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Titre en anglais: Contribution of genetic and non genetic factors to vitamin D levels in HIV
infected individuals.

ABSTRACT:

La vitamine D est connue pour son réle dans le métabolisme osseux et dans des nombreux autres
systémes. La fréquence de carence en vitamine D est élevée dans la population générale, et elle
est encore plus élevée chez les individus infectés par le VIH.

Des nombreuses études ont recherché les facteurs qu’influencent la concentration plasmatique de
25(OH)D dans la population générale. Notre travail a pour but d’analyser la contribution des
facteurs génétiques et non génétiques qu’influencent le niveau de 25(0OH)D plasmatique chez des
individus infectés par le VIH.

La population de notre étude est constituée par 552 patients de la SHCS d’ethnie caucasienne et
ayant eu au moins une mesure de la concentration plasmatique de 25(0OH)D.

Nous avons développé un modele de pharmacocinétique des populations pour étudier la
contribution de chaque facteur inclus dans nos analyses. Les facteurs analysés étaient: le sexe,
I’age, le poids, le BMI, la hauteur, la saison, le tabagisme et 7 SNPs associés au niveau de 25(0OH)D
identifiés par les études d’association pangénomique. Ces SNPs sont situés sur 4 genes impliqués
dans le métabolisme de la vitamine D.

Nous observons dans cette population une prévalence élevée de carence en vitamine D: 78.8% des
patients ont eu des taux de 25(0OH)D insuffisants et 53.1% avaient une déficience de 25(0OH)D. De
plus, nous observons que le niveau plasmatique de 25(OH)D est associé de facon statistiquement
significative avec: la période de I'année (p=3.42x107%2), le BMI (p=0.006), le tabagisme (p=0.009) et
le SNP rs2282679 (p=0.0035). Ce dernier se trouve sur le gene GC, qui est responsable du codage
pour la transcription de la DBP, protéine qui sert au transport des métabolites de la vitamine D
dans le plasma.

Ces éléments nous permettent d’expliquer 8% de la variabilité interindividuelle totale des taux de
25(0OH)D retrouvée dans cette population. Une grande partie de la variabilité interindividuelle doit
encore étre expliquée, mais notre étude nous a permis, d’un c6té de confirmer l'influence de
certains facteurs identifiés dans la population générale sur une population spécifique qui est
particulierement a risque de développer une carence en vitamine D et, de I'autre c6té d’examiner
la contribution des polymorphismes génétiques au métabolisme de la vitamine D.

Les efforts pour comprendre toujours davantage les causes de carence en vitamine D sont
importants pour pouvoir identifier les individus plus a risque, de fagon a prévenir et mieux prendre
en charge une condition qui est source importante de morbidité et de mortalité et qui est facile a
traiter.

Mots clés : HIV, 25(0OH)D, facteurs non génétiques, SNPs, pharmacocinétique des populations.
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1) INTRODUCTION:

La vitamine D est le sujet de nombreux études, et particulierement dans les derniéres années, ou
en plus que son role bien connu dans le métabolisme osseux, apportent des nouvelles
connaissances quant a son role dans d’autres systéemes.

La découverte de la présence du récepteur de la vitamine D (VDR) dans presque toutes les cellules
du corps humain et de son possible réle dans de nombreuses maladies, comme les maladies
cardio-vasculaires, a beaucoup accru l'intérét des chercheurs dans ce domaine’.

1.1) PHYSIOLOGIE DE LA VITAMINE D:

La quantité nécessaire de vitamine D est fournie a notre corps par sa synthése a partir de
7-dehydrocholestérol, qui se fait au niveau de la peau aprés exposition aux rayons UV-B?,
et en moindre partie par la diete sous forme de vitamine D3 ou D2 (20%): en faible
guantité par le lait enrichi, les ceuf, le foie et d’autres aliments, en plus grandes quantités
dans I'huile de certains poissons®.

La vitamine D est hydroxylée par le foie en 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D ou calcidiol).

Production endogéne

au niveau de la peau »| 7-déhydrocholestérol Diete
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Successivement elle est transformée en 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(0OH)2D, ou
calcitriol), qui est la forme active agissant sur le VDR, par I'enzyme la-hydroxylase
présent dans les reins. L'activité de la-hydroxylase est stimulée principalement par la
parathormone (PTH), la calcitonine et I’hypophosphatémie ; elle est inhibée par le calcium
plasmatique, I’hyperphosphatémie, le FGF23 ou le calcitriol lui-méme.

L’activation du VDR stimule I'enzyme 24-hydroxylase, qui transforme la forme circulante
de vitamine D en 24,25-dihydroxyvitamine D, qui va étre transformée en acide
calcitroique, inactif et soluble dans I'eau (figure 1).

Les métabolites de la vitamine D sont liés avec une forte affinité a la Vitamin D Binding

Protein (DBP), protéine plasmatique ayant une haute homologie avec I'albumine’*.
L'action classique de la vitamine D consiste dans la régulation du métabolisme
phosphocalcique : elle augmente I'absorption intestinale de calcium, favorise Ia
résorption osseuse par activation des ostéoclastes et diminue I'excrétion rénale de
calcium et de phosphate?.

Par ailleurs, a coté de ces effets classiques, les recherches de ces derniéres années ont
permis de détecter la présence du VDR dans de nombreux organes, comme la peau,
I’hypophyse, le pancréas, le systeme cardio-vasculaire et le systéeme immunitaire. Le rdle
biologique de la vitamine D a ces niveaux semble de plus en plus évident, méme si les

mécanismes ne sont pas entierement compris®®,

INSUFFISANCE EN VITAMINE D :

25(0OH)D est le principal métabolite circulant dans le plasma, et reflete au mieux les
apports de vitamine D par I'exposition au soleil et par la diéte. La mesure du niveau
plasmatique de 25(OH)D est la méthode standard pour évaluer les apports en vitamine D.
Le niveau optimal de 25(0OH)D pour la santé osseuse a été défini comme celui qui réduit

les taux de PTH au minimum, de facon que I’absorption de calcium soit maximale’/8. Des
nombreuses études montrent que le plateau minimal de PTH est atteint lorsque le niveau

de vitamine D est autour de 30 pg/L7,%°.
Cependant un consensus ne semble pas encore atteint en ce qui concerne la valeur
optimale de vitamine D plasmatique.

De nombreux auteurs ont placé le seuil a 20 pg/L"/'%3,%, Selon les considérations d’une
récente étude’ qui observe que entre 20 pg/L et 30 pg/L de 25(0OH)D il y a une variation
significative de I'absorption de calcium, on définit, selon les recommandations de
I'Institute Of Medicine (IOM), la déficience en vitamine D en-dessous de 20 ug/L, et une



UNIL | Université de Lausanne

Faculté de biologie
et de médecine

1.3)

insuffisance relative entre 20 et 30 ug/L. Le taux de vitamine D est donc considéré comme

suffisant a des niveaux en-dessus de 30 pg/L™.

En utilisant cette définition, environ un milliard de personnes dans le monde ont une

déficience ou une insuffisance en vitamine D™%,13,14,17,18

MANIFESTATIONS CLINIQUES DE LA DEFICIENCE EN VITAMINE D :

Maladies osseuses: une déficience sévere et chronique chez le petit enfant peut

amener au développement d’un rachitisme',2°,

Chez I'adulte, une carence chronique amene a un hyperparathyroidisme secondaire,
qui provoque une sur activation des ostéoclastes, et ainsi un défaut de minéralisation
osseuse, une diminution du BMD (Bone Mineral Density), une ostéomalacie ou une

ostéoporose avec un risque augmenté de fractures pathologiques?'2%,23,24,

Les données montrent également qu’une supplémentation en vitamine D chez les
personnes ostéoporotiques réduit la déminéralisation osseuse et le risque de
développer des fractures pathologiques?®.

Souvent la déminéralisation osseuse s’accompagne de douleurs osseuses
reproductibles a I'examen physique, sans que des fractures sous-jacentes soient
présentes?®,

Maladies neuromusculaires : le muscle squelettique exprime le VDR, la vitamine D
pourrait donc étre essentielle pour le plein fonctionnement des muscles. En effet, des
études montrent que l'insuffisance en vitamine D est corrélée avec une faiblesse

musculaire et un risque augmenté de chutes™ '2,27,28,29,

Cancers : des études montrent que des niveaux de vitamine D inférieurs a de 20 pg/L
sont associés avec une incidence augmentée de 30-50% pour le cancer du c6lon, de la
prostate et du sein, avec une augmentation de la mortalité due a ces
CanCerS19'30’31'32'33’34’35'36'37.

La raison pour laquelle une déficience en vitamine D augmenterait la survenue de
cancers n’est pas encore bien claire. La déficience en vitamine D est définie comme
une diminution de 25(OH)D. Les niveaux de 1,25(0OH)2D restent pourtant normaux en
raison de la régulation effectuée par les reins qui essayent de garder la concentration
plasmatique de la forme active de la vitamine D constante.

Une possible explication pour le développement de cancers résiderait dans
I’expression au niveau du cOlon, de la prostate, du sein et d’autres organes de
I'enzyme la-hydroxylase, qui permet localement la transformation de 25(OH)D en
1,25(0OH)2D et le contrdle de génes qui aident la prévention des cancers en controlant
la prolifération cellulaire, la différentiation, I'apoptose et I'angiogenése. De ce fait, une
diminution de la concentration plasmatique de 25(OH)D diminue la disponibilité en
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vitamine D pour ces organes, et diminuerait donc aussi leur capacité a contréler ces

mécanismes cellulaires™ ?3,38,39,40,

La 1,25(0OH)2D serait ensuite dégradée en acide calcitroique dans les organes cibles, de

facon a ne pas perturber le métabolisme phosphocalcique™".

e Maladies cardio-vasculaires : I'insuffisance en vitamine D pourrait aussi étre associée a
un risque accru d’hypertension artérielle et de maladies cardio-vasculaires. Ceci
pourrait étre d{ au fait que la 1,25(0OH)2D est impliquée dans la production de rénine,
une des plus importantes hormones dans la régulation de Ila tension

artél’ie||e11r19141'42'43'44.

e Maladies auto-immunes: la carence en vitamine D a également été associée a
guelgues maladies auto-immunes.
En particulier le psoriasis, ou la vitamine D topique fait actuellement partie des

traitements de premiére ligne*®*®, en raison de la quasi absence d’effets indésirables.
Il a été montré que la 1,25(0H)2D inhibe la prolifération des kératinocytes*’, d’ol le
réle probable de l'insuffisance en vitamine D dans le développement de maladies
hyper prolifératives de la peau, comme le psoriasis.

Des études ont observé que I'incidence de la sclérose en plaques était plus élevée aux

hautes latitudes*®#9,°%,>1, D’autres études ont montré I'association entre une prise
élevée de vitamine D et la diminution du risque de développer une sclérose en
plaques®?3,
Enfin, pour le diabéte de type 1 on a aussi observé I'augmentation de sa prévalence
aux hautes latitudes*®*°. Une étude suggére que la supplémentation en vitamine D
pendant I’enfance réduit considérablement le risque de développer un diabéte de type
154,
Des observations similaires ont été faites par rapport a la maladie de Crohn*%4° et la
polyarthrite rhumatoide®.

e Schizophrénie et dépression : la déficience en vitamine D a été associée avec une

incidence augmentée de schizophrénie et de dépression®®>’.

1.4) FACTEURS DE RISQUE POUR LA DEFICIENCE EN VITAMINE D :

Le tableau 1 décrit de maniere détaillée les facteurs qui, jusqu’a aujourd’hui, ont été
associés avec un taux diminué de 25(OH)D.
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FACTEURS DE RISQUE DE DEFICIENCE EN VITAMINE D

FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX,
DEMOGRAPHIQUES ET GENETIQUES

FACTEURS COMPORTAMENTAUX

- Peau noire>8°9,60

- Saison et latitude'”,6",62

- Sexe féminin®3,4

- Race asiatique ou afro-américaine®36°,6¢

- Age avancée®7,%8,5°

- Pollution de I’air’®7!

- Vitamin D dependent Rickets (VDDR) type | et 172

- Déficience diététique’®74

- Exposition insuffisante au soleil ou protection excessive®'6%/7>

- Grossesse ou période d’allaitement”®77
- Obésita™69,66,78,79

- Pratique religieuse du voile8°8

- Bas niveau d’éducation, bas revenu®%22 ( ?)

- Tabagisme®3,84,85

MALADIES METABOLIQUES ET DU
SYSTEME DIGESTIF

AUTRES MALADIES

- Maladie coeliaque®&,87

- Gastrectomie partielle ou totale, bypass gastrique®8,89,°©

- Choléstase, obstruction biliaire extra hépatique®°,®

- Carcinome hépatocellulaire, stéatose hépatique de

n’importe quelle origine®®,94

- Maladie inflammatoire de I'intestin®%,°®

- Elévation HLDL®®

- Syndrome métabolique®”,°%

- Dysfonction thyroidienne99,1°°

- Procto-colectomie’’

- Patients hospitalisés, institutionnalisés ou alités' 73

- Insuffisance rénale chronique, sy néphrotique’®%103,104

- Mucoviscidose'%>/106

- Fibromyalgie'®’

- Brilures étendues'©8,10

_BPCOMO,M
- Sclérodermie?

- Cancer du sein"3"4

- Hypogonadisme'®/16

- Cancer de la prostate™ ( ?)

- Lupus Erythémateux Systémique’®”,118,119 ( 7)

MEDICAMENTS

_ AntiépileptiqueS12°’121’122'123’124

- Inhibiteurs de I'aromatase’% 124

- Héparine'?°
- Agonistes GnRH'2%,121
- Rifampicine'*

- Glucocorticoides'>/126,127

- Protease inhibitors'®

- Efavirenz!28,129,130,131

- Tenofovir'30,132

- Zidovudine'®"133

Tableau 1
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TRAITEMENT DE LA DEFICIENCE EN VITAMINE D :

Le traitement de la carence en vitamine D par la diete est tres peu efficace en lui-méme.
Pour cette raison, chez des personnes a risque de déficience, la substitution se fait parfois
sans dosage plasmatique de 25(OH)D a titre préventif, étant donné que la vitamine D n’a
que peu d’effets indésirables'*.

Les besoins quotidiens en vitamine D ne sont pas toujours faciles a déterminer, mais les
données semblent montrer que, selon le type de patient, I'apport quotidien de vitamine
D doit correspondre a 400-800I1U,

Vitamine D2 (ergocalciférol) et D3 (cholécalciférol) sont disponibles comme suppléments

diététiques. Les études semblent montrer que les deux formes de vitamine D sont

également efficaces pour la substitution>,13¢,137,138,
L'Institute Of Medicine (IOM) a récemment élaboré des guidelines pour la substitution en

vitamine D selon le groupe de patients'®'®. La dose proposée est valable indifféremment

pour vitamine D2 et D3:

- Enfants 0-1 ansavec déficience en vitamine D: 2000IU journalier ou 50’000IU
hebdomadairement pendant 6 semaines et maintient avec 400-1000IU journalier.

- Enfants 1-18 ans avec déficience en vitamine D: 2000IU journalier ou 50’000IU
hebdomadairement pendant 6 semaines et maintient avec 600-10001U journalier.

- Adulte avec déficience en vitamine D: 6000IU journalier ou 50°000IU
hebdomadairement pendant 8 semaines et maintient avec 1500-2000IU journalier.

- Patients obéses ou souffrant d’autres maladies qui affectent le métabolisme de la
vitamine D : double ou triple de la dose pour I’'adulte normal.

Pour la méme dose totale, la fréquence des prises n’influence pas de facon significative

les taux sanguins de 25(0OH)D™°. Le mode d’administration peut donc étre décidé en

fonction de la compliance du patient.

Il existe aussi de formes galéniques fortement dosées de 300°000IU qui peuvent étre

utilisées in intraveineux ou per os. En raison du risque de chutes augmenté cette

posologie doit étre évitée chez les patients a risque de chute et donc en général dans la

population agée'°', Sj ce risque est faible, on peut prendre en compte cette solution
qui est plus simple et favorise la compliance.
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1.6) VARIANTES GENETIQUE ET NIVEAU DE VITAMINE D :

a) Types d’études génétiques: étude de geénes candidats et études d’association
pangénomique :
Pour rechercher des traits génétiques pouvant expliquer la présence d’'un phénotype donné,
les premiéres études ont été celles sur les genes candidats, ciblées sur des genes précis.
Ces études ont eu une grande utilité pour comprendre des conditions dues a des désordres
génétiques portant sur un seul géne, toutefois, elles ont rencontré beaucoup de limites dans
la compréhension des maladies complexes™?.
Une autre méthode d’étude génétique plus récente est offerte par les études d’association
pangénomique (en anglais GWAS, Genome-Wide Association Studies), qui donnent la
possibilité d’analyser un grand nombre de variantes génétiques.
La différence avec les études des genes candidats est I'lanalyse d’un grand nombre de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), la grande taille de la population étudiée, I'absence d’une
hypothése de départ.
Les GWAS ont permis d’identifier des milliers de SNPs associées avec des centaines de trait
phénotypiques et des nombreuses maladies'3.
Malgré cela, la valeur prédictive individuelle de chaque nouvelle association identifiée est
limitée (OR le plus souvent entre 1.1-1.6) par rapport au total de la composante héréditaire
144

qui a été estimée'* et souvent la plausibilité biologique des variations associées a un

phénotype donné est difficile a comprendre.

b) Vitamine D et variantes génétiques :
Pour ce qui concerne le niveau plasmatique de vitamine D, quelques études sur les génes

candidats ont été faites, mais elles ont montré des résultats contradictoires'#®,46,147,148

Deux GWAS ont identifié 8 SNPs qui influencent de fagon significative les taux de vitamine D.
D’abord I'étude de Ahn et al.™®, qui consiste en une méta-analyse de 5 GWASs a l'intérieur
de 5 cohortes pour un total de 4501 individus de race caucasienne chez lesquels le taux
plasmatique de 25(OH)D avais été préalablement mesuré.

Cette étude a trouvé 3 SNPs qui sont associés avec un taux de vitamine diminué de facon
significative. Le premier, rs2282679, sur le chromosome 4q12-q13, dans la région du Group-
specific Component (GC) gene avec P=1.8x107%°. Il a été estimé que ce SNP expliquerait
environ 1% de la variance des niveaux de vitamine D dans la population étudiée.

Le deuxiéme SNP ayant atteint une signification statistique (P=3.4x107°) est rs3829251, placé
dans le 15° intron du géne NADSYN1, sur le chromosome 11q13.4. Ce SNP a un haut “linkage
disequilibrium” avec deux autres qui se trouvent dans le gene DHCR7, qui est impliqué dans
le métabolisme de la vitamine D, on dit alors que ce SNP se trouve sur le locus

10
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NADSYN1/DHCR7. Cette variation expliquerait 1.2% de la variance des concentrations de
25(OH)D au niveau de la population.

Le dernier SNP identifié par cette étude est rs2060793, dans la région du géne CYP2R1 sur le
chromosome 11p15.2 avec un P=1.6x10"". Une variance de 0.6% dans les niveaux de
vitamine D serait expliquée par ce SNP.

Ensuite I'’étude de Wang et al.”° a analysé la population de 15 cohortes pour un total de
33'996 individus de race caucasienne.

Cette étude a confirmé un des résultats trouvés par Ahn et al. ; pour rs2282679 sur le géne
GC une association avec un P=1.9x107°° a été confirmée.

Sur le gene GC un autre SNP associé avec la concentration de 25(0OH)D plasmatique a été
trouvé avec un P=6x107%? ; il s’agit de rs7041.

Au niveau du géne CYP2R1 deux SNPs ont été trouvés: rs10741657 (P=3.27x107%°) et
rs12794714 (P=1.84x107%).

Un nouveau SNP a été trouvé aussi sur le géne NADSYN1/DHCR7, rs12785878, avec un
P=2.12x107%.

Enfin, un SNP a été associé aux concentration plasmatiques de 25(OH)D également au
niveau du géne CYP24A1, positionné sur le chromosome 20q13. Il s’agit de rs6013897, pour
lequel on trouve un P=6.0x107°,

Dans cette étude, la contribution que chacun de ces SNPs apporterait aux variations des taux
de vitamine D n’a pas été estimée.

Le tableau 2 reporte schématiquement les résultats qu’on vient d’exposer.

First 1
Author Reported Gene(s) SNP MAF"  p-Value B [95%CI )
Wang CYPZR1 _ 1s10741657 037  3.00E-20 NR
Wang  CYP2R!  rs12794714 045  2.00E-09 NR
Wang DHCR7,NADSYN1 rs12785878 027  2.00E-27 NR
Wang Ge (52282679 026  2.00E-109 NR
Wang GC 57041 042  6.00E-59 NR
Wang  CYP24A1  rs6013897 020 6.00E-10 NR
Ahn Ge s2282679 026 400E22 0->8[032044]
unit decrease
Ahn CYP2R1  rs2080793 039 300E-17  029[015035)
unit increase
0.18 [0.12:0.24)
Abn  DHCRTNADSYN? rs3829251 016 3.00E09 o020

"MAF, minor allelic frequency in HapMap Caucasians

] Tableau 2 ’

c) Plausibilité biologique des SNPs étudiés :
On a donc identifié 8 SNPs influencant significativement les niveaux de vitamine D dans la
population caucasienne. Il est important d’observer qu’ils se trouvent au niveau de 4 loci

11
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ayants une plausibilité biologique, c’est-a-dire que les genes impliqués participent au
métabolisme de la vitamine D, comme je |’ai schématisé sur la figure 2.

On a trouvé que les SNPs rs2060793 et rs10741657 sont tres fortement associés entre eux
au point de représenter le méme signal.

Solar UVB

Cholestérol #——— 7DHC Vitamin D,
7 DHC
Réductase CYP2R1
@Hase
DHCR7
CYP24A1
250H

—, Inactive
@ OHase 24OHase Metabolites

1,25(0H),D

l DBP

VDR Target tissue

Figure 2

1) Gene GC (Group-specific Component: rs2282679 et rs7041): situé au niveau du
chromosome 4q12-q13, contient la séquence pour le codage de la Vitamin D Binding
Protein (DBP) qui est une glycoprotéine de 52-59 kDa synthétisée dans le foie
appartenant a la famille de I'albumine. Cette protéine lie les différentes formes de
vitamine D circulantes dans le plasma et les transporte dans le sang jusqu’aux organes
cibles™".

2) Geéne CYP2R1 (rs10741657, rs12794714 et rs2060793) : ce gene situé sur le chromosome
15p15.2 codifie pour un enzyme microsomial hépatique de la famille du cytochrome
P450. Cette enzyme serait responsable de la 25-hydroxylation de la vitamine D2 et D3
circulant au niveau du foie et d’autres organes. Une modification de cette enzyme serait
donc responsable d’une diminution de I'activité de 25-hydroxylation de la vitamine D et
conduirait ainsi a une diminution des taux plasmatiques de 25(0OH)D"2,

3) Géne NADSYN1/DHCR7 (rs3829251 et rs12785878) : c’est le géne DHCR7, positionné sur

le chromosome 11q13.4, qui est connu pour étre impliqué dans le métabolisme de la
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1.7)

4)

vitamine D. En effet, il s’agit du gene qui codifie pour I'enzyme 7-dehydrocholestérol
réductase, qui catalyse la production au niveau de la peau de cholestérol a partir du 7-
dehydrocholestérol, en éliminant le substrat nécessaire pour la voie de synthése de la
vitamine D3 par les rayons UVB™3,

Gene CYP24A1 (rs6013897) : ce gene, localisé sur le chromosome 20q13, codifie pour la
24-hydroxylase, qui est responsable de la dégradation de 25(OH)D et 1,25(0OH)2D.

DEFICIENCE EN VITAMINE D DANS LA POPULATION INFECTEE PAR VIH :

Des études montrent que chez les individus infectés par le VIH, le risque de développer
une ostéopénie ou une ostéoporose est plus élevé. En particulier, Brown and Qagish ont
conduit une méta-analyse de 11 études qui ont comparé la prévalence de I'ostéoporose
dans une population VIH-négative et une population VIH-positive'?. Pour les patients
inclus dans cette méta-analyse, chez la population VIH-positive on a observé que 67%
avaient un BMD diminué, et 15% une ostéoporose, ce qui correspond a une OR de 6.4 et
3.7 respectivement par rapport a la population VIH-négative, le risque étant encore plus
élevé pour les patients recevant une ARV (thérapie Anti Rétrovirale).

Des études montrent que la population VIH-positive est également plus a risque d’étre

victime d’une déficience en vitamine D'/,

Une étude conduite dans la SHCS a permis d’observer une prévalence de déficience en
vitamine D entre 42-52% chez le participants de la cohorte en printemps, et entre 14-18%
en automne™’,

Les facteurs qui sont a la base de la prévalence augmentée de I'ostéoporose dans la
population VIH-positive ne sont pas complétement compris. En plus des facteurs de
risque habituels, I'inflammation chronique provoquée par l'infection a été associée avec

une augmentation de la résorption osseuse’®

, et 'HIV pourrait avoir une action lui-méme
sur "activité des ostéoclastes’.

Un autre facteur important qui influence le métabolisme osseux chez les patients infectés
par le VIH sont les ARV. Les études concordent sur le fait que une population traitée par

ART est plus a risque de développer une carence en vitamine D par rapport a une

population qui ne recoit pas d’ARV'?%'°%'7 Pour ce qui concerne les traitements
spécifiques, parfois les résultats sont controversés. Efavirenz semble étre le traitement

plus fortement associé avec un taux diminué de 25(OH)D plasmatique'®,29,139,31 p|ys

difficile a définir est I'impact d’'une ARV contenant Zidovudine™""®3, Tenofovir'*°,*2, ou
des inhibiteurs de la protéase (PI)'?°, qui ont été parfois associés avec un risque accru de
carence en vitamine D.
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2) OBJECTIFS DE L’ETUDE :

Le but de cette étude consiste a évaluer l'influence des facteurs génétiques et non-génétiques sur

la concentration plasmatique de 25(OH)D chez des patients VIH-positifs.

3) METHODES :

3.1)

3.2)

3.3)

CRITERES D’INCLUSION ET RECHERCHE DE DONNEES :

Les patients ont été recrutés dans les Centres Universitaires de Lausanne et Bale, parmi
les participants a la Swiss HIV Cohort Study (SHCS). Les criteres d’inclusion étaient :
infection au VIH, ethnie caucasienne et au moins un dosage du taux plasmatique de
25(0H)D effectué.

Depuis 2009, les centres participants a la SHCS ont un programme actif de dépistage de la
déficience en vitamine D et de substitution si le niveau mesuré de 25(0OH)D plasmatique
est inférieur a 30 pg/L.

Chez les insuffisants, le programme prévoit une substitution par une prise per os d’une
mono dose annuelle de 300°000IU (Vitamin D3 Streuli 300’000IU), afin de compenser
suffisamment le manque de vitamine D et de faciliter la compliance chez des patients
prenant déja des nombreux médicaments.

Les dates et la dose donnée pour la substitution de la vitamine D ont été obtenues en
cherchant dans les dossiers infirmiers des patients.

REVUE DE LITERATURE :

Une recherche d’articles concernant les facteurs de risque pour la déficience en vitamine
D a été effectuée et mise a jour la derniere fois en octobre 2012. Cette recherche a été
faite en utilisant PubMed, afin de pouvoir correctement prendre en compte l'influence
des différents facteurs sur le taux plasmatique de 25(0OH)D.

GENOTYPAGE :

Le génotypage de I'ADN des patients inclus dans I'étude a été fait avec TaqMan® allelic

discrimination en utilisant Assay—On—Demand® de Applied Biosystems. Le principe de son

fonctionnement est illustré par la figure 3 : la lecture du génotype se fait pendant PCR
(Polymerase Chain Reaction) en utilisant deux types de sondes chacune associée avec un
marqueur fluorescent (VIC et FAM) qui se lient soit en présence de I'allele fréquent, soit
en présence de |'alléle rare. Une fois que la sonde s’est liée au brin d’ADN correspondant

le marqueur fluorescent est libéré et détecté par le TaqMan®.
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Figure 2. Allelic discrimination is achieved by the selective annealing of TagMan® MGB probes.

discrimination
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home.html)

Figure 3: TagMan allelic (figure adaptée de

Nous avons inclus dans notre étude les mémes SNPs identifiés par les études
d’association pangénomique de Ahn'° et Wang™°. Entre les 8 SNPs identifiés, 2 sont en
tres forte association entre eux et représentent le méme signal (rs2060793 et
rs10741657). Le génotypage d’un des deux suffit pour assurer la présence de I'autre, c’est
pour cela que nous avons décidé de faire le génotypage d’un des deux seulement.
D’abord nous avons essayé avec rs2060793, mais I'essai n’a pas marché. Alors nous avons
substitué rs2060793 avec rs10741657.

Le tableau 3 montre les génes analysés avec le signal fluorescent qu’identifie les
différents alleles.

Gene/(nearest gene) dbSNP_rs ABl-assay_ID VIC FAM Gene_Fwd Genome_Fwd
NADSYN1/DHCR7  rs12785878 C__32063037_10 G T T=G T=G
CYP2R1 rs12794714  C__ 1131665_10 A G C=T G=A
GC rs2282679 C_ 26407519_10 G T A>C T=G
GC rs7041 C__ 3133594 _30 A C G=T C>A
NADSYN1 rs3829251 C__27497388_10 A G G=A G=A
CYP24A1 rs6013897 C_ 29958084 10 A T T>A T>A
CYP2R1 rs10741657 C__ 2958430_10 A G C>T G=A

Tableau 3
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ANALYSE DES RESULTATS :

Les résultats obtenus ont été analysés par la Dresse Guidi et la Dresse Csajka du service
de Pharmacologie clinique du CHUV, selon un modeéle de pharmacocinétique des
populations, permettant de modéliser l'influence des facteurs génétiques et non-
génétiques sur la taux plasmatique de vitamine D.
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4) RESULTATS :

4.1) PARTICIPANTS :
Un nombre total de 552 patients ont été inclus (509 de Lausanne et 43 de Bale). L’age des
patients se situe entre 20 et 77 ans, en moyenne 49 ans; 409 (74.1%) sont de sexe
masculin; 267 (48.4%) sont fumeurs actifs; le BMI est entre 14.84 et 44.74 kg/m?, la
moyenne se situant a 23.9 kg/m?; 91.6% des mesures de ’ARN de HIV plasmatiques ont
donné un résultat inférieur a 400 copies/mL, pour le compte des lymphocytes CD4 la
moyenne se trouve a 623.
La concentration de 25(0OH)D plasmatique était inférieure a 30 pg/L chez 435 patients
(78.8%), et inférieure a 20 ug/L chez 293 patients (53.1%).
Le traitement ARV le plus fréguent dans cette population est la combinaison avec
Emtricitabine/Efavirenz/Tenofovir (ETC EFV TNV), utilisé par 129 patients (23.4%). En
regardant les médicaments séparément, le plus utilisé est le Tenofovir (347 patients,
62.9% du total), suivi par I'Emtricitabine (306 patients, 55.4%). 215 patients (38.9%) ont
un régime ARV contenant un Inhibiteur de Protease (Pl), 202 patients (36.6%) ont un
régime ARV contenant Efavirenz et 138 patient (25%) ont un régime ARV contenant
Lamivudine.
4.2) GENOTYPAGE :
Le tableau 4 résume les résultats du génotypage.
FREQUENCE FREQUENCE GENOTYPE
. ALLELIQUE ALLELIQUE (1=allele fréquent,
SNP ID GENE OBSERVEE DANS REPORTEE EN 2=alléle rare)
NOTRE ETUDE HapMap
11 12 22
rs2282679 GC A=0.74 | C=0.26 A=0.74 C=0.26 53% | 41% | 6%
rs7041 GC G=0.56 | T=0.44 G=0.58 T=0.42 28% | 55% | 17%
rs10741657 CYP2R1 G=0.66 | A=0.34 G=0.63 A=0.37 41% | 50% | 9%
rs12794714 CYP2R1 G=0.51 | A=0.49 G=0.55 A=0.45 26% | 51% | 23%
rs3829251 NADSYN1/DHCR7 | G=0.84 | A=0.16 G=0.84 A=0.16 70% | 27% | 3%
rs12785878 | NADSYN1/DHCR7 T=0.73 | G=0.27 T=0.73 G=0.27 54% | 36% | 10%
rs6013897 CYP24A1 T=0.77 | A=0.23 T=0.79 A=0.21 59% | 34% | 7%
Tableau 4
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ANALYSE DES COVARIABLES :

Le modele pharmacocinétique élaboré est basé sur la définition d’un RATE, qui décrit la
concentration de base de 25(0OH)D plasmatique et peut étre vu comme le taux de
production de cette derniére. Il dépend des apports amenés par I'exposition aux UV-B et
par la dieéte. Dans le modeéle utilisé, les constantes d’absorption et d’élimination sont
équivalentes.

Le modele estime les valeurs moyennes et la déviation standard pour les différents
facteurs étudiés. Le Coefficient de Variation (CV) mesure la précision de |'estimation faite.
Le RATE est estimé a 0.14 umol/jour (CV=8%). La variabilité interindividuelle du RATE est
un indicateur de la variabilité de ce parameétre dans la population étudiée. Dans notre
population, nous retrouvons une variabilité interindividuelle élevée pour le RATE: dans le
modele initial (sans contribution des facteurs ayant une influence) elle est a environ 41%.
Dans le modele final, qui prend en compte 'influence de tous les facteurs modifiant de
facon statistiqguement significative la concentration de 25(OH)D dans le sang, la variabilité
interindividuelle est de 38%, ce qui signifie que les facteurs étudiés expliquent environ 8%
de la variabilité totale observée pour le RATE, et donc indirectement aussi sur la valeur de
base.

Les facteurs testés avec ce modele sont : les 7 SNPs génotypés, le sexe, I'age, le poids, le
BMI, la hauteur, la saison et le tabagisme.

La période de I'année a une influence évidente sur la concentration de base de 25(0OH)D,
avec une p=3.42x107*? (CV=2%). Le RATE change en fonction du mois de I'année avec une
diminution de la disponibilit¢é de 25(0H)D pendant la période hivernale, et un pic de
production le 229° jour de I'année (en ao(t).

Le poids a une influence significative (p=0.002) sur le taux de vitamine D plasmatique,
avec le RATE qui diminue de 30% lorsque le poids double par rapport a la médiane, qui se
situe a 71kg. De la méme facon que le poids, le BMI influence de facon statistiquement
significative le niveau de vitamine D (p=0.006, CV=24%), avec une diminution de 30%
lorsque le BMI double par rapport a la médiane, située a 23.3 kg/m?2.

Le tabagisme montre aussi un effet significatif (p=0.009, CV=27%). Le RATE diminue de 9%
chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs. Il n’est pas possible de définir un rapport
dose-effet par rapport a la consommation de tabac.

Par rapport aux SNPs testés, un SNP a manifesté une influence statistiquement
significative. Il s’agit de rs2282679, qui est associé a une diminution de la concentration
de base de 23% chez les porteurs homozygotes de l'allele rare C, avec une p=0.0035
(CV=31%).

Les autres résultats n’ont pas montré un effet significatif :

nous observons que ni le sexe ni 'age n’ont une influence statistiquement significative
(respectivement, p =0.06 et p=0.5) sur la concentration plasmatique de 25(OH)D.

18



UNIL | Université de Lausanne

Faculté de biologie
et de médecine

Les autres SNPs aussi n‘ont pas montré d’effet statistiquement significatif: rs7041
(p=0.21), rs10741657 (p=0.8), rs12794714 (p=0.35), rs3829251 (p=0.37), rs12785878
(p=0.21) et rs6013897 (p=0.8).

La figure 4 montre les résultats significatifs.
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5) DISCUSSION ET CONCLUSIONS :

Chez 78.8% des patients inclus dans notre étude nous avons trouvé des taux de vitamine D
insuffisants (<30ug/L) et chez 53.1% une déficience en vitamine D (<20ug/L). Ces données
confirment I'observation que dans la population avec infection au VIH le risque de carence
en vitamine D est plus élevé par rapport a la population générale.

Cette observation avait déja été faite dans la SHCS par Miiller et al. en 2010™7 et par

135 et aux Pays-Bas'™®.

d’autres études a Boston
Par notre travail, nous avons essayé de déterminer quels sont les facteurs qu’influencent
de facgon significative les taux plasmatiques de 25(OH)D dans une population VIH-positive.
Nous avons d’abord recherché attentivement dans la littérature les facteurs qui peuvent
influencer le niveau plasmatique de vitamine D et, du moment que la contribution de
facteurs génétiques est de plus en plus évidente en ce qui concerne le métabolisme de la
vitamine D, nous avons ajouté a nos analyses les SNPs qui ont montré une association avec
la concentration plasmatique de 25(0OH)D identifiés par les études de Wang™° et Ahn™°, ||
est particulierement intéressant d’évaluer la contribution de ces SNPs a la concentration
plasmatique de 25(OH)D en raison de leur plausibilité biologique. En effet, ils se situent
tous au niveau de 4 génes (GC, CYP2R1, NADSYN1/DHCR7, CYP24A1) qui sont impliqués
dans le métabolisme de la vitamine D.

En raison de I'adjonction des analyses sur le génotype, nous avons inclus dans notre étude
exclusivement des individus d’origine caucasienne, du moment que les travaux de Wang et
Ahn ont été conduits sur une population d’origine caucasienne.

Nous avons utilisé un modéle de pharmacocinétique des populations pour I'analyse des
résultats.

Une approche similaire mais uniquement avec des facteurs non-génétiques a été menée
récemment en France par Foissac et al.™®®, par I'analyse des taux plasmatiques de 25(OH)D
chez 422 patients VIH-positifs agés de 16 a 85 ans. On observe dans cette étude une
concentration moyenne de 25(0OH)D de 16 pg/L, avec seulement 15% des patients
atteignant une concentration suffisante (>30 pg/L) et 17% ayant des valeurs <10 pg/L, ce
qui est comparable a ce qu’on trouve dans notre population. Les facteurs testés étaient :
I’age, le sexe, la saison, le poids, le BMI et le traitement (en particulier ARV).

lls ont observé que la saison et le phototype de la peau avaient une association significative
avec le taux de 25(0OH)D.

Dans notre étude, les covariables testées étaient : les 7 SNPs génotypés, le sexe, I'age, le
poids, le BMI, la taille, la saison et le tabagisme.
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L’analyse statistique a montré que la saison est associée avec le taux plasmatique de
25(0OH)D, avec un pic en fin d’été (le 229° jour, en ao(t) et des valeurs diminuées en hiver
et en printemps (p=3.42x107%?, CV=2%).

La variabilité du taux de vitamine D selon la saison est le facteur le plus connu ce qui a déja
été observé dans des nombreuses études sur la population générale®.®? et sur la
population VIH-positive'®.

Du moment que la majeure partie de la vitamine D disponible pour le métabolisme
provient de sa photosynthése au niveau de la peau a partir du 7-dehydrocholestérol, il est
compréhensible que dans les périodes ou I'ensoleillement est moins intense, la synthése
épidermique de vitamine D soit diminuée.

En effet, comme il est bien illustré dans le travail de Webb'®°, si I'angle zénithal solaire est
élevé, comme c’est le cas pendant la période hivernale, la quantité d’UV-B qui atteint la
peau est plus petite. Pour cette raison la photo production de vitamine D au niveau de la
peau est diminuée.

Pour ce qui concerne le BMI, nous avons aussi trouvé une association significative avec le
taux plasmatigue de 25(OH)D (p=0.006, CV=24%). Le modeéle a montré comment
I"augmentation du BMI est en relation avec une diminution du niveau de vitamine D. En
effet, nous avons estimé qu’un doublement du BMI par rapport a la médiane (=23.3 kg/m?)
diminuerait le niveau de vitamine D de 30%. Dans les études sur une population VIH-
positive cette association n’a pas encore été mise en évidence a notre connaissance. Par
contre c’est une observation qui a été faite a plusieurs reprises dans la population
générale : par exemple dans I'étude de Wortsman et al. (2000)78, celle de Snijder et al.
(2005)° et, plus récemment, par une plus large étude conduite par Forrest et al. (2010)°°
sur une population de 4495 adultes nord-américains.

La raison pour laquelle un BMI élevé est associé a une diminution de la disponibilité de la
vitamine D n’a pas encore été complétement éclaircie. Le travail effectué par Wortsman et
al.”® s’est focalisé sur cette question en émettant plusieurs hypothéses de départ basées
sur des études précédentes : une moindre exposition aux rayons UV des personnes avec
BMI élevé'™'; une production accrue de la forme active de la vitamine D (1,25(0OH)2D) qui
exercerait un feedback négatif sur la synthése hépatique de 25(0OH)D'®?; une augmentation
de la clairance de la vitamine D en raison de sa séquestration par le tissu adipeux'®3.

Son travail I’'a amené a retenir la séquestration par les cellules du tissu adipeux comme
hypothese la plus probable pour expliquer la baisse du taux de 25(OH)D plasmatique chez
les sujets obéses. Cette hypothése est soutenue par le fait que la vitamine D est une
molécule liposoluble et que son stockage dans la graisse sous-cutanée est connu. La
vitamine D produite dans la peau aprés exposition aux rayons UV-B serait ainsi absorbée
par le tissu adipeux sous-cutané avant de passer dans la circulation sanguine.

Le tabagisme montre aussi un effet significatif (p=0.009, CV=27%), avec une concentration
de 25(OH)D qui diminue de 9% chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs.
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Dans ce cas également, les études sur une population VIH-positive n’ont pour l'instant pas
mis en évidence une association significative entre tabagisme et taux de 25(0OH)D, alors
que des études sur la population générale ont déja montré cette association®38>,

Le mécanisme par lequel la cigarette diminuerait la niveau plasmatique de vitamine D n’est
pas complétement clair. Une des difficultés sur ce terrain est la grande quantité de
substances contenues dans les cigarettes, d’ou la possibilité de la coexistence de plusieurs
mécanismes a la fois. Une possible explication est I'augmentation du métabolisme
hépatique provoqué par les hydroxyquinones, ce qui pourrait altérer le métabolisme de
25(0OH)D, du moment que le métabolisme hépatique des fumeurs est également augmenté
pour un autre stéroide : I'cestrogéne’.

En ce qui concerne les SNPs testés, un SNP a montré une association significative sur le
taux de 25(OH)D : rs2282679 (p=0.0035, CV=31%). Ce polymorphisme est associé a une
diminution de la concentration de base de 23% chez les individus porteurs d’un génotype
homozygote pour I'alléle rare (CC).

Dans les études d’association pangénomique effectués par Wang™° et Ahn'®°, rs2282679
était celui avec la plus forte association avec le niveau de 25(0OH)D.

La position de ce SNP sur le géne GC, qui est responsable du codage de la DBP, synthétisée
dans le foie et responsable du transport des différentes formes de vitamine D circulantes
dans le plasma, suggere la présence d’une explication biologique pour cette association.

En effet, dans I'étude de Wang'™° rs2282679 était fortement associé avec la concentration
plasmatique de DBP (p=4.0x10"%?), avec I'alléle rare associé a des concentrations diminuées
de cette protéine.

Egalement dans une autre étude sur 741 femmes jeunes, Sinotte et al.’® (2009) ont étudié
des SNPs sur le gene GC, rs7041 et rs4588, chacun responsable du changement d’un acide
aminé dans la chaine protéique. Méme si des SNPs différents étaient étudiés, la méme
corrélation a été trouvée entre : génotype homozygote pour l'alléle rare, diminution des
concentrations plasmatiques de DBP et, en méme temps, diminution des concentrations
plasmatiques de 25(0OH)D. Dans notre étude I'influence de rs7041 sur le taux de vitamine D
a été étudiée, mais le résultat n’est pas statistiqguement significatif. Ceci pourrait étre da a
un mangque de puissance de notre étude.

Dans le travail effectué par Lauridsen et al. (2005)'®® les formes de DBP associées avec un
niveau diminué de 25(0OH)D plasmatique sont métabolisées plus rapidement et, de cette
facon, méme la demi-vie de 25(OH)D serait diminuée par l'action des enzymes qui
transforment la 25(OH)D libre dans le plasma en ses métabolites inactifs. Ce mécanisme a
également été montré par Safadi et al. dans leur étude sur des souris DBP-Knock Out'®’.

Les autres cofacteurs analysés n’ont pas montré une association statistiquement
significative avec les taux plasmatiques de 25(OH)D.

Un article de MacLaughlin et Holick de 1985%° a montré une diminution de plus de deux
fois par rapport a la capacité de production de vitamine D chez des individus entre 77 et 82
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ans comparé avec des jeunes entre 8 et 18 ans. Dans notre étude, une possible explication
du manque d’association significative entre age et concentration de 25(0OH)D pourrait étre
dd au fait que moins de 10% des individus inclus dans I’étude ont plus de 65 ans.

La variabilité interindividuelle du niveau de base de 25(0OH)D calculée par le modeéle initial,
qui ne prend pas en compte la contribution des cofacteurs influengant le métabolisme de
la vitamine D, correspond environ a 41%. Apres |'évaluation des différents cofacteurs
significatifs, la variabilité interindividuelle est d’environ 38%. Cela signifie que 8% de la
variabilité interindividuelle totale est expliquée par les facteurs étudiés ; il y a donc encore
une grande partie de variation pour laquelle nous n’avons pas trouvé d’explications.

Le fait que seule une moindre partie de la variabilité interindividuelle soit explicable peut
étre d{, en partie, a la difficulté de prendre en compte tous les facteurs qui sont connus
agir sur la concentration de 25(OH)D et a I'’éventuelle existence d’autres SNPs qui n’ont pas
encore été mis en évidence. En effet, les SNPs analysés dans notre étude ont tous une
fréquence allélique largement au-dessus de 5%. Des polymorphismes moins fréquents
influengant le taux de 25(OH)D pourraient ne pas encore avoir été identifiés.

Cette constatation montre I'intérét de poursuivre I'étude des variations génétiques dans la
compréhension du métabolisme de la vitamine D chez les différents individus. De plus, a
cause des limites de temps imposées dans ce travail, un certain nombre de facteurs connus
pour leurs influence sur la concentration plasmatique de vitamine D n’ont pas encore été
évalués et inclus dans les résultats ; il s’agit surtout de I'évaluation de l'influence des
différentes combinaisons d’ARV et de la contribution des ARV individuellement.

En conclusion, dans cette étude nous avons évalué l'influence des différents facteurs non-
génétiques trouvés dans la littérature et des facteurs génétiques identifiés par deux études
d’association pangénomique sur la concentration plasmatique de 25(OH)D.

Les résultats obtenus ont permis d’identifier une association entre la 25(0OH)D plasmatique
et : la saison, le BMI, le tabagisme et un SNP (rs2282679) sur le gene GC. Ces facteurs
permettent d’expliquer 8% de la variabilité interindividuelle totale.

L'effort pour une meilleure compréhension des causes de la haute prévalence de
déficience en vitamine D dans la population VIH-positive, ou cette condition est
particulierement fréquente, est important en raison des conséquences graves pour la santé
auxquelles cette condition chroniquement subie peut amener; principalement les fractures
osseuses qui sont conséquence de la survenue de I'ostéoporose. L'ostéoporose est, en
effet, une conséquence a long terme de la déficience en vitamine D.

L’identification précise des causes de déficience en vitamine D dans une population qui est
déja vulnérable en soi est important, afin de mieux prévenir et prendre en charge une
condition qui peut conduire a une invalidité importante et qui est facile a traiter.
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