 25(OH)D favoriseraient le passage de la
séropositivité pour le VIH au stade SIDA. Mais les études d'intervention ne rapportent pas
d'effets positifs de la supplémentation sur la variation ni de la charge virale ni sur le taux de
CD4. Cependant certains antirétroviraux comme I'Efavirenz® ou Ténofovir® entrainent une
baisse de la concentration sérique de 25(OH)D (90). Il est donc recommandé de doser la
vitamine D au cours du suivi des patients HIV.

Chez les patients atteints d’hépatite C chronique (VHC), une concentration sérique basse en
vitamine D est associée a un score de fibrose plus élevé et a un plus faible pourcentage de
réponse virologique prolongée sous traitement antiviral.

En conclusion, la plupart des études sont en faveur d'une association entre le statut
vitaminique D, la susceptibilité aux infections et leur évolution. Ainsi, I'HAS reconnait un lien
entre vitamine D et infections du tractus respiratoire. Mais la démonstration qu'un
supplément en vitamine D réduit chez 'homme le taux d'infections virales, bactériennes et
parasitaires reste encore a apporter.
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c) Réle dans l'auto-immunité

De nombreuses études épidémiologiques montrent une relation entre une plus grande
fréquence de certaines maladies auto-immunes, diabéte de type-1, sclérose en plaques
(SEP), polyarthrite rhumatoide (PR), lupus systémique et, soit de faibles apports de vitamine
D, soit des concentrations basses de 250HD. Les actions immunosuppressives de la
1,25(0OH),D justifient son utilisation thérapeutique dans le contréle des maladies auto-
immunes et le rejet des allogreffes.

- Le lupus érythémateux disséminé ou systémique (LED ou LES)

Le LES est une maladie auto-immune caractérisée par une hyperactivité des lymphocytes B
et un taux élevé d'IFNa. In vitro, 'exposition de cellules mononucléées LED+ au calcitriol ou
a ses analogues, peut réduire la différenciation lymphocytaire B et freiner la production d'lgG
polyclonales et d'lgG anti-ADN natif. Les patients carencés en 25(OH)D ont aussi une
activité sérique interféron plus élevée.

Les études épidémiologiques montrent une corrélation positive entre fréquence du LES et
latitude élevée ou taux bas de vitamine D (91). Plusieurs travaux récents rapportent une
corrélation inverse entre le taux de 250HD et 'activité du lupus.

Des études interventionnelles ont montré que I'apport de fortes doses de vitamine D a des
patients lupiques augmentait le taux de lymphocytes T régulateurs et réduisait le taux de
lymphocytes Th1 et Th17 circulants, ou que cet apport a des patients lupiques carencés
(25(OH)D < 30 ng/ml) diminuait le score de fatigue.

- La polyarthrite rhumatoide (PR) et maladie de Behcet (MB)

La polyarthrite rhumatoide est une maladie systémique complexe caractérisée par des
rhumatismes inflammatoires chroniques (les chondrocytes expriment le VDR). La MB est
une vasculite multisystémique caractérisée par un taux élevé de TNFa. Elles ont comme
caractéristique commune d'étre des maladies auto-immunes Th1. Un déséquilibre de la
balance Th1-Th2 entraine un déséquilibre entre cytokines pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires. Du fait de ses activitts immuno-modulatrices et anti-inflammatoires
(inhibition desTh1, stimulation des Th2, diminution de la production d'immunoglobulines du
type facteur rhumatoide), la vitamine D a probablement un réle a jouer dans I'évolution de
cette maladie. Mais les données expérimentales actuelles ne suffisent pas pour expliquer le
mécanisme en cause.

Des études transversales ont montré que des taux bas de 1,25(0OH),D étaient associés a
une augmentation du risque de poussées au cours de la polyarthrite rhumatoide ou au plus
grand nombre d'articulations douloureuses (92). D'autres études ne montrent pas de relation
entre des apports élevés en vitamine D et la diminution du risque d’étre atteint d’une
polyarthrite rhumatoide ou d’un lupus systémique.

- La sclérose en plaques

Les arguments suggérant que le manque de vitamine D contribue a la pathogénie de la SEP
sont multiples: expérimentaux, épidémiologiques, génétiques, immunologiques et
thérapeutiques. Les mécanismes de protection de la 1,25(0OH), D vis-a-vis de I'EAE
(encéphalomyélite auto-immune expérimentale, modéle murin de la SEP) sont I'induction de
cellules T régulatrices et de cellules Th2 et la suppression de cellules Th1 et Th17 réduisant
les phénoménes inflammatoires. Le rble bénéfique du calcitriol sur ce modéle expérimental a
été démontré.
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Des études sur la sclérose en plaques ont montré un lien entre statut vitaminique D et risque
de développer une SEP (93). Un taux plasmatique bas de 25(OH)D est rapporté chez des
sujets atteints de SEP. De méme le degré de latitude conditionne le risque de développer
une SEP. Une diminution du risque ou un effet bénéfique est apparu pour des taux de
25(OH)D supérieurs a 100 nmol/l (40 ng/ml) ou pour des apports de l'ordre de 400 Ul/j avec
une diminution significative de la fréquence des poussées et ralentissement de la
progression du handicap. Des résultats contradictoires ont cependant été observés.
Cependant I'ANM préconise de maintenir des taux de 25(OH)D Iégérement supérieurs a 100
nmol/l chez les patients atteints de SEP (49).

- Le diabéte de type | (DT1) : Le diabéte de type 1 d’origine auto-immune est lié a une
insulite impliquant différents types d’anticorps. Les propriétés immuno-modulatrices de la
vitamine D pourraient agir comme agent immunosuppresseur réduisant la prolifération
lymphocytaire anormale et la production de cytokines au niveau du pancréas.

Les études observationnelles suggérent une corrélation inverse entre lincidence de la
maladie et I'exposition a la lumiére du soleil. Des études expérimentales ont montré que
l'administration de vitamine D semble empécher ou retarder le développement du DT1 chez
I'animal. Des études ont montré une réduction de 80 % a 90 % du risque de développer un
diabéte de type | chez les enfants supplémentés dés la naissance par la vitamine D (2 000
Ul/j) (94). En revanche d'autres études d'intervention n’ont pas mis en évidence une telle
association.

- On peut citer encore des études portant sur une association éventuelle entre la vitamine D
et le syndrome des antiphospholipides (SAPL), la sclérodermie systémique, la connectivite
indifférenciée ou les vascularites cryoglobulinémiques avec des résultats variables.

d) Réle anti-inflammatoire

La vitamine D induit une diminution de la réponse inflammatoire locale et systémique par
régulation de la production de cytokines (95).

- 'asthme est une maladie inflammatoire chronique. Les bases immunologiques de I'asthme
sont le résultat d’'une réponse inappropriée des lymphocytes Th2 a I'égard des antigénes
inoffensifs, communs, qui induisent la production d'IgE en plus d'une inflammation a
éosinophiles des voies aériennes et de I'hyperréactivité bronchique. Un déficit précoce en
vitamine D serait associé a un risque augmenté d'asthme et chez les enfants asthmatiques,
un déficit en vitamine D serait également un facteur associé a une augmentation de la
fréquence des exacerbations. Bien que la plupart des études soutiennent un effet protecteur
de la vitamine D, il en existe d'autres indiquant qu'une supplémentation en vitamine D peut,
au contraire, étre un facteur de risque d'asthme. Plus généralement elle aurait des effets
bénéfiques sur l'obstruction des voies aériennes par la diminution de l'inflammation (96).
Toutefois, un excés de vitamine D serait néfaste pour I'asthme.

- dans les maladies allergiques : Il a été montré que de nombreux génes associés a l'allergie
sont plus ou moins régulés par la vitamine D. Un déficit en vitamine D a été associé a
I'atopie chez les enfants et les adolescents. De nombreuses études traitent de la relation
entre développement et aggravation des maladies allergiques et taux sérique de vitamine D.
Le risque d’allergie alimentaire, de dermatite atopique, de rhinite allergique et d'asthme
parait majoré par un statut vitaminique D bas. Les résultats ont été jugés "statistiquement
non significatifs" dans le rapport de I'HAS (52).
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- maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI).

Le mécanisme impliqué dans la maladie de Crohn porterait sur un déficit de I'immunité innée
intestinale. Le calcitriol stimule I'expression du géne NOD2 (retrouvé dans les macrophages,
les cellules dendritiques, les cellules épithéliales intestinales et les cellules de Paneth)
entrainant une synthése de peptides antimicrobiens et l'activation de I'autophagie visant
I'élimination des bactéries intestinales. Il stimule également I'expression du géne codant pour
la B2-défensine participant ainsi au bon fonctionnement de la barriére antimicrobienne
constituée par la muqueuse intestinale.

Certaines études sont en faveur d'une relation entre les concentrations de vitamine D et le
risque de maladie inflammatoire chronique de l'intestin. La prévalence de la carence en
vitamine D chez les patients ayant une entérocolopathie inflammatoire est importante. Des
études expérimentales ont montré que la maladie intestinale inflammatoire était accélérée
par la carence en vitamine D, mais l'interprétation est difficile du fait de la possible
malabsorption et des traitements immuno-suppresseurs administrés dans ces pathologies.

- effet de la vitamine D sur le périodonte

La périodontite est une affection chronique inflammatoire du périodonte fréquente chez les
sujets agés, responsable de la perte des dents. Des études ont montré un lien entre
'ostéoporose et la perte des dents. Des concentrations de 25(OH)D = a 100 nmol/l (40
ng/ml) réduisent le risque de perte des dents liée a la périodontite chez les sujets agés (97).
En période néonatale, une carence en vitamine D peut étre responsable d'un défaut de
minéralisation des premiéres dents.

- vitamine D et arthrose : Les chondrocytes expriment le VDR et une carence en vitamine D
peut augmenter le catabolisme du cartilage. Par ses actions sur le collagéne de type I, la
vitamine D influerait sur la survenue de l'arthrose ainsi que sur son évolution. Mais les
résultats contradictoires provenant de différentes études ne permettent pas de conclure sur
I'effet de la vitamine D sur I'arthrose (en particulier du genou et de la hanche).

- au niveau cutané : La vitamine D participe au maintien de lintégrité du tissu cutané en
agissant sur la synthése d’involucrine, une protéine majeure de la membrane cornée des
kératinocytes. Le calcitriol exerce un effet anti-prolifératif et pro-différenciant sur les
kératinocytes, grace au recrutement de co-régulateurs qui interviennent selon le stade de
maturation du kératinocyte. Aprés stimulation par des signaux cytokiniques (comme I'lFNy et
le TNF), la 1a-hydroxylase et les VDR présents dans les kératinocytes permettent la
synthése de 1,25(0OH),D qui va majorer I'expression et la fonction des B-défensines et
cathélicidines dont la cathélicidine LL-37 qui posséde une activité anti-microbienne. De
méme le calcitriol bloque la réaction inflammatoire cutanée par l'inhibition des lymphocytes
Th1. Son action permettrait d'expliquer le réle de la vitamine D dans I'évolution du psoriasis
(98). Des crémes a base d'analogues de la vitamine D (Daivobet®) ou la photothérapie
diminuent I'hyperprolifération des kératinocytes et l'inflammation dans le psoriasis.

Depuis les années 1970 l'effet thérapeutique de la vitamine D et des dérivés hydroxylés a
été démontré dans diverses dermatoses : psoriasis, sclérodermie, eczéma, acné, lupus.

Au niveau cutané elle interviendrait aussi dans le cycle de renouvellement des cheveux et
des taux bas de 25(0OH)D sont retrouvés dans les alopécies.
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e) Vitamine D et rejet de greffe

Par ses effets immunomodulateurs, notamment la diminution de la réponse Th1 et I'induction
vers les cellules T régulatrices, la vitamine D pourrait ouvrir la voie a de nouvelles
thérapeutiques pour le rejet de allogreffes.

L'administration de vitamine D ou d'un de ses analogues moins hypercalcémiants permet en
effet de prolonger chez l'animal la survie d’hétérogreffes de peau, de cceur, d’ilots de
Langerhans, de foie (99). Des données expérimentales montrent que des patients traités par
calcitriol présentaient moins d’épisodes de rejet aigu.

En conclusion, les relations entre vitamine D et systéme immunitaire sont complexes et loin
d'étre encore complétement élucidées. Son réle immunomodulateur associant une activation
des systemes de défense immunitaire non spécifiques et une inhibition des systémes
antigénes spécifiques permet d'expliquer que la carence en vitamine D pourrait étre un des
facteurs impliqués dans la pathogénie des maladies auto-immunes. Les études
épidémiologiques sur I'effet préventif d'un apport en vitamine D nécessitent d’étre confirmées
pour connaitre le seuil au-dela duquel I'effet de la vitamine D est observé et pour évaluer le
rble thérapeutique éventuel de la vitamine D en pratique clinique concernant les infections,
les maladies auto-immunes et le rejet de greffe.

Pour I''OM et la HAS les données concernant ces maladies ne sont pas suffisamment
étayées et les niveaux de 25(OH)D a atteindre pour obtenir un effet protecteur ne sont pas
définis (48,53)

3.2.3 Action sur la prolifération et la différenciation cellulaires

La vitamine D intervient dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la différenciation
cellulaire, de I'apoptose et de I'angiogenése. Leffet anti-tumoral résulterait de la régulation
par la 1,25(0OH).D de génes impliqués dans la prolifération de certaines lignées tumorales
exprimant le VDR ( mélanome, du carcinome mammaire, de la leucémie myéloide
chronique, de 'adénocarcinome colique, utérin, prostatique et vésical (80).

Mécanismes impliquant le calcitriol :

- il inhibe la prolifération des cellules cancéreuses contenant le VDR en les bloquant en
phase G1. Ceci passe par la stimulation de la synthése des protéines kinases inhibitrices du
cycle cellulaire, la p21 et la p27 et par l'inhibition de l'activité transcriptionnelle de la (-
caténine.

- il diminue la production et l'action de certains proto-oncogénes (c-myc et c-fos). Cela
suggeére que la vitamine D est capable de ralentir I'évolution des cellules précancéreuses en
cellules malignes.

- il peut favoriser 'apoptose de certaines cellules cancéreuses en bloquant la production de
la protéine anti-apoptotique, la Bcl-2. Il est susceptible de réduire I'angiogenése péritumorale
et le risque de dissémination métastatique en augmentant 'adhérence et la communication
intercellulaires par stimulation de I'expression d' E-cadhérine et diminution de la B-caténine.

- il réduirait I'expression de I'aromatase (enzyme catalysant la synthése d’cestrogénes dans
le cancer du sein), de fagon directe en réprimant la transcription de I'enzyme et de fagon
indirecte en réduisant la synthése de prostaglandines, stimulateurs majeurs de la
transcription de 'aromatase.

- a noter le cas particulier de la détoxification colique des xénobiotiques : le calcitriol lié au
VDR régule la transcription du géne CYP3A4, qui intervient dans la détoxification de I'acide
lithocholique, acide biliaire secondaire carcinogéne produit par la flore bactérienne digestive.

50



Des études observationnelles montrent un effet protecteur de la vitamine D contre la
survenue de certains cancers (colorectal, prostate, pancréas, sein, poumons, lymphome non
hodgkinien...mélanome exclus) et une diminution de la mortalité liée au cancer. On retrouve
également une augmentation du risque de cancer chez les personnes vivant a des latitudes
élevées. D'autres études ne retrouvent pas de relation, voir des relations inverses.

Des études interventionnelles ont montré une réduction significative du risque de cancer
(tous cancers confondus) chez les femmes ménopausées supplémentées en vitamine D
(100). D'autres études ne confirment pas cet effet, et, dans I'ensemble, pour les cancers de
'endométre, de l'cesophage, de l'estomac, des reins, des ovaires, du pancréas et les
lymphomes non hodgkiniens, il n'a pas été retrouvé d’association. Les études a retenir
retrouvant une relation négative concernent les cancers colorectaux et secondairement ceux
du sein et de la prostate.

Cependant, le seuil de 25(0OH)D a atteindre pour une diminution de risque du cancer varie
d'une étude a l'autre. Par exemple pour atteindre une diminution de 50 % du risque
canceéreuy, il faut atteindre des taux > 50 nmol/l (20 ng/ml) pour la prostate, > 58,4 nmol/l (23
ng/ml) voire > 80 nmol/l (32 ng/ml) pour le colon et > 130 nmol/l (> 52 ng/ml) pour le sein
(impliguant une forte supplémentation en vitamine D) Dans d'autres études on retrouve une
diminution du risque mais avec des seuils différents de 25(OH)D a atteindre. Par exemple
dans une étude chez des femmes ménopausées l'augmentation du taux de 25(OH)D de 70 a
95 nmol/l (28 a 38 ng/ml) a un effet significatif sur la réduction du risque de cancer (donc
pour des taux plus élevés que ceux habituellement recommandés).

Malheureusement dans une grande partie de ces études, la relation vitamine D - risque
cancéreux est un paramétre secondaire. Par ailleurs, elle ne permettent pas de savoir si un
statut vitaminique D "insuffisant" augmente le risque de cancer ou témoigne seulement d’'un
mauvais état général des personnes a risque de cancer. Bref l'effet anti-tumoral
fréquemment décrit reste trés controversé (2).

L'HAS dans son rapport n'a retenu, d'aprés les études observationnelles, qu'une seule
association sur l'incidence du cancer colorectal. Mais celle-ci n'est pas confirmée dans les
études d'intervention. Aucune cible n'a pu étre identifiée pour réduire le risque de cancer
colorectal et I'intérét d'une supplémentation n'a pas été clairement démontré (53).

D'autres études se sont intéressées a la relation entre la vitamine D et la vitesse de
progression du cancer, son pronostic et sa mortalité. Des données émergentes montrent
l'intérét de la vitamine D et de son dosage dans I'amélioration des effets indésirables de
traitements du cancer (douleurs musculo-squelettiques et fragilité osseuse).

3.2.4 Vitamine D et risque cardiovasculaire

Le déficit en vitamine D serait associé a une augmentation des risques cardiovasculaires et
des artériopathies périphériques comme l'athérosclérose coronaire (101).

Les mécanismes d'action de la vitamine D sur le systéeme cardiovasculaire sont
complexes, avec :
- des effets directs liés au VDR et la 1a-hydroxylase exprimés par les cellules endothéliales,
les cellules musculaires lisses et les cardiomyocytes.

= Le calcitriol inhibe la prolifération des cardiomyocytes, module leur contractilité en
réduisant l'influx calcique cellulaire.

= |l inhibe la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et I'expression du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire, le VEGF (Vascular Endothelial Growth
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Factor). Ainsi, il réduit la fibrose vasculaire et les effets athéromateux.
= || favorise la régression de I'hypertrophie ventriculaire gauche en inhibant la synthése et
la libération du facteur natriurétique atrial.

- des effets indirects :

= une action inhibitrice sur le systéme rénine-angiotensine (SRA) en diminuant
I'expression du géne codant pour la rénine, ce qui fait diminuer la tension artérielle. Le
calcitriol pourrait étre considéré comme un régulateur endocrine négatif du systéme rénine
angiotensine.

= des effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoires en diminuant la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNFa), l'activation du NF-kb, I'expression de la cyclo-
oxygénase 2, et la prolifération des lymphocytes impliqués dans l'athérogenése. D'ou des
effets préventifs sur la plaque d'athérome en diminuant son épaisseur et son instabilité. Elle
augmenterait aussi la production de cytokines anti-inflammatoires IL-10.

= sur les calcifications vasculaires : avec la réduction des MMP-2 et MMP-9 promoteurs de
calcification. Il existe un effet biphasique de la vitamine D sur le risque de calcification
vasculaire : ce risque augmente quand les taux de 25(OH)D sont bas mais aussi quand ils
sont trop élevés du fait de I'hypercalcémie. Cependant les seuils restent a déterminer et le
rapport bénéfice/risque a évaluer.

= un effet préventif sur les autres facteurs de risque cardiovasculaire comme l'insuffisance
cardiaque, I'hyperparathyroidie secondaire, le diabéte de type 2, la protéinurie, I'obésité, la
dyslipidémie.

Les études cliniques peuvent porter sur plusieurs parameétres: pression artérielle,
coronaropathie, artériosclérose, mortalité cardiovasculaire et événements cardiovasculaires
comme infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral, cardiopathie ischémique, angor,
insuffisance cardiaque...

- les études d’observation rapportent des associations entre taux bas de 25(OH)D et :

= risque d'hypertension. Il existe une relation inverse entre le taux de 25(OH)D et la
pression artérielle ou les taux de rénine plasmatique.

= survenue d'événements cardiovasculaires majeurs (infarctus du myocarde, accident
vasculaire cérébral, insuffisance cardiaque, coronaropathies) (102)

= autres facteurs de risque cardiovasculaire : athérome, diabéte, obésité, dyslipidémie

= risque relatif augmenté de mortalité cardiovasculaire.

- les études d'intervention : il n'y a pas d’études d’intervention montrant que I'apport en
vitamine D diminue les événements cardiovasculaires majeurs et les décés par causes
cardiovasculaires. En revanche, il existe plusieurs études d’intervention qui relatent des
modifications favorables sur des paramétres intermédiaires liés aux risques
cardiovasculaires (dus aux effets indirects de la vitamine D). Ces essais d'intervention avec
des apports de vitamine D allant en général de 400 a 1 000 Ul/j associé ou non a du calcium
ont donné des résultats contradictoires.

= sur la diminution de la tension artérielle : certains essais avec exposition aux UVB et/ou
prise de vitamine D (+ calcium) montrent une réduction significative de la pression artérielle
avec des effets sur la rigidité artérielle. Dans ces études la dose de vitamine D doit étre
supérieure a 400 Ul/j ou le taux de 25(OH)D > 150 nmol/l (60 ng/ml) pour retrouver une
corrélation. Un essai a suggéré que la forme native donnerait de meilleurs effets sur la
pression artérielle que les composés actifs. Le lien entre hypertension et vitamine D apparu
dans les études observationnelles n'est que partiellement confirmé dans les études avec
supplémentation (pression systolique uniquement, effet dose et uniquement dans une
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population d'hypertendus) mais il ne permet pas de définir un seuil de 25(OH)D a atteindre
pour réduire la tension artérielle ou l'incidence de I'hypertension artérielle.

= sur la diminution de l'inflammation et I'amélioration de la fonction endothéliale : des
études interventionnelles ont donné quelques résultats positifs sur la réduction de la
concentration en cytokines pro-inflammatoires dans l'insuffisance cardiaque avec une
amélioration de la fonction endothéliale chez des sujets carencés en vitamine D. Les effectifs
de ces études étant trés restreints, on ne peut conclure sur un lien de causalité entre
hypovitaminose D et anomalies vasculaires.

o sur d'autres paramétres facteur de risques cardiovasculaires: diminution de la
résistance a l'insuline, diminution de la PTH, réduction de la protéinurie ou de I'hypertrophie
ventriculaire gauche chez des sujets insuffisants rénaux ou dialysés.

Pour pouvoir évaluer les effets cardiaques potentiellement bénéfiques de la vitamine D, il
faudra attendre les résultats d’études prospectives randomisées incluant de plus larges
effectifs et prenant en compte pour objectif principal I'apparition ou le pronostic d’ affections
cardiovasculaires, aprés ajustement des facteurs confondants: obésité, sédentarité,
consommation d’alcool ou de tabac (tous facteurs de risque cardiovasculaires et souvent liés
a une carence en vitamine D).

3.2.5 Vitamine D et maladies métaboliques

Le syndrome métabolique est défini selon TOMS (1998) comme

- un trouble glycémique (diabéte de type 2, intolérance au glucose ou hyperglycémie
modérée a jeun) et au moins deux des quatre critéres ci-apres, ou,

- si la tolérance au glucose est normale, une insulinorésistance et au moins deux des quatre
crittres  suivants: hypertension artérielle, dyslipidémie, obésité abdominale,
microalbuminurie.

a) Diabéte de type 2 (DT2)

Ce type de diabéte reléve d'une résistance des tissus cibles (foie, muscles et tissu adipeux)
a l'action de l'insuline avec pour conséquence un accroissement de la sécrétion d'insuline.
L’évolution du DT2 s’accompagne d’une dysfonction des cellules béta de Langerhans avec
réaction inflammatoire, puis d'un déficit de I'insulinosécrétion entrainant un DT2 insulino-
requérant. La vitamine D pourrait agir sur le métabolisme glucidique soit de fagon directe via
son récepteur, soit par voie non génomique, et ce a plusieurs niveaux (103) :

a.1/ sur la cellule B de Langerhans : lI'insulinosécrétion
Le calcitriol apporté par la circulation ou synthétisé localement agit sur la sécrétion de
linsuline

= directement par la stimulation de la sécrétion d’insuline : les cellules 3 possédent VDR et
CYP27B1 et le promoteur du géne de l'insuline exprime VDRE. D'autre part, il augmente la
longévité de la cellule B par l'inactivation du facteur nucléaire NF-kb responsable de la
transcription des cytokines apoptotiques.

= par deux actions indirectes :
- la régulation du flux calcique a travers la cellule B: la sécrétion d'insuline étant un
processus dépendant du calcium, l'augmentation de la concentration du calcium
intracellulaire favorise l'insulinosécrétion (endopeptidase calcium dépendante).
- la modulation de l'activité de la calbindine : cette protéine cytosolique des cellules (3
favorise I'exocytose calcium-dépendante des vésicules d'insuline. La calbindine protége
également contre I'apoptose par un effet tampon du calcium intracellulaire (I'apoptose étant
dépendante de la concentration en calcium) Figure 14.

53



(" 1a-hydroxylase Glucose

/\
25(0H)D 1,25(0H),D Canal K*

Dépolarisation
membranaire
Glucose-6P —> Métabolisme

ca 2+
1a-hydroxylase

25(0H)D 1,25(0H),D

[Ca™),

v} Calbindine
NFicb Il

Cytokines

1,25(0H),D

Apoptose
géne Insuline

Sécrétion

Insuline » Insuline

N J

Figure 14. Mécanismes d'action de la vitamine D sur la sécrétion d'insuline au niveau de la
cellule B pancréatique (103)

a.2/ sur les tissus périphériques : l'insulinorésistance
La vitamine D joue un réle direct au niveau de la sensibilité des tissus a l'insuline :

= elle stimule la transcription génique (via les VDRE) et I'expression des récepteurs a
I'insuline au niveau des tissus cibles périphériques.

= elle facilite le transport intracellulaire du glucose en réponse a linsuline par une
externalisation plus importante des transporteurs du glucose insulinodépendants.

= elle active le facteur de transcription PPARy (Peroxysome Proliferator Activated
Receptor gamma), impliqué dans la régulation du métabolisme des acides gras au niveau
des tissus adipeux et musculaire (tissus possédant le VDR) améliorant ainsi la sensibilité de
ces tissus a l'insuline.
En modulant les flux calciques, la vitamine D régule aussi la réponse tissulaire a I'insuline
(notamment dans le muscle squelettique et le tissu adipeux). Ainsi elle améliore la sensibilité
post-prandiale a l'insuline chez les sujets susceptibles de présenter une insulinorésistance.

a.3/ sur la composante inflammatoire du diabéte de type 2
Le DT2 est associé a une inflammation systémique qui serait impliquée dans
l'insulinorésistance, en particulier dans la captation du glucose. Si les taux de cytokines sont
trop élevés, celles-ci peuvent en déclenchant I'apoptose des cellules B pancréatiques
provoquer une insulino-déficience. De ce fait, la vitamine D pourrait diminuer
l'insulinorésistance et favoriser la survie des cellules  en ayant des effets sur les cytokines
par différents mécanismes :

= Des VDRE ont été identifiés dans le promoteur des génes de cytokines. Ainsi, la
vitamine D interférerait avec les facteurs de transcriptions impliqués dans la production
nucléaire des cytokines.

= par son action d'inhibition sur le facteur NF-kb qui est un élément majeur dans la
régulation des cytokines pro-inflammatoire.

a.4/ sur les autres conséquences du diabéte

= complications cardiovasculaires : de méme, de par ses interactions avec le systéme
Rénine-Angiotensine (SRA), la vitamine D est impliquée dans linsulinorésistance
(I'angiotensinogéne 2 inhibe l'action de l'insuline sur le tissu vasculaire et le muscle
squelettique, ce qui altére le captage du glucose au niveau de ces cellules).
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= diabéte gestationnel : - lors d'études observationnelles sur des femmes enceintes : des
taux bas de 25(OH)D sont associés a un risque plus élevé de diabéte gestationnel et
d’intolérance au glucose.

- lors d'études d'intervention sur des femmes avec un diabéte
gestationnel : augmentation de la sensibilité a l'insuline par des apports de vitamine D.
= effets néphroprotecteurs : d’aprés des études observationnelles, le calcitriol et ses
analogues (calcitriol, paricalcitol qui est un agoniste du VDR) auraient des effets
néphroprotecteur et antiprotéinurique chez les patients atteints de maladies rénales
chroniques et chez les hypertendus. Leffet anti-protéinurique de la vitamine D résulte de
plusieurs mécanismes : une action directe sur les protéines podocytaires (réduction de
'apoptose des podocytes, augmentation de I'expression de la néphrine), une réduction de
l'inflammation rénale et une inhibition du SRA. Les études expérimentales sont en faveur
d’une inhibition par la vitamine D du SRA et de la voie d’activation du NF-kb (qui participe a
la fibrose rénale) (104).

Les études

- Des études sur I'nypovitaminose D ont porté soit sur son implication dans les mécanismes
physiopathologiques du diabéte (insulinosécrétion, insulinorésistance), soit en tant que
facteur prédictif de risque de DT2, soit encore dans son implication directe dans la survenue
des complications du diabéte (105-106). Elles ont rapporté une association entre déficit en
vitamine D et : présence d'un DT2, intolérance au glucose, des formes plus agressives de
diabéte, une incidence plus marquée du syndrome métabolique.

- Les résultats des études observationnelles semblent montrer une association entre les
concentrations en vitamine D et la survenue ou le développement de DT2 par la mesure des
marqueurs biologiques de l'intolérance au glucose (glycémie a jeun, test de tolérance au
glucose et hémoglobine glyquée) : le risque de diabéte est significativement plus important
pour les populations dont les concentrations en 25(OH)D sont < 35 nmol/l (versus > 62,5
nmol/l) et pour des apports estimés en vitamine D < a 200 Ul/j (versus > 500 Ul/j). Ces
résultats n'ont pas été retrouvés dans d'autres études observationnelles ni dans les études
d'intervention.

- L'augmentation de la sensibilité a l'insuline, la diminution de linsulinorésistance, la
diminution de l'insulinémie a jeun sont maximales lorsque le taux en 25(OH)D est = 80
nmol/l.

- L'administration quotidienne de 800 Ul de vitamine D et de 1 200 mg de calcium diminuerait
le risque d'apparition du diabéte de type 2 de 33%, comparé a la demi-dose.

- Certains variants génétiques du VDR ou de la DPB prédisposent au développement d'un
diabéte de type 2.

- Le lien entre le déficit en vitamine D et I'incidence de la protéinurie n’a été prouvé que chez
les sujets diabétiques (104).

De facon générale, les études sont plutdt en faveur d'un effet bénéfique de la vitamine D sur
le risque de diabéte (pathogénie et prévention), le développement du syndrome métabolique,
la diminution de la pression artérielle chez les diabétiques de type 2 et les complications
cardiovasculaires du diabéte. Mais les mécanismes exacts de ces associations restent
encore a élucider et le lien de cause a effet a démontrer.
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b) Vitamine D et métabolisme lipidique, obésité

Le calcitriol joue un réle important dans la modulation de la fonction adipocytaire. Il régule le
métabolisme des acides gras et I'noméostasie énergétique dans les muscles squelettiques et
le tissu adipeux via des actions génomiques et non génomiques (107).

Plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu :

e via son récepteur membranaire, le 1,25D3-MARRS et I'apport calcique : le calcitriol
régule indirectement le métabolisme lipidique des adipocytes par la modulation du calcium
intracellulaire. Ceci reflete le lien entre le calcium alimentaire et I'obésité. En réponse a un
régime alimentaire pauvre en calcium, I'augmentation du calcitriol stimule I'afflux de Ca2+
dans les adipocytes ce qui favorise I'obésité par I'inhibition de la lipolyse et par la stimulation
de la lipogenése. Un apport alimentaire riche en calcium peut constituer une cible lors des
interventions contre I'obésité.

= Le calcitriol exerce également une action via le VDR en inhibant I'expression de la
protéine découplante 2 (UCP2 pour uncoupling protein 2). Celle-ci est en forte concentration
dans le tissu adipeux. L'UCP2 joue un rble de découplant du métabolisme de la production
d’ATP, de sorte qu’il y a d’avantage de chaleur produite. Elle est également impliquée dans
le transport des acides gras a travers la membrane mitochondriale interne lors de la B-
oxydation. Figure 15
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Figure 15. Actions de la vitamine D sur le métabolisme de I'adipocyte.
(a) La suppression des effets du calcitriol par un apport alimentaire riche en calcium.
(b) Lors d’'un apport alimentaire pauvre en calcium, le taux du calcitriol augmente, le résultat
est une inhibition de I'expression de la protéine découplante UCP2, en plus d’une inhibition
de la lipolyse et stimulation de la lipogenése, d’ou un risque d’obésité (107).

= Le calcitriol module I'expression et la production d’adipokines et serait impliqué dans
d’autres mécanismes cellulaires complexes au sein de l'adipocyte : régulation du stress
oxydatif, régulation des cytokines de l'inflammation (TNFa, IL-6, IL-8) et des concentrations
d’adiponectine (adipokine qui améliore l'insulino-sensibilité et diminue la production de
TNFa), toutes impliquées dans la physiopathologie de I'obésité.

= La vitamine D ou ses analogues inhibe l'activité de la cyclo-oxygénase 2, module la
libération de l'acide arachidonique, diminue le taux de la prostaglandine E1 et E2, et induit
I'expression de la 15-prostaglandine déshydrogénase.
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= Le calcitriol, a faible dose, exerce un effet anti-apoptotique sur les adipocytes : il inhibe
I'expression des génes des caspases 1 et 3 (enzymes de l'apoptose), et stimule celle de
génes de facteurs anti-apoptotiques tels que le Bcl-2.

Etudes

- Expérimentalement, la supplémentation en vitamine D chez I'animal limite la prise de poids
due a un régime riche en graisse.

- En dehors des facteurs environnementaux responsables de I'obésité, des études ont
montré que le déficit en vitamine D était associé a I'obésité ou a la survenue d’'un syndrome
métabolique.

- La réponse a la substitution vitaminique D est également diminuée chez les sujets obéses
et déficitaires en vitamine D. En général une majoration de la posologie ou de la durée du
traitement par vitamine D est nécessaire.

- Le cas particulier des statines prescrites dans le cadre du syndrome meétabolique
engendrent des myalgies qui régressent avec une supplémentation en vitamine D chez les
sujets carencés.

- La vitamine D, liposoluble, pourrait étre "séquestrée" par le tissu adipeux (composante
importante du syndrome métabolique) induisant ainsi un taux faible de vitamine D sérique
circulant.

3.2.6 Vitamine D et neurologie

D'une facon similaire a d'autres neurostéroides, les métabolites de la vitamine D sont
capables de traverser la barriére hémato-encéphalique. De plus VDR, CYP27B1 et
CYP24A1 sont présents au niveau du cerveau (neurones, cellules gliales ...), expliquant
I'action endocrine et autocrine de la vitamine D sur le systéme nerveux central (108)

= La vitamine D posséde des propriétés neurotrophiques et participe a :

- la régulation du métabolisme des neurotransmetteurs (dopamine, acétylcholine,
sérotonine)

- la régulation de la synthése de facteurs comme le NGF (Nerve Growth Factor) ou
encore le GDNF (Glial Cell line-derived Neurotrophic Factor).
= La vitamine D posséderait ainsi des propriétés neuroprotectrices, via différents
mécanismes de neuro-immunomodulation, de pouvoirs anti-oxydant, anti-dégénératif et
vasculoprotecteur.
= La vitamine D agit également sur le systéme nerveux périphérique ou elle influence les
vitesses de conduction nerveuse.

On peut donc supposer que le déficit en vitamine D joue un rdle dans la genése de certaines
pathologies neurologiques ou psychiatriques. L'hypovitaminose D a été associée a la
survenue plus fréquente de troubles neurologiques (comme la maladie d'Alzheimer, I'atteinte
cognitive globale chez la personne &agée, la maladie de Parkinson) et de maladies
psychiatriques (dépression, schizophrénie).

a. Troubles cognitifs
= Maladie d’Alzheimer

Une étude, dont les résultats ont été publiés en 2012, montre qu’il existe une corrélation
entre le déficit en vitamine D et une hypoperfusion de la région du précuneus (région
cérébrale précocement atteinte au cours de la maladie d’Alzheimer), ce qui renforce
I'hypothése d’un possible effet neuroprotecteur de la vitamine D. Une autre étude a montré
que l'apport alimentaire quotidien de vitamine D est associé a un risque moindre de maladie
d’Alzheimer. De méme des concentrations plus basses de 25(0OH)D sont observées chez
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des patients atteints d'Alzheimer. Il a aussi été montré que la surexpression du géne codant
pour le VDR ainsi que le traitement par la vitamine D suppriment la transcription de la
protéine précurseur amyloide, protéine clef de la maladie d’Alzheimer. Cependant, méme si
le déficit en vitamine D est clairement délétére pour le systéme nerveux, la supplémentation
en vitamine D ne permet pas d’améliorer les performances cognitives liées a la maladie
d’Alzheimer et ne peut pas influer sur le processus neurodégénératif.

= Performances cognitives et contrdle postural

Il pourrait exister une relation entre les capacités cognitives et le statut vitaminique D.
L'étude EPIDOS a permis de prouver que le déficit en vitamine D chez la femme agée est
associé a une atteinte de la mémoire explicite, ou des capacités attentionnelles et
exécutives. Les résultats d’'un autre travail semblent montrer qu’une insuffisance en vitamine
D est associée a des modulations des performances cognitives ainsi qu'a des troubles de
I'humeur. La vitamine D semble aussi avoir une action sur le contrdle postural. Ceci est un
argument supplémentaire en faveur de la prescription de vitamine D chez les sujets agés
carenceés.

b. Maladie de Parkinson

Il a été montré que la vitamine D augmente le taux du facteur neurotrophique GDNF dans la
substance noire et le striatum, et protége les neurones dopaminergiques de la mort cellulaire
lorsqu’ils sont exposés a des molécules toxiques chez I'animal. Dés 1997, une prévalence
élevée de déficit en vitamine D et d’ostéopénie était notée dans la maladie de Parkinson.
D’autres travaux ont ensuite montré que le taux bas de vitamine D expose a développer la
maladie. Cependant, aucune donnée ne permet aujourd’hui de dire que la vitamine D peut
ralentir I'évolution de la maladie.

c. Dépression

On connait depuis longtemps des formes saisonniéres de dépression dans lesquelles la
lumiére solaire semble intervenir. Plusieurs études relient l'insuffisance en vitamine D au
développement de symptébmes dépressifs. Des essais contr6lés randomisés sont
nécessaires pour déterminer si cette relation est causale.

d. Schizophrénie

Un risque accru de schizophrénie a été associé aux naissances hivernales. Parmi les
hypothéses avancées pour expliquer ce phénoméne, I'hypovitaminose D pendant la
grossesse a été l'une des plus étudiées. Cependant, a ce jour, aucun mécanisme n’a
clairement étayé cette hypothése.

e. autres

o les douleurs : on retrouve une corrélation entre hypovitaminose D et céphalées ou douleurs
chroniques dans certaines études. Des associations établies entre différentes douleurs et la
saison ou la latitude apportent un soutien indirect pour un réle de la vitamine D.

o épilepsie: la vitamine D posséde également des propriétés anti-convulsivantes
intéressantes dans I'épilepsie. D’un point de vue expérimental, il a été démontré que la
vitamine D stimule I'expression de la calcium binding protéin également connue pour exercer
un effet antiépileptique.

= autisme : un déficit en vitamine D au cours de la grossesse pourrait étre impliqué dans le
développement de la maladie d’autisme chez les nouveau-nés.
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3.2.7 Vitamine D et grossesse

Il existe une synthése de vitamine D dans les cellules déciduales et placentaires. Le placenta
humain exprime tous les composants nécessaires a la signalisation de la vitamine D : VDR,
RXR, CYP27B1 et CYP24A1 (109).

Pendant la grossesse, la synthése du calcitriol augmente et la transcription du géne
placentaire CYP24A1 est réprimée. Ce calcitriol va jouer un rbéle immunomodulateur
autocrine et paracrine durant la gestation. Il affecte les cellules dendritiques déciduales et les
macrophages qui, a leur tour, stimulent les cellules T régulatrices. Il inhibe également la
libération des cytokines de type Th1 et stimule la libération de celles des Th2, qui deviennent
surtout dominantes au moment de I'implantation. Cette modulation du systéme immunitaire
peut empécher le rejet de I'embryon implanté. Une supplémentation en vitamine D pendant
la grossesse est associée a une augmentation significative de I'expression des marqueurs
de tolérogénicité sur les cellules du sang de cordon.

Le calcitriol contribue également a la transformation des cellules endométriales en cellules
déciduales. Au niveau du syncytiotrophoblaste, le calcitriol régule par voie autocrine
I'expression de la gonadotrophine chorionique humaine (hCG), de I'hormone lactogéne
placentaire (hPL), de I'cestradiol et de la progestérone. Ainsi le calcitriol aiderait a
l'implantation et au maintien d’'une grossesse normale, favoriserait la croissance fcetale,
contrélerait la sécrétion de plusieurs hormones placentaires, et limiterait la production des
cytokines pro-inflammatoires.

L'augmentation des besoins en calcium pour le foetus, nécessaires a son développement
osseux, est réalisée par I'accroissement de I'absorption du calcium par la mére dés le début
de la grossesse, conséquence d'une élévation du taux de 1,25(0OH),D associée a une
augmentation de la DBP. Cette augmentation du taux de calcitriol d'origine rénale et
placentaire (de 50 % a 150 %) durant la grossesse se fait sans hypercalcémie. La
concentration sérique foetale dépend de la concentration en 25(0OH)D maternelle.

Conséquences de la carence en vitamine D chez la femme enceinte et le nouveau-né.

De nombreuses études ont rapporté un lien entre concentration en 25(OH)D pendant la
grossesse et risque de complications pour la femme enceinte comme pour le feetus.

Un déficit en vitamine D chez la femme enceinte exposerait a un risque augmenté de :

- pré-éclampsie (PE) : ceci en relation avec les actions de la vitamine D dans I'implantation,
'angiogenése, l'inflammation, la régulation de la pression artérielle ou le contréle de la
protéinurie.

- diabéte gestationnel (DG)

- césarienne

- vaginose bactérienne

- prématurité, RCIU (retard de croissance intra-utérin) pour le foetus.

De plus, une carence sévere (< 25 nmol/l soit < 10 ng/ml) pendant la grossesse a des
conséquences pour le nouveau-né ou chez I'enfant, comme :

- un faible poids a la naissance ou une croissance post-natale plus faible.

- une hypocalcémie néonatale sévere et durable, avec risques de complications cardiaques
quand le taux de 25(OH)D était < a 12,5 nmol/l (5 ng/ml).

- des troubles osseux avec un rachitisme carentiel néonatal (rare) et des signes
d'ostéomalacie comme une PTH élevée et des taux de phosphatases alcalines trés élevés.

- un risque plus élevé de développer chez I'enfant un diabéte de type 1, un probléme de
surpoids ou de I'asthme.
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- des troubles neurologiques irréversibles ou des troubles autistiques. Une étude a retrouvé
une relation inverse entre les taux de 25(OH)D et les taux d’anticorps anti-MAG (Myelin-
Associated Glycoprotein), anticorps fortement associés aux troubles autistiques. Mais il n’a
pas été prouvé que la correction du déficit dans cette population puisse contribuer a réduire
la gravité des symptomes.

- des risques allergiques : la consommation de vitamine D pendant la grossesse est
considérée comme susceptible de diminuer les risques atopiques des enfants.

Une étude a rapporté une diminution des risques gestationnels quand le taux de 25(OH)D
est > 50 nmol/l. Aucun bénéfice n'est rapporté quand on augmente le seuil de 50 a 75 nmol/I.
Cette relation n'a pas été retrouvée dans les études interventionnelles mentionnées dans le
rapport de la HAS (53)

3.2.8 Vitamine D et risque de mortalité

- Des données d’observation (110) suggérent que les personnes ayant les taux les moins
élevés de vitamine D ont un surcroit de mortalité, toutes causes confondues, de 26 %. Une
étude rapporte que des taux de vitamine D inférieurs a 44.2 nmol/l (17.8 ng/ml) sont
associés a une augmentation de la mortalité globale dans la population générale. D'autres
études observationnelles sur la mortalité en population générale ont montré une courbe en
"U" caractéristique avec un minimum de mortalité dans la zone de concentration 70-150
nmol/l. A partir d'un taux de 25(OH)D supérieur a 125 nmol/l (50 ng/ml) on retrouve une
augmentation de la mortalité toutes causes confondues.

- Quelques études d'intervention ont montré qu'il existe un lien significatif entre
hypovitaminose D et taux de mortalité chez la personne agée, que ce soit la mortalité
hospitaliére, la mortalité cardiovasculaire ou encore la mortalité toutes causes confondues.
Mais d'autres études avec supplémentation ne retrouvent pas d'association. LAHRQ 2007
ainsi que la HAS 2013 (50,53) concluaient dans leurs rapports respectifs a I'absence de
données probantes montrant un effet significatif de la supplémentation en vitamine D sur la
mortalité.

3.2.9 Vitamine D et insuffisance rénale chronique

Dans Tlinsuffisance rénale chronique, la diminution du calcitriol entraine une
hyperparathyroidie secondaire responsable de la maladie osseuse rénale et des effets extra-
osseux (notamment sur I'endothélium vasculaire) avec pour conséquence un excés de
mortalit¢ chez les insuffisants rénaux. Ceux-ci présentent une mortalité qui dépasse
largement le taux prédit par les facteurs de risque cardiovasculaire "classiques". Cette
carence joue eégalement un réle important dans la faiblesse musculaire quasi permanente
chez le sujet dialysé, I'immunodépression trés fréquente chez l'insuffisant rénal qui présente
ainsi un risque accru d’infections et de cancers (111).

Des études observationnelles montrent que chez linsuffisant rénal non dialysé, le déficit en
vitamine D est associé a une progression plus rapide de la maladie rénale. Certaines études
ont montré une association entre déficit en vitamine D et artériosclérose ainsi qu'un lien entre
hypovitaminose D et mortalité chez des patients en insuffisance rénale terminale.

- Les études interventionnelles donnent des résultats en faveur d'un impact positif de la
supplémentation en vitamine D sur les concentrations de PTH et de 25(OH)D chez
l'insuffisant rénal chronique. Mais elles ne permettent pas de conclure en terme de réduction
du risque de la maladie osseuse et de fracture chez ces patients.
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- D'autres études ont montré une amelioration de la survie chez des patients dialysés ou en
IRC recevant un traitement de vitamine D active et cet effet ne relevait pas uniquement de
I'effet suppressif sur la sécrétion de PTH. Une étude avec du paricalcitol (analogue de
synthése de la vitamine D considéré comme moins hypercalcémiant et
hyperphosphatémiant) aurait donné de meilleurs résultats concernant la mortalité par
maladies cardiovasculaires.

En conclusion

L'interprétation et la comparaison des résultats tirés des différentes études restent
difficile pour plusieurs raisons : populations incluses hétérogenes, protocoles de
supplémentation variés (posologie, type de molécule prescrite, avec ou sans calcium), taux
initial de 25(OH)D inconnu ou différant d'une étude a l'autre, effet recherché de la vitamine D
traité comme un objectif secondaire.

D'autre part, les études observationnelles ne permettent pas d’établir un lien de causalité
entre le déficit en vitamine D et l'incidence ou sévérité des pathologies évoquées : il existe
de nombreux parameétres biologiques ou environnementaux qui interférent dans les effets
observés (PTH, calcium, age, ensoleillement....). Elles ont moins d'impact pour le clinicien
qui attend des informations sur la balance bénéfices-risques d'une supplémentation relevant
d'études interventionnelles. Or celles-ci sont moins nombreuses, ne confirment pas toujours
l'effet observé dans les études épidémiologiques et surtout ne définissent pas un seuil de
25(0OH)D a atteindre pour bénéficier de ces effets, tout au moins en ce qui concerne les
bénéfices extra-osseux (78).

En regle générale, il semble que l'obtention des effets extra-osseux de la vitamine D
nécessitent des taux sériques de 25(OH)D plus élevés que les niveaux requis pour maintenir
une santé osseuse optimale. La production paracrine et autocrine de calcitriol joue un rdle
important et fondamental mais difficilement quantifiable.

Des investigations complémentaires par des essais randomisés sont donc nécessaires pour
confirmer les effets bénéfiques extra-osseux, l'efficacité d'un traitement, et établir des
recommandations quant aux besoins en vitamine D et aux seuils de concentration en
25(0OH)D a atteindre pour chaque pathologie étudiée (2,48).

La synthese d’analogues ayant les mémes activités immunomodulatrices que la 1,25-
(OH).D, tout en étant moins hypercalcémiants, ouvre des perspectives intéressantes pour
cette prévention en clinique humaine.
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4. Evaluation du statut vitaminique D : dosages, valeurs seuils;
"Normes"

Pour évaluer un paramétre biologique, un dosage est pratiqué et selon la valeur obtenue,
basse, normale ou élevée par rapport aux normes établies, une thérapeutique adéquate est
mise en route. Ce schéma s'applique aussi a la vitamine D avec quelques nuances.
Comment évaluer les réserves de I'organisme en vitamine D ? Quels dosages pratiquer ? A
quels seuils se reporter ?

4.1 Méthodes d'évaluation : dosage de la vitamine D

Autrefois, les carences en vitamine D étaient suspectées par la présence des signes
cliniques accompagnant le rachitisme ou I'ostéomalacie carentielle. Mais ces signes
clinigues étant peu spécifiques, surtout chez [I'adulte (manifestations douloureuses,
fatigabilité musculaire, impotence), le diagnostic de polyarthrose, voire de "sénescence" était
souvent posé ou méme parfois ignoré.

Depuis, les méthodes de dosage de la vitamine D plasmatique sont apparues. On peut ainsi
savoir si un patient est carencé ou non et mettre en place des mesures préventives ou
thérapeutiques. Ce dosage est devenu essentiel a la détermination du statut vitaminique D et
a pris un essor considérable. Cependant il reste difficile & mettre au point (112).

4.1.1. Que mesure-t-on lors du dosage ?

Les réserves en vitamine D sont peu accessibles car elles sont localisées principalement
dans le tissu adipeux, le foie et le muscle. Ce sont les taux de 25(OH)D qui seront dosés
pour permettre d'évaluer avec précision le statut vitaminique de l'individu. Pourquoi dose-t-on
la 25(OH)D et non un autre métabolite comme par exemple la forme biologiquement active,
la 1,25(0OH),D ?

- cholecalciférol et ergocalciférol : leur dosage a un intérét limité, leur hydroxylation étant trés
rapide.

- 1,25(0H), D: son taux est soumis a une régulation complexe (valeur de la PTH, du
FGF23...). Ainsi, les concentrations de 1,25(0OH),D sont relativement stables, grace a
I'nyperparathyroidie secondaire induite lorsque la 25(OH)D est trop basse (65) (cf chap
3.1.1). Aussi, lors d'un déficit en vitamine D (réserves faibles), la concentration sérique de
1,25(OH),D peut étre normale, augmentée ou diminuée (3,61,113) On peut donc aboutir a la
situation paradoxale d’un sujet ayant un taux élevé de forme active et un taux bas de
25(OH)D. La mesure de la 1,25(0OH),D n’est donc pas appropriée pour évaluer le statut
vitaminique D. Son dosage est réservé a des cas particuliers.

- Seul le dosage de la 25(0OH)D circulante permet d’apprécier indirectement les réserves de
l'organisme (3,11,15,48, 49,61,114-115). Elle est la forme principale de stockage de la
vitamine D, la principale forme circulante et le substrat de la forme active. Des études
animales suggerent que l'activité de la 1,25(OH),D n’est possible que si les taux de 25(OH)D
sont suffisants. La 25(OH)D n'est pas régulée activement et sa production dépend des
apports alimentaires ou cutanés. Par contre, les concentrations de 25(OH)D sériques varient
significativement avec la latitude, la saison... Mais elle est présente dans le sang a des
concentrations 500 a 1000 fois supérieures a celles de la 1,25(0OH),D et sa demi-vie est de 3
a 4 semaines contre 4 heures pour la 1,250H,D. La 25(OH)D est donc I'analyte de choix
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pour donner un reflet fidele de I'imprégnation vitaminique D et elle constitue, de fagon
consensuelle, le marqueur biologique sur lequel se fonde le raisonnement médical, la
décision de mise en place d'un traitement et la détermination de la dose optimale.

Unités utilisées : La concentration sérique de vitamine D peut étre exprimée soit en ng/ml
soit en nmol/l. Nous parlerons ici en nmol/l avec en parenthéses la valeur en ng/ml selon la
conversion : 1 nmol/l = 2,496 x ng/ml (arrondi a 2,5).

4.1.2 Les différentes techniques de dosages de la 25(OH)D

Les différentes techniques sont réparties en 2 groupes : les méthodes d’'immuno-analyse, les
plus pratiquées, et les méthodes séparatives, non immunologiques, a détection directe (52).

¢+ Les techniques immunologiques,

Ce sont des méthodes compétitives. Le principe de ces méthodes de dosage est que la
25(0OH)D du patient et de la 25(OH)D marquée (le traceur) entrent I'une et l'autre en
compétition pour la reconnaissance soit d' un anticorps anti-25(OH)D, soit d'une protéine
porteuse CPBA (competitive protein-binding assays).

Selon la nature du marqueur, isotope radioactif, enzyme ou molécule phosphorescente ou
luminescente, on distingue des méthodes :

- radio-immunologiques ( RIA = Radio Immuno Assays),

- enzymo-immunologiques (ELISA = Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays)

- lumino-immunologiques (chemoluminescence ou chimiluminescence) : lesquelles
prendrons, selon le systéme de révélation, la dénomination de: CLIA (ChemiLumines-
cence), CMIA (Chemiluminescent Microparticle), ECLIA (Electro-Chemiluminescence).

Ces tests immunologiques sont adaptés a des activités importantes, utilisés de fagon
routiniére dans les plates-formes techniques. Ces méthodes sont plus simples, plus rapides
et plus accessibles que les méthodes séparatives. Aussi plus de 85 % des laboratoires les
utilisent.

¢ Les techniques séparatives, non immunologiques, a détection directe,

Elles reposent sur un processus de séparation physico-chimique (extraction et purification)
des molécules a analyser: la chromatographie en phase liquide haute performance
(CLHP ou HPCL : High Performance Liquid Chromatography) ou la spectrométrie de masse
(MS). Ces 2 méthodes peuvent étre couplées (LC-MS). Elles sont plutét réservées a la
recherche car ont des performances analytiques supérieures mais nécessitent un
équipement colteux et une expertise élevée. Elles permettent de rendre le résultat global
(D2+D3) ou les métabolites séparément.

4.1.2.1 Un peu d'histoire :

= En 1971, Belsey, puis Haddad et al. (116) développérent la premiére méthode
immunologique manuelle de dosage de la 25(OH)D sérique par CPBA ou la VDBP sert
d’agent de capture. Cette méthode avait 'avantage de reconnaitre de fagon équimolaire la
25(0OH)D3 et la 25(0OH)D2. Mais elle mesurait aussi les autres métabolites.

= En 1985, DiaSorin® lance la premiére trousse de dosage radio-immunologique pour la
25(OH)D : compétition dans laquelle un anticorps spécifique anti-25(OH)D sert d’agent de
capture (RIA, puis EIA et CLIA). Toutefois, elle présentait les mémes inconvénients.

= En 1976, la CLHP couplée a la spectrophotométrie UV, développée initialement par
Eisman et al. a été la premiére méthode de dosage physicochimique des métabolites de la
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vitamine D a étre introduite dans les laboratoires cliniques, suivie par celle de Jones. Cette
méthode bien que considérée comme référence a I'époque, ne s’est pas répandue a cause
de sa lourdeur technique.

= Watson et al. furent les premiers a décrire une méthode de dosage de la 25(OH)D
sérique par CLHP couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS).

= Ce n'est qu'en 2004, que Vogeser et al. proposérent une méthode basée sur la CLHP
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) qui s’imposera de plus en plus
comme technique de référence dans les laboratoires. Deux procédures de mesure en ID-LC-
MS/MS (spectroscopie de masse avec dilution isotopique) ont été reconnues récemment
comme technique de référence par le Joint Committee for Traceability in Laboratory
Medicine (JCTLM) et toutes deux candidates a la RMP (Reference Measurement
Procedures).

o Le DEQAS (Vitamin D External Quality Assessment Scheme) est un programme de
contréle de qualité externe, constitué en 1989, répertoriant des centaines de laboratoires et
une dizaine de méthodes de dosages permettant de rendre compte de la diversité des
résultats. Son objectif est d'assurer la fiabilité de I'analyse pour la 25(OH)D et la 1,25(0OH),D.

= le SRM 972 : en 2009, le National Institutes of Health Office of Dietary Supplements
(ODS) et le Department of Commerce National Institute of Standards and Technology (NIST)
annonce la disponibilité d’'un standard de référence pour le dosage de la vitamine D, le SRM
972 (étalon) et le SRM 2972 (calibrant). Le standard SRM 972 a été produit a partir de la
technique de référence LC/MS/MS et présente des valeurs certifiees de 25(0OH)D2,
25(0OH)D3 et 3-épi-25(0OH)D. Mais 3 niveaux sur 4 du SRM 972 sont non utilisables comme
standards de référence par la plupart des techniques immunologiques automatisées (effet
matrice, pas de dosage du 3-épi-25(0OH)D3 pour la plupart). Donc, ce n'est pas un vrai
étalon au regard des critéres de 'OMS.

= le VDSP (Vitamin D Standardization Program) est lancé en novembre 2010 pour
répondre au besoin de standardisation du dosage au niveau international. Ce programme
s'est développé sous I'égide de I'ODS, du National Institutes of Health (NIH) et en
collaboration avec les Centers for Disease Control and Prevention (CDC), le National Center
for Environmental Health (NCEH), le NIST et le laboratoire de référence pour la vitamine D
de I'Université de Gand (Belgique). Bien que le VDSP s’attache principalement aux enquétes
sanitaires nationales, il invite également les laboratoires cliniques publics ou privés ou de
recherche ainsi que les sociétés commerciales a participer a I'effort de standardisation. Cette
enquéte inclut différents pays, des sociétés (DiaSorin, IDS), des LC-MS/MS, la RMP. Son but
est de standardiser le dosage de la 25(0OH)D et d'évaluer les différences obtenues, ceci en
rapport avec les procédures décrites dans le CLSI EP9-A2 (Clinical and Laboratory
Standards Institute) "Method Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples" (114).
Le laboratoire est certifié si le biais observé est de + 5 % et I'imprécision < 10 % (coefficient
de variation : CV). Actuellement seulement 5 laboratoires sont tragables au VDSP.

= le NIST RMP est la premiére méthode de référence pour la mesure de la 25(0OH)D : elle
sépare le 3-épi25(OH)D3 de la 25(0OH)D3, certifiant la non surélévation de la 25(0OH)D3,
mais ce n'est pas un "standard" et les utilisateurs de LC-MS/MS peuvent s'y étre standardisé
de maniére différente.

> le DEQAS en 2013 a lancé une vaste étude avec 1 200 participants dans 52 pays:
mesure des échantillons par la NIST RPM, les participants regoivent les valeurs du NIST
pour le dosage "25(OH)D Total" et pour chaque métabolite séparément 25(OH)D3,
25(0OH)D2 et 3-épi-25(OH)D3 et les échantillons sont des sérums natifs non dénaturés afin
de ne pas "léser" les méthodes automatisées.
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4.1.2.2 Phases pré-analytique et analytique

al/ phase pré-analytique

- prélévement : il peut se pratiquer sur sérum ou plasma (cependant quelques interférences
ont été signalées avec les tubes secs a gel pour les méthodes HPLC).

- stabilité : la 25(0OH)D est trés stable dans le sérum et le plasma, environ 24 heures a
température ambiante. Elle est peu sensible aux UV en raison de sa forte liaison a la DBP,
rendant inutile des préconisations particulieres pour la conservation des échantillons si le
dosage est effectué le jour méme. Si le dosage est différé, il est conseillé de conserver
I'échantillon décanté 4 jours a 2 - 8° ou 1 mois a -20 °C.

b/ Phase analytique

Deux points essentiels sur lesquels se jouent toute la problématique du dosage :

- la_phase de préparation : quelle que soit la méthode de dosage adoptée, une étape de
dissociation compléete de la 25(0OH)D de ses protéines porteuses est nécessaire. Leurs
différentes concentrations peuvent influencer la cinétique de dissociation. De plus le
caractére trés lipophile de la vitamine D et sa liaison a la DBP rendent I'opération complexe.
On estime que plus de 99% de la 25(OH)D circulante serait liée aux protéines plasmatiques
dont environ 85% a la DBP, la majorité de la partie restante étant liée a I'albumine.

- la_clause rédhibitoire : du fait de la supplémentation, soit en vitamine D2, soit en vitamine
D3, il est essentiel que les techniques soient capables de doser les deux formes
indistinctement sous peine de sous-évaluer les résultats d’'un dosage effectué chez une
personne supplémentée en l'une ou l'autre forme et d'amener a prendre des décisions
clinigues opposées (48,117). Plus de 95 % de la 25(OH)D circulante est sous forme de
25(0OH)D3, tandis que la 25(0OH)D2 atteint des niveaux mesurables seulement chez les
personnes supplémentées en D2.

¢/ quelques exemples de techniques immunologiques automatisées

En France, les dispositifs de dosage immunologique de la 25(0OH)D sérique sont utilisés par
une majorité des laboratoires (118). lls mesurent les formes monohydroxylées des vitamines
D2 et D3 avec une spécificité variable. Ceci est a prendre en compte dans linterprétation
des résultats.

A travers quelques exemples de trousses mises sur le marché, différents protocoles de
dosages par compétition utilisés pour la mesure de la 25(OH)D seront décrits .

Les méthodes d'immunodosage présentées ici ont été approuvées par la FDA (US Food and
Drug Administration). Une grande majorité de ces méthodes ont en commun ['utilisation de
billes magnétiques (méthodes en phase hétérogéne) et la détection par chimiluminescence.
La qualité de ces méthodes entierement automatisées varie selon les fabricants. Elles sont
faciles d'utilisation, mais nécessitent encore de multiples étapes de séparation et de lavage.
La détermination équimolaire de la D2 et D3 n'est pas toujours respectée, ainsi que la
corrélation avec la méthode de référence LC-MS/MS et la tracabilité au standard NIST SRM
972.

exemple 1: le test Elecsys Vitamin D total de Roche Diagnostics (sorti en 2011) : test
par électrochimiluminescence (ECLIA). Principe de compétition mettant en jeu la VDBP
(CBPA) pour la détection de 25(OH)D2 et 25(OH)D3. Figure 16

Principe du test : compétition entre la 25(OH)D marquée a la biotine et celle présente dans le
prélévement, pour se fixer a une protéine porteuse de la vitamine D (VDBP) recombinante.
- étape 1 : dénaturation de la VDBP (avec un tampon trés acide) pour dissocier la 25(0OH)D.
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- étape 2 : incubation avec une VDBP recombinante marquée au ruthénium afin de former un
nouveau complexe 25(0OH)D-VDBP ruthénylée.

- étape 3: ajout de 25(0OH)D biotinylée qui va occuper les sites restés libres de la VDBP
ruthénylée. La 25(0OH)D biotinylée entre en compétition avec la 25(OH)D de I'échantillon.
Ajout de microparticules tapissées de streptavidine qui interagit avec la biotine pour laquelle
elle a une forte affinité. Limmuno-complexe se lie a la phase solide par I'interaction biotine-
streptavidine.

- étape 4 : par aimantation, les microparticules tapissées d’immuno-complexes se déposent
a la surface de I'électrode. Les éléments non liés sont évacués par lavage de la cellule de
mesure. L'application d’'une tension électrique a [Iélectrode lance la réaction
d'électrochimiluminescence.

VDBP naturelle VDBP dénaturée

20

+25 OH)D Bi

o

{O\O Prétraitement fw + VDBP ruthénylée

échantillon, PT1, R1,9 min
PT2,9 min

R2 particules, 9min

25(0H)D-Bi =
Vitamine D Biotinylée (25-OH)

VDBP = Protéine porteuse de la vitamine D o
PT1, PT2 = Composants du prétraitement VDBP ruthénylée

Figure 16 : Principe du dosage de la 25(0OH)D par une méthode de compétition CBPA (119)

L’électrochimiluminescence (ECL) est une forme de chimiluminescence qui permet une
plus grande amplification du signal. La réaction de chimiluminescence qui entraine I'’émission
de lumiére est précédée par une réaction électrochimique. Le choix du ruthénium comme
marqueur luminescent s'explique car il a un pouvoir de régénération lui permettant de libérer
20 fois plus de photons qu’une réaction de chimiluminescence classique. La tripropylamine
(TPA) est une amine qui activée électrochimiquement posséde un pouvoir réducteur. Le sel
de ruthénium peut donc passer a son état excité grace a la TPA contenue en excés dans la
cellule de mesure. Cette amine est donc linitiateur et le garant de la nature cyclique de la
réaction de double oxydo-réduction générant la lumiére. Figure 17
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Figure 17 : ECL en phase hétérogéne (120)

66



L'application d’une différence de potentiel, enclenche le cycle réactionnel : oxydation a la
surface de I'électrode du sel de ruthénium et de la TPA pour donner les produits d'oxydation
Ru* et le radical cationique TPA"". En libérant un proton, le TPA instable céde son électron
(e') conférant au Ruthénium son état excité Ru?’. En revenant a son état de base, le
ruthénium émet un photon a la longueur d’'onde de 620 nm. Il est ainsi disponible pour un
nouveau cycle. Cette technique améliore la sensibilité, permet de meilleures linéarités, réduit
le temps d'analyse (18 minutes), permet des CV inter-laboratoires < a 5 %.

exemple 2 : ARCHITECT 25 OH vitamine D de chez Abbott
Méthode : Une étape retardée par compétition utilisant la technologie de dosage
immunologique microparticulaire par chimiluminescence (CMIA).

Aprés un pré-traitement du sérum, des microparticules paramagnétiques recouvertes
d'anticorps anti-vitamine D (Ac anti-25(OH)D) sont ajoutées. La vitamine D présente dans
I'échantillon se lie aux microparticules. Aprés incubation, le conjugué sous forme d'un
complexe [IgG anti-biotine / vitamine D biotinylée marqué a I'acridinium] est ajouté au
mélange réactionnel et se lie aux sites de liaison libres sur les microparticules recouvertes
d'Ac anti-25(OH)D. Aprés lavage, les solutions d'activation sont ajoutées. La réaction
chimiluminescente qui en résulte est mesurée en unités relatives de lumiéere (URL). Il existe
une relation indirecte entre la quantité de vitamine D présente dans I'échantillon et les URL
détectées par le systéme optique. Durée du test : 36 minutes (121)

exemple 3 — Le test ADVIA Centaur® vitamine D Total de chez Siemens
chimiluminescence quantitative directe.

Principe : immunodosage compétitif en phase hétérogéne. L'anticorps de capture
monoclonal de souris anti-fluorescéine est lié par covalence a la phase solide représentée
par des particules paramagnétiques (PMP). Le réactif est un Ac anti-25(OH)D monoclonal de
souris marqué a l'ester d'acridinium, et une vitamine D analogue marqué a la fluorescéine.
Une relation inverse existe entre la quantité de la vitamine D présente dans I'échantillon du
patient et la quantité d'unités de lumiére relative (RLU) détectée par le systéme.

Méthode : Aprés relargage de la DBP, on ajoute I'Ac marqué a l'ester d'acridinium. Puis on
ajoute les particules PMP recouvertes d'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et de la
vitamine D marquée a la fluorescéine. Lavage. L'ester d'acridinium du traceur lié est oxydé
en milieu acide et un ajustement du pH permet d'émettre le signal lumineux. Durée du test :
18 minutes.

exemple 4 : le test Access 250H Vitamin D Total des laboratoires Beckman-Coulter et le
test LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL Assay de chez DiaSorin

Principe du_test : testimmunoenzymatique de liaison par compétition en deux étapes et
révélation par chimioluminescence : CLIA.

Méthode : I'échantillon est incubé avec un agent de libération de la DBP et des particules
paramagnétiques recouvertes d’un anticorps anti-25(OH)D. La 25(OH)D libérée de la DBP
se lie a I'anti-25(OH)D monoclonal immobilisé sur phase solide. Puis ajout du traceur :

- 25(0OH)D conjuguée a de la phosphatase alcaline (PAL) pour le test de Beckman

- 25(0OH)D conjuguée a un dérivé de l'isoluminol pour DiaSorin.
Ce dernier entre en concurrence pour la liaison avec 'anti-25(OH)D fixé lors de l'incubation.
Aprés application d'un champ magnétique, une étape de lavage élimine les molécules non
liées. Le substrat chimiluminescent (du para-nitrophenyl phosphate pour la PAL et un
hydroxyde pour lisoluminol) et la lumiére générée par la réaction est mesurée a I'aide d’'un
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luminométre. La production de lumiére est inversement proportionnelle a la concentration de
25(0OH)D dans I'échantillon.

La quantité d’analyte présente dans I'échantillon est déterminée a l'aide d’une courbe
d’étalonnage utilisée pour convertir les mesures en URL.

exemple 5 : Test 25(OH)D des laboratoires Diazyme sur automates Roche.

Principe : Test enzymoimmunologique de type compétitif en phase homogéne et révélation
par colorimétrie. Ce test est basé sur le principe de complémentation de ['activité
enzymatique : certaines enzymes peuvent étre dissociées en fragments inactifs susceptibles
de redevenir pleinement actifs aprés reconstitution de I'holoenzyme original.

Description du test : méthode basée sur le principe de I'a-complémentation de I'enzyme (-
galactosidase et de la compétition entre un fragment d'enzyme donneur (Ep) conjugué a de
la 25(0OH)D et la 25(0OH)D de I'échantillon vis a vis d'un Ac anti-vitamine D. L'Ep peut étre
combiné a un ligand (25(0OH)D) sans affecter I'action de complémentation. Cependant, la
liaison de I'Ep-ligand a I' Ac spécifique du ligand va inhiber la complémentation. Figure 18.

- étape 1: séparation de la VDBP des métabolites de la vitamine D. Ajout des Ac anti-
25(0OH)D.
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Figure 18 : Dosage en phase homogéne et révélation par de la méthode de
complémentation de I'enzyme (122)

- étape 2: ajout du réactif R2 (Ep) qui est de la p-galactosidase conjugué a la 25(OH)D.
Incubation de 5 minutes pendant lesquelles se déroule la compétition entre la 25(OH)D a
doser et le conjugué Ep-25(OH)D par rapport au nombre limité de sites de liaison sur I'Ac.

- étape 3 : ajout de la B-galactosidase (enzyme accepteur E,) et du substrat chromogéne de
I'enzyme (un analogue de I'ortho-nitrophényl B-galactoside : ONPG). Le signal, mesuré par la
vitesse d'hydrolyse par l'enzyme du substrat chromogéne (absorbance a 415 nm), est
proportionnel a la concentration de 25(0OH)D dans I'échantillon.

L'avantage de la technique CEDIA (cloned enzyme donor immunoessay) est qu'elle requiert
une courbe de calibration linéaire avec une grande précision dans une large plage de
mesure. Cette test est rapide (19 minutes) et ne nécessite pas de phase solide ni d'étape de
lavages.
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Descriptif de validation de ces méthodes fourni par les fabricants :

Toutes ces trousses de dosage doivent mentionner leurs performances et se référer a des
organismes de normalisation : la norme européenne NF EN ISO 17511 (AFNOR) ou le CLSI
guideline.

- exactitude :
= tracabilité :
- standardisation selon une méthode de référence approuvée par le NIST et retenue
comme méthode de référence a la RMP 25(OH)D) : par LC-MS/MS ou par ID-LC/MS/MS.
- calibrateurs habilités par le JCTLM et tracés selon la RMP.
Cette RMP peut, en outre, étre tracée selon la norme NIST SRM 2972 et ce procédé de
tracabilité est inclus dans la norme EN ISO 17511.
Cette méthode standardisée est la procédure de référence utilisée par le VDSP.

o justesse, fidélité :
- répétabilité intra-dosage et intra-lot, reproductibilité inter-lots, imprécision totale
calculée a partir du CLSI EP5-A2 guidelines (CV %, écart type : ET),
- limite du blanc LoB, de détection LoD, de quantification LoQ),
- linéarité, domaine de mesure : étude basée sur la directive EP6-A du CLSI.

- sensibilité : évaluée selon les recommandations CLSI EP17-A2.

- spécificité : tests de réaction croisée avec: 25(0OH)D3, 25(0OH)D2, Vitamine D2
(ergocalciférol), Vitamine D3 (cholécalciférol), 24,25(0H),D3, 1,25(0H),D2, 1,25(0OH),D3, 3-
épi-25(0OH)D3, 1a(OH)D3 (alfacalcidiol), Paricalcitol (Zemplar), selon la directive EP7-
A2 du CLSI.

- fiabilité, interférences :

- avec d'autres molécules : hémoglobine, bilirubine, phosphatase alcaline, héparine, acide
acétylsalicylique, Ibuprofene. Procédure CLSI EP7-A2.

- avec les Ac hétérophiles (facteur rhumatoide (FR) ou des Ac humains anti-animal
(HAMA)

- tests de comparaison : sérum/plasma (EP9-A2 du CLSI) ou serum sans gel/ sérum avec
gel, pour l'effet matrice.

- test de comparaison avec d'autres techniques : détermination du coefficient de
corrélation avec d'autres techniques commercialisées (habilitées avec un NIST) (EP10-A2 du
CLSI) notamment avec la technique RIA Diasorin et au LIAISON (DiaSorin) et avec la
technique CPL-SM/SM ou ID-LC/MS/MS standardisée sur le NIST (SRM 972 et SRM 2972).

- valeurs de référence ou valeurs attendues ou valeurs recommandées : sont
mentionnées

= les valeurs recommandées par le Clinical Guidelines Subcommittee of the Endocrine
Society Task Force (2011) ou par le Canadial medical association Osteoporosis (2010,
Canada) ou

= les valeurs de référence liées a la santé : "une concentration de 75 nmol/l (30 ng/ml) est
considérée comme valeur souhaitable pour un état de santé optimal" ou "des concentrations
de 25(0OH)D inférieures a 50 nmol/l (20 ng/ml) sont considérées comme insuffisantes" ou "un
groupe d'experts a récemment recommandé une plage cible d'au moins 75 a 100 nmol/l (30
a 40 ng/ml)" ou

= "l est recommandé a chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs de référence qui
peuvent étre spécifiques a la population en question, en raison de facteurs géographiques,
saisonniers, alimentaires, environnementaux ou individuels (age, origine ethnique...)".
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d) Autres méthodes et technique de référence LC-MS/MS

= Technigue radioimmunologiques RIA : techniques dites "chaudes"

Exemple : DiaSorin 25(0OH)D '?°| RIA Kit. Technique par compétition, en deux temps : une
phase d'extraction suivie d'une phase de purification en colonne des métabolites de la
vitamine D. L'échantillon (éluat de 25(OH)D), I'anticorps anti-25(OH)D et le traceur (25(0OH)D
marquée a l'iode 125) sont incubés pendant 2 heures. Ajout du complexe précipitant,
incubation de 20 minutes, centrifugation de 20 minutes et décantation. Mesure de la
radioactivité dans un compteur gamma.

C'est une technique précise qui fut longtemps le test de référence et est toujours utilisée
pour la corrélation avec les techniques immunologiques "froides". Les seuils de décision
clinique ont été établis sur cette méthode RIA de Diasorin.

L'inconvénient de ces techniques réside dans la lourdeur de la réglementation encadrant les
techniques, les locaux et la protection des manipulateurs. Elles ont tendance a disparaitre.

Des dosages par RIA directs (avec extraction mais sans purification chromatographique), ont
été délaissés au profit des techniques automatisées immunologiques.

= Méthodes physiques : dosage par LC-MS/MS : méthode de référence

Ce sont les méthodes de référence, longues, de technicité difficile et guére utilisables en
routine. Selon le relevé du Deqgas d’octobre 2013, preés de 25 % des participants les utilisent.
Elles ont 'avantage de pouvoir mesurer précisément les différentes formes de 25(OH)D et
potentiellement les autres métabolites de la vitamine D (en particulier la 24,25(0H)2D) (114).

Il existe des variables dans la méthode par LC-SM/SM, comme la technique d'extraction, la
méthode d'ionisation, le type de séparation chromatographique (normal ou inverse) et le type
de standard interne. Ceci peut avoir un impact sur la fiabilité des résultats et on observe des
variations d'un laboratoire a l'autre.

La méthode LC-MS/MS (choisie comme la méthode de référence par le CDC) est la seule
méthode capable de mesurer séparément les concentrations de 25(OH)D2 et 25(OH)D3 et
leur épimére respectif 3-épi. Bien que supérieures en précision et en spécificité, ces
techniques n'ont pas pu suivre la demande croissante de dosage de 25(OH)D. HPLC et LC-
MS/MS sont des techniques lourdes, longues (plus de 24h), demandant des techniciens
qualifiés et peu adaptées a I'automatisation.

4.1.3 Propriétés des différentes techniques de dosages

Comme vu précédemment, ce dosage peut étre pratiqué selon des techniques trés variées,
chacune ayant ses limites et imprécisions. Mais aucune étude ne permettra d'apprécier les
qualités métrologiques des trousses de dosage tant qu'il n'y aura pas de technique et de
matériau de référence auxquels se référer (114). Aujourd'hui les recherches s'orientent vers :

» une technigue de référence et une standardisation des techniques de dosage

Actuellement, selon le JCTLM, il n’existe pas de méthode de référence pour le dosage de la
25(0OH)D, ni de standard international, d'ou la difficulté de standardisation des mesures et de
comparaison des techniques entre elles. Chaque laboratoire est libre de choisir sa technique
de dosage parmi celles disponibles sur le marché et elles ne sont pas totalement
harmonisées entre elles. Le coefficient de variation enregistré par le DEQAS 2013 est de 11
a 25 % toutes méthodes confondues (il était de 32 % en 1994). Les résultats sont
difficilement interprétables d'une technique a l'autre, d'un laboratoire a l'autre.
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Certaines méthodes par LC/MS/MS ont négligé les phases pré-chromatographiques et
chromatographiques avec des effets délétéres sur la précision, I'exactitude et la sensibilité
analytique. Toute technique devra cependant se référer a la LC-MS/MS et au SRM 972
proposé par le NIST et la recherche avance pour une standardisation des dosages (123).
Bien que toutes ces méthodes donnent des tests de justesse et de fidélité de haut niveau,
leur exactitude ne peut étre évaluée en I'absence de méthode ou de matériau de référence.

» une meilleure spécificité couplée a une meilleure sensibilité

o probléme de spécificité

L'Afssaps a réalisé un état des lieux de la spécificité des différentes techniques de dosages
disponibles sur le marché francais en 2009 (118), les méthodes séparatives apparaissant
supérieures aux méthodes compétitives a ce niveau. Des réactions croisées existent avec
les différents métabolites de la vitamine D qui ont des structures similaires a la 25(OH)D.

- dosage équimolaire des formes D2 et D3 : actuellement, toutes les trousses de dosages
mesurent a la fois la 25(OH)D2 et la 25(0OH)D3, mais pas toujours de fagcon équivalente. La
25(0OH)D2 est la forme le plus souvent sous-estimée dans les techniques immunologiques
automatisées (117). Dans la technique CBPA par exemple, on peut retrouver une sur-
estimation de la 25(0OH)D3 (de 10,8 %) et une sous-estimation importante de la 25(0OH)D2
(de 38,4 %), d'ou un probléme avec les patients supplémentés en D2.

- interférence des autres métabolites : ceux-ci peuvent représenter jusqu'a 15 % du total d'un
dosage. L'épimére C3 de la 25(0OH)D et la 24,25(0OH)2D peuvent se rencontrer a différentes
concentrations dans le sérum des patients et leur dosage peut conduire a une surestimation
des résultats. Les techniques par LC/MS/MS ne sont pas dépourvues de ce manque de
spécificité : une technique LC/MS/MS a montré un biais positif de 11 % par rapport a la
méthode de référence NIST, alors que ce biais n’était que de 3 % toutes méthodes
confondues (dG a une surestimation incluant le 3-épi-25(0OH)D3).

Le 3-épi-25(0OH)D3 représente (116) :

- Jusqu’a 61 % de la vitamine D totale de 100 % des enfants < 1 an (moyenne : 11 - 28 %).

- Jusqu’a 20 % de la vitamine D totale de 100 % des enfants < 18 ans (moyenne = 6,2 %).

- Jusqu’a 17 % de la vitamine D totale de 100 % des adultes (moyenne = 3,5 %).

Il n'y a pas de consensus sur l'activité biologique de cet épimére.

Exemples : - dans le test Advia Centaur "Vitamin D Total re-standardisé" de chez Siemens, le
pourcentage de réaction croisée avec le 3-épi-25(OH)D3 est < a 1,1 %, et la mesure
équimolaire D2/D3 de 100 %. Ce test est certifié pour les valeurs pédiatriques (116).

- dans le test des laboratoires Diazyme ou le test Access de chez Beckman, le
pourcentage de réaction croisée avec le 3-épi est d'environ 60 %. lls sont donc inutilisables
en néonatalogie et pédiatrie, mais validés par la FDA en 2014 et pour le marché CE (122).

o probléme de sensibilité
Certaines techniques froides sous-estimeraient les résultats par manque de sensibilité. Au
total, aucun dosage ne semble exempt de problemes de sensibilité ou de spécificité.

» une meilleure fiabilité des mesures

Les performances analytiques des méthodes de dosage publiées par les fabricants reposent
donc sur des données obtenues en l'absence de méthode ou de matériau de référence.
Donc la fiabilité des mesures, celle fournie par les laboratoires d'analyses mais également
celle sur lesquelles s'appuient les études publiées dans la littérature, peut étre remise en
question. Le probléme réside dans la non-corrélation des techniques entre elles (124).
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L'Afssaps a réalisé en 2011 un contrdle qualité concernant les dosages de 25(OH)D (sur
matrice sérique enrichie) par les deux types de techniques ou les immuno-
dosages représentaient 98,6 % des données et les techniques séparatives 1,4 % (125). En
dehors d'un effet matrice, les résultats montrent que la dispersion inter-laboratoire globale
est correcte : CV = 11,25%. On peut conclure que les techniques les plus utilisées par ces
laboratoires donnent des résultats relativement homogénes (CV 8 %). Par contre, les
résultats sont beaucoup plus dispersés avec les méthodes non automatisées (CV : 25,55%),
notamment celles par CLHP et avec des moyennes plus élevées que les autres techniques
Par exemple, la LC/MS/MS péche en fiabilit¢ dans ses variantes de phases pré-
chromatographiques et chromatographiques. Lors du contréle externe de qualité DEQAS de
2013, le coefficient de variation allait de 9,7 a 13,1 % pour les méthodes par SM (11 a 25 %
toutes méthodes confondues).

Le Degas rend compte de cette fiabilité des mesures par comparaison avec une moyenne
tronquée toute technique confondue.

Quelques causes responsables de la variation de la fiabilité :

- problémes de sensibilité a la matrice : un point sensible de ces techniques réside dans le
déplacement de la 25(OH)D de sa protéine porteuse. Ceci a pour effet de rendre ces
méthodes sensibles aux variations de matrices (échantillon sérique natif ou échantillon
commutable) menant a des résultats divergents (114). Comme la 25(OH)D est une molécule
hautement hydrophobe, elle circule liée a la DBP. L'affinité de la 25(OH)D pour la DBP est
trés forte (Ka =5.10%) et les taux de DBP sont largement en excés par rapport a la 25(0OH)D
(95 % de la DBP est libre). De plus, les taux de DBP peuvent varier considérablement (de 90
a 1 100 pg/ml dans une population normale). L'abondance des sites non occupés de DBP et
l'interaction non spécifique avec d'autres serum-albumines compliquent les techniques de
libération de la 25(OH)D. Selon la méthode de dénaturation, selon la quantit¢é de DBP
(ethnie, grossesse, pathologie néphrotique ou hépatique, prise d'cestrogénes...) on obtiendra
des résultats différents.

Les contréles de qualité externe auxquels participent les laboratoires ne délivrent pas tous
de "vrais échantillons sériques" en raison de la nature hydrophobe de la vitamine D, et de ce
fait, ne permettent pas de comparer les techniques entre elles au niveau de l'effet de
sensibilité a la matrice. C'est pourquoi par exemple le GRIO recommande le contréle de
qualité Deqas (117).

- problémes d'interférence : comme pour les autres parametres dosés par méthodes
immunologiques, ces dosages de 25(OH)D sont sujets aux interférences qui aménent de
I'inexactitude et peuvent méme conduire a un diagnostic erroné :

- anticorps hétérophiles (126) : les IgG humaines anti-animaux, (vaccination ou contact
avec des animaux domestiques), le facteur rhumatoide donnent des faux positifs dans les
méthodes sandwich en mode non-compétitif. De méme, la biotine en prescription (syndrome
de jambe sans repos) ou les Ac anti-ruthénium peuvent donner des résultats sous-évalués.

- autres molécules biologiques : hémoglobine, bilirubine...

- systéme de prélévement adopté : tube sec avec ou sans gel.

En résumé : - les techniques automatisées sont largement utilisées, de technicité facile,
mais sensibles a I'effet matrice, et posent des problémes de spécificité (équimolarité, 3-épi-
25(0OH)D.

- les techniques physiques sont de technicité plus experte, lourdes et longues,
mais permettent de séparer les formes D2 et D3, sont plus exactes, mais peuvent manquer
de spécificité (réaction croisée avec le 3-épi-25(0OH)D3 sauf si étape préalable, mais délai
encore plus long).
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4.1.4 Dosage de la 1,25 dihydroxyvitamine D

Ce dosage renseigne sur l'adaptation de la synthése de 1,25(0OH),D aux besoins de
I'organisme en calcium et en phosphates. La valeur trouvée représente l'activité de la 1a-
hydroxylase, c'est-a-dire la fraction normalement hydroxylée dans le rein sous l'influence de
la PTH, mais aussi pathologiquement dans d'autres sites d'hydroxylation (granulomes). La
production quotidienne chez 'homme de la 1,25(OH).D est estimée entre 0,3 et 1 ug/j.

En dehors de l'insuffisance rénale, le dosage de la 1,25(0OH),D est réservé a quelques
situations particuliéres comme :

- le diagnostic étiologique d'une hypercalciurie, avec ou sans hypercalcémie, associée a une
PTH basse pour éliminer une élévation de la 1,25(OH),D due a une granulomatose ou une
sarcoidose.

- le diagnostic différentiel des rachitismes pseudo-carentiels : type | (taux de 1,25(0OH),D
effondré), type Il (taux de 1,25(0OH),D élevé)

- le diabéte phosphaté primitif pour savoir si la 1,25(0OH),D est élevée (réponse
physiologique a une hypophosphatémie) ou non (sécrétion de FGF 23).

Particularités techniques du dosage de la 1,25(0OH),D

Ce dosage reste délicat car il se heurte a trois types de problémes techniques :

- 1/ La nécessité de séparer la 1,25(0OH),D des autres métabolites de la vitamine D avant le
dosage proprement dit;

- 2/ La concentration sérique de la 1,25(0OH),D est mille fois inférieure a celle de la 25(OH)D
et sa demi-vie d'environ 4 heures. Valeurs normales : 15 a 55 pg/ml;

- 3/ Enfin, sa nature fortement lipophile.

Cette séparation se fait par extraction avec des solvants organiques ou par immuno-
extraction. Actuellement, deux techniques radio-immunologiques sont utilisables se
distinguant par leurs étapes de seéparation. Les méthodes de détection utilisant la
spectrométrie de masse aprés séparation chromatographique représentent I'avenir.

4.1.5 Les régles de lecture des résultats

Le rendu des résultats nécessite la vigilance du biologiste et du médecin quant a
l'interprétation des données (52,117) :

- Bien que toutes les techniques actuelles rendent les valeurs de la vitamine D2 et D3, il faut
s'assurer du dosage équimolaire des deux formes, surtout si le patient est supplémenté en
vitamine D2.

- Pour les laboratoires qui utilisent une technique qui distingue la 25(OH)D2 et la 25(0OH)D3
(HPLC ou SM), il est impératif que la somme des deux formes apparaisse comme résultat
final sur le compte rendu. A l'inverse se méfier de résultats qui paraissent anormalement bas
(par exemple si le dosage ne porte que sur la D3).

- Devant toute valeur aberrante ou ne correspondant pas a la clinique ou a la
supplémentation, demander le dosage par une autre technique (piége des Ac hétérophiles).

- S’affranchir des normes publiées par le laboratoire. A ce sujet, Heaney écrivait en 2000
dans un communiqué "Lorsqu'il prescrit et interpréte un dosage de vitamine D, le médecin
doit, dans virtuellement tous les cas, ignorer les normes publiées par le laboratoire" (127).
De plus, ne pas oublier les confusions possibles dues aux unités (nmol/l ou ng/ml), ni la date
du prélévement car les variations saisonniéres sont responsables de fluctuations naturelles
du taux de 25(OH)D.
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Conclusion sur les techniques :

La standardisation des trousses de dosage par rapport a une méthode et un matériau de
référence est en cours. Mais pour l'instant, le changement de laboratoire ou de technique
entre deux dosages ne permet pas une comparaison fiable des résultats d' un méme patient.

Toutefois le VDSP a permis une harmonisation des immunodosages et actuellement, les
variations analytiques restent dans des plages raisonnables. D'aprés la variabilité constatée
par le contrOle de qualité DEQAS, un résultat rendu & 30 ng/ml reflete une concentration
probablement comprise entre 23 et 40 ng/ml.

Ces résultats de 25(OH)D doivent étre utilisés comme un support d’évaluation de la
suffisance en vitamine D. Ceci nous améne a aborder la question de la définition des seuils
de carence, insuffisance, normalité et toxicité.

4. 2 Valeurs de référence

Dés lors qu'on a obtenu une mesure de la 25(OH)D, il faut pouvoir interpréter cette valeur en
se reportant a des normes. Celles-ci doivent pouvoir orienter le praticien sur la conduite a
suivre pour mettre en place des mesures préventives, thérapeutiques ou définir les
posologies. Comment ont été définis les seuils de normalité, et ceux dits d'insuffisance ou de
déficit en vitamine D sérique?

Sur cette question il n'y a pas de véritable consensus, ni sur la base a utiliser pour établir les
seuils, ni sur la valeur des seuils, ni sur les termes employés pour qualifier le statut en
vitamine D : normal, optimal, suffisant, idéal, souhaitable (128). La définition du seuil en
dessous duquel on peut conclure a une insuffisance fait 'objet de débats depuis plusieurs
années. Nous allons passer en revue dans un premier temps les différentes bases sur
lesquelles fonder les valeurs seuils, puis les différentes propositions de définition de déficit
en vitamine D.

4.2.1 Evaluation selon la détermination habituelle des valeurs seuils.

Habituellement, la détermination des valeurs de référence d’'une constante biologique est
obtenue a partir d’'un échantillon d’'un grand nombre de sujets considérés comme étant en
bonne santé (population dite de référence). L'étendue des valeurs de référence correspond a
+/- deux écarts types autour de la moyenne et représente 95 % de la population. Si on
applique cette méthode a la vitamine D, la fourchette de normalité s’étend de 25 a 137,5
nmol/L (10 a 55 ng/ml) (61). Deux remarques s'imposent :

- d'une part cette plage est tres étendue. Ceci s'explique par les grandes variations a
I'échelon individuel de paramétres non modifiables comme la saison, la latitude ou la couleur
de la peau (2,3,8). Or selon les populations étudiées, la norme inférieure sera différente : les
variations extrémes se répartissent d'une population noire prélevée en hiver a une latitude
supérieure a 40° (10 nmol/L ou 4 ng/ml) a une population caucasienne en zone
d’ensoleillement intense (75 nmol/l soit 30 ng/ml). Une étude chez les Massais a trouvé une
concentration moyenne de 115 nmol/l (46 ng/ml) (129). Donc les valeurs de référence
établies dans une population donnée ne peuvent étre généralisées. De plus les mesures
rapportées résultent de méthodes différentes et en I'absence de standardisation, il peut y
avoir des écarts significatifs d'ou la difficulté d'établir des seuils.

- d'autre part de nombreuses revues suggérent que les valeurs normales de 25(OH)D
obtenues dans des populations apparemment en bonne santé sont beaucoup trop basses et
inadaptées.
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Ces valeurs dites "usuelles", biostatistiques, décrivant une population présentent peu
d'intérét pour le clinicien. Celui-ci pour décider d'une intervention diagnostique ou
thérapeutique préfére se fonder sur les résultats d'essais thérapeutiques. Ainsi, d'autres
approches ont été proposées, biochimiques, biologiques ou cliniques, comme définir un seuil
a partir duquel apparaissent des événements délétéres pour la santé (80,83,130). Mais ici
encore, avec la multiplicité des troubles engendrés par I'hypovitaminose D (effets osseux et
extra-osseux), le choix reste vaste et complexe. Les "valeurs recommandées" ou "valeurs
souhaitables" vont se substituer aux "valeurs normales".

4.2.2 Détermination des valeurs de référence selon d’autres critéres.

Les valeurs seuils ont été redéfinies en tenant compte de la variation de parameétres liés a
l'action de la vitamine D comme l'absorption intestinale du calcium, I'augmentation de la PTH
ou la variation de la DMO ou liés a l'apparition des effets délétéres sur la santé osseuse
comme l'apparition de rachitisme, d'ostéomalacie ou le risque de fracture (2,3,77).

4.2.2.1 Détermination des seuils sur la base de marqueurs biologiques :

a/ Relation entre les concentrations sériques de 25(0OH)D et de PTH.

L'hyperparathyroidie secondaire est considérée comme un témoin classique du manque de
vitamine D. On peut définir I'insuffisance en vitamine D par le seuil au-dessous duquel peut
apparaitre une hyperparathyroidie secondaire dans une population en bonne santé. Il existe
une relation inverse entre les concentrations sériques de PTH et les concentrations sériques
de vitamine D jusqu'a une concentration de 75 nmol/l (30 ng/ml) de 25(OH)D. Au-dessus de
ce seuil, la PTH évolue en plateau. Ce point d’inflexion dépend toutefois de plusieurs
parameétres : de la méthode statistique utilisée, de la population testée, de la saison puisque
les taux de PTH sont inversement corrélés aux variations saisonniéres de 25(OH)D, et
surtout de la calcémie ionisée et donc de la consommation quotidienne de calcium (131).
Plus celle-ci est basse, plus le seuil vitaminique est élevé. De faibles apports calciques
augmentent le taux de PTH et de 1,25(0OH),D, d'ou une diminution de la demi-vie de la
25(OH)D et une accentuation du déficit. Inversement des apports élevés entraine une
épargne de 25(0OH)D. Schématiquement avec des apports calciques de 700 a 1000 mg/j, le
point d'inflexion varie entre 75 a 80 nmol/l (30-32 ng/ml) et pour des apports calciques de 1
200 a 1 500 mg/j, il se situe vers 50 nmol/l (20 ng/ml). Ce point peut ainsi varier de 40 a 120
nmol/l (16 a 48 ng/ml).

La valeur seuil de 75 nmol/l (30 ng/ml) comme "limite inférieure de la normalité" a donc été
proposée et établie en se basant sur I'apparition de I'augmentation de la PTH en réponse a
l'insuffisance, pour des apports calciques de 800 mg/j (77). Figure 19 (a)

L'IOM a cependant montré une corrélation entre 25(OH)D et PTH sous forme de régression
linéaire mais sans seuil de 25(0OH)D induisant un plateau de PTH.

b/ Relation entre les concentrations de 25(OH)D et les capacités d'absorption intestinal