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RÉSUMÉ

Profil métabolique associé au statut en vitamine D et polymorphismes des gènes codant son

récepteur et son transporteur spécifique dans une population Caribéenne.

Paramètres associés à la « Sex Hormone Binding Globulin » dans une population

dysmétabolique Caucasienne.

En Guadeloupe, la prévalence du diabète est deux fois plus élevée qu’en France hexagonale,

avec une prédominance féminine. En dehors des facteurs environnementaux, la vitamine D et

certains polymorphismes de gènes impliqués dans son métabolisme seraient associés à un risque

de pathologies métaboliques. Les androgènes sont également associés aux anomalies du

métabolisme glucidique, soit directement, soit via leur transporteur SHBG (Sex Hormone

Binding Protein).

Nous avons émis les hypothèses de recherche suivantes : 1/ le statut en vitamine D et les

polymorphismes des gènes impliqués dans son métabolisme pourraient être associés aux

paramètres métaboliques chez des sujets Afro-Caribéens (AC). Ils pourraient expliquer

l’importance des pathologies cardiométaboliques en Guadeloupe. 2/ la SHBG pourrait être

associée aux anomalies du métabolisme glucidique, indépendamment des stéroïdes sexuels.

Nos travaux sont présentés dans 4 études. Nous avons mis en évidence une prévalence élevée du

déficit en vitamine D chez les sujets AC diabétiques de type 2. Nous avons trouvé une

association significative entre le statut vitaminique D et le risque cardiométabolique chez ces

sujets, mais aussi dans une population de sujets en hémodialyse chronique. Les polymorphismes

des gènes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D sont aussi associés à ce risque. Chez

les sujets dysmétaboliques, une relation entre la SHBG, la graisse intra-hépatique, les

hépatokines et les paramètres métaboliques a été mise en évidence, indépendamment des

stéroïdes sexuels. En conclusion, la vitamine D et la SHBG pourraient être des marqueurs

d’intérêt pour le dépistage des sujets à haut risque cardiométabolique.
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ABSTRACT

Metabolic profile associated with vitamin D status and polymorphisms in the vitamin D

receptor and transporter genes in a Caribbean population

Parameters associated with the "Sex Hormone Binding Globulin" in a dysmetabolic

Caucasian population

In Guadeloupe, the prevalence of diabetes is two times higher than in Metropolitan France, with

a female predominance. Apart from environmental factors, vitamin D and polymorphisms of

genes involved in vitamin D metabolism would be associated with increased risk of metabolic

diseases. Androgens are also associated with abnormal glucose metabolism, directly or through

the Sex Hormone Binding Protein (SHBG).

Our main hypotheses were: 1 / vitamin D status and polymorphisms of genes involved in its

metabolism may be associated with metabolic parameters in Afro-Caribbean (AC). They could

explain the importance of cardiometabolic diseases in Guadeloupe. 2 / SHBG may be associated

with abnormal glucose metabolism, independently of sex steroids.

Our research is presented in four studies. We have demonstrated a high prevalence of vitamin D

deficiency in AC patients with type 2 diabetes. We found a significant association between

vitamin D status and cardiometabolic risk in these subjects, but also in a population of patients

undergoing in chronic hemodialysis. Polymorphisms in genes involved in vitamin D metabolism

are also associated with this risk. In dysmetabolic patients, a relationship between SHBG,

intrahepatic fat, hépatokines and metabolic parameters was demonstrated, independently of sex

steroids hormones. In conclusion, vitamin D and SHBG may be markers of interest for screening

patients at high cardiometabolic risk.
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CHAPITRE I :

INTRODUCTION
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Avec les modifications du mode de vie actuel, privilégiant la sédentarité, on assiste à une

véritable pandémie du diabète de type 2 (DT2) et de l’obésité. La prévalence du diabète dans le

monde est en augmentation, estimée à 4,4% en 2030 avec 300 millions de diabétiques de type 2

(1). En France hexagonale, la prévalence du diabète est évaluée à 4,57% soit un peu plus de 2,5

millions de sujets (2). En Guadeloupe, les chiffres sont deux fois plus élevés qu’en France

hexagonale, avec une prévalence de plus de 8% (Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire,

novembre 2010). Il en est de même pour l’obésité dont la prévalence en Guadeloupe, est estimée

à 29% chez la femme et à 12% chez l’homme (3). Par ailleurs, alors que le diabète a une

prévalence plus élevée chez l’homme en France hexagonale, celui-ci prédomine chez la femme

en Guadeloupe. Il en est de même pour la répartition de l’obésité et du surpoids (3).

Un nouveau paramètre, la vitamine D, vient s’ajouter aux facteurs environnementaux

classiquement impliqués dans la progression des pathologies métaboliques et cardiovasculaires.

Cette vitamine agit comme une véritable hormone stéroïde, par l’intermédiaire d’un récepteur

nucléaire (4, 5). Parmi les hormones stéroïdes, les androgènes sont également associés à un profil

métabolique particulier et seraient impliqués soit directement, soit via leur transporteur (SHBG

ou Sex Hormone Binding Protein) dans les mécanismes d’insulinorésistance chez le diabétique

ou le sujet obèse (6, 7).

Chez les sujets Afro-Américains à la peau foncée, la prévalence du déficit en vitamine D est

supérieure à celle des sujets à la peau plus claire du fait de la barrière mélanique aux ultra-violets

B. Ce déficit en vitamine D est décrit comme un facteur de risque supplémentaire de pathologies

cardiovasculaires et est impliqué dans les troubles de l’homéostasie glucidique (8, 9).

La population Guadeloupéenne (de 440000 habitants), sur laquelle porte l’essentiel de notre

étude, est majoritairement d’origine Afro-Caribéenne avec une pigmentation cutanée foncée.
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Notre première hypothèse de travail est que le déficit en vitamine D pourrait être associé à un

profil métabolique à risque cardiovasculaire en Guadeloupe. Il nous a donc paru important

d’évaluer le statut en vitamine D ainsi que ses relations avec les paramètres métaboliques dans

cette population Caribéenne. Par ailleurs, les variations de concentrations de la vitamine D

semblent être liées à des polymorphismes génétiques impliqués dans son transport et son

métabolisme (10). Certains de ces polymorphismes génétiques pourraient être aussi associés au

déficit en vitamine D ou aux paramètres métaboliques dans cette même population Afro-

Caribéenne.

D’autre part, la répartition du diabète et de l’obésité prédominant chez la femme en Guadeloupe,

nous nous sommes interrogés sur le lien possible entre les hormones stéroïdes sexuelles, la

SHBG et les paramètres métaboliques. En effet, les androgènes (testostérone et œstradiol) et la

SHBG semblent jouer un rôle important dans l’insulinorésistance mais les mécanismes

physiopathologiques sont encore mal connus (6, 7). Ainsi, des variations des concentrations de

testostérone libre, d’œstradiol et de SHBG ont été rapportées dans différentes situations

d’insulinorésistance (syndrome métabolique, DT2, syndrome des ovaires polykystiques), avec

des différences significatives entre les hommes et les femmes (11-13).

Notre deuxième hypothèse de travail était qu’il pourrait y avoir une relation entre les stéroïdes

sexuels, la SHBG et les paramètres métaboliques expliquant cette différence de répartition du

diabète et de l’obésité chez l’homme et la femme en Guadeloupe.

Avant d’évaluer ces hormones dans cette population Afro-Caribéenne, nous avons voulu savoir

si la SHBG, dont les basses concentrations sont associées à un risque de DT2, pouvait être liée à

la graisse viscérale (l’un des critères cliniques du syndrome métabolique), à la graisse intra

hépatique et aux hépatokines impliquées dans le métabolisme du glucose (14, 15). L’objectif

était de savoir si les concentrations de SHBG pourraient être associées à un profil métabolique à

risque cardiovasculaire, par l’intermédiaire d’autres paramètres que les hormones sexuelles. Pour
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cela, une étude a été réalisée en collaboration avec les équipes de recherche de Rennes et

d’Angers. Les analyses ont été effectuées dans une population Caucasienne de sujets

dysmétaboliques, issus de la cohorte NUMEVOX.

Ce travail de thèse est donc présenté en deux parties :

- La première partie concerne nos travaux sur la vitamine D, les polymorphismes génétiques

impliqués dans son métabolisme et les paramètres du syndrome métabolique en Guadeloupe.

Cette partie du travail a porté sur trois types de population : sujets en insuffisance rénale

terminale dialysés, sujets diabétiques de type 2, sujets témoins non diabétiques. Pour mieux

comprendre le mode d’action de la vitamine D et les polymorphismes des gènes impliqués dans

son métabolisme, un état des lieux du métabolisme de la vitamine D, de ses effets biologiques et

de ses facteurs de régulation est réalisé avant d’aborder la description et les résultats de nos

travaux.

- La deuxième partie concerne l’évaluation de la SHBG, des stéroïdes sexuels, de la graisse

intrahépatique et de l’hépatokine FGF-21 dans une population caucasienne dysmétabolique,

issue de la cohorte NUMEVOX et l’analyse de leurs relations avec les paramètres métaboliques.

Les résultats sont présentés dans 4 études :

- Evaluation des concentrations de la 25(OH) vitamine D et de la 1,25(OH) vitamine D

chez des sujets Afro-Caribéens dialysés : relation avec les paramètres métaboliques. Ce

Travail a été soumis à la revue « Annals of Nutrition and Metabolism ».

- Déficit en vitamine D, polymorphismes du VDR (gène codant pour le récepteur de la

vitamine D) et facteurs de risque cardiovasculaire chez des sujets Caribéens diabétiques

de type 2. Ce travail a été publié dans la revue « Diabetes and Metabolism ».

- Associations entre les polymorphismes des gènes GC et NADSYN1, le surpoids, la

dyslipidémie et le statut vitaminique D chez des sujets Afro-Caribéens non diabétiques.

Ce travail a été soumis à la revue « Obesity ».
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- Stéroïdes sexuels, graisse intra hépatique et FGF21 dans l’association entre la SHBG et

les paramètres dysmétaboliques. Ce travail a été soumis à la revue « Clinical

Endocrinology ».
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CHAPITRE II :

VITAMINE D
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Depuis plus de 30 ans, les chercheurs essaient de trouver de nouveaux paramètres qui pourraient

être impliqués de façon directe ou indirecte dans l’augmentation de la prévalence de

l’insulinorésistance. Cette situation associée à de nombreuses pathologies métaboliques, est

responsable de problèmes majeurs de santé publique comme le diabète et l’obésité.

En Guadeloupe, la population majoritairement d’ascendance africaine, est à haut risque

cardiovasculaire. La prévalence du diabète y est deux fois plus élevée qu’en France Hexagonale,

estimée à 8,1% (données de l’INVS, 2009), probablement sous-estimée si l’on tient compte des

diabétiques qui ignorent leur maladie. Les prévalences de l’obésité et de l’hypertension artérielle

en Guadeloupe, ont été évaluées respectivement à 29% et à 22% chez la femme, et 12% et 25%

chez l’homme (3). Dans notre région ensoleillée, la recherche orientée vers la vitamine D est

cohérente avec le souhait de trouver des marqueurs qui nous permettraient d’effectuer un

dépistage et une prise en charge précoce et spécifique des pathologies métaboliques et

cardiovasculaires.

II.1 Historique et identification de la vitamine D

C’est en 1865 que le Dr Armand Trousseau recommande dans son manuel de médecine clinique

la consommation d'huile de foie de morue car celle-ci possèderait un facteur antirachitique. En

1919, Sir Edward Mellanby confirme que le rachitisme est lié à une carence en une substance

liposoluble antirachitique, retrouvé essentiellement dans l'huile de foie de poisson (16). Quelques

années plus tard (1922), McCollum et al, découvrent que les vertus antirachitiques de cette huile

de foie de morue ne sont pas liées à la vitamine A mais à un deuxième facteur liposoluble appelé

"vitamine dépositrice de calcium", ce que d’autres équipes confirmeront (17-19).

A cette période, Armand Trousseau, Jedrzej Sniadecki , Huldschinsky puis Hess et Unger

mettent en évidence le rôle thérapeutique de l’exposition à la lumière ultraviolette chez les
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enfants souffrant de rachitisme (20, 21). Ils ont confirmé chez l'animal, tout comme Harry

Steenbock et son équipe, l’induction d’un facteur antirachitique dans la nourriture après

irradiation par les ultraviolets (UV) (22, 23).

Portraits des médecins qui ont participé à la découverte de la vitamine D :

Armand Trousseau Edward Mellanby Elmer V. McCollum

Par la suite, les analyses de ces substances antirachitiques ont conduit à l'identification

structurale de la vitamine D2 ou Ergocalciférol (24). Les premiers cristaux de vitamine D2 et D3

pures ont été isolés respectivement en 1932 et 1936, à partir d'huile de foie de thon (25). En

1952, le docteur Woodward a réalisé la première synthèse de vitamine D3 ce qui lui a valu le

prix Nobel de chimie en 1965. En 1964, Norman a mis en évidence l'existence de 3 métabolites

de la vitamine D et établit la structure du calcitriol en 1971.
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Depuis 1980, les récepteurs de la vitamine D et de ses métabolites ont été identifiés dans de

nombreux types cellulaires et les mécanismes d’action de la vitamine D via son récepteur ont pu

être déterminés (26-28).

II.2 Généralités

II.2.1 Structure chimique

Suite à des travaux de distillation, la vitamine D2 et la vitamine D3 ont pu être identifiées

comme étant les produits du clivage photolytique des anneaux β de l'ergostérol d’origine 

végétale et du 7-déhydrocholestérol (7-DHC) de la peau. L’irradiation de la peau chez l’animal

entraîne la formation d’un composé dont la structure présente une chaîne latérale de cholestérol

(29). Chez l’homme, ce composé appelé Cholécalciférol (ou vitamine D3) était également

synthétisé au niveau de la peau, sous l'effet des rayons ultra-violets (UV) de grande longueur

d'onde. Il provient de la transformation du 7 déhydrocholestérol (7-DHC) par ces UV (30).

II.2.2 Propriétés chimiques

II.2.2.1. Photoconversion de la 7-DHC en pré-vitamine D3

Lorsque le 7-DHC absorbe ces UV, cela entraîne différentes modifications structurales :

extension de l'orbitale des carbones 8, 7, 6 et 5 en direction des carbones 10 et 19 et

déplacement d’un hydrogène du carbone 19 pour saturer le carbone 9, provoquant l'ouverture du

cycle B du noyau (29, 30). Suite au clivage entre les carbones 9 et 10, l’isomérisation de la

structure 5,7 diène permet la formation de la forme s-cis de la pré-vitamine D3, forme

énergétiquement instable, d’où la rotation de la structure diène autour des carbones C5 et C6

pour former la forme s-trans, s-cis de la pré-vitamine D3 thermodynamiquement plus stable (29,

31).
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Figure 1: Photolyse du 7-DHC en pré-vitamine D3 (32)

II.2.2.2 Conversion de la pré-vitamine D3 en vitamine D3 :

L’isomérisation de la pré-vitamine D3 est la dernière étape de la synthèse de la vitamine D3

(25(OH)D) dans la peau. Cette réaction non enzymatique dépend de la température et entraîne un

réarrangement intramoléculaire des molécules d’hydrogène permettant la formation de la

vitamine D3 (30).

II.2.2.3 Translocation de la peau à la circulation sanguine

La vitamine D3 est ensuite transportée dans les capillaires du derme, sous la jonction derme-

épiderme. Les mécanismes impliqués dans ce processus de translocation sont encore mal connus

(33).
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II.2.2.4 Photo-dégradation et photo-isomères de la vitamine D3

En l’absence de transfert de la vitamine D dans la circulation et en cas d’exposition prolongée de

la peau aux rayons du soleil, il n’est pas observé d’accumulation ou d’effet toxique de la

vitamine D3. Ce mécanisme est lié à la structure moléculaire de type triène de la vitamine D.

Elle favorise l’absorption des UV solaires et la photo-isomérisation de la pré-vitamine D3 et de

la vitamine D3 en ses principaux métabolites inactifs (lumistérol, tachystérol, 5,6-D

transvitamine D3 et suprastérol 1 et 2). Une partie de la pré-vitamine D3 peut être aussi

retransformée en 7-DHC (34, 35).

Figure 2 : Photobiologie de la vitamine D3 au niveau de la peau (36)
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II.2.3 Sources et apports nutritionnels conseillés

II.2.3.1 Sources naturelles de vitamine D

La source principale de la vitamine D provient essentiellement de l’exposition de la peau aux

rayons solaires UVB dont la longueur d’ondes se situe entre 290 et 315nm (31, 37, 38) mais

aussi de certains aliments naturellement pourvus en vitamine D. Les sources classiques de la

vitamine D étant les huiles de poissons ou de foie de poissons (morue, thon), certains poissons

gras (sardines et maquereaux), le jaune d’œuf, tous naturellement riches en Cholécalciférol

(vitamine D3). Certaines levures et certains champignons (type shiitake) contiennent

naturellement de l’Ergocalciférol (vitamine D2).

II.2.3.2 Apport complémentaire de vitamine D

Les 50 à 75% de la 25(OH)D qui proviennent de la synthèse cutanée, ne suffisent pas à couvrir

les besoins de l’organisme, particulièrement dans les populations peu exposées au soleil (39, 40).

De plus, les habitudes alimentaires qui varient d’une population à l’autre peuvent expliquer les

différences de statut vitaminique D dans le Monde. Ainsi, des programmes d’enrichissement en

vitamine D de certains aliments ont été mis en place par différents gouvernements afin d’y

améliorer la teneur en vitamine D.

En France, des apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamine D ont été établis mais de

nombreux experts les trouvent insuffisants : un apport de 5 g de vitamine D par jour est

recommandé chez l’enfant de plus de 3 ans et chez l’adulte (soit 200 UI/J), 10 g/J chez l’enfant

de 1 à 3 ans et la femme enceinte ou en cours d’allaitement (Martin A. Apports nutritionnels

conseillés pour la population française, 3ème Edition. TEC et DOC, Paris 2001, pp229-236). Les

experts en nutrition ont aussi fixé un seuil de tolérance et d’innocuité de la prise de vitamine D,

estimé à 60 µg/J et validé à 50 µg/J (environ 2000 UI) (41, 42).
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II.3 Métabolisme et génétique

II.3.1 Métabolisme de la vitamine D

II.3.1.1 Biosynthèse

La biosynthèse de la vitamine D3, initiée principalement dans la peau est activée grâce à des

phénomènes de catalyse par des cytochromes P450 (CYP P450) (43).

Les cytochromes sont des hémoprotéines découvertes en 1925 dans certaines plantes et chez

certains animaux. Ils sont formés d’une molécule d’hème fixée au niveau d’une cystéine, avec un

atome de fer à l’état ferreux (Fe2+). Cette structure tétrapyrolique est capable de fixer l’oxygène

moléculaire, permettant le passage de l’état ferreux à l’état ferrique (Fe3+). Les cytochromes

participent ainsi à de nombreux métabolismes oxydatifs. Leur structure protéique est variable et

permet de distinguer plusieurs types de cytochromes classées en familles (44).

Le CYP P450 est localisé dans les cellules hépatiques et rénales (44) mais d’autres cytochromes

sont impliqués dans le métabolisme de la vitamine D qui comprend deux étapes principales :

 La première étape est la 25 hydroxylation hépatique de la vitamine D3 conduisant à la

formation de la 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)D3 ou 25(OH)D), forme de réserve de la

vitamine D3.

L’hydroxylation hépatique implique des CYP situés dans le réticulum endoplasmique ou dans les

mitochondries. Les CYP2R1, CYP2J3 et CYP3A4 sont localisés dans les microsomes (45, 46) et

le CYP27A1 mitochondrial intervient dans la biosynthèse des acides biliaires (47).

La 25-hydroxylation de la vitamine D est peu régulée. Les taux de 25(OH)D augmentent en

proportion de l’apport en vitamine D, c’est pour cela que la mesure des taux plasmatiques de

25(OH)D sont un meilleur indicateur du statut en vitamine D (43, 48, 49). Environ 75% de la

vitamine D circulante est hydroxylée en 25(OH)D, après un seul passage dans le foie. Cette

forme de la vitamine D a une faible capacité de liaison au récepteur VDR de la vitamine D et ne



29

permet pas d'obtenir de réponse biologique. Les 25(OH)D2 et 25(OH)D3, formes de réserve de

la vitamine D sont localisées principalement dans le tissu adipeux, le foie et les muscles (50). La

25(OH)D a une demi-vie d’environ 2 à 4 semaines dans le sang, grâce à sa grande affinité pour

sa protéine porteuse, la VDBP ou DBP (vitamin D binding protein) (51, 52).

 La deuxième étape correspond à l’hydroxylation de la 25(OH)D3 en position C1, par la

1-alpha-hydroxylase rénale. Elle permet la formation de la 1,25-dihydroxyvitamine D3

(1,25(OH)2 D3). Cette enzyme est située dans la membrane interne des mitochondries et

appartient à la famille des cytochromes P450 mono oxygénases. Elle est aussi appelée CYP27B1

(53, 54). Elle a été clonée à partir de cellules rénales de souris (55), de rat (56) puis isolée à partir

de cellules rénales humaines (57).

D’autres sites mineurs de production extrarénale de la 1,25(OH)2 D3 ont été identifiés : le

placenta, le cerveau, la prostate, les kératinocytes, les ostéoblastes et les macrophages qui

expriment aussi le CYP27B1 (58). Le CYP27B1 d’origine extrarénale ne contribuerait pas

physiologiquement à la formation de la 1,25(OH)2D3 plasmatique, mais participerait à la

régulation de sa concentration lors de situations particulières comme la grossesse, l’insuffisance

rénale chronique, et dans des pathologies comme la sarcoïdose, la tuberculose, les

granulomatoses, et l'arthrite rhumatoïde (58).

Une fois synthétisée, la 1,25(OH)D circule dans l’organisme et après fixation à son récepteur

(vitamin D receptor ou VDR), elle agit sur ses principaux organes cibles que sont l’intestin, les

os, les reins et les parathyroïdes.

La demi-vie plasmatique de la 1,25(OH)2D est d’environ quatre heures. Sa production

quotidienne est de l’ordre de 0,3 à 1 μg/j, après exposition de 30 % de la surface corporelle (bras 

ou jambe), de 15 à 20 minutes par jour, à une intensité́ lumineuse de rayonnement supérieur à 18 

mJ/cm2 (de Juin à octobre en Amérique et Europe du Nord, entre 10h et 15h) (59) .
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II.3.1.2 Transport

La 25(OH)D3 est faiblement hydrosoluble et hautement liposoluble. Son transport dans le sang

est assuré par la protéine porteuse vitamine D binding protein (DBP). Cette protéine de 52000

Da est constituée de 458 acides aminés. En raison d’une forte liaison avec la DBP, dont les

concentrations plasmatiques sont élevées (entre 0,3 et 0,5 mg/ml), toutes les molécules de

25(OH)D présentes dans la circulation lui sont liées. Seulement 0,03% de la vitamine D

(équivalent à 12,4 -14,5 pmol/l) est sous forme libre (43).

Cette DBP lie plus faiblement la 1,25(OH)D (60). Elle appartient à la famille ALB/AFP/VDBP

(Albumine, Alpha-Fœtoprotéine-Afamin, VDBP) dont le gène est localisé sur le chromosome 4

en 4q11-q13 (61). Elle protège les tissus de niveaux toxiques de vitamine D. Par conséquent,

lorsque la concentration de la DBP est réduite, comme dans les hépatopathies chroniques, le

syndrome néphrotique ou la malnutrition, il existe un risque plus important de surdosage en

vitamine D. A l’'inverse, dans certaines situations comme la grossesse ou la prise d’œstrogènes,

les concentrations de la DPB augmentent en même temps que le risque de déficit en vitamine D

(62).

Après filtration par le glomérule, le complexe 25(OH)D-DBP est internalisé dans des lysosomes

après endocytose. Plusieurs protéines dont la mégaline et la cubiline interviennent dans ces

processus cellulaires (63-65). La mégaline est située à la surface des cellules du tube contourné

proximal du rein. Elle facilite l’endocytose du complexe 25(OH)D-DBP (63). Les niveaux

cellulaires de la mégaline sont augmentés par la 1,25(OH)D3, fournissant un mécanisme de feed-

forward pour sa propre production (66). Les souris dont le gène codant pour la mégaline a été

invalidé (souris knock out), ont une excrétion urinaire élevée de 25(OH)D3 et de DBP, une

carence en vitamine D et une fragilité osseuse sévère (63).

La cubiline est un récepteur endocytique du tubule rénal proximal, impliqué dans la réabsorption

de la vitamine D à partir du filtrat glomérulaire mais aussi dans la conversion intracellulaire de la
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25(OH)D en 1,25 (OH)D (67). Des protéines de liaison intracellulaires (IDBPs ou intra cellular

vitamin D binding proteins), homologues des protéines HSP (Heat Shock Proteins) se fixent à la

vitamine D et la conduisent jusqu’aux mitochondries où elle va être hydroxylée en 1,25(OH)2

D3 (68).

L’albumine et les lipoprotéines ont également un rôle majeur dans le transport de la vitamine D.

Elles ont une affinité plus faible que la DBP, pour les métabolites de la vitamine D. Les

lipoprotéines sont plus efficaces que la DBP pour fournir au foie, la vitamine D3 synthétisée

dans la peau, tandis que les chylomicrons lymphatiques favorisent l'absorption intestinale et

hépatique de la vitamine D provenant de l'alimentation. La vitamine D et ses métabolites

(25(OH)D et 1,25 (OH)D) sont absorbés au niveau de l’intestin grêle puis complexés aux sels

biliaires ou aux acides gras pour leur élimination (43).

II.3.1.3 Catabolisme

La concentration circulante en 1,25(OH)2 D3 dépend de l’importance de son catabolisme. Les

dérivés de la vitamine D sont catabolisés par oxydation de la chaîne latérale en C24 puis en C23

puis par clivage oxydatif de la chaîne latérale. Chaque étape d'oxydation conduit à la perte

progressive de l'activité biologique (28, 69). La 24-hydroxylase (CYP24A1) catalyse la

conversion de la 1,25(OH)2 D3 en 1,24,25-trihydroxyvitamine D3 (1,24,25(OH)3D3), première

étape dans la voie de dégradation de la vitamine D pour aboutir au produit de clivage final inactif

ou acide calcitroïque. Les souris dépourvues du gène codant pour le CYP24A1, ont des taux

sériques élevés de 1,25(OH)2 D3 en raison de la baisse de leur capacité à la dégrader (70).

D’autres voies métaboliques pour le catabolisme de la 1,25(OH)2 D3 ont été décrites permettant

la conversion de la vitamine D en 1,25(R)-(OH)2 D3-23(S), 26-lactone après hydroxylation au

niveau des positions 23(S) et 26 (71). Cette lactone est un métabolite mineur de la 1,25 (OH)

2D3 dans le sang mais semble pouvoir inhiber l’action de la vitamine D sur la résorption osseuse

(72).
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II.3.1.4 Rôle biologique de la vitamine D (effets classiques et non classiques)

En dehors du rôle biologique de la vitamine D sur le métabolisme du glucose, détaillé dans un

des chapitres suivants, il était nécessaire de préciser les effets classiques et non classiques de la

vitamine D. Ces derniers incluent les effets immunomodulateurs de la vitamine D et le contrôle

de la différenciation cellulaire qui jouent un rôle important dans le métabolisme et la régulation

du glucose.

Le rôle biologique de la vitamine D est assuré par la forme active 1,25(OH)D3 ou calcitriol qui

possède des effets génomiques et non génomiques.

II.3.1.4.1. Effets génomiques du calcitriol

Après liaison du calcitriol à son récepteur cytosolique VDR (73), celui-ci est phosphorylé puis

recrute le récepteur RXR avec lequel il forme un complexe protéique. Le complexe RXR-VDR-

1,25(OH)2 D se lie à des séquences génomiques spécifiques dans la région promotrice du gène

appelée éléments de réponse à la vitamine D (VDRE) (74).

Le VDR peut ainsi réguler directement la transcription de certains gènes (exemple du CYP24A1)

mais aussi inhiber directement la transcription d’autres gènes comme ceux de la parathormone

(PTH) ou de la PTH rp (parathyroid hormone-related peptides) (38).

II.3.1.4.2. Effets non génomiques du calcitriol

Le calcitriol active une variété de systèmes de transduction du signal comme les influx de

calcium, la libération du calcium à partir des réserves intracellulaires, la modulation de

l'adénylate cyclase ou de la phospholipase C, l’activation des protéines kinases C et D (PKC,

PKD), des protéines MAP (Mitogen Activated Protein) et des RAF Kinases.
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Les effets non génomiques incluent ainsi la régulation du métabolisme des seconds messagers

intracellulaires (phosphoinositide, cyclic guanosine monophosphate ou cGMP). Ils ont été décrits

dans de nombreuses cellules comme les kératinocytes, les entérocytes, les cellules musculaires,

les ostéoblastes et les chondrocytes. Ces effets impliquent des récepteurs membranaires comme

la protéine MARRS (Membrane-Associated Rapid Response Steroid binding protein) (75).

II.3.1.4.3 Effets « classiques » de la vitamine D

Le rôle biologique le mieux connu de la 1,25(OH)2 D3 est le maintien de l’homéostasie

phosphocalcique via son action au niveau de 3 tissus cibles principaux:

II.3.1.4.3.1 Effet sur l’os

La vitamine D participe au maintien de l’équilibre phosphocalcique. En situation

d’hypocalcémie, elle active de façon directe la résorption osseuse en favorisant la différenciation

et l’activation des cellules souches mésenchymateuses de l’os en ostéoclastes. Au niveau des

ostéoblastes, la 1,25(OH)D3 stimule la production de RANKL, cytokine qui stimule la résorption

osseuse par les ostéoclastes (76). L’influence directe des concentrations de la 1,25(OH)D3 sur

les parathyroïdes explique aussi son effet sur l’os (77). Les parathyroïdes sont des glandes

situées au niveau du cou, au contact de la face postérieure de la thyroïde. Elles sécrètent la

parathormone (PTH), hormone polypeptidique de 84 acides aminés, dont le facteur stimulant

principal est l’hypocalcémie (78).

II.3.1.4.3.2 Effet sur l’intestin

La vitamine D intervient dans la régulation de l’absorption intestinale du calcium alimentaire et

des phosphates. Néanmoins, son influence sur l’absorption intestinale du calcium est lente car

elle nécessite la synthèse de la protéine de Wasserman ou TRPV6. Dans la cellule intestinale, la

1,25(OH)D favorise la synthèse de cette protéine, transporteur du calcium et encore appelé
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CaT1. TRPV6 crée un canal calcique au niveau de la bordure en brosse apicale de l’entérocyte,

permettant l’entrée de calcium dans la cellule (79). De plus, la 1,25(OH)D3 régule aussi

l’absorption du magnésium, ion en compétition avec le calcium car ils utilisent tous deux le

même mécanisme de transport.

L’absorption intestinale du calcium est aussi favorisée par une protéine cytosolique de 9kDa,

possédant deux domaines de liaison au calcium (80, 81). Cette protéine, appelée calbindine 9K

est régulée par la 1,25(OH)D3 (82, 83) La déficience fonctionnelle de la calbindine 9K, en terme

d’absorption calcique, peut être compensée par l’activité de TRPV6, sous l’induction de la

1,25(OH)D3 (84). En parallèle, l’entrée des phosphates dans l’entérocyte est favorisée par des

processus de diffusion passive des ions phosphates (79) ou après activation de la protéine Npt2b

(co-transporteur sodium–phosphate) (85). Ce mécanisme est prépondérant lorsque les apports

calciques ou phosphorés sont faibles, dans certaines conditions physiologiques (comme la

croissance ou la grossesse) ou dans certaines pathologies (granulomatoses, hyperparathyroïdie).

II.3.1.4.3.3 Effet sur le rein

La 1,25(OH)D augmente la réabsorption tubulaire du calcium par son action directe sur le canal

épithélial calcique (ECaC) (86). Néanmoins, son influence est plus modeste que celle de la PTH,

ce qui rend compte de l’hypercalciurie habituellement constatée chez les sujets

hypoparathyroïdiens ou pseudohypoparathyroïdiens soumis au traitement vitamino-calcique (87,

88). De plus, en synergie avec la PTH, la 1,25(OH)D augmenterait le nombre de canaux calcium

TRPV5 (Transient Receptor Potential channel Vanilloid subtype 5), indispensables à la

réabsorption du calcium et des phosphates (89).
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II.3.1.4.4 Effets « non classiques » de la vitamine D

À côté de son rôle bien établi dans la régulation de l’homéostasie

phosphocalcique, la vitamine D possède d’autres fonctions physiologiques telles que des effets

immunomodulateurs ainsi qu’une implication dans le contrôle de la différenciation de nombreux

types cellulaires.

II.3.1.4.4.1 Vitamine D et muscles

La 1,25(OH)D a une action directe sur la croissance et la différenciation du muscle squelettique.

Ainsi, la fatigue ou l’atrophie des muscles squelettiques associées à des anomalies

électrophysiologiques de contraction et de relaxation sont retrouvées dans les néphropathies

chroniques, dans les pathologies rachitiques ou l’ostéomalacie liées à une carence en 1,25(OH)D

mais aussi dans les pancréatopathies et les situations de malabsorption de la vitamine D (90-92).

La vitamine D aurait un effet génomique direct sur la taille des fibres musculaires et un effet non

génomique sur la contraction musculaire par activation de la PKC qui augmente le pool calcique

intracellulaire (93).

II.3.1.4.4.2 Vitamine D et système cardiovasculaire

Le statut en vitamine D pourrait jouer un rôle dans la survenue de pathologies cardiovasculaires.

Certaines études ont mis en évidence une association significative entre des concentrations

basses de vitamine D et la survenue de pathologies cardiovasculaires (8, 94, 95). Les

mécanismes impliqués sont encore mal compris mais on sait que les cardiomyocytes et les

cellules endothéliales vasculaires expriment le VDR et la 1-alpha hydroxylase. Leur prolifération

et leur activité contractile peuvent ainsi être régulées par la 1,25(OH)D (96-100).

D’autres situations telles que l’hypertension artérielle ou l’insuffisance cardiaque seraient

également associées à une insuffisance en vitamine D (101, 102).
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La 1,25(OH)D interviendrait notamment dans la régulation du système rénine angiotensine, en

modulant l’expression du gène de la rénine indépendamment de la calcémie. La relation de

causalité n’est pas clairement établie et plusieurs facteurs étiologiques ou confondants ont été

évoqués. Les associations décrites entre concentrations de vitamine D et les autres facteurs de

risque cardiovasculaire (diabète, obésité, dyslipidémie) amplifient cette association entre

vitamine D et risque cardiovasculaire (103-105).

II.3.1.4.4.3 Vitamine D et système immunitaire

La vitamine D intervient dans la régulation du système immunitaire avec un rôle inhibiteur de

l’immunité acquise et un rôle activateur de l’immunité innée. Plusieurs cellules du système

immunitaire comme les lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules présentatrices

d’antigène expriment le VDR et la 1-alpha-hydroxylase (106). La prolifération lymphocytaire

Th1 et la production de certaines cytokines comme l’IL2 et l’interféron gamma sont ainsi

diminuées par la 1,25(OH)D (107).

Différente études ont rapporté l’effet bénéfique de la 1,25(OH)D sur l’incidence de certaines

pathologies auto-immunes comme le diabète de type 1, le lupus , la polyarthrite rhumatoïde, la

sclérose en plaques et les thyropathies auto-immunes, d’abord dans des modèles animaux puis

chez l’homme (108-114).

Un aspect important des actions immunosuppressives de la 1,25(OH)D est son utilisation

thérapeutique dans le contrôle des maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux

systémique, la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques juvénile (type I), le diabète,

l'encéphalomyélite allergique expérimentale chez la souris. La vitamine D diminue à la fois le

taux de prolifération et l'activité des cellules T et B, et induit la disponibilité des cellules T

suppresseurs (115).
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II.3.1.5 Dosage biologique de la vitamine D

Une grande partie de ce travail de thèse porte sur la vitamine D, molécule liposoluble dont le

dosage plasmatique a fait l’objet de plusieurs interrogations : quelles sont les techniques de

dosage de vitamine D actuellement disponibles ? Quelle est la forme de vitamine D réellement

dosée par les dispositifs de dosage?

Une mise au point sur le dosage biologique de la vitamine D est ainsi faite dans ce chapitre.

II.3.1.5.1 Techniques de dosage

C’est le dosage de la 25(OH)D qui permet d’évaluer le statut vitaminique D des individus. Son

coût est d’environ 21,60 euros (B80). Dans les situations d’insuffisance en vitamine D, les

concentrations de la forme active (1,25(OH)D) peuvent être basses, normales ou élevées et ne

reflètent pas le stock de l’organisme en vitamine D (38).

La technique de dosage actuellement la plus utilisée est l’immunodosage. La 25(OH)D étant plus

stable dans le sérum que dans le plasma, probablement du fait de sa liaison à la DBP (116, 117)

est idéalement dosée sur le sérum. Les techniques de dosage recommandées doivent permettre de

doser les 2 formes de vitamine D (25(OH)D2 et D3) au risque d’une mauvaise évaluation du

statut vitaminique des patients (118).

Le problème actuel est de définir des valeurs de référence de la 25(OH)D qui soient adaptées à la

pratique clinique d’autant plus que les concentrations de vitamine D varient en fonction de la

latitude, de la saison climatique, de l’altitude, de la pigmentation de la peau et de l’âge (119,

120).

Les normes fixées ont été établies dans des situations extrêmes : norme inférieure (10 nmol/l ou

4 ng/ml) chez des sujets noirs, prélevés en hiver à des latitudes supérieure à 40° et norme

supérieure (75 nmol/l ou 30 ng/ml) chez des Caucasiens en zones d’ensoleillement intense. Pour

les cliniciens, la situation d’insuffisance ou de déficit en vitamine D est celle qui entraîne des
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effets néfastes (notamment sur l’os). Ainsi, les seuils de vitamine D, responsables d’une

hyperparathormonémie, peuvent être considérés comme anormaux chez des sujets ayant une

fonction rénale normale (121-123). La valeur seuil de 30 ng/ml (75 nmol/l) est ainsi retenue par

de nombreux experts (42). Le coefficient de variation analytique (c’est à dire intra ou inter essai)

est de 5 à 10% selon les techniques de dosages (124).

Les seuils retenus pour définir le statut vitaminique D correspondent à des concentrations de

25(OH)D < 10 ng/ml (25-30 nmol/l) pour le déficit profond (carence), entre 10 et 20 ng/ml (25-

50 nmol/l) pour le déficit modéré et entre 20 et 30 ng/ml (50-75 nmol/l) pour l’insuffisance en

vitamine D.

L’AFSSAPS a précisé l’ensemble des dispositifs de dosage de vitamine D disponibles sur le

marché français avec leurs spécificités respectives (tableau 1).

Tableau 1: Dispositifs de dosage de la vitamine D en France (AFSSAPS – juillet 2009)

FABRICANT NOM DU DISPOSITIF REACTIONS CROISEES
Biosource 25 (OH)-vit D3-RIA CT 25 OH-Vit D3-100%

25 OH-Vit D2-0,6%
1,25 (OH)2-Vit D3-84%

Diasorin Liaison 25(OH)-Vitamine D totale 25 OH-Vit D2-104%
25 OH-Vit D3-0,6%
1,25 (OH)2-Vit D2-40%
1,25 (OH)2-Vit D3-17%

25-Hydroxyvitamin D-125I RIA kit 25 OH-Vit D2-100%
25 OH-Vit D3-100%
1,25 (OH)2-Vit D2-11%
1,25 (OH)2-Vit D3-11%

IDS 25 Hydroxy vitamin D EIA 25 OH-Vit D2-75%
25 OH-Vit D3-100%

25-HydroxyvitaminD RIA 25 OH-Vit D2-75%
25 OH-Vit D3-100%

Roche diagnostics Vitamine D3 (25-OH) 25 OH-Vit D2<10%
25 OH-Vit D3-100%
1,25 (OH)2-Vit D3-100%

* les concentrations des formes 1,25(OH)D sont environ 1000 fois plus basses que les

concentrations des formes 25(OH)D
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II.3.1.6 Aspects pharmaceutiques de la vitamine D en France

Dans notre hypothèse de travail, la mise en évidence possible d’un déficit important en vitamine

D devrait nous conduire à la substitution des sujets étudiés. Il était donc souhaitable de faire une

mise au point des recommandations en terme de traitement substitutif de la vitamine D (forme de

vitamine D, posologie et durée de traitement).

II.3.1.6.1 Formes pharmaceutiques (d’après le Vidal 2011)

Sont exclues les formes pharmaceutiques de vitamine D en application locale

Cholécalciférol ou vitamine D naturelle (vitamine D3)

 ZYMAD (gouttes de 150 ou 300 UI, ampoules de 80 000
ou 200 000 UI)

 ZYMADUO (gouttes de 300 UI)
 FLUOSTEROL (doses de 800 UI)
 VITAMINE D3 B.O.N (ampoules de 200 000 UI)
 UVEDOSE (ampoules de 100 000 UI)

Ergocalciférol (vitamine D2)

 STEROGYL (gouttes de 400 UI, ampoules de 600 000 UI)
 UVESTEROL (doses de 1500 UI)
 UVESTEROL ADEC (pipette de 1ml)

Dérivés hydroxylés en C25 de la vitamine D3

CALCIFEDIOL (25(OH)D3): DEDROGYL (gouttes de 5g)

Dérivés dihydroxylés de la vitamine D3

CALCITRIOL : ROCALTROL (capsules de 0,25g)

Dérivés hydroxylés en C1 de la vitamine D3

ALFACALCIDOL: UN ALFA

(Gouttes de 0,1-0,25-0,5 ou 1g ou forme IV)
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Il existe aussi des formes pharmaceutiques associant 400 à 880 unités de Cholécalciférol et 500 à

1200 mg de calcium.

II.3.1.6.2 Quel type de vitamine D choisir?

En France, en dehors des compléments alimentaires et des polyvitamines, les vitamines D2 et D3

sont administrées sur prescription médicale et remboursées par la sécurité sociale. Les études

sont divergentes sur le choix de la vitamine D à utiliser. Certaines de ces études ont mis en

évidence une efficacité similaire de la vitamine D2 et de la vitamine D3 en terme de maintien de

l’homéostasie phosphocalcique avec l’obtention de concentrations circulantes appropriées de

25(OH)D (125, 126). D’autres concluent en la moindre efficacité de la vitamine D2 sur le

maintien des concentrations sériques de 25(OH)D malgré des posologies élevées de l’ordre de

4000 UI/J pendant 2 semaines. Avec ce schéma thérapeutique, les concentrations de 25(OH)D

étaient plus rapidement augmentées avec la vitamine D3 administrée à la même posologie que la

vitamine D2 (127).

De même, la vitamine D3 administrée à 50 000 UI en 1 fois augmente et maintient des niveaux

de 25(OH)D à un degré trois fois plus élevé que la vitamine D2 administrée à la même dose. Les

deux formes permettent d’obtenir des concentrations similaires de 25(OH)D jusqu’au 3ème jour,

puis les concentrations sériques de 25(OH)D chutent chez les sujets traités par la vitamine D2

contrairement aux sujets traités par la vitamine D3 (128). Ces résultats sont en accord avec des

données antérieures qui suggéraient que la vitamine D2 avait un métabolisme et une clairance

plus rapide que la vitamine D3 et que la vitamine D3 avait une plus forte affinité pour la DBP

que la forme D2 expliquant sa stabilité (129-132).

Par ailleurs, avec des posologies plus élevées (prise unique de 300 000U), l’effet du

Cholécalciférol (D3) sur la baisse de la PTH et du turn over osseux est supérieur à celui de

l’Ergocalciférol (D2) (133).



41

En définitive, la majorité des études résumées dans la méta analyse récente de Tripkovic et al

(2012 ) suggèrent une efficacité supérieure de la vitamine D3 comparée à celle de la vitamine D2

(de l’ordre de 30 à 50%), en terme de maintien des concentrations sériques de 25(OH)D (134).

Figure 3: Evolution des concentrations de 25(OH)D après prise de vitamine D2 ou D3 (128)

II.3.1.6.3 Quelle dose de vitamine ? À quel rythme?

Les études sont hétérogènes en terme de posologie de vitamine D administrée, si bien qu’il n’est

pas toujours facile de les comparer.

Certains optent pour l’administration de fortes doses de vitamine D en une fois, variant de 50

000 UI à 300 000 UI, espacées de 3 à 6 mois (133) et d’autres pour l’administration quotidienne

de la vitamine D avec des posologies entre 1000 UI et 5000 UI/J (135). Un apport de 1000 UI/J

de vitamine D pendant au moins 6 mois permettrait d’augmenter la concentration sérique de

25(OH)D de 10 ng/ml (25 nmol/l) (135).

Un apport de vitamine D de 800 à 5000 UI/J assure aussi une qualité normale de l’appareil

musculosquelettique (baisse de l’incidence des chutes et des fractures chez le sujet âgé de plus de
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65 ans) et une dose cumulée de 600 000 UI administrées de façon fractionnée sur plusieurs

semaines permet de rétablir le stock de 25(OH)D en présence d’un déficit initial (136).

Une autre étude, randomisée et contrôlée versus placebo, a mis en évidence une diminution

significative du nombre de fractures après 5 ans de suivi chez des sujets traités par la vitamine

D3 administrée tous les 4 mois à la dose 100 000 UI.

Devant l’hétérogénéité des schémas thérapeutiques, Van Groningen et al ont proposé une

formule pour calculer la dose de Cholécalciférol nécessaire pour atteindre une concentration

sérique de 25(OH)D3 de 75 nmol/l : 40 x (75 - [25(OH)D] sérique) x poids du sujet (137).

La prescription de la vitamine D est donc loin d’être consensuelle et doit être adaptée au cas par

cas (138). L’avantage de la dose unique est l’obtention d’une meilleure compliance du patient,

paramètre majeur d’efficacité de la vitamine D sur la survenue des fractures (139).

En France, la vitamine D naturelle est privilégiée pour la correction des situations de carence ou

de déficience en vitamine D. Elle est prescrite sous forme de gouttes en présence d’une

insuffisance hépatique ou d’une malabsorption. Les formes métaboliquement actives

(alphacalcidol, calcitriol) sont réservées aux situations où est recherché un effet

pharmacologique (hypoparathyroïdie, pseudohypoparathyroïdie, insuffisance rénale chronique

(140).
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Le schéma ci-dessous résume les possibilités thérapeutiques possibles en France :

Rappels des unités et équivalences

1 UI = 25 ng de vitamine D ; 1000 UI = 25 g de vitamine D

40 000 UI = 1 mg de vitamine D ; 400 U = 10 µg de vitamine D

Situation à risque de carence: mesure de prévention

Sujets âgés (> 65ans)

Uvedose 100 000 UI/3mois

Grossesse : au 6ème mois

Uvedose 100 000UI : 1 ampoule

- Nouveaux-nés jusqu’à 2 ans : 400 à 500

U/J si lait enrichi

-1 000 à 1500UI/J si allaitement ou lait

non enrichi

- Enfants jusqu’à 5ans : Uvedose 100 000

UI l’hiver, à renouveler après 3 mois

Hépatopathie ou thérapeutique chronique

responsable d’une hypovitaminose D :

Dédrogyl : 5 à 25 g/j

Surveillance : calcémie et calciurie à

1 ou 3 mois puis annuellement

Insuffisance en vitamine D (10-30 ng/ml)

- Si phosphatémie normale: Uvedose 100 000 UI

répétées à 1 mois et 3 mois puis mesure de prévention

- Si hypophosphatémie:

.Uvedose 100 000 UI /mois jusque normalisation des

phosphates

.Dosage de la 25(OH)D souhaitable 6 à 12 mois après

traitement

Carence en vitamine D

(< 10 ng/ml)

- 2 ampoules d’Uvedose 100

000 UI/mois pendant 2 mois

- Si hypophosphatémie

persistante : dosage de la

25(OH)D souhaitable 6 à 12

mois après traitement

Situation de carence ou d’insuffisance en vitamine D
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II.3.1.6.4 Quelle durée de traitement?

La durée de la substitution vitaminique D n’est pas non plus codifiée et dépend de l’objectif du

traitement.

Toutes les études citées précédemment ont des durées de traitement variable. Dans tous les cas,

l’évaluation de la tolérance clinique du traitement doit être régulière et dans certains cas, il peut

être nécessaire de surveiller le bilan phosphocalcique et de contrôler les concentrations sériques

de 25(OH)D.

Dans la majorité des études d’intervention, les doses de vitamine D administrées sont bien

tolérées, sans majoration des effets physiologiques de la vitamine D (hypercalcémie,

hypercalciurie, lithiase ou néphrocalcinose) chez des sujets ayant une fonction rénale normale

(135, 141-144).

Même pour des posologies élevées, variant de 4000 UI/J jusque 280 000 UI par semaine, il n’a

pas été noté d’effets délétères sur la calcémie et la calciurie chez des sujets sans dysfonction

rénale (133, 145-147).

Pour assurer le maintien d’une concentration sérique de 25(OH)D >30 ng/ml, on peut proposer la

prise de 100 000 UI de vitamine D3 tous les 2 ou 3 mois, ou des doses journalières de vitamine

D3 (800 à 1200 UI selon les experts) si les apports calciques sont insuffisants ou de vitamine D2

(lorsqu’on ne veut pas associer la vitamine D à du calcium).
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II.3.2 Régulation

L’étude de la vitamine D nécessite de bien appréhender tous les facteurs impliqués dans sa

régulation, et qui peuvent influencer les effets biologiques de la vitamine D en particulier sur les

paramètres métaboliques. Ce paragraphe fait un état des lieux de ces différents facteurs.

II.3.2.1 Paramètres environnementaux et physiologiques

La régulation de la 25(OH)D dépend de l’exposition aux UVB, de l’apport alimentaire mais

aussi du bon fonctionnement de tous les paramètres impliqués dans la synthèse de la pré-

vitamine D3. En plus d’une régulation physiologique, des paramètres environnementaux

participent à la régulation des concentrations de 25(OH)D.

II.3.2.1.1 Influence des saisons, de l’altitude et de la latitude

Depuis plus de 50 ans, l’influence des saisons, de l’altitude et de la latitude sur l’incidence du

rachitisme a été rapportée. Celle-ci augmente en période hivernale et diminue pendant l’été

(148, 149). En effet, le nombre de rayons UVB atteignant la biosphère dépend de l'angle zénithal

solaire, de la latitude, de la saison et du moment de la journée. Le rôle de ces facteurs

environnementaux dans la production cutanée de vitamine D a été confirmé par plusieurs équipes

(37, 148, 150). L’intensité du rayonnement UV doit être supérieure à 18 mJ/cm2 pour être

efficace et cette intensité n’est atteinte qu’entre les mois de Juin et d’Octobre, aux latitudes de

40°- 50° Nord ou Sud, d’où une fluctuation saisonnière importante. La production de 25(OH)D

est alors plus faible aux latitudes élevées (148, 151).
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II.3.2.1.2 Effets des crèmes solaires et des vêtements

L’utilisation d’écran solaire (agents anti UV) peut diminuer l'effet bénéfique du soleil et la photo

conversion du 7-DHC en pré-vitamine D3 (152). Le port de vêtements diminue aussi la

transmission des UV à la peau (153) et le type de tissage (vêtements d'été et d’automne) pourrait

influencer l’absorption cutanée des UV (154).

II.3.2.1.3 Effets de l’âge

Du fait du vieillissement de la peau, la production de la vitamine D décroît avec l’âge. Dès l’âge

de 20 ans et au-delà, l’épaisseur cutanée diminue linéairement (155) associée à une baisse de la

concentration épidermique en 7-DHC (156).

II.3.2.1.4 Rôle de la pigmentation cutanée

L'exposition au soleil est le principal déterminant du statut en vitamine D chez l’homme (35).

Dans les latitudes nordiques (de novembre à Mars), les rayons UV-B sont insuffisants pour

assurer l’apport physiologique nécessaire en vitamine D si bien que la prévalence de

l’insuffisance en vitamine D y est importante (125).

Par ailleurs, à exposition solaire égale, plusieurs études ont mis en évidence des différences du

statut vitaminique D dans des populations à la peau noire comparées à des populations à la peau

blanche (40) confirmant le rôle de la pigmentation de la peau comme barrière à la synthèse de la

vitamine D (157, 158).

Les conséquences sur l’os ne sont pas négligeables puisqu’en parallèle, le risque de fracture

osseuse et d’ostéoporose est majoré dans les populations à la peau foncée comparées à des

populations à la peau plus claire (159, 160).
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Les populations vivant ou migrant dans des zones éloignées de l’Equateur ont une pigmentation

cutanée qui diminue progressivement si bien qu’elles adaptent leur production de vitamine D3

pour maintenir l’homéostasie osseuse (149, 161). La mélanine située dans les cellules cutanées,

absorbe les radiations solaires dont la longueur d’onde est comprise entre 290 et 700 nm. En cas

de forte concentration de mélanine au niveau de la peau, la pigmentation augmente et la

production cutanée de vitamine D diminue. Ces effets de la pigmentation de la peau sur la

synthèse de vitamine D sont bien connus (161-163). D’abord, des expériences in vitro, après

exposition solaire de courte durée ont mis en évidence, l’absence de conversion du 7-DHC en

pré-vitamine D3 au niveau de cellules de l’épiderme en cas de pigmentation de type 5 (épiderme

de peau noire) contrairement au type 2 (épiderme de peau blanche). Ce n’est qu’après une

exposition solaire prolongée, que les premières concentrations de pré-vitamine D3 apparaissent

au niveau du type de peau 5 (164). Il en est de même pour l’homme chez lequel l’exposition

solaire doit être augmentée en cas de peau foncée, pour permettre une synthèse cutanée de pré-

vitamine D3 suffisante (161, 163).

II.3.2.1.5 Rôle de la PTH

L’activité de la 1-alpha-hydroxylase rénale est étroitement régulée par la PTH, le calcium, le

phosphore et la 1,25(OH)D elle-même (165). L’étape qui limite la bioactivation de la vitamine D

est l’alpha hydroxylation rénale par le cytochrome P450c1a (166). Dans certaines tubulopathies

génétiques (rachitisme hypophosphatémique liées à l'X, syndrome de Fanconi) ou acquises

(déficit autosomique récessive en 1-alpha-hydroxylase dans les rachitismes vitamine D

dépendant de type I), cette étape peut être altérée (167, 168).

De même, la parathyroïdectomie s’accompagne d’une baisse de production de la 1,25(OH)D liée

à la diminution de l’activité de la 1-alpha-hydroxylase rénale malgré l'hypocalcémie. L'apport de

PTH à des animaux parathyroïdectomisés ou sains s’accompagne d’une augmentation de la
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production de 1,25(OH)D3 (169), confirmant le rôle essentiel de l’hormone sur la forme active

de la vitamine D. Ces effets de la PTH sont exercés directement sur les cellules tubulaires

proximales rénales (170) et sont médiés par l'AMPc (171).

De plus, la PTH diminue l’activité de la 24-hydroxylase et ralentit la dégradation de la

1,25(OH)D3. Une ancienne étude a montré que le traitement par PTH modifie les niveaux de

l’ARNm de la 1alpha-hydroxylase (172).

II.3.2.1.6 Rôle du calcium

Dans l’os, la PTH et la 1,25(OH)D activent la mobilisation du calcium osseux et la réabsorption

rénale du calcium des urines vers le sang (173). En situation d’hypocalcémie, le récepteur du

calcium situé sur les parathyroïdes active la sécrétion de PTH. Ce récepteur a été identifié et

cloné à partir de parathyroïdes bovines (174). Une régulation des taux de 1,25(OH)D par le

calcium extracellulaire a été mise en évidence chez des rats après parathyroïdectomie et pourrait

permettre de moduler de façon efficace la production et les concentrations de 1,25(OH)D en

modifiant l’activité de la 1-alpha hydroxylase rénale (175). Une autre étude a mis en évidence

une suppression directe de l'activité de la 1-alpha hydroxylase et de son ARNm par le calcium,

dans une lignée humaine de cellules du tubule proximal rénal (176).

II.3.2.1.7 Rôle des phosphates

Le rôle des phosphates en tant que régulateur du métabolisme de la vitamine D est bien établi. La

restriction de phosphate alimentaire augmente l’activité de la 1-alpha-hydroxylase rénale et les

taux sériques de 1,25(OH)D3 (177, 178). Le mécanisme impliqué est encore flou, mais il semble

être indépendant de la PTH (177) et des modifications de la calcémie (179).
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D’autres études ont montré que lors de courtes périodes de privation en phosphate, les niveaux

de phosphate corticaux n'étaient pas diminués alors que les taux sériques de 1,25 (OH)2 D3 et de

1-alpha hydroxylase étaient élevés (180).

Enfin, des concentrations basses de phosphate diminuent la transcription du gène de la 24

hydroxylase et préviennent le catabolisme de la 1,25(OH)D ce qui suggère le rôle d’autres

facteurs non encore identifiés dans ces voies du métabolisme de la vitamine D (181).

II.3.2.1.8 Rôle de l’acidose

L'acidose métabolique modifie le métabolisme de la vitamine D par deux mécanismes

principaux :

- elle émousse l'action de la PTH sur la 1-alpha hydroxylase du tubule contourné proximal (182)

- elle augmente l'activité de la 24-hydroxylase ce qui majore la dégradation de la 1,25(OH)D3

(183).

Une autre conséquence de l'acidose est l’augmentation du calcium ionisé en raison de la baisse

du PH sanguin. Cette augmentation du calcium ionisé pourrait être responsable de l’altération du

métabolisme de la vitamine D puisque l’EDTA, chélateur du calcium, bloque l'effet de l'acidose

sur les niveaux de calcitriol, sans changer le pH du sang (184). Ainsi l'acidose diminue les

niveaux sériques de 1,25(OH)D en augmentant le calcium ionisé et en diminuant la réactivité du

rein à la PTH.
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II.3.2.1.9 Autorégulation de la 1,25(OH)D

Il existe un rétrocontrôle de la 1,25(OH)D3 sur sa propre synthèse et son catabolisme, ce qui crée

une boucle de régulation évitant l’intoxication par la vitamine D. Physiologiquement, la

1,25(OH)D stimule la transcription du gène de la 24-hydroxylase, impliquée dans son

catabolisme. Chez l’animal déficient en vitamine D, l’activité de la 1-alpha hydroxylase est

maximale alors que celle de la 24-hydroxylase est basse ou indétectable (185).

La 1,25(OH)D3 stimule aussi le transport du calcium et du phosphore de la lumière intestinale au

sérum et participe ainsi au maintien de l’homéostasie phosphocalcique (186).

II.3.2.1.10 Rôle d’autres hormones: insuline, IGF1

D’autres hormones sont impliquées dans la régulation phosphocalcique.

L’hormone de croissance (GH) et l’IGF1 (Insulin Growth Factor-1) interviennent comme

médiateurs de la régulation de l’activité de la 1-alpha hydroxylase en réponse à

l’hypophosphatémie (187, 188).

La restriction alimentaire en phosphates stimule l’activité de la 1-alpha hydroxylase mais celle-ci

est réduite chez les rats après hypophysectomie (189). Après injection d'hormone de croissance

et un faible apport phosphaté, la réponse de la 1-alpha hydroxylase est restaurée (190). En

parallèle, chez les rats rendus diabétiques par l’apport de streptozotocine et privés de phosphates

dans leur alimentation, on observe une baisse de la stimulation de la 1-alpha hydroxylase,

réversible après administration d’insuline (191).

D’autres facteurs phosphaturiques appelés phosphotonines sont considérés comme des

régulateurs de la 1,25(OH)D, notamment par leur action sur le gène de la 1-alpha-hydroxylase.
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Le FGF-23 (fibroblastic growth factor 23) sécrété par les ostéocytes, fait partie de ces facteurs

qui inhibent l’hydroxylation rénale et la synthèse de la 1,25(OH)D (192).

II.3.2.1.11 Rôle des enzymes CYP

La régulation du métabolisme de la vitamine D dépend aussi des cytochromes impliqués dans

son métabolisme (CYP27A1 et CYP27B1, CYP24A1).

Dans le foie, l’activité du CYP27A1 est modulée à l’étape transcriptionnelle par des récepteurs

nucléaires comme PPARα et γ, dont les ligands sont des acides gras polyinsaturés (193-196). 

Un autre récepteur nucléaire, PXR (Pregnane X Receptor), impliqué dans la régulation du

métabolisme des xénobiotiques et des médicaments, permettrait l’induction du gène codant pour

le CYP24A1 (197). Ainsi, les médicaments anticonvulsifs, activateurs de PXR, de même que les

corticostéroïdes, peuvent conduire à un déficit en vitamine D. Lorsque ces médicaments sont

prescrits au long cours, un apport supplémentaire en vitamine D peut s’avérer nécessaire.

Dans le rein, c’est le CYP27B1 qui intervient dans la régulation de la production de la

1,25(OH)D3 mais les mécanismes moléculaires impliqués sont encore mal connus. L’IGF-1,

l’insuline, la calcitonine et le FGF-23 interviennent également dans la régulation de la CYP27B1

(166, 198-200).

Le récepteur VDR de la vitamine D inhiberait aussi l’expression du CYP27B1 dans le rein. Cette

répression résulterait de la liaison de l’hétérodimère VDR/RXR à un facteur de transcription de

type bHLH (basic helix-loop-helix), capable d’interagir avec un motif consensus (boîte E)

présent sur le promoteur de CYP27B1 (201).
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Figure 4: Rôle des cytochromes dans le métabolisme de la vitamine D au niveau de la peau (36)

In vitro, d’autres tissus d’origine extrarénale (placenta, prostate, kératinocytes, macrophages,

lymphocytes T, cellules dendritiques, ostéoblastes, cellules cancéreuses du poumon, de prostate

et de peau) peuvent convertir enzymatiquement la 25(OH)D en 1,25(OH)D (202-207). Certains

de ces tissus comme les kératinocytes possèdent les systèmes nécessaires au métabolisme de la

vitamine D, permettant notamment l'inactivation du calcitriol en acide calcitroïque par la

CYP24A1(208).
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Figure 5: Rôle des différents cytochromes au niveau de la synthèse rénale et extrarénale de la

1,25(OH)D (36)



54

Figure 6 : Étapes de synthèse, effets biologiques et niveaux de régulation de la 1,25(OH)D (209)
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II.3.2.1.12 Cas particulier de l’insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique est définie par un déclin progressif de la fonction de

filtration glomérulaire, responsable d’un déséquilibre de l’homéostasie phosphocalcique.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans l’apparition de ce dysfonctionnement.

D’abord, la conversion de la 25(OH)D en 1,25(OH)D est diminuée en raison de la baisse de la

synthèse de la 1-alpha hydroxylase rénale. Il en résulte une hypocalcémie liée à la baisse de

l’absorption intestinale du calcium, mécanisme dépendant de la vitamine D (210).

De plus, la baisse de clairance de la créatinine s’accompagne d’une rétention des phosphates

responsable d’une hyperphosphatémie. Les concentrations des phosphates sont modulées par la

phosphatonine FGF-23, à différentes étapes (211-215) :

- Elle induit une phosphaturie, diminue les concentrations de phosphates et l’activité des co-

transporteurs sodium-phosphate Npt2a et Npt2c situés au niveau des tubules proximaux du rein

- Elle diminue aussi la réabsorption tubulaire des phosphates par un mécanisme indépendant de

la PTH.

FGF-23 inhibe aussi la transcription du gène codant pour α-klotho, une protéine impliquée dans 

la régulation de l’activité de différentes protéines de surface cellulaire (216-218). α-Klotho est 

principalement exprimé au niveau des tubules distaux du rein et joue un rôle de cofacteur

essentiel dans la stimulation du récepteur de FGF-23 (219, 220).
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Figure 7 : Résumé des effets principaux de FGF-23 au niveau rénal (209)
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Figure 8: Cibles rénales du FGF-23, lien avec la vitamine D (A) cibles extra-rénales (B) (217)

8A

8B
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Dans l’insuffisance rénale chronique, l’hyperphosphatémie stimule la synthèse de la PTH

indépendamment de la calcémie (221, 222). L’hyperparathormonémie secondaire est alors

responsable de troubles osseux sévères (223). L’ostéite fibrokystique est l’atteinte la plus grave,

associée à une altération de la structure osseuse liée à l’augmentation du turn over osseux et à

l’accentuation de la résorption osseuse (224-226). Une ostéomalacie peut apparaître selon le

degré d’insuffisance rénale ainsi que des phénomènes ostéoporotiques avec risque fracturaire

élevé et majoré par la présence d’une carence en vitamine D non corrigée (227-229).

Chez l’insuffisant rénal chronique, l’insuffisance en vitamine D est définie par une concentration

de 25(OH)D ≤ 30ng/ml et le déficit par une concentration ≤ 15ng/ml (230). 

Au vu des complications possibles dans cette population, le KDIGO (Kidney Disease Improving

Global Outcomes) a rédigé des recommandations sur le dépistage, la surveillance et la prise en

charge des atteintes osseuses. Les experts ont validé une classification de ces atteintes osseuses

(tableau 2) (230).

Tableau 2: Classification des atteintes osseuses chez l’insuffisant rénal d’après le KDIGO (230)

Définition des atteintes osseuses liées à l’insuffisance rénale chronique

Anomalie systémique du métabolisme minéral osseux liée à l’insuffisance rénale avec la

présence d’un ou plusieurs des paramètres suivants :

 Anomalies du métabolisme du calcium, du phosphore, de la PTH ou de la vitamine D

 Anomalies du turn over osseux, de la minéralisation ou de la masse osseuse

 Calcifications vasculaires ou des tissus mous

Définition de l’ostéodystrophie rénale

 Altération de la morphologie osseuse chez des sujets en insuffisance rénale chronique

 Anomalie osseuse quantifiée par une histomorphométrie obtenue sur biopsie osseuse
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II.3.3 Vitamine D, métabolisme glucidique et risque cardiovasculaire

D’après les données de la littérature exposées dans les paragraphes précédents, il est plus facile

de comprendre à quel niveau la vitamine D pourrait être impliquée dans les anomalies du

métabolisme glucidique : déficit en vitamine D lié à une insuffisance d’apport d’origine

alimentaire ou de synthèse endogène, à des anomalies d’absorption, de stockage ou de transport

de la vitamine D ou à des anomalies fonctionnelles de son récepteur VDR ou des cytochromes

intervenant dans son métabolisme.

Avant d’exposer le travail de recherche effectué en Guadeloupe sur cette thématique, une revue

de la littérature est faite sur la vitamine D et son rôle dans le métabolisme du glucose, dans

l’insulinorésistance et son association aux facteurs de risque cardiovasculaire.

II.3.3.1 Vitamine D et diabète

Le diabète est la pathologie principale liée à des anomalies du métabolisme glucidique. Sa

prévalence, estimée par l’étude INSTANT, est de 4,57% en 2009 soit un peu plus de 2,5 millions

de sujets en France hexagonale (2). En Guadeloupe, elle est de l’ordre de 8,1 % (données de

l’INVS) mais ces chiffres sont certainement sous-évalués du fait d’un dépistage ou d’un

diagnostic non effectué chez une partie importante de la population diabétique qui ignore sa

maladie. Dans plus de 90% des cas, il s’agit d’un diabète de type 2 (DT2). Ce type de diabète est

lié à la fois à des facteurs environnementaux ou génétiques responsables d’une résistance des

tissus cibles (foie, muscles et tissu adipeux) à l’action de l’insuline (231, 232). Tout comme

l’obésité, la dyslipidémie et l’hypertension artérielle, le diabète fait partie des pathologies à haut

risque de morbidité ou de mortalité cardiovasculaire (233). L’évolution du DT2 s’accompagne

d’une dysfonction des cellules bêta de Langerhans avec une véritable réaction inflammatoire au

sein des îlots de Langerhans puis un déficit de l’insulinosécrétion entrainant un DT2 insulino-

requérant (234).
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Le diabète de type 1 d’origine auto-immune est lié à une insulite impliquant différents types

d’anticorps dirigés soit contre la glutamate acide décarboxylase (anti GAD), soit contre une

phosphatase membranaire des cellules β (anti-IA2), ou soit contre les anticorps anti-îlots (Islet 

Cell Antibody ou ICA). Au niveau mondial, sa prévalence au sein du diabète est faible, évaluée à

environ 5%, avec une fréquence moins élevée des complications macrovasculaires comparée au

DT2 (235, 236). C’est pour cette raison que la problématique majeure de santé publique reste

orientée sur la prévention, le dépistage précoce du DT2 et de ses complications

cardiovasculaires.

Les chercheurs se sont intéressés au rôle de la vitamine D, d’abord dans les mécanismes

physiopathologiques du diabète, puis en tant que facteur prédictif du risque de DT2 ou impliqué

directement dans la survenue des complications cardiovasculaires du diabète (125, 237, 238).

La vitamine D pourrait agir dans le métabolisme glucidique soit de façon directe via son

récepteur (VDR), soit de façon indirecte en modulant les flux cellulaires de calcium.

Elle pourrait être impliquée à plusieurs niveaux (238, 239) :

- L’insulinosécrétion

- L’insulinorésistance

- La fonction cellulaire bêta des îlots de Langerhans



61

Ces différentes possibilités ont été analysées à partir des données de la littérature et sont

résumées dans les paragraphes ci-dessous :

II.3.3.1.1. Vitamine D, fonction cellulaire bêta et insulinosécrétion

Chez l’animal, le déficit en Vitamine D entraîne une altération de la synthèse et de la sécrétion

d'insuline par les cellules bêta du pancréas, restaurée en cas de supplémentation vitaminique

(240, 241).

L’expression du récepteur VDR de la vitamine D au niveau des cellules bêta, pourrait expliquer

ces observations. En effet, les souris invalidées pour le gène VDR ont une sécrétion insulinique

bêta altérée (242). De plus, le VDRE, élément de réponse du VDR, est présent au niveau du

promoteur du gène de l’insuline humaine et l’activation de la transcription du gène de l’insuline

est favorisée par l’apport de la 1,25(OH)D (243, 244).

Figure 9: Résumé des mécanismes de l’insulinosécrétion impliquant la vitamine D
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II.3.3.1.2. Vitamine D et sensibilité à l’insuline

La vitamine D joue un rôle direct au niveau de la sensibilité des tissus à l’insuline. Elle stimule

l’expression des récepteurs de l’insuline situés au niveau des tissus cibles périphériques (243) et

active le facteur de transcription PPAR (Peroxysome Proliferator Activated Receptor) gamma,

facteur régulateur du métabolisme des acides gras au niveau des tissus adipeux et musculaire

(245). En modulant les flux calciques, la vitamine D régule aussi la réponse tissulaire à l’insuline

(246).

Elle est impliquée dans l’insulinorésistance par ses interactions avec le système Rénine

Angiotensine Aldostérone (RAA). En effet, l’angiotensinogène 2 inhibe l’action de l’insuline sur

le tissu vasculaire et le muscle squelettique, ce qui altère le captage du glucose au niveau de ces

cellules (247, 248). Par ailleurs, les souris dont le gène du VDR a été invalidé, présentent un

déficit en vitamine D et une augmentation de l’expression de la rénine et de la production

d’angiotensinogène 2. La correction de ce déficit entraîne une diminution des concentrations de

rénine et améliore l’insulinosensibilité des tissus (103).

De nombreuses études, transversales et cas-témoins, ont rapporté une prévalence élevée du

déficit en vitamine D en présence d’un diabète ou d’une intolérance au glucose (9, 234, 249,

250). Après ajustement à l’IMC, l’étude NHANES (National Health And Nutrition Examination

Survey) a mis en évidence une association inverse entre les concentrations de 25(OH)D et la

prévalence du diabète, quelle que soit l’ethnie étudiée (251). Une étude finlandaise a trouvé, une

diminution du risque de DT2 chez les sujets qui avaient des concentrations de 25(OH)D élevées,

comparés à ceux qui étaient déficitaires en vitamine D (252). D’autres études récentes ont

confirmé cette association entre le déficit en vitamine D et l’incidence du DT2 ou du syndrome

métabolique (253, 254).
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II.3.3.1.3 Vitamine D et cellules bêta pancréatiques

Le rôle de la vitamine D se fait par l’intermédiaire du VDR mais aussi de la 1-alpha hydroxylase

(enzyme responsable de la synthèse de la 1,25(OH)D), tous deux exprimés au niveau des cellules

bêta du pancréas (242, 255). La vitamine D module les concentrations extracellulaires de

calcium et les flux calciques dans la cellule bêta (256). Elle régule l’activité de la calbindine,

protéine cytosolique des cellules bêta, qui interfère sur les flux calciques (257-259).

II.3.3.2 Vitamine D et obésité

L’obésité est définie par un indice de Quételet (rapport poids/taille2) supérieur à 30Kg/m2 (260).

L'impact de l'obésité est majeur en terme de santé publique, avec des conséquences sur la

morbidité et la mortalité cardio-vasculaires (261, 262) et cancéreuses (263-265) .

En Guadeloupe, une étude transversale a permis d’évaluer la prévalence de la surcharge

pondérale à 58 % chez la femme et 42 % chez l’homme. La prévalence de l’obésité était de 29 %

chez la femme et 12 % chez l’homme (3).

En dehors des facteurs environnementaux, responsables de l’obésité, des études récentes ont

montré que le déficit en vitamine D était associé à l’obésité ou à la survenue d’un syndrome

métabolique (266-268). Les concentrations circulantes de 25(OH)D sont diminuées chez les

obèses (269-271) mais aussi chez les sujets dysmétaboliques (272). La réponse à la substitution

vitaminique D est également diminuée chez ces sujets obèses et déficitaires en vitamine D. Dans

ce contexte, une majoration de la posologie ou la durée du traitement par vitamine D est en

général nécessaire (273, 274).

Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer une telle relation entre le statut

vitaminique D et l’obésité. Chez l’obèse, la biodisponibilité de la vitamine D3 synthétisée en

sous-cutanée ou provenant de l’alimentation, est diminuée en raison de son accumulation dans le



64

tissu adipeux (271). Après absorption, la vitamine D est séquestrée et stockée dans le tissu

adipeux mais aussi dans le tissu musculaire, puis libérée lentement dans la circulation (275). De

plus, l'inactivité physique, plus fréquemment observée chez l’obèse, associée à une diminution

de l’exposition solaire, aggrave le déficit en vitamine D (271).

Un autre mécanisme possible est la modulation du métabolisme adipocytaire dépendant de

l’apport calcique et de la 1,25(OH)D (276).

La 1,25(OH)D régule le métabolisme énergétique en modulant l’expression et la production

d’adipokines (277) et serait impliquée dans d’autres mécanismes cellulaires complexes au sein

de l’adipocyte : régulation du stress oxydatif et synthèse de ROS (reactive oxygen species)

(278), régulation des cytokines de l’inflammation (TNF alpha, IL-6, IL-8) et des concentrations

d’adiponectine, toutes impliquées dans la physiopathologie de l’obésité (279). La 1,25(OH)D

intervient aussi dans la régulation de l’apoptose adipocytaire de façon dose dépendante. A

concentrations basses, la vitamine D inhibe l’apoptose en diminuant l’activité des caspases

(enzymes de l’apoptose) et stimule l’activité du facteur antiapoptotique Bcl-2 (280).

En définitive, chez le patient obèse, la 1,25(OH)D intervient dans la régulation du métabolisme

et de la fonction adipocytaire par des mécanismes génomiques et non génomiques.

II.3.3.3 Vitamine D et risque cardiovasculaire

Plusieurs études d’observations rapportent une association entre risque cardiovasculaire et

concentrations basses de 25(OH)D mais la relation de causalité n’est pas définitivement établie.

Certaines de ces études ont confirmé cette association après ajustement aux facteurs confondants

comme l’obésité, l’inactivité physique, la consommation d’alcool ou de tabac. Ce point est

important car ces facteurs sont associés à un risque cardiovasculaire élevé. De plus, l’obésité et

la sédentarité sont aussi associées à des concentrations basses de 25(OH)D (8, 281).
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D’après les données de la littérature, la vitamine D pourrait influencer le risque cardiovasculaire

en agissant à plusieurs niveaux : système rénine angiotensine aldostérone (RAA),

cardiomyocytes et paroi vasculaire.

II.3.3.3.1 Effet sur le système Rénine Angiotensine Aldostérone (RAA)

Des études prospectives ont mis en évidence une association inverse entre les concentrations de

la 25(OH)D et l’incidence de l’hypertension artérielle (HTA). Ce résultat était indépendant de

l’âge, de l’IMC, de l’activité physique, de l’ethnie et de l’état de ménopause (282, 283). Le rôle

de la vitamine D au niveau du système RAA, principal régulateur des niveaux de pression

artérielle, a été évoqué. En effet, dans des modèles de souris porteuses d’un VDR invalidé,

l’expression de la rénine et de l’angiotensine était augmentée et responsable d’une

vasoconstriction avec HTA secondaire (103).

Par ailleurs la 1,25(OH)D inhibe la croissance des cellules musculaires lisses vasculaires en

culture et pourrait modifier leur contractilité (284).

Des études d’intervention ont montré que l’exposition aux UVB (285) ou la substitution en

vitamine D (versus placebo) pouvait réduire significativement la pression artérielle chez des

patients hypertendus (101). Après 2 mois, la supplémentation en vitamine D (800 UI/J) et en

calcium (1200 mg/J) a permis une baisse de la pression artérielle systolique de 13 mm Hg (p =

0,02) et de la diastolique de 6 mm Hg (p = 0,10) (101).

II.3.3.3.2 Effet sur la cellule cardiaque

Un effet direct sur le cardiomyocyte a été mis en évidence. Les situations de carence en vitamine

D peuvent être associées à une cardiomégalie avec un contrôle de l'hypertrophie des myocytes
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cardiaques, une régulation de la synthèse et de la libération du facteur natriurétique auriculaire

après apport en 1,25(OH)D3. Chez les sujets avec une cardiomyopathie et en situation

d’insuffisance rénale terminale, l’apport de 1,25(OH)D3 et de 25(OH)D3 améliore la fonction

ventriculaire gauche (286).

Chez les sujets diabétiques de type 2, le déficit en vitamine D est significativement associé aux

cardiopathies ischémiques et aux accidents vasculaires cérébraux (287, 288). Dans une étude

récente, un déficit en vitamine D était plus fréquemment retrouvé chez des sujets diabétiques

ayant eu un infarctus aigu du myocarde, en situation précaire, et avec un faible niveau d’activité

physique. Ces résultats étaient indépendants de l’âge (287, 289).

II.3.3.3.3 Effet sur la paroi vasculaire (athérosclérose)

D’autres études évoquent un effet anti athéromateux de la vitamine D dont le récepteur VDR est

exprimé au niveau du muscle lisse vasculaire (290).

Des études in vitro ont montré que l’apport de 1,25(OH)D inhibe l’effet mitogène de l’EGF

(Epidermal Growth Factor) sur la prolifération des cellules mésangiales des vaisseaux (291).

Sur le plan épidémiologique, l’effet anti athéromateux potentiel de la vitamine D est soutenu par

les résultats récents de la NHANES de 2001 à 2004, où les quartiles de 25(OH)D des plus bas au

plus élevés étaient significativement associés à une prévalence décroissante de la maladie

artérielle périphérique (8,1- 5,4- 4,9 et 3,7%) (292).

Chez l’homme, l’épaisseur de l’intima-média, marqueur de l’athérome dans le DT2 est aussi

associée au déficit en vitamine D (293, 294).
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En définitive, le déficit en vitamine D serait associé à une augmentation de l’incidence de

l’HTA, des cardiopathies ischémiques et des indices d’athérosclérose, ce qui suggère son rôle

possible de facteur de risque cardiovasculaire chez le sujet diabétique.

Figure 10 : Situations d’hypovitaminose D et conséquences vasculaires

Situations physiologiques associées à un
déficit en vitamine D:

- Personnes âgées

- Sujets à la peau noire

- Sujets obèses

- Saison hivernale

- Hautes latitudes

Augmentation de

- L’activité des MPP

- L’épaisseur de l’intima

- La résistance vasculaire

Diminution de

- La fonction endothéliale

- L’activité du système RAA

- La fonction immunitaire

Conséquences:

- Hypertrophie cardiaque

- HTA

- Augmentation des pulsations cardiaques

= cardiopathies, AVC, artériopathies
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II 3.4 Polymorphismes génétiques

II.3.4.1 Polymorphismes du gène codant pour le récepteur de la vitamine D

II 3.4.1.1. Récepteur VDR

II.3.4.1.1.1 Identification et structure du VDR

L’activité biologique de la 1,25(OH)D est médiée par le VDR (Vitamin D Receptor), récepteur

qui lui est spécifique. Les premières descriptions du VDR ont été rapportées dans les années 68

(295). C’est un membre de la superfamille des récepteurs hormonaux nucléaires. Il possède un

domaine de liaison à l’ADN (C) et un domaine de liaison à son ligand (E) encore appelé LBD

(ligand binding domain) (296). Il est exprimé par les organes cibles classiques de la vitamine D

(l’intestin, l’os, le rein et les glandes parathyroïdes) ainsi que par toute une série de tissus non

impliqués dans l'homéostasie du calcium (kératinocytes, fibroblastes, cellules de Langerhans,

monocytes, les lymphocytes T de la peau, cellules endothéliales, cellules du système immunitaire

cutané, cellules musculaires, cellules pancréatiques, cellules des systèmes hématopoïétiques et

nerveux) (5, 297, 298).

Figure 11: Domaines fonctionnels du VDR (43)
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II.3.4.1.1.2 Gène codant pour le VDR

Le gène codant pour le récepteur humain de la vitamine D est situé sur le chromosome 12, en

position 12q13.11 (299). Il mesure 75Kb et code pour une protéine de 50 à 70 KDa. Il est formé

de 14 exons dont six exons non traduits, non codants (exons 1A-1F), et plusieurs régions

promotrices (300). La région 5’ non transcrite du VDR est codée par l’exon 1 composé lui-même

de 3 séquences formant les exons 1A, 1B, 1C impliqués dans la synthèse de 4 transcrits

différents du VDR (300, 301).

Les motifs en doigt de zinc du domaine de liaison sont codés par les 2 exons 2 et 3, la zone

Hinge est codée par les exons 4 et 5 et la région LBD par les exons 5 à 9. Le transcrit de

l’ARNm du VDR est composé de 4628 bases et code pour un polypeptide de 427 acides aminés

avec une masse moléculaire de 48KDa (296).

II.3.4.1.1.3 Mode d’action et rôle biologique du VDR

Après liaison de son ligand (1,25(OH)D), le VDR se fixe à une courte séquence nucléotidique de

l’ADN appelée éléments de réponse à l’hormone (VDRE) où il agit comme facteur de

transcription. L’analyse de l’expression de l’ADN complémentaire du VDR a permis d'analyser

sa structure et sa fonction mais aussi de comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans

les voies de signalisation cellulaire déclenchées par la liaison de son ligand (302).

Trois étapes principales conduisent à la régulation de la transcription des gènes sous le contrôle

du complexe VDR/vitamine D :

1/ la fixation du ligand:

La vitamine D activée (1,25(OH)D3) est soit dégradée par la 24-hydroxylase mitochondriale

(CYP24), soit liée à son récepteur cytosolique VDR.
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Le domaine de liaison du ligand (LBD), situé dans la partie carboxy-terminale de la molécule

VDR, est responsable de la forte affinité de liaison pour la 1,25(OH)D3. Cette région du VDR a

une fonction d'activation ligand-dépendante, appelé AF2 (303) .

La 25(OH)D3 et la 24,25(OH)2D3 se lient au VDR avec une affinité 100 fois plus faible que la

1,25(OH)2D3. Après fixation du ligand, le VDR cytoplasmique est transféré rapidement vers le

noyau le long des microtubules (304).

Deux signaux de localisation nucléaire ont été identifiés au sein de la molécule VDR. L'un est un

signal bipartite composé d'un cluster de résidus basiques à chaque extrémité de la séquence entre

les acides aminés 79 et 105, le deuxième est une séquence basique de sept acides aminés (résidus

49-55), identifiée entre les deux structures en doigts de zinc. Des mutations ponctuelles dans ces

deux séquences altèrent la translocation du VDR vers le noyau et sont responsables de

rachitisme vitamine D résistant de type 2 (305). Ce type de rachitisme, lié à des anomalies

fonctionnelles du récepteur VDR est à distinguer du rachitisme vitamine D résistant de type 1,

responsable d’un déficit en alpha hydroxylation et lié à des mutations du gène codant pour la 1α 

hydroxylase (CYP27B1) (306, 307).

2/ Hétérodimérisation avec le RXR

Le complexe 1,25 (OH) 2D3-VDR s'hétérodimérise avec le récepteur de l’acide rétinoïque RXR.

Les surfaces de dimérisation de RXR dans le VDR sont situées dans le 1er motif en doigt de zinc,

dans la région COOH-terminale du 2ème motif en doigt de zinc et dans le motif structural

correspondant à une séquence répétée en tandem de sept acides aminés situé dans le LBD.

L’acide aminé asparagine (Asn37) situé dans le 1er motif en doigt de zinc, la lysine (Lys 91) et la

glutamine (Glu92) situées dans la T-box du 2ème motif en doigt de zinc, et deux des acides

aminés de la séquence tandem du domaine LBD sont essentiels à l’association sélective entre le
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VDR et son partenaire protéique, RXR. L’hétérodimérisation du VDR activé avec le RXR induit

une modification de conformation du VDR, essentielle pour sa fonction de transactivation.

3/ Liaison de l'hétérodimère VDR-RXR au VDRE

L’hétérodimère VDR / RXR se lie aux séquences VDRE spécifiques dans les régions

promotrices des gènes cibles. L'hétérodimère lié à l'ADN attire les composants du complexe de

pré-initiation de la transcription ou ARN polymérase II (Pol II) et les co-activateurs nucléaires

transcriptionnels, régulant ainsi la transcription des gènes dont l’expression sera activée ou

inhibée.

Le rôle biologique du VDR est médié par sa liaison à la 1,25(OH)D et similaire à celui de la

1,25(OH)D, incluant les effets génomiques et non génomiques de celle-ci (308).

En résumé, le VDR agit soit comme un facteur de transcription nucléaire régulant la transcription

des gènes exprimant le VDRE, soit comme un récepteur membranaire régulant l’activité des

kinases et des phosphatases (309).

II.3.4.1.1.4 Régulation de l’activité du VDR

L’activité du VDR peut être régulée au niveau des différentes étapes de son métabolisme à savoir

l’accessibilité du ligand au VDR, le contenu cellulaire en VDR, les modifications post

translationnelles du récepteur et la disponibilité des co-activateurs nucléaires (310).

Les concentrations de VDR dans une cellule cible sont régulées par les concentrations de

1,25(OH)D et de ses métabolites (régulation homologue) mais aussi par d'autres hormones ou

facteurs de croissance qui ne se lient pas au VDR (up-régulation hétérologue) (311-315) .
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Ces deux modes de régulation sont impliqués dans le contrôle de la transcription du gène codant

pour le VDR, dans la stabilisation de son ARNm et dans l'altération de sa vitesse de dégradation

qui dépend des tissus et des cellules qui lui sont spécifiques (316). Ainsi, la 1,25(OH)2D3

stimule l’ARNm du VDR dans les glandes parathyroïdes et le rein, mais pas dans l'intestin (317).

Enfin, les facteurs qui interviennent dans le catabolisme du VDR régulent également celui-ci.

Une régulation directe du VDR par SUG1 (composant du protéasome, intervenant dans

l'ubiquitination et la protéolyse du VDR) a été mise en évidence. Ainsi, l'utilisation d'inhibiteurs

du protéasome a permis de ralentir la dégradation du VDR par cette voie (318).

Dans des régions codantes ou non d’un gène, il peut y avoir une substitution d’une paire de bases

par un nucléotide appelée Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Différents SNPs influencent

le statut en vitamine D. Ils peuvent concerner les gènes codant pour les enzymes intervenant soit

dans la synthèse ou soit dans le catabolisme de la 25(OH)D et de la 1,25(OH)D, et peuvent ainsi

influencer les concentrations sériques de vitamine D.

Les SNP les plus fréquemment étudiés concernent les gènes du VDR, de CYP27B1, de DBP

(GC) et récemment de la NADSYN1.

II. 3.4.1.2 Polymorphismes du gène VDR

II.3.4.1.2.1 Techniques de génotypage

L’ADN génomique est généralement analysé à partir des leucocytes du sang périphérique. 1ml

de sang permet en général l’obtention de 30 à 50 µg d’ADN. L’extraction chimique nécessite un

prélèvement initial sur tube EDTA. L’héparine inhibe la Taq Pol utilisée pour l’amplification de

l’ADN par PCR. Les prélèvements sont congelés à -20° jusqu’à utilisation. L’extraction et la

purification de l’ADN sont facilitées par l’utilisation de kits de dosage comme le kit QIAGEN

(utilisé pour nos différentes études).
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Après dénaturation, hybridation et polymérisation par PCR, l’analyse de l’ADN permet de

détecter des modifications de séquences qui n’affectent pas le nombre de copies (analyse

qualitative), notamment des polymorphismes. Les polymorphismes ou variants génétiques sont

secondaires à des modifications de la séquence d’ADN. On distingue les SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) qui correspondent à la substitution d’un nucléotide par un autre, les délétions

d’ADN répétitifs (séquences répétées en tandem ou microsatellite) et les insertions-délétions de

bases. Parmi ces polymorphismes, les SNPs sont les plus fréquents (90%) et sont mieux adaptés

à la recherche du fait de leur stabilité. Les SNP sont majoritairement bi-alléliques. Ils permettent

de différencier 3 génotypes : l’homozygote fréquent, l’hétérozygote et l’homozygote rare. Si les

sites alléliques sont très proches physiquement ou s’ils sont situés dans une région qui combine

peu, il peut y avoir déséquilibre de liaison, c'est-à-dire que des allèles situés à deux loci ne se

transmettent pas de façon indépendante. Le déséquilibre de liaison est lié à un nombre

d’haplotype observé dans une population inférieur au nombre théorique évalué par le PIC

(Polymorphism Information Content) qui correspond au pourcentage d’homozygotes pour

chaque allèle étudié (319-322).

II.3.4.1.2.2 Description des polymorphismes étudiés

L’analyse des séquences d’ADN révèle des polymorphismes génétiques qui expliquent en partie,

les différences d’un individu à l’autre. Ainsi, plusieurs polymorphismes du gène VDR ont été

identifiés. Ils sont secondaires à des variations alléliques dans les sites de clivage d'enzymes de

restriction. Leur signification fonctionnelle et les effets potentiels sur la susceptibilité aux

maladies ont été largement étudiés (300, 323-326). Les polymorphismes du VDR les plus

fréquemment analysés correspondent aux sites de clivage d’endonucléases ApaI, BsmI, FokI, et

TaqI.

Le polymorphisme FokI est localisé au niveau de l’exon 2 et consiste en une transition T/C. Il

s’agit d’une substitution d’un nucléotide T (Thymine) en C (Cytosine) au niveau des deux sites
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potentiels d’initiation de la traduction (296, 325). Il en résulte une protéine VDR plus courte de

trois acides aminés. Ce polymorphisme a un rôle fonctionnel majeur dans l'activation

transcriptionnelle du gène du VDR (327).

Le polymorphisme BsmI est localisé au niveau de l’intron 8 et consiste en une substitution d’un

nucléotide A (Adénine) en G (Guanine) (328).

Le polymorphisme TaqI est localisé au niveau de l’exon 9 et consiste en une substitution d’un

nucléotide T en C au niveau du codon 352 mais ce SNP ne modifie pas la séquence de VDR

(328).

Le polymorphisme ApaI est localisé au niveau de l’intron 8 et consiste en une substitution d’un

nucléotide en A/C (329).

Les polymorphismes ApaI, BsmI et TaqI pourraient influencer l’expression du VDR en altérant

la stabilité de l’ARNm (330). Ils sont situés dans la région 3′ du gène VDR avec un fort

déséquilibre de liaison ce qui explique qu’ils sont parfois étudiés ensemble en analyse

d’haplotypes (328).

La mesure du déséquilibre de liaison décrit l'association d’allèles de polymorphismes adjacents,

les uns avec les autres (331).

Les polymorphismes BsmI et FokI, ont été décrits comme étant associés aux concentrations de la

25(OH)D et également à l'activité du VDR (332, 333). Ces polymorphismes du VDR varient en

fonction des ethnies et pourraient expliquer pourquoi certaines populations sont plus à risque de

déficit en vitamine D ou de pathologies dépendantes de la vitamine D, que d’autres. Hustmyer a

mis en évidence une différence de fréquence de certains polymorphismes du VDR chez les

Caucasiens, les Afro-Américains et les Asiatiques (334). Dans une étude récente, certains

haplotypes du VDR étaient associés à l'ascendance européenne ou amérindienne des sujets

étudiés, mais non à l'ascendance africaine, suggérant d’adapter les études d'association entre
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variants génétiques et pathologies chroniques selon l’ethnie (335, 336).

En définitive, les polymorphismes génétiques du VDR constitueraient un facteur important de

susceptibilité individuelle aux effets biologiques de la vitamine D.

Figure 12 : Sites des polymorphismes principaux du gène codant pour le VDR (337)

II.3.4.1.2.3 Polymorphismes du VDR et diabète

Des études chez des rats rendus diabétiques (C57BL/KsJ-db/db) ont mis en évidence une

diminution de l’expression du VDR au niveau intestinal et rénal, associée à des variations des

concentrations de vitamine D (338). Par la suite, des études in vitro ont rapporté l’effet du

glucose sur l’activité du VDR et le métabolisme de la vitamine D (339) puis des études in vivo

ont confirmé la présence du VDR au niveau des cellules bêta du pancréas (298).

Au vu de ces données, plusieurs études chez l’homme se sont intéressées aux polymorphismes

du VDR, d’abord dans des pathologies osseuses chez le diabétique (340, 341) puis dans des

situations d’insulinorésistance ou de syndrome métabolique (332, 342).
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Le risque de DT2 varie en fonction des combinaisons génétiques possibles chez les individus et

dépendrait des groupes ethniques étudiés. En effet, une étude cas-contrôle réalisée en Inde n’a

pas mis en évidence d’association significative entre les polymorphismes rs2228570 (SNPs de

FokI), rs1544410 (SNP de BsmI) et rs731236 (SNPde TaqI) entre les 2 groupes de sujets. Par

contre, après combinaison de ces variants génétiques, une augmentation du risque de DT2 était

retrouvée chez les sujets porteurs du génotype FfBbTt (343).

La sécrétion insulinique, régulée par la vitamine D, varie en fonction de certains

polymorphismes du VDR. Ainsi, une association entre les polymorphismes ApaI, BsmI TaqI et

l’insulinosécrétion a été décrite dans des populations indiennes, indépendamment du statut

vitaminique D (255, 344, 345).

De plus, après charge orale de glucose, les SNPs ApaI, BsmI et TaqI influenceraient la sécrétion

d’insuline. Les génotypes aa (ApaI), bb (BsmI) ou TT (TaqI) sont en particulier associés à une

baisse des taux d’insuline, à l’inverse des génotypes AA, BB ou tt (ApaI, BsmI et TaqI

respectivement). Le polymorphisme FokI est aussi associé à un profil clinique particulier chez

des sujets non diabétiques, avec une insulino-résistance chez les porteurs de l’allèle F (FF/ Ff)

(332). Cette association est également retrouvée avec les polymorphismes de TaqI (346). Chez

les sujets non diabétiques, le génotype aa (SNP ApaI) est aussi associé à un profil d’intolérance

au glucose avec une diminution de l’insulinosensibilité et est plus fréquent chez les sujets

diabétiques, ce qui suggère une association entre les polymorphismes de ApaI et DT2 (342) .

II.3.4.1.2.4 Polymorphismes du VDR et obésité

Hormis son association avec les concentrations de vitamine D (270, 347), l’incidence de

l’obésité est aussi liée aux polymorphismes du VDR (348, 349).

L’étude de Filus et al, rapporte une association entre les polymorphismes BsmI et l’IMC avec un

IMC plus élevé chez les sujets porteurs du génotype BB (332).
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Une autre étude réalisée dans une population chinoise a mis en évidence une association

significative entre le polymorphisme rs7975232 (ApaI) et l’IMC chez des femmes en post

ménopause (350).

Toutes les études ne confirment pas cette relation entre les facteurs anthropométriques et les 4

polymorphismes les mieux connus du VDR. D’autres polymorphismes comme cdx2 seraient

aussi associés au tour de taille et à l’IMC (351, 352).

Finalement, il n’y a aucune donnée sur la relation de causalité entre ces polymorphismes du

VDR et l’IMC en dépit de l’association de ces deux paramètres avec les concentrations de

vitamine D.

II.3.4.1.2.5 Polymorphismes du VDR et risque cardiovasculaire

Le récepteur VDR et certaines enzymes du métabolisme de la vitamine D, sont exprimés au

niveau du tissu cardiaque et pourraient être impliqués dans la survenue des pathologies

cardiovasculaires (105, 353). Dans des situations d’hypertrophie cardiaque, l’expression du VDR

est augmentée (354) et chez l’animal, il a été récemment mis en évidence une association inverse

entre l’expression du VDR au niveau des parois artérielles et l’épaisseur de l’athérome qui s’y

développait (355).

A partir des modèles animaux, invalidés pour le gène VDR, l’implication du VDR dans le risque

cardiovasculaire a été confirmée, avec une augmentation de la pression artérielle et l’apparition

secondaire d’une hypertrophie ventriculaire gauche (356, 357).

Chez l’homme, le risque cardiovasculaire peut être évalué grâce au score de Fragmingham qui

inclut le sexe, l’âge, les concentrations de cholestérol total, de LDL-CT et de HDL-CT, les

niveaux de PA systoliques et diastoliques, la présence d’un diabète et la consommation de tabac

(358).
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En dehors de ces facteurs de risque cardiovasculaire classiques, des polymorphismes génétiques

du VDR semblent associés à des profils cardiovasculaires différents d’un individu à l’autre.

Toutefois, les études sont peu nombreuses et toujours rapportées au déficit en vitamine D lié à

ces polymorphismes génétiques.

Ainsi, F.J.Van Schooten évoque le rôle prédictif des polymorphismes de BsmI dans la survenue

d’une cardiopathie, avec une baisse des concentrations de la 25(OH)D associée à ce

polymorphisme. En dépit du faible échantillon étudié, il a trouvé une association entre le

génotype bb et la présence d’une cardiopathie sévère (359).

Les travaux de Kammerer suggèrent un lien possible entre les polymorphismes de BsmI et le

risque d’athérosclérose mais à l’inverse des résultats de Van Schooten, ce sont les femmes

porteuses du génotype BB qui avaient une épaisseur augmentée de l’intima média, comparées

aux femmes non porteuses de ce génotype (360).

Dans une autre étude menée chez des Caucasiens, le génotype BB était aussi associé à des

concentrations élevées de 25(OH)D et à une densité minérale osseuse fémorale augmentée

laissant supposer un rôle protecteur de ce génotype contre le déficit en vitamine D (361).

Ortlepp et al ont rapporté une association entre le génotype BB et l’existence d’une

coronaropathie chez 293 sujets à haut risque cardiovasculaire (362) mais ces données n’ont pas

été confirmées dans l’échantillon de plus de 3000 sujets germaniques dans une autre étude

menée par la même équipe (363).

D’autres études, plus récentes, n’ont pas trouvé d’association entre les polymorphismes du VDR

et la présence d’une coronaropathie, dans des populations de taille plus importante que celle de

Van Schouten mais d’origine ethnique asiatique (364, 365).

Toutes ces études confirment la disparité des polymorphismes du VDR selon les ethnies et la

difficulté d’établir un lien de causalité directe entre ces polymorphismes et le risque

cardiovasculaire.
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II.3.4.2 Polymorphismes de gènes codant pour les protéines du métabolisme de

la vitamine D (cytochrome CYP27B1, protéine de transport de la vitamine D ou DBP,

enzyme Nicotinamide Adénine Dinucléotide synthétase ou NADSYN1)

II. 3.4.2.1 Description des polymorphismes

La production rénale de 1,25(OH)2 D3 est possible grâce au CYP27B1 dont le gène est situé sur

le chromosome 12 (12q13.1-q13.3) et n’a été cloné qu’en 1997 (55, 366). CYP27B1 appartient à

la superfamille des cytochromes P450. Trois SNPs du gène CYP27B1 ont été identifiés: le

rs10877012, situé dans la région 5' (C>A), le rs4646536 situé au niveau de l’intron 6 (T>C) et le

rs8176345 situé au niveau de l’exon 5 (A>G). Dans la population Afro-Américaine,

d’ascendance proche de la majorité de la population Guadeloupéenne, c’est le rs10877012 qui

semble être le polymorphisme le plus fréquemment associé aux concentrations de vitamine D

(10).

La DBP, protéine principale de transport de la 25(OH)D et de ses métabolites, est aussi appelée

globuline GC (Group Component) (367). C’est une alpha-globuline de 58KDa, synthétisée par le

foie et composée de 458 acides aminés après clivage d’un signal peptidique de 16 aminoacides

(368). Contrairement à la vitamine D, les concentrations plasmatiques de la DBP ne varient pas

selon les saisons (369). Par contre, elles peuvent influencer les concentrations libres

plasmatiques de la vitamine D et de ses métabolites en modulant leur disponibilité et leur

clairance métabolique (370).

La protéine GC est composée de 3 domaines :

- le domaine 1 est formé de 10 hélices alpha,

- le domaine 2 en comprend 9

- le domaine 3 en comprend 4 ce qui renforce sa stabilité (371) .
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Cette protéine, découverte il y a plus de 40 ans (372-374) est codée par le gène GC, situé sur le

bras long du chromosome 4 (4q12–q13). Ce gène de 35Kb comprend 12 exons et 1690

nucléotides (375, 376). Les polymorphismes de GC ont été précocement identifiés par

immunoélectrophorèse (377) et de nombreux variants génétiques ont été rapportés dans la

littérature (378, 379). Leur fréquence varie en fonction de l’ethnie à laquelle appartiennent les

populations étudiées (380). Les deux variants génétiques les plus fréquemment analysés chez les

Caucasiens sont le rs7041 (G>A) et le rs4588 (C>A). Ils codent pour les protéines Gc1F, Gc1S

et Gc2 (51, 381). Les mécanismes de liaison avec la vitamine D varient en fonction de ces

isoformes de GC d’affinité différente pour la 25(OH)D et la 1,25(OH)D (51, 382).

Dans les populations Afro-Américaines, ce sont les variants rs2298849 et rs2282679 qui sont les

plus fréquemment trouvés (10).

Ces polymorphismes de GC seraient associés aux anomalies du métabolisme glucidique, à

l’hyperinsulinisme (344), et à l’obésité (383).

Les mécanismes physiopathologiques impliqués sont encore mal connus mais on peut supposer

que cette relation puisse être liée au déficit en vitamine D fréquemment associé à ces anomalies

métaboliques.
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Figure 13: Structure du gène GC et exemple de variants analysés dans une population

caucasienne (Gc1F, Gc1S et Gc2) (384)

*Domaines fonctionnels de la protéine GC : le domaine I est le domaine de liaison à la vitamine D et ses

métabolites, les domaines II et III sont les domaines fonctionnels de la protéine.

La NADSYN1 est une Nicotinamide adénine di nucléotide (NAD+) synthétase, dépendante de la

glutamine, qui catalyse la dernière étape de la biosynthèse du NAD+ de façon ATP dépendante

(385, 386). Cette protéine appartient à la famille des glutamines aminotransférases (GAT),

enzymes qui catalysent deux réactions couplées se produisant à deux sites actifs distants mais

reliés par un tunnel d'ammoniac (387).

Figure 14: Réaction catalysée par la NADSYN1 (388)
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Le NAD est un coenzyme qui agit comme précurseur de nombreuses protéines du signal de

transduction intracellulaire et qui participe à de nombreuses réactions d’oxydoréduction dans la

cellule. Le NAD est soit sous une forme d’agent oxydant (NAD +) qui accepte des électrons

provenant d’autres molécules, soit sous une forme réduite (NADH), qui peut être utilisée comme

un agent réducteur et donner des électrons. C’est un cofacteur essentiel à la synthèse des lipides

et à la production du cholestérol (385).

Le gène codant pour la NADSYN1 est le NADSYN1. Il est situé sur le chromosome 11 en

11q13.4. Il est localisé à proximité du gène DHCR7 qui code pour la 7-déhydrocholestérol

réductase. Cette enzyme convertit le 7-déhydrocholestérol en cholestérol dans l’étape initiale de

synthèse de la pré-vitamine D3 (389). Des polymorphismes de NADSYN1 ont été décrits comme

étant associés aux concentrations de 25(OH)D, particulièrement le rs12785878 qui correspond à

un SNP (G>T) localisé en position intronique (NM_018161.4.). Ces polymorphismes de gènes

codant pour des protéines du métabolisme de la vitamine D peuvent expliquer les variations de

concentrations de la vitamine D et la prédisposition de certaines populations à des pathologies

chroniques liées à la baisse de la vitamine D.

II 3.4.2.2 Vitamine D et polymorphismes génétiques de CYP27B1,

GC, et NADSYN1

3 études récentes du génome mettent en évidence l’association des polymorphismes de

CYP27B1, GC et NADSYN1 avec le statut en vitamine D de certaines populations.

La première étude réalisée chez 16125 sujets Européens a mis en évidence une association

significative entre les concentrations de la 25(OH)D et les polymorphismes du gène codant pour

le cytochrome CYP2R1, pour l’enzyme DHCR7 et pour la protéine de transport GC. Dans cette

population, le risque d’insuffisance en vitamine D était élevé chez les sujets porteurs de variants

génétiques de GC (390).
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La deuxième étude a analysé les résultats de 5 études de cohortes (dont 3 études cas-contrôles)

concernant des populations caucasiennes. Elle a mis en évidence une association significative

entre les variants génétiques de GC, NADSYN1 et CYP2R1 et les concentrations de 25(OH)D

(391).

La troisième étude a analysé les mêmes paramètres, à partir des données de l’étude transversale

« Insulin Resistance Atherosclerosis Family Study » qui incluait des populations originaires

d’ethnies différentes (Hispanique et Afro-Américaine). Des variants génétiques de GC étaient

associés à la 25(OH)D et à la 1,25(OH)D dans ces groupes ethniques différents (392).

Ces travaux réalisés dans une population de petite taille n’ont pas été confirmés par Robien et al

dans sa population de plus de 500 sujets d’origine asiatique (393). Ces résultats divergents

semblent liés à la taille des échantillons étudiés (plus importante dans l’étude de Robien) mais

aussi au non ajustement des résultats en fonction de la latitude, des saisons, de l’IMC ou de

l’apport alimentaire en vitamine D, paramètres variables d’une étude à l’autre.

En définitive, bien qu’elles soient peu nombreuses, les études rapportées jusqu’ici ont mis en

évidence une association significative entre les concentrations de la 25(OH)D et certains SNPs

de CYP27B1, de GC et de NADSYN1 (394, 395).
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Figure 15 : Métabolisme de la vitamine D et place des variants génétiques (395)
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CHAPITRE III.

PRÉSENTATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE SUR LA VITAMINE D ET LES

POLYMORPHISMES GENETIQUES (VDR, GC, CYP27B1, NADSYN1)
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III.1 Évaluation des concentrations de 25(OH)D et de 1,25(OH)D chez des sujets

insuffisants rénaux chroniques dialysés en Guadeloupe

En Guadeloupe, dans notre pratique quotidienne, nous sommes souvent sollicités pour la prise en

charge du diabète chez les sujets insuffisants rénaux dialysés. Dans cette population, les

perturbations du métabolisme glucidique sont fréquentes. Par contre, du fait d’un ensoleillement

continu dans notre département, l’association possible entre l’existence d’un déficit en vitamine

D et la survenue de ces anomalies métaboliques ne semblait pas évidente. En effet, l’absence

d’hydroxylation de la 25(OH)D par la 1-alpha hydroxylase rénale, non fonctionnelle dans

l’insuffisance rénale chronique ne devrait pas modifier le statut vitaminique D, évalué par le

dosage de la 25(OH)D.

Compte tenu du climat ensoleillé en Guadeloupe, il était habituel de penser que l’exposition

continue aux rayons solaires était un facteur protecteur pour le déficit en vitamine D et que

l’insuffisance en vitamine D ne pouvait être un problème majeur de santé publique. De même,

sur le plan thérapeutique, la vitamine D (ou ses analogues) était avant tout prescrite pour

prévenir les complications osseuses, sources de morbi-mortalié chez le patient dialysé mais

l’association possible du déficit en vitamine D avec les paramètres métaboliques ou les facteurs

de risque cardiovasculaire n’était pas évoquée.

Au vu des connaissances actuelles sur la vitamine D, en particulier chez les sujets à la peau

foncée, il nous semblait important d’analyser dans une population de sujets dialysés, les

concentrations de 25(OH)D et de 1,25(OH)D, témoin de l’effet biologique réel de la vitamine D.

Il pourrait y avoir des relations entre les deux formes de vitamine D et les paramètres

métaboliques dans ces situations de dialyse. Les études analysant, de manière simultanée les

deux métabolites de la vitamine D sont rares.
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Notre étude réalisée en collaboration avec les néphrologues, est la première abordant cette

thématique dans la population des Antilles françaises. Avant nos travaux sur la vitamine D chez

les patients dialysés (et donc avant 2011), le dosage de la 25(OH)D ne faisait pas partie du bilan

systématique, annuel, des patients en insuffisance rénale chronique terminale en Guadeloupe. En

effet, l’ensoleillement continu dans notre département, paraissait suffisant et protecteur du déficit

en vitamine D.

Notre hypothèse de travail était que les associations identifiées avec les paramètres métaboliques

(incluant le diabète, la dyslipidémie et l’obésité) seraient différentes pour la 25(OH)D et la

1,25(OH)D. Notre objectif était d’évaluer ces associations. Pour apprécier l’état du turn-over

osseux, nous avons aussi recherché une relation entre ces 2 métabolites de la vitamine D, les

paramètres phosphocalciques et les concentrations de PTH et de phosphatases alcalines chez ces

sujets.

Cette étude a été conduite dans un des centres de dialyse du département de Guadeloupe (centre

de dialyse AUDRA). Il s’agit d’un centre indépendant du CHU de Pointe-à-Pitre mais situé dans

ses locaux (Hôpital RICOU). Environ 600 patients en insuffisance rénale chronique sont dialysés

dans le département. Cette étude porte sur 209 patients, environ un tiers de la population totale

des dialysés.

Notre étude est transversale et a été réalisée en janvier 2012. Les données recueillies incluaient

l’âge, l’ancienneté en dialyse, les paramètres anthropométriques, la pression artérielle (en pré-

dialyse), les facteurs de risque et complications cardiovasculaires (coronaropathie, accident

vasculaire cérébral, artériopathie des membres inférieurs). Dans cette population, les patients

traités recevaient uniquement de l’alphacalcidol. Le dosage sanguin de la 25(OH)D et de la

1,25(OH)D a été réalisé de façon systématique chez les 209 sujets qui ont accepté de participer à

l’étude.
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La population finale était âgée de 61±14 ans et était majoritairement masculine (57%). La

prévalence de la carence en vitamine D (25(OH)D <15ng/ml) était de 14,4% et celle de la

déficience en vitamine D (25(OH)D < 30ng/ml) de 62,2%. Comparés aux sujets ayant des

concentrations de vitamine D normales, les sujets déficitaires en vitamine D avaient plus

fréquemment des antécédents d’infarctus du myocarde et les sujets insuffisants en vitamine D,

des antécédents d’accidents vasculaires cérébraux. Que les sujets soient traités ou non par la

vitamine D, aucune association entre les concentrations de 25(OH)D et de 1,25(OH)D n’était

trouvée.

Avec la régression linéaire multivariée, nous avons noté que le sexe féminin (Beta -4.63), le

diabète (Beta -4.2) et l’indice de masse corporelle (Beta -0.4) étaient significativement associés

aux concentrations de 25(OH)D. Ces paramètres expliquaient chacun 4 à 5% de la variation de la

concentration en 25(OH)D. A l’inverse, les paramètres métaboliques n’étaient pas associés à la

concentration en 1,25(OH)D. Seul le traitement par alphacalcidol était associé aux

concentrations de 1,25(OH)D et expliquait 5% de la variation de la 1,25(OH)D. Ainsi, en

présence de ce traitement, une augmentation moyenne de 12ng/ml était notée pour la 1,25(OH)D

(Beta 12).

Malgré le climat ensoleillé, la prévalence de l’insuffisance en vitamine D reste encore élevée

chez les patients hémodialysés (62,5%). En effet, plus de 90% des besoins en vitamine D

proviennent de l’exposition aux rayons solaires. Mais, tous les patients de notre étude, d’origine

Afro-Caribéenne, avaient une pigmentation cutanée foncée, et on sait que ces pigments

mélaniques de l’épiderme sont responsables d’une diminution de l’absorption des UVB par la

peau.

Cette prévalence élevée de l’insuffisance en vitamine D dans notre population de patients

dialysés, est nettement inférieure à celles rapportées dans les études chez les Africains-

Américains (85% à 100%) (396, 397). Pour ces patients Africains-américains, le climat tempéré
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et l’existence d’une saison hivernale pourrait expliquer en partie ces taux élevés d’insuffisance

en vitamine D.

Notre étude montre aussi la nécessité de prendre en compte certains paramètres métaboliques tels

que le diabète ou l’obésité au cours de la prise en charge thérapeutique de l’insuffisance en

vitamine D chez les dialysés.

Nos travaux ont contribué à une modification des protocoles thérapeutiques localement. La

vitamine D native qui agit sur le PTH mais aussi sur le taux de 25 (OH)D (398) est ainsi plus

fréquemment prescrite depuis ce travail.

Cette étude a fait l’objet d’un article intitulé « Evaluation of 25(OH)D and 1,25(OH)D in Afro-

Caribbean patients undergoing hemodialysis ». Cet article a été soumis à publication à la revue

« Annals of Nutrition and Metabolism ».
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Abstract

Background: We investigated the association between 25(OH)D, 1,25(OH)D and metabolic

factors in Afro-Caribbean patients undergoing haemodialysis (HD).

Methods : Cross-sectional study of 209 patients. Statistical methods included 2, ANCOVA

adjusted for age, sex, and body mass index and linear regression.

Results : Obesity, dyslipidemia and diabetes concerned 20%, 30% and 37% of subjects

respectively. Mean 25(OH)D and 1,25(OH)D levels was 28 ng/mL and 47 pmol/L

respectively. Alphacalcidol treatment was prescribed for 56% of the subjects. We found no

correlation between 25(OH)D and 1,25(OH)D levels. No relationship was found between

1,25(OH)D level and diabetes, dyslipidemia or obesity whereas a significant relationship was

found for 25(OH)D level, only with diabetes (P = 0.01).

In linear regression and after adjustment for variables of interest, female (Beta -4.3; P = 0.01),

diabetes (Beta -4.2; P = 0.02) and BMI (Beta -0.4; P = 0.02) were associated with 25(OH)D

levels. For serum 1,25(OH)D levels, significant association was noted only with alphacalcidol

treatment (Beta 12; P = 0.002).

Conclusions : Our results confirm the importance of obesity, diabetes, cardiovascular risk

factor and female sex in evaluating the vitamin D status of HD patients, and the absence of

correlation between 25(OH)D and 1,25(OH)D concentrations.
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Introduction

Haemodialysis (HD) reflects the final stage of kidney failure, and is associated with 1,25

hydroxyvitamin D (1,25(OH)D) deficiency which is predominantly explained by a decline in

renal 1-alpha-hydroxylase activity (1, 2). This enzyme designated CYP27B1, converts 25

hydroxyvitamin D (25(OH)D), the storage form, into 1,25(OH)D called “calcitriol”, the active

form of vitamin D (3). Previous studies confirmed the existence of extra-renal sources of

1,25(OH)D, which explains why calcitriol levels are always detectable in patients with

terminal chronic renal failure (4-6). Patients with chronic kidney disease (CKD) have a high

risk of secondary hyperparathyroidism (SHPT) and bone turnover disease, as a result of

vitamin D insufficiency (7, 8). In addition, cardiovascular risk factors are commonly found in

these patients. The biological evaluation of vitamin D supplementation does not include the

routine measurement of 1,25(OH)D concentrations, even in patients undergoing HD (9).

Studies of both 25(OH)D and 1,25(OH)D concentrations are scarce. In our previous study of

HD patients, we evaluated the vitamin D status and found a frequency of 60% of vitamin D

insufficiency (25(OH)D < 30 ng/ mL) (10) but 1,25(OH)D was not measured.

We aimed to investigate simultaneously 25(OH)D and 1,25(OH)D concentrations in Afro-

Caribbean HD patients and to determine the clinical and biological factors associated with

these metabolites.

Subjects and methods

We performed a cross-sectional study of 209 haemodialysis patients in one of the five units of

the “AUDRA Dialysis Center” in the island of Guadeloupe. All the patients were Caribbean,

with dark skin. We measured 25(OH)D and 1,25(OH)D concentrations during January 2012.

The others collected data included age, sex, time on HD, anthropometric parameters, history

of cardiovascular risk factors, and vitamin D treatment. A fasting blood sample was obtained

to measure serum lipids, calcium, phosphate, creatinine, glucose, and serum intact parathyroid
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hormone (PTH). Serum concentrations of 25(OH)D were measured with a

chemiluminescence assay (DiaSorin SA, Antony, France) evaluating both 25(OH)D2 and

25(OH)D3. A radioimmunoassay method was used to measure the serum concentrations of

1,25(OH)D (IDS 1,25-Dihydroxy Vitamin D EIA Kit, Immunodiagnostic Systems France,

SA) with a detection threshold of 8 pmol/L. The PTH levels were measured with the ADVIA

Centaur XP chemiluminescence system (Siemens Health Care Diagnostics Inc., Tarrytown,

NY). The normal range of values for the assay was 14–72 pg/mL.

Statistics: Data are presented as percentages for categorical variables and as means ± standard

deviations (SD) for continuous variables. The patients were categorized in three groups

according to 25(OH)D levels (<15 ng/mL; ≥ 15 - < 30 ng/mL and ≥ 30 ng/mL). Statistical 

methods included the 2, ANCOVA adjusted for age, sex, and body mass index (BMI), and

the Pearson’s correlation test. We used linear regression analysis to study the associations

between clinical and biological parameters, PTH above 300 pg/mL, alphacalcidol treatment as

independent variables with levels of 25(OH)D and of 1,25(OH)D as dependent variables. The

effects of the independent variables were assessed by the values of regression coefficients

(Beta and their standard error (SE)) corresponding to the non-standardized regression

coefficients.

In the multivariate models, adjustments were performed with all significant covariates at the

level of P=0.2 in the univariate analysis. The IBM SPSS statistics 19 was used for data

analysis. P values were two-sided and considered significant at a level < 0.05.

Results

A total of 209 patients on HD were enrolled in the study. The sample comprised 90 (43%)

women. The mean age of the study population was 61 ± 14 years, mean 25(OH)D levels was

28 ± 13 ng/mL and mean 1,25(OH)D was 47 ± 28 pmol/L. We noted prevalence of 14.4% for
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vitamin D deficiency [25(OH)D < 15 ng/mL] and of 62.2% for vitamin D insufficiency

[25(OH)D < 30 ng/mL].

Of the total subjects, 117 (56%) were receiving alphacalcidol as single intake of vitamin D

(and most of them 0.5 µg / day), 160 (77%) received phosphate binders, 92 (44%) received a

calcimimetic drug (cinacalcet) (30 to 180 mg / day) and 29 (14 %) had undergone

parathyroidectomy. Characteristics of the study population are shown in table 1.

Significant differences were found between subjects in the three classes of 25(OH)D levels

for frequencies of obesity, diabetes, history of myocardial infarction, history of stroke, use of

phosphate binders, alphacalcidol treatment and parathyroidectomy (table 1).

We found no correlation between 25(OH)D and 1,25(OH)D levels in patients receiving

alphacalcidol (r = 0.10, P = 0.28) or in the untreated patients (r = 0.03, P = 0.77). No

significant differences were noted in the biological profiles of patients treated or not treated

with alphacalcidol in terms of serum calcium, phosphate, PTH or alkaline phosphatase levels

(data not shown). Serum 1,25(OH)D levels was significantly higher in patients receiving

alphacalcidol than in the others (52.7± 32 vs 39.8± 21; P < 0.001).

Table 2 presents the distribution of the vitamin D metabolites according to the metabolic

parameters. Vitamin D deficiency [25(OH)D < 15 ng/mL] was associated with diabetes,

dyslipidemia and obesity whereas vitamin D insufficiency [25(OH)D < 30 ng/mL] was not

associated with dyslipidemia. No significant relationship was noted between serum

1,25(OH)D level and the three metabolic parameters and a significant relationship was noted

only between serum 25(OH)D level and diabetes.

Table 3 presents the results of the linear regressions for serum 25(OH)D and for serum

1,25(OH)D levels.

After univariate analysis for serum 25(OH)D levels, considering separately each independent

variable, significant associations were noted with female, diabetes and BMI. After

multivariate analysis, female (P = 0.01), diabetes (P = 0.02) and BMI (P = 0.02) remained
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significant. This multivariate model accounted for 13% (r2= 0.13) of the variation in 25(OH)D

levels.

For serum 1,25(OH)D levels, in the univariate analysis a statistically significant association

was noted only with alphacalcidol treatment. In the multivariate analysis, alphacalcidol

treatment remained significant (P = 0.002). This multivariate model accounted for 6 % (r2=

0.06), of the variation in 1,25(OH)D levels.

Discussion

This is the first study of 25(OH)D and 1,25(OH)D levels in a HD Caribbean population

having about 60 % of vitamin D insufficiency (10). Serum levels of 25(OH)D reflect dietary

intake and UV-B exposure and are used to define vitamin D deficiency whereas 1,25(OH)D is

considered to be the active form of vitamin D (11). No significant relationship was found

between diabetes, dyslipidemia and obesity with 1,25(OH)D levels but, a significant

relationship was found between 25(OH)D levels and diabetes. Furthermore, vitamin D

deficiency was associated with the three metabolic factors.

In our study sample, we noted 62% for vitamin D insufficiency (25(OH)D < 30 ng/mL)

whereas in a study conducted in 372 African-American HD patients, the authors reported a

88% of vitamin D insufficiency at the initiation of HD before administration of any

exogenous activated vitamin D (9). This difference might be explain by the benefit effect of

the continually sunny climate in our island with a high and constant intensity of UV-B

radiation (10).

In our study and as described in previous studies (1, 12), women, diabetic, patients with

previous cardiovascular events and obese patients had more frequently low levels of

25(OH)D. That could be explained, in obese by the storage of 25(OH)D in adipose tissue (13,

14). Diabetes was also associated with low values of 25(OH)D. Vitamin D has been shown to

be involved in the pathogenesis of type 1 and type 2 diabetes (15) and with insulin sensitivity
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reduction and glucose intolerance (16). Consistent with this, in a recent study of Afro-

Caribbean non-HD patients with diabetes, we reported the prevalence of vitamin D deficiency

to be 42.6% (25(OH)D < 20 ng/mL) (17). Metabolic syndrome (MetS), a cluster of several

cardiovascular risk factors (including hypertension, dyslipidemia, abdominal obesity and

hyperglycemia) is commonly found in patients with end stage renal disease. The MetS

components are associated with low 25(OH)D concentrations which could be linked to

malnutrition in patients undergoing dialysis (18).

We found no significant differences, in terms of serum calcium, phosphate, PTH, 25(OH)D

levels, between patients receiving or not receiving alphacalcidol treatment. In CKD, reduced

levels of 1,25(OH)D and the lack of renal phosphate excretion are responsible for low levels

of plasma calcium and high levels of phosphate, which cause increased synthesis and

secretion of PTH (19) leading to bone remodelling (20, 21). The vitamin D analogs cannot

increase 25(OH)D levels and restore the stored form of vitamin D in HD patients but increase

1,25(OH)D. So they are recommended mainly because of their effectiveness in the treatment

of SPTH (22).

With multivariate linear regression, we noted that female (Beta -4.63), diabetes (Beta -4.2)

and BMI (Beta -0.4) were associated with a decrease in 25(OH)D levels. These parameters

explained each, 4% to 5% in the variation of 25(OH)D levels. Conversely, alphacalcidol

treatment alone (Beta 12) was associated with an increase in 1,25(OH)D levels and this

treatment explain 5% in the variation of this vitamin D metabolite.

We found no correlation between 25(OH)D and 1,25(OH)D in patients not receiving

alphacalcidol treatment. Reports of this association are controversial. A positive association

between both vitamin D forms was reported in non-diabetic and non-dialysis CKD patients

living in a sunny country (23). In other studies, this association was not found in non-dialysed

CKD patients (3, 24). Some authors evaluated 1,25(OH)D deficiency (< 25 pg/mL) and

25(OH)D deficiency (< 15 ng/mL) at baseline and after 12 months of follow-up (25). They
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found that new isolated 1,25(OH)D deficiency was more frequent than new 25(OH)D

deficiency in patients with 25(OH)D sufficiency at baseline. Their first hypothesis to explain

this result was a reduction in renal hydroxylation in CKD although extra-renal sources of

1,25(OH)D exist (26). These authors posed the question of the measurement of both vitamin

D metabolites. We must nevertheless taking in mind the short half-life of 1,25(OH)D in

circulation leading to a variability in its concentrations. It has been previously reported that in

vitamin D deficiency, 1,25(OH)D may be normal, high or low (11).

In the present study, our HD patients received alphacalcidol, as other teams have done before

us according to the KDOQI guidelines (22, 27) in which native vitamin D was advised for

non-dialysed CKD patients. Presently, according to KDIGO guidelines, we supplement our

HD patients with native vitamin D since monthly administration of Cholecalciferol to HD

patients increases 25(OH)D (28, 29). This treatment also increases 1,25(OH)D levels and

reduces PTH and bone markers levels (30).

Our study had some limitations, including its cross-sectional design. There was also no

validated threshold by which to define 1,25(OH)D insufficiency/deficiency, and the optimal

concentration of this form of vitamin D has not yet been established. We also made only a

single measurement of each form of vitamin D and we did not measure non-traditional bone

markers, which could have clarified our results.

Nevertheless, in this study, we analysed 25(OH)D and 1,25(OH)D simultaneously, taking into

account alphacalcidol treatment. We have thus provided significant information about

Caribbean HD patients, for whom this kind of study is rare. This study has also allowed us to

improve our HD patients care.

Our study confirms the importance of obesity, diabetes, history of cardiovascular events and

female sex in evaluating the vitamin D status of HD patients, and the absence of correlation

between 25(OH)D and 1,25(OH)D concentrations.
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Table 1: Characteristics of patients undergoing haemodialysis according to 25(OH)D levels.

25 OH D

Variables All

N = 209

< 15 ng/mL

n = 30

≥ 15 - < 30 ng/mL 

n = 100

≥ 30 ng/mL 

n = 79

P

Age (years) 62 ± 14 63 ± 12 62 ± 14 61 ± 15 0.77

Sex (female) 43% 50% 48% 34% 0.13

Duration of dialysis (years) 7.2 ± 5 8.4 ± 6 7.0 ± 5 6.9 ± 6 0.78

Waist circumference (cm) 94 ± 15 100 ± 17 95 ± 15 91 ± 14†† 0.38

BMI (kg/m2) 25 ± 5.4 27 ± 6.5 26 ± 5.0*** 24 ± 4.9†† 0.009

Obesity 20% 37%* 23%*** 10%** 0.005

Diabetes (%) 37% 53%* 39%*** 28%** 0.04

Hypertension (%) 90% 92% 90% 89% 0.74

Dyslipidaemia (%) 30% 48%* 27% 29% 0.10

History of myocardial infarction (%) 7% 13%† 2%††† 11%** 0.02

History of stroke (%) 8% 10% 13%††† 1.3%** 0.02

Parathyroidectomy (%) 14% 23%† 18%††† 5% 0.01



12

Cinacalcet 44% 37% 52%*** 38% 0.08

Phosphate binders 77% 67% 87%††† 67% 0.003

Alphacalcidol treatment (%) 56% 57% 64%*** 46% 0.04

Serum calcium (mmol/L) 2.2 ± 0.3 2.2 ± 0.3 2.2 ± 0.3 2.2 ± 0.2 0.88

Serum phosphate (mmol/L) 1.5 ± 0.6 1.6 ± 0.7 1.5 ± 0.6 1.5 ± 0.6 0.66

Serum PTH (pg/mL) 484 ± 464 373 ± 426 539 ± 512 458 ± 407 0.19

Serum 25(OH)D (ng/mL) 28 ± 13 __ __ __ __

Serum 1,25(OH)D (pmol/L) 47 ± 28 46 ± 25 48 ± 31 46 ± 25 0.84

For comparison of group 25(OH)D < 15 ng/mL vs group ≥ 15 - < 30 ng/mL: * p < .05, † p < .01, ‡ p < .001.

For comparison of group 25(OH)D < 15 ng/mL vs group ≥  30 ng/mL : ** p < .05, †† p < .01, ‡‡ p < .001.

For comparison of group 25(OH)D ≥ 15 - < 30 ng/mL vs group ≥  30 ng/mL: *** p < .05, ††† p < .01, ‡‡‡ p < .001.
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Table 2 : Distribution of vitamin D metabolites according to Diabetes, Dyslipidemia and Obesity in patients undergoing haemodialysis.

Diabetes Dyslipidemia Obesity

YES

n = 77

NO

n = 132

P YES

n = 63

NO

n = 146

P YES

n = 42

NO

n = 167

P

Serum 25(OH)D (ng/mL)* 25.3 ± 12 29.3 ± 30 0.01 27.1 ± 13 28.2 ± 13 0.35 26.1 ± 9 28.3 ± 3 0.45

Serum 25(OH)D < 30 (ng/mL) 71% 57% 0.04 65% 61% 0.57 81% 58% 0.005

Serum 25(OH)D < 15 (ng/mL) 21% 11% 0.03 22% 11% 0.03 26% 11% 0.01

Serum 1,25(OH)D (pmol/L)* 44 ± 23 49 ± 31 0.16 45 ±23 48 ±30 0.55 43 ± 21 48 ± 30 0.72

Alphacalcidol treatment 48% 61% 0.08 59% 55% 0.60 55% 62% 0.39

*ANCOVA adjusted for age, sex, BMI, alphacalcidol treatment.
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Table 3: Linear regression for 25(OH) vitamin D and for 1 25(OH) vitamin D levels.

25 (OH) D (ng/mL) 1-25 (OH) D (pmol/L)

Variables Univariate Multivariate* Univariate Multivariate**

Beta (SE) P r2 Beta (SE) P P r2 Beta (SE) P

Sex (female) - 5.6 (1.7) 0.01 0.05 -4.3 (1.7) 0.01 078 (3.9) 0.84 <0.001 __ __

Age - 0.06 (0.06) 0.33 0.005 __ __ - 0.11 (0.14) 0.43 0.003 __ __

Duration of dialysis 0.008 (0.10) 0.96 <0.001 __ __ - 0.12 (0.36) 0.43 0.74 __ __

Diabetes - 5.1 (1.8) 0.004 0.04 -4.2 (1.8) 0.02 - 6.2 (4.0) 0.12 0.01 -4.6 (3.9) 0.24

Hypertension 0.22 (3.0) 0.94 <0.001 __ __ - 2.7 (6.6) 0.68 0.001 __ __

BMI -0.51 (0.2) 0.002 0.05 -0.38 (0.2) 0.02 0.07 (0.36) 0.84 <0.001 __ __

Serum calcium -0.38 (3.1) 0.90 <0.001 __ __ -1.1 (6.9) 0.86 <0.001 __ __

PTH > 300 pg/mL 2.9 (1.7) 0.10 0.01 2.9 (1.7) 0.08 1.7 (39) 0.65 0.001 __ __

Alphacalcidol - 2.6 (1.8) 0.14 0.01 - 2.6 (1.7) 0.13 13 (3.8) 0.01 0.05 12 (3.8) 0.002

 R2 = 13 % for the multivariate model of 25(OH) . ** R2 = 6 % for the multivariate model of 1.25(OH



90

III.2 Étude du déficit en vitamine D, des polymorphismes du VDR et de leur

association aux facteurs de risque cardiovasculaire dans une population de diabétiques de

type 2 d’origine Afro-Caribéenne.

D’après les données de la littérature précisées dans les chapitres précédents, le déficit en

vitamine D pourrait être considéré comme un facteur de risque supplémentaire des anomalies du

métabolisme glucidique et des pathologies cardiovasculaires. Il est associé au diabète de type 2,

aux situations d’insulinorésistance, à l’obésité et aux cardiopathies ischémiques.

Nous avons émis l’hypothèse que dans la population Afro-Caribéenne de Guadeloupe, le déficit

en vitamine D pourrait être associé au profil anthropométrique et aux facteurs de risque

cardiovasculaire dans cette même population où la prévalence de l’obésité et des pathologies

cardiovasculaires est en augmentation.

Par ailleurs, comme il a été rappelé dans les chapitres précédents, les effets biologiques de la

vitamine D ne sont possibles qu’après activation du complexe VDR-RXR-VDRE. Des

polymorphismes du gène codant le VDR ont été identifiés et leur association avec le statut en

vitamine D ou avec le risque de pathologies cardiovasculaires a été rapportée dans des

populations d’origine ethnique différente.

Une autre de nos hypothèses de recherche, dans cette population Afro-Caribéenne, était que les

polymorphismes génétiques du VDR pourraient être associés au déficit en vitamine D et à un

profil métabolique à risque cardiovasculaire.

Pour cela, nous avons réalisé une étude transversale chez 277 sujets diabétiques de type 2,

recrutés dans le service de diabétologie du CHU de Pointe-à-Pitre. Tous les sujets avaient signé

le consentement éclairé avant inclusion dans l’étude.
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Les objectifs de cette étude étaient les suivants :

- Évaluer la prévalence du déficit et de l’insuffisance en vitamine D chez ces sujets Afro-

Caribéens diabétiques

- Analyser les relations entre le statut vitaminique D et les différents facteurs de risque

cardiovasculaire (obésité, dyslipidémie, HTA)

- Analyser les relations entre le statut vitaminique D et les principaux polymorphismes du

VDR.

- Évaluer l’association entre le déficit en vitamine D, les polymorphismes du VDR et les

facteurs de risque cardiovasculaire.

Dans la population étudiée, 72,6% des diabétiques étaient d’origine Afro-Caribéenne et 27,4%

étaient des descendants de migrants indiens. 36% des sujets étaient obèses.

La prévalence du déficit en vitamine D (25(OH)D < 20ng/ml) et de l’insuffisance en vitamine D

(25(OH)D < 30ng/ml) a été évaluée respectivement à 42,6 et 89,9% dans l’ensemble de la

population.

Nous avons aussi évalué le statut vitaminique D en fonction de l’IMC. Le déficit en vitamine D

était retrouvé chez 52,5% des sujets obèses versus 37,1% des non obèses (p=0,02). Dans

l’ensemble de la population, après régression logistique, les concentrations de 25(OH)D étaient

inversement corrélées à l’IMC (r = -0,15; p=0,01). L’odds ratio (OR) de l’obésité était de 0,94

(0,90-0,98); p=0,02 pour la vitamine D après ajustement pour l’âge, le sexe et le groupe ethnique

(tableau ci-dessous).
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Paramètres Sujets obèses Sujets non obèses p

N 99 (36%) 178

Sexe : hommes

femmes

27,3%

72,7%

43,8%

56,2%
0,007

Sujets Afro-Caribbéens

Sujets d’origine indienne

79,8%

20,2%

68,5%

31,5%
0,04

Age (années) 62,4 (13,62) 64,8 (10,22) 0,05

IMC (Kg/m
2
) 34,6±4,99 25,8±2,73 0,001

Tour de taille (cm)
97 (11) 101 (13) 0,05

HDL-CT (mmol/L)
1,35±0,35 1,33±0,46 0,70

Log TG
0,05 (0,21) 0,01 (0,23) 0,06

25 OH vit D (ng/mL)
19,8 (0,67) 21,6 (0,5) 0,001

Déficit en Vit D <20ng/ml
52,5% 37,1% 0,02

Les résultats de ces analyses ont été présentés en communication orale, au congrès de la MSDA

(Metabolic Syndrome, Type II Diabetes and Atherosclérosis Congress) en 2010.

Par ailleurs, nous avons évalué le profil métabolique et cardiovasculaire des sujets en fonction de

l’existence ou non d’un déficit en vitamine D.

Nous n’avons pas trouvé de différence significative en termes d’âge, de PA systolique, de

concentrations de LDL-CT ou d’HbA1C dans les 2 groupes. L’IMC était significativement plus

élevé en cas de déficit vitaminique D (29,8 vs 28,3 Kg/m2).

Le déficit en vitamine D était significativement associé à une PA diastolique et des

concentrations de triglycérides (TG) plus élevées et à un HDL-CT plus bas (p<0,05).

En analyse univariée, après régression logistique, le déficit en 25(OH)D était significativement

associé à l’obésité (OR=1,88 [1,14-3,10]; P=0,01) et aux taux de HDL-CT et de TG. Hormis le
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HDL-CT, cette association persistait en analyse multivariée. En conclusion, dans cette

population de DT2, le déficit en vitamine D est associé à un profil à risque cardiovasculaire:

IMC élevé et hypertriglycéridémie.

Ces résultats ont été présentés au congrès de la SFD (Société Francophone du diabète) en 2011,

sous l’intitulé « Prévalence du déficit en vitamine D dans une population caribéenne de

diabétique de type 2 : association aux facteurs de risque cardiovasculaire ».

Afin d’étayer notre hypothèse sur le lien possible entre polymorphismes du VDR, statut en

vitamine D et facteurs de risque cardiovasculaire, nous avons analysé 4 SNPs du VDR dans cette

population : ApaI, BsmI, FokI et TaqI et distingué les sujets déficitaires en vitamine D des sujets

non déficitaires. Nous avons utilisé le test chi-2 pour analyser la relation entre les variables

catégorielles et le test ANCOVA (analyse de la covariance) pour analyser l’effet de notre

variable catégorielle (déficit en vitamine D puis polymorphismes) sur les variables continues

(paramètres cliniques et biologiques). Nous avons ajusté les résultats pour de potentiels facteurs

de confusion : l’âge, le sexe et l’IMC. Nous avons réalisé, dans un premier temps, une régression

logistique univariée puis nous avons introduit dans l’analyse multivariée toutes les variables

ayant une valeur de p < 0,20 dans l’analyse univariée, ainsi que les facteurs de confusion (âge,

sexe, BMI).

Une première analyse nous a permis de constater que la répartition des génotypes pour le

polymorphisme FokI, était fonction de la présence d’une obésité. Aucune association n’était

retrouvée en fonction de l’ascendance Indienne ou Afro-Caribéenne (tableau ci-dessous).

Répartition du polymorphisme FokI du VDR:

CC: 3%, TC: 37%, TT: 60% en présence d’une obésité

CC: 9%, TC: 34%, TT: 57% en absence d’une obésité
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Les porteurs du génotype CC (CC vs TC/TT) pour FokI avaient un risque significativement

diminué d’obésité (OR=0,25 [0,07 – 0,96]; p=0,04).

Ce travail a été présenté en communication orale au congrès de la MSDA et aux 11ème journées

thématiques de Biologie Médicale de la Guadeloupe en 2010.

Une deuxième analyse nous a permis d’évaluer l’influence des polymorphismes du VDR sur les

concentrations de vitamine D chez ces sujets diabétiques.

Dans notre étude, les concentrations de 25(OH)D étaient plus basses chez les sujets avec le

génotype bb (SNP BsmI) comparés aux sujets avec le génotype BB/Bb (18,9 v 21,2 ng/l, p=

0,02).

La prévalence du déficit en vitamine D était plus basse en présence du génotype aa (SNP ApaI)

comparé au génotype AA/Aa génotype (28% v 46%, p=0,02). Un résultat similaire était retrouvé

chez les sujets porteurs de l’allèle f c’est à dire du génotype Ff ou ff (SNP FokI) comparés aux

sujets porteurs du génotype FF (33% v 49%, p = 0,02).

Après analyse multivariée, persistait l’association du déficit en vitamine D avec l’obésité (OR :

2,31, p =0,004), les concentrations de triglycérides (OR : 1,44, p =0,05) mais aussi avec la

présence du génotype aa du SNP ApaI SNP (OR : 0,46, p =0,05) et de l’allèle f du SNP FokI

(OR : 0,52, p =0,02).

Ce travail a fait l’objet d’un article original intitulé « Vitamin D deficiency, vitamin D receptor

gene polymorphisms and cardiovascular risk factors in Caribbean type 2 diabetic subjects »,

publié dans la revue Diabetes and Metabolism (399).
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bstract

Aim.  –  The prevalence of diabetes in the French West Indies is three times higher than in mainland France. We aimed to assess the associations
etween vitamin D deficiency, vitamin D receptor (VDR) gene polymorphisms and cardiovascular risk factors in Caribbean patients with type 2
iabetes (T2D).

Methods.  –  In this cross-sectional study of 277 patients, 25-hydroxyvitamin D was measured by radioimmunoassay. FokI, BsmI, ApaI and TaqI
ingle nucleotide polymorphisms (SNPs) of the VDR  gene were genotyped. Analysis of covariance and logistic regression were performed.

Results.  –  The study included 76 patients of Indian descent and 201 patients of African descent. The prevalence of vitamin D deficiency
< 20 ng/mL) was 42.6%. When patients were classified into groups with (G1) and without (G2) vitamin D deficiency, there were no significant
ifferences in age, systolic blood pressure, low-density lipoprotein cholesterol and HbA1c, although body mass index was significantly higher in
1. Vitamin D deficiency was significantly associated with increased diastolic blood pressure and triglyceride levels, and reduced high-density

ipoprotein cholesterol (P  < 0.05). Prevalence of vitamin D deficiency was decreased in patients carrying the f allele of FokI (OR: 0.52; P  = 0.02)
nd the aa genotype of ApaI (OR: 0.46; P  = 0.05). BsmI and TaqI SNPs were not associated with vitamin D deficiency.

Conclusion.  –  The rate of vitamin D deficiency was high in our T2D patients, and was associated with the VDR  gene FokI and ApaI polymorphisms
nd cardiovascular risk profile. Measurements of vitamin D may help to detect T2D patients with cardiovascular risk, and VDR  polymorphisms
ight explain why vitamin D deficiency is so frequently seen in some T2D patients.

 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

eywords: Cardiovascular risk factors; Type 2 diabetes; Vitamin D deficiency; Vitamin D receptor gene polymorphisms

ésumé
Carence en vitamine D, polymorphismes du gène du récepteur de la vitamine D et facteurs de risque cardiovasculaire chez des diabétiques de
ype 2 aux Antilles.

La prévalence du diabète aux Antilles françaises est trois fois plus élevée qu’en France métropolitaine.
Objectif.  –  Évaluer l’association entre carence en vitamine D, polymorphismes du gène du récepteur de la vitamine D (VDR) et facteurs de risque

ardiovasculaire chez des caribéens diabétiques de type 2 (DT2).
des données cliniques et métaboliques. 25-hydroxyvitamine D dosée avec
Méthodes.  –  Étude transversale chez 277 DT2 volontaires. Recueil 
n Kit RIA. Quatre polymorphismes du gène VDR  étudiés: FokI, BsmI, Apal, TaqI. Analyse statistique: régression logistique et test Ancova.
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Résultats.  –  La prévalence de la carence vitaminique D (< 20 ng/mL) était de 42,6 %. Chez les patients classés en deux groupes selon
e statut carencé G1 ou non G2 en vitamine D, il n’était noté aucune différence significative selon l’âge, la pression artérielle systolique,
e LDL-cholestérol, l’HbA1c. L’IMC était significativement plus élevé dans le groupe G1. La carence vitaminique D était significativement
ssociée à une pression artérielle diastolique et des triglycérides élevés, un HDL-cholestérol bas (P  < 0,05). La prévalence de la carence en
itamine D était plus faible en présence de l’allèle f (SNP FokI OR 0,52 ; P  = 0,02) et du génotype aa (SNP ApaI OR 0,46 ; P  = 0,05).
l n’a pas été mis en évidence d’association significative entre le statut vitaminique D et les polymorphismes BsmI ou TaqI du gène
DR.
Conclusion.  –  La carence en vitamine D est fréquente chez les caribéens diabétiques de type 2, chez qui elle associée à un profil à risque

ardiovasculaire (diminution du HDLc, augmentation de l’IMC et des triglycérides). Le dosage systématique de la vitamine D permettrait de
étecter les DT2 à risque cardiovasculaire élevé. L’étude des polymorphismes du gène VDR  pourrait expliquer pourquoi cette carence est plus
réquente chez certains diabétiques.

 2011 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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.  Introduction

In the island of Guadeloupe (French West Indies), the over-
ll prevalence of diabetes is high; it was estimated to be
.1% in 2009 [1,2]. Type 2 diabetes (T2D), obesity and dark
kin are associated with a high risk of vitamin D deficiency
3–8]. This deficiency is now considered a public-health mat-
er because it has been associated with greater risks of other

orbidities, such as cardiovascular disease and cancer [9,10].
itamin D is activated after binding to its specific cytoso-

ic/nuclear receptor (VDR) [11]. The VDR  gene is located
n chromosome 12q12-q14 in humans [12], and four adja-
ent restriction fragment length polymorphisms for BsmI, ApaI,
okI and TaqI at the 3′ end of VDR  have been previously
dentified. Their associations with vitamin D levels and sev-
ral diseases have also been investigated [13–16]. However,
he prevalence of vitamin D deficiency and its relationship
o VDR  polymorphisms in Caribbean patients with T2D is
ot well known. The aim of the present study was to assess
he prevalence of vitamin D deficiency in Caribbean T2D
atients, and the associations between vitamin D deficiency,
DR polymorphisms and cardiovascular risk factors in such a
opulation.

. Patients  and  methods

Our cross-sectional study included 277 T2D patients with
ark skin, and was conducted in the diabetes department of the
niversity Hospital of Guadeloupe. Exclusion criteria included
atients with a previous history of kidney or inflammatory
isease, pregnant women and those taking vitamin D replace-
ent therapy. The study was approved by the regional ethics

ommittee. All patients gave their written informed consent
o take part in this study of cardiovascular and metabolic
isks.

.1. Measurements
The patients were interviewed by physicians who followed
 standard questionnaire. Height, weight and waist circum-
erence (WC) were measured. Body mass index (BMI) was
alculated as weight/height2 (kg/m2), and obesity was defined

p
t
s
a

es du gène du récepteur de la vitamine D ; Antilles françaises

s a BMI ≥  30 kg/m2. Systolic blood pressure (SBP) and
iastolic blood pressure (DBP) were estimated using auto-
ated sphygmomanometers. Blood samples were obtained

rom all participants after overnight fasting. Low-density
ipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein
holesterol (HDL-C), triglyceride (TG) levels, fasting blood
lucose (FBG) and glycated haemoglobin (HbA1c) were
valuated. Plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D
25OHD) were measured using a direct radioimmunoassay
DiaSorin SA, Antony, France). Vitamin D deficiency was
efined as plasma 25OHD levels less than 20 ng/mL. Par-
icipants were then classified into two groups according to
hether they were vitamin-D-deficient (group G1) or not

group G2).
Genomic DNA was extracted from peripheral blood sam-

les using a QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN
mbH, Hilden, Germany). Four single nucleotide poly-
orphisms (SNPs) in exon 2 (FokI), exon 9 (TaqI) and

ntron 8 (ApaI and BsmI) of VDR  were analyzed by a
olymerase chain reaction–restriction fragment length polymor-
hism (PCR–RFLP) method.

.2. Statistical  analysis

Data for categorical variables are presented as numbers
percentages) and data for continuous variables as means
standard deviations). Associations with cardiovascular risk fac-
ors (hypertension [SBP and DBP], BMI, WC, FBG, HDL-C
nd LDL-C, TG levels), demographic factors (age, gender,
besity) and allele frequencies of the four SNPs were esti-
ated. Each polymorphism was tested for departures from the
ardy–Weinberg equilibrium using the chi-square test. Sub-

ects were classified into groups G1 and G2 according to
he presence and absence, respectively, of vitamin D defi-
iency (defined as 25OHD < 20 ng/mL). Statistical methods
ncluded the Chi2 test and analysis of covariance (ANCOVA,
djusted for age, gender and BMI when indicated) for com-
arisons between groups. Adjusted logistic regressions were

erformed for all covariates that were significant (P  < 0.20) in
he univariate and multivariate analyses. SPSS version 18.0
tatistical software (SPSS Inc, Chicago, IL) was used for the
nalyses.
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Table 1
Vitamin D status of the whole study population.

Vitamin D (25OHD) concentrations Vitamin D deficiency and insufficiency

n ng/mL (SD) P* < 20 ng/mL (%) P < 30 ng/mL (%) P

Ethnicity
African descent 201 21.70 (6.9) 0.87 42.8 0.99 89.1 0.13
Indian descent 77 21.10 (6.1) 42.1 92.1

Age
≥ 60 years 180 21.24 (6.8) 0.24 45.6 0.20 91.1 0.41
< 60 years 97 22.24 (6.4) 37.1 87.6

Gender
Male 105 22.90 (7.5) 0.04 41.0 0.71 81.9 0.001
Female 172 20.79 (6.0) 43.6 94.8

Obesity
Yes 99 19.80 (6.0) 0.001 52.5 0.02 94.9 0.04
No 179 22.50 (6.8) 37.1 87.1

Dyslipidaemia
Yes 152 21.06 (6.5) 0.27 48.7 0.03 91.4 0.42
No 125 22.20 (6.9) 35.2 88.0

CV complications
Yes 107 20.00 (7.0) 0.001 48.6 0.13 91.6 0.54
No 170 22.50 (6.4) 38.8 88.8

Data are expressed as means (SD) unless otherwise stated.
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5OHD: 25-hydroxyvitamin D; CV: cardiovascular.
*: by ANCOVA adjusted for age, gender, body mass index, CV complications

.  Results

A total of 277 patients with T2D and a mean age of 64 ±  11
ears were studied; 62.1% were women. Average BMI was
8.9 ±  5.6 kg/m2 with a WC of 75.9 ±  13 cm. In this popula-
ion, 76 patients (27.4%) were of South Indian (Indian) descent
nd 201 (72.6%) were of African (Afro-Caribbean) descent.
ntidiabetic treatment was prescribed in 97.5% of these T2D
atients, and the mean HbA1c was 7.26 ±  1.69%. The preva-
ence of preexisting cardiovascular disease (coronary disease,
troke, peripheral artery disease) in the study population was
1%, while the prevalence of vitamin D deficiency was 42.6%
nd, for vitamin D insufficiency (vitamin D levels < 30 ng/mL),
9.9%. Taking the study population as a whole, 25OHD lev-
ls were inversely correlated with BMI (r  = –0.15; P  =  0.01).
onsidering only those who were obese (37.5%), 25OHD lev-
ls were significantly decreased (21.6 ng/mL) vs.  19.8 ng/mL in
he rest of the sample population (P  = 0.001), and vitamin D
eficiency was recorded in 52.5%.

The vitamin D status of all patients according to their clin-
cal characteristics is summarized in Table 1, and the clinical
haracteristics of groups G1 and G2 are compared in Table 2.
MI was higher in G1 than in G2 (29.8 vs.  28.3 kg/m2, respec-

ively; P  = 0.02). There was no significant difference between
he two groups in terms of gender, age, SBP, FBG, LDL-C or
bA1c. Vitamin D deficiency was significantly associated with
igher DBP and TG levels, and lower HDL-C levels (P  < 0.05).
he results of VDR  genotyping were available for 270 patients.
arrying the aa genotype of the ApaI SNP or the f allele of the
okI SNP was significantly associated with a low risk of vitamin
 deficiency (Table 3), whereas the BsmI and TaqI allelic vari-
nts were not significantly associated with vitamin D deficiency
tatus.

t
m
t
D

thnicity

25OHD levels differed depending on the VDR  polymor-
hism: vitamin D levels were significantly lower in the presence
f the bb genotype of the BsmI SNP compared with the BB or
b genotypes (18.9 vs.  21.2 ng/L, respectively; P  = 0.02). Also,

he prevalence of vitamin D deficiency was significantly lower
n patients with the aa genotype of the ApaI SNP compared with
he AA/Aa genotypes (28% vs.  46%, respectively; P = 0.02) and
n carriers of the f allele of the FokI SNP (Ff or ff genotype)
ompared with the FF genotype (33% vs.  49%, respectively;

 = 0.02; Table 4).
In the univariate analysis, vitamin D deficiency was signifi-

antly associated with obesity (odds ratio [OR]: 1.88; P  = 0.01),
DL-C (OR: 0.54; P  = 0.05) and TG (OR: 1.48; P  = 0.02). In

he multivariate analysis, the variables introduced into the model
ere age, obesity, DBP, HDL-C, TG and VDR  polymorphisms.
he adjusted ORs for vitamin D deficiency were significant for
besity (OR: 2.31; P  = 0.004), TG (OR: 1.44; P = 0.05), and car-
ying the f allele of the FokI SNP (OR: 0.52; P = 0.02) or the aa
enotype of the ApaI SNP (OR: 0.46; P  = 0.05; Table 3).

. Discussion

Vitamin D insufficiency, defined as vitamin D levels less
han 30 ng/mL (75 nmol/L), leads to increases in parathormone
evels, and in bone disease and fractures. Cardiovascular risks
ppear to be associated with vitamin D levels less than 20 ng/mL,
efined as vitamin D deficiency [17,18]. To assess cardiovascu-
ar risk in our T2D patients, we analyzed the groups with vitamin

 levels greater to and less than 20 ng/mL. To our knowledge,

his is the first such study to analyse the prevalence of vita-

in D deficiency in Caribbean subjects with T2D, as well as
he distribution of VDR  polymorphisms in relation to vitamin

 deficiency and cardiovascular risk factors. The results of the
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Table 2
Characteristics of the study patients according to vitamin D deficiency status.

Characteristics Vitamin D deficiency (< 20 ng/mL)

Yes = 118 patients No = 159 patients P

Gender (female) 64% 61% 0.71
Age (years) 65.4 (13.0) 62.9 (10.0) 0.09
BMI (kg/m2) 29.8 (6.5) 28.3 (4.8) 0.02
SBP (mmHg) 133 (16.0) 130 (15.0) 0.18
DBP (mmHg) 76 (11.0) 74 (9.0) 0.04
HDL-C (mmol/L) 1.3 (0.3) 1.4 (0.5) 0.03
LDL-C (mmol/L) 2.7 (0.9) 2.6 (0.8) 0.38
TG (mmol/L) 1.4 (1.1) 1.1 (0.5) 0.04
HbA1c (%) 7.4 (1.8) 7.1 (1.6) 0.16
FBG (mmol/L) 7.6 (3.0) 7.2 (2.5) 0.22
Vitamin D levels (ng/mL) 15.7 (3.5) 25.9 (4.9) 0.001
FokI rare allele (ff/Ff vs FF) 34% 49% 0.02
BsmI bb genotype 14% 8% 0.11
TaqI rare allele (tt/Tt vs TT) 43% 49% 0.32
ApaI aa genotype 11% 22% 0.02

Data are expressed as means (SD) unless otherwise stated.
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resent study are of interest because they highlight, for the first
ime, a high prevalence of vitamin D deficiency (42.6%) in a
iabetic population living in a sunny climate. In a control group
f 280 subjects, vitamin D deficiency was estimated at 6.8%
nd vitamin D insufficiency at 54.6% (unpublished data). These
alues are lower than those in our present diabetic population,
uggesting that diabetic patients are at greater risk of vitamin D
eficiency.

The risk factors for vitamin D deficiency include extreme age,
emale gender, dark skin pigmentation, winter season, malnu-
rition, lack of sun exposure, a covered-up style of clothing and
besity [7]. The patients in the present study all had high levels
f skin pigmentation. The melanin pigment in human skin com-

etes for and absorbs the ultraviolet B photons responsible for
he photolysis of 7-dehydrocholesterol to previtamin D3. Stud-
es have reported lower mean 25OHD levels in Africans than

2
n
f

able 3
istribution of 25-hydroxyvitamin D (25OHD) and of vitamin D deficiency accordin

paI (n = 272) AA (n = 83) Aa (n = 142) aa (n = 47

5OHD (ng/L) 21.2 (5.7) 21.3 (7.4) 23.1 (6.2
itamin D deficiency 45% 47% 28% 

smI (n = 270) BB (n = 123) Bb (n = 118) bb (n = 2

5OHD (ng/L) 21.4 (6.4) 22.2 (6.9) 18.9 (6.6
itamin D deficiency 42% 42% 59% 

okI (n = 270) FF (n = 156) Ff (n = 95) ff (n = 19

5OHD (ng/L) 21.3 (7.0) 21.6 (6.1) 22.5 (7.0
itamin D deficiency 49% 35% 32% 

aqI (n = 262) TT (n = 140) Tt (n = 103) tt (n = 19

5OHD (ng/L) 20.9 (6.2) 22.0 (6.9) 21.1 (7.2
itamin D deficiency 46% 39% 42% 

ata are expressed as means (SD) unless otherwise stated, and are derived by ANCO
 HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein

n other ethnic groups [16]. Indeed, a previous study showed
hat, compared with white Americans, healthy Afro-Americans
t most latitudes in North America fail to achieve optimal
5OHD concentrations at any time of year [19]. Furthermore,
ata from the National Health and Nutrition Examination Sur-
ey (NHANES) III showed that 53–76% of non-Hispanic blacks
n the United States had vitamin D levels less than 50 nmol/L
ompared with only 8–33% of non-Hispanic whites [20]. In our
resent study, there was no light-skinned control group because,
lthough the prevalence of T2D is high in Afro-Caribbeans living
n Guadeloupe and other Caribbean islands [21], the prevalence
f T2D in the Caucasian population of Guadeloupe is very low.

As in previous studies in non-diabetic subjects, lower levels of

5OHD and a greater frequency of vitamin D deficiency were
oted in obese compared with non-obese subjects [21,22]. In
act, a high prevalence of obesity was previously found in the

g to VDR polymorphisms.

) P AA/Aa (n = 225) aa (n = 47) P

) 0.22 21.2 (6.8) 23.1 (6.2) 0.08
0.06 46% 28% 0.02

9) BB/Bb (n = 241) bb (n = 29)

) 0.05 21.2 (6.7) 18.9 (6.6) 0.02
0.23 42% 59% 0.11

) FF (n = 156) Ff/ff (n = 114)

) 0.74 21.3 (7.0) 21.8 (6.2) 0.60
0.04 49% 33% 0.02

) TT (n = 140) Tt/tt (n = 122)

) 0.48 22.0 (6.9) 21.9 (6.2) 0.23
0.58 46% 40% 0.32

VA, adjusted for age, body mass index and gender.
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Table 4
Logistic regression of vitamin D deficiency, cardiovascular risk factors and VDR polymorphisms.

Covariates Univariate analysis (n = 277) Multivariate analysis (n = 270)

Adjusted OR P  Adjusted OR P

Gender (female) 1.11 (0.68–1.82) 0.66 –
10-year increase in age 1.14 (0.93–1.42) 0.19 1.25 (0.98–1.59) 0.07
Ethnicity 0.97 (0.57–1.66) 0.92 –
Obesity 1.88 (1.14–3.10) 0.01 2.31 (1.31–4.05) 0.004
SBP (mmHg) 1.01 (0.99–1.02) 0.11 1.01 (0.98–1.03) 0.59
DBP (mmHg) 1.02 (0.99–1.04) 0.06 1.03 (0.99–1.06) 0.14
HDL-C (mmol/L) 0.54 (0.29–1.01) 0.05 0.64 (0.31–1.31) 0.22
LDL-C (mmol/L) 1.12 (0.84–1.49) 0.44 –
TG (mmol/L) 1.48 (1.06–2.08) 0.02 1.44 (1.08–2.09) 0.05
HbA1c (%) 1.10 (0.95–1.28) 0.21 –
FBG (mmol/L) 1.06 (0.97–1.16) 0.21 –
CV complications 1.49 (0.91–2.43) 0.11 –
FokI rare allele (ff/Ff vs FF) 0.53 (0.32–0.88) 0.01 0.52 (0.30–0.90) 0.02
BsmI bb genotype 1.96 (0.90–4.29) 0.09 1.65 (0.68–3.96) 0.26
TaqI rare allele (tt/Tt vs TT) 0.77 (0.47–1.27) 0.31 –
ApaI aa genotype 0.45 (0.22–0.89) 0.02 0.46 (0.21–0.99) 0.05

Data are expressed as means (SD) and percentages.
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aribbean population [23]. In our island, the increased adoption
f Westernized lifestyles and diets, along with reduced energy
xpenditure such as physical activity, are contributing to obesity
hat, in turn, raises the risk of T2D.

The bioavailability of vitamin D in obesity is decreased
ecause of its storage in adipose tissue [24]. Obesity is also
ssociated with cardiovascular risk factors. In our present study
opulation, the prevalence of obesity was 37.5%, which might
xplain why vitamin D deficiency was so common. Vitamin

 has also been suggested to be an important mediator of
ardiovascular disease [25–27]. A recent multinational, placebo-
ontrolled, double-blind trial showed that paricalcitol, a selective
ctivator of VDR, lowers albuminuria in patients with T2D
ephropathy, a population with a high risk of cardiovascular
isease. These results suggest the potential role of vitamin

 deficiency in both renal and progressive vascular disease
28].

Low vitamin D levels can be associated with hypertension,
therosclerosis and diabetes, and may predispose to cardio-
ascular diseases with an increased risk of mortality [29].
ccording to our present results, vitamin D deficiency is indeed

ssociated with a clinical profile of cardiovascular risk. How-
ver, no records of lifestyle factors (smoking habits, physical
ctivity and alcohol consumption) were taken to allow confir-
ation of such a finding. Moreover, there was an inverse

ssociation between vitamin D levels and DBP. A previous
tudy had reported that vitamin D replacement could improve
BP [29]. Our T2D patients with vitamin D deficiency had

ower HDL-C and higher TG levels than those with normal
5OHD levels. However, unlike our findings, no association
as found between lipid profiles and vitamin D levels in
ranians; thus, discrepancies are still found in the relation-
hip between lipid profiles and vitamin D deficiency status
30,31].

v
i

igh-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol;

Vitamin D is activated after binding to VDR. Recently, a
enome-wide association study showed that VDR  polymor-
hisms could contribute to the variability of 25OHD levels,
ut this did not appear to be linked to skin pigmentation [32].
he gene encoding for VDR is located on the 12q12-q14.

 direct effect of vitamin D on adipocyte differentiation and
etabolism is a possible mechanism for such an effect, as VDR

s expressed in preadipocytes [33]. It has also been suggested
hat the underlying mechanism of the relationship between vita-

in deficiency and chronic disease is the presence of VDR in
everal tissues and cells, including pancreatic beta cells and
dipocytes [33,34]. In addition, an association between VDR
olymorphisms and body weight and insulin secretion has also
een reported [6,13]. In our present study population, the geno-
ypes at FokI and ApaI SNPs of VDR  were associated with
itamin D deficiency. Also noted were significant relationships
etween 25OHD levels and allelic variants of FokI and BsmI
NPs. Carrying the f allele of the FokI SNP or the aa genotype
f the ApaI SNP might be protective against vitamin D defi-
iency: an earlier study found that they can affect circulating
evels of vitamin D [35] and may also influence cardiovascular
isk.

One limitation of our present investigation is that the study
as cross-sectional and, therefore, cannot determine whether

he decrease in 25OHD preceded the occurrence of cardiovas-
ular risk factors. Nevertheless, our study has important clinical
mplications by highlighting the high frequency of vitamin D
eficiency in Afro-Caribbean patients with T2D, despite sun
xposure, that is further increased in obese T2D patients. Thus,
reventing, screening for and treating vitamin D deficiency and
ts health consequences need to be a priority in such a population.
In conclusion, VDR  allelic variations and certain cardio-
ascular risk factors are associated with vitamin D deficiency
n our Afro-Caribbean T2D patients. However, the mecha-
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Les concentrations de la vitamine D ne varient pas seulement en fonction des polymorphismes

du VDR. Des SNPs de gènes codant pour les protéines GC, CYP27B1 et NADSYN1 impliquées

dans le métabolisme de la vitamine D sont aussi associés au statut vitaminique D des

populations.

Nos travaux antérieurs chez le diabétique, nous ont permis de mettre en évidence une prévalence

élevée du déficit en vitamine D chez les sujets Afro-Caribéens, son association à certains

facteurs de risque cardiovasculaire et certains polymorphismes du VDR (399). Du fait d’une

prévalence élevée de l’obésité et du surpoids en Guadeloupe, nous avons émis l’hypothèse que

chez des sujets non diabétiques, par conséquent avec un déficit en vitamine D moins important

que chez le diabétique, le profil métabolique pourrait être associé aux polymorphismes des gènes

codant le transporteur de la vitamine D (GC), le CYP27B1 et la NADSYN1 impliqués dans le

métabolisme de la vitamine D.

Les polymorphismes récemment décrits dans les populations Afro-Américaines et associés aux

concentrations de la vitamine D (rs10877012 pour CYPB27B1, rs2282679 et rs2298849 pour GC

et rs12785878 pour NADSYN1) ont été retenus pour ce travail. L’analyse de ces polymorphismes

a fait l’objet de l’étude présentée ci-dessous.

III.3. Associations entre les polymorphismes des gènes GC et NADSYN1, le surpoids, la

dyslipidémie et le statut vitaminique D chez des sujets Afro-Caribéens non diabétiques

Nous avons mené une étude transversale chez 323 sujets non diabétiques, en bonne santé

apparente, d’origine Afro-Caribéenne, recrutés au centre d’Examens de Santé de Guadeloupe. Ce

centre réalise des bilans de santé systématiques (clinique, biologiques, para-cliniques) pour les

individus volontaires ou d’autres, adressés au centre par la Caisse Générale de la Sécurité Sociale

de Guadeloupe.
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Cette étude a été financée par le CHU de Pointe-à-Pitre dans le cadre de l’Appel Local à

financement des projets de recherche pour 2010.

L’objectif de ce travail était d’analyser les relations entre les concentrations de la 25(OH)D, les

polymorphismes génétiques de CYP27B1 , GC et NADSYN1 et le profil métabolique de ces

sujets non diabétiques.

Les paramètres cliniques (notamment anthropométriques), métaboliques (profil glycémique et

dyslipidémique) et les concentrations de 25(OH)D ont été colligés. Tous les sujets avaient signés

un consentement éclairé pour leur participation à l’étude. La majorité des sujets était de sexe

féminin (58%). Une hypertension et une dyslipidémie étaient constatées respectivement chez 42

et 58% des sujets, une obésité ou un surpoids chez 29 et 61% des sujets respectivement.

Chez ces sujets témoins, le déficit en vitamine D et l’insuffisance en vitamine D étaient retrouvés

respectivement chez 8% et 57% des individus.

Le génotypage a été réalisé pour les polymorphismes des 3 gènes cités précédemment.

L’équilibre de Hardy Weinberg n’étant pas obtenu pour la distribution du génotype CYP27B1,

l’étude d’association pour les polymorphismes de ce gène n’a pas été poursuivie.

Les résultats de la régression linéaire pour les concentrations de vitamine D sont présentés dans

le tableau ci-dessous.
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Régressions linéaires: associations entre les allèles mineurs de rs2282679, rs2298849,

rs12785878 et les concentrations en vitamine D :

Régression linéaire
univariée

Régression linéaire**
multivariée

Beta SE p R2 Beta SE p R2

Modèle a rs2282679
(GG - TG) vs TT

­2,5 1,2 0,04 0,01 -2,6 1,2 0,03 0,06

Modèle b rs2298849
(CC - TC) vs TT

­0,7 0,9 0,43 0,002 __ __ __ __

Modèle c rs12785878
(TT - GT) vs GG

2,2 0,9 0,01 0,02 2,1 0,8 0,02 0,06

Modèle a, b, c: pour chaque SNP de manière isolée.
Régression : *sans ajustement ** avec ajustement pour l’âge, le sexe, l’IMC.

Avec les modèles a, b, c, les résultats de la régression linéaire sont présentés pour chaque SNP

considéré de manière isolée dans une analyse univariée puis une analyse multivariée (après

ajustement pour l’âge, le sexe et l’IMC).

Ces modèles contribuaient respectivement pour 1% (R2 = 0,01) et 2% (R2 = 0,02), à la variation

des concentrations de la 25(OH) D.

La variation de la concentration en 25(OH) D était en moyenne de -2,5 ng / mL en présence de

l’allèle mineur de rs2282679, p = 0,04 (modèle a). Pour les porteurs de l’allèle mineur

rs12785878, la variation de la 25(OH) D était de 2,19 ng / ml, p = 0,01 (modèle c).

Avec la régression linéaire multiple, après ajustement pour l'âge, le sexe, l'IMC, les associations

de la 25(OH) D avec ces allèles mineurs restaient significatives (avec R2 pour la régression

multiple de 0,06 pour les deux modèles a et c).

Nous avons aussi examiné les associations entre les SNPs et les trois variables dépendantes

suivantes : insuffisance en vitamine D (25(OH)D <30 ng / mL), dyslipidémie et surpoids.
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Avec la régression logistique multivariée, trois modèles ont été testés, considérant séparément

chaque SNP avec un ajustement pour l'âge, le sexe, l'IMC, la 25(OH)D, ou la dyslipidémie, en

fonction de la variable dépendante.

Les OR ajustés d’insuffisance en vitamine D, de dyslipidémie et du surpoids sont présentés dans

le tableau ci-dessous pour les trois SNPs.

Régressions logistiques de l’insuffisance en vitamine D, de la dyslipidémie et du surpoids :

Pour rs2282679, les porteurs de l'allèle mineur (GG / TG) avaient un risque d’insuffisance en

vitamine D multiplié par 2,34 et un risque réduit de dyslipidémie (OR 0,41). A l'inverse, les OR

ajustés d’insuffisance en vitamine D et de dyslipidémie étaient tous deux significativement

réduits pour les porteurs de l’allèle mineur rs12785878 (TT / GT). Le risque de surpoids était

diminué pour les porteurs de l’allèle mineur de rs2298849 (CC / TC), (OR ajusté = 0,57, p =

0,03).

Par ailleurs, une plus faible fréquence du surpoids était notée chez les femmes porteuses du

génotype CC de rs2298849 par rapport aux porteuses des génotypes TT / TC (50% vs 79%; p =

Insuffisance

en Vitamine D

Dyslipidémie Surpoids

OR
(IC 95%) p

OR
(IC 95%) p

OR
(IC 95%) p

Modèle 1 rs2282679 (GG - TG) vs TT 2,34
(1,15-4,90)

0,02 0,41
(0,21-0,84)

0,01 1,60
(0,70-3,36)

0,20

Modèle 2 rs2298849 (CC - TC) vs TT 1,22
(0,76-1,98)

0,24 1,49
(0,89-2,47)

0,12 0,57
(0,33-0,96)

0,03

Modèle 3 rs12785878 (TT - GT) vs GG 0,56
(0,35-0,89)

0,01 0,57
(0,34-0,94)

0,03 0,99
(0,60-1,62)

0,96
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0,035). Chez les hommes aucune relation n’était retrouvée entre l’obésité ou le surpoids et les

trois SNPs. Cette différence d’association observée entre les hommes et les femmes suggèrent

l’existence de disparités dans l’effet des SNP qui pourraient être liées aux hormones féminines

(telles que les œstrogènes) ou aux hormones masculines (comme la testostérone). Une interaction

de la SHBG est aussi possible. Cette hormone se lie aux hormones sexuelles (principalement la

testostérone) et les transporte dans la circulation. Sa variation pourrait jouer un rôle dans les

associations entre différents facteurs génétiques et métaboliques.

Cette étude est la première à analyser de manière concomitante, les associations entre les

polymorphismes des gènes codant le transporteur de la vitamine D (GC) et la NADSYN1, et les

trois paramètres métaboliques (obésité, dyslipidémie et statut en vitamine D). Chez les sujets non

diabétiques, nous avons mis en évidence une association entre polymorphismes GC et NADSYN1

avec le statut vitaminique D mais aussi avec la dyslipidémie et le surpoids. Ces résultats

corroborent, pour le statut en vitamine D, ceux d’autres études conduites dans des populations

Européennes et Américaines et apportent des informations supplémentaires pour une population

spécifique, la population Afro-Caribéenne.

Ce travail a fait l’objet d’un article original intitulé: « Relation between Polymorphisms in GC

and NADSYN1 Genes and Overweight, Dyslipidemia, and Vitamin D Status in Non diabetics »

Cet article a été soumis à la revue « Obesity ».
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Abstract

Our aim was to assess the associations between overweight, dyslipidemia, vitamin D status and

polymorphisms in genes involved in the transport (Group-Component: GC) and the

hydroxylation (NADsynthetase 1: NADSYN1) of 25 hydroxyvitamin D, in non-diabetic Afro

Caribbean individuals.

We conducted a cross-sectional study with 323 individuals recruited from a health center. The

rs2282679 and rs2298849 in GC and rs12785878 in NADSYN1 were genotyped. Logistic

regressions were used to analyze data.

Overall, 57% of participants had vitamin D (vitD) insufficiency (<30 ng/mL), 29% were obese,

61% had overweight and 58% had dyslipidemia. A lower frequency of overweight was noted in

women carrying the rs2298849 CC genotype compared with those carrying TT/TC genotypes

(50% vs 79%; P = 0.035). In cases without dyslipidemia, higher frequencies of obesity were

observed for rs2282679 (GG/TG) carriers (33% vs 13%; P = 0.01) and rs2298849 (CC/TC)

carriers (26% vs 11%; P = 0.02) compared with the remaining individuals.

Carrying the rs2282679 (GG/TG) minor allele increased the odds of vitD insufficiency and

decreased the odds of dyslipidemia (adjusted OR 2.34, P = 0.02; and 0.41, P = 0.01,

respectively), whereas the OR of both metabolic abnormalities was decreased in rs12785878

(TT/GT) minor allele carriers (adjusted OR 0.56, P = 0.01; and 0.57, P = 0.03, respectively).The

adjusted odds ratio of being overweight for rs2298849 (CC/TC) minor allele carriers was 0.57 (P

= 0.03).

Our results confirm the association of the GC and NADSYN1 genes with vitamin D status and

suggest that these genes contribute to dyslipidemia and overweight.

Keywords Dyslipidemia, Overweight, Vitamin D, Genetic susceptibility, NAD Synthetase 1,

Group component, Ethnicity.
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INTRODUCTION

The storage form of vitamin D, 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D), in blood circulation is a

marker of vitamin D status. Low 25(OH)D has been associated with increased risk of

cardiometabolic diseases, including obesity (1), dyslipidemia (2), type 2 diabetes (3), and

cardiovascular complications (2, 4). However, genetic factors may also have effects on these

diseases. In particular, single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes of the vitamin D

pathway that are involved in the transport or the hydroxylation of 25(OH)D may be associated

with the cardiometabolic risk.

25(OH)D is transported in the circulation, mainly bound to its specific vitamin D-binding

protein, also named the GC-group component (GC). Polymorphisms in the GC gene were

previously reported to be associated with plasma glucose levels (5), fasting plasma insulin levels

(6), and the percentage of fat mass in Caucasian nuclear families (7).

In previous studies of 25(OH)D, variants of genes involved in vitamin D transport (GC),

hydroxylation/dehydroxylation (CYP2R1 and CYP24A1), and NADSYN1 were reported to

modulate vitamin D status (8-10). The NADSYN1 gene encodes NAD synthetase 1 (NADSYN1),

which is one of the glutamine-dependent enzymes involved in cholesterol synthesis and favors

the production of Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD+), the main coenzyme required for

energy production and lipid synthesis (11). Nevertheless, studies of the association between

obesity or dyslipidemia and polymorphisms in these genes are scarce. Genome-wide association

(GWA) studies using vitamin D levels have been performed mainly in European populations and

few studies have been performed in individuals of African ancestry (10, 12, 13).

A recent study performed in an African-American cohort found associations between SNPs in

the GC and CYP27B1 genes and 25(OH)D with a significant relation with the degree of African

ancestry as assessed using skin color gradation (13).
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In the French Caribbean island of Guadeloupe, which has 400,000 inhabitants, about 80% of the

population is of African descent and these individuals are at risk of vitamin D insufficiency and

obesity (14, 15).

Our aim was to assess the associations between obesity-related traits, dyslipidemia, and vitamin

D status and four SNPs of the GC, CYP27B1, and NADSYN1 genes in nondiabetic Afro-

Caribbean individuals.

METHODS AND PROCEDURES

Study population

The participants were recruited among individuals who had a clinical and biological examination

at the referring Health Center of Guadeloupe (AGREXAM). Data were collected during 2010

and 2011. For the assessment of vitamin D status, the physician included volunteers during

sessions that were randomly planned. The determination of ethnic origin was based on self-

report. Exclusion criteria included a history of kidney disease, diabetes or inflammatory disease,

pregnancy, calcium or vitamin D replacement therapy. The study was approved by the regional

ethics committee. All patients gave their written informed consent to participate in this study.

Data collection

Participants were interviewed by a physician using a standard questionnaire that provided

information on age, sex, and use of antihypertensive and/or antihyperlipidemic treatments.

Height and weight were measured with participants standing without shoes and lightly clothed.

Body mass index (BMI) was calculated as weight/height (kg/m2). Waist circumference (cm) was

measured above the iliac crests and below the lowest rib margin at minimal respiration with

participants standing. The measurements were performed by trained nurses. Systolic and

diastolic blood pressure (SBP and DBP, respectively) were assessed using automated monitors
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after resting for at least 5 min. The retained values were the average of two readings (left and

right arms).

Blood samples were obtained after an overnight fast. The biochemical analyses were performed

using the same methods for the whole study sample. Glycemia was assessed using the glucose

oxidase method. Cholesterol, high-density lipoprotein/cholesterol, and triglyceride levels were

measured enzymatically. Plasma concentrations of 25(OH)D were measured via a

chemiluminescence assay (DiaSorin SA, Antony, France), which includes 25(OH)D2 and

25(OH)D3. In this health center, only single measurements were available for all the parameters.

Genotyping

Genotyping was performed in 323 Afro-Caribbean individuals for SNPs that were reported to be

associated with vitamin D status in individuals of European (10) or in African-Americans (13)

descent: rs2282679 (intron 12) in GC, rs2298849 (intron 1) in GC, rs10877012 (5 UTR) in

CYP27B1, and rs12785878 (intronic region of NM_018161.4) in NADSYN1. SNPs were

genotyped by KBioscience Ltd using their own novel fluorescence-based competitive allele-

specific PCR (KASPar) assay. Details of the method used can be found at

www.kbioscience.co.uk/.

Definition of clinical factors

Obesity was defined as a BMI  30 kg/m2 and overweight as a BMI  25 kg/m2. Abdominal

obesity was defined as a waist circumference > 102 cm in men or > 88 cm in women.

Hypertension was defined as SBP  140 or DBP > 90 mmHg or the current use of

antihypertensive medication.

Vitamin D insufficiency was defined as a 25(OH)D level < 30 ng/mL and vitamin D deficiency

as a 25(OH)D level < 20 ng/mL.
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Dyslipidemia was defined as having one of the following measurements: high-density

lipoprotein/cholesterol concentration < 40 mg/dL in men and < 50 mg/dL in women, triglyceride

concentration  150 mg/dL, low-density lipoprotein/cholesterol concentration  130 mg/L, or the

presence of a lipid-lowering treatment combined with a history of blood lipid abnormality.

Statistical analyses

Data are presented as numbers (percentages) for categorical variables and as means (standard

deviations) for continuous variables. The chi-squared test and ANCOVA were used to test

percentage and mean differences with adjustment for age, sex, and BMI. Serum 25(OH)D was

log10 transformed to approach a normal distribution.

We examined the associations between SNPs, 25(OH)D insufficiency (< 30 ng/mL), overweight,

and dyslipidemia. Three regression models were tested including each SNP alone with

adjustment for age, sex, BMI, 25(OH)D levels, or dyslipidemia, according to the dependent

variable. Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (95% CIs) were estimated. The SNP

effects were presented as ORs associated with carrying the minor allele (dominant model).

The IBM SPSS Statistics software version 19 was used for data analyses. All tests were two-

sided and a P value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Three hundred twenty-three non-diabetic individuals with complete data for circulating

25(OH)D concentration were included in the study. Among the participants, 187 (58%) were

women. The mean age was 46.4 ± 12 years. The characteristics of the population under study are

shown in Table 1. In the whole study population, the concentration of 25(OH)D ranged from 7 to

55 ng/mL and the mean serum 25(OH)D was 28.7 ± 7.6 ng/mL. Among the participants, 57%
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had vitamin D insufficiency, 8% had vitamin D deficiency, 42% had hypertension, 29% were

obese, 61% were overweight, and 58% had dyslipidemia.

The prevalence of obesity and overweight was significantly higher in women than in men (38%

vs 17%, P < 0.001; and 68% vs 52%, P = 0.004, respectively).

The genotype distributions in the study population were within the Hardy–Weinberg

equilibrium for rs2282679 T > G (P = 0.90), rs2298849 T > C (P = 0.90), and rs12785878 G > T

(P = 0.90), but not for rs10877012 G > T (P < 0.05). Consequently, the results for rs10877012

(CYP27B1) are not shown in this report.

The distribution of 25(OH)D levels and metabolic parameters according to genotypes of GC and

NADSYN1 genes is reported in Table 2. The rs2282679 SNP in the GC gene was significantly

associated with vitamin D status, and lower values of serum vitamin D, higher frequencies of

vitamin D insufficiency. Higher frequencies of vitamin D deficiency were observed in carriers of

the minor allele G (GG/TG) than in the remaining individuals (P values from 0.03 to 0.01). Its

association with dyslipidemia was nearly significant (P = 0.05).

In the whole cohort, the rs2298849 SNP in the GC gene was associated only with vitamin

D deficiency, with a higher frequency in carriers of the minor allele (CC/TC) than in the non-

carriers (P = 0.007). The individuals carrying the CC genotype had a non-significantly lower

frequency of overweight than did the remaining participants (51% vs 63%; P = 0.11).

For rs12785878, higher values for mean circulating 25(OH)D (P = 0.03) and lower

frequency of vitamin D insufficiency (P = 0.01) and dyslipidemia were noted in carriers of the

minor allele (TT/GT) compared with the remainder of the cohort.

Regarding the associations of the rs2298849 SNP with overweight or obesity according to

sex or dyslipidemia (data not shown), a lower frequency of overweight was noted for women

carrying the CC genotype compared with those carrying TT/TC genotypes (50% vs 79%; P =

0.035). The difference in frequencies of overweight was marginally significant between women

carrying the rs12785878 TT genotype and women carrying the GG/GT genotypes (32% vs 69%;
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P = 0.067) (data not shown). In men, no relationship was found between obesity or overweight

and the three SNPs studied.

We also noted, in individuals without dyslipidemia, higher frequencies of obesity in minor allele

carriers than in the others for rs2282679 (33% vs 13%. P =0.01) and for rs2298849 (26% vs

11%. P =0.02). In individuals with dyslipidemia a lower frequency of overweight in carriers of

the rs12785878 TT genotype than in those carrying the GG-GT genotypes (44% vs 75%; P =

0.04).

Table 3 presents the adjusted ORs of vitamin D insufficiency, dyslipidemia, and overweight

for the three SNPs. For rs2282679, carrying the minor allele (GG/TG) increased the odds of

vitamin D insufficiency and decreased the odds of dyslipidemia (adjusted OR = 2.34, P = 0.02;

and adjusted OR = 0.41, P = 0.01, respectively). Conversely, the adjusted ORs of vitamin D

insufficiency and dyslipidemia were both significantly reduced for rs12785878 (TT/GT) minor

allele carriers (adjusted OR = 0.56, P = 0.01; and adjusted OR = 0.57, P = 0.03, respectively).

No significant association was noted between the rs2298849 (CC/TC) minor allele and vitamin

D insufficiency or dyslipidemia. The odds of overweight were significantly reduced for

rs2298849 (CC/TC) minor allele carriers (adjusted OR = 0.57, P = 0.03).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study examining the relationship between overweight,

dyslipidemia, vitamin D status and SNPs in the vitamin D-binding protein (GC) and NADSYN1

genes in nondiabetic individuals. In this Afro-Caribbean population, we found significant

associations between rs2282679 (GC), rs2298849 (GC), rs12785878 (NADSYN1) and vitamin D

status. Two SNPs (rs2282679 and rs12785878, under a dominant model) were significantly

associated with dyslipidemia, whereas only rs2298849 (under a dominant model) was associated

with overweight.
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The prevalence of vitamin D insufficiency was 57% and that of vitamin D deficiency was

8% in our study population. These prevalence values were globally lower than that observed in

African-American individuals living in countries with a temperate climate (14,16); the effect of

sunshine on vitamin D levels is widely recognized. Previous studies have also reported high

frequencies of dyslipidemia (17) and obesity (18), as well as a strong and well-characterized

relationship between vitamin D status and obesity (15), in the Afro-Caribbean population.

The vitamin D-binding protein, which is also known as the group-specific component (GC),

is the main transporter of vitamin D (9). The concentration of this serum glycoprotein influences

25(OH)D levels and modulate the rates of its bioavailability, activation, and end-organ

responsiveness (19-21). The GC gene is localized on chromosome 4 (4q12–q13) and encodes a

single-chain polypeptide that comprises 474 amino acid residues and belongs to the albumin

family (9, 22-24).

Our results regarding vitamin D corroborate previous findings in European (10) and

African-American (13) populations, which showed associations between vitamin D levels and

rs2282679 and rs2298849 in the GC gene in African-Americans (13), rs2282679 in Caucasians

in two GWA studies (8, 10), and rs2298849 in 496 healthy individuals (12). These recent GWA

studies also identified associations between other genetic variants of genes involved in vitamin D

metabolism (NADSYN1/DHCR7, CYP27B1, CYP2R1, and CYP24A1) and 25(OH)D

concentration (8, 10). Two other SNPs in the GC gene, rs4588 and rs7041, which have been

more commonly studied, exhibited significant associations with the levels of 25(OH)D and

1,25(OH)2D in Hispanic- and African-Americans (25), in 741 Caucasian women (26), and in

351 young Canadian adults of East-Asian, European, and South-Asian ancestry (20).

The relationship between the NADSYN1 gene and vitamin D status has been less studied.

The NADSYN1 gene is located on chromosome 11 (11q13.4), close to the dehydrocholesterol

reductase (DHCR7) gene, which encodes 7-dehydrocholesterol reductase, an enzyme involved in

the conversion of 7-dehydrocholesterol into cholesterol in human skin (27).
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A recent GWA study revealed that variants near genes involved in cholesterol synthesis

influence vitamin D status in individuals of European descent who had an elevated risk of

vitamin D insufficiency (10). In our study population, carrying the rs12785878 minor allele was

associated with a decreased risk of vitamin D insufficiency (OR = 0.56).

Polymorphisms in the vitamin D-binding protein gene have been associated with risk of

several diseases, including prostate cancer (28), type 2 diabetes, and insulin levels in non-

Caucasian populations (29, 30); however, no association was found between this gene and the

susceptibility to type 2 diabetes in French Caucasians (31).

Studies analyzing genetic associations with dyslipidemia or obesity-related traits are scarce

(32). In our study sample, carrying the rs2282679 minor allele and carrying the rs12785878

minor allele decreased the odds of having dyslipidemia by a factor of 0.36 and 0.58, respectively.

These associations were independent of BMI or 25(OH)D level. The rs12785878 SNP in the

NADSYN1 gene was not significantly associated with the levels of blood lipid parameters in our

study population (data not shown); however, this SNP was significantly associated with

dyslipidemia (as a categorical parameter), with a protective effect against this metabolic disease

(OR = 0.58).

We have previously reported the relationship between anthropometric parameters and

dyslipidemia in a large sample of the Afro-Caribbean population of Guadeloupe (17). In the

present study, a significant relationship with obesity was noted for both SNPs in the GC gene in

individuals without dyslipidemia, suggesting a direct effect of these SNPs on this metabolic

abnormality. Conversely, a significant relationship between the rs12785878 SNP (NADSYN1)

and overweight was noted only in individuals with dyslipidemia, suggesting an interaction

between blood lipid parameters and the polymorphism of a gene (NADSYN1) involved in

cholesterol synthesis.

Logistic regression analysis using the whole study population showed that, after adjusting for

age, sex, dyslipidemia, and 25(OH)D levels, the rs2298849 SNP (GC gene, dominant model)
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exhibited a protective effect against overweight (OR = 0.57). However, we noted a sex

difference in the relationship between rs2298849 and overweight in women carrying the CC

genotype and exhibiting a lower frequency of overweight compared with those carrying the

TT/TC genotypes, whereas no relationship was found in men. In our study population, the

prevalence of overweight and obesity were higher in women than in men. In the study in

Caucasian nuclear families, the authors also found a female-specific association between another

SNP (rs17467825) in GC and the percentage of fat mass (7). However, this sex-specific

association suggests disparities in the sensitivity to the SNP related to female (such as estrogen)

or male (such as testosterone) hormones. In a middle age Japanese population, an association

between a polymorphism of the estrogen receptor alpha gene and upper-body obesity was found

only in women (33). A possible effect of sex-hormone-binding globulin should be considered.

This hormone binds and transports the sex steroid hormones (mainly testosterone) in the

circulation (34) and its variation may contribute to susceptibility to metabolic and cardiovascular

outcomes (35). A recent study in Chinese women that investigated the association between

variants in genes involved in the vitamin D metabolic pathway and obesity-related traits did not

find an association between BMI and SNPs in the GC gene, whereas BMI was associated with

two other SNPs of genes of the vitamin D pathway (rs22488359 in CYP24A1 and rs10832313 in

CYP2R1) (32). This is not surprising, given that ethnic disparities in the relationships between

genes and diseases have been widely reported.

It should be noted that the present study had several limitations, including a small sample

size. In addition, the concentrations of serum 25(OH)D were examined using a single

measurement for each subject, and data on dietary intake were unavailable.

However, our study also had considerable strengths. First, all participants had high skin

pigmentation and were living on the island of Guadeloupe, which has a sunny climate. Genetic

variants have been little studied in populations with dark skin. Moreover, ethnicity, sun

exposure, and seasonal variations are involved in the metabolism of vitamin D.
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Second, the exclusion of patients with diabetes from the study minimized the impact of

insulin resistance/dependence (36) on the association between SNPs, serum 25(OH)D levels, and

other risk factors.

Third, ethnic variation in the GC gene has been described (9). Our findings corroborated

those previously reported in European and African-American individuals regarding genetic

associations with vitamin D status and extended the relevant studies for a specific population

sample.

Fourth, this study is the first to analyze the effects of SNPs in the GC and NADSYN1 genes

concomitantly on three cardiometabolic diseases (obesity, dyslipidemia, and vitamin D

insufficiency).

In conclusion, although the role of genetic factors in the metabolism of vitamin D is

recognized, much remains to be understood regarding this relationship. Our results obtained

from non-diabetic Afro-Caribbean individuals confirm the associations of the GC and NADSYN1

genes with vitamin D status and suggest that polymorphisms in these genes contribute to

dyslipidemia, overweight, and obesity. As vitamin D status is linked to several adverse outcomes

(37), our results highlight the fact that genetic variants associated with vitamin D levels may also

play a role in the etiology of these diseases. Thus, it will be of interest to confirm these findings

in other populations and ethnic groups.
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Table 1: Characteristics of the Afro-Caribbean non-diabetic individuals.

Variables All

N= 323

Sex (F) 58 %

Age (years) 46 ± 12

Waist circumference (cm) 89 ± 13

Body mass index (Kg/m2) 27 ± 6

Glycaemia (mmol/L) 4.6 ± 1.2

Overweight (%) 61 %

Obesity (%) 29 %

Abdominal obesity (%) 35%

Hypertension (%) 42 %
Dyslipidemia (%) 58 %

Vitamin D Insufficiency (%) 56%
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Table 2. Distribution of 25(OH)D levels and metabolic parameters according to genotypes of GC and

NADSYN1 genes.

Genotypes Dominant model Recessif model

p p

rs2282679 T>G (GC)

(N = 323)

GG

0

TG

43

TT

280

p

25 (OH)D (ng/mL) __ 26.4 ± 8.3 29.0 ± 7.4 0.03 0.03 __

Vitamin D Insufficiency __ 72% 54% 0.03 0.03 __

Vitamin D Deficiency __ 19% 6% 0.01 0.01 __

Overweight __ 67% 60% 0.37 0.37 __

Obesity __ 35% 28% 0.37 0.37 __

Abdominal obesity __ 42% 34% 0.36 0.36 __

Dyslipidemia __ 44% 60% 0.05 0.05 __

rs2298849 T>C (GC)

(N = 323)

CC

49

TC

165

TT

109

p

25 (OH)D (ng/mL) 28.3 ±6.9 28.5 ± 7.7 29.0 ± 7.8 0.87 0.60 0.76

Vitamin D Insufficiency 53% 60% 53% 0.46 0.37 0.58

Vitamin D Deficiency 6% 48% 14% 0.03 0.007 0.50

Overweight 51% 61% 66% 0.20 0.21 0.11

Obesity 22% 32% 28% 0.46 0.85 0.26

Abdominal obesity 28% 39% 33% 0.32 0.37 0.27

Dyslipidemia 53% 63% 51% 0.13 0.11 0.48

rs12785878 G > T
( NADSYN1)

(N = 318)

TT

15

GT

106

GG

197

p P

25 (OH)D (ng/mL) 27.7 ± 7.1 30.2 ± 8.3 27.8 ± 7.1 0.05 0.03 0.69

Vitamin D Insufficiency 53% 47% 62% 0.04 0.01 0.77

Vitamin D Deficiency 13% 5% 10% 0.25 0.23 0.46

Overweight 40% 62% 62% 0.22 0.60 0.08

Obesity 20% 33% 28% 0.50 0.85 0.40

Abdominal obesity 21% 39% 34% 0.37 0.37 0.17

Dyslipidemia 60% 49% 62% 0.08 0.04 0.83

The data are presented as mean (SD) or column percentage.
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Table 3. Logistic regressions of vitamin D insufficiency, dyslipidemia and overweight for

polymorphisms in GC and NADSYN1.

Vitamin D
Insufficiency

Dyslipidemia Overweight

Adjusted

OR
(95% CI)

p

Adjusted*

OR
(95% CI)

p

Adjusted

OR (95% CI) p

Model 1 rs2282679
(GG - TG) vs TT

2.34
(1.15 – 4.90)

0.02 0.41
(0.21 – 0.84)

0.01 1.60
(0.70 – 3.36)

0.20

Model 2 rs2298849
(CC - TC) vs TT

1.22
(0.76 – 1.98)

0.24. 1.49
(0.89 – 2.47)

0.12 0.57
(0.33 – 0.96)

0.03

Model 3 rs12785878
(TT - GT) vs GG

0.56
(0.35 – 0.89)

0.01 0.57
(0.34 – 0.94)

0.03 0.99
(0.60 – 1.62)

0.96

Vitamin D insufficiency: adjustment for age, sex, BMI, dyslipidemia. Dyslipidemia: adjustment for age,

sex, BMI, 25(OH)D levels. Overweight: adjustment for age, sex, 25(OH)D levels, dyslipidemia. The

adjusted odds ratios are provided, separately for each SNP.
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De façon similaire aux données de cette précédente étude sur la répartition du surpoids et de

l’obésité selon le sexe, et de façon générale en Guadeloupe, le diabète est plus fréquent chez la

femme que chez l’homme.

Cette constatation nous conduit à nous interroger sur la place des stéroïdes sexuels ou de leur

transporteur SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) dans la population Guadeloupéenne. Ces

hormones pourraient-elles être associées aux anomalies du métabolisme glucidique et adipeux et

pourraient-elles expliquer cette répartition différente des anomalies métaboliques entre les deux

sexes?

Par ailleurs, les données de la littérature sur le lien possible entre vitamine D et stéroïdes sexuels

ou SHBG sont encore très rares. Les stéroïdes sexuels augmentent la 1-alpha-hydroxylation de la

25(OH)D et la synthèse de la forme biologiquement active de la vitamine D (400). Même si les

mécanismes physiopathologiques sont mal connus, le déficit androgénique pourrait ainsi

aggraver le déficit en vitamine D et les anomalies métaboliques associées à celui-ci.

Ces anomalies métaboliques, en particulier le DT2, sont aussi associées à des concentrations

basses de SHBG, de façon similaire aux concentrations de vitamine D.

L’association entre stéroïdes sexuels et situation d’insulinorésistance est maintenant admise.

Récemment, une association significative entre les stéroïdes sexuels et l’adiposité viscérale a été

trouvée (401).

Avant d’évaluer les hormones sexuelles et la SHBG chez les sujets Afro-Caribéens, nous avons

souhaité analyser les relations entre la SHBG, la glycémie, le profil insulinique, la graisse

viscérale et intra hépatique et certaines hépatokines impliquées dans le métabolisme glucosé.

En collaboration avec les équipes de recherche de Rennes et Angers, nous avons pu effectuer ce

travail chez des sujets dysmétaboliques Caucasiens, issus de la cohorte NUMEVOX.

Ce travail est présenté dans le chapitre suivant après un rappel sur la SHBG.
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CHAPITRE IV. SHBG
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La SHBG encore appelée SBP (Sex Binding Protein) ou TeBP (Testosterone Binding Protein)

est la protéine de transport plasmatique des stéroïdes sexuels (testostérone et œstradiol E2). Son

affinité pour ces hormones est plus élevée que celle de l’albumine (402).

L'existence de la SHBG chez l’homme a été suggérée en 1959, par les expériences de

Daughaday sur la testostérone plasmatique puis confirmée par Mercier et al. (en 1967) qui ont

identifié cette globuline B liant la testostérone et distincte de l’albumine à l’électrophorèse (403,

404). Des études ultérieures ont révélé que cette protéine de liaison était commune à la

testostérone et à l’E2 et que sa liaison à ces stéroïdes sexuels était réversible (405).

IV.1 Structure et synthèse de la SHBG

La SHBG est une protéine glyquée, synthétisée à partir d’un précurseur de 402 acides aminés

dont les 29 premiers résidus forment une séquence hydrophobe (406) . C’est un homodimére qui

possède un seul site de liaison pour son ligand au sein de chaque sous-unité (407). Chaque

monomère est formé de 373 acides aminés et d’une répétition en tandem de domaines LG (406,

408).

La SHBG est synthétisée par les hépatocytes avec une demi-vie d’environ 7 jours (409). Il existe

une isoforme glycosylée de la SHBG, appelée androgen-binding protein (ABP) et produite par

les cellules de Sertoli testiculaires (410).
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Figure 16 : Structure tertiaire de la SHBG (411)

Monomère de la SHBG contenant le domaine LG avec sa région amino-terminale (en vert)

séparé de la région carboxy-terminale (en gris) par un site de liaison (en rouge). Le site de liaison

des hormones stéroïdes est en pointillés vert.

Le gène qui code pour la SHBG est situé sur le bras court du chromosome 17 en 17p12-p13. Il

est constitué de 8 exons codants (412, 413).

Figure 17 : Structure du gène de la SHBG (411)

L’exon 1 comprend 60 paires de bases ainsi que le site d’initiation de la traduction de la

séquence du précurseur polypeptidique de la SHBG.

Domaine de dimérisation
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IV.2 Physiologie et mode d’action de la SHBG

Le récepteur de la SHBG est situé sur la membrane des tissus cibles des hormones stéroïdes. Le

passage de cette membrane se fait de façon passive après séquestration du complexe SHBG–

hormones stéroïdes à la surface de la cellule (414).

Les variations plasmatiques de la SHBG influencent la distribution plasmatique des stéroïdes

sexuels répartis, entre leur forme liée (à cette SHBG) et leur fraction libre (402). Des études in

vitro ont montré que les stéroïdes sexuels (œstrogènes et testostérone), régulent aussi

physiologiquement, la production et la sécrétion de la SHBG (415, 416). Des concentrations

basses de SHBG ont ainsi été décrites pour la première fois dans les situations anormales

d’hypersécrétion de stéroïdes (androgènes ou E2), responsable d’hirsutisme ou d’acné (417) et

dans l’excès d’œstrogènes lié au cancer de l’endomètre (418).

La mesure de la SHBG constitue un marqueur diagnostique important des états de sécrétion

inappropriée de TSH. Ainsi, les concentrations de SHBG sont normales dans les résistances aux

hormones thyroïdiennes mais augmentées au cours des adénomes thyréotropes responsables

d’une hyperthyroïdie d’origine centrale (419).

D’autres facteurs métaboliques ou nutritionnels, certains facteurs de croissance ou des facteurs

liés au vieillissement modifient les concentrations de SHBG soit de façon directe en régulant sa

synthèse hépatique, soit de façon indirecte en modulant les étapes de liaison de la SHBG à son

récepteur membranaire au niveau des cellules cibles (418, 420) (tableau 3).

Les concentrations de SHBG varient aussi physiologiquement avec l’âge et le sexe.

Des normes de concentrations sériques de la SHBG ont été établies et sont précisées dans le

tableau 4.
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Tableau 3 : Situations physiologiques et pathologiques associées à des variations plasmatiques

de SHBG

SHBG basse

Obésité́ - hyperandrogénie  

Syndrome des ovaires polykystiques

Hypothyroïdie

Hyperprolactinémie - Hypercorticisme

Acromégalie

Syndrome néphrotique

Tumeur androgéno-sécrétante

Thérapeutiques: Hormone de croissance,

glucocorticoïdes, androgènes / anabolisants

SHBG élevée

Grossesse (production d’œstrogènes augmentée)

Anorexie

Hypogonadisme

Insensibilité́ aux androgènes 

Hyperthyroïdie (en particulier, liée à un

adénome thyréotrope)

Cirrhose du foie

Thérapeutiques: Contraception orale, anti-

épileptiques, substitution hormonale

œstroprogestative

Tableau 4 : Normes des concentrations sériques de SHBG en fonction de l’âge et du sexe

Individus SHBG (nmol/l)

Hommes 17-65 ans 14,5-50

Femmes 17-50 ans 26,1-110

Femmes post-ménopausées sans traitement hormonal substitutif 14,1-68,9

Facteur de conversion : nmol/L x 0,095 = μg/ml (mg/l)  

                                        μg/ml (mg/l) x 10,53 = nmol/L 
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IV.3 SHBG et paramètres du métabolisme du glucose (insulinorésistance,

insulinosécrétion, diabète)

En dehors de leurs effets physiologiques sur la fonction de reproduction, les stéroïdes sexuels et

la SHBG influencent le métabolisme hydrocarboné. Le dysfonctionnement le plus fréquent de ce

métabolisme implique des mécanismes d’insulinorésistance, composante principale du syndrome

métabolique et du diabète de type 2.

Le syndrome métabolique est défini selon le NCEP ATP III (National Cholesterol Education

Program correspondant au programme de lutte contre le cholestérol aux Etats Unis) par la

présence d’au moins 3 critères parmi les 5 suivants (421).

1. Une obésité abdominale avec un tour de taille > 102 cm chez l’homme et > 88cm

chez la femme

2. Une hypertriglycéridémie > 1,5 g/l (1,7 mmol/l)

3. Une concentration de High Density Lipoprotein-Cholestérol (HDL-CT) < 0,4 g/l

(1,04 mmol/l) chez l’homme ou < 0,5 g/l (1,29 chez la femme)

4. Une hypertension artérielle >130/85 mm de Hg

5. Une glycémie à jeun> 1,10 g/l (6,1 mmol/l)

La définition du NCEP-ATP III cible le risque cardiovasculaire et prend en compte les anomalies

lipidiques (triglycérides et HDL-CT) avec un seuil tensionnel plus bas que les définitions de

l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et de l’EGIR (European Group for the Study of

Insulin Resistance) qui privilégient plutôt les mécanismes de l’insulinorésistance (422-424).

L’insulinorésistance n’est pas synonyme de syndrome métabolique. D’après la conférence de

consensus de l’Association Américaine du diabète (ADA), elle est définie par une altération de la

réponse des tissus à l’insuline exogène ou endogène (425, 426).
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En dehors de son rôle de régulation de la glycémie, l’insuline exerce des effets, essentiellement

anabolisants, sur différents types de cellules, principalement les hépatocytes, les myocytes et les

adipocytes. Elle stimule leur croissance et leur différenciation et favorise le stockage des

substrats dans la graisse, le foie et le muscle. Elle stimule la lipogenèse, le stockage des lipides et

la synthèse du glycogène. Elle inhibe la lipolyse et la glycogénolyse (427).

L’insulinorésistance peut être évaluée par la mesure de l’index d’insulinorésistance ou HOMA-

IR calculé selon la formule suivante : [insuline à jeun (mU/ml) x glucose à jeun (mmol/l)/22,5]

(428).

Différentes études ont mis en évidence une association significative entre les concentrations

basses de SHBG et la présence d’un syndrome métabolique ou d’un diabète de type 2 (DT2) quel

que soit le sexe (11, 12, 429, 430). L’une de ces études, réalisée chez 345 hommes ayant un

syndrome métabolique mais non diabétiques, a mis en évidence une association inverse entre les

concentrations de SHBG et celles de l’insuline, du glucose et des triglycérides (429). Toutes les

études rapportées jusqu’ici étaient majoritairement, observationnelles et mettaient en évidence

une corrélation négative entre concentrations de SHBG, glycémie ou insulinémie chez des sujets

normoglycémiques ou en situation d’insulinorésistance (431, 432). Une autre de ces études, la

«San Antonio Heart Study» a confirmé l’existence d’une corrélation inverse et significative entre

la SHBG et les concentrations d’insuline chez des femmes provenant de 2 groupes ethniques

différents et en situation pré ou post-ménopausique. Dans cette population, des valeurs hautes de

testostérone libre et des valeurs basses de SHBG étaient associées à des concentrations élevées

de glucose et d’insuline, quel que soit le groupe ethnique d’appartenance (431, 433).

En présence d’un hyperinsulinisme, le rôle de l’insulinémie sur la synthèse hépatique de la

SHBG a été évoqué. Des travaux ont mis en évidence une diminution de la synthèse de la SHBG

après apport d’insuline exogène dans des lignées de cellules HepG2 (hépatoblastomes humains)
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(434, 435). Ces résultats sont en accord avec une possible régulation de la synthèse de SHBG

directement par l’insuline.

L’effet inhibiteur de l’hyperinsulinisme sur la production hépatique de SHBG a aussi été décrit

chez la femme, dans des situations de syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), caractérisées

par un état d’insulinorésistance majeure et d’hyperandrogénie (13).

A l’inverse, la SHBG pourrait moduler la sécrétion d’insuline. Des concentrations basses de

SHBG sont corrélées aux index d’insulinosensibilité chez des hommes diabétiques de type 2

(436), mais aussi des sujets non diabétiques chez lesquels elles sont significativement associées

aux pics de sécrétion insulinique (437). De plus, elles sont modulées par les concentrations de

glucose (431, 432). Une étude française a montré que des concentrations basses de SHBG

seraient un facteur de risque d’anomalies glucidiques chez la femme, indépendamment des taux

d’adiponectine et d’insuline. Ces valeurs basses de SHBG seraient associées à un risque de DT2

indépendamment de l’index HOMA et des paramètres du syndrome métabolique (438), ce qui a

été confirmé par les travaux de Peter et al (439). Les mécanismes réellement impliqués dans la

survenue d’un DT2 et liés aux concentrations de SHBG indépendamment de la situation

d’insulinorésistance, sont peu connus mais d’après d’anciennes études, les valeurs basses de

SHBG associées à des concentrations basses de testostérone biodisponible, contribueraient au

développement du DT2 (433, 440, 441). Les stéroïdes sexuels pourraient ainsi jouer un rôle dans

cette association entre SHBG et DT2, qui semble être plus forte chez la femme que chez

l’homme (442, 443).

L’HBA1C ou hémoglobine glyquée est une forme d’hémoglobine sanguine qui lie les molécules

de sucre. Elle est corrélée à la glycémie et est un bon marqueur de l’équilibre glycémique sur 3

mois chez le sujet diabétique (444). Les concentrations de SHBG seraient inversement associées

à l’HBA1C mais ces données sont rapportées chez des sujets non diabétiques, issus de la cohorte
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EPIC-Norfolk (Norfolk population of European Prospective Investigation into Cancer ) et peu de

travaux sur ce sujet ont été publiés (445).

Enfin, un rôle direct de l’obésité sur les concentrations de SHBG a été évoqué. En effet, une

relation inverse entre l’IMC et la SHBG a été mise en évidence chez l’homme comme chez la

femme (446). L’analyse des concentrations de SHBG et de l’insulinémie chez des femmes

obèses en pré ménopause, a confirmé, après perte de poids, la non inhibition de la SHBG par les

seules variations d’insuline (438, 439, 447). Plus récemment, l’hypothèse du rôle de l’adiposité

viscérale dans la diminution des concentrations de SHBG a été envisagée avec la mise en

évidence d’une corrélation inverse entre SHBG et index HOMA, mais aussi une association

inverse entre l’existence d’un syndrome métabolique et les concentrations de la SHBG, chez des

femmes en post ménopause, comparées à des femmes en pré ménopause (447).

La SHBG semble être un meilleur marqueur de l’insulinorésistance et du risque de DT2 que les

stéroïdes sexuels mais plusieurs études ont analysé le rôle de ces androgènes dans la survenue

des anomalies glucidiques. L’effet protecteur des œstrogènes sur le risque d’insulinorésistance et

de DT2 a été mis en évidence chez des femmes recevant un traitement hormonal substitutif

versus placébo. Avec le traitement hormonal, l’insulinosensibilité et le profil glycémique étaient

améliorés, associés à une baisse de l’incidence du DT2 (448, 449). Une méta analyse de Ding

(2006) insiste sur le rôle modulateur des hormones stéroïdes sur le statut glycémique et le risque

de DT2 chez l’homme et la femme (7).

Comme pour les œstrogènes, les variations de testostérone sont impliquées dans le métabolisme

glucidique. Des concentrations élevées de testostérone totale sont associées à un risque plus

élevé de DT2 chez la femme alors que chez les hommes, le risque de DT2 est associé à des

concentrations plutôt basses de testostérone totale. Une des explications est le rôle de l’adiposité

qui interviendrait comme facteur confondant puisque chez l’homme, la testostérone est

inversement associée à l’adiposité ce qui n’est pas le cas chez la femme (6, 450) .
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En définitive, les mécanismes impliquant la SHBG dans le métabolisme hydrocarboné sont

complexes et multiples.

En dehors de son rôle de protéine de transport des stéroïdes sexuels, et de son implication dans le

métabolisme hydrocarboné, la SHBG intervient dans la régulation de l’activité de la lipoprotéine

lipase (LPL) hépatique et influence les concentrations sériques du HDL-CT (12). Les

lipoprotéines plasmatiques sont synthétisées par le foie et les mécanismes de régulation de leur

synthèse sont similaires à ceux de la SHBG (451). La lipogenèse hépatique associée à une

augmentation de la graisse intra hépatique, est corrélée aux concentrations plasmatiques de

SHBG (452). La graisse viscérale est associée à un hyperinsulinisme et à un profil lipidique

particulier, avec un HDL-CT bas, une hypertriglycéridémie, et un taux de Low-Density

Lipoprotein Cholestérol (LDL-CT) élevé. A l’inverse, les concentrations de SHBG sont plutôt

corrélées négativement à l’hypertriglycéridémie, au LDL-CT, au cholestérol total, et à l’Apo B

(12). Une corrélation positive entre SHBG et HDL-CT a aussi été décrite, suggérant l’effet plutôt

protecteur de la SHBG en matière d’événement cardiovasculaire (453, 454).

Indépendamment de l’insulinorésistance, l’obésité favoriserait la baisse de la SHBG par le biais

des récepteurs « Peroxysome-Proliferator Receptors » (PPARs) qui régulent aussi l’homéostasie

glucidique et lipidique.

La SHBG synthétisée par le foie, est ainsi associée à l’adiposité viscérale et au risque de

développer un diabète de type 2 mais les mécanismes physiopathologiques impliqués sont encore

mal connus. La graisse intrahépatique et l’hyperinsulinisme ont été proposés comme déterminant

l’expression moléculaire de la SHBG (455) mais la relation entre la SHBG, les stéroïdes sexuels,

la graisse intra-hépatique, les hépatokines et les paramètres métaboliques n’est pas établie.

Notre hypothèse de recherche est la suivante : il pourrait exister une association entre la SHBG

et le métabolisme du glucose, indépendante des hormones sexuelles mais liée à la graisse



111

viscérale ou intra hépatique. Cette analyse pourrait avoir des répercussions importantes sur nos

travaux ultérieurs, nous permettant de cibler les paramètres biologiques qui pourraient expliquer

pourquoi dans la population de Guadeloupe, la répartition du diabète prédomine chez la femme.

Pour étayer notre hypothèse, une étude chez des sujets dysmétaboliques caucasiens, a été réalisée

et est présentée dans le chapitre ci-dessous :

IV.4 Stéroïdes sexuels, graisse intra-hépatique et FGF-21 dans l’association entre

la SHBG et les paramètres métaboliques

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les relations entre la SHBG, les

stéroïdes sexuels et les paramètres métaboliques (glycémie, HbA1C, dyslipidémie). Un autre de

nos objectifs était de déterminer si les hépatokines impliqués dans le métabolisme du glucose, la

graisse viscérale ou intrahépatique pouvaient moduler l’association de la SHBG avec les

paramètres métaboliques.

Les données de 299 sujets dysmétaboliques (233 hommes et 66 femmes), issus de la cohorte

Numevox (enregistrée sous le numéro NCT00997165) ont été analysées en collaboration avec

les équipes de Rennes et d’Angers. Les sujets avaient été inclus après signature du consentement

éclairé. Ils ont bénéficié de mesures anthropométriques et biologiques pour les dosages

plasmatiques à jeun du glucose, de l’insuline, du bilan lipidique, de la SHBG, de l’adiponectine

et des hépatokines FGF-21 et Fétuin A. L’évaluation de la graisse viscérale et de la graisse intra

hépatique a pu être réalisée avec une imagerie par résonance magnétique (IRM) chez 136 sujets.

L’âge moyen était de 54,4 ± 9,4 ans chez les hommes et de 59,8 ± 5,7 ans chez les femmes.

Les concentrations de SBP étaient de 40,5 ± 23,5 nmol/l chez les hommes et de 48,8 ± 25,3

nmol/l chez les femmes. Chez ces sujets, les concentrations de SHBG étaient inversement

corrélées à la glycémie à jeun (r = -0,23; p=0,001) et à l'HbA1C (r=-0,30, p=0,0001) après



112

ajustement pour l'IMC (figures A et B). Les concentrations de la glycémie à jeun et de l'HbA1C

diminuaient en fonction des quartiles de SHBG [1er vs 4ème quartile: (6,55 ± 1,33 vs 5,95 ± 1,10

mmol/l; p=0,01) et (6,26 ± 0,79 vs 5,89 ± 0,56; p=0,008) après ajustement pour l'âge, l'IMC et la

consommation d'alcool (figures C et D).

Pour conserver la distribution gaussienne de certaines variables (SHBG, HBA1C et

triglycérides), les analyses ont été faites après transformation en fonction logarithme (log

transformation).

Figure A : SHBG et glycémie Figure B : SHBG et HBA1C

Figure C : Quartiles de SHBG et glycémie Figure D : Quartiles de SHBG et HbA1C

Glycémie à jeun

r = -0,23; p=0,0001

HbA1C

r=-0,30 p=0,0001

P=0,01

Quartiles
de SHBG

Glycémie

Quartiles

de SHBG

HbA1C
P=0,008
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Par ailleurs, les concentrations de SHBG étaient positivement corrélées au HDL-cholestérol

(r=0,22, p=0,0001) et négativement aux triglycérides (r=-0,22, p=0,0002). De plus, les

triglycérides diminuaient et celles du HDL-CT augmentaient avec les quartiles de SHBG, ceci

indépendamment de la glycémie, de l’index HOMA et des concentrations d’adiponectine. Après

ajustement pour l'âge et le tour de taille, les concentrations de SHBG étaient inversement

associées aux triglycérides (β=-0,20, p=0,0008) mais non à la graisse intra-hépatique (p=0,09) ou 

viscérale (p=0,37) (Tableau ci-dessous).

Tableau : Relations entre les concentrations de SHBG et la répartition du tissu adipeux

Coefficient bêta p

Graisse viscérale - 0,09 0,37

Graisse sous-cutanée - 0,14 0,11

Graisse intra hépatique - 0,13 0,09

Après ajustement pour l’âge et le tour de taille, les concentrations de SHBG étaient associées à

l'adiponectinémie (β=0,09, p=0,11), à FGF-21 (β= -0,18, p=0,003), mais non à Fétuin A 

(p=0,63).

L’association entre les concentrations de SHBG, de glucose et de lipides n’était pas modifiée par

les concentrations de testostérone et d’œstradiol. En revanche, nous avons constaté chez les

hommes (données non disponibles chez les femmes), une corrélation significative entre la SHBG

et la testostéronémie totale (r=0,60, p<0,0001) et entre la SHBG et l’estradiolémie (r=0,16,

p=0,02).
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En définitive, les concentrations de SHBG étaient corrélées négativement à la glycémie à jeun et

à l’HBA1C avec un effet indépendant du sexe, du contexte métabolique et de la graisse intra

hépatique.

Très peu d'études ont porté sur l’analyse de cette relation entre la SHBG et la graisse intra

hépatique mesurée par IRM ou spectroscopie, dans une population similaire à la nôtre (439). Les

autres travaux, peu nombreux, évaluent cette association entre SHBG et graisse viscérale ou

hépatique généralement chez des femmes, en situation de pré-ménopause et de surpoids ou en

présence d’un syndrome des ovaires polykystiques (456).

L’association inverse décrite entre les concentrations de SHBG et le tour de taille (outil utilisé

pour estimer la graisse viscérale) est généralement notée chez la femme obèse, et ne correspond

pas au profil de la population de sujets dysmétaboliques, majoritairement masculin, que nous

avons choisi d’analyser (457)

Ce travail a fait l’objet d’un article intitulé « Sexual steroids, intra hepatic fat and FGF-21 in the

association between SHBG and metabolic features ». Cet article est en phase de soumission à la

revue « Clinical Endocrinology ».
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Abstract

Background: SHBG (sex hormone binding globulin) concentration is inversely associated

with the risk of type 2 diabetes. However, the mechanisms underlying this association beyond

intrahepatic fat content remain poorly understood.

Objective: We investigated whether SHBG is correlated to both glucose and lipids levels and

whether this association depends on fatty liver content, visceral fat content and/or

hepatokines.

Design and Patients: We studied 299 dysmetabolic individuals in whom measurement of

plasma SHBG, glucose, adiponectin, FGF21, Fetuin A was performed. Intrahepatic liver fat

and visceral fat content were measured by MRI in 136 subjects.

Results: SHBG concentration was inversely correlated with fasting glucose (r=-0.23, P=

0.001), HbA1c (r=-0.30, P<0.0001), triglycerides (r=-0.22, P=0.0002) and positively

correlated to HDL-Cholesterol (r=0.22, P=0.0001) after adjustment for age, BMI and waist

circumference. The significant association between SHBG and both HbA1c and lipids

persisted after adjustment for either hepatic fat content or Fetuin-A or FGF-21 concentrations.

There was an inverse correlation between SHBG and FGF-21 levels, which was attenuated

after controlling for intrahepatic fat. Total testosterone or estradiol levels did not modify the

relationship between SHBG and both glucose and lipids levels in men.

Conclusion: The significant association between SHBG and both HbA1c and lipids levels

was not related to either FGF-21 or Fetuin-A and was also independent of intrahepatic and

visceral fat. The novel association between SHBG and FGF-21 concentrations underscores

possible interactions between lipolysis, intrahepatic fat, elevated FGF-21 and low SHBG

levels, which need to be further, explored.
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INTRODUCTION

SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) is a protein transport of sex steroids synthetized by

the liver. Previous evidence has shown that low levels of SHBG are associated with visceral

adiposity, fatty liver and an increased risk of type 2 diabetes 1-4. Furthermore, studies applying

the Mendelian randomization approach suggest that SHBG may be directly involved in the

pathogenesis of type 2 diabetes 5, 6. However, the pathophysiological mechanisms underlying

the inverse association between SHBG and both the presence of the metabolic syndrome and

the onset of hyperglycaemia remain poorly understood. Hyperinsulinaemia, glucose or

intrahepatic fat content have been proposed as possible determinants of the molecular

expression of SHBG 7. It has been shown that monosaccharide-induced lipogenesis reduces

hepatic Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha (HNF-4α) levels, a transcription factor which 

regulates SHBG gene expression, leading therefore to the down regulation of SHBG synthesis

after sugar consumption-induced lipogenesis 8.

However, the nature of the relationship between plasma SHBG concentration and lipids levels

besides hepatic lipogenesis or intrahepatic fat content has not been well characterized.

Furthermore, the role of hepatokines or adipocytokines such as adiponectin, Fetuin A or FGF-

21, which are involved in the regulation of both lipid and glucose homeostasis, as

determinants of SHBG concentration remains unknown.

The aim of the present study was to investigate the relationship between circulating SHBG

and both glycaemia and lipids levels in men. For this purpose, we studied a cohort of men

with at least one metabolic abnormality presenting therefore with a wide range of both

glycaemia and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) concentrations from normal to

pathologically elevated values. Furthermore, we sought to determine whether hepatic and

visceral fat content, hepatokines or adiponectin levels modulated the association between

SHBG and metabolic features.
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MATERIALS AND METHODS

Study population

A total of 299 individuals (233 men and 66 women) from the Numevox cohort (registered on

clinicaltrials.gov: NCT00997165) was included. This cohort is intended to follow-up the

vascular dysfunction in relation to fat repartition in patients with metabolic syndrome. Each

patient had at least one parameter of metabolic syndrom (MetS). Biological explorations were

performed in the Department of Nutrition of the Angers University Hospital, in France. The

institutional ethics committees approved the study. Written consent was obtained for all the

studied patients and validated by the Ethical Research Committee. Patients were aged

between 27 and 77 years and did not present obvious acute disease at the time of evaluation.

No patient received medications known to interfere with sex steroids or SHBG levels.

Clinical data

Weight, height, waist circumference and blood pressure using an automatic blood pressure

cuff were recorded. The presence of the MetS was defined according to the IDF 2005 criteria.

Blood tests

Blood samples were obtained from participants after overnight fasting. Fasting serum glucose

(FBG), insulin, HbA1c, alanine aminotransferase, γ-Glutamyltransferase, total cholesterol 

levels, Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein cholesterol

(HDL-C) and triglycerides (TG) were measured.

The HOMA insulin resistance index (HOMA-IR) was calculated as described previously 9.

Leptin was measured by ELISA (Millipore, USA); Fetuin A and FGF 21 were measured by

ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) and SHBG was measured by immunoradiometric

assay (IRMA) (Immunotech, Beckman–Coulter, Villepinte, France). In the 233 men of the
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cohort, E2 was measured by ultrasensitive RIA (ESTR-US-CT, CisBio, IBA, Gif sur Yvette,

France) and testoterone by the automated chemiluminescent ADVIA-Centaur® (Siemens

Healthcare Diagnostics, Tarrytown, USA).

Imaging

Imaging was carried out on a 1.5T MRI with a phased-array surface coil. Individuals who had

the MRI assessment had similar age and BMI as those who did not. Visceral subcutaneous fat

area was quantified in slices Intra and retro peritoneal VAT was assessed from an abdominal

MRI at the level of the L3-L4 inter vertebral disk in a subset of 136 patients 10. Intrahepatic

fat fraction (HFF) was quantified by a multi-fast gradient-echo (MFGRE) method previously

validated 11, 12. The principle of the sequence is an in phase (IP) and out of phase (OP) echo

gradient, but with the acquisition of 16 echoes (eight IP images and eight OP images),

allowing for the precise calculation of signal decay parameters: water (W) signal, fat (F)

signal, local field inhomogeneity, and noise (N). HFF was calculated using the following

formula: 100 x (F/(W+F)) = %FMFGRE. HFF calculation was carried out from the signal

intensities measured in two sites of interest, located in the right liver lobe (anterior and

posterior right liver lobes). The two sites were attentively selected to avoid the presence of

liver vessels.

Statistical analysis

The data are expressed as mean ± SD or as percentages for categorical data. Variables, which

were not normally distributed, were log transformed before analysis. Spearman correlation

coefficients, rho, were determined between SHBG and metabolic parameters. An ANOVA

was used for assessing the metabolic parameters according to the quartiles of SHBG.

The relationships between SHBG and metabolic parameters were assessed by a multiple

linear regression analysis with adjustment for age, sex, BMI and waist and by further

controlling for hepatic, visceral fat content or hepatokines levels. Statistical analyses used
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StatView for Windows (version 5.0, SAS Institute Inc., NC) and SAS version 9.2 (SAS

Institute, Cary, NC).

RESULTS

The population studied had a wide range of fasting glycaemia (4.1 to 10.1 mmol/l), HbA1c

(4.5 to 8.4 %), HDL-C (0.6 to 3.1 mmol/l) and triglycerides concentrations (0.4 to 8.4 mmol/l)

(Table 1).

In univariate analysis, plasma concentration of SHBG was negatively correlated with fasting

glycemia (r=-0.23, P=0.0001), HbA1c (r=-0.30, P=0.0001) but not with fasting insulin (r=-

0.02, P=0.70), nor HOMA-IR index (rho=-0.12, P=0.05). The inverse relationship between

SHBG and glucose levels was also apparent when stratifying the population according to the

quartiles of SHBG [first vs fourth quartile: fasting glycaemia, 6.55 ± 1.33 vs. 5.95 ± 1.10

mmol/l, P for ANOVA: 0.01; HbA1c: 6.26 ± 0.79 vs 5.89 ± 0.56, P for ANOVA: 0.008]. This

association between SHBG and both fasting glucose and HbA1c persisted after adjustment for

age, sex, BMI and was unchanged after controlling for adiponectin levels (Table 2).

SHBG and lipids

Circulating SHBG concentration was positively correlated with HDL-C (rho=0.22, P=0.0001)

and negatively with triglycerides (rho=-0.22, P=0.0002) in univariate analysis. There was also

a graded increase in HDL-C concentration across SHBG quartiles and a parallel decrease in

triglycerides levels (Figure 1). This association between SHBG and both HDL-C and

triglycerides persisted in the multivariate regression model and was independent of fasting

glycaemia, HbA1c and adiponectin levels (Table 2).
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Table 3 shown results of the impact of sexual hormones on the association between SHBG

and metabolic features in men. The association between triglycerides or HDL-C with SHBG

was not particularly affected after adjusting for testosterone or estradiol concentration in men.

Impact of fat localization and hepatokines on the association between SHBG and

metabolic features

After adjusting for age, sex and waist, SHBG concentration was not associated with visceral

or subcutaneous fat (β = -0.09, P=0.37 and β = -0.14, P = 0.11 respectively). There was only a 

trend for an inverse association between SHBG and intra-hepatic fat (β = -0.13, P= 0.09).  

Regarding relations with hepatokines, in univariate analysis, we found a positive correlation

between SHBG and adiponectin (rho=0.16, P=0.008). This relation was not significant any

more after adjustement for age, sex and BMI (table 2). Fetuin A concentration was not related

to SHBG (Table 2).

In contrast, FGF 21 appeared as a significant determinant of SHBG level with a negative

correlation (β =-0.18, P= 0.003) after adjustment for age, sex, and waist. Similarly, 

concentrations of SHBG significantly decreased across quartiles of FGF21 (P for trend:

0.001) (Figure 2). This significant association between SHBG and FGF 21 persisted after

further controlling for fasting glycaemia, HbA1c, lipids or visceral fat but was abolished after

taking into account for intra-hepatic fat.

The relationship between SHBG and either glucose (both fasting glycemia and HbA1c) or

lipid levels was not dependent on either visceral or intrahepatic fat content (Table 4).

Similarly, the association of SHBG with metabolic features appears to be not influenced by

FGF 21 concentration (Table 4).
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Impact of sexual hormones

In the 233 men of the cohort, we observed that neither total testosterone nor estradiol did alter

the association between SHBG and both fasting glycaemia and HbA1c (Table 3). The relation

with triglycerides persisted also after controlling for either testosterone or E2. For HDL-c,

adjustment for total testosterone but not for E2 attenuated the association with SHBG (Table

3).

DISCUSSION

The main finding of the present study is that SHBG is inversely correlated to both glucose and

lipid concentrations independently of both visceral and intra-hepatic fat content. Furthermore,

in men the association between SHBG and glucose levels appears to be independent of sexual

steroids levels.

Previous studies reported that a low SHBG level is associated with enhanced insulin

resistance and an increased risk of type 2 diabetes5, 6. This has been examined in young

women with PCOS or middle-aged women and men13, 14. The potential mechanisms

underlying this association remain poorly elucidated. The first hypothesis raised was that

hyperinsulinaemia leads to a decrease of SHBG concentration 15or an inhibition of hepatic

synthesis of SHBG 16.

However, as noted in a recent study 4 we did not find a significant association between fasting

insulin and SHBG level in our cohort. Furthermore, in the present study, the association

between SHBG and glucose levels was independent of the HOMA-IR index suggesting that

SHBG is not a simple marker of insulin-resistance and that a direct role of glucose on SHBG

secretion cannot be dismissed.

Previous reports showed an inverse association between SHBG and fasting glycaemia 17, 18

but only few studies have examined the association between SHBG and HbA1c 19, 20. All
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these previous studies which assessed HbA1c did not adjust for visceral or intrahepatic fat

content.

It has been reported that glucose may directly decrease expression of SHBG 7 and glucose-

induced lipogenesis could also directly influence hepatic production of SHBG 8.

An inverse correlation between SHBG and abdominal fat, independently of insulin resistance

has been described14. However, in the present study, the significant association between

SHBG concentration and both fasting glucose and HbA1c was independent of both visceral

and liver fat. A recent study showed an inverse relationship between SHBG concentration and

intrahepatic fat content and supported a direct effect of SHBG on hepatic glucose production6.

Our findings suggest therefore the role of another mechanisms and a probable direct effect of

SHBG in glucose metabolism as supported by recent data from the Mendelian randomization

approach. Genetic variants in the SHBG gene have been shown to affect both SHBG

concentration and the risk of type 2 diabetes in a large population5, 6, supporting a direct role

for SHBG in the pathophysiology of hyperglycaemia.

A correlation between low SHBG and an adverse lipid profile was previously reported in

large cohorts where low SHBG was related to low HDL-C and hypertriglyceridemia after

adjustment for body mass index21. We extend this point by showing that the relationship

between SHBG and lipid parameters is not altered after controlling for either

visceral/intrahepatic fat or sexual steroids. This suggests the possibility of a direct role of

SHBG in the regulation of lipid metabolism, independently of glucose, insulin, sexual steroids

levels and fatty liver. A modulation of hepatic lipoprotein lipase activity by SHBG could

explain the inverse correlation between SHBG and triglycerides. A strong negative

association between SHBG levels and post-heparin hepatic lipase activity, and a lower

magnitude positive association of SHBG to lipoprotein lipase activity has been shown22.

Interestingly, these associations were independent from adiposity and body fat distribution22.
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Hepatokines as adiponectin, Fetuin A and FGF 21 may play a role in the modulation of

insulin sensitivity23, 24. We observed a positive correlation between SHBG and adiponectin

levels, as reported previously 25 but the inverse association between SHBG and glucose levels

was not explained in the present study by differences in adiponectin concentration.

Fetuin-A is a glycated protein secreted by liver, which may play a role in the pathophysiology

of type 2 diabetes through inhibition of insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of the

insulin receptor. High plasma levels of fetuin-A are associated with insulin resistance and are

predictive of the risk of type 2 diabetes, independently of conventional risk factors 23. Fetuin-

A concentration has been shown to be increased in presence of intrahepatic fat content26. Our

results showed that SHBG is not related to fetuin-A levels and that this peptide does not

appear to mediate the association between low SHBG, fatty liver and the increased risk of

type 2 diabetes.

To our knowledge, our study is the first to describe an association between SHBG and

fibroblast growth factor 21 (FGF-21). This novel peptide which is mainly expressed in liver

plays an important role in liver and adipose tissue metabolism27, 28. Long-term FGF-21

administration lowers blood glucose and triglycerides levels in diabetic rhesus monkeys28. In

humans, FGF-21 has been reported to be associated with fatty liver and free fatty acids29, 30.

We showed that FGF-21 appears as a determinant of SHBG concentration, independently of

plasma glucose or insulin levels. Because FGF-21 has been reported to regulate lipolysis and

to be related with free fatty acids 30, this suggests to further examining the relation between

SHBG and adipose tissue metabolism.

The observation that the association between SHBG and FGF 21 was abolished after

adjusting for intra-hepatic fat suggests that liver fat may regulate SHBG concentration,

possibly via the modulation of FGF-21 secretion by the liver. This mechanism needs however

to be specifically addressed in future studies.
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SHBG binds with high affinity with androgens and oestrogens. Consequently, SHBG

concentration is a key modulator of the biological action of sex steroids in target tissues31.

Low endogenous testosterone may promote the development of insulin resistance and

hyperglycaemia32. Beyond differences in body composition, a direct impact of endogenous

testosterone on glucose metabolism has been supported by clinical data showing enhanced

insulin resistance following sex steroid withdrawal in hypogonadic men32.

Our findings showed that the correlation between SHBG and both fasting glycaemia and

HbA1c was independent of both total testosterone and estradiol in men. Studies that have

addressed the interaction between SHBG, sexual steroids and glucose metabolism are scarce.

In a recent large cross-sectional study, the association between SHBG and HbA1c was

abolished when total testosterone was added into the multivariate model 18. These

discrepancies may result from differences in age and BMI with a younger age and higher BMI

in the present study. This suggests that the contribution of low SHBG to the development of

hyperglycaemia may be more pronounced in young and middle-age men than in the elderly.

This point deserves to be directly addressed in prospective cohorts.

A few studies have addressed the association between estradiol and HbA1c in men. An

association between elevated estradiol levels and the risk of type 2 diabetes has been

described 33. However, plasma estradiol concentration could be viewed as a marker of visceral

adiposity with a stronger correlation with BMI and visceral adipose tissue than for total

testosterone 34.

In the present study, we observed that endogenous estradiol did not alter the relation between

SHBG and glucose levels, despite a large proportion of obese individuals. Our findings

suggest therefore that increased aromatisation related to abdominal adiposity is probably not

an important mechanism underlying the inverse association between SHBG and glycaemia.
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Our study has potential limitations. We used HOMA-IR index as a surrogate marker of

insulin resistance and we did have clamp data to better evaluate the correlation between

SHBG, FGF-21 levels and insulin sensitivity. We did not use spectroscopy to measure

intrahepatic fat content. However, our method has been validated11, 12 and MRI is commonly

used in epidemiological studies35. Another limitation is the cross-sectional design, which

precludes from drawing conclusions about the causal direction of the observed associations.

In summary, our findings showed that the significant association observed between SHBG

and both glucose and lipids levels is not related to changes in either FGF-21 or Fetuin-A

concentrations and appears to be also independent of intrahepatic and visceral fat. The novel

association reported in the present study between SHBG and FGF-21 concentrations

underscores possible interactions between lipolysis, intrahepatic fat, elevated FGF-21 and low

SHBG levels which need to be further explored.
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Legends to figures:

Fig 1: Association between SHBG quartiles and both HDL-c (A) and triglycerides (B)

Fig2: SHBG concentration according to FGF-21 quartiles
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Table 1: Characteristics of the study population (mean ± SD or median with

interquartile range)

Variables

Men

(n=233)

Women

(n=66)

Age (years) 54.4 ± 9.4 59.8 ± 5.7

Waist circumference (cm) 105.7 ± 11.8 100.5 ± 12.6

BMI (kg/m²) 30.8 ± 4.7 31.8 ± 5.6

Type 2 Diabetes (%) 71 (30.5%) 19 (28.8%)

Fasting glycaemia (mmol/l) 6.21 ± 1.2 6.05 ± 1.3

HbA1c (%) 6.1 ± 0.7 6.0 ± 0.5

HDL-C (mmol/l) 1.5 ± 0.4 1.7 ± 0.5

LDL-C(mmol/l) 2.8 ± 0.9 3.3 ± 1.1

Triglycerides (mmol/l) 1.43 (0.89-1.97) 1.42 (0.93-1.91)

Adiponectine (mg/l) 6.8 ± 3.2 9.1 ± 4.0

Fetuin A (µg/ml)
470 (400-540)

450 (384-516)

FGF 21 (pg/ml) 237 (96.5-377.5) 314 (155.9-472.1)

SHBG (nmol/l) 40.5 ± 23.5 48.8 ± 25.3

Testosterone (nmol/l) 16.1 ± 6.0

17β-estradiol (pmol/l) 76.9 ± 30.1  
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TABLE 2: Association between SHBG concentration and metabolic features after

controlling for age, sex and BMI

SHBG

Variables β P value 

Fasting glycaemia -0.23 0.0001

HbA1c -0.30 <0.0001

Fasting insulinaemia -0.02 0.70

HOMA-IR -0.12 0.05

HDL-C 0.13 0.02

LDL-C 0.03 0.65

Triglycerides -0.20 0.0008

Leptin 0.03 0.48

Adiponectin 0.09 0.11

Fetuin A 0.03 0.63

FGF-21 -0.18 0.003

Standardized β coefficients and P values from a multiple linear regression model predicting 

SHBG according to metabolic features after adjustment for age, sex, and BMI.
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Table 3: Impact of sexual hormones on the association between SHBG and metabolic

features in men

Variables Fasting

glycaemia

HbA1c HDL-C Triglycerides

β P β P β P β P

Model 1 -0.23 0.0005 -0.28 <0.0001 0.15 0.02 -0.21 0.002

Model 1 + total

testosterone

-0.30 0.0003 -0.34 <0.0001 0.10 0.21 -0.28 0.0006

Model 1 + E2 -0.24 0.0006 -0.28 <0.0001 0.14 0.037 -0.22 0.001

Standardized β coefficients and p values from a multiple linear regression model. A log transformation was 

applied for each variable.

Model 1 corresponds to adjustment for age, sex, smoking and BMI.
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Table 4: Impact of visceral adipose tissue, hepatic fat content and FGF 21 on the

association between SHBG and metabolic features

Variables Fasting

glycaemia

HbA1c HDL-C Triglycerides

 β P β P β P β P 

Model 1 -0.23 0.0001 -0.29 <0.0001 0.13 0.02 -0.20 0.0009

Model 1 + VAT -0.28 0.0001 -0.35 <0.0001 0.20 0.01 -0.25 0.004

Model 1 + hepatic

fat

-0.15 0.08 -0.21 0.02 0.24 0.005 -0.23 0.009

Model 1 + VAT +

hepatic fat

-0.15 0.10 -0.23 0.01 0.21 0.02 -0.24 0.009

Model 1 + FGF 21 -0.21 0.0006 -0.27 <0.0001 0.16 0.008 -0.18 0.002

*VAT: visceral adipose tissue

Standardized β coefficients and p values from a multiple linear regression model. A log transformation was 

applied for each variable.

Model 1 corresponds to adjustment for age, sex, smoking and BMI.
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En Guadeloupe, l’augmentation de la prévalence du diabète et de l’obésité constitue un problème

majeur de santé publique. Ces pathologies métaboliques sont à haut risque cardiovasculaire et

prédominent chez la femme. Des paramètres non classiques, comme la vitamine D et la SHBG

sont décrits comme étant associés aux anomalies du métabolisme du glucose mais les

mécanismes physiopathologiques de cette association sont encore mal connus.

L’analyse de ces paramètres a été retenue pour ce travail de recherche, du fait des variations du

statut en vitamine D selon la pigmentation cutanée et des variations de la SHBG en fonction du

sexe.

Au cours de ces études, nous avons mis en évidence les résultats suivants :

- La prévalence du déficit en vitamine D est élevée chez les sujets diabétiques de type 2

d’origine Afro-Caribéenne (42,6%) et ce malgré l’ensoleillement continu et l’intensité

des rayons ultra-violets B (UVB) dans le département de la Guadeloupe. Le rôle de la

barrière mélanique aux UVB peut expliquer en partie, la diminution des concentrations

de la vitamine D chez les sujets à la peau foncée.

- Ce déficit en vitamine D est associé aux facteurs de risque cardiovasculaire (obésité et

dyslipidémie) dans cette même population mais aussi chez les sujets en insuffisance

rénale chronique et dialysés (diabète, obésité). Ainsi, le statut vitaminique D pourrait être

un paramètre d’intérêt dans ces populations à haut risque cardiovasculaire.

- Chez les sujets Afro-Caribéens (AC) diabétiques mais aussi chez les sujets AC témoins

sains, le statut en vitamine D est associé à certains polymorphismes de gènes codant son

récepteur (VDR), sa protéine de transport (GC) et certaines enzymes impliquées dans son

métabolisme (NADSYN1).

- Chez des sujets témoins sains (non diabétiques), les polymorphismes de GC et NADSYN1

sont également associés à la dyslipidémie indépendamment de l’IMC ou du statut en

vitamine D. Des polymorphismes de GC sont également associés à l’obésité chez les
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sujets sans dyslipidémie alors que des polymorphismes de NADSYN1 sont associés au

surpoids en présence d’une dyslipidémie. Ces résultats sont en faveur d’une interaction

possible entre les paramètres lipidiques et les polymorphismes de NADSYN1 impliqués

dans la synthèse du cholestérol.

- Chez les sujets dialysés comme chez les témoins sains, le déficit vitaminique D était plus

fréquent chez la femme que chez l’homme. La relation entre les polymorphismes de GC

et le surpoids présente chez la femme, n’était pas retrouvée chez l’homme. L’implication

d’autres paramètres tels que les stéroïdes sexuels ou leur transporteur SHBG, pourrait

être envisagée dans cette association.

En définitive, le déficit en vitamine D est associé à différentes pathologies chroniques comme le

diabète, l’obésité, l’hypertension artérielle mais aussi à certaines pathologies auto-immunes et

cancéreuses. Les polymorphismes des gènes VDR, GC et NADSYN1 sont associés au statut en

vitamine D dans notre étude. Ils pourraient donc influencer la réponse thérapeutique à la

substitution vitaminique D chez ces sujets et jouer un rôle dans les mécanismes étiologiques des

pathologies chroniques liées au déficit en vitamine D.

Dans la deuxième partie de notre travail de recherche qui concernait une population de sujets

dysmétaboliques, nous avons mis en évidence :

- Une association inverse entre les concentrations de la SHBG et du glucose mais aussi de

l’HbA1C.

- Une association inverse entre les concentrations de SHBG et de triglycérides

indépendamment de l’âge et du tour de taille.

- Une augmentation des concentrations de HDL-CT avec les quartiles de SHBG.

- Une association entre les concentrations de SHBG et celles de l’adiponectine et du FGF-

21 (hépatokine impliquée dans la régulation de la lipolyse).
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- L’absence de relation entre les concentrations de SHBG, la graisse viscérale, la graisse

intrahépatique et les concentrations de Fétuin A.

En définitive, les concentrations de SHBG sont associées aux paramètres du métabolisme

glucidique et lipidique, indépendamment de l’index HOMA, de la graisse viscérale ou hépatique.

Dans cette étude, cette relation était indépendante des stéroïdes sexuels.

Au vu des résultats de nos travaux, des études d’intervention pourraient permettre de confirmer

l’impact des variations des concentrations de la vitamine D ou de la SHBG sur le profil

cardiométabolique.
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Les données de la littérature et les résultats de nos travaux soulignent le rôle majeur de la

vitamine D dans le métabolisme hydrocarboné et comme facteur de risque cardiovasculaire

potentiel dans la population Afro-Caribéenne de Guadeloupe. Malgré l’ensoleillement continu

dans notre région, le déficit et l’insuffisance en vitamine D ont une prévalence non négligeable.

Au vu des complications liées à ces anomalies, il nous semble indispensable de poursuivre nos

travaux sur cette thématique de la vitamine D. Une étude est prévue afin de compléter nos

travaux précédents. Elle concernera l’évaluation de la supplémentation en Cholécalciférol chez

des sujets diabétiques de type 2 déficitaires en vitamine D et l’influence des polymorphismes des

gènes codant pour le VDR et la protéine de transport DBP.

VI.1 Evaluation de la supplémentation en Cholécalciférol chez des sujets

diabétiques de type 2 déficitaires en vitamine D et influence des polymorphismes des gènes

codant pour le VDR et la protéine de transport DBP

VI.2 Justification de l’étude et objectifs

Au vu des résultats de nos études dans un échantillon de la population de sujets diabétiques de

type 2 en Guadeloupe (399), nous pensons que les concentrations basses de 25(OH)D pourraient

expliquer en partie, l’augmentation du risque cardiovasculaire dans cette population.

Chez ces sujets, la prévalence et l’incidence élevées du diabète pourraient être favorisées par une

fréquence plus élevée du déficit en vitamine D.

Les polymorphismes des gènes codant pour le VDR ou pour la protéine de transport de la

vitamine D pourraient être impliqués dans la résistance à la supplémentation vitaminique D chez

certains sujets.

La réflexion autour du dosage systématique de la vitamine D chez ces sujets a été menée tout

comme l’intérêt d’un dépistage systématique de certains polymorphismes génétiques en cas de

non réponse à la supplémentation vitaminique D.
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L’objectif principal de ce travail est d’évaluer l’effet du traitement par la vitamine D3 sur les

concentrations de la 25(OH) D, sur le profil métabolique et cardiovasculaire de sujets

diabétiques de type 2. Les objectifs secondaires sont de déterminer le taux de résistance à la

supplémentation vitaminique D et d’analyser les relations entre la réponse thérapeutique des

sujets et les polymorphismes génétiques du VDR et de la DBP dont ils sont porteurs.

Pour cela nous avons décidé de mettre en place une étude prospective au sein du service de

diabétologie du CHU de Pointe-à-Pitre, pour évaluer l’apport du Cholécalciférol chez des sujets

diabétiques de type 2 et déficitaires en vitamine D.

VI.3 Patients et méthodes

Cette étude concerne des sujets diabétiques de type 2, Afro-Caribéen avec une pigmentation cutanée

foncée et déficitaires en vitamine D.

Les critères d’exclusion de l’étude sont les suivants : le refus de participation, les patients âgés de

moins de 40 ans ou de plus de 70 ans , les sujets ayant une contre-indication au traitement par la

vitamine D, l’hypersensibilité connue à la vitamine D, l’hypercalcémie, l’hypercalciurie, les

antécédents de lithiase calcique, l’existence de pathologies associées à des anomalies vitaminiques

D (insuffisance rénale, cancer, maladies auto immunes, infection par le VIH), les sujets diabétiques

de type 1, les sujets diabétiques de type 2 traités par insuline, les sujets recevant un traitement par

la Vitamine D, les femmes enceintes, les majeurs sous tutelle.

L’étude a récemment débuté dans le service de diabétologie-endocrinologie du CHU de Pointe-à-

Pitre. Lors d’une visite initiale, elle est expliquée aux patients avec remise de la note d’information

et du consentement éclairé.

Après signature du consentement éclairé et avant l’administration de la vitamine D3, une prise de

sang est réalisée à jeun pour les dosages de glycémie et insulinémie à jeun, cholestérol total, HDL-

CT et LDL-CT, triglycérides, 25(OH)D, calcium, phosphore, albumine, PTH, créatinine, HBA1C et

hémoglobine. Les dosages de la calciurie et de la phosphaturie sont réalisés sur un échantillon
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d’urine. 2 tubes EDTA de 5 ml de sérum sont conservés pour l’extraction de l’ADN et l’analyse

secondaire des polymorphismes sélectionnés (polymorphismes du VDR et de DBP étudiés dans nos

travaux précédents).

Les paramètres cliniques, les éléments concernant les habitudes alimentaires (questionnaire GRIO

du groupe de recherche sur les ostéoporoses, pour l’évaluation de l’apport alimentaire en calcium et

vitamine D), l’évaluation de l’activité physique sont colligés. La tolérance clinique est évaluée de

façon mensuelle par téléphone. Une évaluation clinique et phosphocalcique est prévue après le 3ème

mois pour juger de l’absence d’effets indésirables ou de signes de surdosage en vitamine D. Le

bilan de fin d’étude, après 6 mois de traitement, inclut un interrogatoire, une évaluation clinique

physique et une exploration biologique similaire au bilan initial excepté le prélèvement d’ADN.

Le schéma de l’étude est résumé par la figure ci-dessous:

La vitamine D3 est prescrite sous la forme orale d’une ampoule de 100 000 unités d’Uvédose®

par mois pendant 6 mois.
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VI.4 Financement et aspect légal

Pour la réalisation de ce projet, l’équipe de recherche a reçu un avis favorable du ministère de

l’outre-mer pour un financement de l’ordre de 22 700 euros. Un financement complémentaire de

15 000 euros a été accordé par le CHU de Pointe-à-Pitre. Après signature du consentement

éclairé, les sujets ont été informés que la durée de stockage et d’utilisation des prélèvements

biologiques est prévue pour 10 ans après la clôture de l’étude. Au cas où une prolongation

apparaîtrait souhaitable, leur consentement sera expressément demandé. Après l’étude, le

matériel restant sera détruit ou retourné à la collection centrale, pour éviter que tout matériel

génétique ne soit archivé en un autre site que ceux prévus à cet usage.
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cGMP: cyclic guanosine monophosphate

CYP: cytochrome

DBP: vitamin D binding protein

DT2 : diabète de type 2

E2 :œstradiol

ECaC: canal épithélial calcique

EGF: epidermal growth factor

EGIR: European group for the study of insulin resistance

EPIC: European prospective investigation into Cancer

FGF 23: fibroblastic growth factor 23
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GC: group component
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HSP: heat Shock Proteins

HTA: hypertension artérielle
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IDBPs: intra cellular vitamin D binding proteins

IMC: indice de masse corporelle
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INVS: Institut de veille sanitaire

IOM: Institute of medicine

KDIGO: kidney disease improving global outcomes

LBD: ligand binding domain

LDL-CT: Low-Density Lipoprotein Cholestérol

LPL: lipoprotéine lipase

MAP: mitogen activated protein

MARRS: membrane-associated rapid response steroid binding protein

MSDA: metabolic syndrome, type II diabetes and atherosclerosis congress
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NADSYN1 : nicotinamide adénine dinucléotide synthétase 1

NCEP ATP III: national cholesterol education program

NHANES: national health nutrition examination survey

OMS: organisation mondiale de la Santé

PA: pression artérielle

PKC : protéine kinase C

PCR-RFLP: polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism

PPAR-RE: PPAR-response element

PPARs: Peroxisome-proliferator receptor

PTH rp: parathyroid hormone-related peptides
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PXR: pregnane X receptor

RAF kinase: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase

RAP: receptor associated protein

ROS: reactive oxygen species

SBP: sex binding protein

SCF: scientific committee for Food

SHBG: sex hormone biding globulin

SNP: single nucleotide polymorphism

SOPK: syndrome des ovaires polykystiques

TeBP: Testosterone Binding Protein

TRPV5: Transient Receptor Potential channel Vanilloid subtype 5

TRPV6: Transient Receptor Potential channel Vanilloid subtype 6

UI: unités

UKPDS: United Kingdom Prospective Diabetes Study

UV: ultra-violets

VDBP: vitamin D binding protein

VDR: vitamin D receptor

VDRE: vitamin D receptor element

VIH : virus de l’immunodéficience humaine
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IX. GLOSSAIRE

Allèle: forme variante d'un gène au niveau d’un locus sur un chromosome. Dans nos cellules,

chaque gène est présent sous forme de 2 allèles, l’un d’origine paternel et l’autre d’origine

maternel. Des allèles différents sont associés ou responsable de propriétés fonctionnelles

différentes de la protéine codée.

Calbindin: protéine retrouvée dans la cellule bêta des îlots de Langerhans pancréatiques, qui

intervient comme facteur de régulation de la libération d’insuline en modifiant les flux calciques.

Cholécalciférol: forme D3 de la vitamine D.

Cohorte EPIC-Norfolk: cohorte formée à partir de la population de Norfolk (en Virginie, Etats-

Unis) pour l’étude européenne sur le cancer (EPIC).

CYP24A1: cytochrome ou enzyme 24-hydroxylase rénale.

CYP27B1: cytochrome ou enzyme 1-alpha-hydroxylase rénale.

Déséquilibre de liaison: condition dans laquelle les fréquences des haplotypes dans une

population s'écartent des valeurs qu’elles auraient eues si les allèles des loci définissant les

haplotypes étaient combinés au hasard.

Enzyme de restriction: enzymes qui reconnaissent une séquence spécifique de l’ADN et

coupent l'ADN à ce site. Les variations génétiques de ce site sont les RFLP, utilisés comme

marqueurs pour les études génétiques.

Ergocalciférol: forme D2 de la vitamine D.

Génotype: ensemble de l'information génétique portée par les gènes (allèles paternels et

maternels) et exprimée ou non sous forme de protéines.
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GRIO : questionnaire du groupe de recherche sur les ostéoporoses, qui permet l’évaluation de

l’apport alimentaire en calcium et vitamine D.

Haplotype: ensemble de marqueurs génétiques présents sur un chromosome. Certains

haplotypes peuvent être en déséquilibre de liaison.

HOMA-IR : index d’insulinorésistance calculé selon la formule suivante : [insuline à jeun

(mU/ml) x glucose à jeun (mmol/l)/22,5].

HSP (heat shock proteins ou protéines de choc thermique) : protéines chaperonnes caractérisée

par leur inductibilité par la chaleur. Elles interviennent dans la protection, le maintien et la

régulation des fonctions des protéines auxquelles elles sont associées.

IMC : l’indice de masse corporelle est obtenu par le rapport Poids (Kg) /Taille (cm) 2 .

Intron : région de l’DNA où le gène n'est pas traduit en protéine (régions non codantes). Ce sont

des transcrits de l'ARNm, enlevés par épissage lors de la maturation de l'ARN. Après épissage,

l'ARNm se compose uniquement de séquences traduites en protéine et appelées exons.

Involucrine: protéine majeure de la couche cornée des kératinocytes épidermiques.

Kinases RAF: enzyme capable de modifier chimiquement des protéines en leur ajoutant des

groupements de phosphate. Elle appartient à la famille de trois sérine- thréonine kinases

spécifiques participant à des cascades de signaux intracellulaires responsables de la prolifération

ou de la différenciation cellulaire.

Locus : emplacement physique précis et invariable sur un chromosome.

MAP (mitogen activated protein) : protéines associées aux microtubules.

MAP-kinases: protéine-kinases qui catalysent la phosphorylation des protéines MAP. On les

désigne aussi par le sigle ERK (extracellular signal regulated kinase).
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Mégaline: protéine située à la surface des cellules du tube contourné proximal du rein. Elle

facilite l’endocytose du complexe vitamine D/VDR.

NCEP ATP III: National Cholesterol Education Program correspondant au programme de lutte

contre le cholestérol aux Etats Unis.

NPT2b: co-transporteur sodium–phosphate.

Phénotype: caractéristique observable d’un individu.

Polymorphismes: variations dans la séquence de l'ADN situées au niveau d’un locus.

RAF kinase (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma kinase): protéines de la famille des

serine/threonine kinases, qui participent à la transmission des signaux intraccellulaires de la voie

RAS-RAF-MEK-ERK.

RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand): cytokine qui stimule la

résorption osseuse par les ostéoclastes.

rs: définit l’origine des variants alléliques pour chaque SNP.

Single nucleotide polymorphism (SNP): variation simple d'une paire de base (substitution

nucléotidique) qui se produit dans l'ADN humain à une fréquence d'une fois toutes les 1000

bases. Ces variations peuvent être utilisées comme marqueurs pour des études génétiques. La

grande majorité des SNP est silencieuse (sans signification fonctionnelle). Les SNP dans les

régions codantes d'un gène pourraient modifier la structure des protéines et/ou leur fonction.

SKIP: protéines impliquées dans de nombreuses cascades de signalisation cellulaire conduisant

à la prolifération, l’apoptose, la différenciation, la sécrétion, le trafic vésiculaire et la mobilité

cellulaire. Une surexpression de SKIP pourrait jouer un rôle de régulateur négatif dans la voie de

signalisation de l’insuline.
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Structure triène: hydrocarbure ayant trois liaisons éthylénique.

TRPV6 (Transient receptor potential vanilloid type 6) : canal ionique de la membrane

cellulaire de l’épithélium intestinal, dont l’expression est régulée par la 1,25(OH)D.

UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) : L'UKPDS est l'étude la plus

importante sur le diabète en terme de durée (plus de 20 ans) et de nombre de sujets recrutés (plus

de 5 000). Elle a démontré que l'amélioration du contrôle glycémique diminuait les

complications micro-vasculaires de 25 %.

α-klotho: protéine exprimé au niveau des tubules distaux du rein et impliquée dans la régulation

de l’activité de différentes protéines de surface cellulaire.
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Profil métabolique associé au statut en vitamine D et polymorphismes des gènes codant son
récepteur et son transporteur spécifique dans une population Caribéenne.

Paramètres associés à la « Sex Hormone Binding Globulin » dans une population dysmétabolique
Caucasienne.

En Guadeloupe, la prévalence du diabète est deux fois plus élevée qu’en France hexagonale, avec une
prédominance féminine. En dehors des facteurs environnementaux, la vitamine D et certains
polymorphismes de gènes impliqués dans son métabolisme seraient associés à un risque de pathologies
métaboliques. Les androgènes sont également associés aux anomalies du métabolisme glucidique, soit
directement, soit via leur transporteur SHBG (Sex Hormone Binding Protein).

Nous avons émis les hypothèses de recherche suivantes :

1/ le statut en vitamine D et les polymorphismes des gènes impliqués dans son métabolisme pourraient
être associés aux paramètres métaboliques chez des sujets Afro-Caribéens (AC). Ils expliqueraient
l’importance des pathologies cardiométaboliques en Guadeloupe.

2/ la SHBG pourrait être associée aux anomalies du métabolisme glucidique, indépendamment des
stéroïdes sexuels.

Nos travaux sont présentés dans 4 études. Nous avons mis en évidence une prévalence élevée du déficit en
vitamine D chez les sujets AC diabétiques de type 2. Nous avons trouvé une association significative entre
le statut vitaminique D et le risque cardiométabolique chez ces sujets, mais aussi dans une population de
sujets en hémodialyse chronique. Les polymorphismes des gènes impliqués dans le métabolisme de la
vitamine D sont aussi associés à ce risque. Chez les sujets dysmétaboliques, une relation entre la SHBG,
la graisse intra-hépatique, les hépatokines et les paramètres métaboliques a été mise en évidence,
indépendamment des stéroïdes sexuels. En conclusion, la vitamine D et la SHBG pourraient être des
marqueurs d’intérêt pour le dépistage des sujets à haut risque cardiométabolique.

Mots-clés : vitamine D, VDR, GC, NADSYN1, polymorphismes génétiques, SHBG, diabète de type 2,
risque cardiométabolique

Metabolic profile associated with vitamin D status and polymorphisms in the vitamin D receptor
and transporter genes in a Caribbean population

Parameters associated with the "Sex Hormone Binding Globulin" in a dysmetabolic Caucasian
population

In Guadeloupe, the prevalence of diabetes is two times higher than in Metropolitan France, with a female
predominance. Apart from environmental factors, vitamin D and polymorphisms of genes involved in
vitamin D metabolism would be associated with increased risk of metabolic diseases. Androgens are also
associated with abnormal glucose metabolism, directly or through the Sex Hormone Binding Protein
(SHBG).
Our main hypotheses were:
1/ Vitamin D status and polymorphisms of genes involved in its metabolism may be associated with
metabolic parameters in Afro-Caribbean (AC). They could explain the importance of cardiometabolic
diseases in Guadeloupe.
2/ SHBG may be associated with abnormal glucose metabolism, independently of sex steroids.
Our research is presented in four studies. We have demonstrated a high prevalence of vitamin D
deficiency in AC patients with type 2 diabetes. We found a significant association between vitamin D
status and cardiometabolic risk in these subjects, but also in a population of patients undergoing in chronic
hemodialysis. Polymorphisms in genes involved in vitamin D metabolism are also associated with this
risk. In dysmetabolic patients, a relationship between SHBG, intrahepatic fat, hépatokines and metabolic
parameters was demonstrated, independently of sex steroids hormones. In conclusion, vitamin D and
SHBG may be markers of interest for screening patients at high cardiometabolic risk.

Keywords: vitamin D, VDR, GC, NADSYN1, genetic polymorphisms, SHBG, type 2 diabetes,
cardiometabolic risk
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