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ABREVIATIONS

1a,25(0OH);-D : 1a,25-dihydroxyvitamine D

24,25(0H),-D : 24,25-dihydroxyvitamine D

25(0OH)-D : 25-hydroxyvitamine D

AAP : American Academy of Pediatrics

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AGS : American Geriatrics Society

APCI : Atmospheric Pressure Chemical lonization

AUC : Aire sous la courbe

BSA : Bovine Serum Albumin

CaTl: Calcium Transporter 1

CDC : Center for Disease Control and Prevention

ClQ : Controles Internes de Qualité

CLIA : ChimioLuminescence ImmunoAssay

CPP : Comité de Protection des Personnes

CV : Coefficient de Variation

DACH : Deutschland, Austria and Confoederatio Helvetica

DBP : Vitamin D Binding Protein

DEQAS : Vitamin D External Quality Assessment Scheme

DMEQ-TAD : 4-[2-(3,4-Dihydro-6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo-2-quinoxalinyl)ethyl]-
1,2,4-triazoline-3,5-dione

ECaC : canal épithélial calcique

EEQ : Evaluations Externes de la Qualité

El : Etalon Interne

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

ESI : Electrospray lonization

FDA : Food and Drug Administration

FGF23 : Fibroblast Growth Factor 23

HPLC : Chromatographie Liquide Haute performance

HSA : Human Serum Albumin

IIH : Hypercalcémie Idiopathique Infantile

IOF : International Osteoporosis Foundation



IOM : Institute of Medicine

ISO : International Organization for Standardization
LLE : Liquid-liquid Extraction

LLOQ : Lower Limit of Quantification

LOD : Limit of Detection

m/z : masse/charge

MBO-TAD : 4-(4-[6-Methoxy-2-benzoxazolyl]phényl-1,2,4-triazoline-3,5-dione)
MM : Masse Moléculaire

MRM : Multiple Reaction Monitoring

MS : Mass Spectrometry

MSS : Matrice Sérique Surchargée en analytes dérivés
MTBE : Méthyl Tert-Butyl Ether

NGS : Séquencage Nouvelle Génération

NIST : National Institute of Standards and Technology
NS : Différence Non Significative

OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man

Pdia 3 : Protein disulfide isomerase family member 3
PBS : Phosphate Buffered Saline

PFP : PentaFluoroPhenyls

PTAD : 4-phenyl-1.2.4-triazoline-dione

PTH : Parathormone

PXR : Pregnane X Receptor

Q1 : 1¢" quadripole

Q2 : 2% quadripdle

Q3 : 3°me quadripdle

RA : Rapport des Aires

RANK : Receptor Activator of Nuclear factor k-B
RANKL : Receptor Activator of Nuclear factor k-B Ligand
RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit

RIA : Radio-ImmunoAssay

RMP : Reference Measurement Procedure

RP-HPLC : Chromatographie Liquide Haute performance en Phase inverse


https://www.actu-environnement.com/ae/dictionnaire_environnement/definition/international_standard_organisation_iso.php4
https://www.actu-environnement.com/ae/dictionnaire_environnement/definition/international_standard_organisation_iso.php4

RXR : Retinoid X Receptor

S/N : Rapport signal de I'analyte/bruit de fond

SACN : Scientific Advisory Committee on Nutrition
SH-GTA : Santé Humaine - Guide Technique d’Accréditation
SLE : Solid phase-supported Liquid Extraction

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SPE : Solid-Phase Extraction

SRM : Standard Reference Material

SRS : Solvant de Reprise Surchargé en analytes

SRSD : Solvant de Reprise Surchargé en analytes dérivés
SSSR : Sérum Surchargé en analytes + Solvant de Reprise
TADs : 1,2,4-triazoline-3,5-dione

TNB : Table Nationale de codage de Biologie

Tr : Temps de rétention

Ul : Unité Internationale

UVB : Ultra-Violet de type B

VA : Valeur Absolue

VDR : Vitamin D Receptor

VDRE : Eléments de Réponse a la Vitamine D

VHR : Vitamin D Hydroxylated metabolite Ratio

VR : Valeur Rendue

v:v : volume : volume
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I. Définitions et structure chimique de la vitamine D

Le terme « Vitamine D » désigne un ensemble de composés liposolubles caractérisés
par une structure dite sécostéroide, parmi lesquels plus de 50 molécules ont été identifiées
en tant que « métabolites de la vitamine D ». Sur la figure 1, on observe que la molécule b),
métabolite de la vitamine D, est structurellement proche du squelette stéroide quadricyclique
du cholestérol, a la différence prés que le cycle B est ouvert, constituant un systeme triéne
conjugué 1.

a)

Figure 1 : Structure chimique des métabolites de la vitamine D
Comparaison des structures chimiques a) du cholestérol (stéroide) b) du cholécalciférol (sécostéroide)
Molécules construites avec le logiciel Chemsketch 12.0 d’aprés les données Pubchem du NCBI

Les molécules appartenant a la famille des métabolites de la vitamine D peuvent étre
classées en deux catégories selon la présence ou non d’une double liaison entre les carbones
22 et 23 et d’un groupement méthyle sur le carbone 24 2. Les composés comportant ces
caractéristiques sur leur chaine latérale forment la catégorie des composés D,. Dans le cas
contraire, on parlera de vitamines D3 (cf. figure 2).

b)

Ho™" HO™

Figure 2 : Structures chimiques des composés D: et D3
Comparaison des structures chimiques a) du cholécalciférol (vitamine Ds) b) de I'ergocalciférol (vitamine D2)
Molécules construites avec le logiciel Chemsketch 12.0 d’aprés 2
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Il. Métabolisme de la vitamine D

1- Vue d’ensemble

La synthése et le métabolisme de la vitamine D sont des processus complexes faisant
intervenir des radiations UltraViolet de type B (UVB) et plusieurs cytochromes P450 a activité
hydroxylase.

Un schéma récapitulatif de I’'ensemble des étapes du métabolisme de la vitamine D est

présenté sur la figure 3. Ces étapes seront détaillées dans les paragraphes suivants.
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| ' ! (ou D,) .
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1Ergocalciférol (+D.) Rc NUCLEAIRES (RXR, VDR)

Figure 3 : Etapes du métabolisme de la vitamine D

De sa transformation en métabolite actif jusqu’a son catabolisme. Les groupements hydroxyles ajoutés a
chaque étape d’hydroxylation sont mis en évidence sur ce schéma par une couleur rouge. Les groupements
chimiques propres aux composés D: sont représentés en rose. D’aprés 2,

2- Voies de synthese

2-a) Synthése cutanée de la vitamine D3

La voie majeure d’anabolisme de la vitamine D chez I'humain est a l'origine de 50 a
90% de la production 3. Elle fait intervenir une photoconversion par des radiations UVB de
longueur d’onde comprise entre 290 et 315nm a partir d’'un intermédiaire de la synthése du
cholestérol, le 7-déhydrocholestérol ou pro-vitamine Ds (cf. figure 3). Le cholestérol est

essentiel au maintien de la fonction de barriere de protection du systeme tégumentaire.
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La peau constitue donc un réservoir important de 7-déhydrocholestérol, notamment dans les
couches basales et épineuses de I'épiderme.

Les radiations UVB vont briser la liaison entre les carbones 9 et 10 du 7-
déhydrocholestérol, formant alors la pré-vitamine Ds. Celle-ci est une structure sécostéroide
instable maintenue en conformation (s-cis, s-cis) grace aux interactions avec la bicouche
lipidique de la membrane cellulaire.

Cette conformation facilite I'isomérisation par rotation autour de la liaison entre les
carbones 5 et 6 en un composé thermodynamiquement stable, la vitamine Ds ou
cholécalciférol (cf. figure 3).

Ses interactions avec la membrane cellulaire se rompent alors, permettant son
relargage dans I'espace interstitiel. La présence de protéines de liaison de la vitamine D (telle
que la Vitamin D Binding Protein, ou DBP) dans les capillaires dermiques permet de maintenir
en permanence un gradient de concentration en vitamine D libre en faveur du passage vers la

circulation sanguine 1.

2-b) Sources alimentaires de vitamine D2 et D3

Le cholécalciférol est plus minoritairement issu d’une résorption intestinale a partir de
I'alimentation, plus particulierement si elle est constituée de poissons gras (saumons,
sardines, harengs, maquereaux), d’huile de foie de poisson ou de jaunes d’ceufs 2. Ces apports
alimentaires ne représentent que 10-20% des apports en vitamine D3 dans les populations
occidentales *.

Cette absorption intestinale est en revanche la principale source d’ergocalciférol, ou
vitamine Dy, plutot présente dans les végétaux (céréales) et les champignons exposés aux UV,
chez lesquels le précurseur photoconverti est I'ergostérol et non le 7-déhydrocholestérol 4>
(cf. figure 3).

Les composés D, et D3 peuvent également étre administrés dans le cadre de
supplémentations vitaminiques ou d’aliments enrichis, dont nous rediscuterons les
caractéristiques et indications ultérieurement 1.

Une fois absorbée dans la partie proximale de l'intestin gréle, la vitamine D est
incorporée dans les chylomicrons afin d’étre acheminée vers le foie ou stockée dans les

adipocytes 2.
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3- Voies d’activation

L'ergocalciférol et le cholécalciférol sont sujets a deux hydroxylations successives
aboutissant a la forme principale de réserve puis a un métabolite physiologiquement actif. La
vitamine D3 ne présentant qu’une demi-vie de 36-48h, on peut en déduire que sa conversion

en d’autres composés est trés rapide ©.

3-a) Hydroxylation en position 25

La premiere hydroxylation a lieu au niveau du carbone 25 de la vitamine D2 ou D3 et
est principalement catalysée par une enzyme microsomale ubiquitaire mais a expression
majoritairement hépatique appartenant a la famille des cytochromes P450, le CYP2R1 (cf.
figure 3). D’autres cytochromes P450 tels que le CYP27A1 ou le CYP3A4 (plutét hépatiques et
intestinaux) ou encore le CYP2J2 (hépatique, cardiaque, placentaire, cérébral) peuvent
également catalyser cette réaction, dans une moindre mesure puisqu’ils sont moins affins et
spécifiques que le CYP2R1 7.

Cette hydroxylation aboutit a la formation de composés 25-hydroxylés appelés
25(0OH)-Vitamine D; ou 25(0OH)-Vitamine D3 (=calcidiol), que I'on désignera par la suite
respectivement par 25(0OH)-D; et 25(OH)-Ds (cf. figure 3). Les formes 25(0OH)-Vitamine D, que
I’on appellera 25(0OH)-D, sont inactives et présentes dans la circulation générale sous forme
liée aux protéines plasmatiques a 88%, et notamment a la DBP. Elles sont considérées comme
des formes de réserve de vitamine D, avec des demi-vies d’entre deux et trois semaines °. Le
stockage sous forme de 25(0OH)-D et de vitamine D se fait principalement dans les adipocytes

et les cellules musculaires 2 (cf. tableau 1).

Vitamine D (UI) 25(0OH)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 14665

Tableau 1 : Principaux sites de stockage de la vitamine D.
Issu de 2.
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3-b) Hydroxylation rénale en position 1a

L’étape suivante consiste en une hydroxylation de la 25(OH)-D en position 1a, médiée
par une seule enzyme, le CYP27B1 7. La 25(0OH)-D transportée sous forme complexée avec sa
protéine de transport DBP est endocytée, apres filtration glomérulaire, par la mégaline dans
les tubes contournés proximaux ou se tient la synthése mitochondriale de CYP27B1. Ceci
aboutit a la formation de métabolites actifs, appelés 1a-25(0OH),-Vitamine D, ou D3
(=calcitriol), dont la demi-vie est proche de 4 heures %° (cf. figure 3).

L’expression du CYP27B1 est étroitement régulée par des parametres du métabolisme
phosphocalcique, par modulation directe de la méthylation du promoteur du géne CYP27B1’.
La parathormone (PTH) a une action stimulatrice tandis que la concentration circulante de 1a-
25(0H);-D est inhibitrice. Il semble que la calcémie et le Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23)

osseux aient une action inhibitrice de I'activité enzymatique (cf. figure 4) >*.

1-OHase FGF 23 24-OHase !
= CYP27B1 = CYP24A1 b e e

Figure 4 : Régulation de deux enzymes principales du métabolisme de la vitamine D

Les fléches rouges et vertes indiquent respectivement une régulation négative et positive de I'expression ou de
lactivité enzymatique. Les métabolites encadrés en rouge sont inactifs tandis que celui encadré en vert
constitue la forme active. D’aprés >*7,

Il est admis que cette hydroxylation peut aussi survenir en situation extra-rénale,
notamment par des cellules ostéoblastiques, placentaires, prostatiques, kératinocytaires,
macrophagiques, lymphocytaires T, épithéliales (colon), pancréatiques, surrénales, cérébrales
mais aussi cancéreuses. Néanmoins, I'action de ces composés d’origine extra-rénale est
principalement autocrine ou paracrine et ils ne contribuent que peu a I'augmentation de
concentration des formes circulantes, excepté en cas d’élévation pathologique de I'activité
1a-hydroxylase (granulomatose de type sarcoidose par exemple) 7. Il semble par ailleurs que
cette synthese extra-rénale ne subisse pas de régulation par la PTH ou la calcémie, mais plut6t

par ’environnement cellulaire local 7.

11
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Les composés 1a-25(0H),-D agissent par une réponse génomique sur des récepteurs
nucléaires (cf. figure 3). Apres liaison cytoplasmique au Vitamin D Receptor (VDR), exprimé
par la plupart des cellules, ils sont transloqués dans le noyau et s’associent au Retinoid X
Receptor (RXR). Le complexe VDR-RXR-1a-25(0OH),-D se lie a ’ADN sur des sites nommés
Eléments de Réponse a la Vitamine D (VDRE) 27. Par ailleurs, I'existence d’une réponse
immédiate suggére une action sur un récepteur membranaire putatif, tel que la protein
disulfide isomerase family member 3 (pdia3) qui participe notamment au captage rapide du

calcium par les entérocytes 2.

4- Voies de dégradation

Le catabolisme de la vitamine D fait intervenir des mécanismes semblables a ceux de
sa synthese.

Un excés d’exposition aux UV entraine une photodégradation de la pré-vitamine Ds,
conduisant a des photoproduits de dégradation tels que le lumistérol3 et le tachystérol3
tandis que la vitamine Ds est inactivée en 5,6-trans-vitamine Ds et en suprastérol 1 ou 2 1. Ce
mécanisme permet d’éviter I'obtention d’une trop grande quantité de cholécalciférol, et donc
de 25(0OH)-D puisque I'activité des CYP450 catalysant I’hydroxylation en position 25 est peu
régulée 2.

La voie principale de catabolisme de la vitamine D fait intervenir un autre cytochrome
P450 exprimé dans la majorité des tissus de I'organisme, le CYP24A1 78, Son activité consiste
majoritairement en une hydroxylation sur le carbone 24 des métabolites de la vitamine D.
Selon le substrat de la réaction, on obtient préférentiellement un composé 1a,24,25(0H)s-D
ou un composé 24,25(0H),-D (cf. figure 3). Par la suite, une succession de réactions de type
oxydations, conjugaisons et clivages aboutit a la formation d’acide calcitroique, représentant
la forme d’excrétion biliaire majoritaire des métabolites de la vitamine D %57 (cf. figure 3).

Le CYP24A1 étant exprimé dans quasiment toutes les cellules cibles de la vitamine D a
des taux basaux faibles, il peut réguler la concentration en métabolites actifs de tout
I'organisme puisque son expression y est rapidement induite par la 1,25(0OH).-D elle-
méme*>7810 Sa transcription au niveau rénal est également induite par le FGF-23 et inhibée

par la PTH & (cf. figure 4).
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D’autres voies mineures de catabolisme impliquant le CYP24A1 existent, dans la
mesure ou il peut catalyser une hydroxylation en position 23 par exemple, initiant une voie
distincte aboutissant a la formation de 1,25(0OH);-Vitamine D-26,23-lactone 7 qui semble étre
un antagoniste du VDR 1. Il peut aussi étre responsable d’hydroxylations des composés D, en
positions 24, 26 ou 28, ou encore d’un clivage de la liaison existant entre les carbones 24 et

25 de la chaine latérale 1.

l1l. Implications physiopathologiques de la vitamine D

1- Action sur le métabolisme phosphocalcique

La vitamine D est principalement connue pour son implication dans le métabolisme
phosphocalcique, dont elle est I'un des mécanismes de régulation majeurs. Elle influe sur la
transcription de génes cibles et agit a trois niveaux principaux, le tout résultant en un effet
hypercalcémiant et hyperphosphorémiant *.

La premiere zone d’action est intestinale, ol la 1,25(0OH),-D accroit la résorption du
calcium alimentaire par augmentation de synthése de transporteur de calcium (tel que le
Calcium Transporter 1 CaT1). Elle augmente également la synthese de la calbindine, favorisant
le passage du calcium contre un gradient de concentration vers le milieu plasmatique, ce qui
entraine une diffusion passive des phosphates °. En présence de vitamine D, les taux
d’absorption de calcium et phosphore alimentaires passent respectivement de 10-15% a 30-
40% et de 60% a 80% “.

Al'étage osseux, la 1,25(0OH),-D favorise la résorption en promouvant la différenciation
et I'activation ostéoclastiques. Elle est reconnue par le VDR des ostéoblastes, causant une
augmentation de I'expression de RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor k-B Ligand). Ce
ligand va alors stimuler son récepteur RANK (Receptor Activator of Nuclear factor k-B) situés
sur les pré-ostéoclastes, qui vont maturer vers le stade ostéoclastique *.

Enfin, au niveau rénal, elle agit directement sur le canal épithélial calcique (ECaC) afin
d’amplifier la réabsorption tubulaire calcique. L'augmentation de la calcémie induite par la
vitamine D diminue par rétrocontrole la sécrétion de PTH par les parathyroides. Ceci entraine
un amenuisement de I'effet inhibiteur de la PTH sur la réabsorption rénale des phosphates,

avec donc a nouveau un effet hyperphosphorémiant additionnel °.
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2- Autres actions biologiques

Outre cette action sur le métabolisme phosphocalcique, la vitamine D semble
présenter une implication beaucoup plus large en santé humaine, avec des effets bénéfiques
au sein de divers systémes. Si les mécanismes précis ne sont a ce jour pas tous éludés, de
nombreuses études convergent vers ces conclusions. Il semble que la vitamine D puisse
moduler I'expression de prés de 5% de I'ensemble des genes, avec une réponse directe par
plus de 900 génes ’.

Ses propriétés antibactériennes seraient liées a l'induction de la synthése de la
cathelicidine, peptide impliqué dans la destruction de multiples agents bactériens par
I'immunité innée, dont Mycobacterium tuberculosis *.

Ses effets immunomodulateurs semblent la conséquence d’une stimulation de la
sécrétion de cytokines et d’‘immunoglobulines par les lymphocytes T et B activés 4, avec des
répercussions cliniques constatées 12714,

Une action antidiabétique par stimulation de la sécrétion d’insuline par les cellules B
des ilots de Langerhans lui est attribuée #1>16,

Son effet sur l'expression de génes controlant la prolifération cellulaire, la

différenciation, I'apoptose et I'angiogenése 4

lui  conférent des propriétés
antinéoplasiques'’8,
Lui sont également prétées des actions bénéfiques sur la fonction reproductive *°, les

20

maladies neurodégénératives et neuroinflammatoires ou encore le systéme

cardiovasculaire et musculosquelettique 2.

IV. Les carences en vitamine D

1- Définitions

Biologiquement, on parlera de déficit en vitamine D lorsque la 25(0OH)-D, métabolite
considéré comme reflet de la réserve a disposition et donc du statut vitaminique D, présente
des concentrations sériques diminuées.

Nous exprimerons dans la suite de ce travail les concentrations en 25(0OH)-D en

nmol/L : les équivalences en ng/mL sont représentées dans la figure 5.

14
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Ces derniéres sont jugées suffisantes lorsqu’elles sont supérieures a 62-75 nmol/L 2223, voire
méme a 125 nmol/L selon d’autres sources 3. La définition des autres statuts vitaminiques est

représentée en figure 5.

25 50 62 75 nmol/L

Facteur de
Df—‘f!‘:'t 2 [égere & suffisante conversion :
sévére I X2,5

10 20 25 30 ng/mL

Figure 5 : Seuils diagnostiques de carences en vitamine D

Concentrations sériques en 25(0H)-D définissant les stades d’insuffisance, de déficit et de déficit sévére en
vitamine D. On emploiera le terme d’ « insuffisance légére a modérée en vitamine D » lorsque le taux de
25(0OH)-D est inférieur a 62- 75 nmol/L, de « déficit » en vitamine D lorsqu’il est inférieur a 50 nmol/L, et de
« déficit sévére » lorsqu’il est inférieur & 25 nmol/L. D’aprés >*?,

Cependant, ces seuils a partir desquels on définit un stade de déficit en vitamine D sont
variables selon les sociétés savantes; il en est de méme pour les seuils d’intervention
thérapeutique qui varient de 25-30 nmol/L jusqu’a 100 nmol/L ?* (cf. figure 6). De surcroit, la
détermination de ces valeurs-seuils a été définie au sein d’études s’appuyant sur des
méthodes de dosages par Radio-Immuno Assays (RIA), qui ne présentent pas des corrélations
parfaites avec les méthodes automatisées immunologiques actuellement majoritairement

utilisées dans les laboratoires 1.

25-30nmol  50nmol 75nmol  >100 nmol

I N O, sACN: Netherlands

IOM; Australia—New Zealand;

AAP

L Rty

IOF; AGS

_ Vitamin D Council
and ‘a few experts’

10-1Zng/ml 20ng/ml  30ng/ml >40ng/ml

Figure 6 : Recommandations d’interprétation des concentrations sériques de 25(0OH)-D

Rouge = carence sévere (danger, a corriger rapidement). Orange : déficience moyenne (intervention
souhaitable). Vert : statut vitaminique suffisant.

AAP = American Academy of Pediatrics; AGS = American Geriatrics Society; DACH = Deutschland (Germany),
Austria and Confoederatio Helvetica (Switzerland); IOF = International Osteoporosis Foundation; IOM =
Institute of Medicine; SACN = Scientific Advisory Committee on Nutrition. Issu de %4,

Au laboratoire de biochimie du CHU de Caen, le seuil a partir duquel on définit un état
de carence est de 75 nmol/L. Il correspond a la concentration en 25(0H)-D « en decga de
laquelle des effets déléteres sur la santé sont observés », notamment une hyperparathyroidie
secondaire (cf. Note de Cadrage émis par la Haute Autorité de Santé HAS en janvier 2013

« Utilité clinique du dosage de la vitamine D » ).
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2- Etiologies

INTRODUCTION

Les étiologies de carences en vitamine D découlent des différentes étapes de sa

synthése et de son métabolisme. Plusieurs causes environnementales et nutritionnelles

peuvent étre évoquées (cf. tableau 2).

Causes

Effets

Personnes agées, greffés cutanés

(bralures), affections cutanées

d de la concentration cutanée en 7-
déhydrocholestérol 24

- Habitudes de vies et
d’habillement : limitation de
I’exposition solaire

- Pigmentation, écrans solaires

- Zone géographique de résidence
(selon altitude, latitude et pollution

atmosphérique)

Défaut d’exposition aux radiations
UVB 2,4,22

Défaut de
production cutanée
de cholécalciférol

Sources alimentaires restreintes,
parfois difficilement accessibles

Certaines affections digestives
(maladie cceliaque, maladie de
Whipple, Crohn...)

Malabsorption de la vitamine D

Insuffisance d’apport
alimentaire de
cholécalciférol et
ergocalciférol #

Dysfonction hépatique > 90%

{ de la production
de 25(0OH)-D*

Fin de grossesse, adolescence

Consommation de calcium et de
vitamine D pour la croissance osseuse

d des stocks de

- . Stimulation de I'utilisation de la 25(0OH)-D
Régime hypocalcique o
vitamine D
ddela
e Séquestration de la vitamine D dans
Obésité q . . biodisponibilité de la
les adipocytes (stockage excessif) o .
vitamine D

Syndrome néphrotique

Fuite urinaire de 1,25(0OH),-D et de
DBP 2

\L des concentrations
de 1,25(0H),-D *

Insuffisance rénale chronique

- Hyperphosphatémie - stimulation
du FGF-23 - inhibition du CYP27B1
- Incapacité du rein a produire
suffisamment de 1,25(0OH),-D

Rachitisme pseudo-carentiel de
type |

Mutations inactivatrices du CYP27B1

{ de la synthése de
1,25(0H),-D *

Traitement par rifampicine,
phénobarbital, carbamazépine

Stimulation de I'expression du
CYP24A1 par un mécanisme Pregnane
X Receptor (PXR)-dépendant ’

Traitement par dexaméthasone,
nifédipine, spironolactone,
cotrimoxazole

Induction de I'expression du CYP24A1
3

Certaines néoplasies (sein,
prostate...)

Surexpression du CYP24A1*

Induction du
catabolisme de la
vitamine D

Rachitisme pseudo-carentiel de
type Il

Mutations inactivatrices du VDR

Perte de sensibilité a
la 1,25(OH),-D

Tableau 2 : Principales étiologies des déficits clinico-biologiques en vitamine D
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Il est a noter que dans le cas des néoplasies entrainant une surexpression du CYP24A1,
I’"hypovitaminose D provoque une perte des propriétés antinéoplasiques locales potentielles

de la vitamine D 7, avec entretien du processus oncogene.

3- Conséquences

Les principaux signes cliniques d’un déficit en vitamine D sont une faiblesse et une
fatigue générale avec dépression, des douleurs et fasciculations musculaires ainsi que des
troubles osseux tels qu’une ostéoporose. On parlera chez I'adulte d’ostéomalacie et chez
I’enfant de rachitisme. Ce dernier est aussi caractérisé par une irritabilité, une léthargie, un
retard de développement staturo-pondéral et des fractures osseuses >4,

De par ses effets pléiotropes protecteurs (cf. paragraphe « INTRODUCTION I11.2- Autres
actions biologiques » page 14), on comprend qu’un déficit en vitamine D peut avoir des
conséquences délétéres globales et compromettre ’lhoméostasie générale. De nombreuses
études tendent a le prouver et certaines relations de causes a effets sont connues depuis des
dizaines d’années. Par exemple, I'étude de Melamed et al. de 2009 parmi une population
d’adultes de plus de 20 ans d’origines ethniques variées montre une augmentation
significative de 26% du taux de mortalité globale lorsque le taux de 25(OH)-D est inférieur a
44 nmol/L, indépendamment d’autres variables pouvant influer sur le taux de mortalité 26.
D’autres travaux abondent dans ce sens 2*?7, avec un taux de 25(OH)-D considéré comme

optimal quand supérieur a 75 nmol/L 2.

4- Intéréts de la supplémentation vitaminique

Certaines études montrent qu’une supplémentation en vitamine D est associée a une
diminution du taux de mortalité toutes causes confondues 22. Outre les effets bénéfiques sur
le métabolisme phosphocalcique, la supplémentation permet de recouvrer les effets positifs
évoqués précédemment, notamment sur les fonctions endothéliales 2° ou certains cancers

comme le cancer du sein 39, sans consensus néanmoins 31.
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Ces récentes études comparatives sont notamment permises par le fait que la majorité
des pays a mis en place des protocoles de supplémentation en vitamine D pour leurs
populations. En effet, le rachitisme infantile lié a un déficit en vitamine D était largement
répandu au début du XX®™e siécle d’aprés des études autopsiques, et est encore endémique
dans certaines régions telles que I’Asie ou les pays du Golfe 4. De nos jours, on estime
gu’environ 1 milliard de personnes présentent un déficit ou une insuffisance en vitamine D de
par le monde 34,

Une supplémentation maternelle durant le 3™ trimestre de grossesse et la lactation
est recommandée dans de nombreux pays dont la France 24. A la naissance cependant, les
taux de 25(0OH)-D, estimés par un dosage sur sang de cordon, ne représentent qu’entre 50 et
60% des taux maternels, probablement de par une faible concentration en DBP dans le sang
foeetal en comparaison du sang maternel. Le lait maternel ne constitue par la suite qu’un faible
apport vitaminique, sauf en cas de supplémentation maternelle d’au moins 6 400 Ul/jour, soit
16 fois la dose préconisée en France actuellement. Par conséquent, une supplémentation est
recommandée de la naissance jusqu’au moment ol I’exposition aux UV et I'apport alimentaire
sont jugés adéquats pour conserver un statut vitaminique suffisant 24,

En France malgré tout, une grande partie de la population adulte présente un statut
vitaminique insuffisant (environ 80%) voire carentiel (entre 3,6 et 5,9%) (cf. tableau 3). Ceci
est principalement di au mode de vie moderne limitant I'exposition solaire et donc la
production cutanée, au faible apport alimentaire et aux capacités de stockage ne permettant
pas de couvrir les besoins durant la période ou la synthése cutanée est considérée nulle (entre
novembre et février en France métropolitaine). On estime en effet le stockage total a environ

15 000 Ul (cf. tableau 1), alors que les besoins sont évalués a environ 600 Ul/jour 2.

25(0H)D < 10 ng/ml < 20 ng/ml < 30 ng/ml
(< 25 nmol/l) (<50 nmol/l) (< 75 nmol/l)
Hommes 3.6 % 35.8 % 78.7 %
Femmes 5.9 % 49.0 % 81.4 %
18-29 ans 7.5 % 45.9 % 79.2 %
30-54 ans 5.2 % 41.4 % 79.1 %
55-74 ans 1.9 % 41.7 % 82.4 %

Tableau 3 : Statut vitaminique plasmatique en vitamine D dans la population francaise adulte

Pourcentage de la population francaise dont les concentrations plasmatiques en 25(0OH)-D sont insuffisantes
(<75 nmol/L), déficitaires (<50 nmol/L) ou sévérement déficitaires (<25 nmol/L), selon les données de « I’Etude
Nationale Nutrition Santé » menée entre 2006 et 2007 sur 3115 adultes de 18-74 ans. Issu de 2.
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5- Protocoles nationaux de supplémentation

Les protocoles de supplémentation mis en place dans certains pays présentent des
différences importantes en termes de doses, de fréquences et d’indications. Pour les enfants
de moins d’un an par exemple, les doses recommandées varient de 180 Ul/jour au Japon
jusque 800-1000 Ul/jour en France, avec une dose médiane de 400 Ul/jour. Les
recommandations les plus récentes préconisent une augmentation des doses, quel que soit
I’dge du patient, excepté en Corée %4,

La France applique une politique unique de supplémentation consistant en deux doses
annuelles de 80 000 a 100 000 Ul, I'une en novembre et I'autre en février pour les enfants de
18 mois a 18 ans. Certains protocoles de supplémentation privilégient une prise quotidienne3.
D’autres recommandations statuent sur le fait qu’une alimentation adéquate associée a une
exposition solaire modérée suffit a maintenir un statut vitaminique satisfaisant chez
I’adolescent et le grand enfant .

La supplémentation vitaminique fait intervenir le plus souvent la vitamine D3, qui

semble présenter une efficacité supérieure a la vitamine D3 3.

V. Les hypervitaminoses D

1- Risques des hypervitaminoses D

S’il existe une limite inférieure a partir de laquelle la concentration en 25(0OH)-D est
jugée suffisante, il s’avére qu’une limite supérieure optimale existe également.

Melamed et al. ont mis en évidence une association de type « J-inversé » ou « en U »
entre le taux de 25(0H)-D et le risque de mortalité toutes causes confondues, a partir des
données de la cohorte américaine NHANES IIl de plus de 13 000 patients suivis pendant 9
ans?®. L’équipe de Sempos et al. en 2013 s’est appuyé sur cette méme cohorte, suivie sur une
période de 15 ans et a confirmé cette observation. L’association en U semble méme
s’intensifier avec la durée de suivi, et ce méme en éliminant les données des patients décédés
dans les 3 ans post-inclusion, probablement porteurs d’une pathologie pouvant biaiser

I’'observation 32 (cf. figure 7).
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Figure 7 : Relation mortalité et concentrations sériques en 25(0H)-D

Taux de mortalité pour 1 000 habitants/an, ajusté selon I'édge, le sexe, I'ethnie et la saison en fonction des
concentrations sériques en 25(0H)-D (en nmol/L) aprés suivi de la cohorte NHANES Il (n=15 099) pendant

a) 9 ans, jusqu’en 2000 b) 15 ans, jusqu’en 2006. Issu de 2.

Entre temps, une telle association a également été observée sur une vaste cohorte de
247 574 patients, aboutissant a la conclusion qu’une concentration de 25(OH)-D de 50 nmol/L,
serait celle correspondant a un taux de mortalité le plus faible 33. Ceci peut néanmoins paraitre
surprenant compte tenu de la concentration minimale de 75 nmol/L couramment utilisée
pour considérer le statut vitaminique comme correct 3, avec un intervalle jugé optimal selon
d’autres sources de 62-200 nmol/L 22, A partir de la cohorte NHANES lll, les nadirs de mortalité
toutes causes confondues se trouvent pour des concentrations en 25(0H)-D de 74-122 nmol/L

et de 80 nmol/L, respectivement selon les études de Melamed et al. % et de Sempos et al. 32.

’ by

2- Premiers cas d’hypersensibilité a la vitamine D: Hypercalcémie

idiopathique infantile (lIH)

En 1952, Lightwood fait pour la premiére fois état du cas d’un enfant britannique de 8
mois hospitalisé pour suspicion d’acidose tubulaire rénale, maladie liée a une diminution de
la capacité d’excrétion d’acides par les tubules rénaux. Il souffrait de perte d’appétit, de
vomissements avec déshydratation, de constipation ainsi que d’une cassure de la courbe de
croissance. Le pH urinaire étant bas, I'acidose rénale a été écartée. Evoquée par les signes
cliniques, une hypercalcémie chronique a été mise en évidence, compliquée de
néphrocalcinose visible a I'imagerie. Ce syndrome fut alors nommé provisoirement
« Hypercalcémie idiopathique infantile » (IIH). Cet enfant avait recu depuis I’dge d’'un mois de
vie une supplémentation en vitamine D a la dose élevée de 1 400 Ul/jour, considérée comme
« non toxique » 34, mais égale a 3,5 fois la dose médiane recommandée pour cette tranche

d’age de nos jours (400 UI/L) %4,
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Concomitamment a une augmentation importante des doses recommandées pour la
supplémentation en vitamine D au début des années 1950, une épidémie de plus de 200 cas
d’llH a été observée en Grande-Bretagne en I'espace de deux ans 3>3%, Dans le méme temps,
seuls 10 cas étaient déclarés aux USA, ou les posologies administrées s’élevaient a environ 10-
25% des doses anglaises °. Ceci a conduit a des réflexions sur 'utilité et la sécurité de la
supplémentation en vitamine D, allant jusqu’a des interdictions temporaires d’enrichissement
de produits alimentaires dans certains pays 24 Néanmoins, il était évident que cette
supplémentation ne constituait pas le seul facteur déclenchant d’llH, dans la mesure ou la
majorité des enfants britanniques recevant de telles doses n’étaient pas affectés. A partir de

ce constat, I'hypothese d’une hypersensibilité innée a la vitamine D a été émise.

3- Premiéres hypothéses d’un support génétique de I'llIH

Plusieurs études dans les années 1950-1960 ont suggéré une transmission génétique
de certains syndromes d’lIH. Le cas d’une premiére famille parmi laquelle deux sceurs de 3 et
11 ans souffraient d’hypercalcémie idiopathique a été rapporté a la fin des années 1950. Il a
été montré que leur mere, mais pas leur péere, devenait également hypercalcémique en cas
de faible supplémentation en vitamine D. Un défaut d’inactivation de la vitamine D avait alors
été évoqué, avec une transmission sur un mode récessif 3738, En 1975, I'étude d’une
agrégation familiale de 3 cas (un pére, sa fille et son fils) a permis de suggérer une transmission
plutdt autosomique dominante de I'lIH 3°,

Nguyen et al. 4° ont recherché en 2010 des anomalies dans la régulation, le
métabolisme ou la réponse a la vitamine D chez 20 enfants caucasiens atteints d’lIH. Pour tous
les patients étudiés, la normalisation de la calcémie suite a un arrét de la supplémentation
vitaminique et a une réduction de I'exposition solaire abonde I’hypothése d’un mécanisme
vitamine D-dépendant. A fortiori, chez 10 de ces patients, le traitement par kétoconazole,
inhibiteur entre autres de la la-hydroxylase, accélere la normalisation de la calcémie,
suggérant la encore I'implication de la vitamine D dans la physiopathologie de certains cas

d’liH.
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Une culture de fibroblastes a partir d’'une biopsie cutanée de I'un des patients a permis
d’étudier la liaison du calcitriol au récepteur VDR, ainsi que I'activité 24-hydroxylase reflétant
les premiéres étapes du catabolisme de la vitamine D active. Il n’a pas été mis en évidence
d’hyperactivité du récepteur VDR par rapport a 7 témoins apparentés. En revanche, en
comparaison aux fibroblastes témoins, il a été observé une absence d’augmentation de
I'activité 24-hydroxylase en réponse a une exposition a la 1,25(0OH),-D (cf. figure 8). Devant
des concentrations détectables de 24,25(0OH),-D chez ce patient, plusieurs hypothéeses
peuvent étre émises*! : une activité 24-hydroxylase résiduelle du CYP24A1, une voie
métabolique alternative ou une interférence analytique (déja décrite dans la littérature avec

le métabolite 25,26(0OH),-D par exemple #2).
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Figure 8 : Perte de stimulation de I’activité 24-hydroxylase par la 1,25(0OH):-D3

Activité 24-hydroxylase au sein de cultures de fibroblastes cutanés, chez un enfant souffrant d’liH (patient 21)
et chez 14 témoins apparentés sur I'dge, en I’absence ou en présence de 10 nmol/L de 1,25(0OH)z-Ds. Les valeurs
représentées correspondent a la moyenne plus ou moins I’écart-type de culture en duplicat pour 4 a 5 témoins
apparentés ou pour le patient 21. Issu de “°.

Des analyses moléculaires ont été pratiquées chez 17 de ces 20 patients
hypercalcémiques étudiés : la fréquence de certains polymorphismes (Single Nucleotide
Polymorphism ou SNP) a été comparée a une population de 207 patients sains. Aucune
différence n’a été observée concernant les 5 SNP étudiés suivants: SNP C-1260A du
promoteur du gene du CYP27B1, SNP A-1012G du promoteur du gene du VDR, SNP -369 du
promoteur du gene du CYP24A1, SNP M239T dans I'exon 3 de FGF23 et SNP F352V dans I’exon
2 de Klotho. En revanche, les deux SNP H589H et A749A dans I'exon 4 de Klotho étaient plus
fréquents dans la population souffrant d’llH %°. Si I'effet de ces SNP n’est pas connu
précisément, on sait que la protéine Klotho est une protéine transmembranaire cofacteur du
FGF23. Cette voie dite Klotho/FGF23 est inhibitrice de I'expression du CYP27B1 et activatrice
de la transcription du géne CYP24A1 au niveau rénal 3. Une altération de cette voie pourrait
étre une hypothése de mécanisme a 'origine de certains syndromes d’lIH, par augmentation

de la production et diminution de la clairance de la 1,25(0OH)>-D active °.
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4- Découverte de mutations dans le géne CYP24A1

A la recherche d’autres mécanismes génétiques d’lIH, Schlingmann et al. ont procédé
par une approche géne-candidat, en étudiant 4 genes clés du métabolisme ou de la régulation
de la vitamine D : CYP27B1, FGF23, Klotho et CYP24A1. Ces derniers ont été séquencés dans
leur intégralité chez des patients appartenant a deux cohortes. La premiere cohorte
rassemblait 6 cas d’llH dont I'histoire familiale évoquait une transmission autosomique
récessive, parmi lesquels 4 cas index et 2 cas apparentés. Cing de ces 6 cas avaient recu depuis
leur naissance une supplémentation en vitamine D a la dose de 500 Ul/jour, le dernier patient
n’en ayant pas recu par décision des parents devant les antécédents de son grand frére. La
2"de cohorte était composée de 4 cas d’llH survenus dans les 3 semaines suivant une
supplémentation en vitamine D sous forme de bolus de 600 000 Ul en une prise. Aucune
mutation pathologique n’a pu étre mise en évidence pour les génes CYP27B1, FGF23 et Klotho.
En revanche, des mutations faux-sens ou non-sens a |'état homozygote ou hétérozygote
composite du CYP24A1 ont été découvertes chez les 10 patients. L'impact des 6 mutations
différentes a été étudié in vitro, par transfection puis étude de I'activité enzymatique en
culture cellulaire. Chacune de ces mutations conduit in vitro a une perte de fonction totale ou
quasi-totale de I'activité 24-hydroxylase du CYP24A1 °.

Depuis lors, de nombreux cas de patients présentant un phénotype typique d’llH
associé a des mutations du géne CYP24A1 ont fait I'objet de publications 443,

En 2015, I'’équipe du laboratoire de génétique du CHU de Caen a procédé au screening
de mutations du géne CYP24A1 chez 72 patients souffrant d’hypercalcémie supérieure a 2,6
mmol/L associée a un taux de PTH effondré (<20 pg/mL). Vingt de ces patients présentaient
des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites sur le gene CYP24A1 ; 95% d’entre
eux souffraient de néphrocalcinose ou de lithiase rénale associée. En revanche, les 5 patients
hétérozygotes ne présentaient aucune atteinte rénale, corroborant I'hypothése d’une
transmission récessive émise par Schlingmann et al. °. Parmi les 28 variants du CYP24A1 mis
en évidence au sein de cette cohorte, 15 constituaient de nouvelles mutations perte de
fonction (d’aprés le programme de prédiction de pathogénicité utilisé). Pour 5 de ces
nouvelles mutations, la caractérisation in vitro de I'effet a confirmé cette perte de fonction >*

(cf. figure 9).
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Figure 9 : Exemples de mutations recensées du géne CYP24A1

Représentation schématique du géne CYP24Al1. Les exons sont représentés par des rectangles, dont les
séquences codantes sont blanches et les séquences non transcrites en gris. Les introns sont représentés par les
traits pleins entre les exons.

Dans la partie haute sont listées les douze mutations retrouvées dans la cohorte et déja citées dans la
littérature, avec en gras les deux mutations récurrentes. Dans la partie inférieure sont listées les quinze
nouvelles mutations découvertes dans cette étude.

Les onze mutations dont les effets sont caractérisés in vitro, dans la littérature ou cette étude, sont soulignées.
Les deux mutations en italique sont celles correspondant a des polymorphismes.

Issu de %4,

A ce jour, plus de 1000 variants du géne CYP24A1 humain (n°OMIM 126065) ont été
recensés, dont au moins 370 sont des mutations faux-sens et 61 sont des mutations perte de
fonction. La plus fréquente des mutations faux-sens est le variant 20-52775532-A-G,
majoritairement retrouvé chez les populations africaines et présentant une fréquence
allélique de 0,8% (9% chez les populations africaines). La mutation perte de fonction la plus
fréguente est le variant 20-52779402-C-CT, retrouvé exclusivement a ce jour dans les

populations est-asiatiques a une fréquence allélique de 0,1% (source : données gnomad >°).

5- Définition de I'llH par mutation du CYP24A1

L’llH (ou syndrome de Lightwood) rapportée a une mutation perte de fonction du géne
CYP24A1 situé en position 20913.2 est référencée sous le numéro OMIM 143880. Sa
transmission est autosomique récessive et elle peut étre diagnostiquée tant chez I’enfant que
chez I'adulte. Elle est caractérisée par une diminution drastique de I'activité catabolique de
I’enzyme CYP24A1, a I'origine d’une diminution de la clairance des métabolites actifs de la
vitamine D tels que la 1,25(OH);-D. Elle se caractérise biologiquement par une hypercalcémie
chronique symptomatique avec hypercalciurie et activité de la PTH effondrée. Cliniquement,
les symptomes d’hypercalcémie dominent (vomissements, déshydratation, pics de fievre,
hypotonie et |éthargie) et sont associés a une néphrocalcinose visible a I'imagerie (source :

données omim.org, n° 143880).
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La prise en charge immédiate consiste en I'arrét de la supplémentation en vitamine D
et calcium associé a une réhydratation. Un traitement médicamenteux peut étre instauré et
fait intervenir des glucocorticoides, des bisphosphonates, de la calcitonine, du furosémide ou
encore du kétoconazole. Au long cours, elle passe par la mise en place d’un régime limitant
les sources de vitamine D et calcium 4%, Une limitation de I'exposition solaire est parfois

recommandée 240,

VI. Mise au point d’un examen applicable en dépistage de I'lIH

1- Intéréts du dépistage de I'lIH

Le syndrome d’llH di a une mutation du CYP24A1 est donc une pathologie
potentiellement grave, notamment au niveau rénal et cardiaque de par I'effet direct de
I’hypercalcémie, mais dont le traitement est simple et aisément applicable. Chez la femme
enceinte atteinte d’llH, une supplémentation vitaminique peut entrainer des retards de
croissance intra-utérins et une prématurité °’.

L’éviction de toute supplémentation en vitamine D chez ces patients hypersensibles
est donc prépondérante, a I’ére d’une instauration quasi systématique chez les nouveau-nés

et femmes enceintes dans de nombreux pays 2.

2- Rationnel de la mise au point d’un examen de dépistage large

Le diagnostic de certitude passe par la mise en évidence d’'une mutation du gene
CYP24A1 a I’état homozygote ou hétérozygote composite. Or, la recherche de mutations par
technique de séquencage nouvelle génération (NGS) est longue et colteuse, alors que la
prescription de supplémentation vitaminique pour les nouveau-nés se fait souvent deés la
naissance. Un dépistage génétique appliqué a I'ensemble de la population de nouveau-nés en
France ne parait donc pas raisonnable, d’autant qu’il s’agit d’'une pathologie rare.

La mise au point d’un examen de biologie médicale simple, peu colteux et rapide
permettrait un dépistage plus large de cette affection, préliminaire a une étude moléculaire

du géne CYP24A1.
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3- Intéréts du dosage du métabolite 24,25(0H),-Ds

Le dosage du métabolite le plus abondant du CYP24A1, la 24,25(0H),-D3, s’avere
logiquement particulierement intéressant dans I'estimation de I'activité 24-hydroxylase de
cette enzyme, d’autant plus qu’il présente une demi-vie longue d’environ 7 jours 2.

L’étude princeps de Kaufmann et al. de 2014 a permis de mettre en évidence une
corrélation entre les concentrations sériques de 25(0OH)-Ds et de 24,25(0H),-D3 au sein d’'une
cohorte de femmes saines, avec un coefficient de corrélation r* de 0.80 (cf. figure 11).
L'intersection de la courbe avec I'axe des abscisses suggére que pour des concentrations en
25(0H)-Ds inférieures a 25 nmol/L, la concentration en 24,25(0H),-Ds est nulle #!(cf. figure
11). Ceci met en évidence l'inhibition de I'expression du CYP24A1, et donc du catabolisme de
la vitamine D, lorsque le statut vitaminique est séverement carentiel (cf. figure 4 page 11).
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Figure 10 : Corrélation entre les concentrations sériques de 25(0H)-Ds et de 24,25(0OH)-D3
Relation [25(OH)-Ds] et [24,25(0OH):-Ds] au sein d’une cohorte de 694 patients sains. Les concentrations sont
exprimées en nmol/L et déterminées par HPLC-MS/MS. Issu de **.

Cette corrélation entre les concentrations sériques de 25(0OH)-Ds et de 24,25(0H);-D3
a été démontrée par d’autres études ultérieures 681042 Devant une diminution des
concentrations en 24,25(0OH),-Ds, il est par conséquent indispensable d’estimer le statut
vitaminique par le dosage de la 25(0OH)-Ds pour effectuer le diagnostic différentiel entre un

déficit en 24-hydroxylase acquis (état carentiel) et inné (lIH par mutation du CYP24A1).
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4- Vitamin D Hydroxylated metabolite Ratio (VHR) : Définition et intéréts

25(0H)-D3

——————— présente lui aussi une forte
24,25(0H),—D3 pre

Il a été démontré que le ratio calculé

corrélation avec la concentration en 25(0H)-D3 %. Ce ratio, que nous appellerons par la suite
Vitamin D Hydroxylated metabolite Ratio ou VHR, représente le rapport entre le substrat et le
produit de I'enzyme CYP24A1l. Le calcul du VHR offre ainsi I'intérét d’estimer I'activité 24-
hydroxylase du CYP24A1. De maniére logique, plus I'activité 24-hydroxylase augmente et plus
ce rapport diminue, et inversement.

D’apreés la figure 11, un VHR supérieur a 20 au sein de la cohorte étudiée par Kaufmann
et al. semble corrélé a un déficit en 25(0OH)-D (concentration < 50nmol/L, cf. figure 5) et donc

a une activité réduite voire nulle du CYP24A1 due a un état carentiel 41.
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25-0H-D5:24,25-(0H), D5 ratio
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Figure 11 : Corrélation entre les concentrations sériques de 25(0OH)-D:z et le VHR, chez des patients sains
Relation [25(OH)-Ds] et VHR au sein d’une cohorte de 694 patients sains. Les concentrations sont exprimées en
nmol/L et déterminées par HPLC-MS/MS. Le trait rouge indique le VHR correspondant & un déficit en 25(0OH)-
D3 ([25(OH)-Ds] < 50 nmol/L). Issu de **.
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5- Utilité du VHR dans le dépistage de I'llIH

Pour évaluer la pertinence du VHR dans le dépistage de I'llH due a une mutation perte
de fonction du CYP24A1, il a été établi au sein de plusieurs cohortes de patients préalablement
diagnostiqués par des analyses de biologie moléculaire.

Pour les deux patients étudiés par Kaufmann et al., les VHR s’élevaient a 98,7 et 112,8
pour des concentrations respectives en 25(0OH)-D3 de 94,8 nmol/L et de 81,2 nmol/L. Ainsi,
rapporté a la courbe de la figure 11, le VHR mettait bien en évidence la réduction d’activité de
la 24-hydroxylase en dépit de statuts vitaminiques satisfaisants (cf. figure 5), due ici a des
mutations perte de fonction dans le géne CYP24A1 **.

L’étude de Ketha et al. en 2016 a permis le calcul de valeurs de référence du VHR en
considérant une cohorte de 91 patients sains. L’intervalle de référence obtenu est [7-35], avec
ici encore une augmentation du VHR lorsque la concentration de 25(0OH)-Ds est séverement
déficitaire (< 25 nmol/L) (cf. encart de la figure 12). De la méme maniére, les VHR des 12
patients présentant des mutations bialléliques du CYP24A1 sont significativement plus élevés

pour des statuts vitaminiques comparables 42 (cf. figure 12).
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Figure 12 : Corrélation entre les concentrations sériques de 25(0OH)-D et le VHR, chez des patients sains et mutés
pour le CYP24A1

Association entre [25(0H)-D] et VHR chez des patients sains (e, n=91) et des patients avec des mutations
bialléliques du CYP24A1 ( A , n=12). L’encart montre plus précisément les données pour les patients sévérement
carencés ([25(0OH)-D] < 60 ng/mL soit 24 nmol/L). Issu de .
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Parmi les 72 patients hypercalcémiques de la cohorte étudiée par Molin et al., le VHR
établi par la méthode de dosage de Kaufmann et al. 4* permet |a encore une discrimination
sans équivoque des patients avec IIH due a des mutations bialléliques du CYP24A1, la ou les
autres parametres du métabolisme phosphocalcique ou de la vitamine D ne le permettent pas
(cf. figure 13, groupe B). Les patients hétérozygotes semblent présenter un VHR non
significativement différent des patients au génotype sauvage, suggérant une activité normale
du CYP24A1 et abondant dans le sens du caractére récessif de 'anomalie >* (cf. figure 13,
groupes C et D). Cette assertion est confirmée par I'étude familiale de Cools et al. au sein de
laquelle 7 membres d’'une méme famille sont hétérozygotes et présentent des VHR non
significativement différents de ceux des apparentés au phénotype sauvage >°.
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Figure 13 : Paramétres du métabolisme phosphocalcique et de la vitamine D en fonction des génotypes du
CYP24A1

Le groupe A correspond a des génotypes sauvages (n=47), le groupe B a des génotypes mutés bialléliques
(n=20), le groupe C a des génotypes mutés hétérozygotes (n=5) et le groupe D a des génotypes mutés
hétérozygotes chez des patients asymptomatiques normocalcémiques apparentés a des patients des groupes
Bet C (n=21).

Les lignes pointillées indiquent les intervalles de référence ou les valeurs seuils décisionnelles.

Degré de significativité : * p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001.

Issu de %4,
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6- Utilité du VHR dans le diagnostic différentiel des hypercalcémies

L'emploi du VHR ne semble pas mis en défaut par une hypervitaminose D due a une
supplémentation excessive. En effet, sa valeur dans I'étude de Kaufmann et al. est restée
comparable a celle des témoins, de par une production proportionnelle de 24,25(0OH),-Ds par
le CYP24A1 fonctionnel. Il permet alors le diagnostic différentiel entre I’'hypercalcémie due a
une hypervitaminose D et celle due a un défaut d’activité du CYP24A1 **.

In fine, le VHR permet de renforcer les arguments au cours du diagnostic différentiel
des hypercalcémies et son augmentation drastique oriente vers une IIlH avec mutation
bialléligue du CYP24A1. Il ne doit en revanche pas étre interprété seul puisque son
augmentation peut aussi signer une diminution du catabolisme de la vitamine D dans un
contexte carentiel ou d’insuffisance rénale, associé dans ce cas a une hypocalcémie avec

hyperparathyroidie secondaire  (cf. tableau 4).

Contexte/ Calcium | Phosphore | PTH | 25(0H)-D | 1,25(0H):-D | 24,25(0H)2-D | VHR
Etiologie
Mutation biallélique MEUEeS NS
du CYP24A1 (IIH) ™ 0 W Ieger?\ment Ieger(;ment L. ™
Hyperparathyroidie ™ 1 ™ N J T N
Sécrétion de PTHrp ™ ) 3 N & 1) N
Mobilisation osseuse
du calcium (myélome
multiple, ™ ) & . . 0 N
métastases...)
Hypervitaminose D
(supplémentation) ™ T W m T m N
Lymphome ou 1 = W N* 1 Nout N
sarcoidose
Mutation N N ou
hétérozygote du N ou +T Nou +T out N* Nou +T N ou + + 1
CYP24A1 {; B
Carence en vitamine
N {; J 0 J J A ™
Insuffisance rénale J 0 0 N* " L ™

Tableau 4 : Profils biochimiques attendus en fonction du contexte clinique

Evolution attendue des paramétres du métabolisme phosphocalcique, en comparaison a des valeurs obtenues
chez des patients exempts de pathologies du métabolisme phosphocalcique.

Dlaprés 8,41,42,54,56_

*En I'absence d’autres causes de variation du statut vitaminique, cf. tableau 2 page 16.

En conclusion, le VHR apparait comme un bon outil dans le screening de candidats a
une exploration génétique du CYP24A1 parmi des patients suspectés d’lIH. L'absence de
détection des patients hétérozygotes asymptomatiques >* ne présente qu’un faible impact

clinique, I'intérét de leur dépistage étant surtout limité au conseil génétique familial >°.
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VIl. Techniques de dosage des métabolites de la vitamine D

développées

1- Indications du dosage des métabolites de la vitamine D

Comme nous I'avons évoqué précédemment, le métabolite 25(0OH)-D, le plus abondant
de I'organisme, constitue la forme de réserve de la vitamine D. De par sa demi-vie longue de
2-3 semaines et |'existence de solides preuves d’association entre sa concentration et
certaines complications cliniques, il constitue le parameétre de choix pour estimer le statut
vitaminique 322, Son dosage ne doit néanmoins pas faire I'objet d’un screening général de la
population mais doit cibler des patients a risque de rachitisme, d’ostéoporose,
d’ostéomalacie, d’insuffisance rénale chronique, d’insuffisance hépatocellulaire, de
syndromes de malabsorption, d’hyperparathyroidie ou de granulomatoses. Son dosage chez
des patients sous traitements susceptibles d’affecter le métabolisme de la vitamine D
(antiépileptiques, antirétroviraux, antifongiques...) ou ayant des antécédents de fractures
traumatiques ou spontanées peut également étre justifié . En France, le dosage du métabolite
25(0OH)-D est préconisé et pris en charge par I'assurance maladie dans seulement 6 contextes
cliniques d’apres la fiche de I'acte 1139 de la Table Nationale de codage de Biologie (TNB) :

e Suspicion de rachitisme

e Suspicion d’ostéomalacie

e Suivi ambulatoire de I'adulte transplanté rénal au-dela de trois mois aprés
transplantation

e Avant et aprés chirurgie bariatrique

e Evaluation et prise en charge des personnes agées sujettes aux chutes répétées

e Respect des résumés des caractéristiques du produit (RCP) des médicaments
préconisant la réalisation de ce dosage

Le dosage du métabolite actif de la vitamine D, la 1a,25(0OH).-D, dont la demi-vie est
courte (4h), peut étre réalisé dans certaines situations précises. Il peut étre pertinent dans les
contextes de désordres suspectés du métabolisme de la vitamine D ou du phosphore
suivants : granulomatoses chroniques (sarcoidose, lymphome...), insuffisance rénale
chronique, tubulopathies héréditaires avec pertes urinaires de phosphates, ostéomalacie
« oncogénique », ou encore rachitisme pseudo-carentiel de type | ou Il  (cf. tableau 2 page

16).
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Le dosage du métabolite 24,25(0H),-Ds n’est actuellement disponible que dans
quelques laboratoires de recherche, ce qui rend le ratio VHR difficilement utilisable en

pratique clinique courante.

2- Techniques de dosage

Plusieurs méthodes de dosage ont été mises au point dont certaines sont utilisées en
routine dans les laboratoires de Biologie médicale. Il peut s’agir de techniques basées sur des
réactions immunologiques dont la détection fait intervenir des radiomarqueurs (Radio-
ImmunoAssay RIA), des réactions chimioluminescentes (ChimioLuminescence ImmunoAssay
CLIA) ou des réactions enzymatiques colorées (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ELISA).
Des principes de séparation chromatographique (Chromatographie Liquide Haute
performance HPLC par exemple) suivie d’une détection par spectrophotométrie UV-visible ou
par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) ont aussi été développées °8,

Les méthodes RIA, historiquement plus anciennes, sont les moins fréquemment
employées a I’heure actuelle (3 laboratoires sur 760 participants du programme d’Evaluation
Externe de la Qualité EEQ nommé Vitamin D External Quality Assessment Scheme DEQAS en
octobre 2018, soit 0,4%). La majorité des laboratoires pratiquent des techniques automatisées
de type CLIA ou ELISA (600 participants sur 760, soit 78,9%), permettant une cadence
d’analyses soutenue. Les techniques d’HPLC-UV et d’"HPLC-MS/MS sont de plus en plus
employées (respectivement 14 et 143 participants sur 760, soit 1,8% et 18,8% des
laboratoires), de par des performances satisfaisantes et la possibilité de surpasser certaines

difficultés rencontrées avec les autres méthodes.

3- Avantages des techniques de type HPLC-MS/MS

Malgré I'’existence de nombreuses techniques de dosages des métabolites de la
vitamine D, de nombreuses difficultés en freinent le progres, conférant aux méthodes HPLC-
MS/MS un net avantage.

Tout d’abord, le développement de techniques de spectrométrie de masse en phase
gazeuse est entravé par la formation a haute température d’isomeéres pyro et ispyro de ces

composés >°, ce qui écarte cette option.
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Par ailleurs, les métabolites de la vitamine D sont fortement liés aux protéines
plasmatiques avec des affinités variables selon la nature D, ou D3 des composés, ce quiimpose
une étape préalable de libération des protéines plasmatiques. De par l'impossibilité
d’employer des solvants organiques en technique immunologique automatisée, des agents
alternatifs sont utilisés pour cette étape, et parfois insuffisants dans certains contextes
cliniques *. En cas de grossesse ou de thérapie par cestrogénes par exemple, la concentration
circulante en DBP est significativement plus élevée. Il a été montré une diminution des
concentrations mesurées en 25(0OH)-D par certaines techniques immunologiques a mesure de
I'augmentation des concentrations en DBP, en comparaison avec des dosages par HPLC-
MS/MS. Ceci suppose une dissociation incompléte entre la 25(0OH)-D et la DBP. Dans un
contexte d’insuffisance rénale avec hémodialyse, une différence significative entre les
dosages immunologiques et HPLC-MS/MS a également été observée, en relation avec la
concentration en 25(0H)-D. L'absence de différence significative des concentrations en DBP
chez ces patients par rapport aux patients sains fait évoquer une autre interférence dans la
mesure immunologique, avec l'urée par exemple qui pourrait perturber I'action des agents
dissociateurs ou méme I'affinité de la 25(OH)-D pour sa protéine DBP ©°, Dans la mesure ou
les solvants organiques peuvent étre employés en HPLC-MS/MS, de telles difficultés de
dissociation protéique ne sont pas rencontrées.

Les méthodes employées doivent présenter une sensibilité suffisante pour quantifier
des analytes présents a des concentrations circulantes trés faibles, de I'ordre de 50 nmol/L
pour la 25(0OH)-D et de quelques dizaines de pmol/L pour la 1a,25(0H),-D ©. Ainsi, la
chromatographie avec détection UV-visible ne permet pas d’obtenir des limites de détection
satisfaisantes sans nécessiter de grands volumes d’échantillons, excepté pour la 25(0OH)-D *°.
Les méthodes HPLC-MS/MS présentent en revanche une sensibilité généralement
satisfaisante, avec des possibilités de potentialisation de celles-ci que nous détaillerons plus
tard dans cet exposé.

Le principal inconvénient des techniques immunologiques ou a détection UV-visible
est le défaut de distinction des différents métabolites hydroxylés de la vitamine D entre eux
et des métabolites D, et D3 ©105%61 Ay contraire, la technique d’"HPLC-MS/MS permet I'analyse
simultanée et trés sensible de plusieurs composés chimiquement proches, rendant possible
I’établissement d’un profil métabolique complet tout en limitant la prise d’essai

d’échantillon®32,
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Enfin, d’apres l'analyse de résultats de programmes d’EEQ tels que DEQAS, les
méthodes HPLC-MS/MS utilisant des calibrants standardisés fournis par le NIST (National
Institute of Standards and Technology) présentent une variabilité inter-laboratoire plus faible
que les techniques immunologiques. Elles constituent actuellement la méthode de référence

pour le dosage de la 25(0H)-D 1°,

VIII. Principe général des techniques d’HPLC-MS/MS

Nous avons donc opté dans ce travail pour une technique d’HPLC-MS/MS,
correspondant a une séparation chromatographique des analytes par HPLC, suivi d’une

détection par spectrométrie de masse en tandem.

1- Chromatographie Liquide Haute Performance HPLC

La 1% étape analytique consiste a séparer par HPLC les analytes souhaités de
composés susceptibles d’interférer dans I'étape de détection ultérieure.

Les métabolites de la vitamine D que nous dosons étant apolaires, nous utilisons une
technique d’HPLC en phase inversée, ou RP-HPLC (Reverse-Phase HPLC). Cette technique se
base sur une rétention des composés par formation de liaisons labiles avec des résidus
apolaires greffés sur une phase stationnaire. L’élution de la colonne se fait par une phase

mobile polaire.

2- Spectrométrie de masse MS

2-a) Principe général

Le principe général de la spectrométrie de masse réside dans la séparation en phase
gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

Tous les spectrometres de masse suivent un processus analytique en trois étapes
successives, en rouge sur la figure 14 : l'ionisation dans la source, la séparation dans
I’analyseur de masse et enfin la détection. Dans la mesure ou les techniques existantes pour
chacune de ces étapes sont multiples, nous aborderons uniquement le fonctionnement de

celles appliquées dans ce travail.
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2/ Analyseur de masse = Triple quadripéle en mode MRM

Q2 = cellule de
collision

(fragmentation de [

I'ion parent en
ions fils)

1/ Source
(formation des ions
a |’état gazeux)
Technique ESI +

Q1 (sélection de
I'ion parent de
masse m/z connue)

HPLC

Transition I

Figure 14 : Processus de 'analyse en spectrométrie de masse ESI+/MS/MS triple quadripéle en mode MRM.
En rouge apparaissent les trois étapes communes a toutes les techniques de spectrométrie de masse.

ESI : Electrospray lonization ; MRM : Multiple Reaction Monitoring

D’apreés ©2,

2-b) Ionisation dans la source

La 1 étape consiste en la formation d’ions a I'état gazeux, par ionisation des analytes
en milieu liquide dans la source du spectrométre de masse (cf. figure 14, étape 1/).

Nous employons une technique d’ionisation a pression atmosphérique, dite « douce »
puisqu’elle permet d’obtenir des ions pseudo-moléculaires, c’est-a-dire peu fragmentés. Il
s’agit d’une ionisation par électrospray (Electrospray lonization ESI), paramétrée en mode
positif. Elle permet de lier directement une analyse par spectrométrie de masse apres une
étape d’HPLC.

Un échantillon liquide contenant les analytes passe a travers un capillaire a un faible
débit (0,1 & 3 pL/min) et atteint I'aiguille de nébulisation. A ce stade, le procédé consiste a
appliquer un champ électrique (plusieurs milliers de volts) entre I'aiguille de nébulisation et le
corps de la source afin de former des ions. L’accumulation de charges mobiles a la surface du
liquide, conjuguée a I'application d’un gaz de nébulisation concentrique a I'effluent liquide (air
ou azote, éventuellement chauffé entre 30 et 300°C) permet de libérer des gouttelettes. La
tension de surface de ces gouttelettes leur fait prendre une forme de cone, appelée « cone de
Taylor » (cf. figure 15, étape 1/).

Puis, un gaz de séchage perpendiculaire au spray entraine une évaporation progressive
des solvants : c’est I'étape de désolvatation (cf. figure 15, étape 2/). Dés que les répulsions
coulombiennes entre les charges positives dépassent la tension de surface du liquide
permettant la cohésion des gouttelettes (= limite de Rayleigh), ces derniéres subissent une

cascade de fissions.
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Apres évaporation totale du solvant, on obtient la désorption de molécules intactes
multichargées et désolvatées, positives et négatives. Les ions d’une seule polarité (ici, positifs)
sont extraits du spray par un champ électrique dirigé vers le spectrométre de masse.
L'utilisation d’un gaz rideau permet d’éviter I'entrée de molécules neutres ou d’ions
« parasites », mais aussi de fragmenter les clusters d’ions (ions polyatomiques) : c’est la
déclusterisation (cf. figure 15, étape 3/).

Les molécules ionisées sont enfin focalisées pour leur acheminement vers I'analyseur
de masse (cf. figure 15, étape 4/).

La valeur du potentiel électrique, le débit de I’échantillon liquide, la nature du solvant
et la température des gaz doivent étre optimisés en fonction des analytes a ioniser de maniere
a obtenir un fort rendement d’ionisation et une faible fragmentation moléculaire dans la
source. Le but est d’éviter la modification des ions et complexes préformés en solution dans
le capillaire 634 (cf. figure 15).

1/Nébulisation
2/Désolvatation

v 3/Déclusterisation
= 4/Focalisation
Céne de
Air N ~N Taylor
.
/ * »
% L D N ¢
e s “,V.. ¢ ‘
L
Air —» Y * % e \A*
w .
r\ Guide d’ions
Contre-
Gaz de séchage électrode
Gazrideau

Figure 15 : Principe de I'ionisation par Electrospray en mode positif (ESI+)
Etapes de l'ionisation des échantillons dans une source ESI+. D’aprés %%,
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2-c) Analyseur de masse triple quadripdle

L’étape suivante consiste en le passage des ions désolvatés au sein de I'analyseur de
masse, composé d’une structure en triple quadripéle (cf. figure 14).

Un quadripble est composé de quatre électrodes métalliques paralleles raccordées
électriquement deux a deux (cf. figure 16 a). Une combinaison de voltage direct et alternatif
est appliquée a chaque paire, I'un positif et I'autre négatif. Les ions pénétrant au sein du
quadrip6le vont osciller et leurs trajectoires seront plus ou moins stables en fonction des
potentiels appliqués sur les électrodes. Ainsi, seuls les ions ayant une trajectoire stable seront
sélectionnés et transmis a la sortie du quadripdle, tandis que les autres sortiront du quadripéle
ou iront s’éliminer sur les électrodes. En appliquant des voltages optimisés pour stabiliser les
trajectoires d’ions de rapport m/z choisi, un quadripdle peut en ce sens étre considéré comme

un sélecteur d’ions 2 (cf. figure 16 b).

0
DETECTOR
-

a ) b) quadrupole rods

exit slit
IONS (to detector)
resonant ion

\ (detected

non-resonance ion
(not detected)

source slit

Figure 16 : Le quadripéle, un sélecteur d’ions
a) Structure d’un quadripéle b) Principe de fonctionnement d’un quadripéle. Issu de 2.

Plusieurs modes d’utilisation des quadripoles peuvent étre envisagés et I'installation
de trois quadripbles en linéaire permet une grande variété de possibilités. Nous avons opté
dans ce travail pour le mode Multiple Reaction Monitoring (MRM), dont nous allons détailler
le principe. Il s’agit d’une technique de spectrométrie de masse en tandem dans I’espace. Pour
ce mode, seuls les quadrip6les n°1 et n°3 sont utilisés en tant que sélecteur d’ions tel que nous
I’avons décrit ci-avant, tandis que le 2" quadripdle est une cellule de collision. Sous I'effet
d’une source d’énergie et d'un gaz neutre (azote dans notre cas), les ions parents sélectionnés
dans le 1¢" quadrip6le y sont accélérés et fragmentés par collisions en ions fils. Par la suite, le
3eme quadripdle ne laisse passer vers le détecteur que les ions fils sélectionnés selon leur
rapport m/z (cf. figures 14 et 17). Les couples ion parent/ion fils sélectionnés constituent ce
que I'on appelle les « transitions ». Ces derniéres sont partiellement spécifiques d’un composé
puisque dépendantes de sa masse moléculaire initiale et de la maniére dont il est fragmenté

dans le 2" quadripéle ©2.
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Figure 17 : Principe de fonctionnement du mode MRM en spectrométrie de masse en tandem triple quadripéle.
Q1 : 1° quadripéle, sélection de V'ion parent (ici ®) ; Q2 : 2™ quadripéle, fragmentation de I'ion parent ® en
ions fils ; Q3 : 3*™ quadripéle, sélection de I'ion fils & détecter (ici ®)

D’apreés .

Au sein d’un quadripole, le passage d’un voltage a I'autre est aisé et rapide. Il est donc
possible de pulser les sélections d’ions et donc I'analyse de chaque transition, avec une
séguence répétée toutes les x ms par exemple. Le mode MRM permet ainsi I'analyse
simultanée de plusieurs composés au sein d’un unique passage d’échantillon, avec des
chromatogrammes comprenant un nombre satisfaisant de données pour chaque composé, et
une spécificité correcte.

Il est a noter que certains appareils comportent un systéme de trappe d’ions

. . e . A . n
quadripolaire. Il s’agit d’'un analyseur de masse en triple quadripéle fonctionnant de la méme
maniére que précédemment décrit. La différence est que le 32™¢ quadripdle, le filtre de masse
des ions fils, fonctionne comme une trappe d’ions. Il agit par fermeture de son entrée et de sa
sortie par des barrieres magnétiques afin de confiner les ions sélectionnés au centre du

quadripdle. Il s’ensuit donc une accumulation d’ions fils avec éjection séquentielle vers le

détecteur, résultant en une augmentation du signal et donc de la sensibilité *.

2-d) Détection

La derniere étape analytique comporte la détection des ions sélectionnés (cf. figure
14). Elle consiste en la conversion du courant ionique arrivant au détecteur a chaque temps t

en courant électrique, afin de mesurer une intensité en coups/minute.
In fine, 'HPLC-MS/MS permet d’obtenir une grande spécificité pour les analytes, basée

d’une part sur la séparation des interférences par HPLC et d’autre part sur les transitions

optimisées en MS/MS.
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OBIJECTIFS DE CE TRAVAIL

Ce travail a consisté en la mise au point d’'une méthode de dosage simultané de deux
métabolites hydroxylés de la vitamine D, la 25(0OH)-Ds et la 24,25(0OH),-Ds. Le rationnel de
cette mise en place est I'intérét grandissant du rapport VHR dans |’exploration d’anomalies du
métabolisme de la vitamine D, alors méme que le dosage de la 24,25(0H),-Ds est peu effectué
en pratique courante. La méthode mise au point est basée sur une technique d’HPLC-MS/MS,
pour les raisons évoquées précédemment, et adaptée des données de Ila
|ittérature6'8'10'41'42'59'61'66‘69.

Les performances de la méthode de dosage développée seront validées selon les régles
définies dans la norme ISO 15189.

Pour les trois parameétres déterminés que sont les concentrations en 25(0OH)-Ds et en
24,25(0OH),-Ds et le VHR, nous avons établi des valeurs de référence propres a notre
technique, parmi une cohorte de sujets sains et une cohorte de sujets avec mutations

bialléliques du geéne CYP24A1.
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MATERIEL ET METHODES

I. Mise au point de la méthode de dosage

Sauf mention contraire, tous les réactifs utilisés proviennent de Sigma Aldrich.
1- Traitement pré-analytique

Apreés analyse des données de la littérature, nous avons mis au point un processus pré-
analytique et analytique des échantillons sériques pour le dosage des métabolites de la
vitamine D par HPLC-MS/MS. Celui-ci est succinctement décrit dans la figure 18. Le détail et

I'optimisation de chacune de ces étapes seront présentés ultérieurement dans ce document.

Précipitation Extraction des Dérivation Séparation Analyse
- A L
des 'pr.otelnes analytes d’intérét chimique des ¢ par HPLC - MS/MS

Figure 18 : Processus pré-analytique et analytique

Les étapes pré-analytiques sont encadrées en gris clair tandis que les étapes analytiques sont représentées en
gris foncé.

SLE : Solid phase-supported Liquid Extraction

L'isopropanol, le n-hexane, I'éthanol et I'heptane servant aux trois premiéres étapes
de traitement de I’échantillon (cf. figure 18) sont fournis par VWR International SAS. Les
solvants utilisés pour le traitement pré-analytique des échantillons ne sont pas
nécessairement de grade HPLC.

L'extraction des analytes d’intérét est faite au moyen de colonnes Isolute SLE®
(Biotage®).

La dérivation chimique des analytes a doser fait intervenir une solution de PTAD (4-
Phenyl-1,2,4-triazoline-dione) préparée extemporanément dans un mélange acétate
d’éthyle/heptane en proportion 8/92 v:v (volume : volume).

Avant injection en HPLC, les extraits dérivés évaporés (a chaud sous courant d’azote)
sont repris dans une solution de méthanol/eau 70/30 v:v, solvants de grade HPLC (Biosolve®).

Une solution de méthylamine 40% est ajoutée a cette solution a une concentration de 50uL/L.
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2- HPLC et Spectromeétre de masse

Les phases mobiles employées pour I'étape de RP-HPLC sont également de grade HPLC
(Biosolve®). La phase aqueuse A est composée exclusivement d’eau. La phase organique B est
composée d’acétonitrile et de méthylamine 40% a une concentration de 120uL/L.

La chaine HPLC employée est une chaine Shimadzu® HPLC Prominence LC-20A,
associée a un spectrométre de masse triple quadripdle Sciex® QTRAP 5500. La chaine HPLC
est pilotée par un logiciel embarqué LC Shimadzu® et I'ensemble peut également étre géré
par le logiciel Analyst® 1.6.2 (Sciex).

Les données brutes ont d’abord été analysées par le logiciel Analyst® 1.6.2 (Sciex) puis

la quantification a été établie par le biais du logiciel MultiQuant® 3.0.2 (Sciex).

3- Calibrants

Les calibrants employés pour cette méthode sont préparés a partir de solutions pures
éthanoliques de concentrations connues en 25(0H)-Ds et 24,25(0H),-Ds, et conservés a -80°C.
lls sont obtenus par dilutions en cascade, d’abord dans I’éthanol absolu puis dans une matrice
artificielle. Cette derniére est composée d’un mélange de 20% de sérum destéroidé
(Chromsystems®) et de 80% de tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) contenant 0,1% de
BSA (Bovine Serum Albumin, PAA Laboratories). La composition de la gamme de calibration et
indiquée ultérieurement dans le paragraphe « RESULTATS |.7-Optimisation de la gamme

d’étalonnage » page 69.

4- Etalons internes

Les étalons internes deutérés ont été synthétisés par le Dr Mourinho de I’'Université de
Saint Jacques de Compostelle (Espagne). lls ne different des analytes a doser que par la
présence de six deutériums sur les carbones 26 et 27 de leurs chaines latérales, augmentant
ainsi leurs masses molaires de 6 g/mol (cf. figure 19). Ils vont donc pouvoir étre analysés en
spectrométrie de masse, aprés les mémes étapes de traitement pré-analytique et de
séparation chromatographique que les composés non deutérés, de par des propriétés

physico-chimiques trés proches 7°. Nous les appellerons ici de-25(0OH)-Ds3 et dg-24,25(0H)>-Ds.
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Figure 19 : Structures chimiques des étalons internes utilisés

a) de-25(0OH)-Ds b) ds-24,25(0OH)2-Ds.

Les points rouges représentent chacun un carbone lié a 3 deutériums :H, remplacant 3 hydrogénes 1H.
D’aprés “*,

5- Controles internes de Qualité (CIQ)

Plusieurs Controles Internes de Qualité (CIQ) ont été utilisés afin de garantir la bonne
réalisation de chaque série d’analyses et de valider la méthode mise au point.

Pour la validation de la méthode, des ClIQ « maison », préparés a partir des solutions
meéres de composés purs de concentrations connues, ont été employés. Trois niveaux (niveau
1 = bas, 2 = moyen, 3 = haut) ont ainsi été inclus et analysés au début et en fin de chaque série
d’analyses. Leurs concentrations, en nmol/L, sont respectivement de 5, 50 et 200 pour la
250H-D3 et de 0.5, 5 et 15 pour la 24,25(0H);-Ds. Les valeurs obtenues nous permettent
d’accepter ou de rejeter I'ensemble de la série, nos criteres d’acceptation nécessitant des
valeurs de CIQ comprises dans un intervalle de 15% autour de leurs valeurs cibles (20% pour
le CIQ niveau 1) (selon les criteres de 2018 de la Food and Drug Administration FDA).

Des CIQ commerciaux, les 3 niveaux des Liquicheck TM Specialty Immunoassay
control (BioRad®) sont utilisés pour la validation en routine des analyses. Les valeurs cibles et
les limites acceptables pour la 25(0OH)-Ds ont été renseignées par le fournisseur sur la base de

dosages effectués par technique d’HPLC-MS/MS.
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Il. Validation de la méthode analytique selon la norme ISO 15189

Les parameétres de la validation de méthode sont ceux décrit dans le référentiel SH-
GTA 04 francais (Santé Humaine — « Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée
A) / validation (portée B) des méthodes en Biologie Médicale »), se basant sur les
spécifications de la norme internationale I1ISO 15189 : 2012. Les critéres de conformité sont

ceux de 2018 de la FDA.

1- Spécificité analytique

La spécificité analytique a été évaluée par la variabilité des temps de rétention (Tr) des
analytes comparativement a leurs étalons internes deutérés correspondants. Elle a été

Tr Etalon interne

calculée selon la formule Spécificité = Tr analyte -
Tr analyte

2- Etendue de mesure et linéarité

La limite de détection (Limit of Detection LOD) et la limite de quantification (Lower

Signal de I'analyte

Limit of Quantification LLOQ) ont été définies par un rapport - (S/N) supérieur
Bruit de fond

a3 etal0, respectivement. La limite de détection représente la plus faible concentration pour
laguelle I'analyte est détecté dans I’échantillon. Par analogie, la limite de quantification
correspond a la plus faible concentration pour laquelle une valeur quantitative peut étre
fournie. Nous avons ainsi dosé la 25(0OH)-Ds et la 24,25(0H),-Ds au sein de six échantillons
dits « blancs ». Ces derniers sont constitués de sérum déstéroidé (dépourvu de métabolite de
la vitamine D) auxquels on ajoute les étalons internes dans un but de quantification. Nous
avons calculé I'écart-type de ces 6 mesures, désigné par « sg », et calculé les limites de
détection et de quantification selon les formules suivantes : LLOQ = 10 x sg et LOD = 3 x sg
(source : SH-GTA 04).

La linéarité a été vérifiée en utilisant notre courbe de calibration en 4 points. Elle était

jugée acceptable lorsque le coefficient de corrélation (r) calculé selon la méthode des

Aire du pic de I'analyte

moindres carrés basé sur les ratios était supérieur a 0,99.

Aire du pic de | étalon interne
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La limite supérieure de linéarité a été déterminée en comparant les résultats obtenus
pour des sérums trés concentrés (en nmol/L, 300, 400 et 500 pour la 25(0OH)-Ds et 30, 40 et

50 pour la 24,25(0H),-Ds3) soit purs, soit aprés dilution au demi par du sérum destéroidé.

3- Répétabilité et fidélité intermédiaire

La répétabilité et la fidélité intermédiaire ont été déterminées pour les CIQ « maison »
de niveau bas, moyen et haut dont les concentrations sont renseignées dans le paragraphe «
MATERIEL ET METHODES 1.5-Contréles internes de Qualité (ClQ) » page 42.

Chaque niveau de CIQ a été analysé 10 a 16 fois et le coefficient de variation (CV) a été

. Moyenne ettt "
calculé selon la formule CV (%) = . Pour la répétabilité, les ClQ ont été
Ecart-type standard

analysés le méme jour et durant la méme série, tandis que pour la fidélité intermédiaire,
chaque niveau de CIQ a été analysé par différents opérateurs dans des séries différentes sur

une période de deux mois.

4- Contamination inter-échantillon

La contamination inter-échantillon a été évaluée au moyen des CIQ de niveau haut et
bas. Les deux métabolites de la vitamine D ont été dosés en triplicat pour le CIQ de niveau
haut (valeurs H1, H2 et H3, de moyenne mH), puis en triplicat pour le CIQ de niveau bas
(valeurs B1, B2 et B3), cette séquence analytique ayant été répétée 4 fois au total. La
contamination a été évaluée selon la formule suivante :

(Moyenne des 4 valeurs B1)-(Moyenne des 4 valeurs B3)

Contamination (%) = 100 x
(moyenne des 4 moyennes mH)-(Moyenne des 4 valeurs B3)
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5- Rendement pré-analytique et effet de matrice

Nous avons estimé le rendement d’extraction, le rendement de dérivation et I'effet de
matrice en comparant des dosages dans 4 conditions distinctes (cf. figure 20). Pour chaque
condition, nous avons opté pour deux concentrations différentes pour chacun des deux
analytes, 'une proche de la LLOQ (5 et 0,5 nmol/L respectivement pour la 250H-D3 et
24,25(0H);,-D3) et la seconde proche de la limite supérieure de linéarité (400 et 40 nmol/L
respectivement pour la 250H-Ds et 24,25(0OH);-D3).

e Condition A : « Solvant de Reprise Surchargé en analytes » (SRS, cf. figure 20 partie A)
o Evaporation (sous courant d’azote) des analytes purs en solution éthanolique
o Remise en solution dans le « solvant de reprise » (méthanol 70% additionné de
50uL/L de méthylamine 40%)
e Condition B : « Solvant de Reprise Surchargé en analytes dérivés » (SRSD, cf. figure 20
partie B).
o Dérivation puis évaporation (sous courant d’azote) des analytes purs
o Remise en solution dans le « solvant de reprise »
e Condition C: « Matrice Sérique Surchargée en analytes dérivés » (MSS, cf. figure 20

partie C)

o Extraction, dérivation puis évaporation (sous courant d’azote) du sérum
destéroidé (dépourvu d’analyte d’intérét)
o Remise en solution dans le solvant SRSD de la condition B, contenant les
analytes dérivés (cf. figure 20 partie B).
e Condition D : « Sérum Surchargé en analytes + Solvant de Reprise » (SSSR, cf. figure 20
partie D)
o Surcharge de sérum déstéroidé par des solutions d’analytes purs
o Extraction, dérivation puis évaporation (sous courant d’azote) du sérum
destéroidé surchargé en analytes d’intérét

o Remise en solution dans le « solvant de reprise »
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A
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Figure 20 : Préparation des solutions pour la détermination de I'effet de matrice et du rendement d’extraction

® Analytes dérivés

Les solutions SRS et SRSD des conditions A et B de la figure 20 ne se distinguant que
par la présence d’analytes dérivés ou non, le rendement de dérivation peut étre estimé selon

la formule suivante :

Concentration SRSD

Rendement de dérivation = 100 x -
Concentration SRS

Les solutions SRSD et MSS des conditions B et C ne variant que par la nature de leur
matrice (éthanolique ou sérique), nous avons pu estimer |'effet de matrice par la formule
suivante :

Concentration SRSD-Concentration MSS

Concentration SRSD

Effet matrice = 100 x

Les solutions SSSR et MSS des conditions C et D ne variant que par le passage ou non
des analytes par I'étape d’extraction, nous avons pu calculer le rendement d’extraction selon

la formule suivante :

Concentration SSSR

Rendement d’extraction = 100 x -
Concentration MSS
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6- Exactitude

L'exactitude représente |'étroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et une valeur
vraie d'un mesurande (cf. SH-GTA 06 « Contrdle de qualité en Biologie médicale »). Elle a été
évaluée a partir de janvier 2017 par l'analyse d’échantillons sériques provenant du
programme d’EEQ DEQAS (4 séries de 5 échantillons sériques humains par an).

Créé en 1989, ce programme regroupe un grand nombre de laboratoires participants
de par le monde, avec une moyenne de 797 participants entre avril 2017 et avril 2019. |l
permet d’estimer I'exactitude des dosages de 25(0OH)-D et de 1,25(0OH),-D (totales, D; et D3),
puis, au fur et a mesure de I'évolution du programme, des dosages de la 3-épi-25(0OH)-Ds et
de la 24,25(0H),-Ds. Dans ce but, des valeurs dites « cibles » sont établies par des centres de
référence au moyen de méthodes de référence (HPLC-MS/MS dans le cadre des métabolites
de la vitamine D). Des comparaisons entre laboratoires employant les mémes techniques,
constituant ce qu’on appelle des « groupes de pairs », sont également effectuées.

Le 5°™e échantillon de chaque session étant réservé a des fins de recherche, il est
parfois surchargé en un ou plusieurs métabolites de la vitamine D ou dilué au moyen de
sérums animaux ’. Ainsi, nous ne présenterons dans ce travail que les résultats des 4 premiers

échantillons de chaque session, permettant d’estimer I'exactitude de notre méthode.

7- Criteres de validation de la méthode

Pour valider I'acceptabilité des performances de la méthode, le CV des différents
paramétres de validation de méthode devaient étre inférieurs a 15%, sauf pour les valeurs

proches de la LLOQ pour laquelle le CV ne devait pas excéder 20% (critéres de 2018 de la FDA).

8- Robustesse de la méthode

Nous avons exploré la robustesse de notre méthode, c’est-a-dire sa capacité a ne pas
étre affectée par des variations faibles, mais délibérées, des parametres de la méthode. La
robustesse permet de s’assurer de la fiabilité de la méthode dans les conditions normales

d'utilisation (source : SH-GTA 04).
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Nous avons ainsi déterminé I'influence de diverses matrices en comparant les résultats
obtenus sur 6 échantillons sanguins recueillis sur trois types de tubes différents, et ce au cours
de la méme ponction. Nous avons employé des tubes secs avec ou sans gel séparateur afin
d’obtenir des échantillons en matrices sériques et des tubes héparinés afin de recueillir des
échantillons plasmatiques.

Nous avons également estimé l'influence de variations du pH de la phase mobile
utilisée et déterminé la robustesse de notre méthode vis-a-vis de cycles répétés de
congélation-décongélation des échantillons. Enfin, nous avons évalué la nécessité de protéger
de la lumiere les analytes photosensibles tout au long des étapes pré-analytiques et

analytiques.

I1l. Détermination des valeurs de référence : cohorte de patients

Nous avons inclus dans cette étude 123 patients présentant une hypercalcémie
chronique (> 2,60 mmol/L) associée a un taux de PTH effondré (< 2,5 mmol/L). Pour chacun
d’eux, un consentement écrit signé par le patient et/ou ses parents autorisant la collecte de
données clinico-biologiques et la conservation d’ADN dans un but de recherche et d’analyses
génétiques a été obtenu (n° du Comité de Protection des Personnes CPP DC20162692).

Pour la détermination des concentrations en 250H-Ds et en 24,25(0H),-Ds et du ratio
VHR, les échantillons sanguins ont été recueillis sur tubes secs sans gel séparateur (BD
Vacutainer® CAT) et centrifugés a 1900g pendant 11 minutes a température ambiante selon
les procédures pré-analytiques en vigueur au laboratoire. Les sérums ont ensuite été aliquotés

et conservés a -20°C avant analyse.
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IV. Analyses moléculaires

L’ADN génomique des patients inclus a été extrait des leucocytes sanguins circulants
par des techniques standardisées. Plusieurs couples d’amorces ont été concus en vue de
I’'amplification des exons 1-11 du gene CYP24A1, ainsi que des jonctions intron/exon, comme
précédemment décrit 3. Les produits de PCR ont été purifiés et séquencés par le CEQTMDTCS
Quick Start Kit (Beckman Coulter) sur un automate Beckman CoulterDNASequencer. Les
nouvelles variations de séquence ont été recherchées sur la base de données dbSNP, et
interprétées selon plusieurs programmes de prédiction de pathogénicité (PolyPhen-2, Align-
GVGD, MutationTaster, SIFT) afin d’estimer I'impact délétére ou non de chaque variant. Les
fréquences alléliques ont été évaluées par I'étude de la base de données Exome Variant Server

établie chez des populations européennes, américaines et afro-américaines.

V. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad® 7. Les
parametres de la validation de méthode ont été évalués par le logiciel Plever® (Viskali ACC).
Les différences ont été jugées statistiquement significatives lorsque p-value < 0,05.

Les valeurs de référence pour les trois parametres déterminés (250H-Ds, 24,25(0H),-
Ds et VHR) ont été établies en déterminant par une analyse non paramétrique les 2,5 et
97,5%™e percentiles de chacune des deux cohortes suivantes :

e Cohorte « llH », constituée de patients présentant des mutations perte de fonction
bialléliqgues du CYP24A1 (homozygotes ou hétérozygotes composites)
e Cohorte « non IIH », constituée de patients présentant un génotype sauvage ou

hétérozygote pour le CYP24A1
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|. Etapes de la mise au point de la méthode analytique

Il existe plusieurs freins au développement de techniques de dosage par HPLC-MS/MS
des métabolites de la vitamine D, inhérents aux propriétés des analytes a doser. Nous
présenterons ici les principales difficultés rencontrées et les solutions apportées étape par
étape, inspirées des données de la littérature et des essais conduits au laboratoire.

Pour des raisons de lisibilité et de compréhension, les étapes de mise au point de la
méthode seront exposées selon un ordre chronologique et non selon I'ordre du processus

analytique.

1- Optimisation de l'ionisation dans la source

Le développement de méthodes d’HPLC-MS/MS pour le dosage des métabolites de la
vitamine D est compliqué par une faible capacité d’ionisation des composés, que ce soit par
des sources ESI ou APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) °. Certaines équipes sont
cependant parvenues a mettre au point des méthodes offrant une ionisation directe
satisfaisante de ces métabolites 672,

Nous avons commencé par évaluer si nos équipements permettaient d’obtenir une
sensibilité suffisante pour la détection des métabolites de la vitamine D choisis, en injectant
dans le spectrométre de masse, sans séparation chromatographique préalable, les solutions
pures éthanoliques de 25(0H)-Ds et 24,25(0OH)-Ds. Le mode d’ionisation choisi est I'ESI au vu
des données de la littérature ®81041,42596167.6973 Connaissant les masses molaires de ces
analytes, nous avons paramétré la sélection des ions parents dans le 1¢" quadrip6le et avons
observé par balayage des ions fragments (mode Product lon Scan) I'ensemble des ions
parvenant au 3™ quadripéle Q3. Les ions fragments repérés en Q3 présentaient des rapports

m/z rapportés dans la littérature ®©72, confirmant la détection de nos composés.
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Néanmoins, les solutions infusées étaient de concentrations bien supérieures aux
concentrations sériques humaines habituelles et se trouvaient au sein d’une matrice
éthanolique réduisant fortement le bruit de fond. La faible intensité du signal observée malgré
ces conditions favorables confirme un défaut d’ionisation dans notre source, d’autant que
nous avons pour objectif de mettre en évidence de tres faibles concentrations en 24,25(0OH)-
D3 chez des patients déficients en CYP24A1.

La faible ionisation des métabolites de la vitamine D est liée a leur structure chimique,
et notamment a la labilité de la structure triene conjuguée ainsi qu’a I'absence de groupement
chimique polaire aisément ionisable © (cf. figure 1). L’ajout de tels groupements par réaction
chimique apparait alors comme une solution envisageable. Ce procédé, appelé « dérivation
chimique », est permis par I'existence de la structure triene conjuguée tres réactive au sein de
nos analytes. Elle constitue en effet une cible spécifique des réactions de Diels-Alder, qui
consistent en une addition d’un diénophile sur un systéme diéne conjugué et aboutissent a la

formation de systémes cycliques a une double liaison (figure 21).
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Figure 21 : Principe général de la réaction de Diels-Alder
Issu de 74,

Dans la littérature, la dérivation des métabolites de la vitamine D est classiqguement
opérée par des réactifs de type 1,2,4-triazoline-3,5-dione substitués en position 4 (TADs ou
réactifs de type Cookson) &810414259 (cf figure 22).
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Figure 22 : Structures chimiques de trois réactifs de dérivation de type TADs disponibles sur le marché

a) 4-Phényl-1,2,4-triazoline-3,5-dione ou PTAD

b) 4-[2-(3,4-Dihydro-6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo-2-quinoxalinyl)ethyl]-1,2,4-triazoline-3,5-dione ou DMEQ-
TAD

c) 4-(4-[6-Methoxy-2-benzoxazolyl]phényl-1,2,4-triazoline-3,5-dione ou MBO-TAD

La structure en rouge est la 1,2,4-triazoline-3,5-dione substituée en position 4.

Issu de 7.
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La réaction de dérivation par des réactifs de type TADs permet d’ajouter d’'une part un
groupement polaire aisément ionisable aux analytes, tout en stabilisant la molécule par

modification du systéme triene (cf. figure 23)

OH

HO"3

Figure 23 : Réaction de Diels-Alder entre la 25(0OH)-Ds et un réactif TAD
Réaction de dérivation par un TAD substitué en 4 par un groupement R, aboutissant a un composé dit
« dérivé ». D’aprés 7>,

En comparaison avec les analytes non dérivés, la dérivation permet d’augmenter de 2
a 3 logs la sensibilité en détection par spectrométrie de masse. En outre, la structure
moléculaire étant plus stable, le profil de fragmentation des ions parents en Q2 est plus

constant (cf. figure 24), permettant de diminuer les interférences avec d’autres métabolites

de la vitamine D ®.
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Figure 24 : Amélioration du profil de fragmentation grédce a la dérivation par un TAD
Profil de fragmentation de la 10,25(0H)2-Ds observé dans le 3™ quadripéle, selon que l'ion parent sélectionné
par le 1°" quadripéle soit dérivé ou non par le PTAD (mode Product lon Scan). Issu de °.
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Dans ce travail, nous avons testé deux procédés de dérivation, I'un par le PTAD et
I"autre par le DMEQ-TAD (cf. figure 22). Aprés infusion directe dans le spectrométre de masse,
nous n’avons pas mis en évidence de différence significative d’intensité du signal. Nous avons
alors choisi de dériver nos analytes par le PTAD, comme beaucoup d’autres
équipes®81042,5961,67,7677 dans |a mesure ou les traitements pré-analytiques que nous avons
expérimentés sont adaptés de ces travaux. En effet, I’équipe utilisant le DMEQ-TAD comme
agent de dérivation #* applique un protocole pré-analytique employant du sulfate de zinc, qui
peut potentiellement souiller la source du spectromeétre de masse et donc nécessiter d’utiliser
un spectrometre de masse dédié, ou d’ajouter d’autres solvants pour en diminuer la
contamination 6,

Par ailleurs, I'efficacité de la source d’ionisation peut également étre améliorée par
I'ajout d’autres composés dans les solvants de I’"HPLC. Certaines molécules telles que I’éthion,
le malathion, le metalaxyl, le fenamifos, la méthylamine, la triéthylamine, la tributhylamine,
la codéine ou la morphine ont montré une capacité a améliorer I'ionisation des analytes a
doser dans la source 8. L'emploi de méthylamine en particulier a été testé pour I'ionisation
par ESI de diverses molécules 7>, C’est un composé hydrophobe qui forme des adduits avec
les ions en solution, diminuant alors leur énergie de solvatation. Ceci facilite leur évaporation
du solvant avant leur désorption vers I’analyseur de masse 7>, Plusieurs méthodes de dosage
de métabolites de la vitamine D utilisant ce procédé ont ainsi été mises au point 19°°7377.81,
L'étude de Ding et al. a en outre mis en évidence I'augmentation de la sensibilité de la
détection des métabolites de la vitamine D lorsqu’on ajoute de la méthylamine dans les

phases mobiles > (cf. figure 25).
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Figure 25 : Amélioration du signal par ajout de méthylamine dans les phases mobiles

Intensité du signal MRM (en coups cps) en fonction des phases mobiles aqueuses A utilisées. Toutes les phases
mobiles organiques B testées ici sont constituées de méthanol + 0.1% acide formique. Les phases A sont les
suivantes :

Solvant 1 : eau + 0.1% acide formique ; Solvant 2 : Idem solvant 1 + 5 mmol/L méthylamine.

Solvant 3 : eau + 10 mmol/L de formiate d’ammonium ; Solvant 4 : idem solvant 3 + 5 mmol/L méthylamine.
24,25(0H)z-Ds : histogrammes bleus/ 25(0H)-Ds : histogrammes orange

Issu de *°.
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2- Transitions suivies et optimisation de leur signal

Une fois ces choix effectués, la 1™ étape a consisté a déterminer les transitions a suivre
pour détecter spécifiquement nos deux analytes (25(OH)-Ds et 24,25(0H).-D3) ainsi que leurs
étalons internes respectifs (ds-25(OH)-Ds et de-24,25(0OH),-D3). Pour ce faire, nous avons
injecté dans le spectrometre de masse des solutions pures de ces composés dérivés par le
PTAD et contenant de la méthylamine CH3-NH3" a une concentration de 50uL/L. Nous avons
procédé pour chacune des quatre solutions en trois étapes :

1. Sélection des ions parents dans le 1¢" quadripéle (Q1) : Un balayage des ions produits
par la source et arrivant en Q1 a permis de choisir les ions majoritairement produits.
Comme attendu dans une source d’ionisation dite « douce », les ions principaux sont
peu fragmentés. Il s’agit des ions [Molécule dérivée - H,0] ou [Molécule dérivée + H*
+ CH3-NHs3"].

2. Sélection des ions fils dans le 3¥™¢ quadripéle (Q3) : Le mode Product lon Scan a été
employé ici. En paramétrant le 1°" quadripble pour la sélection des ions parents
majoritaires, un balayage des ions fils a permis de repérer ceux produisant un signal
suffisant. Nous avons a ce stade déterminé les transitions a suivre (cf. tableau 5). Pour
les analytes 25(OH)-Ds et 24,25(0H);-Ds, deux transitions ont été choisies, I'une dans
un but de quantification et I'autre dans un but de qualification (vérification de
I'identification du signal). Pour chaque étalon interne, une seule transition a été

sélectionnée.

25(0OH)-Ds 24,25(0H)2-Ds | de-25(0H)-Ds | dg-24,25(0H),-Ds

Transition 1 :
607.1 = 298.1 623.0 > 298.2 613.0 > 298.1 629.2 - 298.1
Quantification

Transition 2 :
558.3 = 298.1 574.2 - 298.1
Qualification

Tableau 5 : Liste des transitions suivies et optimisées pour chaque composé
La 1% valeur représente le rapport m/z de I'ion parent sélectionné en Q1, et la 2" valeur le rapport m/z de
l'ion fils sélectionné en Q3.
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3. Afin de garantir une bonne sensibilité dans la détection de nos composés sans pour
autant saturer le détecteur, les solutions pures ont a nouveau été infusées. Les
parametres de la source et de I'analyseur de masse ont été optimisés par le logiciel

Analyst® pour chacune des 6 transitions choisies (cf. tableau 6).

Composé 25(0H)-Ds | 24,25(0H),-Ds d“'zggOH)' d6'24%53(0"')2’
607.1 | 558.3 | 623.0 | 574.2 613.0 629.2
Transition J J J J J J
298.1 | 298.1 | 298.2 | 298.1 298.1 298.1
Source Electrospray lonization mode positif (ESI+)
Température de la
IOsource >50°C
Voltage de la source 5500V
Gaz rideau 25 psi=1,72 bars
Gaz de collision 8 psi = 0,55 bars
Fréguence de I'arfa.lyse 150 ms
de chaque transition
DP 256V | 81v |131v | 86v | 146V 191V
Potentiel d’entrée 0V
Collision energy 29eV | 23eV | 25eV | 25eV 27 eV 31eV
Cell exit potential 38V 6V 14V 12V 10V 12V

Tableau 6 : Paramétres optimisés pour I'analyse en MS/MS de chaque composé
ms = millisecondes ; V = Volts ; eV = électronvolts

Les transitions choisies sont les mémes que celles sélectionnées par d’autres
équipes®°26167.7381 ot g’expliquent par les structures et réactions chimiques ayant lieu dans la
source et dans I'analyseur de masse (cf. figures 26 et 27). Il est admis que les structures
hydroxylées sur le carbone 25 subissent aisément dans la source une déshydratation de par la
formation d’un carbocation tertiaire stable en 25 ©. Cette déshydratation étant moins
favorable lorsque des adduits avec la méthylamine sont formés, les ions parents dans le 1¢
quadripble sont les ions moléculaires. Par ailleurs, I'ion fils donnant le signal le plus important
dans le 3°™¢ quadripéle pour nos deux analytes et leurs étalons internes est celui constitué du
cycle A de la vitamine D (cf. Figure 1 page 7) auquel s’est ajouté le PTAD, de rapport m/z 298
(cf. figures 26 et 27).
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Pré-analytique : Dérivation
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CHy-NH,*
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Figure 26 : Evolution des poids moléculaires des dérivés de la 25(0H)-Ds au fur et G mesure des étapes pré-
analytiques et analytiques

Les masses moléculaires (MM) subissent des variations au cours des étapes de dérivation par le PTAD,
d’ionisation dans la source (vers le 1°" quadripéle Q1) puis de fragmentation dans le 2" quadripéle Q2.

En gras souligné, les poids moléculaires utilisés pour les transitions.

7
@ = 1 carbone liant 3 deutériums. /= site de fragmentation principal.
D’apreés *°.
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Pré-analytique : Dérivation
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Figure 27 : Evolution des poids moléculaires des dérivés de la 24,25(0H)2-Ds au fur et a mesure des étapes pré-
analytiques et analytiques.

Les masses moléculaires (MM) subissent des variations au cours des étapes de dérivation par le PTAD,
d’ionisation dans la source (vers le 1°" quadripéle Q1) puis de fragmentation dans le 2" quadripéle Q2.

En gras souligné, les poids moléculaires utilisés pour les transitions.
."7
@ = 1 carbone liant 3 deutériums. = site de fragmentation principal.

D’apreés *°.
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Les abondances relatives des différents ions en Q1 et en Q3 pour le métabolite 25(0H)-
Ds dérivé par le PTAD et en solution avec de la méthylamine sont renseignées sur la figure 28.
On peut voir que dans le 1°" quadrip6le, I'ion majoritaire est I'ion de m/z 607, composé dérivé
avec adduit CH3-NHs* (méthylamine). On peut en outre observer que I'ion de m/z 558, dérivé
sans adduit, est également présent en plus faible quantité. L'ion fragmenté 298 est également
déja présent en faible quantité. Ceci explique donc que I’on va pouvoir obtenir un signal pour
les transitions dont I'ion parent est 607 mais aussi dont I'ion parent est 558, avec une plus
faible intensité. Il est alors possible de choisir la transition avec adduits, la plus intense, pour
quantifier les analytes, tandis que la transition sans adduits servira a confirmer l'identité de
I’analyte (qualification) &2,
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Figure 28 : Exemples de profils des ions retrouvés en Q1 et Q3 apreés dérivation et ajout de méthylamine
Abondance relative (en %) des ions produits pour le métabolite 25(0OH)-Ds dérivé par le PTAD, en solution
contenant de la méthylamine 5mM a) Dans le 1°" quadripéle Q1 b) Dans le 3¢™ quadripéle Q3.

Issu de &,

3- Optimisation de I’extraction des analytes

Nous avons vu que les métabolites de la vitamine D sont de par leurs structures
chimiques trés lipophiles et doivent étre transportées dans le compartiment sanguin par des
protéines de liaison telles que la DBP. Il est donc nécessaire d’appliquer aux échantillons a
doser un traitement pré-analytique consistant en une précipitation des protéines suivie d’'une
extraction des analytes d’intérét (cf. Figure 18 page 40). Plusieurs solvants de précipitation
des protéines ont été expérimentés par d’autres équipes au cours de leur mise au point de
méthode : 'acétonitrile 10>, |a soude 8, I'acide chlorhydrique %%, le sulfate de zinc *%% ou

encore l'isopropanol/eau 50:50 v:v 0,
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Nous avons tout d’abord opté pour une précipitation des protéines par |'acétonitrile
suivie d’une extraction de type liquide-liquide (LLE) des analytes, adaptée de la méthode de
Wang et al. ®1. Deux mL d’acétonitrile sont ajoutés a une prise d’essai de 1mL de sérum, puis
I'ensemble est centrifugé aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante avant
récupération de la phase organique supérieure. Cette méthode permet d’obtenir un culot
assez stable de protéines, facilitant la récupération totale de la phase supérieure contenant
les analytes libres.

Une Extraction Liquide-Liquide (LLE) est ensuite pratiquée par deux fois 1,5mL
d’acétate d’éthyle, avec récupération de la phase organique supérieure. Cette technique est
inspirée de méthodes précédemment décrites >0 et évite I'utilisation de méthyl tert-butyl
éther MTBE cancérogéne utilisé par d’autres équipes 84172, La prise d’essai de 1mL de sérum
paraissant déraisonnable en application clinique, notamment pour des nouveau-nés, nous
sommes parvenus a la ramener a 250ulL en conservant un signal en spectrométrie de masse
satisfaisant. Néanmoins, cette méthode présente une lourdeur technique avec multiplication
d’étapes non automatisables et opérateur-dépendantes, telles que la séparation des phases
supérieures et inférieures.

D’autres alternatives peuvent alors étre envisagées. Ding et al. ont comparé les
rendements d’extraction de métabolites de la vitamine D, selon que I'extraction soit de type
liquide-liquide (LLE) ou solide-liquide (Solid-Phase Extraction SPE). Globalement, les taux
d’extractions sont semblables quelle que soit la technique d’extraction *° (cf. figure 29), ce qui

nous permet de choisir la technique la plus simple a mettre en ceuvre au laboratoire.
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Figure 29 : Rendement d’extraction selon la technique employée.

Rendement d’extraction en % selon que I'extraction soit de type LLE ou SPE.

LLE : deux extractions successives par acétate d’éthyle

SPE : extraction pratiquée sur colonne Oasis HLB® activées, équilibrées, chargées, lavées puis éluées par de
I'acétonitrile.

24,25(0H)2-Ds : histogrammes bleus/ 25(0OH)-Ds : histogrammes orange

Issu de *°.
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Le principe de I'extraction SPE consiste en I'utilisation d’une phase solide choisie pour
ses interactions préférentielles avec les analytes a extraire. De par son fonctionnement, elle
présente tout comme la LLE un nombre d’étapes important (cf. figure 30). La premiere est le
conditionnement de la colonne de phase solide, généralement par ajouts successifs de
plusieurs solvants. Les échantillons sont par la suite chargés sur la colonne, permettant la
liaison des analytes aux résidus de la phase solide. Un lavage est ensuite effectué afin
d’éliminer les impuretés non liées. Enfin, on procéde a I’élution des analytes par un solvant
approprié ayant la capacité de rompre les liaisons analytes-phase solide. Toutes ces étapes
sont néanmoins plus aisément automatisables que celles de la LLE, orientant le choix de

beaucoup d’équipes vers cette technique d’extraction pour les métabolites de la vitamine D

6,42,59,68
Conditionnement Chargement des  Lavage des Elution des
de la colonne echantillons impuretés analytes
| — | — | e— | e— ——
A I3
2 Impuretés
® Analytes
» 1 > »
[
A e s ® Colonne
L L] inactive
n® L]

Colonne
conditionnée

Figure 30 : Principe de fonctionnement d’une extraction Solide-Liquide (SPE)
D’apreés &2,

Cependant, I'emploi de solvants protiques et polaires tels que I'eau et le méthanol
dans les étapes de conditionnement et de lavage des colonnes peut constituer un frein a
I'utilisation des techniques extractives de type SPE. En effet, la 24,25(0H),-D est un métabolite
plus polaire que les autres, et peut selon les colonnes étre éluée lors des étapes de lavage °.
De méme, des résidus de ces solvants protiques peuvent étre retrouvés dans les éluats. Or,
les composés de dérivation de type TADs sont instables en solvant protique et peuvent étre
désactivés, génant alors I'étape de dérivation ultérieure ©. Par ailleurs, en comparant une
extraction LLE a une extraction SPE, I'équipe de Wang et al. a quant a elle mis en évidence de
meilleurs rendements par LLE 8. Enfin, I'élimination de la matrice est meilleure en cas

d’extraction LLE, ce qui peut avoir un impact important en détection par spectrométrie de

masse 3.

60



RESULTATS

Il existe cependant une technique d’extraction constituant un compromis entre les
extractions LLE et SPE : il s’agit de I'Extraction Liquide supportée par une phase Solide (Solid
phase-supported Liquid Extraction SLE). Le principe de cette méthode est basé comme pour
la LLE sur I'extraction d’un échantillon liquide par un solvant non miscible dans lequel les
analytes sont solubles. La différence est qu’en SLE, I’échantillon liquide est adsorbé sur une
phase solide constituée de terres de diatomée. La délicate séparation des solvants liquides de
la LLE est remplacée par une élution, par le solvant d’extraction, des analytes adsorbés sur la
colonne (cf. figure 31). On dispose donc d’'une méthode simple et rapide, cumulant les
avantages pratiques de la SPE et les performances de la LLE, tout en s’affranchissant de leurs
inconvénients %,

Chargement Adsorption

Elution des
des sur phase analytes
échantillons solide ¥
| E— —1 ——1 ———1
N A Impuretés
. |2 _ -
oA ® Analytes
e 1]
1} a
® ol A Colonne de
A® o) A A terres de

. diatomée
Voo Ve

Figure 31 : Principe de fonctionnement d’une extraction SLE
D’apreés %3,

Une méthode de dosage de métabolites de la vitamine D appliquant une extraction
par des colonnes de type Isolute SLE® (Biotage®) a été publiée en 2017 °. Ces colonnes sont
décrites comme capables de retenir les impuretés de types sels, protéines mais aussi
phospholipides. Or, I’élimination des phospholipides présente un intérét essentiel puisqu’ils
sont connus pour présenter un effet suppresseur d’ion dans la source du spectrométre de
masse 73. Lefficacité des colonnes Isolute SLE® s’est avérée excellente puisque le
phospholipide co-éluant avec la 25(0OH)-Ds est totalement éliminé par I’étape d’extraction 1°,

Pour la mise au point de notre technique, et sauf indication contraire, nous nous
sommes appuyés sur la note d’application AN857 de Biotage® décrivant le dosage de la

1,25(0H)2-D3 qui est le métabolite le moins abondant de I'organisme &4,
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Le protocole de précipitation protéique et d’extraction est le suivant (cf. figure 32) :
250uL d’échantillon sont incubés 30 minutes a température ambiante avec les étalons
internes (El), puis les protéines sont précipitées par 250uL d’isopropanol/eau 50:50 v:v
pendant 15 minutes. Par la suite, 300uL de ce mélange sont chargés pendant 5min sur les
colonnes Isolute SLE® puis les analytes sont élués par deux fois 700uL d’hexane, en terminant

par quelques secondes de pression positive afin d’éluer la totalité du solvant.

Dérivation

chimique des ¢

Extraction des
analytes d’intérét

Précipitation

des protéines Séparation

par HPLC

Analyse

MS/MS

iy

1) 250 pL échantillon + EI
30 minutes

2) 250 pL Isopropanol/eau
50:50 viv

1) Chargement 300pL sur
Isolute SLE®
5 minutes

2) Elution 2 x 700pL

S

15 minutes Hexane

3) Pression positive
(quelques secondes)

Figure 32 : Processus pré-analytique et analytique, détails de I'extraction

4- Optimisation de I’étape de dérivation

L’étape pré-analytique suivante est la dérivation chimique des analytes par le PTAD (cf.
Figure 18 page 40). Nous avons testé diverses conditions de dérivation en faisant varier la
température, la durée d’incubation et la concentration en PTAD afin d’optimiser I'’étape en
termes de simplicité, de colt et d’efficacité.

Nos analytes n’étant pas thermosensibles 2

, Nhous avons pu expérimenter trois
températures de dérivation, a savoir la température ambiante, 50°C et 75°C. N’ayant pas
observé de différence d’intensité de signal quelle que soit la condition, nous avons opté pour
une dérivation a température ambiante, plus simple au niveau organisationnel et décrite dans
la majorité des autres méthodes publiées 8810596173,

De la méme maniere, nous avons fait varier les durées de dérivation entre 4 conditions
trouvées dans la littérature : 30 minutes 1°, 60 minutes °>61, 90 minutes *! et une nuit entiére®.

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative d’intensité de signal et avons

opté pour I'option la plus rapide, a savoir 30 minutes.
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Au vu de la divergence des données de la littérature, nous avons optimisé au
laboratoire la concentration en PTAD a employer. Nous avons testé deux concentrations en
PTAD : 0,25 mg/mlL, issue de la note d’application AN857 de Biotage® et 1mg/mL, la plus
élevée employée dans la littérature ®1. Nous n’avons pas observé de différence d’intensité de
signal. En considérant qu’a 0,25 mg/mL, soit 1,43 mmol/L, le PTAD est largement en exceés par
rapport aux analytes a dériver sur toute notre gamme de mesure (de I'ordre de la dizaine de
nmol/L), nous avons sélectionné cette condition, moins consommatrice de réactif et moins
pourvoyeuse d’interférence. Il faut savoir qu’Aronov et al. ont observé dans leurs
expérimentations une diminution du rendement de dérivation a partir d’'une concentration en
PTAD supérieure a 2mg/mL ®.

Nous avons également testé deux types de solvants de reconstitution du PTAD :
I’acétonitrile ©81042396L73 ot yn mélange acétate d’éthyle/heptane 8/92 v:v 4. Nous n’avons
pas mis en évidence d’influence du solvant de reconstitution et avons sélectionné le mélange
acétate d’éthyle/heptane, de par une meilleure solubilité du PTAD.

Enfin, la question de dériver des extraits préalablement séchés 19416173 oy en solution
dans le solvant d’extraction 84 s’est posée. La dérivation des éluats non évaporés est rendue
possible par le fait que I’heptane est un solvant aprotique, sans influence néfaste sur la
structure du PTAD. Nous avons cette fois encore suivi la procédure publiée par Biotage®,
puisque satisfaisante, afin d’optimiser la durée de cette étape.

Pour synthétiser, notre étape de dérivation optimisée consiste a recueillir les éluats de
I’extraction SLE directement dans des tubes contenant 200uL de PTAD a 0,25 mg/mL. Ce
dernier est préparé extemporanément dans un mélange acétate d’éthyle/heptane 8/92 v:v.

L’incubation se fait a température ambiante sous agitation pendant 30 minutes (cf. figure 33).
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Avant l'étape d’injection en HPLC-MS/MS, le procédé d’arrét de la réaction de
dérivation et la nature des solvants injectés doivent étre sélectionnés. Certaines équipes ont
choisi d’arréter la réaction par ajout de solvant protique tel que I'eau 1%%7 et d’injecter ensuite
directement 1°. Néanmoins, ces équipes avaient opté pour une dérivation des extraits secs.
Or, pour des questions pratiques, nous avons choisi de dériver les analytes dans le solvant
d’extraction ; nous avons donc un volume important de solvant et une concentration apparait
nécessaire a ce stade afin de détecter de faibles quantités de métabolites. Nous avons choisi
de sécher les analytes extraits et dérivés a chaud sous un courant d’azote, puis de les remettre
en solution par un solvant de reprise. Dans la littérature, la reprise des extraits secs et dérivés
se fait soit par de I'acétonitrile/eau 40/60 v:v ®%, soit par un mélange méthanol/eau en
proportions variables 44427384 Nous avons expérimenté trois solutions de reprise : méthanol
70%, éthanol 70% et acétonitrile 40%. A noter que selon la note d’application AN857 de
Biotage®, le solvant de reprise lui-méme comprend de la méthylamine a une concentration de
50uL/L 8. Nous avons |a encore suivi la méthode mise au point par Biotage®, avec reprise par
150uL de méthanol/eau 70/30 v:v 8 additionné de méthylamine et injection de 20uL en HPLC-
MS/MS, permettant d’obtenir des pics plus fins et plus intenses, et rendant ainsi la détection

et la quantification plus aisée (cf. figure 33).

Précipitation

Extraction des

Dérivation

.- A e Séparation Analyse
des 'pr_otemes analytes d’intérét chimique des ¢ par HPLC MS/MS
ey iy ity
1) 250 ul échantillon + EI 1) Chargement 300uL sur 1) Recueil des éluats dans
30 minutes Isolute SLE® 200pL de PTAD 0,25mg/L
5 minutes dans acétate

2) 250 ul Isopropanol/eau d’éthyle/heptane 8:92 v:v
50:50 v:v 2) Elution 2 x 700uL 30 minutes
15 minutes Hexane

Figure 33 : Processus pré-analytique et analytique, détails de la dérivation

3) Pression positive
(quelgues secondes)

2) Evaporation des
dérivés a chaud sous
courant d’azote

3) Remise en solution
150puL méthanol/eau
70:30 + méthylamine
50uL/L
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5- Optimisation des paramétres de I’'HPLC

L'étape de séparation chromatographique par HPLC est essentielle : elle permet de
séparer les analytes a doser d’éventuelles interférences avec des composés ayant les mémes
transitions en MS/MS, mais aussi entre eux. |l est donc nécessaire d’en optimiser les
parametres afin de garantir cette séparation tout en obtenant des pics exploitables, avec un
temps d’analyse minimisé et un temps de rétention stable.

Pour ce faire, quatre parametres critiques de I’'HPLC doivent étre maitrisés :

e La nature de la colonne chromatographique, en fonction de I'affinité des analytes a
doser pour les groupements chimiques greffés sur la phase stationnaire.

e Lanature des solvants constituant la phase mobile, composée d’'un mélange entre une
phase aqueuse A et une phase organique B.

e Le mode d’HPLC, soit isocratique, soit gradient: dans le mode isocratique, la
proportion des phases A et B 'une par rapport a 'autre reste constante tout au long
de I'analyse d’un échantillon. Au contraire, le mode gradient consiste a faire varier la
proportion des phases A et B au cours de I'analyse afin de moduler la polarité de la
phase mobile.

e Le débit de phase mobile appliqué, afin d’optimiser le temps d’analyse sans pour
autant soumettre la colonne chromatographique a une pression trop importante qui
diminuerait sa durée d’utilisation.

Ainsi, nous avons commencé par sélectionner les solvants a employer pour la phase
mobile. Dans la littérature, les phases aqueuses (phase A) sont composées
d’eaul0A4142,59,61,6668737781 tandis que les phases organiques (B) sont composées soit
d’acétonitrile 8477, soit de méthanol ©104142,59,6669,7381 Ces phases sont éventuellement
additionnées de tampons formiate d’ammonium 42666881 acétate d’ammonium *! ou acide
formique 0,1% 61041,5961,66,69,73,77 Enfin, certaines équipes ont enrichi de méthylamine leurs
phases aqueuses >° ou organiques 8, voire les deux %7377, Nous avons effectué des tests de
phase mobile sur une colonne C18, c’est-a-dire dont la phase stationnaire est greffée de
groupements alkyles a 18 carbones, comme décrit dans la littérature ©10.59.686973,77.85 Nous
avons testé 5 combinaisons de phases mobiles A et B présentées dans le tableau 7. La 1°™
combinaison est inspirée de la méthode de Wang et al. ¢, avec en plus 'ajout de formiate
d’ammonium dans les deux phases. La 2"% combinaison est celle utilisée par Mena Bravo et

al. %8, Dans les deux cas, nous avons suivi les modes gradients décrits dans les publications
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correspondantes. Aronov et al. ont mis en évidence I'amélioration du signal par l'utilisation
du méthanol, plus volatil ¢. Cependant, le méthanol étant plus visqueux que I'acétonitrile, il
en résulte une pression dans la colonne de séparation plus importante. En I'absence
d’amélioration de la forme ou de l'intensité des pics par le méthanol, nous avons opté pour
une phase organique a base d’acétonitrile. Or, la méthode mise au point par Biotage® 3
emploie une phase organique B composée d’acétonitrile/eau 50:50, et comprenant 5mM de
méthylamine. Nous avons testé cette phase mobile (combinaison n°3 du tableau 7) et comme
attendu, nous avons observé une augmentation du signal pour nos deux analytes grace a la
méthylamine. Nous avons ensuite fait varier la base de la phase organique B (méthanol/eau
70/30 pour la combinaison n°4 et acétonitrile/eau 70/30 pour la combinaison n°5 du tableau
7). Comme précédemment, I'emploi du méthanol augmente la pression exercée sur la
colonne. Par ailleurs, I'augmentation de la proportion d’acétonitrile conduit a une diminution
de la discrimination des pics. Nous avons donc opté pour la combinaison de phase n°3 du

tableau 7, issu de la note d’application AN857 de Biotage® 8.

Combinaison Phase A (aqueuse) Phase B (organique)
Base Additifs Base Additifs
Formiate d’ammonium 2mM Formiate d’ammonium 2mM
n°l Eau Acétonitrile
Acide formique 0,1% Acide formique 0,1%
n°2 Eau Acide formique 0,1% Méthanol Acide formique 0,1%
Acétonitrile
n°3 Eau Méthylamine 5mM Méthylamine 5mM
50%
Méthanol
n°4 Eau Méthylamine 5mM Méthylamine 5mM
70%
Acétonitrile
n°5 Eau Méthylamine 5mM Méthylamine 5mM
70%

Tableau 7 : Nature des solvants de phases mobiles aqueuses et organiques testées

Pour les combinaisons n°3, 4 et 5 du tableau 7, nous avons expérimenté 3 modes
isocratiques (70%, 80% et 100% de phase B) et deux modes gradients (début a 70% ou 80%,
passage a 100% puis retour a 70% ou 80% de phase B). Le mode gradient présente I'avantage
de moduler au fil de I'analyse la rétention des composés sur la colonne, afin d’obtenir une
séparation plus fine de certains analytes ou de réduire la durée d’analyse d’autres. En

revanche, il présente l'inconvénient de devoir réserver un temps de rééquilibration de la
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colonne aux conditions de début d’analyse avant I’échantillon suivant ®. Dans la mesure ou le
mode isocratique a 100% de phase B nous permet d’obtenir un temps d’analyse raisonnable,
sans pour autant rogner sur la qualité de séparation de nos analytes, c’est cette méthode qui
a été sélectionnée. Elle correspond la encore a la méthode mise au point par Biotage® 4.

Nous avons également fait varier la nature des colonnes de séparation
chromatographique. Une colonne de type C8, avec de la silice greffée avec des groupements
alkyles a 8 carbones, et non plus 18, a été testée #>72, Celle-ci n’apporte pas une meilleure
séparation de nos analytes, ni une augmentation de signal. Nous avons également testé une
colonne de type PFP (PentaFluoroPhenyls), avec de la silice greffée de groupements phényles
perfluorés. A noter que pour cette derniére colonne, il est nécessaire d’utiliser des phases
méthanoliques dans la mesure ou la triple liaison de I'acétonitrile entre elle-méme en
interaction avec la phase stationnaire. La pression étant trop forte par rapport au bénéfice de
séparation de nos analytes, nous avons conservé notre choix initial de colonne de type C18.

Enfin, nous avons optimisé le débit de phase mobile appliqué sur la colonne. Nous
avons testé un débit de 0,3 mL/min °°, 0,4 mL/min 8104166 et 0,5 mL/min 7384, Le débit le plus
élevé testé est celui retenu, puisqu’il permet d’obtenir une durée d’analyse totale de 5min,
tout en conservant une pression exercée sur la colonne raisonnable et une séparation
satisfaisante des analytes.

Au final, la méthode chromatographique mise au point par Biotage® 3 est apparue
pour nous comme la plus satisfaisante. Nous utilisons une colonne Kinetex C18 de marque
Phenomenex et de dimensions 50x2,1 mm, avec des particules de 2,6pum et 100 A. La phase
mobile est composée d’acétonitrile/eau 50/50 v:v avec 5mM de méthylamine (soit 60uL/L de
méthylamine 40%). Elle est appliquée a un débit de 0,5mL/min en mode isocratique (cf. figure

34).

Dérivation
chimique des

Extraction des
analytes d’intérét

Précipitation . -
e Séparation
des protéines

par HPLC

Analyse

=>

MS/MS

ey iy ity
1) 250 ul échantillon + EI 1) Chargement 300uL sur 1) Recueil des éluats dans Colonne C18
30 minutes Isolute SLE® 200ul de PTAD 0,25mg/L
5 minutes dans acétate Phase mobile :
2) 250 ul Isopropanol/eau d’éthyle/heptane 8:92 v:v Acétonitrile/eau 50:50 v:v
50:50 v:v 2) Elution 2 x 700uL 30 minutes + méthylamine 60pL/L
15 minutes Hexane

3) Pression positive
(quelgues secondes)

2) Evaporation des dérivés
d chaud sous courant
d'azote

3) Remise en solution
150uL méthanol/eau
70:30 + méthylamine
50uL/L

Mode isocratique

Débit 0,5mL/min

Figure 34 : Processus pré-analytique et analytique, détails des paramétres HPLC
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6- Exemples de chromatogrammes types

En appliquant les étapes pré-analytiques et les parameétres HPLC et MS/MS décrits ci-
avant, nous obtenons des chromatogrammes tels que présentés dans la figure 35. Le tracé
global est présenté en figure 35 a) et on observe que I'analyse compléte d’un échantillon dure
5 minutes, alors que le temps de rétention des composés 25-hydroxylés est d’environ 3,10
minutes. Ceci permet de s’assurer de la sortie de colonne de la totalité de I’échantillon, afin
d’éviter la contamination de I’échantillon suivant par d’éventuels composés accrochés dans la
colonne. A noter que les échantillons ne sont injectés dans la source du spectrometre de
masse gu’entre le temps 0,5 minutes et 4,5 minutes, afin d’éviter la contamination inter-
échantillon dans la source. La figure 35 b) et c) montre les tracés pour les composés 25-
hydroxylés et 24,25-dihydroxylés respectivement, et I'on peut voir que les étalons internes
ont des temps de rétention tres semblables aux composés non deutérés. Ceci confirme la
pertinence du choix des étalons internes qui présentent des propriétés physico-chimiques

semblables a leurs analytes attribués.

25 (OH)-D4
d6-25(0H)-D;4
9,4 x 10° 24,25(0H),-D; |
d6-24,25(0H),-D,
-fé % 0e / -
- ou | 0,99 min \ « 1,13min
- s B C "5 min
9,4 x 10°
soesd v 1607 2298
25(0H)-D; 558 = 298
g o d6-25(0H)-D; - 1613 > 298
a.
8,9 x 104 « 1,13 min
S e S p— 1623 3298
- e f H 24,25(0H),-Dy 1574 - 298
;e |
§ 0,99 min H \\ d6-24,25(0H);-D SS=
A

0.0
00

o8 20 22 24 2e 238 B a2 2 2% 28 <0 P e 28

Figure 35 : Chromatogrammes types obtenus avec les paramétres pré-analytiques et analytiques optimisés
L’axe des abscisses représente le temps d’analyse en minute et I'axe des ordonnées l'intensité de détection des
ions en coups/minute.

a) Tracé global et identification des pics avec leurs temps de rétention

b) Sélection des transitions des composés 25(0H)-Ds et ds-25(0OH)-D3

¢) Sélection des transitions des composés 24,25(0H)-D: et ds-24,25(0OH)2-D3
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Il est intéressant de noter que pour chacun des 4 composés suivis, deux pics distincts
sont présents sur les chromatogrammes (cf. figure 35). Ceci est d{ au fait que la réaction de
dérivation par le PTAD aboutit a la formation de deux épiméres 6S et 6R en proportion

constante 4:1 >°6, La figure 36 présente les structures chimiques de ces deux épiméres 8.

i L

S
Ho" H*
25(0H)D,-PTAD 25(0H)D,-PTAD
(BS-lsomer, major) (6A-Isomer, minor)

Figure 36 : Structures chimiques des isoméres 6S et 6R issus de la dérivation de la 25(OH)-Ds par le PTAD
Issu de &,

Se pose alors la question de I'exploitation des chromatogrammes. Certaines équipes
ont fait le choix de baser leur intégration des données sur l'aire du pic majoritaire
correspondant a l'isomére 6S &4>°, D’autres ont choisi d’exploiter 'aire de I'ensemble des
deux pics afin de minimiser les erreurs de calculs 1. Nous avons expérimenté les deux
méthodes et n’avons pas mis en évidence de différence significative dans les résultats de
quantification. Nous avons choisi de travailler sur 'aire du pic le plus intense, afin d’éviter les
surestimations lorsque le pic minoritaire est confondu avec le bruit de fond dans le cas de

concentrations trées faibles.

7- Optimisation de la gamme d’étalonnage

La question du choix de la matrice dans laquelle constituer notre gamme d’étalonnage
s’est posée. Certaines équipes ont travaillé sur des gammes d’étalonnages en milieu non
sérique tel que I’éthanol ou I'acétonitrile 5°°%. Le principal défaut de ces techniques est la
négligence d’un éventuel effet de matrice au cours du dosage, et notamment dans I'étape
d’HPLC-MS/MS. Pour s’en affranchir, il est donc nécessaire de se rapprocher au maximum
d’une matrice sérique.

Certaines équipes se sont servies de calibrants existants dans le commerce et fabriqué
au sein d’une matrice sérique humaine %4, Ces calibrants commerciaux, tels que le SRM972
(Standard Reference Material 972) par exemple, présentent l'inconvénient d'un co(t

important.
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Beaucoup de méthodes mises au point sont basées sur des gammes de calibration
élaborées a partir de dilutions successives des analytes purs dans un sérum humain déplété
en vitamine D 10416684 Ce type de sérum étant relativement onéreux, une solution plus
économique doit étre employée. Nous avons tenté de dépléter du sérum humain en stéroides
et vitamine D par une méthode d’adsorption sur charbon actif suivie d’une étape
d’ultracentrifugation. La technique s’est avérée insuffisante, avec une rémanence faible, mais
significative malgré tout, de métabolites de la vitamine D, a environ 10 nmol/L de 25(OH)-Ds.
Une autre solution consiste a reconstituer une matrice sérique artificielle, diminuant ou
supprimant alors la consommation de sérum déplété en vitamine D. Plusieurs types de
matrices artificielles ont été décrits dans la littérature. Par exemple, I'une d’elles est composée
de 30 mg/mL d’albumine sérique humaine (HSA) dans du PBS %7 ; une autre est établie a
partir de PBS a pH 7,5 comprenant 140 mmol/L de chlorure de sodium (NaCl) et 8% d’albumine
sérique bovine (BSA) . La solution que nous avons retenue est celle mise au point par
Kaufmann et al. et constituée de 80% de PBS comprenant 0,1% d’albumine sérique bovine
(BSA) et de 20% de sérum humain déplété en stéroides et vitamine D 4.

Nous avons fait le choix d’une quantification basée sur une gamme d’étalonnage en 4
points, préparée pour chaque série d’analyses. Les concentrations des 4 calibrants sont
renseignées dans le tableau 8 et permettent de couvrir une large gamme de concentrations
rencontrées en médecine humaine. Le calibrant le plus haut est obtenu par dilution au 1/8,
dans la matrice artificielle décrite ci-avant, d’'une solution éthanolique des analytes purs
25(0OH)-Ds3 et 24,25(0H),-D3 non dérivés a des concentrations respectives de 2,4umol/L et 240
nmol/L et conservée a -20°C. Les calibrants suivants sont élaborés par dilutions successives au

% dans la matrice artificielle.

Calibrant 4 | Calibrant3 | Calibrant2 | Calibrant 1

25(0OH)-D3 300 75 18,75 4,69
24,25(0H),-D3 30 7,5 1,88 0,47

Tableau 8 : Concentrations en analytes d’intérét, en nmol/L, des calibrants constituant la gamme d’étalonnage

La courbe d’étalonnage est établie en attribuant a chaque rapport des aires RA =

Aire du pic de I'analyte

- - — - la concentration théorique des standards. L’équation de la droite
Aire du pic de I'étalon interne

de régression linéaire obtenue est de la forme RA = a x [concentration] + b. La concentration

des échantillons est ensuite déterminée par cette équation aprés calcul du rapport RA.
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Pour chaque série d’analyses, un échantillon dit « double blanc » (matrice artificielle
seule) et un échantillon dit « blanc » (matrice artificielle et étalons internes) sont insérés. Ces
deux échantillons servent a vérifier I'absence de contamination lors des étapes pré-
analytiques et permettent de vérifier que I'ensemble HPLC-MS/MS ne comporte pas
d’impuretés interférentes.

La derniere étape de mise au point a consisté a moduler la concentration en étalons
internes ajoutée dans I’'ensemble des tubes afin d’obtenir des pics d’intensités comparables
avec ceux des analytes a doser. Nous avons apres plusieurs essais fixé la concentration de la
solution d’étalons internes a 360 nmol/L de de-250H-D3 et 36 nmol/L de ds-24,25(0H),-Ds.
Ceci nous permet d’avoir, dans chaque tube de dosage, des concentrations proches de celles
des analytes a doser (60 nmol/L et 6 nmol/L, respectivement pour la de-250H-Ds et la ds-
24,25(0H),-Ds). Cette solution est ajoutée dans chaque tube a analyser, excepté le « double

blanc », a un volume de 50pL.

Il. Validation et performance de la méthode

1- Spécificité analytique

Dans le but de calculer la spécificité telle que définie dans le chapitre « Matériel et
méthode », 8 séries d’analyses pratiquées entre mai et septembre 2017 ont été exploitées. En
ce qui concerne la 25(0H)-Ds3, la spécificité moyenne est de 2,36%. La 24,25(0OH),-Ds présente
quant a elle une spécificité moyenne de 1,91%. Cette spécificité est stable au cours des séries
d’analyses, avec des CV de 4,5% et 10,6%, respectivement. Les CV étant inférieurs a 15%, la
spécificité analytique a été jugée acceptable d’apres la procédure de validation de méthode
séparative de notre laboratoire et les criteres de 2018 de la FDA.

Nous avons également procédé a I'analyse de 4 échantillons de sérum déstéroidé
comportant chacun un seul des composés purs suivants: 25(0OH)-Ds, 24,25(0OH);-D3, de-
25(0H)-Ds et ds-24,25(0H),-Ds. Nous avons ainsi pu exclure toute réaction croisée entre les 6
transitions suivies, chaque composé donnant un signal uniquement pour les transitions qui lui

sont attribuées.
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2- Etendue de mesure et linéarité

En suivant les modes opératoires décrits dans le chapitre « Matériel et méthode »,

nous avons établi les limites de quantification et de détection mentionnées dans le tableau 9.

25(0OH)-Ds | 24,25(0H),-Ds
Limite de détection 1,0 nmol/L 0,15 nmol/L

Limite de quantification 3,4 nmol/L 0,4 nmol/L
Tableau 9 : Limites de détection et de quantification des analytes 25(0H)-Ds et 24,25(0H)z-Ds

La linéarité tout au long de notre étendue de mesure est présumée devant des
coefficients de corrélation linéaire r? de nos gammes de calibration toujours supérieurs a 0,99.
Nous avons néanmoins exploré les limites supérieures de linéarité en analysant des
échantillons tres concentrés, purs et dilués dans du sérum destéroidé. Nous avons effectué
des tests sur deux jours différents pour les 3 concentrations théoriques mentionnées au
paragraphe « MATERIEL ET METHODES- II.2-Etendue de mesure et linéarité » page 43. Méme
pour des échantillons bien plus concentrés que notre calibrant le plus élevé, les différences
entre les mesures effectuées sur échantillon pur et dilué au % sont acceptables (<15% de la
concentration théorique). Les limites supérieures de linéarité ont donc été fixées pour cette

méthode a 500 nmol/L et 50 nmol/L, respectivement pour la 25(0OH)-Ds et la 24,25(0H);-Ds.

3- Répétabilité et fidélité intermédiaire

Les 3 niveaux de CIQ « maison » ont été dosés selon les modalités définies dans le
chapitre « Matériel et méthodes » page 44. L’'ensemble des CV est inférieur a 15%, sauf pour
la répétabilité du ClQ de niveau bas de la 24,25(0OH),-Ds (cf. tableau 10). Néanmoins, la
concentration théorique de ce ClIQ est de 0,5 nmol/L, ce qui est trés proche de notre limite de
quantification ; le CV limite de 20% est applicable dans ce cas (criteres FDA 2018). La
répétabilité et la fidélité intermédiaire sont donc jugées conformes d’aprés les critéres

d’acceptation de notre laboratoire et de la FDA 2018.

72



RESULTATS

25(0OH)-Ds3 24,25(0H),-Ds

Niveau de CIQ CV (en %) Niveau de CIQ CV (en %)
5 nmol/L 12,5 0,5 nmol/L 19,5
Répétabilité 50 nmol/L 8,3 5 nmol/L 9,7
200 nmol/L 3,4 15 nmol/L 3,7
o 5 nmol/L 8,0 0,5 nmol/L 12,2
intng:weélzlci\ire 50 nmol/L 5,6 5 nmol/L 8,8
200 nmol/L 6,5 15 nmol/L 7,7

Tableau 10 : Répétabilité et fidélité intermédiaire
Les résultats sont exprimés en CV%, pour chaque analyte et chaque niveau de CIQ

4- Contamination inter-échantillon

La contamination inter-échantillon, déterminée selon le protocole décrit dans le
chapitre « Matériel et méthode » page 44 est inférieure a 1% pour chacun de nos analytes.
Elle est en effet de 0,01% et -0,44% pour la 25(0OH)-Ds et la 24,25(0H).-Ds, respectivement.

Elle est donc considérée comme conforme.

5- Rendement pré-analytique : extraction et dérivation

Le rendement d’extraction de notre méthode d’extraction SLE a été déterminé selon
les modalités décrites dans la partie « Matériel et méthode » page 45, par comparaison des
conditions C et D de la figure 20. Pour chacune des deux concentrations expérimentées pour
chaque composé, trois analyses ont été pratiquées sur une période de 5 jours. Les rendements
d’extraction détaillés et moyens sont renseignés dans le tableau 11. Pour chaque
concentration d’analyte, les rendements d’extraction sont non significativement différents de
100% (Test de Tukey). Nous pouvons considérer que notre technique d’extraction permet de

récupérer la quasi-totalité des analytes d’intérét.

Rendement Significativement différent de
moyen (%) 100% ? (p-value)
5 nmol/L 99,8 Non (p>0,9999)
25(0H)-D;3
400 nmol/L 109,8 Non (p=0,3047)
24,25(0H),-D 0,5 nmol/L 99,2 Non (p=0,9998)
’ 221 40 nmol/L 102,38 Non (p=0,9750)

Tableau 11 : Estimation du rendement d’extraction
Rendement d’extraction moyen, en %, pour deux concentrations en 25(0OH)-Ds et 24,25(0OH)z-Ds différentes.
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La détermination du rendement de dérivation selon la méthode décrite dans la partie
« Matériel et méthode » s’est avérée impossible. La quantification de la concentration en
24,25(0H),-D3 non dérivée dans la condition A de la figure 20 est en effet limitée par un
manque de sensibilité de notre technique. Ceci nous conforte donc dans notre choix de
développement d’'une méthode comprenant une étape pré-analytique de dérivation, mais
nous contraint a estimer différemment notre réaction de dérivation. Pour ce faire, nous avons
vérifié I'absence de détection des composés non dérivés en étudiant les transitions
spécifiques de ces métabolites ce qui nous oriente vers un rendement de réaction proche de
100%. Notre observation est par ailleurs confortée par la littérature qui précise la cinétique
de la réaction de dérivation par le PTAD. La demi-vie de la réaction est de 1 minute et de 8
minutes, respectivement pour la 25(0OH)-Ds et pour la 24,25(0H),-Ds, avec une réaction dite
compléte (rendement de dérivation > 99%) °. A fortiori, aprés 30 minutes d’incubation, notre
étape de dérivation peut donc étre considérée comme compléte.

De plus, I'ajout, dés les premiéres étapes pré-analytiques, d’étalons internes aux
propriétés physico-chimiques semblables aux analytes d’intérét, permet de s’affranchir
d’éventuelles variations de rendement de ces étapes ©°°. Les deutériums des étalons internes
se situant sur la chaine latérale de la structure carbonée, a distance du site de la réaction de

Diels-Alder (cf. figures 19 et 23), ils n’interférent pas avec I'étape de dérivation °.

6- Effet de matrice et matrices acceptables

L'effet de matrice a également été établi selon les modalités décrites dans la partie
« Matériel et méthodes », par comparaison des conditions B et C de la figure 20. De la méme
maniére que pour 'estimation du rendement d’extraction, trois analyses sur une période de
5 jours ont été effectuées pour chacune des concentrations de nos deux analytes. Les effets
de matrices moyens sont cités dans le tableau 12 : on observe des effets de matrices non
significativement différents de 0% (Test de Tukey), quelques soient les concentrations en

analytes.
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Effet de matrice | Significativement différent
moyen (%) de 0% ? (p-value)
5 nmol/L 2,1 Non (p=0,9800)
25(OH)-Ds
400 nmol/L -2,2 Non (p=0,9770)
24,25(0H),-D 0,5 nmol/L -1,1 Non (p=0,9983)
/ 22 [ 40 nmol/L 4.4 Non (p=0, 7830)

Tableau 12 : Estimation de I'effet de matrice
Effet de matrice moyen, en %, pour deux concentrations en 25(0OH)-Ds et 24,25(0OH).-D:s différentes.

L'emploi d’étalons internes aux propriétés physico-chimiques semblables aux analytes

permet de s’affranchir d’un éventuel effet de matrice ; ce point a néanmoins été vérifié au

laboratoire. Nous avons ainsi analysé 6 échantillons sanguins recueillis sur 3 types de tubes

différents au cours de la méme ponction, tels que cités dans la partie « Matériel et

méthodes ». Les résultats des dosages de 25(0OH)-Ds et de 24,25(0H),-Ds ainsi que les VHR

correspondants sont visibles sur les graphiques de la figure 37. On observe ainsi que les

résultats ne sont pas significativement différents d’'une matrice a 'autre. Ceci permet donc

d’accepter, avec dérogation, des échantillons qui ne seraient pas prélevés sur tube sec sans

gel séparateur, dans le cas ou ceux-ci seraient difficilement renouvelables.
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Figure 37 : Matrices acceptables avec dérogation
Dosages de 6 échantillons recueillis sur trois types de tubes différents.
a) 25(0H)-Ds en nmol/L. b) 24,25(0OH)2-D3 en nmol/L. c) VHR.
La moyenne des valeurs et I’écart-type sont représentées par les barres horizontales.
NS = Différence Non Significative
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7- Exactitude

7-a) Confrontation des résultats aux valeurs cibles des techniques de référence

Les valeurs-cibles pour chaque échantillon ont été établies par des techniques de
référence en HPLC-MS/MS au sein de laboratoires de références. Ces valeurs ont été
déterminées par la méthode RMP (Reference Measurement Procedure) du NIST dés la session
d’octobre 2017 pour le métabolite 25(0OH)-Ds. Elles sont déterminées, toujours par une
technique de référence HPLC-MS/MS, par le CDC (Center for Disease Control and Prevention)
depuis la session d’octobre 2018, et ce pour les métabolites 25(0H)-Ds et 24,25(0OH),-Ds,
permettant le calcul du VHR cible.

Les figures 38 et 39 présentent les résultats obtenus par notre technique au sein des
échantillons de plusieurs sessions du programme DEQAS, respectivement pour la 25(0OH)-D3
et pour la 24,25(0H),-Ds et le VHR. lls montrent les biais entre nos résultats et la valeur cible,
en pourcentage de la valeur cible et hiérarchisés par un code couleur. Ces résultats nous
permettent de distinguer 3 périodes durant lesquelles notre méthode a subi des modifications
de mise au point ou de réactifs.

Entre avril 2017 et octobre 2017, les solutions méres employées pour I'élaboration des
calibrants étaient constituées des composés purs en poudre en flacons ambrés de 1mg (Sigma
Aldrich) repris par 1mL d’éthanol absolu afin d’obtenir des solutions d’une concentration de
1mg/mL. Or, on observe dans la figure 38 que pour les sessions d’avril a octobre 2017, nos
résultats présentent un biais négatif systématique, toujours supérieur a 10%. Apres
renseignements aupres du fournisseur, il s’avére que la masse des poudres présente une
marge d’erreur importante. Nous avons alors supposé que notre sous-estimation des
concentrations en 25(0OH)-D3 des échantillons d’EEQ était due a une sous-estimation des
concentrations de nos calibrants, de par une masse de poudre regue supérieure a 1mg. Pour
y remédier, nous avons procédé a I'acquisition de solutions éthanoliques de produits purs a

une concentration garantie et vérifiée (Sigma Aldrich).
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Entre janvier et juillet 2018, nous avons rencontré des difficultés d’exploitation des
chromatogrammes. Ceux-ci présentaient des anomalies de proportion des épimeéres 6S et 6R,
habituellement en proportion constante °%®l, Suite aux résultats peu satisfaisants pour la
session de janvier 2018 (cf. figure 38), nous avons procédé en avril et juillet 2018 a une
quantification basée non plus sur le pic majoritaire de I'épimere 6S, mais sur I'ensemble des
deux pics. Les biais étaient alors moindres en avril, mais supérieurs a 25% en juillet.
Néanmoins, le biais systématique négatif auparavant observé semble avoir été corrigé par
I"acquisition des solutions meres aux concentrations garanties.

L’acquisition de produit de dérivation PTAD neuf a permis de retrouver les proportions
d’isomeres 6S et 6R attendues. Nous avons ainsi pu mesurer des concentrations en
métabolites 25(0OH)-Ds et 24,25(0H),-Ds et calculer le VHR correspondant avec des biais par
rapport aux valeurs cibles trés satisfaisants, pour les sessions d’octobre 2018, janvier 2019 et

avril 2019 (cf. figures 38 et 39).
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Figure 38 : Résultats d’EEQ pour la 25(0OH)-Ds, en comparaison avec les valeurs cibles.

Biais entre nos résultats et la valeur cible pour chaque échantillon, en pourcentage de la valeur cible, pour le
dosage du métabolite 25(0OH)-Ds au sein des échantillons d’EEQ fournis par le programme DEQAS. Les valeurs
cibles ont été déterminées par une technique de référence du NIST (NIST RPM) entre avril 2017 et juillet 2018
puis par le CDC a partir d’octobre 2018.

En vert : biais < 20%. En orange : 20% < biais < 25%. En rouge : biais > 25%.
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Figure 39 : Résultats d’EEQ pour la 24,25(0OH)-Ds et le VHR, en comparaison avec les valeurs cibles.

Biais entre nos résultats et la valeur cible pour chaque échantillon, en pourcentage de la valeur cible, a) pour
le dosage du métabolite 24,25(0OH):-D3 et b) pour le VHR au sein des échantillons d’EEQ fournis par le
programme DEQAS. Les valeurs cibles ont été déterminées par le CDC.

En vert : biais < 20%. En orange : 20% < biais < 25%. En rouge : biais > 25%.

7-b) Confrontation des résultats avec le groupe de pairs

La grande majorité des laboratoires participants au programme DEQAS dose les
métabolites de type D, et D3 sans distinction la ol nous ne dosons que les métabolites Ds. I
ne nous est donc pas paru judicieux d’établir nos performances de dosages vis-a-vis de ceux-
ci, et avons décidé de nous restreindre a notre groupe de pairs dosant les mémes parametres
que nous en HPLC-MS/MS, malgré une puissance statistique limitée. Les données pour notre
groupe de pairs sont disponibles depuis la session d’octobre 2017 pour les 3 paramétres
24,25(0H);-D3, 25(0OH)-Ds et VHR.

A chaque session, pour chaque échantillon et chaque paramétre, plusieurs données
sont a notre disposition :

e Le nombre n de laboratoires participants inclus dans notre groupe de pairs, compris
entre 7 et 10 selon les sessions

e Lavaleur rendue par notre laboratoire, appelée « VR »

e La médiane des valeurs rendues au sein du groupe de pairs, appelée « cible médiane »

e L’écart-type des valeurs rendues au sein de notre groupe de pairs, appelé « sp »
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Ces données nous permettent de calculer le z-score selon la formule suivante :

VR - cible médiane

Z-score =

Sp

. Plus la valeur du z-score est bas, plus le biais entre notre résultat

et ceux du groupe de pairs est faible. La figure 40 représente les z-scores calculés pour les

échantillons des sessions d’octobre 2017 a avril 2019, pour les 3 parametres.
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Figure 40 : Résultats des EEQ en comparaison avec le groupe de pairs
Valeurs des z-scores en fonction des échantillons du programme d’EEQ DEQAS entre octobre 2017 et avril 2019
pour a) la 25(0OH)-Ds, b) la 24,25(0OH):-Ds et c) le VHR

Une note est attribuée en fonction de la valeur du z-score :

Si |z-score| < 1,00 : note A (zone verte de la figure 40)
Si 1,00 < |z-score| < 2,00 : note B (zone verte de la figure 40)
Si 2,00 < |z-score| < 3,00 : note C (zone jaune de la figure 40)

Si |z-score| > 3,00 : note D (zone rouge de la figure 40)
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Les notes B et C nécessitent une attention particuliere, notamment aux résultats des
EEQ précédents et ultérieurs afin de détecter une éventuelle dérive. Une note D entraine un

rejet de la valeur de I'EEQ et doit faire I'objet d’une enquéte approfondie.

Les résultats des EEQ en comparaison avec le groupe de pairs permettent de distinguer
les 3 périodes mentionnées au paragraphe « RESULTATS Il.7-a) Confrontation des résultats
aux valeurs cibles des techniques de référence » page 76.

Entre janvier et octobre 2017, nous travaillions avec des solutions méres en poudre
dont la masse fournie ne pouvait étre garantie par le fournisseur. On retrouve ainsi le biais
systématique négatif en octobre 2017 pour le parametre 25(0OH)-Ds, déja observé dans la
comparaison avec les valeurs cibles (cf. figure 40). En revanche, on observe un biais positif
pour le métabolite 24,25(0OH),-D3, ce qui laisse supposer que la masse fournie était
probablement inférieure a la masse théorique de 1mg pour cet analyte.

Entre janvier et juillet 2018, les difficultés rencontrées dans les étapes de
guantification dues a un défaut dans les proportions d’isomérie de la réaction de dérivation
sont également perceptibles. Il en résulte des notes attribuées basses, particulierement pour
le parameétre 25(OH)-Ds. L'impact sur le VHR est néanmoins limité (cf. figure 40 c)). En effet,
durant cette période, les difficultés étaient tangibles sur les deux analytes puisque c’est
I’étape de dérivation qui était en cause. Les biais allant dans le méme sens, le calcul du rapport
VHR permet d’en limiter I'impact.

L'utilisation de produits purs en solutions de concentrations garanties associés a un
réactif de dérivation non altéré permet d’obtenir des résultats comparables au groupe de
pairs entre octobre 2018 et avril 2019, avec des notes plus satisfaisantes.

Il est a noter que pour le VHR, parameétre d’intérét clinique dans notre travail, les notes
sont en grande majorité A et B, plus particulierement depuis la résolution des problémes
techniques cités ci-avant (cf. figures 40 c) et 41).
® Note A

Note B

Note C
m Note D

2

11
Figure 41 : Notes attribuées en fonction du z-score par rapport au groupe de pairs, pour le VHR
Répartition des notes attribuées en fonction du z-score, par comparaison au groupe de pairs, pour les

échantillons d’EEQ du programme DEQAS des sessions d’octobre 2017 a avril 2019. Les chiffres représentent le
nombre de fois ol la note a été attribuée sur cette période, sur un total de 28 échantillons.
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8- Evaluation de la robustesse

Nous avons observé au cours de nos essais que lorsque nous utilisions une phase
mobile d’HPLC dont la préparation n’était pas contemporaine a I'essai, les temps de rétention
de nos analytes diminuaient au cours de la série d’analyses et la résolution des pics
correspondant aux deux isomeres de chaque composé était moins satisfaisante. Nous avons
attribué cet effet a une variation du pH de notre phase organique B, constituée d’un mélange
acétonitrile/eau 50:50 et additionnée de méthylamine (60uL/L). Un suivi du pH de ce mélange
a mis en évidence une décroissance réguliére que nous avons reliée a une diminution de la
qualité de nos analyses. Nous avons remédié a cet écueil en modifiant notre méthode HPLC.
Initialement, nous employions un mode isocratique avec 100% de phase B telle que décrite
précédemment (page 65). Nous sommes passés a un mode isocratique avec 50% de phase B
composée d’acétonitrile additionnée de méthylamine (120u/L) et 50% de phase A composée
d’eau. De cette maniére, la nature de la phase mobile dans la colonne est identique, mais le
mélange acétonitrile/eau se fait de maniére extemporanée, au sein des pompes du systéme
HPLC.

Nous avons également évalué I'impact des cycles de congélation/décongélation sur
nos résultats. Pour ce faire, nous avons sélectionné deux échantillons sériques de patients,
I"'un au phénotype de CYP24A1 sauvage et 'autre homozygote muté. Nous avons effectué un
premier dosage de ces sérums, puis nous les avons congelés puis décongelés pour analyse 5
fois sur une période de 5 mois. Nous avons donc pu observer la variation des concentrations
de 25(0OH)-Ds et de 24,25(0OH)2-D3 au cours de ces cycles. On peut voir sur la figure 42 que
pour chacun des échantillons, la concentration en 25(0OH)-Ds tend a augmenter tandis que
celle en 24,25(0H),-Ds tend a diminuer, et ce de maniére franche a partir du 5°™¢ cycle de
congélation/décongélation. Il en résulte une nette augmentation du VHR, avec le risque de
voir apparaitre des faux positifs. Nous avons donc fixé une limite de 4 cycles de

congélation/décongélation, garantissant des résultats stables.
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Figure 42 : Détermination du nombre maximal de cycles congélation/décongélation

Pourcentage d’évolution des concentrations en 25(0OH)-Ds et 24,25(0H):-Ds et du VHR en fonction du nombre
de cycles de congélation/décongélation de I’échantillon.

a) Chez un patient au CYP24A1 non muté. b) Chez un patient avec mutation biallélique du CYP24A1.

Si les métabolites de la vitamine D ne sont pas thermosensibles, ils sont
photosensibles, ce qui nous impose de travailler en garantissant la protection de nos analytes
de la lumiere. Nous avons ainsi choisi de conserver et traiter nos échantillons dans des tubes
préalablement entourés de film d’aluminium, comme certaines équipes avant nous 104161,
Dans le but de vérifier 'impact de la lumiére sur les analytes d’intérét, nous avons comparé
les valeurs obtenues en dosant les mémes aliquots de sérums de patients et de CIQ, en les
protégeant de la lumiere d’une part, et sans protection d’autre part. Les pourcentages de
différences par rapport aux dosages effectués a I'obscurité sont visibles sur les graphiques a),
b) et c) de la figure 43. On observe que le biais n’est pas systématique, avec des discordances
majeures dans certains cas, et notamment concernant le VHR. Nous avons par conséquent

choisi de poursuivre le dosage a I'obscurité, en protégeant nos tubes de film aluminium.
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Figure 43 : Evaluation de la nécessité d’'une photoprotection
Comparaison des dosages effectués a I’obscurité Vs a la lumiére.

, ; Dosage a la lumiére-Dosage a I'obscurité
L’axe des ordonnées correspond au rapport — — en pourcentage.
Dosage a I'obscurité

L’axe des abscisses représente a) la concentration en 25(0OH)-Ds en nmol/L, b) la concentration en 24,25(0H):-
Dsen nmol/L et c) le VHR.
® = différence > 20%, © = différence > 10% et ® = différence < 10%.
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Ill. Détermination des valeurs de référence

Nous avons constitué une cohorte de 123 patients hypercalcémiques dont le gene
CYP24A1 a été analysé au laboratoire de Génétique du CHU de Caen. Parmi ceux-ci, 13 d’entre
eux ont été diagnostiqués déficitaires en CYP24A1, avec un statut hétérozygote composite ou
homozygote muté, et constituent la cohorte « IIH ». Les caractéristiques de sexe et d’age de

ces patients sont renseignées dans le tableau 13.

N° Patient | Sexe | Age (au prélévement)
1 F 44
2 F 35
3 M 53
4 M 10
5 M 30
6 M 37
7 F 28
8 M 13
9 F 4
10 M 35
11 F 44
12 F 44
13 F 24

Tableau 13 : Caractéristiques des patients déficitaires en CYP24A1
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Pour ces 13 patients atteints d’lIH telle que décrite dans le paragraphe
« INTRODUCTION V.5-Définition de I'llH par mutation du CYP24A1 » page 24, des dosages de
25(0OH)-Ds et de 24,25(0H).-D3 ont été effectués selon notre méthode précédemment décrite
dans ce travail. Nous avons calculé les VHR respectifs et les résultats détaillés sont

consultables dans le tableau 14.

pationt | 25(OH)Ds | 24,25(0H)>-Ds VHR
en nmol/L en nmol/L
1 118,8 3,3 36,0
2 86,7 2,3 37,7
3 132,9 2,7 49,2
4 94,3 1,6 58,9
5 90,3 1,8 49,1
6 97,9 2,4 40,8
7 217,2 3,0 73,6
8 121,9 1,7 73,8
9 167,3 2,2 77,8
10 42,8 0,8 52,8
11 47,3 0,7 70,5
12 89,0 1,2 74,2
13 181,0 4,3 42,1

Tableau 14 : Valeurs des 3 parameétres déterminés chez les 13 patients déficitaires en CYP24A1

Les concentrations en 25(0OH)-Ds et 24,25(0OH)z-Ds sont exprimées en nmol/L.

En vert sont renseignées les valeurs comprises dans les intervalles de référence des patients « non IIH » du
tableau 15 et en rouge les valeurs non comprises dans ces intervalles.

Nous avons établi des intervalles de référence au sein de cette cohorte de 13 patients
au CYP24A1 muté (cohorte « IIH »), ainsi qu’au sein de la cohorte des 110 autres patients
hypercalcémiques (cohorte « non IIH »). Les valeurs de ces intervalles a 95% sont consignées
dans le tableau 15. Il est intéressant de noter que les intervalles de référence du VHR ne se

chevauchent pas, contrairement aux deux autres paramétres.

25(0OH)-D3 en nmol/L | 24,25(0OH),-D3 en nmol/L VHR
Patients de la
cohorte « IIH » 44,1-206,3 0,7-4,0 36,5-76,7
(n=13)
Patients de la
cohorte « Non IIH » 16,1-146,1 1,2-14,8 5,9-24,3
(n=110)

Tableau 15 : Valeurs de référence déterminées pour les 3 parameétres

Intervalles de confiance a 95% des dosages de 25(0OH)-Ds et de 24,25(0H)-D3 et du VHR, parmi la cohorte « IIH »
de patients déficitaires en CYP24A1, i-e les patients mutés homozygotes ou hétérozygotes composites pour le
géne CYP24A1 et parmi la cohorte « non IIH » de patients non déficitaires en CYP24A1, i-e les patients non
mutés ou hétérozygotes pour le géne CYP24A1.
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IV. Performances du VHR et détermination d’un seuil décisionnel

Comme nous I'avons vu précédemment, le calcul du VHR a pour objectif d’orienter, en
cas d’anomalie, les patients hypercalcémiques suspectés d’llH vers une analyse moléculaire
du CYP24A1. La détermination d’un seuil décisionnel a partir duquel cette analyse est justifiée
peut se faire a partir de nos résultats mesurés chez les 123 patients hypercalcémiques au profil
moléculaire du CYP24A1 établi.

Nous avons construit une courbe ROC pour chacun des paramétres mesurés par notre
méthode (cf. Figure 44). On peut constater que le VHR, présentant une aire sous la courbe
(AUC) bien meilleure que la 25(0OH)-D3 ou méme la 24,25(0H),-Ds, constitue le parameétre le
plus performant dans la distinction des patients « IIH » et « non IIH ». Pour ce paramétre, la
sensibilité et la spécificité sont maximales (100% chacune) pour un seuil décisionnel fixé a 31,1

; a ce seuil, il n’existe donc ni faux négatif, ni faux positif au sein de notre population de 123

patients.
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Figure 44 : Courbe ROC des 3 paramétres pour la détection d’un déficit inné en 24-hydroxylase

Courbe ROC présentant la sensibilité en fonction de 1-spécificité pour chacun des 3 paramétres 25(0OH)-Ds,
24,25(0OH):-Ds3 et VHR. La sensibilité et la spécificité sont établies a partir des deux cohortes de populations
génétiquement déficitaires (n=13) et non déficitaires (n=110) en 24-hydroxylase.

Il est a noter que, quel que soit le seuil décisionnel choisi pour le VHR (24,1 ou 31,1),
I’ensemble des EEQ du programme DEQAS sont non pathologiques (inférieurs au seuil) et donc

correctement classés.
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DISCUSSION

Depuis les années 1950, de nombreux cas d’llH ont été recensés, avec I'hypothese
étiologique d’une hypersensibilité innée a la vitamine D. L'étude des différents acteurs du
métabolisme de la vitamine D a permis la découverte chez certains patients de mutations
fonctionnelles du gene CYP24A1, a l'origine d'une perte de I'activité 24-hydroxylase
responsable des premiéres étapes du catabolisme %424, Le ratio VHR tel que nous I'avons
défini apparait comme un bon outil pour estimer cette activité 24-hydroxylase, avec un
objectif d’utilisation dans le cadre de screening de patients susceptibles d’étre atteints d’lIH
par mutation inhibitrice du CYP24A1.

Des dizaines de mutations perte de fonction ont été rapportées a I’heure actuelle (cf.
paragraphe INTRODUCTION V.5-Définition de I'lIH par mutation du CYP24A1 page24), mais la
fréguence précise de la plupart de celles-ci demeure inconnue. Une équipe polonaise a
récemment estimé I'incidence de I'llH par mutation du CYP24A1 a environ 1/32 000, par
I’étude du variant le plus fréquent p.R396W &, On peut donc supposer que des milliers de
patients homozygotes ou hétérozygotes composites sont sous-diagnostiqués en Pologne, et a
fortiori de par le monde, alors qu’ils sont a risque de développer des hypercalcémies séveres?’.
Le développement d’examens de biologie médicale de screening rapides et peu colteux
apparait ainsi comme un enjeu de santé publique.

Dans ce contexte, nous avons mis au point une méthode de dosage combiné des
métabolites 25(0OH)-D3 et 24,25(0H).-D3 dans le but de déterminer le VHR. L’analyse se fait
par technique HPLC-MS/MS apreés précipitation protéique, extraction des analytes d’intérét
par SLE et dérivation chimique par le PTAD.

Les performances de cette méthode sont conformes aux exigences de la norme I1SO
15189 avec les limites de conformité définies par la FDA en 2018 pour les techniques
séparatives. Elles sont également comparables aux performances des méthodes similaires
publiées dans la littérature, notamment en ce qui concerne la répétabilité, la fidélité
intermédiaire, les rendements des étapes d’extraction et de dérivation ou encore I'absence
de contamination inter-échantillon ®81041426173 Nous avons démontré empiriquement la
robustesse, en corrigeant certains écueils tels que la stabilité du pH de la phase mobile. Les
résultats des tests conduits au cours de la validation de méthode indiquent que la technique
répond aux exigences de qualité légalement et scientifiquement définies ; ceci nous permet

de l'utiliser en routine dans notre laboratoire.
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Les valeurs de LLOQ que nous avons déterminées sont-elles compatibles avec les
valeurs biologiques attendues et I'objectif de cette analyse ? Les analytes que nous dosons
étant chimiquement proches, il parait logique que leurs LLOQ et LOD soient du méme ordre
de grandeur ®61, La LLOQ du métabolite 24,25(0H),-Ds, de 0,4 nmol/L, est voisine de celle des
méthodes optimisées par d’autres équipes &&1041.426173 En revanche, la LLOQ du métabolite
25(0OH)-D3, de 3,4 nmol/L, est entre 4 et 100 fois plus importante que la plupart de ces
techniques ©1041426173 = exceptée celle développée par Bosworth et al. en 2012 8. Les
différences observées avec les méthodes développées dans la littérature résultent de
disparités dans les protocoles d’extraction ou de dérivation et dans les parametres et appareils
employés en HPLC-MS/MS.

A titre de comparaison, la technique immunologique de dosage de la 25(0OH)-D totale
utilisée en routine au laboratoire de Biochimie du CHU de Caen présente une LLOQ de 5
nmol/L, du méme ordre que notre technique. Cette limite est satisfaisante pour la
détermination du statut vitaminique D, au vu de la définition des stades de carence présentés
en figure 5 page 15.

Comme nous |'avons vu précédemment, un état carentiel en 25(0OH)-Ds entraine une
augmentation du VHR (cf. figures 11 et 12 pages 27 et 28) par inhibition physiologique de
I'expression du CYP24A1 194142 Un statut vitaminique D non carentiel doit étre obtenu afin
d’éviter toute confusion entre une diminution innée et acquise de I'activité 24-hydroxylase.
Puisqu’il n’est pas pertinent de calculer le VHR chez des patients dont la concentration en
25(0OH)-Ds est inférieure a 3,4 nmol/L, puisque déficitaires, notre LLOQ peut étre considérée

comme satisfaisante et adaptée.

Entre nos deux cohortes de patients atteints et exempts d’llH par mutation du
CYP24A1, nous avons mis en évidence une différence significative des paramétres 25(0OH)-Ds,
24,25(0H);-D3 et VHR. Néanmoins, le tableau 16 montre des exemples de patients pour
lesquels seul le VHR permet la mise en évidence d’un déficit inné en 24-hydroxylase, et non
les métabolites seuls. Nos résultats confirment ceux de Molin et al. >* (cf. figure 13), mais
également ceux de Ketha et al. ? préalablement publiés, a savoir qu’il n’est pas possible
d’identifier un patient déficitaire en 24-hydroxylase en se basant uniquement sur les valeurs

brutes des concentrations circulantes en 25(OH)-D3 et 24,25(OH);-Ds.
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25(0OH)-D3 (en nmol/L) 24,25(0H),-D3 (en nmol/L) VHR Génotype CYP24A1
181,0 4,30 42,1 Bialléligue muté
83,2 4,50 18,5 Sauvage
89,0 1,20 74,2 Biallélique muté
88,5 8,37 10,6 Sauvage

Tableau 16 : Seul le VHR permet la mise en évidence d’un déficit en 24-hydroxylase
Exemples de cas pour lesquels seul le VHR permet la distinction entre I'absence et la présence d’un déficit inné
en 24-hydroxylase.

Nous avons établi des intervalles de référence pour les 3 parameétres obtenus avec
notre technique, au sein de nos deux populations. Le tableau 17 renseigne les intervalles de
référence déterminés par d’autres équipes ayant mis au point leurs propres méthodes de
dosage, a partir de populations exemptes d’llH par mutation du CYP24A1. On constate que,
malgré des populations d’étude trés variables (en termes de calcémie, PTH, supplémentation
et statut vitaminiques D), les intervalles de référence sont trés semblables. Le VHR notamment
semble trés stable d’une population d’étude a I'autre, en s’appuyant sur les 2,5 et 97,5

percentiles de ces populations (cf. tableau 17).

25(0H)-D3
(nmol/L)

24,25(0OH)2-Ds

(nmol/L) Méthode de détermination

VHR

2,5%™e et 97,5 percentiles

Méthode
présentée
dans ce travail

16,1-146,1

1,2-14,8

5,9-24,3

d’une cohorte de 110 patients
hypercalcémiques avec PTH

effondrée non génétiquement
déficitaires en 24-hydroxylase

Tang et al. 1°

18,9-126,4

1,1-13,5

7-23

2,5%me et 97,5%™ percentiles
d’une cohorte de 1996 adultes
de 18 a 32 ans non
supplémentés en vitamine D,
avec PTH et calcémie comprises
dans leurs intervalles de
référence

Ketha et al. 42

7-35

2,5%me et 97,5%™ percentiles
d’une cohorte de 91 patients
exempts d’anomalie clinico-
biologique du métabolisme
phosphocalcique et non
supplémentés en vitamine D

Kaufmann et
al. 1

<25

Etude d’une cohorte de 694
femmes ménopausées
supplémentées en vitamine D

Tableau 17 : Comparaison des valeurs de référence avec les données de la littérature
Tableau comparatif des valeurs de référence déterminées chez des patients exempts de déficit en 24-
hydroxylase inné, i.e. au CYP24A1 non muté ou hétérozygote.
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De méme, nous avons déterminé un seuil décisionnel pour le VHR a partir duguel un
déficit inné en 24-hydroxylase peut étre suspecté, en s’appuyant sur nos deux cohortes de
patients. Grace a la courbe ROC, ce seuil est fixé a 31,1 pour notre méthode, tandis que les
valeurs considérées comme seuils par Ketha et al. et Kaufmann et al. sont plus élevées,
respectivement de 99 et 80 442, La différence entre ces valeurs peut s’expliquer entre autres
par la méthodologie : la ou nous avons déterminé la notre par une méthode statistique (courbe
ROC), les autres équipes ont fixé leurs seuils sur des observations de cas. Elle s’explique aussi
par les disparités techniques des méthodes de dosages (étapes pré-analytiques, systémes
HPLC-MS/MS...). L'impact clinique de ces différences est nul dans la mesure ou chaque
laboratoire interpréte ses résultats par rapport aux seuils qu’il a déterminés. Les valeurs seuils
et intervalles de référence ne sont pas transférables d’un laboratoire a I'autre, en I'absence
de standardisation des techniques.

Il est a noter que la puissance statistique de notre étude est limitée par le faible
nombre de patients recrutés, notamment les patients atteints d’llH par mutation du CYP24A1.
Ce travail a pour vocation a étre enrichi de nouvelles données de patients afin d’affiner la

détermination des performances et le seuil décisionnel du VHR de notre méthode de dosage.

Le protocole pré-analytique a été optimisé afin d’en simplifier I'exécution et d’en
minimiser les co(its, tout en garantissant une bonne qualité des résultats obtenus. Cependant,
la littérature suggere d’autres options de simplification du processus.

Par exemple, I'équipe d’Aronov et al. procede a la construction de la gamme
d’étalonnage par dilutions successives d’analytes préalablement dérivés ©. Dans un souci
d’uniformité de traitement pré-analytique des échantillons et des calibrants, nous avons choisi
de procéder a I'étape de dérivation simultanément.

Nous avons vu que la composition de la matrice des calibrants utilisés fait I'objet de
nombreuses variations dans la littérature (cf. paragraphe RESULTATS I.7-Optimisation de la
gamme d’étalonnage page 69). Nous n’avons pas mis en évidence d’effet de matrice
significatif (cf. paragraphe RESULTATS Il.6-Effet de matrice et matrices acceptables page 74)
et I'addition d’étalons internes appropriés dés les premiéres étapes du traitement de
I’échantillon permet de s’affranchir de I'influence de la matrice. Mais s’il semble possible
d’utiliser des solutions de calibrants dans un milieu non sérique (type acétonitrile ®°° ou

éthanol 2°), nous avons maintenu la constitution d’une matrice artificielle telle que décrite
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dans ce travail, toujours dans un souci de reproduction des conditions d’analyse des
échantillons sériques.

L'utilisation de calibrants de référence, standardisés et élaborés par le NIST, est
actuellement rare dans la littérature et limitée a certaines méthodes et métabolites de la
vitamine D 0, La encore, la question de la composition de la matrice se pose : le standard
SRM972 comprenait initialement du sérum équin °, potentiellement a 'origine d’un effet de
matrice. Si ce mélange de calibration est a présent constitué de sérum humain, nous avons
écarté cette option en raison d’un colt important.

Concernant les étalons internes, leur choix est une gageure pour toute mise au point
de technique séparative puisqu’ils doivent associer des propriétés physico-chimiques
semblables aux analytes, une stabilité suffisante et un colit économique raisonnable. Pour le
dosage des métabolites de la vitamine D, I'équivalent deutéré de la 24,25(0OH),-D3 n’est
disponible commercialement que depuis récemment a I'étranger. Certains laboratoires ont
pu comme nous en sous-traiter la synthese par d’autres équipes, ou employer des
alternatives. Plusieurs équipes ont utilisé un étalon interne commun pour doser la 25(0OH)-D3
et la 24,25(0H),-D3, comme par exemple le d-25(0H)-D3 897273, Le principal inconvénient est
qu’il présente un groupement hydroxyle de moins que la 24,25(0OH),-Ds, avec une polarité
moindre a 'origine d’une variabilité des performances de I'extraction. D’autres méthodes
s’appuient sur I'étalon interne de-1,25(0H),-D3 6°%6167 mais la co-élution d’interférences
diminuant son signal en SM rend difficile son utilisation 73.

Certaines méthodes consistent a pratiquer la dérivation chimique préalablement a
I’étape d’extraction des analytes ®’. Cette alternative n’a pas été privilégiée pour notre
technique, puisque I'équipe de Ding et al. a montré une diminution des rendements
d’extraction par SPE de par une polarité trop importante des analytes dérivés >°.

D’autres équipes s’abstiennent de I'étape de précipitation des protéiques sériques 2.
Nous pratiquons une extraction SLE par le biais de colonnes Isolute SLE®, congues d’apreés le
fournisseur Biotage® pour éliminer les phospholipides mais également les protéines. La
suppression de cette phase de précipitation protéique étant par conséquent envisageable,

des tests seront bientot effectués.
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Par ailleurs, ces colonnes d’extraction Isolute SLE® sont prévues pour un chargement
d’un volume maximal d’échantillon de 400uL alors que nous n’en déposons que 300uL, en
suivant la note d’application de Biotage® 8. On peut évoquer la possibilité d’extraire un
volume plus important d’échantillon, dans le but d’augmenter le signal en SM. Ceci pourra
également faire I'objet d’essais dédiés.

La méthode mise au point par I’équipe de Tang et al. est inspirée en grande partie de
cette méme note d’application AN857 de Biotage® 34 L’étape d’équilibration des liaisons
protéiques entre les analytes d’intérét et les étalons internes est en revanche supprimée, avec
I’emploi d’une solution d’isopropanol/eau 50:50 v:v comprenant les étalons internes. Ainsi, la
précipitation protéique concomitante permet de s’abstenir de cette étape d’équilibration. La

encore, une expérimentation sera prochainement menée.

Concernant la stabilité de nos analytes, nous nous sommes appuyés sur les données
de la littérature et des essais pratiqués au laboratoire. Les produits de dérivation sont stables
au moins une semaine sans perte de signal que ce soit a température ambiante, a +4°Cet a -
20°C ©. Ceci nous permet de conserver a -20°C les échantillons évaporés ayant subi le
traitement pré-analytique, en cas d’indisponibilité du systéme HPLC-MS/MS. De la méme
maniére, les analytes dérivés remis en solution sont stables 3 jours a +4°C ®%. Il est donc
possible de réitérer I'analyse d’échantillons récemment traités, sans nécessité de renouveler
le processus pré-analytique. Nous nous sommes fixés une limite de 4 cycles de congélation-
décongélation, confirmant les résultats de I’équipe de Wang et al. qui a fixé sa limite a 5 cycles
61, Ceci nous offre la possibilité de ré-analyser complétement un échantillon en cas de besoin.

Il est stipulé dans la littérature que la méthylamine tend a se dégrader au fil du temps
au sein des phases mobiles d’"HPLC, obligeant a préparer extemporanément ces derniéres 7.
N’ayant cependant pas constaté de perte de signal, nous avons suivi les procédures
habituelles du laboratoire, consistant en une préparation de phases mobiles pour plusieurs
séries d’analyses. La tracabilité de la surface des pics des solutions de calibration nous permet

de détecter une éventuelle diminution du signal.
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En conclusion, nous avons mis au point et optimisé les différentes étapes d’une
méthode de dosage simultané par HPLC-MS/MS des métabolites 25(0OH)-D3 et 24,25(0OH),-Ds,
dans le but d’établir un rapport d’utilité clinique, le VHR. Les performances de la méthode sont
conformes aux exigences des référentiels ISO 15189 et SH-GTA 04 selon les critéres de 2018
de la FDA.

La détermination de ces parametres a été faite chez des patients dont le diagnostic
moléculaire d’llH par mutation du CYP24A1 a été soit établi, soit éliminé. Nous avons montré
une différence significative des valeurs entre ces deux populations, particulierement pour le
VHR. Des valeurs de référence ont été calculées et montrent une absence de chevauchement
des intervalles entre les deux cohortes uniquement pour le VHR. Une sensibilité et une
spécificité de 100% pour un seuil décisionnel du VHR de 31,1 conforte ses performances.

Cette méthode est actuellement utilisée en routine au laboratoire de Biochimie du
CHU de Caen. Elle apporte des arguments a la décision de conduire une étude génétique du
CYP24A1 chez les patients hypercalcémiques dont les étiologies évidentes ont été rejetées.
n’est par ailleurs pas nécessaire de répéter le calcul du VHR chez un méme patient, excepté
en cas de carence vitaminique ou un contréle peut étre demandé apres supplémentation
vitaminique efficace.

Deux études complémentaires sont actuellement en cours de développement. La 1%
va consister a évaluer la relation entre le VHR mesuré chez des nouveau-nés en fonction du
terme a la naissance. La 2"% expérimentation a pour but d’établir le lien entre le VHR et le
stade d’insuffisance rénale, estimé par le débit de filtration glomérulaire, comme cela a déja
été fait dans la littérature 8.

Dans ce travail, une attention particuliere a été apportée aux mécanismes d’élévation
du VHR. Une diminution de ce dernier peut cependant présenter un intérét clinique, et faire
suspecter une activation excessive du CYP24A1 qui pourrait expliquer une réponse minorée a
la supplémentation vitaminique. En 2011 déja, Wagner et al. a mis en évidence un lien entre
le VHR initial et "'augmentation des réserves vitaminiques post-supplémentation 72. Le VHR
pourrait donc avoir un intérét dans l'estimation de la réponse a la supplémentation

vitaminique, voire dans I'adaptation des doses thérapeutiques.
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TITRE

MISE AU POINT ET VALIDATION D’UNE METHODE DE DOSAGE PAR HPLC-MS/MS DE METABOLITES
HYDROXYLES DE LA VITAMINE D

Résumé

L’hypersensibilité a la vitamine D est caractérisée par une hypercalcémie majeure avec hypercalciurie, un taux de
parathormone (PTH) effondré et une élévation de la 1,25-dihydroxyvitamine D circulante. Retrouvée chez I'adulte et
I’enfant, elle est due dans 20% des cas a une diminution de I'activité 24-hydroxylase de I'enzyme CYP24A1, impliquée
dans le catabolisme de la vitamine D. Le diagnostic de ce déficit repose sur des analyses de biologie moléculaire longues,
couteuses et d’'interprétation parfois délicate.

L'utilisation du ratio entre les concentrations sériques des métabolites 24,25(0OH)2-vitamine D3 et 25(0OH)-vitamine D3 a
été récemment proposée afin d’identifier les patients susceptibles de présenter un déficit en 24-hydroxylase. Ce rapport,
nommé Vitamin D Hydroxymetabolite Ratio (VHR), tend a augmenter chez des patients présentant des mutations sur le
géne CYP24A1.

Ce travail a pour objet la mise au point d’une méthode de dosage rapide et simultanée des composés 24,25(0H)2-D3 et
25(0H)-D3 par technique de chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse en
tandem. La validation de la méthode a été réalisée selon les exigences de la norme ISO 15 189.

Nous avons déterminé des intervalles de référence chez des patients hypercalcémiques avec PTH effondrée. La valeur
seuil de 31,1 pour le VHR permet de distinguer avec une sensibilité et une spécificité maximales les patients présentant
un déficit en 24-hydroxylase de ceux pour lesquels le gene CYP24A1 n’est pas muté.

Le VHR constitue ainsi une aide au diagnostic différentiel des hypercalcémies et permet un screening simple préliminaire
a une étude moléculaire du géne CYP24A1.

TITLE

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN HPLC-MS/MS ASSAY METHOD FOR VITAMIN D
HYDROXYLATED METABOLITES.

Summary

Hypersensitivity to vitamin D is defined by major hypercalcemia with hypercalciuria, sharp decreased level of
parathormon (PTH) and increase of circulating 1,25-dihydroxyvitamin D. Diagnosed in adults and children, up to 20% of
cases are due to a decline in the 24-hydroxylase activity of the CYP24A1 enzyme, involved in vitamin D catabolism. The
diagnostic of this deficiency is based on long and expensive molecular analysis, sometime difficult to interpret.

The use of the ratio between the serum concentrations of the metabolites 250H-vitamin D3 and 24,25(0OH)2-vitamin D3
has recently been suggested to identify patients who might present 24-hydroxylase deficiency. This ratio, named Vitamin
D Hydroxymetabolite Ratio (VHR), tends to increase in patients with CYP24A1 mutations.

This work has the objective of developing a fast and simultaneous assay for 24,25(0H)2-D3 et 25(OH)-D3 using high
performance liquid chromatography combined with tandem mass spectrometry. Method validation was conducted
following the ISO 15189 guidelines.

We set reference ranges for both compounds and VHR in a cohort of hypercalcaemic patients with decreased PTH. A
threshold value of 31.1 for VHR allows to identify with maximal sensitivity and specificity patients with 24-hydroxylase
deficiency from those without mutation on CYP24A1 gene.

VHR could thus be a support for differential diagnosis of hypercalcemia when classical etiologies have been ruled out and
allow a simple screening before molecular analysis of CYP24A1 gene.
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