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RÉSUMÉ

L’insuffisance rénale (IR) est associée, non seulement à une baisse progressive de la

production de 1 ,25(OH)2D3 (hormone de la vitamine D) mais également à une sous-

régulation de plusieurs cytochromes P450 (CYP) hépatiques. De plus, le rein constitue le

site principal d’expression du CYP27B1, l’enzyme responsable de la production de

l,25(OH)2D3. Par ailleurs, de nombreux tissus, dont le foie, possèdent la capacité de

synthétiser le CYP27B 1 sous certaines conditions physiopathologiques alors que le foie

est le site majeur d’expression du CYP3A4, un cytochrome P450 responsable du

métabolisme de plusieurs xénobiotiques. Les objectifs de cette étude sont 1) d’évaluer

les répercussions de lIR dans le foie et le rein, sur l’expression génique du CYP3A4 et

des cytochromes P450 responsables de la bioactivation de la vitamine D soit le

CYP27AJ (vitamine D-25-hydroxylase) et CYP27B] (vitamine D la-hydroxylase) et 2)

de déterminer s’il existe une production extra-rénale de l’hormone 1,25(OH)2D3 via

l’induction de l’enzyme CYP27B 1 dans le foie. L’influence de l’IR a été évaluée chez le

rat hypocalcémique carencé en vitamine D (Ca-D-). L’IR a été induite par l’ablation

partielle (5/6) (chronique) ou totale des reins (aigu). Des hépatectomies partielles ont

également été pratiquées. D’autre part, nous avons évalué l’effet d’une dose aigu de

vitamine D3 sur les concentrations sériques de 250HD3 et 1 ,25(OH)2D3. Les expressions

géniques des cytochromes CYP3A4, CYF27A1, CYP2 731 et du récepteur nucléaire de la

vitamine D (VDR) ont été analysées par Northem et/ou par RT-PCR. Nos résultats

montrent dans le foie que l’IR diminue significativement l’expression génique du

CYP3A4, alors qu’elle augmente significativement celles du CYF27AJ, CYP27BJ et

VDR chez les animaux Ca-D-. Par ailleurs, dans le rein, le CYF2 731 n’est pas affecté

par l’IRC. De plus, l’effet additionnel d’une hépatectomie partielle chez des animaux en

IR aigu suggère que le foie participe à l’homéostase de la l,25(OH)2D3. Les progrès

accomplis permettent de mieux comprendre l’importance de la synthèse extra-rénale de

1,25(OH)2D3 dans le maintien de l’homéostasie calcique en IR..

Mots clés insuffisance rénale, 1,25(OH)2D3, cytochrome P450, récepteur à la vitamine

D, métabolites de la vitamine D, ARN messager
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ABSTRACT

Renal failure (RF) is associated with a reduced production of the vitamin D hormone,

Ï ,25-dihydroxyvitamin D (1 ,25(OH)2D3) and with a down-regulation of several hepatic

cytochromes P450 (CYP). Indeed, the kidney is the major site for the synthesis of the

cytochrome CYP27BÏ, the vitamin D 1Œ-hydroxylase, which is responsible for

production ofthe 1,25(OH)2D3 In addition, renal failure has been shown to be associated

with a decrease in several cytochromes P450 involved in drug metabolism such as

CYP1A and 3A. The specific aims of our research were 1) to evaluate the effect of

renal failure effects on CYP3A4 (an enzyme involved in drug metaboiisrn), CYF27AJ

and CYP2 731 (two enzymes responsible for the bioactivation of vitamin D) mRNA

levels 2) to evaluate the extra-renal production of 1 ,25(OH)2D3. The influence of renal

failure was evaluated in hypocalcemic and vitamin D depleted rats (Ca-D-). Renal

failure was obtained by either bilateral nephrectomy (acute renal failure or ARF) or by

removal of 5/6 of the renal mass (chronic renal failure or CRF). In a subset of animais,

partial hepatectomies were also performed. CYF3A4, CYP27A], CYP27B] and VDR

(vitamin D receptor) mRNA levels were evaluated by Northem Blot analysis or RT

PCR. Serum 250HD3 and 1 ,25(OH)2D3 levels were aÏso determined foliowing an acute

injection of vitamin D. Data indicate that chronic renal failure does flot influence the

mRNA levels of remaining kidney CYP2 731. In acute or chronic renal failure rats, our

resuits revealed a marked downregulation in gene expression of hepatic CYF3A4 while

gene expression of CYF27AJ, CYF27B] and VDR were considerabily increased.

Otherwise, in the kidney, the levels of CYF2 731 were not modified in CRF rats

compared with control rats. In addition, the combination ofacute renal failure and partial

hepatectomy revealed that the liver significantly influences the handiing of

1 ,25(OH)2D3. These resuits suggest that in our model of renal failure, an extra-renal

production of active hormone of the vitamin D was present and that this production

could be important in the maintenance ofthe vitamin D endocrine system.

Key words : renal failure, 1 ,25(OH)2D3, cytochrome P450, vitamin D receptor, vitamin

D metabolites, messenger RNA
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1. L ‘INSUFFISANCE RÉNALE

1.1 Définition

L’insuffisance rénale aigu est un syndrome à étiologies diverses, potentiellement

réversible, caractérisé par une détérioration soudaine de la fonction rénale (insuffisance

rénale aigu ou IRA) (1). Pour définir l’IRA, les études utilisent le critère biochimique

correspondant à une élévation aigu de la créatinine sérique. L’IRA affecte environ 5%

des personnes hospitalisées et jusqu’à 15% des personnes aux soins intensifs. Pour les

personnes hospitalisées sans dysfonctionnement systémique majeur, le taux de mortalité

se situe entre 10 et 15% alors que chez les personnes aux soins intensifs avec une

atteinte inulti-systémique, les taux de mortalité varient de 50 à 90% (2). Les principales

causes de mortalité en insuffisance rénale aigu sont représentées à la figure 1. Par

ailleurs, l’insuffisance rénale chronique (IRC) est caractérisée par une destruction

progressive et irréversible des néphrons conduisant à une modification grave des

fonctions rénales et de l’homéostasie causant la mort si aucune thérapie de

remplacement n’est proposée (3).

1.2 Les causes de l’insuffisance rénale

1.2.1 Facteurs étiologiques de l’IRA

Les principales causes d’IRA sont regroupées en trois grandes catégories, soit les causes

pré-rénales (liées à une baisse de perfusion rénale), les causes rénales (dûes à une

atteinte du parenchyme rénal par une nécrose tubulaire aigus) et les causes post-rénales

(liées à une obstruction du débit urinaire) (2,4).
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Causes de décès en IRA

Maladie de base
63%

fIRA 11%

rNeurologique 4%

Infection 42%

J.Saignement 4%

figure 1. Causes de mortalité en insuffisance rénale aigu. (Tiré de : Leblanc M. et

Gagné E.R. Insuffisance rénale aigu. Dans Physiopathologie des maladies du rein et

des voies urinaires par Serge Quérin et Luc Valiquette, édité par EDISEM Maloine,

2000. Chap 9, p101 à 112)

Arrêt de
traitement 10% Cardiovasculafre

27%
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1.2.2 Facteurs étiologiques de l’IRC

Les facteurs de risques impliqués dans le développement de l’IRC sont

notamment l’âge avancé, l’hypertension, le diabète, les maladies immunologiques telles

que le lupus, les infections récurrentes du tractus urinaire, les néphrolithiases, le virus

d’imrnunodéficience humaine (liv), les maladies vasculaires rénales comme la

néphropathie ischémique, les maladies rénales primaires telles que la glomérulonéphrite

ou les néphropathies tubulo-interstitielles ou encore des causes post-rénales comme le

cancer envahissant de la prostate. Le rapport annuel des données de l’Institut National

du diabète, des maladies rénales et de l’appareil digestif de l’année 1999 aux Etats-Unis,

a révélé que le diabète était la cause principale de l’IRC (40%), suivi par l’hypertension

(27%) et la glomérulonéplirite (13%) (5). Une protéinurie persistante chez un patient

diabétique particulièrement accompagnée d’une rétinopathie ou d’une hypertension,

présagent du développement d’une insuffisance rénale progressive additionnée de

complications cardiovasculaires (6).

1.3 Traitement de l’insuffisance rénale

L’IRA entraîne une hyperazotémie rapidement progressive, des perturbations de

l’équilibre hydrique, électrolytique et acido-basique accompagnées d’une oligurie (<400

ml d’urine par jour). Une approche nutritionnelle intensive est nécessaire à la réduction

de la mortalité et de la morbidité et ainsi qu’au rétablissement de la fonction rénale

notamment en minimisant les désordres métaboliques et en réduisant le catabolisme

azoté (restriction de l’apport protéique) (1).

La maladie rénale chronique progresse dûe à des maladies persistantes comme

l’hypertension, le diabète non contrôlé ou des complications de l’insuffisance rénale

comme l’anémie ou l’athérosclérose. Le maintien d’une pression sanguine et d’une

glycémie normale est essentiel pour retarder la progression de la maLadie rénale. Bien

que l’anémie associée à l’IRC soit multifactorielle, celle-ci résulte principalement d’une

production réduite d’érythropoïetine (EPO), liée à la diminution de la masse
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fonctionnelle rénale. Les patients atteints d’IRC peuvent être traités de façon

hebdomadaire par des doses sous-cutanées d’EPO (6,7). D’autre part, l’IRC entraîne une

modification souvent majeure de la composition des milieux extra- et intra-cellulaires

liée aux anomalies métaboliques issues de la réduction importante de la masse des

néphrons ainsi que des effets toxiques liés à une hyperazotémie. Comme dans le cas de

l’IRA, un contrôle approprié de l’apport alimentaire permet de réduire ces anomalies

métaboliques ; chez les personnes atteintes d’IRC, l’approche nutritionnelle augmente

l’efficacité du traitement (3). Bien qu’il soit possible de ralentir la progression de l’IRC,

il semble en général impossible de l’arrêter. Une IRC suffisamment évolutive ou

prolongée cause tôt ou tard le décès du malade si aucune thérapie de remplacement n’est

offerte. Parmi ces thérapies de remplacement, nous avons : l’hémodialyse chronique, la

dialyse péritonéale ou la transplantation rénale (8).

1.4 Les toxines urémiques

Le terme “urémie” remonte au xIxème siècle et indique une condition causée par la

contamination du sang par l’urine. Elle est définît comme une condition complexe avec

des signes et des symptômes résultant de l’insuffisance rénale, laquelle cause

l’accumulation de produits ou déchets non excrétés de l’organisme. Le syndrome

urémique est l’ensemble des manifestations cliniques ou para-cliniques associées à l’IRC

(8). Elles ont été énumérées dans la partie 1.3. Presque toutes les fonctions de

l’organisme sont touchées par l’IRC dont les symptômes sont nombreux et variés. Le fait

que de nombreux organes soient touchés suggère que l’implication de nombreux facteurs

soit nécessaire pour produire l’urémie. On ne connaît pas vraiment la ou les toxines

urémiques mais il s’agit probablement de molécules provenant pour la plupart du

catabolisme protéique (Voir tableau 1). Il a été postulé que des molécules du milieu de

masse moléculaire de 500 à 3000 Daltons inadéquatement éliminées par l’hémodialyse,

mènent à une toxicité urémique. D’autre part, il existe aussi une contribution endocrine

au syndrome urémique car de nombreux systèmes hormonaux sont affectés par l’IRC.
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Tableau 1. Composés potentiellement toxiques qui s’accumulent en insuffisance rénale.

(Tiré de : May RC and Mitch WE. “Pathophysiology ofUremia” in : Breimer and Rector

The Kidney, fifth edition. Edited by Bany M. Brenner, M.D, WB Saunders Company,

Philadelphia, 1996, chap 49, p214$-2169)

Urée Dérivés Pyridine

Phénols Composés guanidines

Indoles 2-Microglobuline

Skatoles Amines aliphatiques

Hormones Esters hippuratés

Polyamines Molécules du milieu

Éléments de traces Amines aromatiques

Protéinases sériques Fragments carboxy-terminaux de

PTH

Dans l’évaluation de cette endocrinopathie, il est important de réaliser que des

prohormones (pro-insuline, pro-glucagon) ou des fragments d’hormones comme les

fragments carboxy-terminaux de la parathormone (PTH) s’accumulent lors de l’IRC. À
ce jour, peu d’études ont démontré l’implication des médiateurs ou toxines responsables

des complications de l’IRC ainsi que leur mécanisme d’action (9,10).
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2. LE SYSTÈME ENDOCRINIEN DE LA VITAMINE D

2.1 Introduction

La vitamine D3 est un séco-stéroïde inerte provenant de l’alimentation ou synthétisé par

activation du 7-déhydrocholestérol dans la peau, et doit être activé via des étapes

métaboliques spécifiques catalysées par des enzymes de la famille des cytochromes

P450 afin d’exercer son activité biologique (11).

2.2 Le métabolisme de la vitamine D3

2.2.1 Les sources de vitamine D3

La vitamine D3 est originaire de deux sources. Elle peut être obtenue de la diète

mais aussi par action des rayons ultra-violets du soleil sur la peau. Seulement quelques

sources alimentaires telles que les huiles de poissons, le jaune d’œuf le foie ainsi que

certains aliments végétaux contiennent des quantités significatives de vitamine D2

(d’origine végétale) et de vitamine D3 (d’origine animale). Cependant, beaucoup

d’aliments sont maintenant supplémentés avec la vitamine D3 et les besoins journaliers

sont facilement rencontrés. La vitamine D3 est produite dans la peau par une conversion

photolytique induite par la lumière ultraviolette du 7-déhydrocholestérol à la pré

vitamine D3 (12,13) suivie par une isomérisation thermique en vitamine D3 (14).

2.2.2 La bioactivation de la vitamine D

La vitamine D3 n’a aucune activité biologique et doit subir deux étapes

métaboliques successives afin d’acquérir son potentiel hormonal. Les étapes impliquées

sont illustrées dans la figure 2 (15) et sont discutées plus bas.
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2.2.2.1 La vitamine D3-25-hydroxylase (CYP27A1)

La première étape de l’activation métabolique de la vitamine D3 est une

hydroxylation dans le foie. Elle demande la participation d’une enzyme, la vitamine D3-

25-hydroxylase (CYP27A1) appartenant à la superfamille des cytochromes P450 (16).

Le CYP27A1 réside principalement dans la mitochondrie même si d’autres tissus

incluant la peau, l’intestin, le poumon et le rein possèdent une certaine activité D3-25-

hydroxylase (17). Plusieurs hormones et produits endogènes sont des régulateurs de

l’expression du gène CYF27AJ. Cela inclut les acides biliaires, les glucocorticoïdes

(18,19), l’hormone de croissance (20) et l’insuline (21). Cependant, la régulation du

CYP27A] par le statut en vitamine D a été bien investiguée. Théodoropoulos et coli. ont

montré que la 1,25(OH)2D3 sous-régulait le CYF27A] intestinal de rat alors qu’Axen et

coll. ont observé le même phénomène dans le rein et le foie (19,22). De plus,

Theodoropoulos et cou, ont démontré que l’ARNm du CYP27A] hépatique chez des rats

n’était pas influencé par le statut nutritionnel en vitamine D3 mais modulé par

l’exposition à la 1,25(OH)2D3 (23). La vitamine D3 hydroxylée dans le foie, soit la 25-

hydroxyvitamine D3 (250HD3), est la forme circulante la plus abondante de la vitamine

D3, laquelle, en condition normale, est présente à des concentrations sériques de 50 à

125 nmol.L’ (24). La production hépatique de 25-hydroxyvitamine D3 est dépendante

principalement de la concentration de substrat et la mesure de 250HD3 sérique reflète

l’état nutritionnel en vitamine D (25). Selon Stravitz et colI., la demi-vie de l’ARN

messager du CYF27A] est de 18 et 24h (26) alors que Théodoropoulos et coil. l’ont

estimée à 12,7h dans le foie de rats carencés en vitamine D (23).

2.2.2.2 La 250HD3- 1 Œ-hydroxylase (CYP27B 1)

L’enzyme 250HD3-1Œ-hydroxylase est une enzyme de la membrane interne de

la mitochondrie rénale et est responsable de l’introduction d’un groupement 1Œ-

hydroxyle à la 250HD3, créant ainsi la 1,25 dihydroxyvitamine D3 (1,25(OH)2D3),

l’hormone du système de la vitamine D (27). Nombreuses expérimentations impliquant
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des animaux néphrectomisés ont confirmé que le rein est la source majeure de la

1 ,25(OH)D circulante. La 1 ,25(OH)2D3 présente des concentrations sériques

approximativement 1000 fois inférieures à la 250HD3 et est généralement présente de

48 à 156 pmol.U’ dans le sérum humain normal (24). Le gène de la 1Œ-hydroxylase a

été classé comme un membre de la famille des cytochromes P450 de la famille des

CYP27 mitochondriaux (CYP27B1) et son étude a été grandement facilitée par son

clonage chez l’humain, la souris et le rat (28-30). L’ablation du gène du récepteur à la

vitamine D (VDR I) a montré une perte de la rétro-inhibition de la 1,25(OH)2D3 sur le

gène CYF2 7B] et entraîne une sur-expression de la 1 Œ-hydroxylase. La régulation de la

synthèse de la 1Œ-hydroxylase rénale chez l’animal normal nécessite donc une co

expression VDR-CYP27BÏ (29). L’activité enzymatique de la 1Œ-hydroxylase est donc

régulée par le statut en vitamine D (3 1-33). Une parathyroïdectomie altère l’induction de

la 1 Œ-hydroxylase rénale par l’hypocaÏcémie (34) alors qu’une administration de la PTH

à des animaux parathyroïdectomisés ou sains, augmente la production de 1 ,25(OH)2D3

suggérant ainsi que la PTH exerce une sur-régulation sur la 1Œ-hydroxylase (35). Des

études ont également montré que la 1Œ-hydroxylase était sous-régulée par des

concentrations élevées de calcium (36) et de phosphore (37,38) ainsi que par l’acidose

(39) alors que l’IGF-l augmente la synthèse rénale de 1 ,25(OH)2D3 (40).

2.2.3 Catabolisme de la vitamine D

Le contrôle des concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3 implique habituellement

des changements réciproques des activités de synthèse et de catabolisme. L’enzyme

catabolique majeure est la D3-24-hydroxylase, un autre cytochrome P450 mitochondrial

(CYP24) de la famille des cytochromes P450 dont le rôle est d’oxyder en position C-24

ou C-23 suivant les espèces, la chaîne carbonée latérale de la 250HD3 et de la

l,25(OH)2D3 (41,42). Ces hydroxylations conduisent à une perte progressive de l’activité

biologique de la 1 ,25(OH)2D3 ou de la 250HD3. En effet, le produit final clivé de la

1,250HD3, appelé acide calcitroïque est biologiquement inerte (43,44). La D3-24-

hydroxylase a été clonée par l’équipe de Ohyama et coll. (45,46). Contrairement à la
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distribution tissulaire limitée des enzymes de synthèse, la D3-24-hydroxylase est

présente dans tout les tissus cibles de la vitamine D (47). La D3-24-hydroxylase est

hautement inductible par la 1,25(OH)2D3 fournissant ainsi un mécanisme pour atténuer

la réponse de l’hormone de la vitamine D et réduire les concentrations de 1 ,25(OH)2D3

lorsqu’ elles sont anormalement élevées (48).

2.3 Le récepteur à la vitamine D

Les actions de la l,25(OH)2D3 nécessitent l’interaction de celle-ci avec son récepteur

intracellulaire, le récepteur à la vitamine D ou VDR. Ce récepteur a été découvert par les

travaux de Haussler et colI. (49). Le VDR est un membre de la superfamille des

récepteurs nucléaires (50). Ce récepteur nucléaire a été cloné chez le poulet (51),

l’humain (52), la souris (53), et le rat (54). Le VDR est généralement exprimé à des

concentrations relativement faibles in vivo et il est distribué principalement dans l’os, le

rein et surtout l’intestin lequel possède des niveaux relativement élevés du récepteur

(3000-6000 fmol/mg de protéine) ; dans d’autres tissus, les niveaux du VDR sont

relativement plus faibles. Les étapes principales impliquées dans le contrôle de

l’expression génique médiée par le VDR sont représentées à la figure 3 (55,56) et

incluent les étapes suivantes 1) sa liaison à la 1,25(OH)2D3 (57,58), 2)

l’hétérodimérisation avec le récepteur aux rétinoides (RXR) (59), 3) la liaison de

l’hétérodimère VDR-RXR aux éléments de réponse de la vitamine D (VDRE5) des

gènes ciblés par l’action biologique de la vitamine D (60,61), et 4) le recrutement

d’autres protéines nucléaires à l’intérieur du complexe de pré-initiation

transcriptionnelle (62). De nombreux facteurs peuvent influencer l’action de la vitamine

D conjuguée au VDR notamment l’accessibilité du ligand au VDR (63), le contenu

cellulaire et les modifications post-traductionnelles du VDR (64,65), ainsi que la

disponibilité des co-activateurs nucléaires (55).
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1 ,25(OH)2D3

Exemples de
gènes cibles:

t 24-hydroxylase
ostéocalcine

Â
1Œ-hydroxylase
P111

Figure 3. Modèle schématique de l’action de la 1 ,25(OH)2D3 contrôlée par son récepteur

nucléaire, le VDR (récepteur à la vitamine D). Une liste de gènes connus cibles de la

1,25(OH)2D3 peuvent être sur-régulés (1) ou sous-régulés (4) au niveau transcriptionnel.

(Tiré de : Brown AJ et coll. Am. I Physiol. 277(46) : F 157-F 175, 1999 ; Akutsu N. et

coll. Mol Endocrinol. 15(7): 1127-39, 2001).
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2.4 Actions biologiques de la vitamine D.

Les actions génomiques et non-génomiques de la vitamine D se combinent pour

produire une multitude de réponses vers des cellules cibles dont la liste ne cesse

d’augmenter. Le rôle majeur de la vitamine D dans l’homéostasie phospho-calcique est

d’augmenter l’efficacité de l’intestin grêle dans l’absorption du calcium et du phosphore

alimentaire et ainsi permettre le transport transcellulaire du calcium et du phosphore

(66-69). Aussi, la vitamine D est essentielle pour le développement et le maintien du

squelette minéralisé. Elle facilite la formation osseuse en induisant la synthèse des

protéines matricielles de l’os ainsi que l’apposition minérale. D’autre part, elle maintient

les concentrations sériques de calcium et de phosphate en induisant la résorption osseuse

(70,71). La vitamine D régule l’expression du gène de la PTH. En effet, la PTH et la

1 ,25(OH)D3 affectent directement l’homéostasie du calcium et chacune exercent un

important effet régulatoire sur l’autre. Ainsi, la PTH stimule la production de

1 ,25(OH)2D3 en activant le CYP27B 1 rénal et la 1 ,25(OH)2D3, en retour, supprime la

synthèse et la sécrétion de la PTH (72,73).

Dans le rein, l’effet le plus important de la 1 ,25(OH)2D3 est la suppression de l’activité

ÏŒ-hydroxylase et la stimulation de l’activité D3-24-hydroxylase (55). En outre, la

1,25(OH)2D3 est un important immuno-régulateur (74) et ses propriétés antiprolifératives

et pro-différentielles sont exploitées à titre thérapeutique dans le traitement de

leucémies, de tumeurs solides et de maladies de peau comme le psoriasis (75). Enfin, la

1,25(OH)2D3 possède également une action non-génomique associée à des phénomènes

membranaires (76) et à la création de seconds messagers (77).
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3. L ‘INSUFFISANCE RÉNALE ET LE SYSTÈME ENDOCRINIEN DE LA

VITAMINE D

3.1 Diminution de la capacité de synthèse de la 1,25(OH)2D3 et de l’expression du

VDR

Tel que mentionné ci-haut, le rein est le principal organe responsable de la production de

1 ,25(OH)2D3, et c’est pourquoi les patients avec une masse rénale réduite voient leur

production de 1 ,25(OH)2D3 diminuée. Plusieurs études ont montré une diminution

progressive des concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3 lorsque la fonction rénale se

détériore. On a également constaté une diminution de l’expression du VDR dans les

glandes parathyroïdes chez des malades atteints d’insuffisance rénale chronique (78).

Cette baisse du VDR dans les glandes parathyroïdes a été confirmée par plusieurs études

utilisant des modèles animaux. Cependant, les travaux de Szabo et coll. et de Shvill et

coli. n’ont trouvé aucune différence quantitative de l’ARNm du VDR entre des rats

normaux et des rats urémiques (79,80) alors que Denda et col!, ont observé que les

niveaux de VDR chez des rats urémiques étaient reliés aux faibles concentrations de

1,25(OH)2D3 (81). Cependant, les causes de la diminution du VDR restent obscures. Des

études récentes ont montré que plusieurs mécanismes en aval de la formation du

complexe 1 ,25(OH)2D3-VDR contribuent à la diminution de l’action de la vitamine D.

Ils incluent, entre autres, la diminution des niveaux du RXR chez des rats atteints

d’insuffisance rénale (82) avec comme conséquence la réduction de la formation de

l’hétérodimère VDR-RXR, ainsi que l’augmentation des niveaux nucléaires de

calréticutine, deux processus qui diminuent la liaison du complexe VDR-RXR aux

éléments des gènes régulés par la 1,25(OH)2D3 (83). Patel et coll. ont également postulé

que les toxines urémiques exerçaient un effet inhibiteur sur Pinteraction du VDR aux

éléments de réponse de la vitamine D (VDREs) (84). Cependant, une étude récente n’a

montré aucune diminution de production de la l,25(OH)2D3 chez des rats

néphrectomisés aux trois-quart, 8 semaines après la chirurgie ; ces auteurs ont cependant

montré une nette augmentation de l’expression génique du CYF27B] et du CYP24 dans
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le rein restant suggérant un rôle capital de la masse rénale restante dans le maintien des

concentrations sériques de 1,25(OH)2D3 (85).

3.2 Effet des faibles concentrations de 1,25(OH)2D3 sur les tissus cibles de la

vitamine D

Dans l’intestin, on a constaté une réduction de l’activité du transport du calcium ainsi

qu’une diminution de l’absorption du phosphore chez des patients atteints d’insuffisance

rénale chronique ainsi que chez des modèles animaux atteints d’urémie (78).

Dans les glandes parathyroïdes, la diminution du calcium ionisé ainsi que de la

1,25(OH)2D3 sont les causes majeures de la forte sécrétion de PTH dans l’insuffisance

rénale chronique. (pour plus de détails, voir section 3.4) (86)

Dans l’os, l’insuffisance rénale engendre des désordres osseux complexes qui conduisent

à l’ostéodystrophie rénale. Ces anomalies sont divisées en plusieurs catégories qui

incluent l’ostéite fibreuse, l’ostéomalacie et des anomalies squelettiques dues à des

dépôts de 32—microg1obuIine. Les faibles concentrations de 1 ,25(OH)2D3 rencontrées

contribuent à une minéralisation défectueuse et à une altération de la formation osseuse.

De plus, dans le pancréas, la déficience en 1 ,25(OH)2D3 mène à une inadéquate sécrétion

d’insuline par les cellules 13(78).

3.3 Production extrarénale de 1,25(OH)2D3 en insuffisance rénale

L’hypothèse de la présence de sites extra-rénaux de synthèse de 1,25(OH)2D3 provient

d’études sur les maladies granulomateuses comme la sarcoïdose, lesquelles ont supporté

le lien entre une synthèse extra-rénale de l’hormone et l’hypercalcémie, qui sont

fréquemment associées à ces maladies ($7-89). De nombreuses études, ont par la suite,

montré que la 1 Œ-hydroxylase extra-rénale peut agir par une action autocrine/paracrine

en modulant la différentiation cellulaire et/ou en agissant au niveau local. Contrairement

au rein qui supporte l’action endocrinienne de la 1,25(OH)2D3, l’expression et la



16

régulation de la IŒ-hydroxylase dans les tissus extra-rénaux sont différentes de celles

observées avec l’enzyme rénale. La 1 Œ-hydroxylase extra-rénale apparaît agir de

manière autocrine ou paracrine en modulant la fonction et/ou la différentiation cellulaire

à un niveau local (90). Outre dans les maladies granulomateuses, nous observons une

synthèse extra-rénale de 1,25(OH)2D3 dans plusieurs situations physiologiques et

pathologiques telles la grossesse (91,92), l’arthrite (93), la tuberculose (94), la maladie

de Hodgkin (95), les lymphomes (96) et les maladies rénales (97-99). On a montré que

de nombreux types cellulaires synthétisent la 1,25(OH)2D3 comme les kératinocytes

(100), les cellules prostatiques (101), les ostéoblastes (102), les lymphocytes T (103) et

les monocytes/macrophages (104). Par ailleurs, on a rapporté une synthèse de

1,25(OH)2D3 dans les microsomes hépatiques chez le rat (105). Toutefois, aucune étude,

à ce jour, n’a clairement montré la participation d’un tissu spécifique autre que le rein

dans la synthèse de 1 ,25(OH)2D3 dans des conditions d’insuffisance rénale aiguê ou

chronique. Cependant, Dusso et coll. ont observé, chez des patients anéphriques et des

chiens partiellement néphrectomisés, une synthèse extra-rénale de 1,25(OH)2D3 après

administration de 25-hydroxyvitamine D3 (98) ; par ailleurs, ces mêmes auteurs ont

également, constaté une synthèse extra-rénale de 1 ,25(OH)2D3 par les macrophages chez

l’humain en IRC (97).

3.4 L’hyperparathyroïdie secondaire

L’hyperparathyroïdie secondaire se développe de façon précoce au cours de

l’insuffisance rénale chronique en raison d’un déficit relatif de 1 ,25(OH)2D3 et/ou de

calcium mais aussi due à l’excrétion réduite de phosphore provenant de la diète. Tous ces

facteurs contribuent à une élévation progressive de la sécrétion de PTH laquelle mène à

long terme à l’ostéodystrophie rénale (106,107). Avec la progression de l’insuffisance

rénale chronique, l’hyperparathyroïdie secondaire devient extrêmement sévère si aucune

mesure n’est prise pour prévenir la production excessive de PTH. La prévention et le

traitement de cette maladie devraient commencer aussi tôt que possible dès l’apparition

de l’insuffisance rénale. L’hyperparathyroïdie peut être prévenue en réduisant
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l’absorption intestinale du phosphore par prises de chélateurs de phosphate administrés

avec les repas ou par une diète restreinte en phosphates. D’autre part, la 1,25(OH)2D3 est

administrée pour diminuer la synthèse de PTH (108). On a, de plus, observé le

développement d’une résistance aux effets de la 1 ,25(OH)2D3 chez les insuffisants

rénaux, ce qui pourrait également être une des causes de l’hyperparathyroïdie en

insuffisance rénale (109). Une intervention précoce avec la 1,25(OH)2D3 pourrait

retarder le début de la résistance à la l,25(OH)2D3 en prévenant la déficience en

1 ,25(OH)2D3 et, par conséquence, la réduction des niveaux de VDR. Ces observations

supportent l’utilisation thérapeutique de la 1 ,25(OH)2D3 comme élément nécessaire au

maintien du contenu en VDR dans les glandes parathyroïdes chez des malades atteints

d’insuffisance rénale. En fait, comme l’ont montré Denda et coll., les niveaux du VDR

dans les glandes parathyroïdiennes de rats urémiques pourraient être augmentés à ceux

des animaux nonriaux par l’administration de 1,25(OH)2D3 ou de ses analogues, comme

le 22-oxa-calcitriol qui possède des propriétés faiblement calcémiantes (81). De plus, la

capacité des analogues de la 1,25(OH)2D3 pour recruter les molécules co-activatrices du

complexe de pré-initiation transcriptionnelle pourrait compenser la réduction du

complexe VDR- 1 ,25(OH)2D3 en potentialisant la transactivation / transrépression de

gènes clés pour la synthèse de PTH et la croissance cellulaire parathyroïdienne (110-

113).

3.5 Utilisation d’analogues de la vitamine D dans le traitement de l’insuffisance

rénale

Selon Slatoposky et coll., l’approche thérapeutique diffère pour les patients atteints

d’hyperparathyroïdie qui sont ou non dans un programme de dialyse (78). En effet, il

existe deux principales options de traitement à ce stade qui sont, l’administration de sels

de calcium ou des dérivés de la vitamine D. Cependant, le risque d’hypercalcémie et de

calcification de tissus sains augmentent lorsque les dérivés de la vitamine D sont donnés

en association avec des suppléments oraux de calcium. De nombreuses études ont

montré l’effet bénéfique de l’administration de 1 ,25(OH)2D3 ou d’alfacalcidol
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(114,115). Les dérivés 1Œ-hydroxylés de vitamine D hautement actifs peuvent

facilement induire l’hypercalcémie, c’est pourquoi d’intensives recherches se sont

focalisées ces dernières années sur le développement de divers analogues non

hypercalcémiants. Le tableau 2 montre les dérivés classiques de la vitamine D ainsi que

les principaux nouveaux analogues qui sont utilisés cliniquement ou ceux qui ont été

intensivement étudiés durant la dernière décennie (115). En dépit de nombreuses études

chez des patients, aucun des nouveaux agents n’arrivent à supprimer totalement

l’hypercalcémie ou Ï’hyperphosphatémie. De plus, aucun d’eux ne semble être supérieur

à la 1 ,25(OH)2D3 ou à I’alfacalcidol chez des patients urémiques, et ce, sur une longue

période de temps (116-118).

Cependant, l’émergence depuis une dizaine d’année de nouveaux médicaments appelés

“calcimimétiques” présentent une nouvelle option thérapeutique pour les complications

telles que l’hyperparathyroïdie secondaire reliée à l’IRC. En effet, ces agents ont la

propriété d’augmenter la sensibilité des récepteurs au calcium appelés également CaR, et

de ce fait diminuer de façon significative le niveau plasmatique de la parathormone

(PTH). Le CaR est un récepteur à la surface des cellules parathyroïdiennes couplé à une

protéine-G. Ce récepteur est sensible aux variations des concentrations de calcium

sérique. L’activation de ce récepteur diminue la sécrétion de PTH. Les calcimimétiques

tels que le R-568 ou encore celui de seconde génération le AMG 073 ont prouvé qu’ils

pouvaient augmenter la sensibilité du CaR au calcium extracellulaire, et de ce fait,

confirment à diminuer significativement les concentrations de PTH (119,120).

4. MÉTABOLISME HÉPA TIQUE EN CONDITION D ‘INSUFFISANCE RÉNALE

4.1 Les cytochromes P450

C’est en 1958 que Klingerberg a signalé l’existence, chez le rat, d’un pigment dans le

réticulum endoplasmique hépatique qui, complexé au monoxyde de carbone et à l’état

réduit, absorbait fortement la lumière dans le bleu à 450 nm, d’où le nom de cytochrome
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Tableau 2. Les dérivés de la vitamine D utilisés pour le traitement médical de

l’hyperparathyroïdie secondaire dans l’insuffisance rénale chronique. (Tiré de : Tilman

B. et cou. Am. I Kidney Dis. 37(1): S58-S61, 2001)

Dérivés de vitamine D

• Calcidiol (250HD3)

• Calcitriol (1,25(OH)2D3)

• Alfacaïcidol

Analogues de la vitamine D non-hypercalcémiques”

• 22-oxa-calcitriol

• 19-nor-1,25(OH)2 vitamine D3

• 1 ct-OH vitamine D2 ou 1 ŒOH-vitamine D3

• Hexafluorocalcitriol

P450 (“P” pour pigment) (121). Ces enzymes appelées cytochromes P450 (CYP) sont

une famille de protéines contenant un groupement hème. Ils sont présents dans tous les

tissus des mammifères et de hautes concentrations sont retrouvées dans le réticulum

endoplasmique hépatique mais aussi dans la membrane interne de la mitochondrie

(surtout chez les mammifères). Les organes particulièrement riches en P450 sont le foie

et les glandes surrénales. Ils jouent un rôle central dans le métabolisme d’oxydation, de

péroxydation et de réduction d’une grande gamme de composés endogènes qui incluent

les acides gras, les stéroïdes, les leucotriènes, les prostaglandines, les acides biliaires, les

amines biogènes, et les vitamines liposolubles. Chez l’humain, il existe 19 familles de

cytochrome P450 connues, parmi lesquelles seulement les trois premières CYP 1, CYP2,

et CYP3 sont impliqués dans le métabolisme des médicaments et des xénobiotiques. Un

grand nombre de ces enzymes sont responsables de la biotransformation de produits

chimiques exogènes tels que les médicaments, les carcinogènes, et les contaminants

environnementaux. Généralement, ces cytochromes P450 catalysent la première étape
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(Phase I) de la biotransformation de substrats lipophiles vers des dérivés plus

hydrophiles dans le but de favoriser leur excrétion. D’autres cytochromes P450 ont un

rôle prédominant dans les voies biosynthétiques comme les cytochromes

stéroidogéniques qui ont un rôle très important dans la biosynthèse des hormones

stéroidiennes dans les glandes surrénales et les gonades. En outre, d’autres cytochromes

P450 catalysent les réactions de nombreuses voies menant à la synthèse des acides

biliaires, de la vitamine D (les P450 mitochondriaux CYP27A1, CYP27BÏ et CYP24),

du cholestérol et du métabolisme des rétinoides (122-124).

4.2 Importance du cytochrome P450 3A4 dans le métabolisme des xénobiotiques et

des médicaments

4.2.1 Présentation du CYP3A4

Chez l’humain, le cytochrome P450 prédominant dans le foie et l’intestin est le

CYP3A4. Il est estimé que le CYP3A4 est impliqué dans le métabolisme

d’approximativement 60% de tous les médicaments. Il est, de plus, au centre d’une

multitude d’interactions médicamenteuses. Les principaux substrats endogènes du

CYP3A4 sont les stéroïdes. Chez l’adulte, la voie principale pour l’inactivation de la

testostérone, la progestérone, l’androstenedione et le cortisol, apparaît être la 613-

hydroxylation catalysée par le CYP3A4 (125). De plus, le CYP3A4 est actif dans la 6-

hydroxylation des acides biliaires, de l’acide lithocholique (TCA) et de l’acide

taurochenodeoxycholique (126,127). Les membres de la sous-famille des CYP3A

catalysent aussi la 6-hydroxylation du LCA chez les rongeurs (162). L’expression du

CYP3A4 est induite par une grande variété de substances exogènes conmie le

phénobarbital, la dexamethasone, le RU486, spironolactone, l’agent antifongique

clotrimazole, l’agent anticancer paclitaxel, etc. (128).

Chez le rat, le CYP3A23 est comme le CYP3A4 aussi inductible par une grande variété

de composés incluant les stéroides tels que l’antiglucocorticoide pregnenolone 16Œ-

carbonitrile (PCN), la dexamethasone, l’hydrocortisone, le mifepristone (RU486), des
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médicaments antifongiques, des pesticides, etc. (125). La régulation des gènes CYF3A23

et CYP3A2 a été étudiée de façon intensive. Contrairement au CYP3A23, le CYP3A2 est

la forme la plus exprimée chez des animaux non induits par des agents chimiques. Debri

et coli. ont étudié la distribution du CYP3A2 et du CYP3A1 dans l’hépatocyte de rat. Ils

ont montré que le CYP3A1 était le cytochrome P450 le plus exprimé chez les animaux

non traités avec le PCN alors que le CYP3A2 était distribué plus largement chez les

animaux traités avec le PCN. De plus, l’induction des membres de la sous-famille

CYP3A montre une pharmacologie distincte et spécifique à l’espèce (129). Enfin,

Mahnke et coll. ont observé que l’expression des gènes CYP3A chez le rat varie suivant

l’âge, le sexe, et le type d’inducteur (130).

4.2.2 Le PXR, le récepteur nucléaire responsable de l’action médiée par le

CYP3A4

L’identification d’un élément de réponse DexIPCN chez les gènes CYP3A a

fourni l’évidence de l’implication d’un récepteur nucléaire dans l’induction des

cytochromes 3A. Kliewer et coll. ont cloné un récepteur nucléaire activé par le PCN

dans le foie de souris, appelé récepteur aux pregnanes (PXR) (131). Le groupe de

Kiiewer ainsi que d’autres chercheurs ont démontré que le PXR est fortement activé par

les composés pregnanes et est le médiateur de l’induction des CYP3A chez la souris, le

rat (132), le lapin (133) et l’humain (134). Chez l’humain, le PXR est également un

récepteur sensible aux stéroides et aux xénobiotiques (SXR) (135) et un récepteur activé

par les pregnanes (PAR) (136). Le PXR est principalement exprimé dans le foie et

l’intestin et, plus faiblement, dans le poumon et le rein (137). Le PXR lie les éléments de

réponse aux xénobiotiques dans les régions promotrices des gènes des cytochromes

CYP3A identifiés chez le rat et l’humain et en active l’expression. Spécifiquement, le

PXR, induit soit par des substances exogènes ou endogènes, forme un hétérodimère

avec le RXR et lie les éléments de réponse DR3 ou ER6/1R6 dans les régions

promotrices des gènes CYF3A. Plus précisément, le PXR forme un hétérodimère avec le
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RXR de l’élément de réponse des gènes CYP3A23 et CYF3A2 chez le rat et de l’élément

de réponse ER-6 du gène CYP3A4 chez l’humain (Voir figure 4) (125,131,134-136).

4.2.3 Implication du VDR dans l’expression génique du CYP3A4

Le groupe de Schmiedlin-Ren et coll. ont montré que la 1 ,25(OH)2D3 agit comme

un inducteur transcriptionnel du CYF3A4 dans la lignée cellulaire de carcinome

colonique Caco-2 (138). De plus, le VDR activé par son ligand induit l’expression de

CYP2B6, CYP2C9, et CYF3A4 dans l’hépatocyte (139) alors que Thummel et cou, ont

rapporté que la 1,25(OH)2D3 contrôle la transcription du CYF3A4 dans la lignée

cellulaire intestinale humaine LS18O (140). Cependant, Pascussi et colI. ont postulé que

le PXR humain ne semble pas être activé par la 1 ,25(OH)2D3 et ses dérivés hydroxylés

(141). La raison pour laquelle l’expression des gènes CYPs est contrôlée par le VDR

n’est pas clair car ni les CYP2B6, les CYP2C et les CYP3A4 ne sont impliqués dans le

métabolisme de la vitamine D. Ils pourraient, toutefois, être impliqués dans le

catabolisme de la 1,25(OH)2D3 ou de ses métabolites comme le suggèrent certaines

études où des inducteurs enzymatiques ont significativement affecté le statut nutritionnel

ou endocrinien en vitamine D3 (142-144).

4.3 Principaux changements de la fonction hépatique dans l’insuffisance rénale

chronique

De nombreux changements de la fonction hépatique sont observés dans l’insuffisance

rénale chronique. Les principaux changements observés concernent le métabolisme

protéique (intégrant la synthèse protéique et la conversion d’urée en ammoniaque), le

métabolisme des hydrates de carbone (synthèse et dégradation du glycogène, synthèse et

utilisation du glucose), et le métabolisme des graisses (formation de cétones et

métabolisme lipidique) (145). De plus, l’insuffisance rénale chronique est associée à une
2+augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Ca ) dans de nombreux
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types cellulaires incluant les hépatocytes (146,147). Cette augmentation du calcium

intracellulaire serait secondaire aux concentrations de PTH en insuffisance rénale

chronique (14$). Enfin, Leblond et cou, ont observé une diminution de l’activité

hépatique des cytochromes P450 chez des animaux IRC, diminution qui a pour

conséquence une baisse significative du métabolisme des médicaments (voir section 4.5)

(149).

4.4 Régulation des cytochromes P450 par l’inflammation

Chez les humains et les animaux, l’infection ou l’inflammation peut causer des

changements dans l’activité et les niveaux d’expression de diverses formes de

cytochromes P450 dans le foie ainsi que dans les tissus extra-hépatiques tels que le rein

et le cerveau (150). De récentes études ont démontré que l’inflammation chronique est

observée communément chez les patients atteints d’insuffisance rénale terminale. Il a été

montré que 30 à 50% des sujets pré-dialysés, des sujets hémodialysés, et des sujets sous

dialyse péritonéale montrent une évidence sérologique d’une réponse inflammatoire

induite telle qu’indiquée par leurs concentrations de CRP et de l’IL-6 élevées. Ces deux

cytokines semblent inversement reliées à l’état de la fonction rénale (151). Guévin et

cou. (152) ont montré que les niveaux d’ARNm et l’expression protéique de plusieurs

cytochromes P450 (CYP2C6, CYP2C11, CYP3A1 et 3A2) dans l’hépatocyte de rats

incubés avec du sérum d’animaux atteints d’IRC étaient sous-régulés en comparaison à

ceux observés chez les animaux contrôles. Des médiateurs contenus dans le sérum de

rats urémiques diminueraient l’expression de cytoclwomes P450. En effet, de récentes

études ont montré que le PXR (153) ainsi que le CYP3A4 (154) étaient sous-régulés par

l’interleukine 6 (IL-6) dans l’hépatocyte humain. Récemment, Bleau et coIl. (155) ont,

également montré l’implication directe d’une inflammation aseptique, de l’IL-6, et de

l’interleukin-113 dans la sous-régulation de certains isoformes P450 chez des hépatocytes

de lapin.
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4.5 Effet de l’insuffisance rénale sur le métabolisme hépatique des cytochromes

P450

Des études ont révélé que l’insuffisance rénale chronique altèrent le métabolisme des

médicaments en réduisant la clairance systémique et la clairance rénale des médicaments

(156,157). Ce constat découle de nombreuses études sur des modèles animaux atteints

d’insuffisance rénale où on a montré dans des conditions d’insuffisance rénale chronique

la présence d’une sous-régulation importante des cytochromes P450 hépatiques

d’isozymes spécifiques. En effet, divers modèles animaux d’insuffisance rénale aigu et

chronique ont montré une activité réduite des cytochromes P450 hépatiques où certaines

voies semblent être affectées par rapport à d’autres (158). Leber et coll. ont révélé que le

contenu hépatique des protéines microsomales était réduit chez des animaux atteints

d’IRA en comparaison avec des animaux normaux (159) alors que Chung et coïl. ont

révélé que les niveaux augmentés d’urée mènent à une sur-régulation de l’expression du

cytochrome CYP2E 1, un cytochrome inductible par certains xénobiotiques dont l’alcool

(160). Leblond et coll. ont clairement démontré dans un modèle animal d’insuffisance

rénale chronique (42 jours d’insuffisance rénale induite par une néphrectomie sub-totale)

une diminution de l’activité des P450 hépatiques, principalement les CYP2C1 1,

CYP3AY et CYP3A2 (149). Les mêmes investigateurs ont, de plus montré que

l’expression génique des mêmes cytochromes P450 était significativement diminuée

(161). En conclusion, ces dernières études ont montré que l’activité de certains

cytochromes P-450 étaient affectées en condition d’insuffisance rénale. Cependant, il

n’existe aucune donnée sur l’impact de l’insuffisance rénale sur les cytochromes P450

hépatiques responsables de la bio-activation de la vitamine D notamment les enzymes

CYP27A1 et CYP27B1.
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5. PRÉMICES ET HYPOTHÈSES

5.1 Prémices

L’insuffisance rénale est associée à une baisse progressive de la production de 1,25

(OH)2D3. Toutefois, de nombreux sites extra-rénaux possèdent une activité ici

hydroxylase (CYP27B1) notamment l’intestin, le foie, la peau, et le poumon. La

contribution de ces sites à la production extra-rénale de vitamine D a, de plus, été

caractérisée dans certaines conditions pathologiques. Des études récentes ont montré que

l’insuffisance rénale sous-régule de nombreux cytochromes P450 impliqués

principalement dans le métabolisme des médicaments. À ce jour, peu d’études se sont

adressées aux effets de l’insuffisance rénale sur l’expression des cytochromes P450

responsables du métabolisme de la vitamine D3.

5.2 Hypothèse

Nos études reposent sur l’hypothèse selon laquelle l’expression génique des cytochromes

P450 hépatiques et rénaux responsables du métabolisme des médicaments et de la

vitamine D3 sont influencés par l’insuffisance rénale. Nous postulons qu’une faible

activité 1 ci-hydroxylase liée à une fonction rénale diminuée sera compensée par une

augmentation de l’expression génique du CYP2 731 hépatique ce qui mènera à une

synthèse hépatique augmentée de l’hormone 1 ,25(OH)2D3.
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6. OBJECTIfS

L’objectif du travail de recherche est d’étudier l’influence de l’insuffisance rénale aigu

ou chronique sur I) l’expression génique des cytochromes P450 impliqués dans le

métabolisme de la vitamine D3, CYP27A1 et CYF2 731 et, comparativement à celle du

CYP27AJ, CYP2 731 et CYP3A4 dans le foie; 2) la production des produits CYP27A1,

CYP27B I en mesurant les concentrations sériques de 250HD3 et 1 ,25(OH)2D3 chez le

rat carencé en vitamine D ; et 3) l’expression génique du VDR.



CHAPITRE II

MATÉRIELS ET MÉTHODES
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7. PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL

7.1 Induction de la carence en vitamine D

L’influence de l’insuffisance rénale sur l’expression des cytochromes P450 chez l’animal

hypocalcémique et carencé en vitamine D (Ca-D-) a été étudiée afin d’établir un modèle

animal optimal pour évaluer la réponse endocrinienne du système de la vitamine D. La

carence en vitamine D a été réalisée selon un protocole bien établi et décrit

précédemment (163). Une femelle allaitante Sprague-Dawley, en compagnie de sa

portée de 12 rats mâles de 5-7 jours, a été nourrie (Charles River, St-Constant, QC) dès

son arrivée avec une diète déficiente en vitamine D contenant 0,9% (p/p) de calcium

élémentaire et 0,9% (p/p) de phosphore. Cette diète a été préparée dans notre

laboratoire. Les animaux avaient accès à de l’eau déminéralisée ad libitum. Ces animaux

furent gardés dans une pièce à atmosphère contrôlée et avec un cycle d’éclairage

constant (12h de clarté, 12h de noirceur) sans rayons ultra-violets pour empêcher la

synthèse cutanée de vitamine D3. À l’âge de 28 jours, les jeunes rats mâles ont été sevrés

et maintenus sous cette diète jusqu’à l’âge de 5 semaines. Par la suite, les animaux furent

soumis à une diète contenant 0,5% (p/p) de calcium et 0,9% (p/p) de phosphore.

L’hypocalcémie caractéristique de la carence en vitamine D (Ca-D-) a été confirmée par

la mesure du calcium ionisé à l’aide de l’analyseur Rapidlab 348 (Bayer, Toronto, ON).

7.2 Traitement chirurgical

Tous les animaux utilisés ont été traités en accord avec les standards d’éthiques pour

l’expérimentation animale du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA). Les

protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique local. Toutes les chirurgies furent

réalisées sous anesthésie au forane (Isoflurane, Baxter Corporation, Toronto, ON).

La figure 5 décrit schématiquement le protocole établi pour les deux modèles animaux

d’insuffisance rénale soient l’IRC et l’IRA alors que Je tableau 3 récapitule les différents

groupes de chirurgies appliquées lors l’étude.
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Diète sans vitamine D
Eau tiéminéralisée
Ltimière sans UV

Femelle Sprague
Daw’lev avec portée

4 24 heures
ou 42 jours 42 jours

TÉMOIN IRA IRC

Sacrifice et prélèvement des tissus

Figure 5. Description des modèles animaux d’insuffisance rénale aigu (IRA) et

} 6 semaines

Rat hypocalcémique
carencé en vitamine D

(Ca-D-)

V 4
Chirurgie fantôme Néphrectomie néphrectomie

(sham) bilatérale partielle aux 516

.*

4 24 heures

chronique (IRC). Légende mâle, < > ligature, néphrectomie
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7.2.1 Modèle animal d’insuffisance rénale aigui4 (IRA)

L’insuffisance rénale aigu (IRA) a été induite par une néphrectomie bilatérale

(NxBi) réalisée par une ligature à la fois de la veine et l’artère rénale ainsi que de

l’uretère de chacun des deux reins. Une fois ligaturés, les deux reins ont été excisés en

aval de la ligature. En parallèle, des animaux ont été soumis à une chirurgie fantôme ou

Sham dans les mêmes conditions que la chirurgie NxBi mais sans néphrectomie

bilatérale. Après la chirurgie, les animaux ont reçu une dose d’analgésique

(buprénorphine, O,lmg/kg) par voie sous-cutanée. Les animaux ont été sacrifiés 18

heures après chirurgie. La veille du sacrifice, ces animaux ont été supplémentés en

gluconate de calcium 3 % (p/p) dans l’eau de boisson.

7.2.2 Modèle animal d’insuffisance rénale chronique (IRC)

L’insuffisance rénale chronique (IRC) a été induite par une néphrectomie au 5/6

(164). Dans un premier temps, une ablation de 2/3 du rein gauche a été pratiquée par la

ligature et l’excision des deux extrémités du rein laissant ainsi un tiers de masse

fonctionnelle rénale. En parallèle, des animaux ont été soumis à une chirurgie fantôme

ou Sham afin de constituer un groupe témoin. Sept jours après la première chirurgie,

nous avons effectué une ablation du rein droit chez les animaux ayant subi une première

néphrectomie partielle alors que nos animaux témoins ont subi une deuxième chirurgie

Sham du côté du rein droit. Après chaque chirurgie, les animaux ont reçu une dose

d’analgésique (buprénorphine, O, lmg/kg) par voie sous-cutanée. Ces animaux ont été

nourris pendant 5 semaines avec une diète déficiente en vitamine D contenant 0,5%

(p/p) de calcium et 0,9% (p/p) de phosphore. Les animaux ont eu accès à de l’eau

déminéralisée ad libitum et leur habitat possédait un cycle de lumière toujours sans

rayons ultra-violets. Six semaines après la deuxième chirurgie, les animaux ont été

sacrifiés.

Afin de déterminer l’importance de la masse rénale restante sur sa capacité à produire de

la 1,25(OH)2D3 ainsi que l’existence d’une synthèse extrarénale de l’hormone, un sous-
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groupe d’animaux a subi une néphrectomie totale de la masse restante du rein gauche,

18 heures avant le sacrifice et ce groupe a été nommé Nx5/6 + NxBi. La veille du

sacrifice, ces animaux ont été supplémenté en gluconate de calcium 3 % (p/p) dans l’eau

de boisson.

7.2.3 Hépatectomie partielle

Afin de déterminer l’importance de la masse hépatique sur la production de

1,25(OH)2D3, nous avons pratiqué des hépatectomies aux deux tiers (165) ainsi que des

hépatectomies à 90% sur des sous-groupes d’animaux Ca-D-, 5 heures avant le sacrifice.

Nous avons soumis les animaux à une exérèse du lobe gauche et du lobe médian du foie

via la ligature des deux lobes du foie (hépatectomie partielles des deux tiers). Les

animaux hépatectomisés à 90% ont subi une hépatectomie partielle des deux tiers ainsi

qu’une ligature du lobe droit latéral. Nous avons laissé une fonction hépatique à 10% via

le lobe codé. Après la chirurgie, l’animal a reçu une dose d’analgésique (buprénorphine,

0,1 mg/kg) par voie sous-cutanée.

7.3 Administration de vitamine D3

Pour évaluer l’effet d’un traitement de vitamine D3 sur les concentrations sériques de

1,25(OH)2D3 chez des animaux Ca-D- atteints d’IR, la moitié de notre population

d’animaux a reçu une injection aigu de vitamine D3 (Sigma, St-Louis, Missouri, USA)

250ig/kg 1.V 5 heures avant sacrifice (voir tableau). L’autre moitié a reçu une injection

du véhicule (65% de propylène glycol, 15% d’éthanol 95% et 20% de solution

physiologique à 0,9% de NaC1), I.V 5 heures avant sacrifice. Le véhicule, injecté aux

animaux, a été utilisé comme contrôle négatif par rapport à l’injection de D3 chez nos

divers groupes d’animaux. Le tableau 3 récapitule les différents groupes de chirurgies

administrés en véhicule et/ou en vitamine D3.
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Tableau 3. Récapitulatif des différents groupes expérimentaux

INSUFFISANCE CHIRURGIES DÉTAILS DES CHIRURGIES
RÉNALE (Voir sections du texte)

Témoins + (véhicule ou D3) Section 7.2.1

NxBi + (véhicule ou D3) Section 7.2.1

Hpx 2/3 + (véhicule oti D3) Section 7.2.3

Aigu
Hpx 2/3 + NxBi + (véhicule o D3) Section 7.2.3

Hpx 90% + (véhicule ou D3) Section 7.2.3

[Ipx 90% +NxBi + (véhicule ou D3) Section 7.2.3

Témoin + (véhicule oit D3) Section 7.2.2

Nx5/6 + (véhicule ou D3,) Section 7.2.2
Chronique

Nx5/6 + NxBi + (véhicule ou D3) Section 7.2.2

[Ipx 2/3 + Nx5/6 + (véhicule ou D3,) Section 7.2.3
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7.4 Analyse des paramètres du métabolisme phospho-calcique

Tous les animaux ont été sacrifiés par exsanguination et des échantillons de sang ont été

recueillis pour la mesure des concentrations sériques de 250HD3, 1,25(OH)2D3, du

calcium ionisé, du phosphore, de la PTH et de la créatinine. Suite à la collecte, les

échantillons de foie ont été isolés et immédiatement congelés dans l’azote liquide et

stocké à -$00 C jusqu’à l’extraction de l’ARN. Les concentrations de calcium ionisé Ca
2+ ont été mesurées à l’aide de l’analyseur RapidLab 34$ (Bayer, Pointe-Claire, Québec,

Canada) alors que les analyses biochimiques de routine (créatinine, phosphore) ont été

déterminées par des méthodes automatisées et standardisées.

7.5 Analyses des paramètres des métabolites de la vitamine D et de la

parathormone

Les concentrations sériques de 250HD3 et 1 ,25(OH)2D3 ont été déterminées avec les

trousses d’Immunodiagnostic Systems par immunoextraction (Boldon, UK) alors que

celle de la parathormone a été quantifiée via le kit d’essai immunoradiométrique chez le

rat (ALPO Diagnostics, Windham, NH, USA) utilisant un anticorps radioactif spécifique

à la PTH selon les instructions du manufacturier.

7.6 Analyses relatives à l’évaluation de l’expression génique

7.6.1 Extraction des ARN

Les ARN totaux ont été extraits par la méthode de Chirgwin et coil. (166).
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7.6.2 Synthèse d’ADNc

Après purification et traitement à la DNase à l’aide de la trousse (RNeasy Mini

Kit, Qiagen, Mississauga, Ont.), un ADNc a été synthétisé par transcription inverse (RT)

en présence de lig d’ARN total (First-$trand cDNA Synthesis Kit, Amersham

Biosciences) en utilisant l’oligonucléotide héxamaire aléatoire pd(N)6 comme amorce

selon les instructions du manufacturier. La réaction de transcription inverse a été

conduite à 37°C pendant 1 heure.

7.6.3 Réaction de PCR

Deux tl de la réaction de RT ont été utilisés avec des séquence d’amorces

spécifiques chez le rat afin d’amplifier les fragments de cDNA correspondant aux VDR,

CYP27A, CYP2 731, et le GAPDH (Voir tableau 4). Les amorces ont été élaborées à

l’aide du logiciel Primer 3 (http://www_genome.wi.mit.edu/ci

bin/primer/primer3 www.ci) et synthétisées par la compagnie Sigma Genosys

(Mississauga, ON). La synthèse des amorces a été réalisée selon les séquences de St

Amaud et coll. (30) CYF2 731, Usui et coli. (167) CYP27A], Schmiedlin-Ren et coIl.

(13$) CYP3A4, Burmester et coll. (54) VDR et Tso et coll. (168) GAPDH. La description

des amorces des différents gènes étudiés est présentée au tableau 4. Le mélange PCR de

42i1 était constitué de 20iM d’amorces spécifiques, 0,ljil of [Œ—32P]dCTP (3000

Ci/mol) et d’un mélange prêt pour un PCR quantitatif contenant 1,26 unités d’enzyme

Taq ADN Polymérase (Sigma) et placé dans un appareil PCR (Touchdown Thermal

Cycling system, Hybaid, Teddington, UK).

Pour l’amplification des gènes CYP27B], CYP27AJ, CYF3A4, VDR et GAPDH, le PCR

a été mis sous les conditions indiquées au tableau 5. Les produits PCR ont été séparés

sur un gel non dénaturant de polyacrylamide 8% (13E lx). Le gel a été séché sous vide

puis exposé sur film Kodak X-Omat AR à -80°C dans des écrans amplificateurs

CRONEX (Dupont Canada Inc., Mississauga, Ont.) pour une période de 2 à 16 heures.
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Tableau 4. Description des séquences d’amorces

Oligonucléotides Séquences Nombre de bases

CYP27B 1 5?GCTATGCTGGAACTCTGGACAG3 452-473
5 ‘-TTCTTTGATCACAGCCTTTAGC-3’ 1122-1101

CYP27A 5- GGAACGCTACGCTTTTATTC-Y 253-274
5’-TTAAGGCATCTGTGTAGAGGGC-3’ 59957$

CYP3A4 5’-CCTTACATATACACACCCTTTGGAAGT-3’ 1389-1412
5’-AGCTCAATGCATGTACAGAATCCCCGGTTA-3’ 1770-1441

VDR 5’- CAGCGGCCAGCACCTCCCTGC-3’ 105-125
5’- CTGTCCTTCAAGGCCTCTTCC -3’ 450-432

GAPDH 5’-CCCTTCATTGACCTCAACTACATGGT-Y 208-233
5’-GAGGGGCCATCCACAGTCTTCTG-3’ 677-655
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Tableau 5. Description des cycles de PCR des gènes amplifiés

Gènes Cycles de PCR

CYP27BJ 95°C (3min), 1 cycle ; 95°C (30 sec), 62°C (imin), 72°C
(imin), 30 cycles ; 72°C (lOmin) , 52°C (2min) 1 cycle

CYF27A] 95°C (3min), 1 cycle; 95°C (30 sec), 62°C (45 sec), 72°C
(imin 30), 30 cycles ; 72°C (lOmin) , 52°C (2min) 1 cycle

CYP3A4 95°C (3min), 1 cycle; 95°C (30 sec), 59°C (45 sec), 72°C
(imin 30), 30 cycles; 72°C (lOmin) , 52°C (2min) 1 cycle

VDR 95°C (3min), 1 cycle; 95°C (30 sec), 65°C (imin), 72°C
(Imin), 27 cycles ; 72°C (lOmin) , 52°C (2min) 1 cycle

GAPDH 95°C (3min), 1 cycle ; 95°C (30 sec), 59°C (45 sec), 72°C
(imin 30), 20 cycles ; 72°C (lOmin) , 52°C (2min) 1 cycle
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Les films ont été analysés par photodensitométrie (ScanJet Plus, HewlettPackard Canada

Ldt., Mississauga, Ont) à l’aide du logiciel Collage V4 (Fotodyne, Hartiand, WI).

7.6.4 Électrophorèse et transfert de Northern

Nous avons dénaturé 15 j.ig d’ARN totaux à 65°C pendant 15 min dans un

tampon contenant 50% de formamide (v/v) et 6% (v/v) de formaldéhyde puis ont été

fractionnés sur gel d’agarose 1,2% (p/v) contenant 6% (v/) de formaldéhyde. La

migration du gel d’électrophorèse s’est effectuée dans un tampon de migration contenant

du MOPS 1% (v/v) à bas voltage pendant environ 17h sur un appareil BRL (Life

Technologies). Le gel a subi 2 lavages successifs dans de l’eau distillée ainsi que 2 autres

dans une solution de 10 x SSC (dilution 1:2 d’une solution de 20 x SSC = 3M chlorure

de sodium et 0.3M citrate de sodium). Les ARN du gel ont été transférés sur une

membrane de nylon (Biodyne A membrane, 0,45tm, Gelman Laboratory, Mississauga,

Ontario) par capillarité avec une solution 10 x SSC à l’aide d’une unité de transfert

BIOS (BIOS Corp. New Heaven, CT, USA). Une fois le transfert effectué, les ARN ont

été fixés à la membrane sous exposition aux rayons ultra-violet par une intensité de 0,6

J/cm2 pendant 2 minutes.

7.6.5 Hybridation avec la sonde CYP3A4

Les membranes de nylon contenant les ARN, ont été hybridées avec une sonde

CYP3A4 radiomarquée. Celle-ci a été synthétisée avec le (a-32P) à l’aide d’une enzyme

DNA Polymerase I (Kleenow) à 37°C pendant deux heures. Un fragment d’ADNc de

378pb a été généré chez de l’ARN humain total à partir des amorces humaines (Sigma)

décrites au tableau 4 et par le programme PCR illustré au tableau 5. Nous avons

séquencé le produit de PCR obtenu avec les amorces du CYP3A4 proposées au tableau 4

pour confirmer son identité et le fragment obtenu a été cloné dans le vecteur pCR II-

TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Notre étude suggère que le fragment du CYP3A4 qui
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a été amplifié, est un membre de la famille 3A chez le rat. En effet, nous avons étudié

l’homologie entre le fragment du CYP3A4 généré chez l’humain et les différents CYP3A

chez le rat. Nous avons constaté une homologie avec l’isoforme humain du CYP3A4 à

83% d’identité pour le CYP3A3, 83% pour le CYP3A23, 83% pour le CYP3AÏ, 81%
pour le CYP3A2 et 84% pour le CYP3A9.

L’ARN ribosomal 185 est un fragment de l’ARN ribosomal 185 humain de 1,5

kilobases (kb) issu du vecteur pBluescript SK (ATCC, RockvilÏe, MD, USA) et a été

utilisé comme contrôle interne dans le but de vérifier la quantité d’ARN déposée sur le

gel. L’hybridation avec la sonde CYP3A4 s’est effectuée dans une solution de tampon

d’hybridation phosphate (tampon phosphate NaPO4 0,5M, SDS 7% (p!v), BSA 1%

(p/v), EDTA 0,5Mm et sulfate dextran 1%). Nous avons ajouté 0,42 mg d’ADN de

sperme de saumon par ml de tampon phosphate auquel nous avons rajouté la sonde

d’ADNc radiomarquée à 1x106 cpmlml. L’hybridation des membranes s’est effectuée à

une température de 52°C pendant 18 heures. Une fois l’hybridation achevée, les

membranes ont été lavées à deux reprises pendant 5 minutes à température de la pièce

avec une solution de tampon de lavage phosphate (tampon phosphate NaPO4 0,2M, 1%

SDS, 1 Mm EDTA). Elles ont été lavées ensuite dans le même tampon à 52°C pendant

10 minutes. Toutes les membranes ont été exposées sur des films Kodak à —80°C avec

des écrans amplificateurs CRONEX (Dupont Canada Inc., Mississauga, Ont.) pour une

période de 2 à $ jours. Les films ont été analysés par photodensitométrie (ScanJet Plus,

Hewlett-Packard Canada Ldt., Mississauga, Ont.) à l’aide du logiciel Collage (Fotodyne

Inc., New Berlin, WI).

D’autre part, des animaux normaux ont été traités avec de la dexaméthasone (DEX; une

injection intra-péritonéale de 400mg/kg), 3-méthylcholanthrene (3-MC; une injection

intra-péritonéale de 3Omg/kg), phénobarbital (PB; 350mg.L’ dans l’eau de boisson

pendant 10 jours), beta-naphtoflovavone (-NF; trois injections journalières intra

péritonéales de 8Omg/kg) et d’acétone tAC; 1% (v/v) dans l’eau de boisson pendant 10

jours). Ces xénobiotiques ont été utilisés comme inducteurs spécifiques pour certains

cytochromes P450 des familles lA, 2B, 2C et 3A (169).
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7.7 Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes et d’erreur-types à la moyenne

(E.T). Les différences statistiques entre les moyennes ont été analysées par analyse de

variance ou par l’analyse “t” de Student tel qu’indiqué dans les légendes des figures et

des tableaux. Dans les cas où les variances inter-groupes étaient significativement

différentes, nous avons utilisé une analyse non-paramétrique telle l’analyse de Mann

Whitney pour les comparaisons deux à deux. Les différences entre les moyennes dont le

degré d’erreur est inférieur à 0,05 (P<0,05) ont été considérées statistiquement

significatives.



CHAPITRE III

RÉSULTATS
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8. RÉSULTATS

8.1 Caractérisation du modèle animal

8.1.1 Concentrations sériques de calcium

Les concentrations sériques de calcium chez les modèles animaux IRA et IRC

sont présentées au tableau 6. Les concentrations de calcium (Ca2) sont

significativement diminuées chez les groupes d’animaux Ca-D- issus du modèle animal

d’IRA (P<O.001) et d’IRC (P=O.002) comparées à celles des animaux normaux.

Cependant, le Ca2 n’est pas influencé par l’IRA (P=N.S) ou l’IRC (P=N.S).

8.1.2 Concentrations sériques de créatinine

Les concentrations sériques de créatinine chez les modèles animaux IRA et IRC

sont présentées au tableau 7. La concentration de la créatinine est significativement

augmentée chez les animaux atteints d’IRA (381.1±26.3 imol.L’ ; P<O.00l) et d’IRC

(89.2±7.4 tmol.L’; P<O.00l) comparativement à leur témoin respectif. Une bi

néphrectomie (NxBi) a pour effet d’augmenter beaucoup plus fortement les

concentrations de créatinine comparée à une néphrectomie partielle (Nx5/6) (P<O.00l).

À titre indicatif, nous avons proposé de montrer la concentration sérique de créatinine

chez des animaux normaux.
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8.1.3 Concentrations sériques de parathormone

Les concentrations sériques de parathormone chez les modèles animaux IRA et

IRC sont présentées au tableau 8. Les concentrations sériques de parathormone sont

significativement augmentées chez les groupes d’animaux Ca-D- issus du modèle animal

d’IRA (P<0.005) et d’IRC (P<0.005) comparativement à celle des animaux normaux. Les

animaux atteints d’IRC voient leur concentration de parathormone significativement

augmentée (19$ 1.6±422.9 pg.mL’) par rapport aux animaux NxBi (909.5±90.8 pg.mL1

P<0.05). Cependant, ces animaux Nx5/6 sont âgés de 6 semaines de plus par rapport

aux animaux soumis à une IRA. L’effet d’une insuffisance rénale aiguê ou chronique n’a

pas d’effet significatif sur les concentrations sériques de PTH par rapport aux animaux

témoins (P=N.S).

8.1.4 Concentrations sériques de phosphore

Les concentrations sériques de phosphore chez les modèle animaux IRA et IRC

sont présentées au tableau 9. Une insuffisance rénale aiguê chez des animaux normaux

se traduit par une augmentation significative des concentrations de phosphore sérique ou

hyperphosphorémie (P<0.0001). Toutefois, chez le modèle animal Ca-D-, nous ne

constatons pas d’influence de l’IRA ou de 1’IRC sur le phosphore sérique comparées aux

animaux témoins.
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8.2 Influence de l’insuffisance rénale sur le métabolisme des médicaments

8.2.1 Effet de divers inducteurs sur l’expression génique du CYP3A4

hépatique

La figure 6 présente une analyse de Northern de l’expression génique du

CYP3A4 chez des animaux normaux traités par différents inducteurs notamment le

dexaméthasone (DEX), le phénobarbital (PB), le 3-méthylchloranthrène (3-MC), la beta

naphtoflovavone (f3NF) et l’acetone tAC). L’ARN des animaux non traités a été utilisé

comme témoin (TEM). L’expression génique du CYP3A4 est fortement induite par le

DEX, le P3 et de façon moindre par la f3NF. Cependant, le CYP3A4 n’est pas affecté par

l’administration d’AC et de 3-MC.

Figure 6. Représentation de l’analyse par Northern Blot de l’influence d’une

administration en dexaméthasone (DEX), phénobarbital (PB), 3-méthyÏchloranthrène (3-

MC), beta-naphtoflovavone (f3NF) et acétone tAC) sur l’expression génique du CYF3A4

chez des animaux normaux. L’ARN des animaux non traités a été utilisé comme témoin

(TEM). n 3 animaux par groupes.

CYF3A4 370pb

TEM P3 DEX 3MC 13NF AC
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8.2.2 Expression génique du CYP3A4 hépatique en IRA

La figure 7 présente l’influence de l’IRA ainsi qu’une administration en dose

aiguê de vitamine D3 sur l’expression génique du CYP3A4 chez des animaux Ca-D-.

Nous avons illustré, dans le tableau 10, les pourcentages de variation de l’expression

génique du CYF3A4 des divers groupes étudiés par rapport à la valeur moyenne du

groupe témoin ayant reçu du véhicule. L’expression génique du CYP3A4, chez des

animaux Ca-D- atteints d’IRA, est significativement diminuée comparée à celle des

animaux témoins avec une diminution de 80% (P<0.005). L’administration de D3

n’influe pas sur t’expression génique diminuée du CYF3A4 en IRA (P<0.05).

8.2.3 Expression génique du CYP3A4 hépatique en IRC

La figure 8 présente l’influence de 1’IRC ainsi qu’une administration en dose

aiguê de vitamine D3 sur l’expression génique du CYP3A4 chez des animaux Ca-D-.

Nous avons illustré dans le tableau 10, les pourcentages de variation de l’expression

génique du CYP3A4 des divers groupes étudiés par rapport à la valeur moyenne de base

du groupe témoin ayant reçu du véhicule. Comme illustrée à la figure 8, l’expression

génique du CYP3A4 chez des animaux Ca-D- atteints d’IRC est également

significativement diminuée comparer à celle des animaux témoins avec une diminution

de 65% (P<0.05). L’administration de D3 n’influe pas sur l’expression génique diminuée

duCYP3A4enIRC(P<0.05).
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Figure 7. Effet de l’IRA sur l’expression génique du CYP3A4 hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (250.Ig.kg) 5

heures avant sacrifice. A représentation de l’analyse par Northem Blot de Pexpression

génique du CYF3A4. B analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la

moyenne + E.T. Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par

l’analyse “t” de Student. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est

inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives. 3 n E 5

animaux par groupe.

P<0.005
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figure 8. Effet de l’IRC sur l’expression génique du CYP3A4 hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (25Ojig.kg1) 5

heures avant sacrifice. A : représentation de l’analyse par Northern Blot de l’expression

génique du CYF3A4. B : analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la

moyenne + E.T. Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par

l’analyse “t” de Student. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est

inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives. 3 n E 5

animaux par groupe.
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8.3 Impact de l’IRA et réplétion avec la vitamine D3 sur le système endocrinien

de la vitamine D

8.3.1 Expression génique du CYP27AJ hépatique

La figure 9 présente l’influence de l’IRA ainsi qu’une administration en dose

aiguè de vitamine D3 sur l’expression génique du CYF27A1 chez des animaux Ca-D-.

Nous avons illustré dans le tableau 10, les pourcentages de variation de l’expression

génique du CYF2 7A 1 des divers groupes étudiés par rapport à la valeur de base du

groupe témoin ayant reçu du véhicule. L’IRA chez des rats Ca-D- augmente les niveaux

géniques du CYP27A] (47%) mais de façon non significative. Cependant, chez ces

mêmes groupes d’animaux supplémentés en D3, le CYP27A] est significativement

augmenté en IRA comparé aux animaux témoins (P<0.05).

8.3.2 Concentrations sériques de 25-hydroxyvitamine D3 (25011D3)

Les figure 10 et 11 présentent respectivement l’influence de l’IRA et/ou d’une

hépatectomie partielle ainsi que l’effet d’une administration en dose aigu de vitamine D3

sur les concentrations sériques de 250HD3 chez des animaux Ca-D-. Nous observons

une augmentation graduelle des concentrations sériques de 250HD3, 2 et 5 heures après

l’injection d’une dose aiguê (250Ig.kg1) de vitamine D3 chez tout les groupes d’animaux

expérimentaux. Par ailleurs, tous ces groupes d’animaux supplémentés en vitamine D3, 5

heures avant sacrifice, montrent une augmentation significative de leur concentrations

sériques de 250HD3 comparativement aux mêmes animaux mais injectés avec le

véhicule les groupes Témoin + D3 (73.8 ± 6.6 nmol.L’, P<0.003), NxBi + D3 (105.7 ±

9.2 nmol.L1, P<0.001), Hpx 2/3 + D3 (48.9 ± 9.6 nniol.L’, P<0.004), Hpx 2/3 + I’LtBi +

D3 (45.9 ± 5.3 nmol.L1 ; P<0.004), Hpx 90% + D3 (24.7 ± 1.6 nmol.L’, P<0.05), Hpx

90% + NxBi + D3 (18.4 ± 2.1 nmol.L1, P<0.05). Nous avons comparé l’effet des

différentes chirurgies effectuées avec une administration de D3 sur les concentrations
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Figure 9. Effet de l’IRA sur l’expression génique du CYP27A1 hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (250ig.kg’), 5

heures avant sacrifice. A représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression

génique du CYP27A]. B : analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la

moyenne ± E.T. Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par

l’analyse “t” de Student. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est

inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives. 3 n 5

animaux par groupe.
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Figure 10. Effet de l’IRA sur les concentrations sériques de 250HD3 chez des animaux

Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (250tg.kg’), 5 heures avant

sacrifice. Les concentrations de 250HD3 ont été mesurées à 0, 2 et 5 heures après

l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés sont la moyenne + E.T. Nous avons

constaté une différence significative des variances inter-groupes par un test d’égalité des

variances. Dans ce cas, les différences significatives entre les groupes ont été évaluées

par l’analyse non paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les moyennes

dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement

significatives ; 3 n 5 animaux par groupe.
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Figure 11. Effet de l’IRA et/ou d’une hépatectomie partielle sur les concentrations

sériques de 250HD3 chez des animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de

vitamine D3 (25Oig.kg’), 5 heures avant sacrifice. Les concentrations de 250HD3 ont

été mesurées à 0, 2 et 5 heures après l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés

sont la moyenne ± E.T. Nous avons constaté une différence significative des variances

inter-groupes par un test d’égalité des variances. Dans ce cas, les différences

significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse non paramétrique de Mann

Whitney. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05

(P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives ; 3 n 5 animaux par

groupe.
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sériques de 250HD3 comparées à celle des animaux témoins + D3. Une hépatectomie

partielle (2/3 ou à 90%) affecte les concentrations de 250HD3. En effet, nous observons

une baisse significative des concentrations de 250HD3 pour les groupes Hpx 2/3 + D3,

(P<0.05), Hpx 90% + D3 (P<0.05), ainsi que chez des animaux atteints d’IRA soit Hpx

2/3 + NxBi + D3 (P<0.05) et Hpx 90% + NxBi + D3 (P<0.05). Cependant, les

concentrations de 250HD3 sont augmentées mais de façon non significative chez des

animaux atteints d’IRA (NxBi + D3) comparativement aux animaux témoins + D3 comme

illustré à la figure 10.

8.3.3 Expression génique du CYP27BJ hépatique

La figure 12 présente l’influence de l’IRA ainsi qu’une administration en dose

aiguê de vitamine D3 sur l’expression génique du CYP2 731 chez des animaux Ca-D-.

Nous avons illustré dans le tableau 10, les pourcentages de variation de l’expression

génique du CYP2 731 des divers groupes étudiés par rapport à la valeur de base du

groupe témoin ayant reçu le véhicule. L’effet de l’IRA chez des rats Ca-D- n’affecte pas

les niveaux géniques du CYP2 731 (t8% ; P=N.S) alors que les mêmes groupes

d’animaux administrés en D3, montrent une expression du gène CYP2 731

significativement augmentée en IRA (P<0.05). L’effet de l’administration de D3 par

rapport aux groupes d’animaux ayant reçu le véhicule, nous révèle que le groupe

d’animaux en IRA additionné d’une dose aigu de D3 (NxBi+ D3), voit l’expression

génique du CYP2 73] significativement induite (P<0.05) par rapport aux animaux NxBi

ayant reçu le véhicule.
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Figure 12. Effet de l’IRA sur l’expression génique du CYP2 731 hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (25Ojig.kg’), 5

heures avant sacrifice. A : représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression

génique du CYP2 731. 3 : analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la

moyenne + E.T. Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par

l’analyse “t” de Student. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est

inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives. 3 n 5

animaux par groupe.
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8.3.4 Concentrations sériques de 1,25-dihydroxyvitamine D3

Les figures 13 et 14 présentent respectivement l’influence de l’IRA et/ou d’une

hépatectomie ainsi que l’effet d’une administration en dose aigus de vitamine D3 sur les

concentrations sériques de 1,25(OH)2D3 chez des animaux Ca-D-. Nous observons une

augmentation graduelle des concentrations sériques de 1,25(OH)2D3 à 2 et 5 heures

après l’injection d’une dose aigu (25Ojig.kg’) de vitamine D3 dans presque tous les

groupes d’animaux expérimentaux. En effet, tous les groupes d’animaux supplémentés en

vitamine D3, 5 heures après injection, montrent une augmentation significative de leur

concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3 comparativement aux mêmes animaux Ca-D

mais injectés avec le véhicule les groupes témoin + D3 (2097.6 ± 214.1 pmol.L’,

P<0.004), NxBi + D3 (80.9 ± 11.4 pmol.L1, P<0.003), Hpx 2/3 + D3 (492.6 ± 96.2

pmol.L’, P<0.004), Hpx 90% + D3 (248.0 ± 13.0 pmol.L’, P<0.05) sauf pour les

groupes suivants : Hpx 2/3 + NxBi + D3 (33.5 ± 6.5 pmol.L’, P=N.S) et Hpx 90% +

NxBi + D3 (100.9 ± 18.8 pmol.L’, P=N.S).

Une hépatectomie partielle (2/3 ou à 90%) diminue significativement les concentrations

de 1,25(OH)2D3 sériques comparées à celle des animaux témoins + D3 soient les groupes

$ Hpx 2/3 + D3, (P<0.007), , Hpx 90% + D3 (P<0.05). En absence totale de masse

rénale fonctionnelle, ces concentrations de 1,25(OH)2D3 baissent dramatiquement

comparativement à celles des animaux témoins (P<0.002) ayant reçu de la D3 (voir

figure 13). L’effet d’une hépatectomie partielle (2/3 ou 90%) abolit l’augmentation

significative de la production de 1,25(OH)2D3 chez les rats bi-néphrectomisés

administrés en vitamine D3.
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Figure 13. Effet de l’IRA sur les concentrations sériques de 1,25(OH)2D3 chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (250j.ig.kg’), 5

heures avant sacrifice. Les concentrations de 1,25(OH)2D3 ont été mesurées à 0, 2 et 5

heures après l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés sont la moyenne ± E.T.

Nous avons constaté une différence significative des variances inter-groupes par un test

d’égalité des variances. Dans ce cas, les différences significatives entre les groupes ont

été évaluées par l’analyse non paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les

moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées

statistiquement significatives. 3 n 5 animaux par groupe.
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Figure 14. Effet de l’IRA et/ou d’une hépatectomie partielle sur les concentrations

sériques de 1,25(OH)2D3 chez des animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu

de vitamine D3 (25Oig.kg’), 5 heures avant sacrifice. Les concentrations de

Ï,25(OH)2D3 ont été mesurées à 0, 2 et 5 heures après l’injection de la vitamine D3. Les

résultats présentés sont la moyenne ± E.T. Nous avons constaté une différence

significative des variances inter-groupes par un test d ‘égalité des variances. Dans ce cas,

les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse non

paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les moyennes dont le degré

d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives;

3 n 5 animaux par groupe.
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8.3.5 Expression génique du VDR hépatique

La figure 15 présente l’influence de l’IRA ainsi qu’une administration en dose

aigu de vitamine D3 sur l’expression génique du VDR chez des animaux Ca-D-. Nous

avons illustré dans le tableau 10, les pourcentages de variation de l’expression génique

du VDR des divers groupes étudiés comparativement à la valeur de base du groupe

témoin ayant reçu le véhicule. L’effet de l’IRA, chez des rats Ca-D-, augmente

significativement les niveaux géniques du VDR (P<0.004) avec une augmentation de

123%. Chez les mêmes groupes d’animaux mais administrés en D3, l’effet de l’IRA sur

l’expression du gène du VDR est conservé (P<0.05). Une administration en dose aigu

de vitamine D3 sur des animaux témoins diminue significativement le gène du VDR par

rapport aux animaux témoins ayant reçu le véhicule (P<0.05).

8.3.6 Récapitulatif des résultats

Le tableau 10 présente le récapitulatif des pourcentages de variation de

l’expression génique des gènes hépatiques étudiés en IRA comparativement à la valeur

observée chez les animaux témoins ayant reçu le véhicule.
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Figure 15. Effet de l’IRA sur l’expression génique du VDR hépatique chez des animaux

Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (250ig.kg’) 5 heures avant

sacrifice. A : représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression génique du VDR.

B: analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la moyenne ± E.T. Les

différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse “t” de Student.

Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05)

ont été considérées statistiquement significatives. 3 n 5 animaux par groupe.
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8.4 Impact de l’IRC et réplétion avec la vitamine D3 sur le système endocrinien

de la vitamine D

8.4.1 Expression génique du CYP27A1 hépatique

La figure 16 présente l’influence de l’IRC ainsi qu’une administration en dose

aigu de vitamine D3 sur l’expression génique du CYP27A] chez des animaux Ca-D-.

Nous avons illustré dans le tableau 11, les pourcentages de variation de l’expression

génique du CYP27A] des divers groupes étudiés comparativement à la valeur de base du

groupe témoin ayant reçu du véhicule. L’IRA affecte significativement les niveaux

géniques du CYP27A1 (t83%) comparés à celui des animaux témoins (P<O.05). L’effet

de l’administration de D3 par rapport aux groupes d’animaux ayant reçu du véhicule, n’a

pas d’effet significatif si l’on compare les groupes ayant reçu le même type de chirurgie.

Chez les groupes d’animaux ayant reçu de la D3, l’effet de l’IRC sur l’expression génique

du CYF27A] est supprimé (P= N.S). L’exérèse de 1/6 de la masse rénale restante (Nx5/6

+ NxBi) diminue significativement l’ARNm du CYP27A] comparativement au groupe

Nx5/6 (P<O.05), même chez ces animaux administrés en D3 (P<O.05).

8.4.2 Concentrations sériques de 25-hydroxyvitamine D3 (250HD3)

Les figures 17 et 1$ présentent respectivement l’influence de l’IRC et/ou d’une

hépatectomie ainsi que l’effet d’une administration en dose aiguê de vitamine D3 sur les

concentrations sériques de 250HD3 chez des animaux Ca-D-. Les concentrations

sériques de 250HD3 augmentent de façon graduelle 2 et 5 heures après l’injection d’une

dose aiguê (250 jig.kg’) de vitamine D3 chez tout les groupes d’animaux expérimentaux.

Par ailleurs, tous ces groupes administrés en vitamine D3, 5 heures avant sacrifice,

montrent une augmentation significative de leurs concentrations sériques de 25(OH)D3

comparés aux mêmes animaux mais ayant reçu le véhicule : les groupes témoin + D3

(43.3 ± 1.9 nmol.L’, P<0.05), Nx5/6 + D3 (62.1 ± 3.4 nmol.L1, P<0.002), NxS/6 +

NxBi + D3 (5 1.9 ± 6.6 nmol.L’, P<0.007) etHpx2/3 + Nx5/6 + D3 (37.3 ± 6.7 nmol.L1,
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Figure 16. Effet de l’IRC sur l’expression génique du CYP27A] hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (250ig.kg’), 5

heures avant sacrifice. A : représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression

génique du CYP27A]. B analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la

moyenne ± E.T. Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par

l’analyse “t” de Student. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est

inférieur à 0.05 (P<0.05), ont été considérées statistiquement significatives. 3 n 5

animaux par groupe.
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Figure 17. Effet de l’IRC sur les concentrations sériques de 250HD3 chez des animaux

Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (25Ojig.kg1), 5 heures avant

sacrifice. Les concentrations de 250HD3 ont été mesurées à 0, 2 et 5 heures après

l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés sont la moyenne ± E.T. Nous avons

constaté une différence significative des variances inter-groupes par un test d’égalité des

variances. Dans ce cas, les différences significatives entre les groupes ont été évaluées

par l’analyse non paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les moyennes,

dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05), ont été considérées statistiquement

significatives ; 3 n 5 animaux par groupe.
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figure 1$. Effet de l’IRC et/ou d’une hépatectomie partielle sur les concentrations

sériques de 250HD3 chez des animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de

vitamine D3 (250 tg.kg’), 5 heures avant le sacrifice. Les concentrations de 250HD3 ont

été mesurées à 0, 2 et 6 heures après l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés

sont la moyenne ± E.T. Nous avons constaté une différence significative des variances

inter-groupes par un test d’égalité des variances. Dans ce cas, les différences

significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse non paramétrique de Mann

Whitney. Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05

(P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives ; 3 n 5 animaux par

groupe.
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P<O.004). Une néphrectomie aux 5/6 chez des animaux Ca-D-, augmente

significativement les concentrations circulantes de 250HD3 comparativement à celles

des animaux témoins + D3 (P<0.05) alors que l’exérèse de 1/6 du rein restant n’a pas

d’effet. Comme illustré à la figure 18, l’effet additionnel d’une hépatectomie partielle à

des animaux soumis à une IRC, abolit significativement l’augmentation des

concentrations de 250HD3 observées chez les animaux Nx5/6 + D3 (P<0.05).

8.4.3 Expression génique du CYP27BJ rénal et hépatique

Les figures 19 et 20 présentent l’influence de l’IRC sur l’expression génique du

CYF2 731 rénal ainsi que sur celle du CYF27BJ hépatique et après administration en

dose aigu de vitamine D3 chez des animaux Ca-D-. Nous avons illustré dans le tableau

11, les pourcentages de variation de l’expression génique du CYF27BJ des divers

groupes étudiés par rapport à la valeur de base du groupe témoin ayant reçu le véhicule.

Une néphrectomie partielle au 5/6 n’a pas d’influence significative sur l’expression

génique du CYP2 73] rénal comparée à celle des animaux témoins (.1-25%). Dans le foie,

l’effet de l’IRC chez des rats Ca-D- n’affecte pas les niveaux géniques du CYF2 731

hépatique (1- 12%) comparé au animaux témoins alors que l’exérèse de 1/6 de la masse

rénale restante (Nx5/6 + NxBi) a un effet significatif sur le gène par rapport au groupe

témoin (P<0.05, t81%) et au groupe NxS/6 (P<0.05). Chez les animaux administrés en

D3, l’IRC a un effet significatif comparativement aux animaux témoins administrés en

D3, sur l’expression génique du CYF2 731 (P<0.05) et surtout lors de l’exérèse de 1/6 de

la masse rénale restante (P<0.05).
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Figure 19. Effet de l’IRC sur l’expression génique du CYF2 731 rénal chez des animaux

Ca-D-. A représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression génique du CYF2 731.

B : analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la moyenne + E.T. Les

différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse “t” de Student.

Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05)

ont été considérées statistiquement significatives ; 3 n E 5 animaux par groupe.
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Figure 20. Effct de l’IRC sur l’expression génique du CYF2 731 hépatique chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (250jig.kgj. A

représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression génique du CYF2 731. B

analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la moyenne ± ET. Les

différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse “t” de Student.

Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05)

ont été considérées statistiquement significatives ; 3 E n 5 animaux par groupe.
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8.4.4 Concentrations sériques de 1 ,25-dihydroxyvitamine D3

Les figures 21 et 22 présentent respectivement l’influence de l’IRC et/ou d’une

hépatectomie ainsi que l’effet d’une administration en dose aigu de vitamine D3 sur les

concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3 chez des animaux Ca-D-. Les concentrations

sériques de l,25(OH)2D3 augmentent de façon graduelle, à 2 puis 5 heures après

l’injection d’une dose aigu (250tg.kg’) de vitamine D3 chez tous les groupes d’animaux

expérimentaux. En outre, tous ces groupes administrés en vitamine D3 montrent une

augmentation significative de leur concentration sérique de l,25(OH)2D3

comparativement aux mêmes animaux mais injectés avec le véhicule les groupes

témoin + D3 (3130 ± 290 pmol.L’ ; P<0.05) , Nx5/6 + D3 (1038.1 ± 23 1.5 pmol.L1

P<O.004), Nx5/6 + NxBI + D3 (83.3 ± 19.7 pmol.L’ ; P<0.05), et Hpx 2/3 + Nx5/6 + D3

(323.5 ± $2.5 pmol.L’ ; P<0.05). L’IRC diminue significativement (P<0.05) les

concentrations de 1,25(OH)2D3 (3 fois plus basses comparativement à celles des

animaux témoins + D3) alors que l’exérèse du 1/6 de rein restant, affecte de façon plus

importante (9-10 fois plus basses comparativement à celles des animaux Nx5/6 + D3) les

concentrations de 1 ,25(OH)2D3 (P<0.05). L’effet additionnel d’une hépatectomie partielle

au 2/3 abaisse fortement les concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3 chez des animaux

atteints d’IRC (3 fois plus basses comparativement à celles des animaux Nx5/6 + D3 ,

P<0.05).
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Figure 21. Effet de l’IRC sur les concentrations sériques de 1,25(OH)2D3 chez des

animaux Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aiguê de vitamine D3 (25Otg.kg’) 5

heures avant sacrifice. Les concentrations de 1 ,25(OH)2D3 ont été mesurées à 0, 2 et 5

heures après l’injection de la vitamine D3. Les résultats présentés sont la moyenne ± E.T.

Nous avons constaté une différence significative des variances inter-groupes par un test

d’égalité des variances. Dans ce cas, les différences significatives entre les groupes ont

été évaluées par l’analyse non paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les

moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées

statistiquement significatives ; 3 n E 5 animaux par groupe.
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Figure 22. Effet de l’IRC et/ou d’une hépatectomie partielle sur les concentrations

sériques de 1,25(OH)2D3 chez des animaux Ca-D- et Ca-D-, supplémentés en dose aiguê

de vitamine D3 (25Oig.kg’), 5 heures avant sacrifice. Les concentrations de

1,25(OH)2D3 ont été mesurées à 0, 2 et 6 heures après l’injection de la vitamine D3. Les

résultats présentés sont la moyenne ± E.T. Nous avons constaté une différence

significative des variances inter-groupes par un test d’égalité des variances. Dans ce cas,

les différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse non

paramétrique de Mann-Whitney. Les différences entre les moyennes dont le degré

d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05) ont été considérées statistiquement significatives ; 3

n 5 animaux par groupe.
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8.4.5 Expression génique du VDR hépatique

La figure 23 présente l’influence de l’IRC ainsi qu’une administration en dose

aiguê de vitamine D3 sur l’expression génique du VDR chez des animaux Ca-D-. Nous

avons illustré dans le tableau 11, les pourcentages de variation de l’expression génique

du VDR des divers groupes étudiés par rapport à la valeur de base du groupe témoin

ayant reçu le véhicule. L’effet de l’IRC augmente significativement les niveaux géniques

du VDR hépatique (P<0.009) avec une augmentation de 13 1%. Cependant,

l’administration de D3 réduit de façon significative, l’induction par l’IRC de l’expression

génique du VDR (P<0.05).

8.4.6 Récapitulatif des résultats

Le tableau 11 présente le récapitulatif des pourcentages de variation de l’expression

génique des gènes étudiés en IRC comparativement à la valeur observée chez les

animaux témoins ayant reçu le véhicule.
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Figure 23. Effet de l’IRC sur l’expression génique du VDR hépatique chez des animaux

Ca-D- et Ca-D- supplémentés en dose aigu de vitamine D3 (250ig.kg’), 5 heures avant

sacrifice. A : représentation de l’analyse par RT-PCR de l’expression génique du VDR. B

analyses densitométriques. Les résultats présentés sont la moyenne ± E.T. Les

différences significatives entre les groupes ont été évaluées par l’analyse “t” de Student.

Les différences entre les moyennes dont le degré d’erreur est inférieur à 0.05 (P<0.05)

ont été considérées statistiquement significatives. 3 n 5 animaux par groupe.
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CHAPITRE IV

DISCUSSION ET CONCLUSION
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9. DISCUSSION

En insuffisance rénale, la capacité de synthèse de la 1,25(OH)2D3 est fortement réduite

en raison d’une masse cellulaire fonctionnelle rénale diminuée (78). Le rein est le site

principal de production de la vitamine D, la l,25(OH)2D3, dans des conditions

physiologiques normales bien que d’autres sites de production de l’hormone dont

l’intestin, le foie, la peau, le poumon et le placenta ont été également identifiés. Ces sites

expriment le CYP27B1 possèdent et peuvent transformer la 250HD3 en l,25(OH)2D3. A

ce jour, aucune étude n’a défini, dans un tissu autre que le rein, les mécanismes

moléculaires impliquant les enzymes responsables de la bioactivation de la vitamine D

ainsi que son récepteur nucléaire (VDR), nécessaires à une éventuelle contribution dans

l’homéostasie du système endocrinien de la vitamine D en condition d’insuffisance

rénale.

Pour la première fois, les résultats obtenus dans cette étude, montrent l’induction du gène

codant pour le CYP27BJ (lu-hydroxylase) hépatique et sa possible contribution dans la

bioactivation de la vitamine D en l,25(OH)2D3 en condition de défaillance rénale. Dans

cette étude, nous avons utilisé des animaux hypocalcémiques et carencés en vitamine D

afin de travailler dans des conditions optimales pour l’étude des paramètres reliés au

métabolisme de la vitamine D. Nous avons utilisé la néphrectomie bilatérale (NxBi)

ainsi que la néphrectomie au 5/6 comme modèle animal d’IRA et d’IRC tel que décrit

précédemment par Olgaard K. et coil. (164). Le degré d’insuffisance rénale est plus

sévère chez des rats bi-néphrectomisés (animaux NxBi) par comparaison à des rats

soumis à une néphrectomie 5/6 (animaux Nx5/6). En effet, les concentrations de

créatinine sont fortement augmentées chez les animaux NxBi. Quant aux autres

paramètres biochimiques, les deux modèles animaux d’IRA et d’IRC n’ont pas révélé de

changement significatif dans les concentrations sériques de calcium, de phosphore et de

PTH comparativement à celles observées chez les animaux contrôles ayant subi une

chirurgie fantôme (Sham). Contrairement aux animaux normaux, l’absence

d’hyperphosphorémie n’est probablement pas due à la carence car les animaux Ca-D

montrent une phosphorémie normale ou légèrement supérieure à la normale (170). Elle



$5

pourrait toutefois être due à la diète qui contient une quantité relativement faible de

phosphore (0.9% p/p). D’autre part, ces résultats montrent clairement que 1’IRC ou

l’IRA n’exacerbe pas l’hypocalcémie et l’hyperparathyroïdie secondaire déjà induites

par la diète déficiente en vitamine D à laquelle les animaux furent soumis.

Il est reconnu que l’insuffisance rénale est associée à une baisse du métabolisme des

médicaments. Le rein est l’organe responsable, avec le foie, de la clairance des

médicaments et de leurs métabolites. Une réduction de la filtration glomérulaire affecte

directement leur excrétion et cause leur accumulation dans l’organisme, ce qui entraîne

un risque important de toxicité. Ainsi, chez des patients atteints d’IRC, le métabolisme

des médicaments et des xénobiotiques est altéré (157). De récentes études ont montré

que des cytochromes P450 hépatiques impliqués dans le métabolisme des médicaments

et des xénobiotiques, étaient sous-régulés en IRC (149,171). Le CYP3A4 est le plus

abondant P450 dans le foie humain et représente 30% du total des P450 dans ce tissu.

Chez l’humain, il catalyse le métabolisme de plus de 60% des médicaments utilisés

cliniquement (134, 172). Cependant, seuls les travaux de Leblond F. et coll. ont montré

une sous-régulation de l’expression génique des cytochromes hépatiques CYP3A] et

CYF3A2 correspondant selon les auteurs au CYP3A4 chez le rat (161).

L’expression génique du CYP3A4 est fortement induite par la dexaméthasone et Je

phénobarbital, des inducteurs connus de la famille 3A des cytochromes P450 (173) et de

façon moindre par la beta-naphtoflovavone, un inducteur connu des CYP1A1 et

CYP1A2 (174). Par contre, le 3-methylcholanthrene ou l’acétone ne semble pas avoir

d’influence sur l’expression génique du CYP3A4. Nos résultats sont en concordance avec

l’étude de Mahnke A. et coll. qui ont montré que le gène CYP3A23 chez le rat possédait

le même rapport d’inductibilité pour le dexamethasone/phénobarbital que celui du

CYP3A4 dans notre étude (130). Gerhold et coll. ont obtenu la même inductibilité avec

la dexaméthasone et le phénobarbital mais chez le gène CYP3A] (175). Cependant,

Madan et coIl. ont observé que le CYP3A4 n’était pas inductible par la NF (176).

Notre étude démontre que l’expression génique du CYP3A4 est fortement diminuée chez

l’animal Ca-D- souffrant d’IRC ou d’IRA. Cette baisse importante d’expression suggère

que le métabolisme des médicaments pourrait être fortement altéré en condition de
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défaillance rénale. Leblond et coil. ont également montré que des animaux atteints d’IRC

présentent une diminution de l’expression génique de CYF3AJ et CYP3A2 (161). Les

mécanismes responsables de la sous-régulation des cytochromes P450 hépatiques en

insuffisance rénale ne sont pas connus. De nombreuses hypothèses ont été émises à ce

propos comme l’altération de la synthèse protéique (145,177), la présence de médiateurs

urémiques sériques responsables de l’inhibition des P450 hépatiques (152), ou l’action de

cytokines comme 1’IL-6 dont les niveaux sont augmentés par l’inflammation (154,155).

L’expression génique du CYF3A4 est peu influencée par l’administration de doses aiguès

de vitamine D3 administrées chez nos animaux Ca-D-. Cependant, Schmiedlin-Ren et

colI. ont suggéré pour la première fois l’implication du VDR dans l’expression génique

du CYF3A4 (13$). Drocourt et coli. ont par la suite montré que le VDR activé par son

ligand soit, la 1,25(OH)2D3, induit l’expression génique du CYF3A4 dans des

hépatocytes humains (139). En outre, nous montrons une augmentation significative de

l’expression génique du VDR chez des animaux NxBi et Nx5/6. Dans l’hypothèse d’une

synthèse hépatique de la 1 ,25(OH)2D3 à partir de la D3 administrée et bioactivée dans le

foie, le fait que la D3 n’a pas eu d’effet sur l’expression génique pourrait être expliqué par

une interférence des voies de signalisation comme celle du CYP3A4-VDR avec celle du

métabolisme de la vitamine D hépatique via la voie CYP27B 1 -VDR. D’autre part, il faut

faire valoir que 1) la vitamine D3 a été administrée et non la 1,25(OH)2D3 et ce, afin de

vérifier les concentrations sériques de 250HD3 et de 1 ,25(OH)2D3 2), Le délai est-il trop

court (injection I.V, 5 heures avant sacrifice) pour observer un effet après une

administration de vitamine D3? Une étude ultérieure devra donc vérifier a) l’effet de la

1 ,25(OH)2D3 elle-même ainsi que b) l’effet protecteur de la vitamine D3 ou de la

1,25(OH)2D3 sur la prévention de la baisse du CYF3A4 en IRA ou en IRC.

Outre que l’IR ait un effet direct sur l’expression génique du CYP3A4, nous nous

sommes également intéressés à l’impact de l’insuffisance rénale sur les expressions

géniques des CYF27AJ et CYF27BJ hépatiques ainsi que celle du CYP2 731 rénal. Notre

étude indique qu’en condition de base, l’IRA augmente le CYF27AJ. De plus, l’impact de

cette augmentation se vérifie par une augmentation significative des concentrations
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sériques de 250HD3 suite à l’administration d’une dose supra-physiologique unique de

vitamine D3 par voie infra-veineuse. fait intéressant, l’augmentation de 250HD3

circulante, suite à l’administration de vitamine D3, est plus élevée chez les animaux en

IR (aiguê et chronique) que chez l’animal témoin. Cette observation pourrait s’expliquer

par l’augmentation en activité de la D3-25-hydroxylase, suite à l’augmentation de

l’expression génique du CYP27AJ.

L’expression génique du CYP27A] ne semble pas être affectée par une administration de

D3, et par conséquent, après formation endogène de 1 ,25(OH)2D3, comparée à celle en

condition de base induite par l’IRA ou l’IRC. Cependant, Théodoropoulos et coll. ont

déjà montré, chez le rat normal, que la 1 ,25(OH)2D3 diminue l’expression génique du

CYF27AJ hépatique et ce par un mécanisme transcriptionnel (23). D’autre part, ces

mêmes auteurs ont évalué la demi-vie de l’ARNm du CYP27A] à environ 12 heures.

Dans le cas de notre étude, le délai (5 heures) est trop court pour observer un effet de la

l,25(OH)2D3 endogène, produite par la vitamine D3 administrée, sur l’expression

génique du CYF27AJ hépatique.

De nombreux organes autres que le rein expriment le CYP27B 1 comme le foie, la peau

et le poumon, mais leur contribution à la synthèse et à la sécrétion systémique de

l’hormone n’a jusqu’ici pas été élucidée. Hollis a été le premier à montrer la présence,

chez le porc du CYP27B 1 dans les fractions mitochondriales et microsomales du foie

(178). De plus, Negrea et coll. ont par la suite, montré l’existence d’une synthèse

hépatique de la l,25(OH)2D3 dans les microsomes hépatiques chez le rat (105). Il

devient donc pertinent de connaître la contribution actuelle du foie dans la production de

la l,25(OH)2D3 dans l’homéostasie de la vitamine D dans des conditions normales et

dans des conditions d’insuffisance rénale. L’IRA ou l’IRC n’a pas d’effet significatif sur

l’expression du gène codant pour le CYP2 731 hépatique. De plus, l’évaluation de son

niveau d’expression dans la portion de rein restant, 5 semaines après une néphrectomie

au 5/6, indique que son niveau d’expression n’est pas influencée par l’IRC. Cependant,

Takemoto et coll. ont observé, chez le rat normal atteint d’une insuffisance rénale

modérée, une augmentation dans le temps de l’expression génique du CYP2 731 rénal

(85). Notons, toutefois, que les rats utilisés pour notre étude, sont hypocalcémiques et

carencés en vitamine D. Cette condition mène à une expression maximale du CYP2 73]
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qui est stimulée à la fois par l’hypocalcémie et l’hyperparathyroïdie secondaire. L’effet

d’une administration d’une dose aigu de D3, 5 heures avant le sacrifice, semble induire

l’expression génique du CYF2 731 chez les animaux souffrant d’IRA et d’IRC. Toutefois,

nos données montrent que les animaux atteint d’IRA et les animaux atteints d’IRC après

avoir subir l’exérèse de 1/6 de la masse rénale restante, ont une production

significativement plus augmentée de l’ARNm du CYP2 731 que les animaux témoins et

les animaux Nx5/6 après administration de vitamine D3. Ces résultats suggèrent que

l’exposition à la vitamine D3 a un effet positif sur les niveaux des ARNm hépatiques du

CYP2 731. Nos résultats suggèrent, également, que la présence d’une partie fonctionnelle

de rein semble inhiber l’induction de l’expression génique du CYP2 731 hépatique.

Tel qu’attendu, l’ablation des deux reins a mené à une baisse presque totale de la réponse

à la vitamine D3, avec une augmentation seulement modeste de la production de

l,25(OH)2D3 malgré une augmentation très significative du substrat, la 250HD3. Malgré

tout, cette augmentation modeste de la production de 1 ,25(OH)2D3 chez des animaux bi

néphrectomisés administrés en vitamine D3, est significative (augmentation de 34 à

$lpmol.L’) comparativement à des animaux NxBi ayant reçu le véhicule. Cette

supplémentation en D3 permet même de rétablir les concentrations sériques de

l,25(OH)2D3 à des niveaux considérés physiologiques puisque ces derniers se situent

entre 40 et 150 pmol.L1. En absence de la masse rénale fonctionnelle, cette

augmentation des concentrations sériques suggère que la 1 ,25(OH)2D3 nouvellement

formée, provient d’une synthèse extrarénale de l’hormone en présence de concentrations

élevées de 250HD3, d’autant plus que la demi-vie de l’hormone dans l’organisme n’est

que de 4 à $ heures (24). D’autre part, les animaux atteints d’IRC voient leurs

concentrations de 1,25(OH)2D3 s’élever de 63 à 1038 pmol.L’ comparativement aux

concentrations observées chez les animaux témoins. Cette observation suggère, en plus

de la production de la l,25(OH)2D3 par 1/6 de la masse restante, la présence de la

production de l’hormone par des sites extra-rénaux. En effet, il a déjà été rapporté que la

1Œ-hydroxylase est présente dans de nombreux sites extra-rénaux (section 3.3) et comme

nous l’avons montré dans notre laboratoire, dans la peau et le poumon (179). Toutefois,

la participation de la portion du rein restant est bien illustrée, par l’abolition de

l’augmentation des concentrations observées en IRC par l’ablation du rein restant chez
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les animaux Nx5/6 et ce, malgré une augmentation importante de l’expression du

CYP2 731 hépatique.

Afin d’évaluer la contribution extra-rénale dans la production de 1,25(OH)2D3 en

insuffisance rénale, la contribution du foie a été évaluée en absence ou quasi-absence de

masse rénale fonctionnelle. L’hépatectomie au 2/3 ou à 90% (165) influence

significativement les concentrations sériques de 1 ,25(OH)2D3. En effet, Phépatectomie

au 2/3 réduit de 3 fois la concentration de l,25(OH)2D3 alors que l’hépatectomie à 90%

la réduit de 8 fois. De plus, la sur-imposition d’une néphrectomie bilatérale à

l’hépatectomie 2/3 ou à 90% abolit complètement l’élévation modeste observés chez les

animaux bi-néphrectomisés alors qu’une hépatectomie au 2/3 la réduit de 3 à 4 fois chez

l’animal néphrectomisés au 5/6. Tous ces résultats appuient l’hypothèse de la

participation du foie dans la production de 1,25(OH)2D3 ou d’une influence négative de

l’hépatectomie sur la production de 1 ,25(OH)2D3 par le rein, du moins chez le rat Ca-D

et souffrant d’hyperparathyroïdie secondaire. Outre la participation du foie dans la

production de 1 ,25(OH)2D3, celui-ci peut également jouer un rôle significatif dans la

clairance de l’hormone. D’autre part, l’hépatectomie au 2/3 ou à 90% diminue la capacité

du foie à hydroxyler en C-25 la vitamine D3 via l’enzyme CYP27A 1. Malgré une

hépatectomie au 2/3, des animaux atteints d’IRC ou d’IRA administrés en vitamine D3,

synthétisent, quoique de façon diminuée, la vitamine D3 en 25-hydroxyvitamine D3

conime nous le démontrent les concentrations moyennes sériques de 250HD3 sériques

chez ces animaux. De plus, Dubé et coll. ont démontré qu’une hépatectomie partielle

n’avait pas d’incidence sur l’activation de la vitamine D3 et que la séquestration cellulaire

de la D3 dans les hépatocytes, n’était pas pertubée chez des rats hépatectomisés au 2/3

(180). De plus, Theodoropoulos et coll. ont montré qu’il existait d’autres sites tels que

l’intestin capables d’activer la vitamine D3 en 25-hydroxyvitamine D3 (19). En outre, les

concentrations physiologiques de 250HD3 se situent chez de nombreux mammifères,

entre 50 et 125 nrnol.L et la 250HD3 se retrouve dans la circulation systémique à des

concentrations 500 à 1000 fois supérieures à celles de la 1,25(OH)2D3. Ainsi, les

hépatectomies partielles (2/3 ou 90%) qui ont été pratiquées chez les animaux atteints

d’IRA ou d’IRC, suggèrent que le foie joue un rôle important dans l’homéostasie de la

1 ,25(OH)2D3.
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De nombreuses hypothèses peuvent être émises quant à l’effet d’une hépatectomie

partielle sur les concentrations diminuées de 1,25(OH)2D3 comme 1) l’augmentation de

la clairance métabolique via la sur-expression de la 24-hydroxylase (CYP24) ; 2) la

diminution du substrat soit la 250HD3, or notre étude démontre que ce n’est pas le cas;

3) une clairance hépatique de 1 ,25(OH)2D3 ; 4) une clairance rénale or il semblerait que

ce n’est pas possible car nous observons que l’effet de l’hépatectomie partielle est

présent non seulement en IRA et IRC mais également chez l’animal normal ; 5)

l’injection d’un nutriment comme la vitamine D3 peut exercer des changements

homéostatiques sur les concentrations sériques de calcium et de phosphore mais

également sur l’hormone de croissance ; et 6) l’augmentation des fragments carboxy

terminaux de la PTH (10,181,182). Il est bien documenté que la PTH est extraite par le

foie et le rein (183-186) et fait intéressant, une étude préliminaire de notre laboratoire

(résultats non montrés) a montré qu’une hépatectomie partielle augmentait de 100% les

concentrations de parathhormone 5 heures après l’injection d’une dose aigu de vitamine

D3 à des animaux Ca-D-. Il est postulé qu’en présence d’une fonction rénale altérée, la

réduction importante de la masse hépatique mène à une élévation significative des

fragments carboxy-terminaux, lesquels sont décrits comme des toxines de l’insuffisance

rénale. L’augmentation de ces toxines urémiques entraîne une baisse relative du ratio de

la PTH intact/fragments carboxy-terminaux, qui pourra contribuer à la baisse de l’effet

tropique de la PTH intact sur l’expression du CYP27B1 rénal. Une autre étude

préliminaire effectuée par notre laboratoire (résultats non montrés) indique que

l’administration de certains fragments carboxy-terminaux de la PTH inhibe l’expression

du CYP2 731 rénal.

Nous postulons que celle capacité de synthèse de 1,25(OH)2D3 hépatique s’amorce

lorsque la fonction rénale est fortement diminuée. Cette hypothèse repose sur les

résultats obtenus au niveau de l’expression génique du CYP2 731. En effet, ce dernier est

fortement induit en IRA suite à l’administration de vitamine D3 ou en IRC lorsque les

animaux ont subi l’exérèse du 1/6 de la masse rénale restante. L’IRC via une

néphrectomie au 5/6 est donc un bon modèle animal d’IRC. Nos résultats indiquent que

le 1/6 de masse rénale restante contribue à la synthèse systémique de 1,25(OH)2D3 chez

le rat. Nous avançons l’hypothèse que le foie possède la capacité de synthèse extra-
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rénale de l’hormone en insuffisance rénale. Certes, la capacité importante du rein à

synthétiser de la 1 ,25(OH)2D3, chez le modèle animal d’IRC, semble plus importante que

prévue mais la capacité du foie dans la synthèse extra-rénale de l’hormone est faible,

mais non négligeable notamment chez des animaux avec une absence totale de la masse

rénale (NxBi).

Takeyama et cou, et Gascon-Barre et cou, ont montré que la régulation du gène du

CYF273] est dépendante du VDR (29,187). Le foie normal chez le rat possède une

faible concentration du récepteur nucléaire à la vitamine D (18$). Cependant, il a été

rapporté que le VDR est inductible dans le foie. En effet, les oestrogènes induisent

l’apparition du récepteur dans le foie de rats mâles castrés (189). Chez l’animal Ca-D-,

nous montrons que l’IRC et l’IRA induisent le VDR hépatique. Ces résultats sont en

concordance avec des études effectuées dans notre laboratoire chez des animaux

normaux. En effet, nous avons montré que l’expression génique du VDR est augmentée

chez des rats normaux NxBi et que l’administration de 1 ,25(OH)2D3 potentialise l’effet de

la néphrectomie bi-latérale (résultats non-montrés). Paradoxalement, nous constatons

que l’administration de D3 semble sous-réguler le gène du VDR. Cependant, nous devons

relativiser ce résultat car le VDR est généralement exprimé à des concentrations

relativement faibles in vivo. De plus, nous avons constaté par des études préliminaires

effectuées dans notre laboratoire que l’expression génique du VDR chez les animaux Ca

D- était relativement plus élevée comparativement aux résultats observés chez des

animaux normaux. Toutes ces observations suggèrent la nécessité d’une co-expression

VDR-CYP27BÏ dans la régulation de la synthèse hépatique de la 1Œ-hydroxylase chez

l’animal en insuffisance rénale. Ainsi, en insuffisance rénale, l’expression génique

augmentée du VDR et du CYF27B] hépatique indique que le foie active les mécanismes

moléculaires nécessaires à une synthèse hépatique de 1,25(OH)2D3.
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10. CONCLUSION

L’influence de l’insuffisance rénale affecte l’expression des cytochromes P450

responsables du métabolisme des médicaments et de la vitamine D. En effet, nous avons

observé une diminution significative de l’expression génique du CYP3A4 chez des

animaux atteints d’insuffisance rénale aiguè ou chronique. Cette diminution du CYP3A4

contribue, en partie, à notre compréhension de la diminution du métabolisme des

médicaments chez des malades souffrant d’insuffisance rénale. Par ailleurs, le système

endocrinien de la vitamine D est également perturbé en insuffisance rénale. En effet,

l’expression génique du CYP27AJ hépatique est augmentée en IR ; celle du CYF2 731

rénal n’est pas affectée par l’IRC. Toutefois, les conditions d’hypocalcémie et de

déficience en vitamine D appliquées aux animaux mènent à une expression maximale du

CYF2 731, stimulés par l’hypocalcémie et l’hyperparathyroidie secondaire. Toutes ces

observations démontrent que le processus enzymatique de bioactivation de la

1 ,25(OH)2D3 est altéré en raison de la baisse de la masse rénale. Par ailleurs, nous avons

constaté l’effet bénéfique d’une dose aigu de vitamine D3 sur les concentrations sériques

de 250HD3 et de 1,25(OH)2D3, même chez des animaux en insuffisance rénale. La sur-

imposition d’une hépatectomie partielle à l’insuffisance rénale abolit complètement

l’élévation modeste de 1,25(OH)2D3 notamment chez les animaux bi-néphrectomisés.

Cette dernière observation appuie l’hypothèse de la participation du foie dans la

production de 1 ,25(OH)2D3 ou bien du facteur limitant d’une réduction hépatique sur la

production systémique de l’hormone. Il est toutefois possible que la production

hépatique de 1 ,25(OH)2D3 ne soit significative qu’après l’expression de la protéine,

l’évaluation de la 1,25(OH)2D3, ayant été évaluée qu’à 2 heures et 5 heures après

l’administration de vitamine D3. Cependant, nous avons également mis en évidence que

le foie était capable de sur-exprimer les gènes du CYP27AJ, CYP2 731 et du VDR

indiquant que la perturbation de l’expression des gènes reliée au métabolisme de la

vitamine D, résulte d’une modulation de la synthèse de la 1 ,25(OH)2D3 en insuffisance

rénale et plus spécialement lors d’une absence totale de la masse rénale. Nous avons

clairement montré, qu’en insuffisance rénale, le foie élabore les mécanismes cellulaires

nécessaires à une synthèse extra-rénale de l’hormone et que cette synthèse est

dépendante de la sur-expression du gène CYF2 731. Cependant, nous ne savons pas, à ce
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jour site maintien de cette synthèse de l’hormone repose uniquement sur la production

hépatique de la vitamine D. En effet, d’autres tissus comme la peau et le poumon, ont

montré qu’ils possédent les enzymes capables de bioactiver la vitamine D mais letir

contribution dans la synthèse systémique de l’hormone n’a pas, à ce jour, été élucidée.
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