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Avant-propos

Depuis le séquengage de la totalité du génome humain en 2003, le diagnostic génétique de
nombreuses maladies a considérablement évolué grace aux avancées technologiques et une
réduction constante de leur cofit. Ces maladies sont improprement baptisées « maladies rares »
car elles concernent en réalité un grand nombre de patients (1/2000 personnes en France) et
sont en fait largement sous-diagnostiquées. Cela a justifié¢ un soutien récent du Ministere de la
Santé et la volonté de structurer 1’offre de soin en labellisant des centres de référence puis des

filieres maladies rares.

Au sein du laboratoire de Génétique du CHU de Caen attaché au Centre de Référence
Constitutif Normand des Maladies Rares du Métabolisme du Calcium et du Phosphate et adossé
a I’EA7450 BIOTARGEN, nous nous sommes intéressés aux anomalies du métabolisme de la

vitamine D et avons pu bénéficier d’un recrutement national.

Notre objectif au cours de ce travail de these a été de développer de nouvelles stratégies
diagnostiques qui ont permis d’améliorer la prise en charge des patients, de disséquer les
mécanismes physiopathologiques de ces maladies, afin de proposer aux patients des prises en

charges et thérapeutiques adaptées dans un concept de médecine personnalisée.

Le mémoire que je présente s’appuie sur trois publications majeures et est organisé de la fagon

suivante :

- une vaste introduction dans laquelle je rappellerai la synthese de la vitamine D, son
métabolisme, son mode d’action et les maladies associées aux anomalies du
métabolisme de la vitamine D,

- les différentes publications et les résultats obtenus,

- enfin, un dernier chapitre dédié a la discussion qui me permettra de proposer des
hypotheses physiopathologiques dont la confirmation sera 1’objet de mon travail

ultérieur.



RESUME

La vitamine D (D3 ou cholécalciférol du regne animal et D2 ou ergostérol du regne végétal) est
une hormone pléiotrope qui possede de nombreux effets biologiques incluant la régulation du
métabolisme du calcium et du phosphate. Chez ’Homme, ce composé est synthétisé au niveau
cutané sous forme inactive. On décrit ainsi le métabolisme de la vitamine D qui conduit a la
production de métabolites actifs (par les vitamine D 25- et 1a-hydroxylases codées par les genes
CYP2RI et CYP27BI) et a leur dégradation par la vitamine D 24-hydroxylase (gene CYP24A1).
L’expression des vitamine la- et 24-hydroxylases est finement et inversement régulée afin de
maintenir I’homéostasie phosphocalcique, grace a plusieurs boucles de rétrocontrole impliquant
entre autres la forme 1,25-dihydroxylée de la vitamine D et son récepteur VDR, la calcémie et
la parathormone, la phosphatémie et le FGF23. La carence en vitamine D et les défauts de son
activation sont associés a un phénotype de rachitisme, tandis que les exces en vitamine D sont
associés a un phénotype d’hypercalcémie-hypercalciurie par intoxication (surdosage) ou

hypersensibilité a la vitamine D (exces d’activation ou défaut de dégradation).

L’objectif de ce travail de thése est d’identifier des causes génétiques de dérégulation du
métabolisme de la vitamine D et de préciser leurs mécanismes physiopathologiques par une
description précise du phénotype associé. Pour ce faire, nous avons utilisé de facon conjointe
les outils de la génétique (séquencage nouvelle génération et Sanger) et de la biochimie (dosage
des métabolites) dans une cohorte de patients recrutés grace au centre de référence maladies

rares du métabolisme du calcium et du phosphate.

Ce travail a permis de préciser le role de deux genes dans les maladies liées a la dérégulation
métabolisme de la vitamine D, CYP2RI et CYP24Al, par la mise en évidence de mutations
perte de fonction chez des patients avec un phénotype de rachitisme a 25-hydroxyvitamine D
basse et d’hypersensibilité a la vitamine D respectivement. Notre étude a permis aussi de
préciser le phénotype de ces affections. Dans la cohorte des patients étudiés, 1’1dentification de
mutations de génes impactant le métabolisme du phosphate (SLC34A1 et SLC34A3), souligne
I’intérét de I’étude des facteurs régulateurs des activités vitamine D la- et 24-hydroxylases.

Aucune variation significative dans les régions promotrices proximales de CYP27BI et
CYP24A1 n’a été identifiée. Le peu de connaissances sur I’ensemble des éléments régulateurs

chez I’Homme n’a pas permis d’approfondir notre étude. L’identification et 1’étude de ces



éléments régulateurs distaux permettra de déterminer leur implication dans les maladies rares

du métabolisme de la vitamine D.



ABSTRACT

The vitamin D (D3 or cholecalciferol from animal kingdom and D> or ergosterol from plan
kingdom) is a pleiotropic hormone who has numerous biological effects including the
regulation of calcium and phosphate metabolism. In humans, this compound is synthetized in
skin in an inactive form. Thus, we call vitamin D metabolism the biological process which leads
to the production of active metabolites (by enzymes 25- and la-hydroxylases encoded by
CYP2RI and CYP27BI genes) and its degradation by vitamin D 24-hydroxylase (gene
CYP24A1I). The expression of la- and 24-hydroxylases is tightly and inversely regulated to
maintain calcium and phosphate homeostasis, thanks to several feedback loops including 1,25-
dihydroxyvitamin D and its receptor VDR, serum calcium and parathormone, serum phosphate
and FGF23. Vitamin D deficiency and vitamin D activation deficiency are associated with
rickets, while vitamin D excess are associated with hypercalcemia-hypercalciuria due to
vitamin D intoxication (overdose) or hypersensitivity to vitamin D (activation excess or

degradation deficiency).

Our aim is to identify genetic causes of vitamin D metabolism deregulation and to specify
pathophysiologic mechanisms describing phenotype. Thus, we jointly used the tools of genetics
(next-generation and Sanger sequencing) and biochemistry (vitamin D metabolites assay) in a
cohort of human patients ascertained thanks to the national center for rare diseases of calcium

and phosphate metabolism.

This work allowed us to specify the role of two genes in diseases of vitamin D metabolism,
CYP2RI and CYP24A1, showing loss of function mutations in patients with rickets and low 25-
hydroxyvitamin D and hypersensitivity to vitamin D, respectively. Our study brought new
phenotypic elements in these affections. In our cohort of patients, the identification of mutations
leading to phosphate deregulation (in SLC34A1 and SLC34A3) highlights the putative role of
regulators of vitamin D la- and 24-hydroxylases activities in pathophysiology.

No significant variation have been identified in the proximal promoting regions of CYP27BI
and CYP24A1. We could not go further considering the lack of knowledge in regulating regions
and factors in humans. Identifying distal regulators will allow to study their implication in rare

diseases of vitamin D metabolism.
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Liste des abréviations

la-OH Ds : alfacalcidol

1,25-(OH)2D : 1,25-dihydroxyvitamine D (calcitriol)
24,25-(OH),D : 24,25-dihydroxyvitamine D

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

3C : Chromosome Conformation Capture

7-DHC : 7-déhydrocholestérol

AMPc : AMP cyclique, Adénosine MonoPhosphate cyclique
BAC : chromosome artificiel de bactérie

ChIP-chip : immunoprecipitation de la chromatine couplée a I’hybridation génomique sur
puce a ADN

ChIP-seq : immunoprecipitation de la chromatine couplée au s€quencage
CoA : coenzyme A

CYP450 : enzyme associée aux cytochromes P450

CREB : cAMP Response Element-binding protein

DBD : DNA binding domain, domaine de liaison a I’ADN

DBP : D binding protein, protéine de transport de la vitamine D

FGF23 : fibroblast growth factor 23

GRIO : Groupe de Recherche et d’Information sur les Ostéoporoses

GWAS : Genome Wide Association Study

HMG : hydroxyméthylglutarate

HVD : hypersensibilité a la vitamin D

LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
MPS : séquencage multiple en parallele ou multiple parallel sequencing
NADP*/NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (oxydé/réduit)
NGS : séquencage nouvelle génération ou next generation sequencing
nVDRE : negative vitamin D response element (répresseur)

PAL : phosphatase alcaline

PTH : parathormone

PTHrp : PTH related peptide

RXR : récepteur a I’acide rétinoique (vitamine A)

SNP : single nucleotide polymorphism, polymorphisme d’un seul nucléotide
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TAD : topologically associated domain, domaine topologiquement associé
TSS : transcription start site, site d’initiation de la transcription

Ul : unité internationale

UVB : rayonnements ultraviolets B

VDDR : vitamin D dependent rickets, rachitisme vitaminorésistant

VDR : vitamin D receptor

VDRE : vitamin D response rlement

VSE : vitamin D stimulating element

10



Table des matieres

REMETICIEIMENLS ...ttt sttt r e s sae e sn e e n e r e nr e e s reesmeesaneennees 1
AVANE-PIOPOS .ttt ettt ettt s e st e s e s b et e s bt e s bt e e sa s e e s ba e e smbee s b et e sae e e sabe e e s nb e e s be e e ra e e srenesaree s 4
RESUME .......oiiii e s st a b s e sa e bt sr e eane b s 5
ABSTRACT ...ttt st s b e et a s bt e e e s bt et e st e s bt e bt s bt e ae e bt s ae e st sbe e e e nreeneenenaeenes 7
Liste des PUDLICALIONS ......eevviiriiiiiiiiieiieeee ettt et ettt et r e s r e e seneeane s 8
Liste des aDIEVIALIONS .....cevviiuiiiiiiiiiiiiiieere et r e sr e st sr e st b e s 9
Table deS MALIETES ....cveiuiiriiiiitiiti ettt a e bbb s b e st ene b 11
INTRODUCTION ...ttt s st b e sr e s b e s e nesre s 14
La VItAMINE D ..eiiiiiieieeee ettt et ettt et e et e s bt e e ab e sabe e s bt e e sbeeeares 14
HISTOTIQUE ..ottt st s st et r e s r e sae e s nesan e et e n e s 14
SErUCTUIE ChIIMIGUE ....veeneeiiiieiieieet ettt b e s bt st et e bt e b e e sbeesaeesanesabeebeennes 16
BAOSYNERESE ...ttt s st ettt e b e b sat e st sare et beenes 17

Le récepteur de 1a vitamine D ........c.cooiiiiiiiiniiiiee e 20
Mécanismes d’action de 1a vitamine D .........coceieeieiinieiiniiceeeeee e 20
ANalogues SYNREIGUES ....c..eerueiriiriiiiieieee ettt et 23
FONCtIONS DIOIOZIQUES. ... .eetieiiiiiiiiie ettt ettt st ettt e b e sbe e st e sate s e b e beenes 24
Meétabolisme de 1a VItamine D..........coouiiiiiiiiiiieiiee et 26
Généralités sur les enzymes associées aux cytochromes P450 .........ccoccovvveiiiniiniiniinicnceeeee 26
Activation : hydroxylation de la vitamine D en poSition 25..........ccevcveeriieirnieenierinieenieesieeeneens 28
Activation : hydroxylation de la vitamine D en position 10 ......c.cceevuerrieenieeneenieniienieeeeeeeene 30
Dégradation : hydroxylation de la vitamine D en position 24...........ccccceeveeneenieniieniieneeeeeene 32
Régulation du métabolisme de la vitamine D...........cccceeiiiiiiniiiieniieeeeeeee e 34

Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du métabolisme de la vitamine D par la

L,25-(OH)2D oot e 35
Pathologie associée aux anomalies du métabolisme de la vitamine D..........cccocceeevcieiniiiiniieciieeenne. 41
Carence en vitamine D et raChitiSME........cecvereiriiiriiiiieieee e 41
Intoxication par la vitamine D ..........coceiiiiiiiiiiiiie e 45
Rachitismes pSeUdOCATENIIELS ........cc.eiiueiiiieiieiiieie ettt ettt st st sbe e 47
Hypersensibilité a la vitamine D : déficit en vitamine D 24-hydroxylase.......c..cccccervercercreenneenne. 50
PROBLEMATIQUE GENERALE ET OBJECTIFS ......ccooiiiiiirieienieetetetee et 55
MATERIEL ET METHODE .......oooiiiiiiiiiieeeer ettt sttt s st s eneesneesnee e 57
PAIBIILS ...ttt b e bt s a ettt e be e bt e e bt e s a et et e e b e e bt e b e e she e e teebeenbeesheesaneea 57
Collection des données cliniques et biOlOZIQUES ........eevverrireeriereeresieee e 57

11



Techniques de SEQUENCAZE .......eevviiriieriiriietiet ettt ettt et st e sttt et e b e e sbeesaeeseeebeesbeesane e 58

Analyse bioiNfOrMAtIQUE .........oecueiiuieriieiie ettt sttt et e b e saeesare e b e e beenes 58
Recherche de grands réarran@ements ..........c.ceceereerierieiiiieiieeeeee e 58
Etudes des promoteurs proximaux de CYP27B1 €t CYP24AI ......coovueieieiiicieiniiieiieeeieeese e 58
Analyses de fONCHONNALIIES .........cocueeriiiiiriieie ettt nbeenee 59

Analyse biochimique par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem 60

RESULTATS ..ottt bbb st sa e s sr e s b e saeenesre s 61
PATIENLS ..ottt ettt e et e e st e s bt e e s a b e e s b et e s a bt e s be e e nbe e s be e e sabeenabeeenteesreeenars 61
BLUAE d@ CYP2RI ..ottt ettt ettt sttt ettt e st e s bt e e sate e sabe e e sabeesabeesneeesabeesnees 61
EtUAE de CYP27BI ..ottt et s n e 69
EtUAE de CYP24AL ..ottt e s e s a e 71
Etude de VDR, GC, PDIA3 € CYP3AG .ot eeeeaee e e eeevaaeees e s e eesssasaeeseeessennns 87
Etude des geénes impliqués dans la fuite tubulaire de phosphate............ccceevieeriiieniieenieeenieeeee e, 87
Etude des promoteurs proximaux de CYP24A1 €t CYP27B1 .....ccccoueivviriirciniieiieeeieeseenee e 123

DISCUSSION GENERALE .....ccoiiiiiiiiiteiteee ettt s s s s s 128
Vitamine D 10-hydroxylase (CYP27BI) ....ccceceviiieeiiiiieniiiieieirteeesre sttt sne s 128
Vitamine D 25-hydroxylases (CYP2RI €t CYP3A4) .ccc.cuuiiiriiiiiieeenieeee ettt 129
Vitamine D 24-hydroxylase (CYP24AT) ..ottt s 131
Facteurs régulant la vitamine D 10-hydroXylase........c.cceceerereereneneenineeieneeiese e 133

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES .....ccoooiiiiiiiieneeeeeeee e 137

REFERENCES ...ttt sttt sn e st nesr e s sre e 139

12



Table des figures et tableaux

Figure 1 : Squelette d’un enfant rachitique, gravure, d’aprés Histoire naturelle (1789).......cccccceneneee. 14
Figure 2 : Structure chimique des vitamines D2 €t D3....coueiviieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 16
Figure 3 : Biosynthese de la vitamine D : conversion du 7-déhydrocholestérol en pré-vitamine D
instable sous I’action des rayons UVB, puis conversion de la pré-vitamine D en cholécalciférol ....... 18
Figure 4 : Variation annuelle de la production de pré-vitaming Ds.........cccceeeeviiniiniiniiininnienecneee 19
Figure 5 : Molécules analogues de la vitamine D capable de se lier au VDR.........cccccerviiriiiiiininnncnns 24
Figure 6 : Représentation schématique du récepteur de la vitamine D ...........cccceeviiniiiiiiiniiinicnens 20
Figure 7 : Voie d'action génomique de la vitamine D ..........cccccceeviiiiiniiiiinicceeeeeeeeeee e 22
Figure 8 : Activation séquentielle de la vitaming D3......c.ccceveeiiiiiiiiiniiiieeeeeee e 26
Figure 9 : Principe général de la réaction de monoxygénation catalysée par les CYP450.................... 27
Figure 10 : Représentation schématique de I’organisation de la structure d’un CYP450..................... 27
Figure 11 : Oxydation de la vitamine D par la 25-hydroxylase microsomale CYP2RI ..........cccccc.e.. 30
Figure 12 : Oxydation de la vitamine D par la 1a-hydroxylase mitochondriale CYP27BI1.................. 31
Figure 13 : Représentation schématique des deux voies de dégradation de la vitamine D (1,25-(OH).D)
par la 24-hydroxylase, C23 (a droite) et C24 (2 ZAUCHE)........ceveerieriiiiieeeeeeeee e 33
Figure 14 : Vitamine D et métabolisme phosphocalcique..........ccccveviiriiriiniieiieeeeeeeeeee e 35
Figure 15 : Séquence du promoteur proximal de CYP27B]1 et fragments étudiés par Kong et al......... 37
Figure 16 : Représentation schématique et séquence du promoteur proximal de CYP24A1................. 39
Figure 17 : Représentation schématique du TAD de CYP24A1 suggéré par Meyer et al. .................... 40
Figure 18 : Représentation schématique du TAD de CYP27B1 suggéré par Meyer et al. .................... 41
Figure 19 : Etude fonctionnelle des variants de CYP24A[ initialement publiée par Schlingmann et al.
............................................................................................................................................................... 52

Figure 20 : Etude de fonctionnalité du variant CYP27B1 p.Vall66Leu publiée par Jacobs et al. ....... 69
Figure 21 : Evolution de la calcémie, de la phosphatémie et de la PTH chez 5 patients avec variation

DIAlIEHIQUE A& SLECIAAT ..ottt sttt ettt st st n e s s e smeesaeeeane s 123
Figure 22 : SNP identifiés lors du séquencage du promoteur de CYP24AI .......ccccevvvreecininveenineenn 124
Figure 23 : SNP identifiés lors du séquencage du promoteur de CYP27BI .........ccoccevevveencieenseeennenn. 126
Tableau / : Spécialités pharmaceutiques contenant de la vitamine D...........cccocoeeviiniiniiiniennieniecneenns 45
Tableau 2 : amorces utilisées pour 1'amplification des promoteurs proximaux de CYP27B]1 et
CYP24AL .ottt e 58
Tableau 3 : Mélange réactionnel pour 'amplification du promoteur de CYP27BI .........cccccovrvevuennennen. 59
Tableau 4 : Mélange réactionnel pour 'amplification du promoteur de CYP24A I ........ccceevvrvevuennennen. 59
Tableau 5 : Evaluation du rapport 25-OH-Ds3 / 24,25-(OH),Ds chez des patients VDDRIA ............... 70
Tableau 6 : Cohorte de patients avec variation biallélique de SLC34AI.......cccovvvvevineevenincnninenn, 122
Tableau 7 : SNP identifiés lors de 1'étude du promoteur de CYP24A!l......ccccceevvvvenieinivieiieenieeenneen. 123
Tableau 8 : Rapport 25-OH-D5/24,25-(OH),Ds chez les patients portant le SNP rs2585427 a 1'état
NOMIOZYZOTE ..ttt ettt ettt e ettt e s bt e e bt e e sabeesbeeesabee s bteesabeesabaeesabeesabeeennbeesbaeesareenn 124
Tableau 9 : SNP identifiés lors de 1'étude du promoteur proximal de CYP27BI ......ccccecoevvveecrennenne. 125

13



INTRODUCTION

INTRODUCTION

La vitamine D

Historique

L’histoire de la vitamine D est indissociable de celle du rachitisme, maladie connue depuis
I’ Antiquité bien qu’elle n’ait été décrite avec précision pour la premiére fois qu’au dix-septieme
siecle par les Anglais Daniel Whistler (Leyden, 1645) et Francis Glisson (Londres, 1650). Elle
a constitué un fléau dans les populations d’enfants européens pendant des siccles, surtout a
partir de la révolution industrielle dans les régions a faible ensoleillement (Royaume Uni). Sa
prévalence au vingtieme siecle était telle, que les 1ésions osseuses caractéristiques du rachitisme
(déformations, €élargissements métaphysaires) étaient présentes chez tous les enfants agés de
moins de 18 mois qui mouraient lors des mois d’hiver en Europe du Nord'. Pour les médecins
de I’époque, il s’agissait d’une maladie du squelette, non héréditaire et non contagieuse, qui
atteignait préférentiellement les enfants de famille aisée. De nombreuses hypotheses ont été
avancées pour 1’expliquer, depuis la théorie des humeurs avancée par Glisson a la mauvaise

hygiene de vie ou a la pollution.

Figure 1 : Squelette d’un enfant rachitique, gravure, d’apres Histoire naturelle (1789)
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Le premier traitement efficace du rachitisme vint de la pharmacopée traditionnelle du Nord de
I’Europe : I’huile de foie de morue. Cette substance y était trés employée comme fortifiant.
Thomas Percival (1740-1804), médecin anglais du dix-huitieme siecle, écrivit en 1782 la
premiere publication sur les effets bénéfiques de cette huile dans les affections osseuses. Son
utilisation pour lutter contre le rachitisme débuta lors du siecle suivant. En 1889, Blanc-Sutton
guérit grace a elle les lionceaux rachitiques du zoo de Londres, et avant lui en 1865, Armand
Trousseau observait ses effets sur ses patients rachitiques. Ce dernier observa les mémes effets
bénéfiques produits par 1’exposition au rayonnement solaire. En 1890, Palm compara la
fréquence et la répartition géographique du rachitisme et émit 1’hypothése d’un manque

d’exposition solaire a I’origine de la maladie.

L’origine carencielle de la maladie est prouvée en 1919 par I’anglais Edward Mellanby qui
¢tudie des portées de chiots qu’il soumet a différents types de régime. Il conclut a la
responsabilité d’une carence, soit en vitamine A, soit en une autre substance anti-rachitique
inconnue, présente en grande quantité dans I’huile de foie de morue, et dans une moindre
mesure, dans le beurre. L’existence de ce facteur anti-rachitique spécifique sera prouvée par les
expériences de McCollum et al. dans les années 1920. En suivant 1’ordre alphabétique, il sera
baptisé « vitamine D » (la quatrieme vitamine identifiée). Sa structure chimique sera
caractérisée a la méme époque, par Askew (vitamine D>, 1931), Windaus et Boch (vitamine D3,
1937). Ces derniers identifierent également le 7-déhydrocholestérol, précurseur de la vitamine
D, et mirent en évidence sa conversion en vitamine D3 sous I’action des rayonnements
ultraviolets, le lien entre rachitisme, vitamine D et exposition solaire étant ainsi établi. On note
d’emblée le caractere ambigu associ¢ a la définition de ce qu’est la vitamine D, molécule
produite par 1’organisme, ce qui s’oppose a la définition méme du mot vitamine (substance
organique active, sans valeur énergétique, indispensable en tres faible quantité a la croissance
et au bon fonctionnement de I'organisme qui ne peut en faire la synthese et a qui elle est apportée
par l'alimentation). Enfin, cette derniere découverte ouvrit également la voie a la production
industrielle de vitamine D par irradiation de produits alimentaires. Ces travaux permirent une
avancée majeure dans la lutte contre le rachitisme. L’utilisation de 1’huile de foie de morue
comme moyen de prévention se généralisa a partir des années 1930, puis 1’enrichissement de
divers produits alimentaires de consommation courante (lait et produits laitiers, céréales, farines
et pain, ...) et la supplémentation des populations de sujets a risque permit la quasi-éradication

de cette maladie dans les pays développés. Le rachitisme demeure un probleme de santé
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publique dans certains pays en voie de développement et dans certaines populations a risque
dans les pays occidentaux (sujets a peau noire dans des pays a faible taux d’ensoleillement,

régimes alimentaires particuliers, ...).

De rares cas de rachitismes résistants a la vitamine D, c'est-a-dire non corrigés par la prise
d’huile de foie de morue ou de vitamine D purifiée, ni par I’exposition aux ultraviolets, ont par
la suite attiré 1’attention des médecins. Le premier a été¢ décrit en 1937 par trois médecins
américains, Albright, Butler et Bloomberg. Il s’agissait d’un gargon qui présentait un rachitisme
clinique depuis 1’age de 15 mois. La prise d’huile de foie de morue n’avait pas guéri I’enfant,
et il fut traité par de multiples ostéotomies. La prise massive de vitamine D permit une
amélioration clinique transitoire au prix d’une importante hypercalcémie. Les progrés de
I’hormonologie et de la biologie moléculaire a la fin du vingtieme si¢cle ont permis d’expliquer
ces rachitismes vitaminorésistants (VDDR), maladies génétiques, ce qui démontra le role

important des facteurs génétiques dans la physiologie associée a la vitamine D.
Structure chimique

La vitamine D appartient au groupe des vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K). On en
distingue une forme dérivée du cholestérol produit par les organismes du regne animal
(poissons, mammiféres, ...) nommée vitamine D3 ou cholécalciférol (9,10-secocholesta-
5,7,10(19)-trien-3-ol), et une forme dérivée de I’ergostérol (9,10-secoergosta-5,7,10(19),22-
tetraen-3-o0l) produit par les plantes, les levures et les champignons, nommée vitamine D> ou
ergocalciférol (Figure 2). Dans la suite de ce manuscrit, le terme vitamine D désigne ces deux

composés de maniere indifférenciée.

HO* HO"

cholécalciférol ergocalciférol
vitamine D, vitamine D,

Figure 2 : Structure chimique des vitamines D2 et D3
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Elle appartient au groupe des sécostérols, composés polycycliques complexes caractérisés par
la présence d’un noyau stérane (ou cyclopentane-perhydrophénanthréne) fait de quatre cycles
dont le second (cycle B) est ouvert (trois cycles de type cyclohexane A, B et C, accolés a un
cycle de type cyclopentane, D) et d’une chaine latérale hydrocarbonée. Le terme seco se
rapporte au cycle B ouvert du noyau stérane. On distingue des formes cis ou trans selon la
position du cycle A par rapport au plan formé par les cycles C et D, des conformations a-chair
ou B-chair selon la position des groupements portés par les carbones 1, 3 et 19 par rapport a ce
méme plan. La conformation tridimensionnelle de la chaine latérale est également variable.
Ainsi, la conformation tridimensionnelle de la vitamine D est variable, souple et dynamique, a

I’origine de plus de 30 formes naturelles différentes de vitamine D.
Biosynthese

Chez I’Homme, la production endogene de la vitamine D3 a lieu au niveau cutané, dans la partie
profonde de I’épiderme (couche des cellules de Malpighi et couche basale) riche en 7-
déhydrocholestérol (7-DHC, localisé dans les membranes cellulaires). Cette photosynthese de

la vitamine D existe également chez de nombreuses especes animales.

Le 7-DHC est un précurseur du cholestérol principalement synthétisé dans le cytoplasme des
cellules du foie et de I’intestin. La condensation de molécules d’acétate (3) permet la synthése
d’hydroxyméthylglutarate (HMG) qui est réduit en mévalonate grace a I’action de "THMG-CoA
réductase et du coenzyme A (CoA). Le mévalonate est ensuite décarboxylé en isoprénoides
(molécules dérivées de 1’isoprene ou 2-méthyl-1,3-butadiene, hydrocarbure ramifié a doubles
liaisons : isopentényl et diméthylallyl, dits activés par liaison au pyrophosphate) dont la
condensation permet la syntheése de squalenes (hydrocarbures polyisopréniques résultant de la
polymérisation de 6 unités isoprenes). Enfin, la squalene cyclase crée les cycles composant le
noyau stérane a partir des insaturations présentes dans la molécule de squaléne, donnant lieu a
la synthese de lanostérol qui sera par la suite converti en 7-DHC puis en cholestérol. Une

synthese a partir de molécules d’acide gras a chaine courte ou de leucine est également possible.

Sous I’action du rayonnement ultraviolet B (UVB) (longueur d’onde de 290 a 315 nm), le cycle
B du noyau stérane s’ouvre pour former la pré-vitamine D3 (Figure 3). Il s’agit d’une molécule
thermodynamiquement instable, convertie en vitamine D3 ou cholécalciférol. Environ 50 % de

la pré-vitamine D3 peut étre convertie en cholécalciférol en 2 heures. Deux isomeres
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biologiquement inactifs sont également issus de la pré-vitamine D3, surtout en cas d’exposition

solaire prolongée : le lumistérol et le tachystérol.

pré-vitamine D,
HO 7 HO

7-déhydrocholestérol i\H M

cholécalciférol

HO vitamine D,

Figure 3 : Biosynthese de la vitamine D : conversion du 7-déhydrocholestérol en pré-
vitamine D instable sous I’action des rayons UVB, puis conversion de la pré-vitamine D en

cholécalciférol

Environ 80 a 90 % des besoins en vitamine D d’un adulte proviennent de la production
endogéne, les 10 a 20 % restant étant apportés par 1’alimentation. La vitamine D n’est donc pas
une vitamine au sens strict du terme (composé essentiel, qui ne peut étre produit par
I’organisme). La photosynthése de la vitamine D3 dépend directement de 1’exposition solaire,
a la fois de sa durée, de sa qualité (longueurs d’onde appropriées) et de son intensité, d’ou

’existence de variations saisonniéres et géographiques (Figure 4).
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Figure 4 : Variation annuelle de la production de pré-vitamine D3
Mesures réalisées a Boston (triangle et carré blanc apres 1h et 3h d’exposition solaire ; rond
noir : mesure incluant la production de tachystérol et lumystérol), Edmonton (carré noir), Los
Angeles (triangle noir) et Puerto Rico (rond blanc). D’aprés Webb AR, Kline L, Holick MF J
Clin Endocrinol Metab 1988;67:373-8. On observe une augmentation de la production de

pré-vitamine D3 a partir du 7-DHC durant les mois a plus fort ensoleillement.

Ainsi, la forte prévalence de la carence en vitamine D dans les pays a faible ensoleillement
s’explique facilement, de méme que la forte susceptibilit¢ a la carence vitaminique des
populations a peau noire vivant dans ces mémes pays (la forte quantité de mélanine absorbe les
UVB, inhibant la conversion du 7-DHC), en cas de port de vétements couvrants la totalité du
corps (facteur de risque culturel). Enfin, ’appauvrissement de la peau du sujet agé¢ en 7-DHC
explique en partie I’augmentation de la fréquence de la carence vitaminique avec ’age”.

Apres conversion du 7-DHC en cholécalciférol, la vitamine D3 quitte la membrane plasmique
pour entrer dans le compartiment extra-cellulaire et rejoindre la circulation sanguine par
I’intermédiaire des capillaires du derme. Elle y est captée par sa principale protéine de transport,
la DBP (D Binding Protein) ou, dans une moindre mesure, par d’autres protéines de transport
(albumine, lipoprotéines), véhiculée jusqu’aux tissus et convertie en différents métabolites,
notamment en 25-hydroxyvitamine D (25-OH-D, forme dite de stockage) et en 1,25-
dihydroxyvitamine D (1,25-(OH).D, forme dite active). Au niveau rénal, la 25-OH-D est filtrée
dans le glomérule, puis réabsorbée dans le tubule contourné proximal par endocytose apres
fixation de la DBP a la mégaline, protéine transmembranaire agissant comme un récepteur

multiligand®, mais aussi a d’autres protéines récepteurs (cubuline®, disabled-2°). Ainsi, le
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modele murin invalidé pour la mégaline est incapable de réabsorber la 25-OH-D, et présente en

conséquence un phénotype de rachitisme et un défaut de synthese de la 1,25-(OH).D .
Le récepteur de la vitamine D

Le récepteur de la vitamine D est codé par le gene VDR (12q13.11), exprimé dans I’ensemble
des tissus cibles de la vitamine D. A 1’échelle cellulaire, le VDR peut étre localisé dans le
noyau’ " et dans le cytosol dans des domaines associés aux radeaux lipidiques de type cavéole
lipidique'®!!. 1l s’agit d’une protéine de 427 acides aminés dont la séquence est fortement
conservée ; appartenant a la famille des récepteurs nucléaires aux hormones stéroides. Ce
récepteur posseéde des fonctions de facteur de transcription (il lie I’ADN pour favoriser ou
inhiber I’expression de génes cibles)'>!3, L’étude de sa structure révele la présence de différents
domaines fonctionnels : un domaine de liaison a I’ADN avec doigts a Zinc (DNA Binding
Domain, DBD), un domaine de reconnaissance du ligand et un domaine d’interaction avec

d’autres facteurs de transcription (co-represseurs ou co-activateurs) (Figure 6).

domaine de
liaison a I"’ADN AF2
| ™
il P
1 21 88 240 423
domaine domaine de liaison
charniére au ligand

Figure 5 : Représentation schématique du récepteur de la vitamine D
Le récepteur de la vitamine D comprend (de I’extrémité N-terminale vers I’extrémité C-
terminale) un domaine de liaison a I’ADN, un domaine charniere conférant sa flexibilité a la
molécule, un domaine de liaison au ligand (vitamine D, hétérodimérisation avec le récepteur
au rétinoide RXR, interaction avec la machinerie transcriptionnelle) et enfin un domaine

transactivateur AF-2.

Mécanismes d’action de la vitamine D

On distingue communément deux mécanismes d’action selon le temps nécessaire a la mesure
d’une réponse cellulaire aprés traitement par la 1,25-(OH),D* : une voie lente et une voie
rapide. Selon sa conformation tridimensionnelle, 1a 1,25-(OH),D active I’une ou I’autre de ces

voies.
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La voie lente dite nucléaire ou génomique est liée a la translocation du récepteur dans le noyau
pour moduler 1’expression des geénes (transcription puis traduction). La voie rapide (effets

)?! est dite extranucléaire ou

observés quelques secondes a quelques minutes apres traitement
non-génomique liée aux interactions de la fraction cytosolique du récepteur avec d’autres
molécules intracellulaires. Ces deux voies fonctionnent de concert afin de réguler la physiologie
cellulaire.

La voie génomique est la voie la plus connue, classiquement décrite pour expliquer la régulation
de D’expression génique par la vitamine D (exemple de I’induction de I’expression de
CYP24A1). Apres fixation de la vitamine D au VDR, celui-ci s’hétérodimérise avec le récepteur
RXR (Retinoid X Receptor, de type o, B ou y)** (on ignore si I’hétérodimérisation a lieu dans le

2324y liaison de I’hétérodimére a I’ADN au niveau de sites de

cytosol ou le noyau
reconnaissance spécifiques nommés Vitamin D Responsive DNA Element (VDRE) (Figure 7).
La liaison du complexe 1,25-(OH);D-VDR-RXR au VDRE permet le recrutement de
complexes protéiques impliqués dans le remodelage chromatinien (complexe SWI/SNF%), la
modification des histones (acétyltransférases, méthyltransférases, déacétylases et

déméthylases)?>?’, le recrutement de facteurs de transcription®, la liaison a I’ADN de I’ARN

polymérase II et I’initiation de la transcription (complexe Médiateur)?.
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Figure 6 : Voie d'action génomique de la vitamine D

La fixation de I’hétérodimére VDR-RXR au VDRE permet le recrutement de complexes
multiprotéiques impliqués dans le remodelage de la chromatine, les modifications des
histones (exemple des coactivateurs (CoA) des récepteurs aux stéroides (SRC) et de 1’histone
acétyltransférase p300), le remodelage du nucléosome (complexe SWI/SNF ATPase),
I’initiation de la transcription (complexe Médiateur Med220 et ARN polymérase I1).
L’ensemble permet d’ouvrir la chromatine et d’initier la transcription.

Des études aux loci de genes fortement induits par la vitamine D (ostéocalcine,
ostéoprotégérine, vitamine D 24-hydroxylase) ont initialement permis de préciser la séquence
des VDRE activateurs : une séquence de 15 pb constituée d’une répétition directe de deux
hexanucléotides =~ AGGTCA  séparées par 3 pb variables (DR3  element)
(AGGTCAxxgAGGTCA) et localisée 2 environ 1 kb en amont des genes cibles**>¢. Plus
récemment, des études combinant séquencage massif en parallele (MPS) et
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-chip ou ChIP-seq) ont permis d’identifier un
grand nombre de séquences ADN capable de lier le VDR seul, et un nombre encore plus élevé
de loci capables de lier le complexe 1,25-(OH),D-VDR-RXR?"3#, Ces sites de fixation peuvent
étre localisés dans des régions introniques ou intergéniques, parfois a des centaines de kb en

amont ou en aval du site d’initiation de la transcription ; ils sont le plus souvent multiples et
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fréquemment regroupés en cluster’. L ensemble de ces sites est spécifique d’un type cellulaire
donné et est nommé cistrome. Le cistrome varie au cours du développement (différenciation
cellulaire), en cas de processus pathologique®’. La séquence du (des) VDRE répresseur(s)
(nVDRE) n’est pas connue.

La voie non-génomique est notamment impliquée dans la régulation d’activité de canaux
ioniques, de kinases, phosphatases et phospholipases, et peut donc indirectement également
aboutir a une modification d’expression génique (transcription ou traduction). L’utilisation
d’analogues synthétiques de la vitamine D constitue un outil d’intérét pour 1’étude de cette voie,
par la comparaison d’analogues de la vitamine D dépourvus d’activité agoniste génomique ou

non-génomique.
Analogues synthétiques

De nombreux analogues de vitamine D synthétiques (Figure 5) sont a ce jour décrits, capables
de lier le récepteur de la vitamine D pour en reproduire tout ou partie des effets (agonistes) ou
pour s’opposer aux effets de la vitamine D (antagonistes). Certains d’entre eux ne different de
la 1,25-(OH):D que par leur structure tridimensionnelle, mais présentent des différences en
termes d’affinité et d’activité. Ces analogues dont la structure tridimensionnelle est fixe
(contrairement a celle de la vitamine D) permettent d’étudier les fonctions associées aux

différentes conformations de vitamine D.

23



INTRODUCTION

Agonistes
non-génomiques

Agonistes non-génomiques
Antagonlstes genomlques

R 5 T
VAL

HO"~"0H HO"~~"OH

I

Figure 7 : Molécules analogues de la vitamine D capables de se lier au VDR
Les analogues synthétiques sont désignés par un code formé de deux lettres (exemple : ZK).
Tous ces analogues ont des propriétés agonistes non-génomiques sauf HL et HM. Tous ces

analogues ont des propriétés agonistes génomiques sauf MK et ZK.

Fonctions biologiques

Actions de la vitamine D dans le métabolisme phosphocalcique

La vitamine D apparait comme une hormone clé de la régulation de I’homéostasie du calcium
et du phosphate grace a une action au niveau intestinal, osseux et rénal. Au niveau intestinal, la
1,25-(OH)2D favorise I’expression de genes impliqués dans le transport actif de calcium depuis
la lumiere intestinale (calbindine D9K codée par le gene S700G, transporteurs de calcium codés
par les génes SLC8A2 (NCX1, échangeur sodium-calcium 1), TRPV6 ou ATP2B1)*'. Au niveau
osseux, elle favorise la mobilisation du calcium et du phosphate en stimulant ’activité et la

42-44

différenciation ostéoclastique en stimulant I’activation de la voie NF-kB (expression du
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récepteur au TNFa, de RANKL), de facteurs régulant la minéralisation osseuse (ostéopontine,
matrix-gla protéine, ectonucléotide pyrophosphatase/phosphodiestérase, transporteur

Y, mais aussi du FGF23, hormone

membranaire de pyrophosphate, phosphatase alcaline
régulatrice du métabolisme du phosphate produite par les ostéocytes*®. Enfin, au niveau rénal,
elle favorise la réabsorption du calcium filtré en stimulant 1’expression de transporteurs au
niveau du tubule contourné distal (calbindines, pompes calciques, canaux épithéliaux,
échangeur sodium-calcium)*’#8, du récepteur de la PTH*. Néanmoins, la majeure partie de la
réabsorption du calcium filtré a lieu dans le tubule contourné proximal, par un mécanisme

paracellulaire dépendant de la concentration urinaire en sodium et indépendant de la vitamine

D.
Actions en dehors du métabolisme phosphocalcique

La mise en évidence d’une expression du récepteur de la vitamine D en dehors des tissus
impliqués dans le controle du métabolisme du calcium et du phosphate (kératinocytes,
lymphocytes, cellules pancréatiques, ...) a suggéré I’'implication de la vitamine D dans d’autres

processus biologiques>®>!

, notamment la régulation de la prolifération (progression du cycle
cellulaire, apoptose) et de la différentiation cellulaire. Ces mécanismes sont étudiés par
exposition in vitro de différents types cellulaires a de la vitamine D (1,25-(OH)2D) ou a des
analogues synthétiques.

Sur le plan du métabolisme cellulaire, la vitamine D s’oppose a la progression du cycle
cellulaire en favorisant des arréts, principalement lors de la transition entre les phases GO et G1
(une promotion des arréts en phase Gl ou lors de la transition G2-M a également été
proposée®>>%), par une régulation positive de la production d’inhibiteurs des kinases cyclines

3438 ou par une régulation négative de la production de cyclines®®¢!. Elle favorise

dépendantes
également D’apoptose, en modulant I’expression de facteurs pro-apoptotiques (voie des
caspases®>®, famille des protéines BCL2%4%%) et anti-apoptotiques (IGF1%7) dans de nombreux
types cellulaires, normaux comme tumoraux. Des expériences in vitro de traitement de lignées
cancéreuses par de la vitamine D ou I’'un de ses analogues suggerent des effets positifs sur la
différentiation par la mise en évidence de modifications du phénotype cellulaire (expression de
marqueurs épithéliaux dans des cellules de carcinome épidermoide SCC-25%, de marqueurs

myoépithiéliaux dans des cellules de cancer du sein®®, formation de microvillosités dans des

entérocytes Caco-2"%).
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Métabolisme de la vitamine D

La vitamine D formée au niveau cutané n’est pas biologiquement active car son affinité pour
son récepteur est faible. Elle subit une activation séquentielle en deux étapes pour augmenter
massivement cette affinité et exercer ses nombreuses fonctions biologiques (Figure 8). Par la

suite, elle est dégradée afin de réguler ces effets.

OH
foie | reins
-
25-hydroxylase | la-hydroxylase
HO™ HO' HO'
vitamine Dy 25-hydroxyvitamine D, 1,25-dihydroxyvitamine D,

Figure 8 : Activation séquentielle de la vitamine D3

Ces fonctions d’activation et de dégradation constituent le métabolisme de la vitamine D. Elles
sont catalysées par des enzymes associées aux cytochromes P450 (CYP450) capables
d’hydroxyler la vitamine D en des points précis de sa structure, sur les carbones en position la,
25 et 24 de sa chaine latérale notamment. L’oxydation sur les carbones 25 et 1a n’altére pas la

flexibilité de conformation de la vitamine D, contrairement a celle sur les carbones 23 et 247!,
Généralités sur les enzymes associées aux cytochromes P450

Les CYP450 sont des enzymes qui réalisent I’oxydation (activité monooxygénase en général,
avec transfert d’un groupement hydroxyle) d’un grand nombre de composé€s, endogenes ou
xénobiotiques (médicaments) (Figure 9). Ce groupe d’enzymes est caractérisé par une forte
homologie de séquence au sein d’une méme espece et entre différentes espeéces (notion de

phylogénie)’2.
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NADP* réduite oxydé Substrat-OH+ H,0
Fe
NADPH oxydée réduit Substrat + 0,

Figure 9 : Principe général de la réaction de monoxygénation catalysée par les CYP450
Le NADP" est réduit en NADPH, apportant les électrons nécessaires a la réduction de

réductase(s) qui va (vont) secondairement transférer ces électrons sur 1’atome de fer (Fe)
contenu dans la molécule d’héme du CYP450 (le fer ferrique Fe* devient fer ferreux Fe?*).

L’atome de fer ainsi réduit (fer ferreux) va pouvoir activer une molécule de dioxygene afin de

transférer un groupement hydroxyle (-OH) sur le substrat.

Elles ont en commun I’organisation générale de leur structure : une apoprotéine reliée par un
groupement cystéinate (résidu Cystéine) a une molécule d’héme centrée par un atome de fer
(Figure 10). La partie protéique est formée d’une séquence d’environ 500 acides aminés (poids
de 50 a 60 kDa). Douze hélices o (nommée de A a L) et quatre feuillets B reliés par des boucles
délimitent une cavité catalytique hydrophobe. L’extrémité carboxy-terminale comprend le
résidu cystéine pour la liaison a I’héme, localisé dans une région particuliere nommée Clys-
pocket, et des sites d’interaction aux cofacteurs. L’extrémité amino-terminale permet 1’ancrage
de la protéine dans la bicouche lipidique de la membrane microsomale ou mitochondriale et

forme le canal emprunté par le substrat pour rejoindre le site catalytique.

site catalytique
CYP450 binding pocket

Figure 10 : Représentation schématique de 1’organisation de la structure d’un CYP450

Apo : Apoprotéine. Cys : cystéine.
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Il existe deux sous-types principaux de CYP450 caractérisés par leur localisation cellulaire : les
CYP450 microsomaux localisés dans des vésicules issues du réticulum endoplasmique et les
CYP450 mitochondriaux localisés a la face profonde de la membrane mitochondriale interne.
Les premieres fonctionnent grace a la NADPH-cytochrome réductase tandis que les secondes
utilisent des cofacteurs supplémentaires, la ferrédoxine et la ferrédoxine réductase.

La position de I’atome de carbone sur lequel sera transférée la fonction hydroxyle dépend de sa
distance par rapport a I’atome de fer inclus dans la molécule d’héme. On définit ainsi le concept
de régiosélectivité : c’est la conformation tridimensionnelle de la cavité enzymatique qui définit
la position du carbone cible, et donc la fonction de I’enzyme. Lorsqu’un seul type de substrat
ne peut occuper qu’une seule « position » dans la cavité enzymatique, il n’y a qu’une seule
réaction d’oxydation possible sur un atome de carbone précis. Au contraire, si plusieurs
substrats peuvent tre métabolisés, ou si un substrat peut occuper plusieurs « positions » dans
la cavité enzymatique, alors différentes réactions sont possibles. De méme, une variation dans
la séquence d’acides aminés composant la partie protéique peut modifier sa conformation

tridimensionnelle et donc sa régiosélectivité, aboutissant a une perte ou un gain de fonction.
Activation : hydroxylation de la vitamine D en position 25

La premicre étape de 1’activation de la vitamine D a lieu dans le foie. Il s’agit de 1’ajout d’une
fonction hydroxyle au niveau de I’extrémité de la chaine latérale, sur le carbone en position 25,
pour former la 25-hydroxyvitamine D (25-OH-D) ou calcidiol, la forme de vitamine D la plus
abondante dans le plasma (concentration mille fois plus élevée que celle de la 1,25-(OH).D).
Ce métabolite sert de forme de stockage et de transport. Il est métaboliquement peu actif. Sa
demi-vie est de I’ordre de 3 a 4 semaines.

En pratique médicale courante, ’analyse du taux sérique de 25-OH-D est le critére biologique
d’évaluation du stock en vitamine D. Selon les recommandations du GRIO (Groupe de

173, ce taux se situe

Recherche et d’Information sur les Ostéoporoses) actualisées en aotit 201
idéalement chez 1’adulte entre 30 et 70 ng/mL (ou 75 et 175 nmol/L, 1 nmol/L= 0,4 ng/mL).
En dessous de 30 ng/mL (ou 75 nmol/L), on parle d’insuffisance vitaminique, et en dessous de
10 ng/mL (ou 25 nmol/L), de carence vitaminique.

Différentes enzymes capables de catalyser la réaction de 25-hydroxylation de la vitamine D ont
pu étre identifiées, que ce soit chez ’Homme (CYP2R1, CYP27A1, CYP2J2, CYP3A4, ...) ou
dans le regne animal (CYP2CI11 chez le rat male, CYP2D25 chez le cochon), certaines de ces

enzymes n’ayant par ailleurs pas leur équivalent chez ’Homme. Ainsi, une question restée
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longtemps en suspend a été celle de I’identification de I’enzyme principalement responsable de
la 25-hydroxylation de la vitamine D en condition physiologique.

En 2004, I’étude de patients présentant une forme rare de rachitisme vitamino-résistant a 25-
OH-D indétectable (rachitisme pseudocarentiel de type 1B (VDDR1B)) décrite 10 ans plus tot
a permis I’identification d’une variation perte de fonction de CYP2RI, indiquant que ce gene
codait vraisemblablement I’enzyme de la 25-hydroxylation’*76. Cette hypothése est renforcée

par la publication de quelques familles supplémentaires’’ "

et par [’association de
polymorphismes localisés dans la région 5’ non transcrite en amont de I’exon 1 de CYP2RI
(rs2060793, rs10741657) avec des taux sériques de 25-OH-D plus faibles dans plusieurs études
de type GWAS (Genome Wide Association Study)®.

L’enzyme vitamine D 25-hydroxylase codée par le gene CYP2R1 (11p15.2) a été identifiée en
20038, 11 s’agit d’une protéine homodimérique microsomale de 501 acides aminés capable de
métaboliser les vitamines D2 et D3®!, sous forme non hydroxylée ou 1o-hydroxylée, mais pas
les formes 25-hydroxylées, ni le cholestérol ou le 7-DHC®' (Figure 11). Elle est fortement
exprimée dans le foie, mais aussi dans les testicules, probablement en raison de son rdle dans
la régulation de la prolifération cellulaire®!. Sa séquence est fortement conservée 2 travers les

especes’ >

, en rapport avec sa forte régiosélectivité : elle ne réalise que la 25-hydroxylation.
L’ajout de fonction hydroxyle sur d’autres carbones de la chaine latérale de la vitamine D n’est
pas possible en condition physiologique. C’est une enzyme de faible capacité mais de forte
affinité, elle est donc active en présence de faible concentration de substrat, de 1’ordre du

nanomolaire.
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Figure 11 : Oxydation de la vitamine D par la 25-hydroxylase microsomale CYP2R1

FPred : réductase réduite ; FPox : réductase oxydée ; R : substrat

L’étude de modéles murins Cyp2rl” montre un taux de 25-OH-D plus faible d’environ 40 %
mais ces animaux ne présentent ni hypocalcémie, ni rachitisme, ce qui souligne les différences
entre métabolisme humain et murin et suggere I’existence d’autre(s) 25-hydroxylase(s) plus
active(s) chez la souris®®. Ce modéle n’est donc pas complétement adapté a la description des

mécanismes physiopathologiques impliqués chez I’Homme.
Activation : hydroxylation de la vitamine D en position la

L’ajout d’une fonction hydroxyle au niveau du cycle A, sur le carbone en position la, crée la
1,25-(OH)2D. Cette forme « hormonale » de la vitamine D posseéde la plus grande affinité pour
le récepteur et est donc considérée comme métaboliquement active (500 fois plus active que la
25-OH-D). Sa demi-vie est faible, de quelques heures, de méme que sa concentration, de I’ordre
du picomolaire (pmol/L).

En pratique médicale, le dosage de la 1,25-(OH)2D n’est habituellement réalisé qu’en cas de
maladie du métabolisme phosphocalcique. Les valeurs normales de ce type de dosage varient
en fonction de la saisonnalité, de 1’age du sujet, du type de dosage employé.

Cette réaction n’est catalysée que par une seule enzyme, la 25-hydroxyvitamine D la -
hydroxylase codée par le géne CYP27B1 (12q14.1)386 4 partir de 1a 25-OH-D; et de la 25-OH-

D;. Cette enzyme mitochondriale de 507 acides aminés®’ posséde une expression quasi
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ubiquitaire en rapport avec une synthese de 1,25-(OH):D dans de nombreux organes et tissus
cibles de la vitamine D (reins, ostéoblastes, kératinocytes, colon, systeme hématopoiétique et

placenta (syncytiotrophoblaste))®* 7 (Figure 12).

+
NADP

(twice)

&
NADPH 24 @

%ée (CYP27B1)

(}@O‘G{}GGGGW(}G@G@MGO&0@%@0%%90@0000@ -
IENEE) :wzcj{;:.)(

NHI Fi
NADP FPred b ™ P450-Fé’ RH + O,

(substrat)

Figure 12 : Oxydation de la vitamine D par la 1a-hydroxylase mitochondriale CYP27B1

FPred : réductase réduite ; FPox : réductase oxydée ; R : substrat

En condition physiologique, I’homéostasie phosphocalcique dépend exclusivement de la
régulation de la 1,25-(OH):D sérique produite grice a la forte expression rénale de CYP27B1%%
100 Cela explique une diminution de cette concentration chez les patients insuffisants rénaux et
dans les modeles animaux néphrectomisés. Au contraire, la production extrarénale de 1,25-
(OH)2D a vraisemblablement un role dans la régulation du métabolisme cellulaire (prolifération
en particulier), ce qui expliquerait les nombreuses associations statistiques décrites entre
concentration sérique en 25-OH-D et maladies (cardiovasculaires, auto-immunes, cancers,
LJPHIOLIZ2 S Dans  les syndromes  lymphoprolifératifs  (lymphomes, — sarcoidoses,
granulomatoses), une expression extrarénale massive de CYP27BI peut aboutir a une
hypercalcémie par production excessive de 1,25-(OH).D.
Le phénotype de rachitisme vitaminorésistant a 1,25-(OH)2D basse (rachitisme pseudocarentiel

de type 1A) présenté par les patients porteurs de mutations bialléliques perte de fonction de

CYP27BI décrit en 1997 3 suggére I’absence d’enzyme accessoire capable de catalyser la 1o-
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hydroxylation de la vitamine D. L’observation de modeles murins Cyp27b1” avec phénotype
similaire est cohérente avec cette hypothése!®*'®. En outre, ces animaux présentent une
diminution du nombre de lymphocytes CD4+ et CD8+ et une infertilité chez les souris

femelles'®.
Dégradation : hydroxylation de la vitamine D en position 24

L’enzyme mitochondriale responsable de la dégradation de la vitamine D est la vitamine D 24-
hydroxylase codée par CYP24A1 (20q13.2), gene dont la séquence est particulierement
conservée entre les especes'®. Cette enzyme catalyse plusieurs étapes d’hydroxylations
séquentielles qui permettent 1’oxydation de la 25-OH-D et de la 1,25-(OH)2D'?7. A I’image de
CYP27B1, CYP24A1 est exprimé dans les reins mais également dans de nombreux tissus (os,
cceur, poumons, intestins, pancréas, rate, ...) oll son expression augmente en cas de traitement
par 1,25-(OH),D!""1% pour réguler la quantité de 1,25-(OH);D a I’échelle de I’organisme
(métabolisme phosphocalcique) ou de la cellule (régulation de la prolifération/différentiation)
respectivement'?.

Il existe deux voies de dégradation de la vitamine D définie par la position de 1’atome de
carbone de la chaine latérale supportant la premiere réaction d’hydroxylation, soit C23 (la
premiere réaction d’hydroxylation a lieu en position 23), soit C24 (la premiere réaction
d’hydroxylation a lieu en position 24)!%7 (Figure 13). La propension d’un organisme a utiliser
I’une ou ’autre de ces voies (définissant le rapport C24/C23) dépend de la séquence d’acides
aminés qui constitue 1’apoprotéine (concept de régiosélectivité vu précédemment) et est donc
variable d’une espece a I’autre. Ainsi, le résidu Glycine en position 326 chez le rat oriente
principalement le catabolisme de la vitamine D vers la voie C23, tandis que la substitution de
cet acide aminé par une Alanine, comme dans la protéine humaine, 1’oriente vers la voie C24'1°,
Les fonctions respectives de ces différentes voies métaboliques, si elles existent, ne sont pas

actuellement connues''°.
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Figure 13 : Représentation schématique des deux voies de dégradation de la vitamine D
(1,25-(OH);D) par la 24-hydroxylase, C23 (a droite) et C24 (a gauche)
(d’apres Vitamin D 4th Edition, chapitre CYP24A1: Structure, Function, and Physiological
Role, R. St-Arnaud et G. Jones)

La voie C24 est la voie de dégradation principale chez I’Homme (rapport C24/C23 d’environ
3,7). Elle comporte cing réactions d’hydroxylation dont la premicre permet une baisse d’affinité
de la 1,25-(OH).D (devenue 1,24,25-(OH)3D) pour le VDR d’un facteur 10. Elle s’achéve avec
la libération de la chaine latérale et 1’oxydation du produit de clivage pour former 1’acide
calcitroique. La voie C23 aboutit aprés quatre étapes a la production de 10,25R(OH)>D-26,23S-
lactone!!"!12, Les produits de dégradation sont excrétés dans la bile!!*!14,

La vitamine D 24-hydroxylase réalisant I’oxydation de chaque produit sur ’'une ou ’autre de
ces voies (oxydation séquentielle), chaque métabolite intermédiaire est libéré dans le torrent
sanguin. Parmi ces molécules, le métabolite sanguin dihydroxylé le plus abondant est la 24,25-
(OH)2D (concentration de I’ordre du nanomolaire) dont les effets biologiques ne sont pas
actuellement connus, bien qu’un rdle dans la consolidation des fractures osseuses ait été

suggéré!!>.
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En 2011, suivant une stratégie dite de géne candidat, des variations pathogenes perte de fonction
de CYP24A1 ont été associées a une forme autosomique récessive d’hypercalcémie infantile

idiopathique ou hypercalcémie par mécanisme d’hypersensibilité a la vitamine D'1°.
Régulation du métabolisme de la vitamine D

Comme vu précédemment, la régulation du métabolisme de la vitamine D vise a maintenir les
quantités nécessaires en 1,25-(OH),D active. La production de 25-OH-D n’étant pas régulée,
cette régulation s’articule autour de deux grands axes : la seconde étape d’activation (la-
hydroxylation) et la dégradation (24-hydroxylation) (Figure 14). Les facteurs régulant ces
mécanismes different en fonction de 1’échelle considérée, échelle de I’individu (régulation du
métabolisme phosphocalcique) ou de la cellule (régulation de la prolifération).

A D’échelle de I’organisme entier, le métabolisme de la vitamine D dépend principalement du
métabolisme du calcium et du phosphate!!®!!7. Les expressions rénales de CYP27BI et
CYP24A1 sont régulées de facon coordonnées et inversées par différentes hormones impliquées
dans le métabolisme phosphocalcique. La PTH stimule I’expression de CYP27B] (action sur le
tubule contourné proximal) et diminue la production de 24-hydroxylase en favorisant la
dégradation de ’ARNm'!8, La 1,25-(OH).D inhibe 1’expression de CYP27BI et stimule celle
de CYP24A1 par un mécanisme dépendant du VDR. Le FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23),

119-124 régule 1’expression de

principale hormone régulatrice du métabolisme du phosphate
transporteurs tubulaires de phosphate mais également celle de CYP27B1 et CYP24Al, qu’il
inhibe et stimule respectivement!?'?7 Ainsi, il existe plusieurs boucles de rétrocontrdle
(calcémie et PTH, 1,25-(OH);D et VDR, phosphatémie et FGF23) qui permettent une

régulation fine de la concentration sanguine de 1,25-(OH)2D.
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Figure 14 : Vitamine D et métabolisme phosphocalcique

(d’apres Schligmann et al. J Am Soc Nephrol 2016; 27(2): 604—614)

Les modalités de régulation du métabolisme de la vitamine D dans le tissu extrarénal sont moins
connues, vraisemblablement sous 1’influence de facteurs tissus spécifiques (actions des
cytokines sur les leucocytes comme 1’interféron-y qui favorise I’expression de CYP27B1 dans
les macrophages, variant inactif spécifique de la 24-hydroxylase propre aux monocytes et

macrophages!?®).

Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du métabolisme de la

vitamine D par la 1,25-(OH),D

Les mécanismes moléculaires a I’origine de la régulation inverse et coordonnée de I’expression
de CYP27BI et CYP24A1 dans le rein sont mal connus. A la suite de I’identification de ces
genes et de leur localisation, des efforts ont été déployés afin d’étudier les séquences localisées
immédiatement en amont du site d’initiation de la transcription (TSS) afin de caractériser leur
promoteur proximal. Les approches employées combinaient 1’utilisation d’outils
bioinformatiques d’analyse de séquences, afin de localiser des éléments de liaison aux facteurs

de transcription putatifs, et des études fonctionnelles in vitro, avec clonage, fragmentation et
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inclusion de séquences supposées régulatrices dans des modeles cellulaires afin d’en
caractériser les différentes parties et effets !2%1%0,

Ainsi, le promoteur proximal de CYP27B1 (Figure 15A) contient une boite TATA, une boite
CAAT et différents sites de liaison, entre autres, aux facteurs de transcription de type CREB
(C-AMP Response Element-binding protein, facteur de transcription liant I’AMP cyclique,
second messager dont la production intracellulaire augmente suite a 1’activation de 1’adénylate
cyclase par la protéine Gsa couplée au récepteur de la PTH), mais également NF-«B (voie de
signalisation impliquée dans la réponse immunitaire et inflammatoire et la régulation de
I’apoptose). Il n’a pas été localis¢ de VDRE classique en amont de ce géne et la séquence des
nVDRE n’étant pas caractérisée, les sites de liaison du VDR au niveau du promoteur proximal
de CYP27BI ne sont pas identifiés.

129 et Kong!** dans

Les études de caractérisation du promoteur proximal réalisées par Murayama
des modeles cellulaires différents (cellules dérivées de tubule contourné proximal de souris
MCT et cellules épithéliales rénales de porc AOK-B50 respectivement) ont abouti a des
conclusions différentes. La premiere étude concluait a 1’existence d’éléments de réponse a la
PTH (activateur) et a la 1,25-(OH);D (répresseur) respectivement localisés environ 4 kb et 0,5
kb en amont du TSS, identifiés grace a leur inclusion dans une construction de type pGL-tk-
CAT (plasmide contenant les fragments étudiés, le promoteur proximal de la thymidine kinase
et le gene codant la chloramphénicol acétyltransférase comme gene rapporteur). La seconde
étude, basée sur I’utilisation d’une construction plus simple (fragments de promoteurs inclus
dans un plasmide pGL2 en amont du gene codant la luciférase, conservant la partie la plus
proximale du promoteur), concluait a ’existence d’éléments répresseurs principalement

localisés sur le fragment AN4 et d’éléments activateurs sur les fragments AN2 et ANS

principalement (Figure 15B).
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Figure 15 : Séquence du promoteur proximal de CYP27B]1 et fragments étudiés par Kong et
al.
Sites de fixation aux facteurs de transcription déterminés par analyse bioinformatique (rouge :

Spl, bleu : AP-2, vert : AP-1, orange : cAMP Responsive Element, violet : NF-xB)
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De la méme facon, au niveau du promoteur proximal de CYP24Al, la présence de VDRE
localisés directement en amont du TSS a été mise en évidence assez tot par différentes équipes
chez le rat **¢ puis chez ’Homme'?!. Ces éléments sont responsables de 1’activation de la
transcription de CYP24A1 par la 1,25-(OH)2D apres fixation de I’hétérodimere RVR-RXR. 11
existe néanmoins des différences significatives entre les promoteurs proximaux de ces deux
especes, notamment 1’existence d’un élément spécifique présent chez le rat nommé VSE pour
Vitamin D stimulating element (séquence 5’-TGTCGGTCA-3’ liant un facteur de transcription
indéterminé) et non fonctionnel chez I’Homme (Figure 16B)'*2.

En 2008, les travaux de Roff et Wilson porterent sur un SNP (rs111622401) localisé dans la
séquence du VDRE2 présent en amont du TSS de CYP24A[ identifié a I’état hétérozygote chez
des patients Afro-Américains'*® (Figure 16A). Ces auteurs associérent ce SNP 2 une
diminution de I’expression de CYP24A[ induite par la 1,25-(OH),D dans des cellules H1299
(lignée de cancer pulmonaire) et MCF-7 (lignée de cancer du sein). Ainsi, leur observation
valide I’hypothése selon laquelle une modification de la séquence d’un VDRE pourrait étre a
I’origine d’une perturbation de la régulation de I’expression de CYP24A1 chez I’Homme. Ils
s’interrogerent d’ailleurs sur les conséquences d’un tel variant a 1’état homozygote, ne 1’ayant

identifié qu’a I’état hétérozygote dans une petite cohorte de patients.
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Figure 16 : Représentation schématique et séquence du promoteur proximal de CYP24A 1

Les triangles jaunes et rouges représentent des SNP identifiés dans la séquence du promoteur.
(d’apres Roff et Wilson J Steroid Biochem Mol Biol 2008)

Plus récemment, 1’utilisation combinée de technique d’immunoprécipitation de la chromatine
couplée a I’hybridation génomique comparative sur puce 8 ADN (ChIP-Chip) ou au séquencgage
(ChIP-seq) ont permis la mise en évidence de régions régulatrices localisées a plusieurs kb des
promoteurs de CYP27BI et CYP24A %134,

En 2010, Meyer et collaborateurs® appliquérent ces techniques sur des cellules humaines
(lignée colique LS180) et murines (lignée ostéoblastique MC3T3-E1) avec des anticorps anti-
VDR et anti-RXR. Ils identificrent des régions régulatrices localisées plusieurs kb en aval de
CYP24A1, contenant des VDRE. Des études fonctionnelles couplant mutagénese dirigée et

inclusion de ces séquences régulatrices dans des constructions de type BAC suggerent que des
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altérations (mutation ou délétion) de ces régions peuvent étre responsables d’une diminution,
voire d’une suppression de I’expression de CYP24A1 induite par la 1,25-(OH)2D. Enfin, des
études complémentaires de type 3C (Chromosome Conformation Capture) et par ChIP-Chip a
I’aide d’anticorps spécifiques (anti-ARN polymérase de type 2, anti-histone H4 acétylée, anti-
facteur CTCF) permirent de préciser 1’architecture chromatinienne autour de CYP24Al,
suggérant 1’existence d’un TAD (Topologically Associated Domain) d’environ 110 kb (Figure
17) et de boucles chromatiniennes permettant in vivo une proximité physique entre le promoteur

proximal et les régions régulatrices distales.

TAD
Chr2o T 1
L e e R e R e L e L RALALA LN ]
9215 2217 5218 a2 9223 59225 Mb
CYP24A1 PFDN4
HIErTET T 4

6% 66 60 50 41 Tss

Figure 17 : Représentation schématique du TAD de CYP24A1 suggéré par Meyer et al.
En rouge, frontieres de TAD supposées par I’analyse ChIP-chip avec anticorps anti-CTCF. En

bleu, éléments régulateurs distaux. En gris, promoteur proximal.

Le méme type de procédures furent utilisées par ces mémes auteurs pour caractériser chez la
souris une région de 16 Mb, correspondant vraisemblablement a un TAD incluant les genes
Cyp27b1, Mettll et Mettl21b (Figure 18). Plusieurs régions régulatrices furent également
associées au controle de I’expression de Cyp27bl par le FGF23 (élément régulateur localisé
dans un intron de Mettl21b), la PTH (élément régulateur localisé dans un intron de Mettll) et
la 1,25-(OH)2D (les deux sites sus-menstionnées seraient potentiellement impliqués) dans le
rein. Une approche par genom editing utilisant la technologie CRISPR/Cas9 leur permit de
générer des souris présentant des délétions de ces zones régulatrices afin de confirmer leur role
dans la régulation de I’expression de la la-hydroxylase rénale. L’¢tude de I’expression des
genes du métabolisme de la vitamine D dans des cellules extrarénales de ces mémes animaux
suggerent que les régions promotrices précédemment identifiées n’ont aucun réle en dehors du

rein.
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Figure 18 : Représentation schématique du TAD de CYP27B1 suggéré par Meyer et al.
En rouge, frontieres de TAD supposées par I’analyse ChIP-chip avec anticorps anti-CTCF. En

bleu, éléments régulateurs distaux. En gris, promoteur proximal.

Ainsi, sur le plan moléculaire, la régulation coordonnée de CYP27B1 et CYP24A1 repose sur
I’organisation tridimensionnelle de la chromatine a ces loci et sur ’activité de régions
régulatrices tissu-spécifiques, en partie identifiées chez la souris mais non déterminées chez
I’Homme. Des altérations génomiques n’affectant pas la séquence codante de ces geénes mais
modifiant ces régions (perturbation de I’organisation des TAD, modification de la séquence des
régions régulatrices) représentent donc des causes potentielles de dérégulation du métabolisme

de la vitamine D d’origine génétique.

Pathologie associée aux anomalies du métabolisme de la vitamine D

Carence en vitamine D et rachitisme

Le rachitisme est une maladie de ’enfant liée a un défaut de minéralisation du squelette en
croissance (plaques de croissance) secondaire a une carence en calcium et/ou en phosphate. Le
phosphate étant abondant dans I’alimentation, la carence en phosphate n’est que rarement a
I’origine de rachitisme (en dehors du cadre de maladies génétiques spécifiques). La carence
nutritionnelle en calcium (apports inférieurs a 300 mg/j)'3>!13® est également rare,
principalement observée dans les pays en voie de développement '¥71% (régime alimentaire
infantile caractérisé par des céréales pauvres en calcium et un faible contenu en produits

laitiers)135’144‘146.

En revanche, le rachitisme par carence en vitamine D fut quasi endémique en Europe de la fin
du XIX®™® siecle au début du XX*™, jusqu’a la généralisation de la supplémentation. De nos

jours, il persiste dans les pays en voie de développement (faible acces a la supplémentation ou
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aux produits enrichis), sous I’influence de facteurs socio-culturels (purdah, alimentation vegan
stricte excluant les produits laitiers enrichis, allaitement prolongé) ou chez les populations
migrantes (populations a phototype foncé migrant vers des zones a faible rayonnement

UVB)1477157.

La maladie se manifeste lorsque la concentration sérique en 25-OH-D chute sous les 30 a 125

nmol/L 158-160

, selon les apports calciques et I’exposition aux rayonnements UVB. Trois stades
d’évolution de la maladie ont été décrits par Fraser et al.'®' :

e Je stade 1 correspond a des manifestations inconstantes et aspécifiques de
I’hypocalcémie dues a une diminution de I’absorption intestinale de calcium, qui
stimule la sécrétion de PTH!®? visant a élever la concentration en 1,25-(OH).D pour
augmenter I’absorption intestinale et la réabsorption tubulaire de calcium ainsi que la
résorption osseuse (d’ou une élévation des phosphatases alcalines) afin de maintenir une
calcémie normale,

e le stade 2 correspond a la disparition de ces signes d’hypocalcémie avec apparition des
déformations osseuses caractéristiques : ’hyperparathyroidie chronique conduit a une
hypophosphatémie secondaire avec hyperphosphaturie responsable des troubles de la
minéralisation des plaques de croissance,

e le stade 3 correspond a la réapparition des signes d’hypocalcémie chez un enfant
présentant une atteinte squelettique une fois les mécanismes de compensation dépassés.

Il existe bien entendu un chevauchement entre ces trois stades.

Sur le plan clinique, la maladie se manifeste le plus souvent a un age compris entre 3 et 18

mois'® mais des formes néonatales ou congénitales ont été décrites chez des enfants nés de

meres carencées '®1% (avant 3 mois, la concentration sérique en 25-OH-D du nouveau-né
dépend de la concentration maternelle car cette vitamine traverse la barriére placentaire!’?).
L’allaitement par une mere carencée en vitamine D est également un facteur de risque de
rachitisme carentiel précoce!’%!”!. Outre les signes aspécifiques de 1’hypocalcémie (apnées et
convulsions, tétanie, hypotonie, décalage des acquisitions), le tableau classique de rachitisme
comporte des déformations osseuses liées a la mise en charge (poids du corps) sur un squelette
déminéralisé, plus visibles aux poignets et avant-bras ou aux membres inférieurs selon 1’age du
patient (station a quatre pattes ou debout), volontiers associées a des douleurs (en particulier a
la marche). Des lésions costales peuvent tre observées sous la forme dite du chapelet rachitique

(rachitic rosary) et d’une déformation thoracique (violin case deformity avec thorax étroit et
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abdomen proéminant). D’autres signes osseux sont également possibles : fractures costales'’?,
retard a la fermeture des fontanelles, craniotabes (défaut de minéralisation de la voute

173, craniosténose!’™, retard a 1’éruption dentaire et hypoplasie de 1’émail (denture

cranienne
175 oo , o .

permanente) '°. Sur le plan extraosseux, la carence en vitamine D peut s’associer a des signes

musculaires (tableau pseudo-myopathique!’®, cardiomyopathie!’”!’®) témoins de son

179,180

implication dans la physiologie musculaire, d’une susceptibilité accrue aux infections et

181

d‘anomalies hématologiques'®" témoins de ses effets dans la régulation du systeéme

hématopoiétique et immunitaire.

Sur le plan biologique, on retiendra que le tableau précoce peut €tre faussement évocateur
d’hypoparathyroidie ou de pseudohypoparathyroidie (hypocalcémie, hyperphosphaturie,
phosphatases alcalines normales avant la réaction parathyroidienne). Il se modifie avec
I’évolution de la maladie, facilitant le diagnostic (hyperparathyroidie, ¢lévation des
phosphatases alcalines) et sur le plan urinaire (hypocalciurie, augmentation de 1’excrétion
d’AMPc et de 1’excrétion d’acides aminés, défaut d’excrétion d’acides). Concernant les
métabolites de la vitamine D, outre la concentration basse de 25-OH-D a la base du diagnostic,
on observe une concentration faible voire indétectable de 24,25-(OH),D !32-13% et une
concentration de 1,25-(OH),D variable selon le stade de la maladie (basse, normale ou haute)
182186 13 plus élevée lors du stade 2, mais toujours inadaptée (insuffisamment élevée en regard

de la calcémie).

Les signes radiologiques du rachitisme sont bien visibles des le stade 2 de la maladie, en
particulier a I’extrémité distale de I’ulna chez le jeune enfant'®’, puis au genou chez I’enfant
plus agé. Chez les adolescents, la radiographie de bassin est utile du fait de la fusion des
métaphyses des os longs (les centres d’ossification du bassin fusionnent tardivement, entre 15
et 25 ans)'%8. Il s’agit principalement d’un élargissement associé 2 un aspect flou et peigné des
métaphyses, témoin de la désorganisation des plaques de croissance (défaut d’apoptose des
chondrocytes hypertrophiques lié¢ a I’hypophosphatémie). D’autres signes peuvent également
étre observés : ostéopénie avec diminution de 1’épaisseur des corticales, simplification de la
trame osseuse trabéculaire, incurvation diaphysaire des os longs, fractures et pseudo-fractures

(lignes de Looser).

Le traitement habituellement employé est basé sur I’administration quotidienne par voie orale

(en I’absence de malabsorption des graisses) de vitamine D> ou D3 a la dose de 2000 a 6000
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Ul/jour'® (ou 50 000 Ul/semaine!*’, ou dose unique de 150 000 a 600 000 UI orale ou

intramusculaire'®!-194

, éventuellement associée a une supplémentation en calcium. Il conduit a
une importante et rapide augmentation de la concentration sérique de 1,25-(OH)2D (jusqu’a 5
fois la normale aprés 1 & 3 semaines et jusqu’a 10 semaines aprés traitement '831%%) alors que la
concentration de 25-OH-D (et donc de 24,25-(OH)2D) se corrige plus lentement. La calcémie,
la phosphatémie et la PTH se corrige en 3 semaines '#*!85, La normalisation de la concentration

de phosphatases alcalines est plus longue (6 2 12 semaines)'®".

La prévention du rachitisme repose sur des politiques de supplémentation des enfants en
vitamine D et sur I’enrichissement de denrées alimentaires a I’échelle industrielle (produits
laitiers et huiles végétales). Il existe de nombreuses spécialités pharmaceutiques contenant de
la vitamine D. Il est important de bien distinguer la forme de la vitamine D contenue dans ces
produits : non hydroxylée, mono ou dihydroxylée. Elle peut é¢galement étre associée a d’autres
composés, calcium ou vitamines (Tableau 1). La quantité de vitamine D dans chacune de ces
spécialités est exprimée en Unité Internationale (UI) ou en microgramme (pg): 100 UI
correspondent a 2,5 pg, 1ug est égal a 2,5 nmol. Le choix d’un produit dépend de I’indication
de la supplémentation. En France, la principale indication a la prescription de vitamine D
correspond a la prévention de la carence, particulierement dans trois populations considérées
comme a risque : les nourrissons, les femmes enceintes et les sujets agés de plus de 65 ans.
Chez I’enfant de moins de 18 mois, elle est quasi systématique, démarrée tot et enseignée aux
parents des la maternité. Chez les sujets agés, elle peut étre proposée systématiquement sans
dosage préalable, les bénéfices étant multiples (prévention des chutes et complications'®>19%) et
les risques faibles. La supplémentation en vitamine D est également recommandée dans

d’autres affections comme 1’insuffisance rénale ou 1’ostéoporose.
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forme isolée | association

Vitamine D;: ergocalciférol

UVESTEROL VITAMINE A.D.E.C., solution buvable
(solution polyvitaminée)

UVESTEROL D, solution buvable HYDROSOL POLYVITAMINE

STEROGYL, solution buvable en PHARMADEVELOPPEMENT, solution buvable en
ampoule gouttes (solution polyvitaminée)

MORISLAND, solution buvable en VITALIPIDE ADULTES, émulsion injectable pour
gouttes perfusion (+vitamine A)

VITALIPIDE ENFANTS, émulsion injectable pour
perfusion (+vitamine A)

Vitamine D; : cholécalciférol

CALTRATE VITAMINE D3, comprimé pelliculé

(+calcium)
NATECAL VITAMINE D3, comprimé orodispersible
. (+calcium)
ADRIGYL, solution buvable en gouttes . o
UVEDOSE, solution buvable en AUXERGYL D3, solution lil)vable en ampoule (+vitamine

ampoule
VITAMINE D3 BON, solution buvable
en ampoule, solution injectable IM en
ampoule
ZYMAD, solution buvable

ZYMADUO, solution buvable en gouttes (+fluor)
CERNEVIT, poudre pour solution injectable ou pour
perfusion (solution polyvitaminée)
SUPRADYNE, comprimé effervescent, comprimé pélliculé
(solution polyvitaminée)

ADROVANCE, comprimé (+biphosphonate)
FOSAVANCE, comprimé (+biphosphonate)
ACTONELCOMBI, comprimé pelliculé et granulés
effervescents (+biphosphonate +calcium)

25-hydroxyvitamine Ds : calcifédiol

CALCIFEDIOL RPG, solution
buvable en gouttes
DEDROGYL, solution buvable en
gouttes

la-hydroxyvitamine D; : alfacalcidol

ALFACALCIDOL TEVA, capsule
molle
UN ALFA, capsule orale, solution
buvable en gouttes, solution injectable
IV en ampoule

1,25-dihydroxyvitamine D3 : calcitriol

ROCALTROL, capsule molle

Tableau 1 : Spécialités pharmaceutiques contenant de la vitamine D

Intoxication par la vitamine D

Si la supplémentation infantile et I’enrichissement de denrées alimentaires permirent la quasi-
éradication du rachitisme dans la plupart des pays développés, des cas d’intoxication a la

vitamine D furent décrits, en particulier en lien avec des campagnes de supplémentation
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infantile a hautes doses ou de procédés industriels d’enrichissement du lait en vitamine D mal
contrOlés (contrairement a ce qui est observé dans une majorité de pays, le lait de vache peut
étre enrichi aux Etats Unis et au Canada 2 la concentration de 400 UI/L)'71%8 11 s’agit d’une
cause peu fréquente d’hypercalcémie de I’enfant ou de I’adulte, principalement liée a un exces
d’apport exogene en vitamine D, qu’il s’agisse d’une prise excessive de vitamine D native
(cholécalciférol ou ergostérol) ou de 25-OH-D, ou plus rarement de 1,25-(OH);D ou
d’analogues comme la 1a-OH-D ou le calcipotriol (analogue de la 1,25-(OH);D utilisé en

199201y "Un mécanisme d’intoxication a la

application cutanée dans le traitement du psoriasis
vitamine D par exces de conversion de la 25-OH-D en 1,25-(OH):D est également décrit
(intoxication endogene) dans des maladies associées a une surexpression de la 1a-hydroxylase
en dehors du rein (granulomatoses, lymphomes, tuberculose, ...). En revanche, I’exces
d’exposition solaire sans protection n’expose pas au risque d’intoxication par la vitamine D
chez les individus sains, 1’élévation de la concentration de 25-OH-D sérique ne dépassant pas
70 4 80 ng/L (175 4 200 nmol/L)**>2?%, vraisemblablement du fait de la production d’isoméres
biologiquement inactifs dans ces conditions.

La présentation clinique de I’intoxication a la vitamine D se résume a celle de I’hypercalcémie
marquée par des signes aspécifiques (syndrome polyuropolydipsique, signes neuropsychiques :
fatigue, confusion, somnolence, signes digestifs: anorexie, nausées/vomissements,
constipation, signes neuropsychiatriques, troubles du rythme et de la conduction : réduction de
I’intervalle QT a I’¢lectrocardiogramme, ...).

Le phénotype biologique comprend une hypercalcémie, une hypercalciurie (qui précede

souvent I’hypercalcémie mais n’est pas toujours évaluée), une hyperphosphatémie!®’-204295,

une
PTH adaptée basse voire indétectable. Le dosage du PTHrp permet d’exclure une
hypercalcémie paranéoplasique qui constitue un diagnostic différentiel principalement chez
’adulte. En cas d’intoxication par la vitamine D native ou la 25-OH-D, la concentration sérique
de 25-OH-D est élevée, habituellement supérieure a 150 ng/L (375 nmol/L)**>2% associée a
une concentration sérique de 1,25-(OH);D légerement augmentée ou normale. Au contraire,
dans les intoxications (exogenes et endogenes) par la 1,25-(OH)2D ou par des analogues 1a-
hydroxylés, la concentration sérique de 25-OH-D est normale et celle de 1,25-(OH):D) est
augmentée.

La dose de vitamine D nécessaire a I’observation d’une toxicité chez un adulte en bonne santé

n’est pas connue. Elle est variable d’un individu a I’autre?”’

et dépend de facteurs
environnementaux (apports calciques, cointoxication par la vitamine A, comorbidité, ...) et

génétiques®®, de la molécule incriminée dans le surdosage. En effet, du fait d’importantes
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différences en termes de liposolubilité, d’activité et de demi-vie (3 semaines pour la vitamine
D native 2 15 h pour la 1,25-(OH).D)?*?%  1a toxicité résultant d’une prise excessive de
vitamine D native est plus prolongée dans le temps et donc de gestion plus complexe sur le plan
médical que celle résultant d’une prise excessive de 1,25-(OH).D.

Sur le plan physiopathologique, 1’exces d’apport exogéne de 25-OH-D ou de 1,25-(OH)2D est
responsable d’une surexpression du VDR responsable d’une hypersensibilité intestinale a la

vitamine D 210214

, potentialisant ses effets sur I’absorption du calcium et du phosphate
alimentaire. De plus, du fait d’une absence de régulation de la 25-hydroxylation, I’intoxication
par la vitamine D native et 1a 25-OH-D conduit a de fortes élévations de la concentration sérique
en 25-OH-D menant a une forte stimulation du VDR par la 25-OH-D qui entre en compétition

214 Des études sur modeles murins

avec la 1,25-(OH)2D pourtant plus affine pour ce récepteur
ont également souligné le role de la PTH dans le contrdle de la toxicité induite par la vitamine
D?', Le risque de toxicité induite par la vitamine D est moindre chez des souris présentant une
hyperparathyroidie secondaire a une restriction calcique comparé a celles présentant des apports
calciques satisfaisant et une PTH plus basse. Cela s’explique par une plus forte stimulation de
I’expression de la 1a-hydroxylase induite par la PTH, d’ou une activation de la conversion de
la 25-OH-D en 1,25-(OH):D, cette derniere favorisant 1’expression de la 24-hydroxylase
catabolisant la 25-OH-D et la 1,25-(OH).D. Ainsi, la restriction calcique dans ce contexte limite
I’hypercalcémie et contribue a « fluidifier » le métabolisme de la vitamine D jusqu’a sa
dégradation.

Le traitement repose sur 1’éviction de la vitamine D (y compris une limitation de 1’exposition
aux rayonnements UV et 1’utilisation d’une protection solaire chez les patients présentant une
intoxication d’origine endogéne), la diminution des apports calciques, 1’hydratation. Des
thérapeutiques complémentaires (diurétique de I’anse inhibant la réabsorption paracellulaire de
calcium, glucocorticoides inhibant la synthése des calbindines et favorisant I’expression de
CYP24A 1'% et donc inhibant 1’absorption intestinale *'%2!7 et favorisant 1’excrétion urinaire de
calcium?!8, bisphosphonates, inhibiteurs des cytochromes P450 mitochondriaux comme le

kétoconazole ou le fluconazole?!*-?2°

, chélateurs de calcium) peuvent également étre employés.
Rachitismes pseudocarentiels

e groupe de maladies appartient au groupe des rachitismes vitaminorésistants, non améliorés
C d lad tient d hit t tant 1
par la prise de vitamine D a dose usuelle ni par I’exposition solaire. Ils sont liés a des anomalies

du métabolisme de la vitamine D et doivent €tre distingués des anomalies du métabolisme du
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phosphate (anomalie de régulation de la sécrétion de FGF23, défaut de réabsorption tubulaire

de phosphate) dont les mécanismes physiopathologiques et les traitements sont différents.

Les mutations perte de fonction de VDR sont responsables du rachitisme pseudocarentiel de
type 2 (VDDR?2), une forme de rachitisme vitaminorésistant qui peut s’accompagner d’une
alopécie précoce de ’enfant'*!°. Cette maladie correspond a un défaut d’activité de la vitamine

D. Elle ne sera pas traitée dans ce manuscrit.
Rachitisme pseudocarentiel de type 1B : déficit en vitamine D 25-hydroxylase

I s’agit d’une affection décrite chez un nombre limité de patients, ce qui suggere qu’il s’agit
d’une maladie extrémement rare ou largement sous-diagnostiquée, d’autant plus que le
phénotype parait plus modéré que celui du VDDRI1A.

Le VDDRIB causé par les mutations perte de fonction de CYP2R]I est caractérisé par un profil
clinique et biologique évocateur de rachitisme carentiel (diagnostic différentiel principal), soit
des signes cliniques et radiologiques de rachitisme et une 25-OH-D sérique basse,
habituellement comprise entre 5 et 10 ng/mL (12 et 24 nmol/L)’*7"?2!_ Sur le plan biologique,
s’y associent une hypocalcémie, une hypophosphatémie, une élévation des phosphatases
alcalines, une hyperparathyroidie secondaire, une 1,25-(OH).D normale mais inadaptée a
I’hypocalcémie.

Les premiers patients décrits porteurs d’une mutation faux-sens perte de fonction homozygote
de CYP2RI c.296T>C (p.Leu99Pro) (rs61495246) présentaient des signes cliniques de
rachitisme apparus dans la petite enfance, entre 1’age de 2 et 7 ans, et un profil biologique
évocateur avec 25-OH-D basse malgré des apports alimentaires adéquats et une 1,25-(OH).D
normale 7*. Plusieurs années plus tard, deux enfants hétérozygotes composites pour les
mutations ¢.367+1G>A (mutation d’épissage) (rs202011621) et ¢.768dupT (p.Leu257Serfs*6)
(frameshift) ont été décrits avec un phénotype d’arcature des membres inférieurs avec douleurs
osseuses dans I’enfance’’. Ces descriptions sont compatibles avec une hérédité autosomique
récessive.

Néanmoins, les familles décrites par Thacher er al. !

hétérozygotes (p.Leu99Pro et c.726A>C/p.Lys242GIn) de CYP2RI pourraient é&tre

suggerent que des mutations

responsables de formes plus modérées de rachitisme a 25-OH-D basse, voire plus tardives (age
de début des symptomes compris en 2 et 12 ans). On note chez ces patients hétérozygotes une

1,25-(OH)2D plus élevée que chez des patients homozygotes, ce qui pourrait expliquer un
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phénotype plus modéré, aisément confondu avec une simple carence en vitamine D. Ainsi, ces
observations posent la question d’une hérédité semi-dominante en lien avec un mécanisme de
dosage génique.

Sur le plan thérapeutique, ces patients répondent a un traitement par vitamine D native a dose
élevée (5000, 10 00077, voire 50 000 Ul/jour??!) comme 1’atteste 1’élévation de la 25-OH-D et
de la 1,25-(OH):D sériques.

Ces observations soulignent la différence importante en termes de concentration en 25-OH-D
(nmol/L) et 1,25-(OH),D (pmol/L, soit 1000 fois moins) qui explique le maintien d’une
synthese de 1,25-(OH)2D (produit) méme en cas de quantité extrémement faible de 25-OH-D
(substrat). Elles posent néanmoins la question de ’origine de cette production de 25-OH-D
(activité enzymatique résiduelle liée a une perte de fonction partielle ou activité enzymatique
accessoire active a des concentrations pharmacologiques de vitamine D) et de la réelle absence

d’activité de la 25-OH-D dont on suppose qu’elle ne concerne que la voie génomique.

Rachitisme pseudocarentiel de type 1A : déficit en 25-hydroxyvitamine D 1a-
hydroxylase

I1 s’agit du rachitisme pseudocarentiel le plus fréquent, causé par les mutations bialléliques
perte de fonction de CYP27B17%%2272%5 Le VDDRIA est caractérisé par un tableau clinique de
rachitisme débutant dans la petite enfance (avant 1 an le plus souvent) et par un profil biologique
particulier avec 25-OH-D normale (excluant un rachitisme carentiel) et une 1,25-(OH),D basse
voire indétectable (<10 pg/mL). Sur le plan biologique, s’y associent également une
hypocalcémie, une hypophosphatémie, une élévation des phosphatases alcalines, une
hyperparathyroidie secondaire (I’hypocalcémie stimule la sécrétion de PTH par I’intermédiaire
du récepteur sensible au calcium).

Ce diagnostic ne doit pas étre confondu avec un rachitisme a FGF23 élevé (hypophosphatémie
liée a I’X par mutation perte de fonction de PHEX, rachitisme hypophosphatémique
autosomique dominant par mutation gain de fonction de FGF23 et rachitisme
hypophosphatémique autosomique récessif par mutation gain de fonction de DMP1). En effet,
il existe dans ces affections une accumulation de FGF23 responsable d’une hypophosphatémie
par fuite tubulaire de phosphate mais aussi une diminution de la 1,25-(OH):D liée a la

répression de 1’expression de CYP27BI et a une activation de I’expression de CYP24Al.
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Un grand nombre de patients et de mutations perte de fonction sont aujourd’hui publiés, ce qui
rend compte d’un diagnostic plus ais¢ (contrairement au déficit en 25-hydroxylase plus
facilement confondu avec une carence en vitamine D) et peut étre, d une prévalence plus €levée.
Le traitement du déficit enzymatique en 25-hydroxyvitamine D la-hydroxylase repose sur
I’administration de dérivés de la vitamine D comportant une fonction hydroxyle en position 1a,

soit par de la 1,25-(OH)2D*?%2?%" oy de la 10-OH-Ds.
Hypersensibilité a la vitamine D : déficit en vitamine D 24-hydroxylase

L’hypercalcémie est habituellement définie par une concentration en calcium sérique
supérieure a la normale (2,6 a 2,7 mmol/L selon les méthodes de dosage ou 1,35 mmol/L sil’on
considere sa fraction ionisée). Elle peut €tre aigue ou chronique, associée a une augmentation
de I’excrétion urinaire de calcium (hypercalciurie). Son étiologie chez 1’adulte est dominée par
I’hyperparathyroidie primaire (sécrétion inappropriée de PTH par un adénome parathyroidien)
et ’hypercalcémie paranéoplasique (sécrétion de PTHrp). Chez I’enfant, I’hypercalcémie est
plus rarement observée et d’étiologie différente.

Dans les années 1950, le concept d’Hypercalcémie Infantile Idiopathique fut introduit par

Lightwood et Fanconi®**??°

pour désigner une forme infantile d’hypercalcémie liée a une
augmentation de ’absorption intestinale de calcium associée a une hypercalciurie?***!. Deux
formes furent initialement distinguées : une forme syndromique dites de Fanconi qui s’avéra
plus tard correspondre au syndrome de Williams Beuren (microdélétion 7q11.2%32), une forme
modérée non syndromique dite de Lightwood. Plusieurs observations permirent de relier ces
cas d’hypercalcémie a un mécanisme dit d’hypersensibilit¢ a la vitamine D: (1) une
augmentation de I’incidence de cette maladie au Royaume Uni sur une période de 2 ans
correspondant a une campagne de supplémentation en vitamine D a forte dose (environ 4000
Ulj), (2) un phénotype n’apparaissant que chez une minorit¢é d’enfant recevant cette
supplémentation, (3) un phénotype évocateur d’intoxication a la vitamine D malgré I’utilisation
de doses de vitamine D trop faible, (4) une diminution de I’incidence de la maladie apres
diminution de 1’enrichissement laitier en vitamine D au Royaume Uni**. Des observations
similaires étayant cette hypothése furent faites dans d’autres pays d’Europe?** ¢,

L’observation de cas familiaux (plusieurs enfants atteints dans une méme fratrie/famille),

potentiellement en lien avec une consanguinité, suggérerent une origine génétique,

vraisemblablement autosomique récessive.
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En 2011, deux équipes identifierent des mutations perte de fonction dans le gene CYP24Al
codant la vitamine D 24-hydroxylase chez des enfants présentant une Hypercalcémie Infantile
Idiopathique avec néphrocalcinose et un phénotype biologique évocateur d’intoxication
endogene par la vitamine D (hypercalcémie, hypercalciurie, PTH basse, 25-OH-D normale ou
haute et 1,25-(OH);D élevée), la premiere par une stratégie de genes candidats (séquencage de
génes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D : CYP27B1, CYP24Al, FGF23, KL)'">,
la seconde par une stratégie de séquencage d’exome®’. Le phénotype associé a cette maladie
est ainsi similaire a celui du modéle murin étudié des années auparavant>3®2*_ 11 fut par la suite
étendu grace a la description de patients adultes et ainsi, aux patients lithiasiques (coliques
néphrétiques récurrentes de I’enfant et de 1’adulte jeune)***2*. Un nouveau biomarqueur
d’intérét, 1’¢élévation du ratio 25-OH-D/24,25-(OH);D sérique (>80), fut également associé a
cette maladie et permet de la distinguer des intoxications 2 la vitamine D*°.

Il est important de souligner que le phénotype de cette maladie dépend en partie de facteurs
environnementaux dont le principal est I’apport exogéne de vitamine D 2!, L’exposition solaire
est également responsable chez ces patients de variations des concentrations sérique et urinaire
de calcium, justifiant d’une protection solaire attentive?*®. La grossesse, en particulier, du fait
de I’augmentation de ’activité 1a-hydroxylase placentaire, constitue également une situation a
risque d’hypercalcémie chez ces patientes, potentiellement responsable de menaces
d’accouchement prématuré®>> 2%,

Sur le plan génétique, il s’agit d’une affection autosomique récessive, la majorité des patients
décrits présentant des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites (deux mutations
hétérozygotes, chacune située sur un allele différent). Plusieurs des variations identifiées ont pu
étre étudiées sur le plan fonctionnel en exprimant les mutants dans des modeles cellulaires
(fibroblastes pulmonaires de hamster chinois V79-4) et en utilisant des métabolites de la

)115

vitamine D radiomarqués (Figure 19)" . Une hérédité autosomique dominante a également été

suggérée®° bien que les souris hétérozygotes ne présentent aucun phénotype, avec ou sans

exposition a la vitamine D*3%2%
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Figure 19 : Etude fonctionnelle des variants de CYP24A1 initialement publiée par

Schlingmann et al.

A : Produits de dégradation de la 1,25-(OH),D3 étudiés par LC-MS/MS ; B : production finale

d’acide calcitroique ; C —J : profil LC-MS/MS des produits de dégradation des variants

comparés au contrdle négatif et a I’enzyme sauvage.
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En se basant sur une hérédité récessive et en utilisant les fréquences alléliques des quatre
principales mutations récurrentes aujourd’hui connues (p.Glul43del, p.Leul48Pro,
p-Arg396Trp et p.Leud09Ser) disponibles dans les bases de données accessibles en ligne
(GnomAD), on peut estimer une fréquence des hétérozygotes a 1/140 et une fréquence de la
maladie comprise entre 1/75 000 et 1/80 000.

Il n’existe pas de traitement spécifique de cette affection, en dehors de 1’éviction de la vitamine
D, d’une protection solaire adaptée, d’une bonne hydratation et d’une limitation des apports en
calcium. Les mesures complémentaires utilisées dans le traitement de I’intoxication a la
vitamine D peuvent également étre utilisées, méme s’il n’existe que peu de données (a court et
long termes) quant a leur efficacité et leur tolérance. On notera une inefficacité relative des
glucocorticoides chez les patients présentant un déficit en 24-hydroxylase, soulignant le role
d’induction de I’expression de CYP24A1 de ces molécules : si les corticoides permettent de
stimuler I’expression d’une enzyme fonctionnelle chez les patients présentant une intoxication
a la vitamine D, I’enzyme produite en cas de mutation de CYP24A 1 ne I’est pas suffisamment
pour permettre une efficacité du traitement®*. Enfin, I’utilisation des diurétiques de ’anse en
pédiatrie sera prudente du fait d’un risque de majorer I’hypovolémie et donc I’hypercalcémie
ainsi que le risque de néphrocalcinose ou de lithiase rénale. Les effets d’une déplétion en
calcium et en vitamine D a long terme chez ces patients ne sont actuellement pas connus.

En 2016, 1’é¢tude par homozygosity mapping et séquencage de familles consanguines avec
enfants présentant un phénotype d’hypersensibilité a la vitamine D sans mutation de CYP24A 1
ont conduit a I’identification d’un deuxiéme gene impliqué dans un phénotype similaire
(phénocopie) : SLC34A1 codant le cotransporteur rénal sodium-phosphate NPT2a (ou
NaPilla)*»72%8, 11 s’agit également d’une maladie autosomique récessive, bien que le role des
mutations hétérozygotes de ce gene ne soit pas formellement établi. Le mécanisme
physiopathologique suspecté dans cette affection repose sur une régulation négative du FGF23
par une fuite rénale de phosphate responsable d’une surexpression de CYP27B1 et donc d’une
dérégulation de la production rénale de 1,25-(OH);D. Cette hypothese est soutenue par
I’hypophosphatémie décrite chez ces patients, par I’efficacit¢é de la supplémentation en
phosphate pour normaliser leur bilan phosphocalcique ainsi que par 1’étude d’un modele murin
Slc34al™,

De fagon intéressante, un profil biologique similaire a pu étre décrit chez des patients présentant
des 1ésions génétiques dans le géne SLC34A3 codant le cotransporteur rénal sodium-phosphate
NPT2c (ou NaPillc). En revanche, leur phénotype clinique comporte des éléments communs

mais differ