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" L'humilité pour un scientifique est d'accepter que rien ne soit impossible."

Marc Lévy
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AVANT-PROPOS



Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la lutte et de la prévention contre I’infection a
VIH/sida en Cote d’Ivoire.
En effet, I’infection a virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est un probléme de santé
publique. Aujourd’hui, de nombreuses molécules antirétrovirales disponibles ont positivement
modifi¢ le pronostic de D’infection a VIH. Cependant, les traitements antirétroviraux
d'association, dans leurs actions métaboliques, utilisent aussi des micronutriments notamment
les vitamines liposolubles, en particulier, la vitamine Ds. Cette vitamine est indispensable pour
le bon fonctionnement de I’organisme au cours de I’infection a VIH/sida. A la différence des
autres vitamines liposolubles (vitamines A, E et K) qui ont une source alimentaire, la principale
source de vitamine D3 (Calciférol) est le soleil. De plus, la vitamine D3 assure ses effets
biologiques grace a son récepteur (VDR). L’existence d’un polymorphisme génétique du VDR
constituerait donc un facteur important de susceptibilité individuelle aux effets biologiques de
la vitamine D3. En effet, des études ont montré que le déficit en vitamine D3 observé chez les
patients VIH positifs pourrait étre li¢ a des mutations au niveau du récepteur de la vitamine D
(VDR).
Cette lutte contre I'infection a VIH nous oblige donc a accorder davantage d’attention aux
micronutriments, en I’occurrence la vitamine D3 ainsi qu’a son récepteur.

Cette étude a été réalisée dans différents laboratoires, que sont le Laboratoire de
Pharmacodynamie-Biochimique de 1’Unit¢ de Formation et de Recherche (UFR) de
Biosciences de I’Université Félix Houphouét-Boigny (UFHB) et le Département de Biochimie
médicale et fondamentale de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI). Au cours de cette étude,
la population adulte dont I’age varie entre 18 et 49 ans a été ciblée, car elle constitue la
population la plus exposée a I’infection a VIH sous traitements antirétroviraux selon les études
menées en Cote d’Ivoire. Nous espérons que les résultats de nos travaux contribueront a

I’amélioration de la prise en charge des PVVIH.
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INTRODUCTION



L’infection a virus de 1'immunodéficience humaine (VIH) est une pandémie (WHO,
2017). Environ 36,7 millions de personnes vivent avec le VIH dans le monde (1,8 million de
nouvelles infections) dont 25,6 millions en Afrique (WHO, 2017). En Afrique subsaharienne,
le taux de prévalence du VIH chez les jeunes femmes est plus du double de celui des hommes
(UNAIDS, 2013a) et une mortalité précoce €levée est rapportée chez les patients commengant
un traitement antirétroviral (Lawn ef al., 2008). En Cote d’Ivoire, le taux de prévalence est
passé de 3,4 % en 2012 (UNAIDS, 2013b) 4 2,7 % en 2016 (ONUSIDA, 2016).

Le virus de ’'immunodéficience humaine infecte principalement les lymphocytes T
CD4+, les monocytes et les macrophages (Sattentau et Stevenson, 2016 ; Bracq et al., 2018).
Ces différentes cellules, une fois infectées, produisent de nombreuses cytokines et especes
réactives oxygénées (EROs), responsables d’une inflammation chronique chez les individus
séropositifs, provoquant ainsi, la mort cellulaire par apoptose des lymphocytes T CD4+
(Pasupathi et al., 2009). Au cours de I’infection, le VIH utilise des nutriments, notamment les
micronutriments de 1’organisme, pour sa réplication et il s’en suit un stress oxydatif
mitochondrial di a la surproduction de radicaux libres dans 1’organisme (Reiche et Simio,
2011 ; Shin et al., 2012). Les radicaux libres (HO") et les cytokines (TNF-a, IL-1 et IL-6) ainsi
produits stimulent I'expression du virus en activant la transcription du facteur nucléaire NF-
kappa B présent dans les cellules de la lignée T et les macrophages (Israel et al., 1992 ; Zhang,
2009 ; Couret et Chang, 2016). Ces phénomeénes entrainent la réplication du VIH et
I’établissement de I’immunodéficience (Suresh et al., 2009 ; Masia et al., 2016) conduisant a
la maladie du sida en I’absence de traitement antirétroviral (Wilson et Sereti, 2013). En effet,
la trithérapie antirétrovirale (ARV) a positivement modifi¢ le pronostic de ’infection a VIH
(Santos et Almeida, 2013). Cependant, ces traitements causent a long terme des dommages
métaboliques avec risque de toxicit¢ rénale, hépatique, lipidique, mitochondriale,
hématologique, de diminution de la densité minérale osseuse, et d’ostéomalacie (WHO, 2013).
De plus, certaines molécules antirétrovirales comme les inhibiteurs de la protéase (IP) et
certains inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) se sont avérés nocives et
sont responsables de complications métaboliques (Kotler, 1998).

Par ailleurs, les traitements antirétroviraux d'association, dans leurs actions
métaboliques, utilisent aussi des micronutriments entrainant un effet négatif particulierement
sur la concentration de la vitamine D (Allavena et al., 2012 ; Havers et al., 2014a) et de la
vitamine B-12 (Paltiel et al., 1995 ; Woods et al., 2003).

Les micronutriments, c’est a dire les vitamines et les minéraux sont essentiels a la santé

humaine et a la croissance (Best et al., 2011 ; Celep et al., 2017). Ces micronutriments,
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notamment les vitamines sont indispensables au bon fonctionnement de 1’organisme. Les
vitamines sont classées en deux groupes dont les vitamines hydrosolubles notamment la
vitamine C et toutes les vitamines B et les vitamines liposolubles comme les vitamines A, D, E
et K (Dorosz, 2004).

A la différence des autres vitamines liposolubles qui ont une source alimentaire, la
principale source de vitamine D (Calciférol) est cutanée grace aux rayons solaires ultra-violets
(Muller et Kappes, 2007 ; Gil ef al., 2018). La vitamine D est une hormone stéroidienne
liposoluble circulante dont I’origine endogeéne constitue la voie majoritaire des apports en
vitamine D3 pour I’organisme (Morrison et al., 2011 ; Falchetti ez al., 2016). La vitamine D3
existe sous deux formes qui sont la 25-hydroxyvitamine D3 (25 (OH) D3), la forme de réserve
ou de stockage, et la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25 (OH)2 D3), la forme active (Souberbielle
et al., 2008 ; Wuerzner et Waeber, 2011).

Le principal rdle de la vitamine D3 est la régulation de 'homéostasie du calcium et du
phosphate (Holick, 2007 ; Schuch et al., 2013). Cependant, elle régule aussi plusieurs fonctions
biologiques (Ghosn et Viard 2013), en agissant sur le métabolisme osseux, sur les glandes
parathyroidiennes, les reins et I’intestin. Elle contrdle la prolifération et la différenciation
cellulaire (Holick, 2007 ; Chaves et al., 2014).

La vitamine D3 assure ces effets biologiques grace a son récepteur (VDR), appartenant
a la superfamille des récepteurs nucléaires (NR) (Ogunkolade et al., 2002 ; Larriba ef al.,
2013). Le VDR forme toujours un hétérodimere avec le récepteur rétinoide X (RXR) (Handel
et al.,2013 ; Hossein-Nezhad et al., 2014). 11 a deux unités fonctionnelles principales, a savoir
le domaine N-terminal de liaison a I'ADN a doigts de zinc et le domaine C-terminal de liaison
du ligand (Haussler et al., 2008). 11 est aussi composé d’une région 5S'UTR du promoteur du
gene, d’une région de codage et d’une région 3'UTR (Rucevié et al., 2009). Les VDR sont
présents dans plus de 30 tissus, y compris ceux de l'intestin, des reins, des os, du cerveau, de
l'estomac, du cceur, du pancréas, de la peau, du colon, de I'ovaire, du sein et de la prostate. Ils
sont aussi rencontrés dans les cellules mononuclées du sang périphérique (Nieto et al., 2004 ;
Gichubhi ez al., 2014) comme les monocytes, les cellules dendritiques, les macrophages, les
lymphocytes T et les lymphocytes B (de la Torre et al., 2008 ; Malodobra-Mazur et al.,
2012). De ce fait, le VDR représente donc une cible thérapeutique importante dans le traitement
de divers troubles (Belorusova et Rochel, 2016).

L’insuffisance en vitamine D3 est un probléme de santé publique. En effet, environ un
milliard de personnes dans le monde souffrent de carence ou d'insuffisance en vitamine D3, soit

pres de 15 % de la population mondiale (Holick, 2007 ; Kim et Jay, 2017). Ce fait est d'autant
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plus marquant que méme les individus habitant dans des régions trés ensoleillées sont
¢galement concernés (Nair et Maseeh, 2012). De plus, alors qu'il existe une abondance de
données sur la vitamine D ailleurs dans le monde, le nombre d'études provenant d'Afrique est
limité (van Schoor et Lips, 2011 ; Edwards et al., 2014).

L’insuffisance en vitamine D3 intervient dans les complications de 1'ostéoporose, des
maladies cardiovasculaires (Souberbielle et al., 2010 ; Junior et al., 2018), de la résistance a
l'insuline (Lake et Adams, 2011), de I’insuffisance rénale, des cancers et du dysfonctionnement
immunitaire (Valdivielso et Fernandez, 2006 ; Pirotte ef al., 2013 ; Duplancic ef al., 2013).
Dans le tissu hématopoiétique, la carence en vitamine D3 provoque une anémie et une
diminution cellulaire de la moelle osseuse (Brown et al., 1999 ; Holick, 1999). Ainsi,
I’existence d’un polymorphisme génétique du VDR pourrait constituer également un facteur
important de susceptibilité individuelle aux effets biologiques de la vitamine D3 (Uitterlinden
et al., 2004b). L’analyse du gene codant le VDR dans des régions codantes ou non, a montré
qu’il peut y avoir une substitution de bases par un nucléotide appelée Single Nucleotide
Polymorphism (SNP). En effet, plusieurs polymorphismes du géne du VDR ont été identifiés
pouvant influencer les concentrations sériques de vitamine D3 (Kdostner et al., 2009). Ainsi, les
polymorphismes du VDR les plus fréquemment analysés correspondent aux sites de clivage
d’endonucléases Fok-1 pour 1’exon 2, Bsm-1 pour ’intron 8, Apa-1 pour I’intron 8 et Tag-1
pour I’exon 9 (Ruéevié et al., 2009).

En général, les patients infectés par le VIH ont une déficience en 25-hydroxyvitamine
D3 (25 (OH) Ds) (Pirotte et al., 2013 ; Ghosn et Viard 2013 ; Klassen et al., 2016). Le déficit
en vitamine D3 pourrait étre 1ié a des mutations au niveau de son récepteur (VDR) (Beard et
al., 2011). Selon Nieto et al. (2004), les polymorphismes du géne du VDR contribuent a la
progression de la maladie chez des patients vivant avec le VIH.

En Coéte d’Ivoire, au cours d’une étude menée sur le statut phosphocalcique des
personnes vivant avec le VIH (PVVIH), il s’est avéré que ceux-ci sont sujets a des perturbations
du métabolisme phosphocalcique (Boyvin et al., 2017). Le statut phosphocalcique est un
parametre important dans 1’appréciation du statut de la 25-hydroxyvitamine D3 (25 (OH) D3)
au cours de I’infection a VIH. De plus, des données ont montré qu'une carence sévere en
vitamine D est associée a un risque accru de progression de la maladie et de la mortalité lices
au VIH (Havers et al., 2014b). Etant donné que le métabolisme de la vitamine D et celui de la
parathormone sont liés (Sai er al., 2011), il est aussi important de connaitre le statut en
parathormone au cours de ’infection a VIH. Par ailleurs, le complexe de signalisation VDR-

1,25 (OH)2 D3 joue un rdle important dans 1’activité biologique de la vitamine D3 (Pawlowska
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et al., 2016). En effet, le récepteur de la vitamine D (VDR) intervient dans les effets immuno-
modulateurs de la vitamine D3 (White, 2008 ; Malodobra-Mazur et al., 2012). Aussi, de
nombreuses études ont-elles rapporté une mortalité précoce élevée chez les patients
commengant un traitement antirétroviral en Afrique subsaharienne (Lawn et al., 2008).
Cependant, en Cote d’Ivoire, malgré les concentrations insuffisantes en vitamine D relevées
chez des personnes vivant avec le VIH par Boyvin et al. (2017), aucune étude moléculaire sur
le récepteur de la vitamine D (VDR) n’a été faite chez celles-ci. Il serait donc important de
mener des études sur les concentrations de la 25-hydroxyvitamine D3 (25 (OH) D3) en relation
avec son récepteur (VDR). Ceci permettra de mieux comprendre le déficit en vitamine D3
rencontré chez des patients ivoiriens infectés par le VIH, et voir ainsi le niveau d’implication

des variations au niveau du gene codant pour le VDR dans la progression de la maladie.

L’objectif général est d’analyser le polymorphisme allélique du VDR en relation avec
les concentrations en 25-hydroxyvitamine D3 pour le déficit en vitamine D3 afin d’une meilleure

prise en charge des personnes vivant avec le VIH (PVVIH).

Les objectifs spécifiques ont été de :

1- Déterminer le statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone des patients VIH positif

avec ou sans traitement antirétroviral comparativement a des témoins VIH négatif ;
2- Décrire le polymorphisme allélique de 4 régions spécifiques du gene du récepteur (VDR) ;

3- Analyser I’association entre le polymorphisme du géne VDR de la vitamine D, les

concentrations en 25-hydroxyvitamine D3 et le degré de I’immunodépression.

En plus de I’introduction, le mémoire est structuré en trois grandes sections. La premicre
section est consacrée a la revue bibliographique qui est subdivisée en six parties : les généralités
sur I’infection a VIH, le sang et ses constituants particulieérement, les cellules mononucléées,
les micronutriments, c’est-a-dire les minéraux et les vitamines, la parathormone, principalement
son métabolisme et ses roles biologiques, les généralités des récepteurs nucléaires, notamment
le récepteur de la vitamine D et les polymorphismes affectant les séquences du récepteur de la

vitamine D au cours de I’infection a VIH, enfin, les techniques de biologie moléculaire.

La deuxiéme section concerne le matériel et les méthodes. Cette section renferme trois
(3) grandes parties : la population d’étude, le matériel d’étude (c’est-a-dire le matériel
biologique, le matériel technique et les réactifs), les méthodes utilisées pour le dosage des

parametres biochimiques, les études de biologie moléculaire sur I’ADN génomique du VDR
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des cellules monucléées humaines et pour 1’analyse statistiques des données. La troisiéme
section se rapporte aux résultats et a la discussion relative aux caractéristiques
épidémiologiques, au profil biochimique, au statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en
parathormone de la population d’étude, ainsi qu’au polymorphisme du geéne du récepteur de la
vitamine D des échantillons d’étude. Une conclusion générale assortie de perspectives compléte
cette thése. La conclusion est la synthese des résultats majeurs tirés de la troisiéme section. Des
recommandations et des recherches ultérieures formulées en perspectives sont libellées pour
I’amélioration de la prise en charge des personnes vivant avec le VIH (PVVIH) en Cote

d’Ivoire.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



I. INFECTION A VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE
I.1. VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE

I.1.1. Historique et description

Le Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH) a été isolé¢ en 1983 par 1'équipe du
professeur Luc Montagnier a I’Institut Pasteur de Paris. Le virus apparait en microscopie
¢lectronique comme une particule sphérique de 80 a 120 nanometres de diameétre. Il est
relativement fragile car détruit par la chaleur a 60 °C et par les antiseptiques, entre autres,
I’alcool, I’eau de Javel, etc. Parasite obligatoire, il ne peut survivre plus de 5 a 6 heures hors
d’une cellule (Montagnier, 1998).

Le VIH est un lentivirus appartenant a la famille des Retroviridae (Nielsen ez al., 2005).
Les rétrovirus sont des virus a ARN enveloppés, caractérisés par la présence d’une transcriptase
inverse ou reverse transcriptase (RT). Deux types de virus sont responsables de ’infection a
VIH/sida : le VIH-1 qui est répandu dans le monde entier et le VIH-2 qui est essentiellement
localis¢ en Afrique de I’ouest. Il existe des cas de co-infection a VIH-1 et VIH-2 limités a
I’ Afrique subsaharienne (Fleury, 2002 ; 2009).

Le VIH-1 est divisé en trois groupes. Il s’agit des groupes M, N et O. Le groupe M est
majoritaire. Il est divisé en 9 sous-types, a savoir les groupes A, B, C, D, F, G, H, J et K (Fleury,
2002). Ces différents sous-types sont capables de se recombiner (Yilmaz, 2007).

Le VIH-2 comporte également plusieurs sous-types dont A a H. Seuls les sous-types A
(Cap-Vert, Guinée-Bissau, Guinée, Sénégal) et les sous-types B (Cote d'Ivoire, Mali et Burkina
Faso) ont une diffusion épidémique (Vaubourdolle, 2007).

La structure du VIH comprend :

Une enveloppe virale constituée d'une bicouche lipidique et de deux glycoprotéines dont
la sous-unité de surface (protéine SU) gpl120 joue le réle de récepteur viral de la molécule
membranaire CD4 des cellules hote et la sous-unité transmembranaire (la protéine TM) gp 41
qui est responsable de la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire de 1’hote.
Ces deux glycoprotéines sont liées entre elles par des liaisons non covalentes (Nielsen e al.,
2005).

A T’intérieur, le core viral ou nucléocapside située a I’intérieur, inclut une couche de
protéines de matrice pl7 qui est une protéine myristilée renfermant la protéase virale et une
couche plus profonde de protéines de capside p24. La polymérisation de p24 conduit a la

formation d’un cone tronqué renfermant le génome viral (Fourati, 2012) (Figure 1).
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Figure 1: Structure du VIH (Kéita, 2014)
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Le génome du VIH est constitué¢ uniquement de deux molécules d’ARN monocaténaires
de 9,2 kb et de polarité positive ayant a chaque extrémité une région R identique, indispensable
a la transcription inverse. Le génome du VIH se compose de trois geénes rétroviraux majeurs
(env, gag, pol) qui posseédent trois enzymes virales c’est-a-dire la transcriptase inverse, la
protéase et I’intégrase. Il comprend également six geénes rétroviraux mineurs dont les génes
régulateurs (tat, rev) et quatre (4) autres genes, vif qui permet d'augmenter l'infectiosité, nef,
vpu ou vpr et vpx pour le VIH-2 (Figure 2). Le géne tat favorise I'augmentation du niveau de
synthése des protéines virales quand rev favorise l'augmentation des ARN messagers
correspondant aux protéines des trois genes rétroviraux majeurs gag, pol et env. Toutes ces
protéines ont un réle important dans le cycle réplicatif viral et dans l'infectiosité virale (Yilmaz,
2007).

Le VIH infecte les cellules qui portent le cluster de différenciation quatre (CD4) a leur
surface comme, les lymphocytes T helpers ou auxiliaires, les macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules de Langerhans et les cellules microgliales du systéme nerveux
(Iordanskiy et al., 2015). En effet, il se produit une interaction de haute affinité entre la protéine
gp120 de l'enveloppe virale et le marqueur membranaire CD4 de la cellule cible. La liaison
gp120/CD4 n'est toutefois pas suffisante pour assurer ’entrée du VIH dans la cellule. Cette
pénétration nécessite 1'expression de corécepteurs membranaires CXCR4 (fusine) et CCRS
présents respectivement sur les lymphocytes T CD4+ et sur les monocytes. De ce fait, il existe
plusieurs souches de VIH dont les souches qui utilisent le corécepteur CCRS pour infecter les
monocytes et les macrophages qui sont des souches a tropisme M, et les souches qui utilisent
le corécepteur CXCR4 pour infecter préférentiellement les lymphocytes T CD4+ qui sont des

souches a tropisme lymphocytaire ou tropisme T (Yilmaz, 2007).

I.1.2. Cycle de réplication

Le VIH, pour se répliquer, doit insérer son matériel génétique a I’intérieur des
lymphocytes T CD4+ et produire de nouveaux virus. Ce processus peut se résumer en 4 étapes
distinctes et successives (Figure 3).
- La premicere étape correspond a la pénétration du virus dans la cellule hote. Le virus se
fixe sur la cellule cible par reconnaissance entre la protéine virale gpl120 et son récepteur
spécifique, la protéine CD4 du lymphocyte T ou d’autres cellules phagocytaires mononuclées.
Cette liaison de trés haute affinité entraine un changement conformationnel de la gp120 qui
permet a une région spécifique, la boucle V3 d’interagir avec des corécepteurs (CCRS et

CXCR4) également présents a la surface de la membrane cellulaire. L’interaction du cofacteur
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au complexe gp120/CD4 induit un changement conformationnel qui permet de démasquer la
protéine virale gp41 entrainant ainsi la fusion des membranes (Yilmaz, 2007 ; Waki et Freed,
2010).

- La deuxieme étape est la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN proviral, grace a la
transcriptase inverse. Apres fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique de la
cellule cible, la nucléocapside pénétre dans le cytoplasme de la cellule cible et libére le génome
viral et les enzymes. Débute, alors, la rétrotranscription du génome viral. La transcriptase
inverse virale catalyse la transcription inverse de I'ARN, formant des hybrides ADN-ARN. La
matrice d'ARN ¢étant ensuite dégradée par une activité ribonucléase H (RNase H) de la
transcriptase inverse, il y a synthése d'un second brin d'ADN. Cette étape fortement régulée est
sous le contrdle des protéines Vif et de la nucléocapside. La protéine Vif a pour rdle de controler
I’accrochage de I’amorce spécifique, un t-RNALys, qui permettra par la suite de reconnaitre le
progénome viral et de I’adresser au noyau de la cellule. Cette étape est responsable d’erreurs
fréquentes, un pour 10000 copies de virus. Elle est a I’origine de la variabilité génétique du VIH
(Bousquet, 2008).

- Au cours de la troisieéme étape, I’ADN viral intégre le génome de la cellule hote grace a
I’intégrase virale (Fourati, 2012).

- La quatrieme étape est la production de nouvelles particules virales qui seront capables
de bourgeonner et de devenir matures apres leur libération dans le milieu extracellulaire. La
réplication du virus est intense. En effet, environ 1 & 10 milliards de virions sont produits chaque

jour par une personne infectée, non traitée (Rothe et al., 1996).

1.1.3. Epidémiologie

Dans le monde, selon ONUSIDA (2017), 36,7 millions de personnes vivent avec le VIH
en 2016 contre 33,3 millions de personnes en 2015. En 2016, 1,8 millions de nouvelles
personnes ont été infectées. Les déces liés au sida enregistrés sont au nombre d’un (1) million
(ONUSIDA, 2017) contre 1,1 million en 2015 (WHO, 2016). L’ Afrique est le continent le plus
touché par I’infection a VIH/Sida avec 25,6 millions de personnes vivant avec le VIH (WHO,
2017). En 2012, 70 % des personnes vivant avec le VIH (PVVIH) résident en Afrique
subsaharienne, avec 1,6 million de nouvelles infections a VIH. L'Afrique subsaharienne est
¢galement a l'origine de 72 % des nouvelles infections et de 70 % des déces. Le taux de
prévalence du VIH chez les jeunes femmes demeure plus du double de celui des hommes en
Afrique subsaharienne (UNAIDS, 2013a). En Coéte d’Ivoire, la prévalence du VIH était de 3,4
% (Anonyme 1, 2012). Elle a donc connu une baisse depuis 2005, date a laquelle, elle était
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estimée a 4,7 %. Selon ’ONUSIDA, en 2016, ce taux est passé a 2,7 %. En 2016, la population
des séropositifs au VIH est de 460 000 (UNAIDS, 2016). La tranche de la population la plus
touchée se situe entre 25 et 49 ans avec un pic parmi les 30 a 34 ans. Le taux de prévalence est

plus élevé chez les femmes (6,4 %) que chez les hommes (2,9 %) quelle que soit la région

(Anonyme 2, 2015).

I.1.4. Modes de transmission

Les modes de transmission du VIH sont bien connus. Il s’agit de la transmission sexuelle
qui est le mode le plus fréquent, la transmission sanguine c’est-a-dire le sang et ses produits
dérivés et la transmission de la mere a ’enfant lors de la grossesse, au moment de
I’accouchement et lors de I’allaitement. La transmission du VIH dépend de deux facteurs que
sont la charge virale du milieu contaminant et I’impact de la profondeur ou de I’intimité de la

contamination (WHO/UNAIDS, 2011).

[.2. SYMPTOMATOLOGIE DE L'INFECTION A VIRUS DE L'ITMMUNODEFICIENCE
HUMAINE
L’infection a VIH se déroule en trois phases distinctes au cours de 1’évolution de la

maladie (Annexe 1).

> Primo-infection

Elle intervient juste apres la pénétration du VIH dans I’organisme. Le nombre de virus
présents (charge virale) augmente fortement, puis diminue rapidement du fait de la réponse du
systétme immunitaire. Cette premicre phase s’accompagne de symptomes qui ressemblent a
ceux de la grippe et disparaissent apres quelques semaines. La primo-infection ne se manifeste
pas chez toutes les personnes infectées et passe parfois inapercue bien qu’elle puisse s’étendre

entre trois et huit semaines (Philippon, 2007).

> Phase asymptomatique

Elle vient apres la période de primo-infection et les personnes atteintes par le VIH ne
présentent aucun signe physique de maladie. Elle peut durer jusqu’a douze ans au cours
desquelles, le nombre de virus n'augmente que trés Iégérement, mais le nombre de variants
augmente fortement, notamment dans les réservoirs viraux. C’est la période durant laquelle les
effets toxiques du virus semblent apparemment étre controlés par 1’organisme, notamment par
le systéme immunitaire ¢’est-a-dire la réponse humorale et cellulaire. Les lymphocytes T sont
progressivement détruits par le virus. Lorsque les personnes atteintes par le VIH ne présentent

aucun signe physique de maladie, elles sont dites asymptomatiques (Hidreau, 2006).
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> Phase symptomatique

Au cours de cette phase, il y a ’apparition de symptomes persistants comme la fatigue
chronique, des sueurs nocturnes, de la ficvre, de la diarrhée ou une perte de poids importante
dus a I’affaiblissement du systéme immunitaire. Le nombre de virus augmente fortement. Cette
phase est suivie du sida qui se manifeste par I’apparition d’infections opportunistes telles que
la pneumonie, la toxoplasmose, le sarcome de Kaposi, la tuberculose, les infections
cutanéomuqueuses, la candidose cesophagienne, le cancer invasif du col de 1’utérus, le cancer
de I’anus, etc. Ces infections opportunistes sont causées par des bactéries, des virus ou des
champignons. Elles sont liées a une immunodépression avancée, d’autant plus fréquentes que
le taux de lymphocytes T CD4+ est inférieur a 200 cellules/mm?® (Mitsuyasu, 1999). De fagon
générale, cette évolution naturelle de l'infection par le VIH provoque la déplétion des
lymphocytes T CD4+ et conduit a une immunodéficience accompagnée d’un état
d'inflammatoire avec un risque accru de complications. Une réponse immunitaire insuffisante
contre le VIH permet la réplication virale, conduisant a une continuelle activation immunitaire

(Lane, 2010).
1.3. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

1.3.1. Diagnostic sérologique
Le diagnostic indirect ou sérologique de I’infection repose sur la détection des anticorps
sériques qui reste dans la majorité des cas la démarche diagnostique la plus pertinente et la plus

accessible (Huraux et al., 2003 ; Philippon, 2007). Il fait intervenir différents tests rapides.

» Test rapide Determine et Stat-pak dont le principe est une réaction

immunochromatographique

» Test rapide discriminant Génie III ou Bioline dont le principe est
immunoenzymatique (Henge et al., 2014 ; 2015 ; Gautheret-Dejean et al.,
2015).
Ces tests de dépistage sont des tests qualitatifs rapides pour la recherche d’anticorps
anti-VIH-1 et 2 (Chaillet et al., 2010). Validés par I’OMS, ils sont particulierement utilisés
dans les pays en voie de développement (Hidreau, 2006 ; Henge et al., 2014 ; 2015).

» Test rapide confirmation ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
Ce test est une méthode immunoenzymatique combinée a la détection de 1’antigéne Ag

p24 dont le principe est basé sur la révélation de la présence d’anticorps dirigés contre
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différentes protéines du VIH. Le test ELISA utilise différents types d’antigénes, correspondant
au VIH 1 et au VIH 2 (Huraux et al., 2003). La positivité du test de confirmation pour le VIH1
se confirme lorsqu’existe une réactivité vis-a-vis d’au moins deux glycoprotéines d’enveloppe

c’est-a-dire gp41, gp120, gp160 (Huraux et al., 2003 ; Philippon 2007).

1.3.2. Détermination de la charge virale

Le diagnostic direct repose sur les tests de biologie moléculaire, la recherche
d’antigéne P24 et les tests de résistance aux antirétroviraux.—Son principe est basé sur
I’amplification génomique par PCR, avec un seuil de détection actuel de 20 a 50 copies/mL. Il
donne une positivité plus précoce que les sérologies habituelles. Sa limite est le laps de temps
entre la contamination et la détection du virus dans le sang (8-10 jours) (Huraux, 2003 ;

Philippon 2007).

1.3.3. Comptage des lymphocytes T CD4+
Ce comptage se fait par la technique de Cytométrie en Flux. Le principe est basé sur
I’analyse rapide des particules (cellules) en mouvement qui défilent une a une a I’intérieur d’une

gaine liquide, devant un faisceau lumineux a rayon laser (Ormerod et Imrie, 1990).
[.4. TRAITREMENT CURATIF ET PREVENTION

1.4.1. Traitement curatif antirétroviral

Les objectifs du traitement sont de baisser la mortalité et la morbilité dues a I’infection a
VIH par la restauration du taux normal des lymphocytes T CD4+ et la qualité de la réponse des
lymphocytes T CD4+ pour la réduction de la réplication virale (Chaix et Goujard, 2009).

L'Organisation Mondiale de la santé recommande désormais un traitement antirétroviral
universel (ART) quel que soit le nombre de CD4+ (WHO, 2016). La priorité est donnée aux
personnes présentant une infection a VIH sévere ou a un stade avanceé et a celles dont le nombre
de lymphocytes T CD4+ est inférieur ou égal a 500 cellules/mm>. Le traitement doit étre
immédiat quelle que soit la numération des lymphocytes T CD4+ pour les femmes enceintes
vivant avec le VIH, les séropositifs atteints de tuberculose ayant entamés le traitement
antituberculeux et les enfants agés d’un a dix ans (WHO, 2016).

La stratégie des traitements antirétroviraux est d’inhiber de fagon ciblée les différentes
étapes du cycle de réplication du VIH afin de prévenir I’infection de nouvelles cellules et la
production de virions (OMS, 2013) (Figure 4). Il est donc recommandé qu’une trithérapie soit

faite par I’association de deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) plus
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Figure 4 : Cibles des antirétroviraux (Hidreau, 2006)
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un inhibiteur de la protéase (IP) ou de deux INTI plus un inhibiteur non nucléosidique de la

transcriptase inverse (INNTI) ou 3 INTI (WHO, 2016).

»  Différentes classes d’antirétroviraux et leurs cibles

Le traitement antirétroviral reléve actuellement de six classes médicamenteuses
(Annexe 2) : les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs
non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de la protéase (IP), les
inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs d’entrée, les inhibiteurs d’interaction et les inhibiteurs

d’intégrase (Bousquet, 2008).

»  Association antirétrovirale recommandée

Elle est composée d’au moins trois médicaments. Une trithérapie comprend pour les
traitements de premicere intention ou premicre ligne une combinaison de 2 INTI et 1 INNTI et
pour ceux de la deuxiéme ligne, une association de 2 INTI dont un au moins est nouveau et 1

IP potentialisé par le ritonavir.

L’option privilégiée recommandée en premicre intention pour la mise en route du
traitement est la combinaison TDF + 3TC (ou FTC) + EFV. En cas de contre-indication, il est
recommand¢ d’utiliser I’une des options suivantes, soit AZT + 3TC + EFV, AZT + 3TC +
NVP et TDF + 3TC (ou FTC) + NVP.

La combinaison antirétrovirale de deuxiéme intention utilisée chez I’adulte apres échec
thérapeutique de premiere intention doit étre composée de 2 INTI [AZT + 3TC ou TDF + 3TC
(ou FTC)] + 1 IP potentialisé par le Ritonavir (r). Les associations d’ARV en doses fixes
thermostables ATV/r et LPV/r (Lopinavir boosté au Ritonavir) sont les options privilégi¢es d’IP
potentialisés pour le traitement antirétroviral de deuxieme intention (WHO, 2013). En Cote
d’Ivoire, depuis 2015, le régime thérapeutique de premicre ligne préférentiel est TDF + 3TC +
EFV en combinaison fixe c’est-a-dire 1 comprimé/jour.

En cas d’insuffisance rénale, de diabéte non contrélé, d’hypertension artérielle non
contrélée le schéma utilisé sera : AZT ou ABC + 3TC + EFV. En cas d’intolérance a
I’Efavirenz, cette molécule est remplacée par la Névirapine. Et la combinaison recommandée
est : TDF + 3TC + NVP. Si des effets indésirables hépatiques graves sont observés, I’Efavirenz
est remplacé par LPV/r. Le schéma proposé en deuxiéme ligne associe AZT + 3TC + ATV/r
ou LPV/r et TDF + 3TC + LPV/r. De plus, si la combinaison TDF + 3TC a été utilisée en
premicre ligne, la combinaison d’INTI recommandée en seconde ligne est AZT + 3TC et vice

versa (Anonyme 2, 2015).
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1.4.2. Prévention

L’enrayement de la pandémie du VIH passe par la prévention. Le seul moyen d’éviter la
transmission sexuelle du VIH est 'utilisation de préservatifs et 1’abstinence. En plus, une
incitation aux modifications de comportement par des campagnes d’informations collectives et
la multiplication des sources d’information individuelle (internet, plannings familiaux,
associations, etc.) sont aussi des solutions.

Pour la transmission mére-enfant, un traitement antirétroviral efficace chez la mére
permet une réduction considérable du risque de transmission en cas d’indétectabilité de la
charge virale lors du dernier trimestre de grossesse. De méme, un traitement prophylactique
systématique de l'enfant pendant les 4 & 6 premicres semaines de vie et la proscription de
I’allaitement lorsque cela est possible, sont des moyens de réduction du risque de transmission

du VIH (OMS, 2013).
1. SANG

II.1. DEFINITION ET CONSTITUANTS DU SANG

Le sang est un liquide €pais et visqueux constitué principalement du plasma qui est la
partie liquide et de cellules (globules rouges, globules blancs, plaquettes) qui lui donnent son
aspect épais et visqueux (Don et al., 2002).

Sa principale mission est de transporter de 1'oxygene dans les différentes parties de
l'organisme, en diffusant a I'intérieur des vaisseaux. Il représente 1/13°™ du poids total du corps
humain. Un homme adulte en contient environ 5 litres. Il se compose a 45 % de cellules et a

55 % de plasma.

I1.1.1. Cellules du sang

» Globules rouges ou hématies
Les globules rouges portent aussi le nom d’hématies ou d’érythrocytes. Ce sont des

cellules anucléées (chez les humains) ayant la forme d’un disque et de couleur rouge.

» Globules blancs ou leucocytes
Les globules blancs portent aussi le nom de leucocytes. Ce sont des cellules incolores et

nucléées. Les macrophages et les lymphocytes B et T sont des globules blancs trés importants.

» Plaquettes sanguines
Les plaquettes sanguines encore appelées thrombocytes sont des fragments de cellules
formées dans la moelle osseuse. Elles ne possedent pas de noyau et leur durée de vie est

d'environ 8 a 10 jours.
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I1.1.2. Plasma

Le plasma est constitué¢ principalement d’eau a 91,5 %, de 7 % de protéines comme
I’albumine, les globulines, le fibrinogéne et les 1,5 % restants sont des nutriments, des
hormones, du gaz dissous et des ¢€lectrolytes. Le plasma contient des substances qui sont tres
importantes pour le maintien du bien-étre de 1’organisme et permet le transport du dioxyde de
carbone (CO2) qui s’y dissout. Il permet aux cellules du sang de circuler dans le systéme
vasculaire. Dans le plasma, les nutriments sont constitués d’acides aminés, d’acides gras, de
glycérol, de monosaccharides, d’éléments minéraux, de vitamines, etc. Ces nutriments, en
transit dans le plasma, vont servir a la satisfaction des différents besoins de synthése et de

production d'énergie des cellules.
II.2. CELLULES MONONUCLEEES DU SANG PERIPHERIQUE

I1.2.1. Définition

Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) ou peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) sont les cellules du sang périphérique ayant un seul noyau. Ces
cellules sont composées de monocytes, de macrophages et de lymphocytes (cellules T, cellules
B, cellules NK) (Pedersen et al., 2011). Elles font partie du systtme immunitaire humain

(Bergereau, 2010) (Annexe 3).
I1.2.2. Classification, réles et fonctions

» Monocytes

Les monocytes sont des cellules mononucléées qui expriment la molécule CD4 et
participent a la défense immunitaire de I’organisme humain. Ils ont une durée de vie tres courte
dans le milieu sanguin (environ 24 heures). Ils passent ensuite dans les tissus ou ils se
différencient en macrophages. Les monocytes sont chargées de la capture et de la dégradation
de I’antigéne, puis de sa présentation aux lymphocytes T (Randolph et al., 2008). Ils
apparaissent arrondis avec un diametre de 15 a 20 um en microscopie optique. Leur cytoplasme
est gris bleuté (ciel d'orage) avec un aspect un peu granuleux au May Grunwald Giemsa
(Kramer et al., 2014). Les monocytes appartiennent au systéme des phagocytes mononuclées

(Iordanskiy et al., 2015) (Annexe 4).

» Lymphocytes
Les lymphocytes (Annexe 4) sont des cellules mononucléées qui participent a la réponse

immunitaire. Leur durée de vie est variable. En microscopie optique, ce sont des cellules de
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forme régulierement arrondie, de petites tailles d’environ 7 pm de diamétre avec un noyau
sphérique et dense occupant la quasi-totalité de la cellule. Il existe une petite frange
cytoplasmique périphérique d'aspect mauve au May Grunwald Giemsa (MGG) (Kramer et al.,
2014 ; Menck et al., 2014). 1l existe deux populations de lymphocytes mises en évidence par
des marqueurs antigéniques de membrane. Les lymphocytes T qui ont acquis leur spécificité
dans le thymus et les lymphocytes B qui arrivent a maturité dans la bourse de Fabricius.

Dans le sang circulant, la majorité des lymphocytes sont de type T (70 a 80 %) et de
type B. Il existe deux sous-populations de lymphocytes T du sang périphérique dont la sous-
population des lymphocytes T CD4+ qui représentent 60 a 80 % de lymphocytes T et sécrétent
des lymphokines, puis celle représentant les lymphocytes T CD8+ qui sont cytotoxiques. La
réplication virale concerne majoritairement les lymphocytes T CD4+ dans I’infection a VIH
(Levy, 2007). Par contre, les lymphocytes B dérivent de cellules pré-B caractérisées par la
présence de chalnes lourdes intra-cytoplasmiques qui précédent l'apparition des
immunoglobulines de surface. Ils sont responsables de 1'immunité humorale et fabriquent les
immunoglobulines appelées anticorps. Il existe une population de cellules dénommées
“naturel killer’” (NK) qui n'appartiennent ni a la sous-population B ni a la sous-population T

(Viallard et al., 2006).

II1. MICRONUTRIMENTS

Les besoins nutritionnels d’un individu sont les quantités de nutriments
(macronutriments et de micronutriments). Ils sont indispensables au maintien d’un bon état de
nutrition et de santé.

Les micronutriments sont composés de vitamines et d’¢léments minéraux (Dorosz,
2004). Ce sont des nutriments sans valeur énergétique qui ne peuvent pas étre fabriqués par
I’organisme. Ils doivent impérativement €tre apportés par une alimentation variée, équilibrée et
de bonne qualité. Ils sont nécessaires en faibles quantités, mais indispensables a I’organisme

(Welch et Graham, 2004 ; Semba et al, 2006).

III.1. MINERAUX

Les ¢éléments minéraux sont répartis en macroéléments (calcium, phosphore, chlore,
magnésium, potassium, sodium, sulfure) et en oligo-¢éléments (cuivre, fluor, iode, manganése,
molybdéne, sélénium, zinc, chrome) (Dorosz, 2004). Les minéraux représentent 4 % de la
masse totale d’un individu et sont indispensables au bon fonctionnement de I’organisme.
Constituants des enzymes, des hormones et des vitamines, les minéraux contribuent a la

structure des os et des dents et sont associés au rythme cardiaque, a la contraction musculaire,
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a la conduction nerveuse et a 1’équilibre hydrique et acido-basique de 1’organisme. Cependant,
ils partagent tous les caractéristiques d’intervenir a faible concentration et d’entrainer de graves

conséquences sur la santé en cas de déficience ou de carence.

1I1.2. VITAMINES

Les vitamines sont des substances organiques nécessaires en faible quantité au
métabolisme d'un organisme vivant qui n’est pas capable de synthétiser, ou de synthétiser en
quantité suffisante. Par conséquent, elles doivent étre fournies réguli¢rement par 1’alimentation

(Huang et al., 2007). Les vitamines sont habituellement classées en deux grands groupes :

- Les vitamines hydrosolubles, c’est-a-dire les vitamines des groupes B et C qui sont
excrétées dans une large mesure dans I’urine. L’organisme n’en retient que trés peu pour
les utiliser immédiatement. Elles sont présentes dans les aliments réputés peu gras
(Huang et al., 2007).

- Les vitamines liposolubles, c’est-a-dire les vitamines A, D, E et K, qui peuvent étre
stockées dans I’organisme. Elles ne sont normalement pas excrétées dans 1’urine,
contrairement aux vitamines hydrosolubles. Elles sont présentes dans les aliments
réputés gras (Monsigny et al., 2004 ; Huang et al., 2007 ; Muller et Kappes, 2007).
Parmi les vitamines liposolubles, les vitamines A et D jouent un role essentiel dans la
modulation de [’efficacité des défenses immunitaires grace a leurs propriétés
immunostimulantes. La vitamine E, quant a elle, posséde d’excellentes propriétés
antioxydantes et immunostimulantes. La vitamine K joue un role sur le processus de

coagulation du sang (Wintergerst et al., 2007).

II1.2.1. Vitamine D

A la différence des autres vitamines liposolubles qui ont une source alimentaire, la
principale source de vitamine D est le soleil (Armas et al., 2004 ; Holick, 2004). La vitamine
D, également appelée calciférol, est une vitamine liposoluble qui doit étre considérée comme
une pro-hormone de par sa similarité avec les hormones stéroides (Bikle, 2009). Elle ne répond
pas a la définition classique d’une vitamine. Il existe deux formes de vitamine D dont le
cholécalciférol ou vitamine D3 d’origine animale et I’ergocalciférol ou vitamine D> qui est
d’origine végétale (céréales, champignons et levures) (Annexe S) (Deluca, 2014 ; Landrier,
2014). En effet, dans la plante, la provitamine D> ou ergostérol, qui est un dérivé du cholestérol

est transformé en ergocalciférol sous 1’action des rayons ultraviolet B (UVB) (Deluca, 2014).
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La vitamine D3, appelée cholécalciférol, est la forme de vitamine D synthétisée par
I’homme au niveau cutané sous 1’effet des UVB (Muller et Kappes, 2007). Elle a été
découverte en 1782 par Dr Darbey, un médecin anglais. C’est plus tard en 1932 que fut isolée

la vitamine D; par Dr Adolf Windaus et ses collaborateurs (Deluca, 2014).

111.2.1.1. Métabolisme de la vitamine D3

La vitamine D3 est une pro-hormone dérivée principalement du cholestérol qui a deux

origines dont une endogene et 1’autre exogene (Figure 5).

- L’origine endogéne est la synthese faite dans 1’épiderme a partir du 7-déhydrocholestérol ou
provitamine D3, issu du cholestérol, et présent dans les membranes des cellules du derme et de
I'épiderme. Sous I’effet de rayonnements UVB, il est transformé en pré-vitamine D3 et

rapidement convertie en vitamine D3 sous 1’effet de la chaleur (Carlberg et al., 2013).

- L’origine exogene provient naturellement des aliments tels que les poissons (saumon, sardine,
hareng, anchois, maquereau), les huiles de poisson, les ceufs et I'huile de foie de morue (Chen
et al., 2007). L apport exogene est assuré par 1’alimentation, apportant soit la vitamine D> ou
ergocalciférol d’origine végétale, ou la vitamine D3 (cholécalciférol) d’origine animale (Nair

et Maseeh, 2012).

Toutes ces formes de vitamine D (vitamine D, et vitamine D3) sont absorbées dans
I’intestin gréle grace a des sels biliaires, les chylomicrons, expliquant son caractere liposoluble
(Nair et Maseeh, 2012). La vitamine D d’origine cutanée et alimentaire, une fois synthétisée
ou ingérée, est transportée dans le sang par une protéine spécifique appelée vitamine D binding
protéine (VDBP) pour étre hydroxylée en 25 (OH) D3 au niveau du foie (Conesa-Botella ez al.,
2009). Cette premicre hydroxylation hépatique est essentiellement réalisée par le CYP27A1 qui
est la premic¢re enzyme identifiée pouvant la réaliser (Tissandié et al., 2006). Cette
hydroxylation est effectuée par quatre enzymes du cytochrome P450, trois enzymes
microsomales (CYP2R1, CYP2J2 et CYP3A4), et une enzyme mitochondriale CYP27A1 qui
intervient dans la biosynthése des acides biliaires (Tissandié et al., 2006 ; Pawlowska et al.,
2016). La 25 (OH) Ds est ensuite métabolisée en sa forme active, la 1,25-dihydroxyvitamine
D3 (1,25 (OH)2 D3) par la 1-a-hydroxylase ou CYP27B1. Cette deuxieme hydroxylation se
produit principalement dans les reins, mais aussi dans les tissus extra-rénaux et les cellules

immunitaires. La concentration circulante de la 1,25 (OH), D3 dépend de son catabolisme.
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Figure 5 : Métabolisme de la vitamine D (Tissandié et al., 2006)
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En effet, le CYP24A1 catalyse la conversion de la 1,25 (OH)>, D3 en 1,24,25-
trihydroxyvitamine D3 (1,24,25 (OH)3 D3) et de la 25 (OH) D3 en 24,25-dihydroxyvitamine D3
(24,25 (OH)2 D3). C’est la premiere étape dans la voie de dégradation de la vitamine D3 pour
aboutir a une forme inactive, 1’acide calcitroique. Contrairement au CYP27A1 et CYP27BI1,
localisées respectivement dans le foie et le rein principalement, le CYP24A1 est ubiquitaire,
contrblant ainsi le taux de vitamine D3 active a I’échelle de I’organisme (Tissandié et al., 2006).
La vitamine D3 est stockée sous deux formes : environ 65 % en calciférol et 35 % en calcidiol.
La vitamine D3 non hydroxylée est contenue principalement dans le tissu adipeux, mais un tiers
de sa quantité est retrouvé dans d’autres tissus. La 25 (OH) D3, en revanche, est fortement
présente dans le sérum, liée a la DBP avec une demi-vie de 45 jours (Guilland, 2015). Elle est
la principale forme circulante de vitamine D3 (Bikle, 2011). Ses concentrations sériques
peuvent varier considérablement d'une personne a l'autre (Carlberg et al., 2013). Les
concentrations inférieures a 30 ng/mL (75 nmol/L) sont généralement considérées comme
insuffisantes, tandis que les concentrations inférieures a 20 ng/mL (50 nmol/L) représentent

une carence (Deluca et Cantorna, 2001).
I11.2.1.2. Régulation du métabolisme de la vitamine D3

La régulation du métabolisme de la vitamine D3 dépend essentiellement des enzymes
impliquées dans sa syntheése (CYP27A1 et B1) et dans son catabolisme (CYP24A1) (Tissandié
et al., 2006).

»  Régulation de la synthése de la vitamine Ds

La concentration circulante de la vitamine D3 (25 (OH) Ds) est peu régulée. En effet,
plus la quantité de vitamine D3 synthétisée ou ingérée est grande, plus la production de 25 (OH)
D3 est importante. Néanmoins, dans le foie, le CYP27A1 impliqué dans la synthése de 25 (OH)
D3, est modulé a I’étape transcriptionnelle par des récepteurs nucléaires (Post et al., 2001 ;
Eloranta et Kullak-Ublick, 2005) comme PPARa et y ayant des acides gras polyinsaturés
comme ligands, HNF4a (activé par des phosphorylations) et SHP ayant une activité¢ de
répression transcriptionnelle (Tissandié ef al., 2006). En revanche, dans le rein, I’activité du
CYP27BI, responsable de la production de la forme active (1,25 (OH)> D3), est étroitement
régulée en augmentant I’activité du promoteur de la CYP27B1. La PTH libérée par les glandes
parathyroides lors d’une hypocalcémie exerce un contrdle positif. La PTH intervient en
augmentant 1’activité du promoteur de la CYP27B1 via la phosphorylation du facteur de

transcription CREB (cAMP-dependent response element binding protein) (Armbrecht ez al.,
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2003). A I’inverse, une hypercalcémie, une hypophosphatémie et/ou une augmentation de la
concentration plasmatique en 1,25 (OH), D3 inhibent la libération de PTH. De plus, le
phosphore, le calcium et la 1,25 (OH). D3 peuvent également agir directement sur I’enzyme (1-
a-hydroxylase du CYP27B1) et donc sur le taux circulant de I’hormone active (Brown et al.,
1999). De nombreux autres facteurs comme I’IGF-I (Insulin-like growth factor I), I’insuline, la
calcitonine, le FGF 23 (fibroblastic growth factor 23) interviennent également dans la

régulation de la CYP27BI1 (Tissandié et al., 2006).

»  Régulation du catabolisme de la vitamine D3

La dégradation de la vitamine D3 dans les reins dépend de la régulation de la CYP24Al1.
Les apports en phosphore et la PTH modulent 1’activité et I’expression de cette enzyme de
maniére opposée a leur effet sur CYP27B1. De plus, une étude propose une régulation par la
calcitonine de I’expression du géne codant CYP24A1 via la voie de signalisation Ras-PKC zéta
(protéine kinase C d’isoforme zéta) (Gao et al., 2004). La 1,25 (OH), D3 stimule la transcription
de CYP24A1 (Chen et DeLuca, 1995) (Figure 6).

II1.2.1.3. Vitamine D3 et ses fonctions biologiques

»  Vitamine D3 et homéostasie phosphocalcique

Le principal réle de la vitamine D3 est la régulation de 'homéostasie du calcium et du
phosphate (Holick, 2007 ; Schuch et al., 2013). La 1,25 (OH), D; assure ces effets dits «
classiques » en intervenant au niveau de I’intestin, des reins et des glandes parathyroides, ainsi

qu’en agissant directement sur 1’os (Dusso et al., 2005 ; Holick, 2007).

e Action de la vitamine D3 dans [’intestin

Elle permet une absorption intestinale accrue du calcium alimentaire et secondairement
celle des phosphates. Elle assure cette fonction par le biais des récepteurs de la vitamine D
(VDR) présents au niveau de l’intestin qui permettent a la 1,25 (OH): D; d’augmenter
I’absorption de calcium. En effet, 10 a 15 % du calcium consommé est absorbé au niveau du
duodénum et de la portion proximale du jéjunum par un phénomene passif. Lorsque la vitamine
D3 se fixe a son récepteur, cette absorption augmente de 30 a 40 %. Il en est de méme pour
I’absorption des phosphates inorganiques qui passe de 60 a 80 % en présence de calcitriol
(Holick, 2007). En effet, la 1,25 (OH)2 D3 augmente I’absorption des phosphates en augmentant
la fluidité des membranes entre entérocytes et plasma, ainsi qu’en stimulant I’expression de co-

transporteur Sodium-Phosphate (Dusso et al., 2005) (Figure 7).
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Figure 6 : Régulation du métabolisme de la vitamine D3 par les hormones (Tissandié ez al., 2006)
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Figure 7 : Vitamine D et régulation de I’homéostasie phosphocalcique (Holick, 2007)
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e Action de la vitamine D; au niveau du rein

Dans le rein, la vitamine D3 a pour activité principale le contrdle de son homéostasie.
La production rénale de calcitriol y est finement régulée par le biais de la 1-a-hydroxylase et de
la 24-hydroxylase présentes dans les cellules rénales. La production de la vitamine D3 est
régulée par le besoin de calcium et de phosphore. Des niveaux légérement bas de calcium
plasmatique stimulent les parathyroides pour produire et sécréter I'hormone parathyroidienne.
Cette hormone se lie a toute la longueur du néphron du rein. Elle stimule la 1-a-hydroxylase
qui produit I'hormone active (calcitriol) de la vitamine D3 (Deluca et Cantorna, 2001).

Outre sa régulation, le calcitriol joue également dans le rein un role direct sur la
réabsorption du calcium par une action directe sur le canal épithélial calcique (ECaC). En effet,
comme dans les cellules de I’intestin, la 1,25 (OH)> D3 stimule dans les cellules du tubule
contourné distal le TRPVS permettant la réabsorption de calcium par la cellule rénale, ainsi que
I’expression des calbindines facilitant son transport intracellulaire. D’autres actions effectuées
au niveau rénal sur la réabsorption de calcium, des ions phosphates et 1’excrétion rénale du
calcium, ne sont pas dues directement au calcitriol, mais sont initialement induites par la PTH

(Tissandié et al., 2006) (Figure 7).

e Action de la vitamine D3 au niveau des glandes parathyroides

Les glandes parathyroides détectent les variations de calcémie parce qu’elles expriment
des Récepteurs Sensibles au Calcium (RSCa). Lorsqu’une diminution de calcium circulant se
fait ressentir, la syntheése de PTH par ces glandes est augmentée. Le calcitriol inhibe la synthese
de PTH ainsi que la croissance des cellules parathyroides, par effet suppresseur. Il régule
¢galement le nombre de VDR présent dans les cellules parathyroides. De plus, le couple 1,25
(OH)2 D3-VDR induit la transcription du géne codant les RSCa et module donc la réponse des
glandes parathyroides au calcium (Dusso ef al., 2005) (Figure 7).

e Action de la vitamine D3 sur [’os

La vitamine D3 a aussi une action directe sur les cellules osseuses. En effet, la présence
du CYP27BI1 dans les ostéoblastes permet I’hydroxylation extra-rénale de la 25 (OH) D3
circulante en 1,25 (OH)2 Ds. Au niveau des ostéoblastes d’une part, la 1,25 (OH)> D3 régule la
transcription du geéne codant la chaine al du collagéne de type I, et induit la production de
phosphatase alcaline, d’ostéopontine et d’ostéocalcine, participant ainsi, a la formation et a la
minéralisation de la matrice extracellulaire osseuse. D’autre part, elle agit sur les cellules en

charge de la résorption osseuse. Elle assure avec les ostéoblastes, I’initiation et le contrdle des
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ostéocytes, ainsi que le remodelage permanent du tissu (les ostéoclastes) (De Verneuil et

Marie, 1993) (Figure 7).

»  Bilan phosphocalcique

Le bilan phosphocalcique est un parametre important dans I’homéostasie de I’organisme
humain. Il apprécie 1'équilibre phosphocalcique de 'organisme. En cas de perturbation de cet
¢quilibre, sous la forme d'un excés ou dune insuffisance de calcium dans le sang
(hypercalcémie ou hypocalcémie) et/ou d'un exceés ou d'une insuffisance de phosphore dans le
sang (hyperphosphatémie ou hypophosphatémie), le bilan phosphocalcique essaie d'en
quantifier l'importance et d'en retrouver l'origine (Milovanova et al., 2012).

Le métabolisme phosphocalcique fait intervenir le calcium, le phosphore, la 25-
hydroxyvitamine D3, et I’hormone parathyroidienne (PTH). Lorsque ce bilan est affecté, il
cause une hypocalcémie ou une hypercalcémie et une hypophosphatémie ou une
hyperphosphatémie, une hyperparathyroidie ou hypoparathyroidie et une déficience en 1,25
(OH)2 D3 (Milovanova et al., 2012). Ces troubles minéraux ont un effet délétére sur 1’os et
induisent un processus de calcification cardiovasculaire accéléré et une insuffisance rénale

aigu¢ (Bover et Cozzolino, 2011).

- Métabolisme du calcium

Le calcium (métal bivalent) est I’¢lectrolyte le plus abondant de I’organisme (Haynes
et al., 2012). Le calcium joue un role important en dehors de I’ossification, dans la conduction
neuromusculaire, la coagulation, la perméabilit¢ des membranes cellulaires, I’activation de
certaines enzymes et 1’action de nombreuses hormones (Ghosh et Joshi, 2008).

C’est un ¢lectrolyte essentiel des fluides biologiques (sang, urine, sperme) et de diverses
cellules. Il est un constituant constant de toute cellule animale ou végétale et se trouve en
quantités importantes dans les noyaux cellulaires. Dans le plasma, le calcium se trouve sous
deux formes, soit li¢ a des protéines (albumine), soit libre sous forme ionisée (Ngwa et Ambé,
2013). Il est présent en grande quantit¢ dans le tissu osseux et est indispensable au
développement normal du squelette. Par ailleurs, le calcium joue un rdéle important a 1’état
ionisé dans la perméabilité cellulaire, I’excitabilité neuromusculaire et 1’activation de certains
systémes enzymatiques, notamment la coagulation. Son métabolisme est étroitement li¢ a celui
des phosphates. Le Ca?" intracellulaire intervient dans la perméabilité membranaire aux ions,
la libération des médiateurs chimiques dans les relais synaptiques et la contraction musculaire

(Haynes et al., 2012).
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L’organisme contient 1 kg de calcium dont 99 % se trouve dans les os, le cartilage et les
dents. Le reste 1 % est situé¢ dans les tissus mous (10 g intracellulaire et 1 g extracellulaire)
(Blaine et al., 2014). Dans le sérum, sa proportion normale est de 90 a 110 mg/L (2,25 a 2,65
mmol/L) (Yapo et al., 1990). Contrairement au calcium osseux, la pénétration du calcium
intracellulaire et sa répartition entre cytoplasme et mitochondrie sont sous dépendance
hormonale et vitaminique (PTH-Vit D). Trois hormones régissent I'homéostasie calcique. Deux
sont hypercalcémiantes, la parathormone et la vitamine D (existe sous deux formes) et la
troisieme est hypocalcémiante, la calcitonine. Ainsi par exemple, une hypocalcémie entraine la
sécrétion de la PTH. Le transfert de calcium a l'intérieur du cytoplasme peut se faire, soit par
une protéine de transport qui est la Ca-binding protein dont la synthése est favorisée par la 1,25
(OH); Ds et soit par inclusion dans une vésicule. Le transport hors de la cellule vers le sang se
fait contre le gradient de concentration grace a une pompe activée par le calcium, Na'/ATP-
dépendante au niveau de la membrane basale latérale. Si l'apport calcique est normal ou faible,
le mode d'absorption serait plutdt actif donc saturable et sous dépendance de la vitamine D (par
son action sur la synthése de la Ca-binding protéin). En cas d'apport important de calcium, le
transport serait passif, non saturable.

La réabsorption du calcium se fait au niveau du tube distal du néphron sous I’influence

régulatrice de la parathormone (Ghosh et Joshi, 2008).

- Métabolisme du phosphore

Le phosphore est le second minéral essentiel apres le calcium dans I’organisme humain.
11 est aussi présent dans les os, le liquide extracellulaire, les tissus mous, et les érythrocytes. Le
sérum et le plasma ont les faibles teneurs en phosphore de tout I’organisme et il y est sous deux
formes dont le phosphate inorganique et le phosphate organique (phospholipide et ester
phosphorique) (Raina et al., 2012). Le phosphore inorganique est essentiel pour de nombreuses
fonctions physiologiques normales, y compris le développement du squelette, le métabolisme
minéral, le transfert d'énergie par le métabolisme mitochondrial, la teneur et la fonction des
phospholipides de la membrane cellulaire, la signalisation cellulaire et méme l'agrégation
plaquettaire (Moe, 2008).

Le phosphore joue un rdle important dans de nombreux processus biologiques et
biochimiques notamment la synthése d’adénosine-triphosphate (ATP), et de la 2,3 -
diphosphoglycérate (2,3 - DPG) qui régule la dissociation de 1’oxygene de 1’hémoglobine
(Bazydlo et al., 2014). 11 possede différents roles dans I’organisme et est essentiel pour le

fonctionnement du cerveau, car il participe a la formation des cellules nerveuses. Aussi, le

31



métabolisme des graisses et des sucres ainsi que la formation d’ATP nécessitent la présence du
phosphore. L’énergie nécessaire aux cellules de ’organisme en est alors extrémement
dépendante. Il aide également a maintenir I’équilibre acido-basique des cellules de I’organisme.
L’absorption du phosphore se déroule majoritairement au niveau de I’intestin gréle de maniére
passive, mais également par transport actif. Le phosphore est présent dans les phosphoprotéines,
les phospholipides, les acides nucléiques, I’ATP, etc. (Reinhardt et al., 1988). L’absorption
digestive est essentiellement jéjunale et s’effectue grace a un mécanisme de transport actif en
présence d’ions calcium et sodium. La réabsorption du phosphore se fait au niveau du tube
proximal du néphron sous la dépendance de parathormone qui favorise 1’¢limination de celui -
ci par I’inhibition de sa réabsorption tubulaire. Le phosphore est régulé par le Fibroblast -
Growth - Factor 23 (FGF - 23) (inhibe la conversion de la 25-hydroxyvitamine D3 en 1,25-
dihydroxyvitamine D3 dans les tubes rénaux, ce qui crée une carence relative en vitamine Ds
active) et la parathormone (PTH) (Berndt et Kumar, 2009).

Dans I’organisme humain environ 80 a 90 % du phosphore présent dans les os et les
dents provient de I’hydroxyapatite [Caio(PO4)s (OH)2] (Calvo et Uribarri, 2013). Dans le
corps, la majorité de phosphore est dans I'os. Les niveaux sériques de phosphate (P1) constituent,
1 % du total de phosphore corporel (Blaine et al, 2014). Dans le sérum, sa valeur normale est
de 28 mg /L a 45 mg/L (1,1 a 2,0 mmol/L) (Yapo et al., 1990).

Contrairement au calcium, le phosphore ne posséde pas dhormones régulatrices
propres. Cependant, les métabolismes sont étroitement li€s, et toute modification de
I'homéostasie calcique aura une action sur I'homéostasie du phosphore. La quantité de
phosphore absorbée est proportionnelle a la quantité dans la ration. Il y a un important recyclage
salivaire de phosphate inorganique (Pi). Par conséquent, les facteurs diminuant 1’absorption de
P1i de la ration génent aussi I’absorption de Pi issu de la salive. L’intestin gréle est le site majeur
de I’absorption de phosphore. De nombreux éléments comme le Ca*", Mg**, AI**, Fe?", forment
des complexes inabsorbables avec le phosphore. Des quantités importantes de ces ¢léments
dans la ration peuvent diminuer 1'absorption du phosphore (Reinhardt et al., 1988). La PTH
stimule la production de 1,25 (OH), D3 qui augmente 1’absorption intestinale de phosphore
(Goff, 2000). Une teneur plasmatique faible de phosphate organique (POs) augmente la
synthése de 1,25 (OH): D3 indépendamment de la teneur de Ca?". La 1,25 (OH): Ds
augmenterait le transport actif de PO4. La parathormone augmente la concentration salivaire du
phosphore (Reinhardt et al, 1988). En cas d'hypophosphatémie seule, la PTH n'est pas
sécrétée. Cependant, en cas d’hypocalcémie, la PTH entraine une augmentation de I’élimination

salivaire et urinaire de phosphore. Le calcium et le phosphore sont liés dans le cristal
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d'hydroxyapatite. Une hypophosphatémie générée par la parathormone facilite la dissociation
des sels Ca-P et déplace 1'équilibre de la réaction de formation de I'hydroxyapatite en faveur de
la dissociation. Elle favorise la libération du calcium et donc régulation de la calcémie (Goff,

2000).

> Vitamine D3 et voies de signalisation
La vitamine D3 joue un role dans de nombreuses voies de signalisation (Nakai et al.,
2014). Il y ales voies non génomique (Nemere et al., 2010) et génomique (Pawlowska et al.,

2016).

o Voie non génomique

Dans cette voie, la vitamine D3 agit a travers des récepteurs (protéines membranaires)
dont la Protein disulfide isomerase family a member 3 (Pdia 3) ¢galement appelée ERp 57, la
Glucose-Regulated Protein 58 (GRP 58) ou Membrane Association Rapid Response Steroid
(MARRS). Ceux-ci, en se liant a la membrane et aux seconds Messagers, déclenchent une série
de systemes de transduction (Nemere et al., 2010). Dans de nombreux types de cellules comme
les kératinocytes, les entérocytes, les cellules musculaires et les ostéoblastes, la 1,25 (OH) D3,
en se fixant au récepteur Pdia 3, active l'influx de calcium cellulaire et sa libération
intracellulaire. De méme, elle module ou stimule la Protéine Kinase C (PKC), 'adénylate
cyclase, les phospholipases A2 et C ou la protéine activée par un mitogeéne (Mitogen-Activated
Protein kinase (MAP kinase)) (Landrier, 2014). Certaines actions non génomiques de la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 se produisent a travers des récepteurs de la vitamine D ancrés a la
membrane, comme c’est le cas de la 1,25-dihydroxyvitamine D3 associée au MARRS. La
MARRS est située dans les radeaux lipidiques des membranes et peut activer différentes
kinases, phosphatases et canaux ioniques (Nemere et al., 2010) (Figure 8). Chen et al. (2013)
ont cependant montrés 1I’implication du VDR dans cette voie de signalisation rapide, confirmant

ainsi le role central de VDR dans la médiation des effets de la vitamine Ds.

e La voie génomique

La régulation de I'expression des génes du VDR se fait a plusieurs niveaux et comprend
des influences environnementales, ainsi que des mécanismes génétiques et épigénétiques. Les
facteurs environnementaux dont le régime alimentaire, 1’exposition au soleil, la pollution et les
infections régulent la synthése du VDR surtout en modulant le niveau de la vitamine D3

(Pawlowska et al., 2016) (Figure 8).

33



Action genomique Action non genomique

Réponses biologiqués

!

Cellule cible

Figure 8 : Voies de signalisations non génomique et génomique de la forme active de la vitamine D3

(Tissandié et al., 2006)
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La liaison de la vitamine D3 a son récepteur (VDR) entraine une action génomique, et
¢tant donnée 1’ubiquité de ce récepteur, cette action se porte sur un nombre important de genes.
En effet, presque tous les tissus de notre organisme expriment le VDR, plus de 3 % de nos génes
sont modulés par le calcitriol (Coxam et al., 2014). La régulation des actions génomiques de la
vitamine D3 associée a son récepteur est multifactorielle, et de ce fait trés complexe. Par ailleurs,
la liaison de la 1,25 (OH)2 D3 au VDR et son acheminement vers le noyau de la cellule dépend
du type cellulaire et de sa composition. La concentration en calcitriol et en VDR varie d’une
cellule a I’autre, il en est de méme pour la protéine de transport intracellulaire de la vitamine D
(IDBP, Intracellular vitamin D Bulding Protein) qui module le trafic intracellulaire de la
vitamine ainsi que la vitesse d’association entre son récepteur et elle. D’autre part, plusieurs
domaines du VDR influencent son association au RXR dans le noyau cellulaire.

Cette hétérodimérisation dépend premiérement du LBD (Ligand Binding Domain), son
intégrité est indispensable a la fusion VDR-RXR. De plus, le DBD (DNA-Binding Domain)
par lequel le VDR se lie a I’ADN des genes cibles présente deux motifs en doigts de Zinc, qui
lui permettent de s’attacher aux VDRE (Vitamin D response element). Il existe plusieurs types
de VDRE. Certains induisent la transcription des geénes, alors que d’autres au contraire
I’inhibent. Enfin, le domaine d’hétérodimérisation avec le RXR et le domaine AF2 du VDR
font entrer en jeu des corégulateurs. Le domaine AF2, par exemple, permet le recrutement de
protéines interagissant avec le VDR comme des composants du complexe d’initiation de la
transcription, I’ARN polymérase II ou des co-activateurs de transcription, qui modifient la
chromatine et induisent la transcription des génes. A D’inverse, certains corépresseurs

empéchent 1’exposition de la chromatine et inhibent ainsi la transcription (Dusso et al., 2005).

> Vitamine D3 et systéme immunitaire

Le role potentiel de la vitamine D3 et de son métabolite actif 1,25 (OH)> D3 dans la
modulation de la réponse immunitaire a longtemps été reconnu depuis la découverte des
récepteurs de la vitamine D (VDR) dans les macrophages, les cellules dendritiques (CD) et les
lymphocytes (Adorini, 2005 ; White, 2008). La totalité de la réponse immunitaire implique les
deux types de réponses (innée et adaptative) (Figure 9) dans des interactions complexes faisant

intervenir de nombreuses cytokines (Pedersen ef al., 2011).

o Vitamine D3 et Immunité innée
Les cellules actrices de cette réponse immunitaire sont les monocytes, les macrophages,

les cellules dendritiques et les cellules tueuses naturelles [ Natural Killer cells (NK)] ainsi qu’un
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certain nombre de cellules épithéliales comprenant celles de 1'épiderme, de la gencive, de
l'intestin, du vagin, de la vessie et des poumons (Bikle, 2011). Dans les monocytes et les
macrophages, ’interferon gamma (IFN-y) ou le lipopolysaccharide (LPS de ligand TLR4)
favorisent la conversion de la 25 (OH) D3 en 1,25 (OH)2 D3 (Hewison, 2011). Cette dernic¢re
(1,25 (OH); D3) stimule les récepteurs TLR (Toll- Like Receptors) présents a la surface des
cellules immunitaires afin de reconnaitre des motifs associés aux pathogeénes (Pathogen
Associated Molecular Pattern ou PAMP) (Viard, 2015) pour le détruire.

De plus, dans des conditions de stimulations, les monocytes et les macrophages
expriment de faibles niveaux de CYP24Al1, l'enzyme catabolique de la vitamine D3 (Bikle,
2011). La vitamine D3 agit donc dans ce cas non seulement par une action endocrine, mais aussi
par effet intracrine. Ce systéme subit un rétrocontrole négatif qui permet d’éviter un état
inflammatoire trop important. Ainsi, le calcitriol inhibe les TLR apres leur activation et le début
de la réaction (Viard, 2015). La 1,25 (OH), D3 diminue la maturation des cellules dendritiques
(DC), I'inhibition de la régulation positive de I'expression du CMH de classe 11, CD40, CD80
et CD86. De plus, elle diminue la production d'IL-12 par des DC tout en induisant la production
d'IL-10 (Gauzzi et al., 2005) (Annexe 6).

e Vitamine D3 et Immunité adaptative

A la différence de I’immunité innée, I'immunité adaptative est lente a se mettre en place.
Les cellules qui y sont mises en jeu sont, d’une part, les lymphocytes T (effecteurs et
régulateurs) (Kroner et al., 2015) et, d’autre part, les lymphocytes B (Lang et al., 2013).

Parmi les lymphocytes T effecteurs, on trouve :

- les Thl, qui synthétisent I’interleukine 2 (IL-2), le Tumor Necrosis Factor (TNF) et
I’interféron (IFN), a réponse cellulaire;

- les Th2, qui synthétisent I’[L-3, I’IL-4, IL-5 et I’'IL-10, a réponse humorale;

- les Th17, qui synthétisent I'IL-17 et I’IL-6, impliqués dans la régulation des maladies auto-
immunes.

Les lymphocytes T régulateurs sécrétent I’IL-10, la cytokine anti-inflammatoire, et en
régulant la réponse induite par les lymphocytes T effecteurs, permettent d’empécher les
inflammations excessives (Gil et al., 2018).

La vitamine D3 inhibe les lymphocytes Thl et Th17 mais favorise les lymphocytes T
régulateurs et les Th2. De ce fait, elle apparait comme un frein aux réponses inflammatoires
excessives (Bikle, 2011). Dans les lymphocytes T, la 1,25 (OH), D3 diminuent la production
d'IL-2, d'IL-17 et d'interféron gamma (IFNy) et atténue l'activité cytotoxique et la prolifération
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des lymphocytes TCD4+ et CD8 +. La 1,25 (OH)> D3 pourrait également favoriser le
développement des lymphocytes T de type 1 (TR1) produisant de 1'L-10, ce qui supprime le
développement des autres sous-classes Th (Sakaguchi et al., 2008) (Annexe 6).

Les lymphocytes B possédent le VDR, ainsi que le CYP27B1 permettant un effet
intracrine du calcitriol, qui inhibe la prolifération de ces cellules et leur production d’anticorps
(Lang ef al., 2013). Enfin, la 1,25 (OH)2 D3 bloque la prolifération des lymphocytes B, la
différenciation des cellules plasmatiques et la production d'immunoglobulines et les cellules

ASC (adipose derived stroma/stem cells) sécrétant les anticorps (Bikle, 2011) (Annexe 6).
II1.2.1.4. Vitamine D3 et pathologies
La vitamine D3 est impliquée dans plusieurs processus pathologiques (Holick, 2007).

> Vitamine D3 et infection a virus de l'immunodéficience humaine

Des études ont mis en évidence le role de la vitamine D3 au cours de I’infection a VIH
(Prentice et al., 2009). En effet, le calcitriol induit également la production et la prolifération
des NK. Ces cellules provoquent I’autophagie des macrophages, un mécanisme de défense
antivirale inhibé lors de I’infection a VIH. La réplication intracellulaire du VIH pourrait donc
étre limitée par ce mode de défense de I’organisme, dépendant de la vitamine D3 (Viard, 2015).
Cependant, de faibles concentrations de 25 (OH) D3 et de 1,25 (OH)2 D3 ont été observées parmi
les personnes infectées par le VIH (Prentice, 2009). Cette hypovitaminose D3 fréquente au
cours de I’infection a VIH et méme en dehors du traitement antirétroviral, serait due en partie
a ’inhibition de I’hydroxylation au niveau rénal par les cytokines proinflammatoires (TNFa)
synthétisées abondamment au cours I’infection a VIH (Haug et al., 1998). La progression de
I’infection @ VIH est aussi associée a la moindre exposition solaire et donc a un bas niveau
vitamine D3 (Mansueto et al., 2015). L’apport alimentaire en cette vitamine déja presque
négligeable est ici souvent perturbé par une malabsorption fréquente lors de 1’infection a VIH
(Khazai et al., 2009 ; Giacomet et al., 2013).

Par ailleurs, chez des patients infectés par le VIH1 sans syndrome de
I'immunodéficience acquise (sida), on a observé des niveaux normaux de 25 (OH) Ds.
Cependant, ces niveaux sont fortement réduits pendant la progression de la maladie et
directement corrélés a la survie (Haug et al., 1998). En effet, de faibles niveaux de vitamine D3
pourraient prédisposer les patients infectés par le VIH a un syndrome inflammatoire de
reconstitution immunitaire (IRIS) et & une infection opportuniste (IO) étant donné que la 1,25

(OH)2 D3 a une activité anti-inflammatoire et intervient dans la régulation des fonctions des
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cellules T humaines et des cellules présentatrices d'antigene (APC) (Conesa-Botella et al.,
2009 ; Bikle, 2011). La vitamine D est utilisée lors de la différenciation des cellules du systéme
immunitaire qui subissent un renouvellement plus important lors de I’infection par le VIH
(Holick, 2004). Elle régule les voies impliquées dans la destruction des pathogenes
intracellulaires et module les cellules T, les cytokines et les cellules dendritiques (Havers et
al., 2014b). En effet, la déficience ou I’insuffisance en vitamine D précipiterait la destruction
des CD4 et la progression de la maladie (Welz et al., 2010). Les complications infectieuses
résultant d'une mauvaise immunité (en-dessous de 200 cell/mm?®) nécessitent une
hospitalisation, ce qui réduit considérablement la durée d'exposition au soleil pour les patients
(Mansueto et al., 2015). De plus, un faible niveau de 25 (OH) D3 pourrait également jouer un
role dans la gravité des infections et des tumeurs malignes des patients infectés par le VIH
(Lake et Adams, 2011).

Les médicaments utilisés dans le traitement du VIH peuvent inhiber ou stimuler les
enzymes du cytochrome P450 (Prentice, 2009). L'interaction des métabolites de la vitamine D3
avec le systeme du cytochrome P450 est essentielle a la contribution potentielle du traitement
antirétroviral au déficit en vitamine D3 chez les patients infectés par le VIH (Lake et Adams,
2011). Par ailleurs, le traitement antirétroviral par les inhibiteurs de la protéase (IP) et les
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) agissent sur le métabolisme
de la vitamine D3 (Stone et al., 2010). En effet, les IP et les INNTI interférent avec les
cytochromes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D (par exemple le INNTI induit le
CYP3AA4, les IP inhibent le CYP3A4) (Yamamoto ef al., 2009). C’est le cas des patients traités
essentiellement avec la Névirapine ou I’Efavirenz, chez qui des taux de vitamine D3 insuffisants
(<30 ng/mL) ont été rencontrés. Ceci peut s’expliquer par I’effet inducteur enzymatique de ces
molécules sur le cytochrome P450 en modifiant I’hydroxylation de la 25-hydroxyvitamine Ds
dans le foie et I'a-hydroxylation dans le rein. Les INNTI ont aussi une action activatrice de la
24-hydroxylase accélérant ainsi le catabolisme de la vitamine Ds. Les IP favorisent également
une hypovitaminose D3 car ils sont fortement inhibiteurs du cytochrome P450 et des enzymes
25- hydroxylase et 1-a-hydroxylase (Stone et al., 2010). Bien que la carence en vitamine Dj
dans la progression du sida n'a pas été liée au dysfonctionnement de la 1-a-hydroxylase, il a été
décrit que les inhibiteurs de protéase utilisés dans le traitement de patients infectés par VIH1
interférent avec le métabolisme de la vitamine D3 en inhibant les activités de la 25-hydroxylase,
24- hydroxylase et 1-a-hydroxylase (Cozzolino ef al., 2003 ; Laplana et al., 2014). L'effet des

INTI sur le métabolisme de la vitamine D3 est mal connu, mais les interactions sont peu
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probables car les NRTI ne sont pas métabolisés par les cytochromes (Conesa-Botella ez al.,

2010).

> Vitamine D3 et autres pathologies

La vitamine D3 est essentielle pour de multiples processus physiologiques dans

I'organisme (Figure 10) et son niveau appropri¢ dans le corps est essentiel. Une carence grave
en vitamine D3 conduit au rachitisme, car la vitamine D3 est essentielle pour la régulation de
l'absorption du calcium et des phosphates, et donc pour le métabolisme osseux normal (Civitelli
et Ziambaras, 2011).
Un bon état de vitamine D3 est également important pour la fonction musculaire (Moreira-
Pfrimer et al., 2009). En outre, certains résultats suggérent que la vitamine D3 peut réduire la
destruction des cellules béta pancréatiques et de cette fagon, il peut prévenir les cas de diabéte
auto-immun (Zittermann et Gummert, 2010).

Dans le systéme cardio-vasculaire, la vitamine D3 réduit la pression systolique et
diastolique. La pression artérielle chez les sujets hypertendus et le taux élevé de vitamine Ds
est associée a une réduction de 50 % de risque de mortalité cardiovasculaire (Witham ez al.,
2009).

La vitamine D3 peut également étre importante pour une fonction adéquate du systéme
nerveux. L'incidence de la sclérose en plaques (SP) était ¢également corrélée avec I'état de la
vitamine D3. Un taux ¢élevé de vitamine D3 était associé a une moindre incidence de la SP et a
un statut de la vitamine D3 corrélée a une incidence plus élevée de cette maladie (Munger et
al., 2006).

De nombreuses études décrivent le lien entre les carences en vitamine Ds et le diabete
sucré, 1'hypertension et la dyslipidémie (Zhang et Naughton, 2010). De plus, de faibles
concentrations de vitamine D3 ont été observées dans des néoplasmes, par exemple le cancer

de la prostate, le cancer du colon, le cancer du sein (Nieto ez al., 2004 ; Gichubhi et al., 2014).
II1.2.1.5. Différentes méthodes de dosage de la 25-Hydroxyvitamine D3

Les premieres méthodes de routine pour la mesure des concentrations de 25 (OH) D3
dans le plasma humain étaient basées sur une protéine compétitive et une protéine de liaison a
la vitamine Dj3 utilisée et un traceur marqué au tritium. Ces méthodes ont été remplacées par un
dosage radioimmunologique (RIA) plus simple et plus rapide. En 1993, un traceur radio-daté a
été incorporé au RIA. Ce principe d'analyse est a la base de plusieurs méthodes disponibles

dans le commerce (Turpeinen et al., 2003). Les progres récents dans la recherche sur la
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Figure 10 : Multiples fonctions de la vitamine D; (Pawlowska et al., 2016)
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vitamine D3 ont donné une série de techniques pour évaluer le statut de la vitamine chez les
humains en quantifiant la 25-hydroxyvitamine D3, le biomarqueur convenu (Holick, 2007). De
tels tests comprennent des techniques chromatographiques, a savoir la spectrométrie de masse
en tandem (MS) (Thibeault ez al., 2012) et la chromatographie liquide de haute performance
(CLHP) avec une détection ultraviolette (UV) (Kandar et Zakova, 2009), ainsi qu'un dosage
enzymatique, un dosage radioimmunologique (RIA) et immunodosages de chimioluminescence
(Lensmeyer et al., 2006).

La méthode de référence pour le dosage des vitamines liposolubles est Ila
chromatographie liquide de haute performance (CLHP ou HPLC) (Annexe 7). Cette technique
nécessite en effet une préparation moins fastidieuse des échantillons et des conditions de
température de colonne moins élevées, évitant ainsi la perte de composés labiles (Catignani et
Bieri, 1983 ; Abidi et Mounts, 1997). Elle est caractérisée par sa capacité a quantifier
individuellement les deux formes de la vitamine (25 (OH) D3 et 25 (OH) D») (Maaty et al.,
2015). La CLHP ou HPLC a pour but plus qu’une analyse quantitative que qualitative car il
parait difficilement envisageable de balayer tout 1’intervalle de longueurs d’onde accessible

pour détecter n’importe quel produit contenu dans la solution étudiée.

> Principe

Le principe de la chromatographie est basé sur la séparation d’un mélange de composés
purs qui sont visualisés sous forme de pics, par interaction différenciée avec un support.
L’échantillon est véhiculé par la phase mobile qui est un mélange de solvants, et séparé sur la
phase stationnaire qui est un composé chimique greffé sur la silice et renfermé dans une colonne

(Lindroth et Mopper, 1979).

> Applications

La chromatographie liquide haute de performance est treés utilisée dans tous les
domaines de la chimie analytique. Elle permet I’analyse soit de substances thermiquement
instables, puisque l’opération s’effectue a température ambiante, soit de substances peu
volatiles de masse moléculaire pouvant atteindre 2000 g/mol, soit encore de substances
ionisé€es. C’est une méthode “’douce’’ avec les molécules. Les molécules d’intérét biologique
comme les vitamines, les sucres et les acides aminés peuvent étre analysées directement sans
passer par la formation de dérivés, et la séparation de protéines et de polymeéres synthétiques

peut étre réalisée, méme si leur masse est €levée.
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»  Description et fonctionnement des organes

Dans toute CLHP, on retrouvera toujours les éléments de base suivants :

- Un ou plusieurs réservoirs
IIs contiennent une phase mobile contenant, soit des solvants purs, soit des mélanges de

solvants dans des concentrations connues.

- Une pompe

Elle force la phase mobile a traverser la colonne dont la phase fixe est trés compacte.

- Un systéme d'injection

I comporte une boucle d'échantillonnage calibrée (généralement une vanne
RHEODYNE). C'est un injecteur a boucles d'échantillonnage. Le systetme de la boucle
d'injection permet d'avoir un volume injecté constant, ce qui est important pour l'analyse

quantitative.

- Une colonne
Elle est la partie active du systéme, c’est elle qui joue le réle prépondérant. La colonne
est un cylindre calibré de quelques centimétres de long généralement en acier inoxydable

parfois doublé d’un matériau inerte (verre ou plastiques spéciaux).

- Un détecteur

Il permet a la fois de mettre en évidence la sortie des solutés de la colonne et de donner
un signal proportionnel a la quantité de chacun de ces solutés dans un mélange. Les détecteurs
font le lien entre le phénomene physico-chimique et sa représentation visuelle qui en permet

I’étude.

- Un ordinateur ou un intégrateur
Il permet de récupérer toutes les données issues des détecteurs, tracer les
chromatogrammes, intégrer la surface des pics, imprimer un rapport d’analyse donnant les

temps de rétentions et les surfaces de chaque pic.

IV. PARATHORMONE
IV.1. DEFINITION, ORIGINE, STRUCTURE ET METABOLISME

IV.1.1. Définition, origine et structure
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La parathormone encore appelée hormone parathyroidienne, est une hormone
hypercalcémiante qui joue un role trés important dans 1’homéostasie phosphocalcique
(Thibeault ef al., 2012). La parathormone est une hormone peptidique monocaténaire de 84
acides aminés (Annexe 8), produite par quatre glandes parathyroidiennes qui sont situées dans
le cou, a coté de la glande thyroide. Elle est mise en réserve dans des vésicules de stockage.
Cette hormone a été décrite pour la premiere fois par Collip en 1925, purifiée et isolée pour la
premicére fois en 1959 (Rasmussen et Craig, 1959). L hormone intacte pése 9500 Dalton. Elle
comprend trois zones dont une extrémité amino-terminale, une zone intermédiaire et une
extrémité carboxyl-terminale (Houillier, 2008). Chez I’homme, le géne qui code pour la

parathormone est situ¢ sur le bras court du chromosome 11 (Zabel et al., 1985).
IV.1.2. Métabolisme

> Biosynthése

Dans les cellules parathyroidiennes, le géne codant pour la parathormone est situé¢ sur
le chromosome 11. Il est transcrit en un précurseur d’ARN messager (ARNm). Des
remaniements de ce précurseur donnent naissance a I’ARNm, qui passe alors dans le
cytoplasme. Cet ARNm est traduit dans les ribosomes du réticulum endoplasmique granuleux
(REG) en un premier précurseur qui est la pré- proparathormone, une molécule de 115 acides
aminés, et de poids moléculaire 13000 D. Ce polypeptide traverse la paroi du REG et est
transformé rapidement en un deuxiéme précurseur qui est la proparathormone. La
proparathormone, composé de 90 acides aminés, migre dans 1’appareil de Golgi et subit un
dernier clivage enzymatique, donnant naissance a la parathormone (PTH) active 1-84 N-

terminale (Zabel et al., 1985) (Figure 11).

> Sécrétion et catabolisme

De I’appareil de Golgi se détachent des grains de sécrétion dans lesquels la PTH est
stockée, puis sécrétée. Cette sécrétion a lieu soit au niveau des cellules principales qui possedent
I’appareil cellulaire nécessaire, selon les variations de la calcémie par exocytose (Habener et
al., 1984), soit produites par son métabolisme périphérique. L’¢limination de la parathormone
est faite dans les cellules parathyroidiennes qui la produisent, et est due a deux mécanismes,
soit les granules sécrétoires se lient a des lysosomes pour dégrader complétement la PTH, soit
elle est clivée par des cystéine-protéases pour générer des fragments C-terminaux (D'Amour,
2012). Ce phénomene est régulé par la calcémie. En présence d’une hypocalcémie, la PTH

synthétisée reste intacte et est libérée dans la circulation sanguine, qui ensuite, est rapidement
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¢liminée. Sa demi-vie plasmatique est inférieure a 4 minutes. En cas d’hypercalcémie, elle est
majoritairement dégradée. Le catabolisme est aussi extra-parathyroidien (Bernard-Poenaru et
Guéris, 1996).

Au niveau hépatique, le métabolisme de la PTH emprunte deux voies dont une voie
relative a la PTH intacte, ayant lieu dans les cellules de Kuppfer, qui libére dans la circulation
sanguine des fragments carboxy-terminaux et l’autre voie qui libére des fragments N-
terminaux. Elle a lieu dans les hépatocytes, c’est une voie partiellement inhibée par une baisse
de la calcémie. Le foie libére des fragments de PTH de différentes tailles dans la circulation
sanguine. La demi-vie des fragments issus du métabolisme (parathyroidien et hépatique) est
plus élevée (20 a 40 minutes) que celle de la PTH intacte (4 minutes maximum pour la PTH
intacte) (Fukagawa et Kazama, 2005).

Au niveau du rein, la PTH 1-84 intacte et les différents fragments issus du métabolisme
rénal sont éliminés. Tous ces peptides (PTH 1-84 et ces différents fragments) ont deux issues

possibles : agir sur les organes cibles ou étre éliminés par le rein (Michels et Kelly, 2013).
IV.2. ROLES BIOLOGIQUES DE LA PARATHORMONE

La parathormone participe au métabolisme du calcium, du phosphate et des os. Elle agit
au niveau de plusieurs organes pour accomplir cette tdche. De plus, elle est primordiale pour
I’homéostasie osseuse (Hohenstein ez al., 2014). En effet, la parathormone agit au niveau de 3
organes que sont l'intestin, le rein et I'os (Figure 12) (Quinn et al., 1998 ; Yasuda et al., 1998).
La concentration de PTH est régulée directement par la fraction ionisée de calcium (Ca**) et de
magnésium (Mg?") plasmatiques. Une diminution de ces derniéres entraine une augmentation
de la sécrétion de la PTH, alors qu’une augmentation induit l'effet contraire (Michels et Kelly,

2013).

IV.2.1. Au niveau du rein

La Parathormone active la 1-alpha hydroxylase (enzyme), qui permet la transformation
de la vitamine D (25-hydroxyvitamine D3;) en son métabolite le plus actif, la 1,25-
dihydroxyvitamine Ds. La vitamine D activée potentialise 1’effet de la parathormone a agir en
augmentant la réabsorption rénale de calcium, diminuant ainsi la calciurie et favorisant
I’excrétion du phosphore, augmentant ainsi la phosphaturie (Li et al., 2013 ; Hohenstein ef al.,

2014).
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IV.2.2. Au niveau de ’intestin
La PTH agit indirectement en augmentant I’absorption intestinale du calcium, via
I’action de la 1,25-dihydroxyvitamine D3, et exerce également un rétrocontrole négatif sur la

sécrétion de la parathormone (Souberbielle ez al., 2002).

IV.2.3. Au niveau de I’os

La parathormone agit particulierement sur les récepteurs qui sont situés au niveau des
ostéoblastes (Souberbielle, 2003). En réponse a une hypocalcémie, la parathormone entraine
une ostéolyse superficielle qui permet la résorption osseuse, libérant ainsi du calcium et du

phosphate (Hohenstein et al., 2014).

IV.3. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA PARATHORMONE

Les glandes parathyroides répondent aux faibles niveaux de calcium sérique en libérant
de la PTH, qui est un peptide de 84 acides aminés. La PTH augmente les taux sériques de
calcium par action directe sur les os et les reins. Elle stimule les ostéoclastes pour résorber 1'os
et mobiliser du calcium dans le sang. Dans les reins, la PTH agit pour réduire la clairance du
calcium et stimuler la synthese de la 1,25-dihydroxyvitamine D3, ce qui stimule I'absorption du

calcium dans le tractus gastro-intestinal (Shoback, 2008 ; Stack et Randolph, 2010).

Dans leur état normal, les glandes fonctionnent pour maintenir les taux sériques de
calcium dans une gamme cohérente et étroitement controlée. Les glandes synthétisent et
stockent la PTH, ce qui lui permet de répondre en quelques minutes a l'hypocalcémie.
L'hypocalcémie soutenue entraine une réplication cellulaire et une augmentation de la masse
des glandes. Le calcium et la 1,25-dihydroxyvitamine D3 fournissent une réaction négative aux
glandes parathyroides pour inhiber la libération de PTH. Une glande normale est suffisante pour
une sécrétion adéquate de PTH pour maintenir le taux de calcium normal (Bringhurst et al.,
2003 ; Shoback, 2008 ; Stearns et Cox, 2010). Les troubles parathyroidiens les plus
fréquemment présents avec des anomalies sériques du calcium sont d’une part
I'hyperparathyroidie primaire, la cause la plus fréquente d'hypercalcémie chez les patients
ambulatoires. Elle est souvent découverte accidentellement lors de 1'évaluation des taux
d'électrolytes sériques (Stearns et Cox, 2010). Et d’autre part, I'hyperparathyroidie secondaire
survient le plus souvent en raison de la diminution des niveaux de 1,25-dihydroxyvitamine D3,
d'hyperphosphatémie et d'hypocalcémie dans le contexte d'une maladie rénale chronique.

D'autres causes incluent la carence en vitamine D3 secondaire a la faible consommation
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alimentaire, le manque d'exposition au soleil, la malabsorption, la maladie du foie et d'autres

maladies chroniques (Ahmad et Hammond, 2004).

IV.4. INFECTION A VIH ET PARATHORMONE

Les patients infectés par le VIH ont en général des taux sanguins de vitamine Ds
inférieurs a la normale. L’¢lévation de la phosphatémie est observée chez les patients VIH
positif sous certains antirétroviraux et carencés en vitamine D3, ce qui entraine 1’¢élévation du
taux de la PTH (Rosenvinge et al., 2010 ; Welz et al., 2010). Des études ont indiqué que méme
une légere réduction du taux sérique de 25 (OH) D3 peut étre associée a une hyperparathyroidie
secondaire, a un renouvellement osseux accru et a une perte osseuse accélérée. Ce qui augmente
le risque de fractures osseuses (Mezquita-Raya et al., 2001 ; Adams et Hewison, 2008). En
effet, le métabolisme de la vitamine D et celle de la parathormone sont liés (Sai et al., 2011).
Par ailleurs, la supplémentation en vitamine D3 abaisse les taux de parathormone (PTH) des
patients sous certains antirétroviraux (Havens et al., 2012). Des niveaux élevés de PTH ont été
associés a l'utilisation du ténofovir quel que soit le niveau de vitamine D3, avec une différence
significative par rapport aux patients n'ayant aucune exposition a ce médicament (Lerma et al.,
2012). Il est a noter qu'une diminution du taux de PTH a déja été rapportée chez des patients
infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Jaeger et al., 1994 ; Cherqaoui ef
al., 2014). Le mécanisme pourrait étre 1i¢ aux anticorps contre les cellules parathyroidiennes.
A T'aide d'anti-Leu3a, un anticorps monoclonal reconnaissant le CD4, il a été constaté que les
patients s€ropositifs présentent une molécule de CD4 a la surface des cellules de la
parathyroide, indiquant la possibilité d'une inhibition fonctionnelle par des anticorps anti-CD4
ou une infection directe par le VIH (Hellman et al., 1996). De plus, le TNF-a semble nuire a
I’effet de stimulation de la PTH par des mécanismes impliquant une régulation négative des
récepteurs de la PTH, une altération de 1’activité de la protéine kinase C et une inhibition de la

réponse a I'AMPc apres stimulation de la PTH (Haug et al., 1998).

V. GENERALITES SUR LES RECEPTEURS NUCLEAIRES

En biochimie, un récepteur est une protéine de la membrane cellulaire ou du cytoplasme
ou du noyau cellulaire qui se lie spécifiquement a un ligand (neurotransmetteur, hormone, autre
substance), induisant une réponse cellulaire a ce ligand. Les modifications du comportement du
récepteur protéique induites par le ligand conduisent a des modifications physiologiques qui

constituent les « effets biologiques » du ligand.
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I1 existe différents types de récepteurs en fonction de leur ligand et de leurs fonctions.
Certaines protéines réceptrices sont des protéines de la partie externe de la membrane
plasmique. De nombreux récepteurs d’hormones et de neurotransmetteurs sont des protéines
transmembranaires enchassées dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires. Les
récepteurs métabotropes sont couplés aux protéines G et affectent les cellules indirectement par
le moyen d'enzymes qui controlent les canaux ioniques (Capeau et al., 1992).

L'autre classe majeure de récepteurs est constituée par les protéines intracellulaires
comme les récepteurs d’hormones stéroides (Récepteurs nucléaires). Ces récepteurs peuvent
parfois pénétrer dans le noyau de la cellule (petites molécules lipophiles). Ces petites molécules
lipophiles contrélent indirectement de nombreux processus biologiques (reproduction,
développement, métabolisme, inflammation, fonctions immunitaires etc.) chez les eucaryotes
(Chawla et al., 2001).

Les récepteurs nucléaires sont une superfamille de récepteurs agissant comme facteurs
de transcription suite a la liaison d’un ligand spécifique conduisant a la régulation de
I’expression de génes cibles. Par exemple, les récepteurs nucléaires peuvent répondre a certains
stéroides, comme I’cestrogeéne, et a d’autres molécules de signalisation, comme la vitamine D,
I’hormone thyroidienne et les rétinoides. D’un autre c6té, la famille des récepteurs nucléaires
regroupe ¢galement des récepteurs considérés comme des senseurs métaboliques, puisqu’ils
sont activés par des phospholipides ou des molécules dérivées du cholestérol (Nagy et
Schwabe, 2004). Les récepteurs nucléaires sont largement répandus dans le régne animal et
semblent &tre apparus tot dans 1’évolution des métazoaires (Escriva et al., 1997). Actuellement,
48 récepteurs nucléaires ont été identifiés chez ’homme. D’un point de vue fonctionnel, il
existe trois classes de récepteurs nucléaires dont les récepteurs endocriniens ayant un ligand de
forte affinité, les récepteurs nucléaires orphelins « adoptés » possédant un ligand de faible
affinité et les récepteurs nucléaires orphelins, pour lesquels aucun ligand naturel n’a encore été
identifi¢ a ce jour (Chawla et al., 2001).

Les formes et les actions des récepteurs sont étudiées, depuis quelques années, par
cristallographie aux rayons X et par modélisation informatique. Ceci permet une meilleure

compréhension des effets des médicaments sur les sites de liaison de ces récepteurs.

V.1. RECEPTEUR NUCLEAIRE DE LA VITAMINE D

L’activité biologique de la vitamine D3 est médiée par son récepteur nucléaire (VDR
(Vitamin D Receptor)) récepteur qui lui est spécifique (Ogunkolade et al., 2002 ; Larriba et
al., 2013).
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V.1.1. Identification et structure du Récepteur de la vitamine D

Les premicres descriptions du VDR ont été rapportées dans les années 1968 (Haussler
et al., 1968). Le VDR est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires qui est
hautement conservé chez les vertébrés et qui montre une homologie avec des récepteurs qui se
lient aux acides biliaires tels que le récepteur F de la farnesoide (FXR) et le récepteur du foie
X (LXR) (Hewison, 2011). Le VDR comme tous les membres de la famille des récepteurs
nucléaires a une structure avec deux domaines fonctionnels principaux : un domaine N-terminal
de liaison a I’ADN (C) et un domaine C-terminal de liaison a son ligand (E) encore appelé¢ LBD
(ligand binding domain) (Haussler et al., 2008). Le domaine se liant a I’ADN présente deux
boucles-zinc ou « Zinc-fingers » essentielles pour son interaction avec I’ADN (Hewison, 2011).
Apres la liaison de son ligand naturel, le VDR occupé forme un hétérodimere avec le récepteur
rétinoide X (RXR) et subit des changements conformationnels qui lui permettent d'interagir
avec diverses protéines et enzymes accessoires nécessaires pour la chromatine, le remodelage
et l'activité transcriptionnelle (Handel ef al., 2013 ; Teske et al., 2014 ; Hossein-Nezhad et
al., 2014).

Le VDR est exprimé par les organes cibles classiques de la vitamine D3, ’intestin, 1’0s,
le rein et les glandes parathyroides ainsi que dans plus de trente (30) tissus non impliqués dans
I'homéostasie du calcium (kératinocytes, fibroblastes, cellules de Langerhans, cellules
endothéliales, cellules du systéme immunitaire, cellules musculaires, cellules pancréatiques,
cellules des systemes hématopoiétiques et nerveux) (Nieto et al., 2004 ; Gichuhi et al., 2014).

Le geéne codant pour le récepteur nucléaire humain de la vitamine D est situé sur le
chromosome 12, en position 12q13.11. Il mesure 75Kb et code pour une protéine de 50 a 70
KDa. Il est constitu¢ de quatorze exons dont six exons non traduits, non codants (exons 1A-
1F), et de plusieurs régions promotrices (Chandel et al., 2015). Il est aussi composé d’une
région 5’ non transcrite (5'UTR) du promoteur du geéne, d’une région de codage et de la région
3’ non transcrite (3'UTR) (Ruéevi¢ et al., 2009). La région 5’ non transcrite du VDR est codée
par I’exon 1 composé lui-méme de trois (3) séquences formant les exons 1A, 1B, 1C impliqués
dans la synthése de quatre (4) transcrits différents du VDR (Miyamoto et al., 1997).

Les motifs en doigt de zinc du domaine de liaison sont codés par les exons 2 et 3. La
zone Hinge est codée par les exons 4 et 5 et la région LBD par les exons 7 a 9. Le transcrit de
I’ARNm du VDR est composé¢ de 4628 bases et code pour un polypeptide de 427 acides aminés
avec une masse moléculaire de 48 KDa (Miyamoto ef al., 1997 ; Rudevi¢ et al., 2009) (Figure
13).
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Figure 13 : Domaines fonctionnels du Récepteur de la vitamine D (VDR) (Brown et al., 1999)
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V.1.2. Mode d’action et role biologique du Récepteur de la vitamine D

L’analyse de I’expression de I’ADN complémentaire du VDR a permis d’étudier sa
structure et sa fonction, mais aussi de comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans
les voies de signalisation cellulaire déclenchées par la liaison de son ligand (Pike et al., 2012).
Trois étapes principales conduisent a la régulation de la transcription des génes sous le controle

du complexe VDR/vitamine Ds :

> Fixation du ligand

La forme active de la vitamine D3 (1,25 (OH): D3) est soit dégradée par la 24-
hydroxylase mitochondriale (CYP24A), soit liée a son récepteur cytosolique VDR. Le domaine
de liaison du ligand (LBD), situé¢ dans la partie carboxy-terminale du VDR, est responsable de
la forte affinité de liaison pour la 1,25 (OH)> D3. Cette région du VDR a une fonction
d'activation ligand- dépendante, appelée AF2 (Masuyama et al., 1997). La 25 (OH) Ds et la
24,25 (OH), D3 se lient au VDR avec une affinité 100 fois plus faible que la 1,25 (OH), Ds.
Apres la fixation du ligand, le VDR cytoplasmique est transféré rapidement vers le noyau le

long des microtubules (Haussler ez al., 2011).

> Hétérodimérisation avec le RXR

Le complexe 1,25 (OH), D3-VDR s'hétérodimérise avec le récepteur de 1’acide
rétinoique (RXR). Les surfaces de dimérisation de RXR dans le VDR sont situées dans le
premier motif en doigt de zinc, dans la région COOH-terminale du deuxiéme motif en doigt de
zinc et dans le motif structural correspondant a une séquence répétée en tandem de sept acides
amings situé dans le LBD. L’asparagine (Asn 37) situé¢ dans le premier motif en doigt de zinc,
la lysine (Lys 91) et la glutamine (Glu 92) situées dans la T-box du deuxiéme motif en doigt de
zinc, et deux des acides aminés de la séquence tandem du domaine LBD sont essentiels a
’association sélective entre le VDR et son partenaire protéique, RXR. L hétérodimérisation du
VDR activé avec le RXR induit une modification de conformation du VDR, essentielle pour sa

fonction de transactivation (Haussler et al., 2011).

> Liaison de l'hétérodimeére VDR-RXR au VDRE

L’hétérodimere VDR/RXR se lie aux séquences VDRE spécifiques dans les régions
promotrices des genes cibles. L'hétérodimere li¢ a I'ADN attire les composants du complexe de
pré-initiation de la transcription ou ARN polymérase II (Pol II) et les co-activateurs nucléaires

transcriptionnels, régulant ainsi la transcription des génes dont I’expression sera activée ou

inhibée (Haussler et al., 2011).
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V.1.3. Régulation de I’activité du Récepteur de la vitamine D

L’activité du VDR peut étre régulée au niveau des différentes étapes de son métabolisme
a savoir I’accessibilité du ligand au VDR, le contenu cellulaire en VDR, les modifications post-
translationnelles du récepteur et la disponibilité des co-activateurs nucléaires (Haussler ez al.,
2008). Les concentrations de VDR dans une cellule cible sont régulées par les concentrations
de 1,25 (OH)2 D; et de ses métabolites (régulation homologue), mais aussi par d'autres
hormones ou facteurs de croissance qui ne se lient pas au VDR (up-régulation hétérologue)
(Pols et al., 1988). Ces deux modes de régulation sont impliqués dans le contréle de la
transcription du gene codant pour le VDR, dans la stabilisation de son ARNm et dans l'altération
de sa vitesse de dégradation qui dépend des tissus et des cellules qui lui sont spécifiques (Zineb
et al., 1998). Ainsi, la 1,25 (OH)2 D3 stimule I’ARNm du VDR dans les glandes parathyroides
et le rein, mais pas dans l'intestin (Brown et al., 1995). Enfin, les facteurs qui interviennent
dans le catabolisme du VDR régulent également celui-ci. Une régulation directe du VDR par
SUG1 (composant du protéasome, intervenant dans 'ubiquitination et la protéolyse du VDR) a
¢été mise en évidence. Ainsi, l'utilisation d'inhibiteurs du protéasome a permis de ralentir la

dégradation du VDR par cette voie (Masuyama et MacDonald, 1998).
V.1.4. Récepteur de la vitamine D et systeme immunitaire

La 1,25 (OH), D3 agit sur les cellules immunitaires d'une maniére autocrine ou paracrine
en se liant au récepteur de la vitamine D (VDR). Les récepteurs rétinoides X (RXRs) peuvent
former RXR-VDR (récepteur pour les complexes 1,25 (OH), D3), ce qui entraine des résultats
fonctionnels élément de réponse (VDRE). La 24-hydroxylase (CYP24A1) catabolise la 1,25
(OH)2 D3 en un métabolite inactif, 1'acide calcitroique, qui est excrété dans la bile (Pedersen et

al. 2011).
V.2. POLYMORPHISMES DES SEQUENCES DU RECEPTEUR DE LA VITAMINE D

> Définition

Lorsque dans une population il y a des variations entre les individus dans la séquence
des bases azotées de I'ADN d'un géne donné, on parle de polymorphismes ou de variations
génétiques. On dira que ce gene a plusieurs alleles. Ces variations génétiques ou ces différents
alleles, proviennent de mutations antérieures et des adaptations qui ont pu en découler. Les
variations génétiques qui surviennent sur une seule paire de base d'un geéne représentent 90 %

de l'ensemble des variations génétiques humaines. On les appelle 'Single Nucleotide
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Polymorphisms' (SNP). Les SNP peuvent se retrouver au sein de régions codantes des genes
(exons) qui seront traduites en séquence d'acides aminés, ou dans des régions non codantes
(introns) qui ne le seront pas. Ils peuvent aussi se retrouver dans deux petites parties flanquant
les extrémités du géne qui, bien que non codantes, sont également importantes pour 1'initiation
(région promotrice de l'extrémité S'UTR) et le controle (3'UTR) de la transcription du geéne
(Diorio et al., 2005 ; Brisson et al., 2007). Ces SNP sont donc susceptibles d'affecter
directement ou indirectement la production des protéines. Ainsi, lorsque des variations
génétiques prévalent, un géne donné peut avoir diverses formes appelées alleles (Miyamoto et
al., 1997).

I1 existe de nombreuses variations dans la séquence d’ADN du geéne codant le VDR.
Elles sont qualifiées de polymorphismes parce qu’elles s’observent chez au moins 1 % de la
population. Elles touchent I’ensemble du gene, et dépendent particulierement des origines et de

I’ethnie (Uitterlinden ez al., 2004a).

> Polymorphismes étudiés du VDR

L’analyse des séquences d’ADN révele des polymorphismes génétiques qui expliquent
en partie, les différences d’un individu a I’autre. Ainsi, plus de 470 polymorphismes ont été
décrits (Ashktorab et al., 2011). Les polymorphismes du VDR, les plus fréquemment analysés,
correspondent aux sites de clivage d’endonucléases Fok-1, Bsm-1, Apa-1 et Tag-1
(Uitterlinden et al., 2004a ; Mohapatra et al., 2013) (Figure 14). Leur signification
fonctionnelle et les effets potentiels sur la susceptibilité aux maladies ont été largement étudiés
(Miyamoto et al., 1997).

Le polymorphisme Fok-1 est localisé au niveau de 1I’exon 2 et consiste en une transition
T>C. Il modifie fondamentalement un codon ATG (Met) en un codon ACG (Thr) situé a dix
paires de bases en amont du codon d'initiation de traduction, ce qui entraine la formation d'un
codon d'initiation supplémentaire (Khan er al., 2014). 1l s’agit d’une substitution d’un
nucléotide T (Thymine) en C (Cytosine) au niveau des deux sites potentiels d’initiation de la
traduction. Il en résulte une protéine VDR plus courte de trois acides aminés. Ce
polymorphisme a un role fonctionnel majeur dans l'activation transcriptionnelle du gene du

VDR (Uitterlinden et al., 2004a).

. Le polymorphisme Bsm-1 est localisé au niveau de I’intron 8 et consiste en une transition
A>G. Il s’agit d’une substitution d’un nucléotide A (Adénine) en G (Guanine) (Mackawy et
Badawi, 2014).
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Figure 14 : Sites des polymorphismes principaux du géne codant pour le VDR (Zmuda et al., 2000)
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. Le polymorphisme Apa-1 est localis¢ au niveau de l’intron 8 et consiste en une
transversion A>C. Il s’agit d’une substitution d’un nucléotide A (Adénine) en C (Cytosine)
(Faraco et al., 1989).

Bien que Bsm-1 et Apa-1 soient considérés comme des polymorphismes
mononucléotidiques silencieux (SNPs) qui ne modifient donc pas la séquence des acides aminés
codants comme dans Fok-1, ils peuvent influencer I'expression des genes par la régulation de

la stabilit¢ de 'ARNm (Khan et al., 2014).

o Le polymorphisme Tag-1 est localisé au niveau de I’exon 9 et consiste en une transition
T/C (Salimi et al., 2015). Ce polymorphisme Tag-1 est une substitution d’un nucléotide
donnant un codon ATC au lieu de ATT initial dans I'exon 9 (Khan et al., 2014). 1l s’agit d’une
substitution d’un nucléotide T (Thymine) en C (Cytosine) conduisant & un changement
synonyme (isoleucine) au niveau du codon 352 (Salimi et al., 2015).

Les polymorphismes Apa-1, Bsm-1 et Tag-1 pourraient influencer I’expression du VDR
en altérant la stabilité de I’ARNm. Ils sont situés dans la région 3'UTR du géne VDR avec un
fort déséquilibre de liaison, ce qui explique qu’ils sont parfois étudiés ensemble en analyse
d’haplotypes (l'association d’alleles de polymorphismes adjacents, les uns avec les autres)

(Wall et Pritchard, 2003).

> Polymorphismes du gene VDR et vitamine D3

Dans des régions codantes ou non d’un gene, il peut y avoir une substitution d’une paire
de bases par un nucléotide appelée Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Différents SNP
influencent le statut en vitamine Ds. Ils peuvent concerner les génes codant pour les enzymes
intervenant soit dans la synthése ou soit dans le catabolisme de la 25 (OH) Ds; et de la 1,25
(OH)2 D3, et peuvent ainsi influencer les concentrations sériques de vitamine D3 (Kostner ef
al., 2009). Des ¢tudes ont montré qu'il existait une association entre la fréquence des alleles du
génotype T > C de Tag-1 et A > G de Bsm-1 avec la concentration en 25 (OH) D3 dans le sérum.
Cependant, la présence de forme d’hétérozygote [a la fois pour Tag-1 (TC) et pour Bsm-1 (AG)]
peut empécher le niveau sérique de la 25 (OH) D3 d'atteindre les valeurs normales. Les sujets
présentant ce type d’hétérozygote a la fois pour Tag-1 (TC) et pour Bsm-1 (AG) peuvent
supposer un niveau inférieur sérique de 25 (OH) Ds (Sari et al., 2013).

Les polymorphismes Bsm-1 et Fok-1 sont associés aux concentrations de la 25 (OH) D3
et ¢galement a l'activité du VDR. Ces polymorphismes du VDR varient en fonction des ethnies

et pourraient expliquer pourquoi certaines populations sont plus a risque de déficit en vitamine
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D3 ou de pathologies dépendantes de la vitamine D3, que d’autres (Filus ez al., 2008 ; Egan et
al., 2010).

En définitive, les polymorphismes génétiques du VDR constitueraient un facteur
important de susceptibilité individuelle aux effets biologiques de la vitamine D3 (Uitterlinden

etal.,2004b).

V.3. MUTATIONS AFFECTANT LES SEQUENCES DU RECEPTEUR DE LA
VITAMINE D AU COURS DE L’INFECTION A VIH

Le polymorphisme du géne VDR a un lien avec la progression de la maladie chez des
patients infectés par le VIH-1 (Barber et al., 2001 ; Nieto et al., 2004 ; Moodley et al., 2013 ;
Laplana et al., 2014). Une progression de la maladie pourrait étre attribuée aux homozygotes
VDR-BB (mutant), comme en témoigne la prévalence plus élevée de ce génotype chez les
patients atteignant le pronostic et leur progression plus rapide vers le sida et la diminution du
nombre de cellules T CD4+. Ces résultats fournissent des preuves solides que la variation
génétique au locus VDR peut affecter le taux de progression vers l'infection VIH-1.
L'homozygotie pour l'alléle Bsm-1 (mutant) du locus VDR pourrait étre considérée comme un
facteur de risque pour une progression de la maladie (Barber ez al., 2001). En effet, dans une
¢tude menée par Barber et al., (2001) sur des personnes infectées par le VIH, le polymorphisme
du geéne du VDR de type homozygote rares (allele Bsm-1) est plus fréquent parmi ceux dont
I’infection par le VIH progresse plus vite. On remarque également, dans le groupe des
personnes infectées par le VIH ayant ’homozygote commun (alléle Bsm-1) une progression de
I’infection a VIH plus lente. Il est donc fort probable que certaines personnes présentant un
polymorphisme particulier du VDR aient une infection a VIH progressant plus ou moins vite
(Torres et al., 2010). Les personnes qui portent le génotype de 1’allele rare de Bsm-1 du VDR
ont une réponse immunosuppressive de la vitamine D3 réduite favorisant l'activation des
cellules Thl. De plus, les hommes recevant une thérapie antirétrovirale hautement active, y
compris un inhibiteur de la protéase, avaient une incidence plus élevée d'ostéopénie et
d'ostéoporose, ce qui montre un lien possible entre la vitamine D3 et les actions anti-sida.
Comme montré précédemment, 'homozygotie rare de 1’allele de Bsm-1 du VDR est associée a
un risque accru de progression de la maladie chez les patients recevant un traitement
antirétroviral. En conséquence, il est possible d'envisager une modulation des effets de
médicament selon le génotype VDR d'un patient (Barber e al., 2001).

Une étude comparée de la population africaine infectée et non infectée par le VIH a

montré des différences dans le polymorphisme Apa-1 (McNamara et al, 2016). Des rapports
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ont présenté une différence fonctionnelle entre les variantes Fok-1. La protéine VDR codée par
l'allele commun interagit le plus efficacement avec la vitamine D3. Cependant, la protéine VDR
codée par l'allele rare présente une activité transcriptionnelle plus grande que la protéine VDR
de longueur normale (Jurutka et al., 2000). L'hétérozygotie du polymorphisme Fok-1 du locus
VDR pourrait étre considérée comme un facteur de risque d'évolution moins favorable de la

maladie VIH-1.
VI. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

Elles ont consisté a extraire de I’ADN génomique des cellules mononucléées du sang
périphérique, d’estimer sa quantité et/ou de le conserver, de déterminer précisément la taille des
fragments par séparation ¢lectrophorétique, d’amplifier in vitro le matériel génétique et enfin

de procéder au séquencage de I’ADN des séquences d’intérét du gene.

VI.1. METHODES D’EXTRACTION DE L’ADN GENOMIQUE DES CELLULES
MONONUCLEEES DU SANG PERIPHERIQUE

Dans la pratique, les acides désoxyribonucléiques sont souvent extraits du sang total. Ils
peuvent étre aussi isolés des cellules mononucléées du sang périphérique (Ghatak et al., 2013).
Les méthodes d’extraction d'ADN des cellules mononucléées du sang périphérique sont
définies en trois principales classes en fonction de leur principe. Ce sont les méthodes utilisant
des solvants organiques (phénol-chloroforme), les méthodes utilisant des solvants non
organiques (salt-out) et les méthodes basées sur l'utilisation des kits commerciaux (Maurya et

al., 2013 ; Chacon-Cortes et Griffiths, 2014).

VI.1.1. Méthode Phénol-Chloroforme

Le procédé classique est 1'extraction par le couple phénol-chloroforme. Le phénol est un
excellent agent dénaturant des protéines. Il permet de séparer efficacement les protéines et les
acides nucléiques. Il est ensuite éliminé par l'extraction au chloroforme (non miscible avec
I'eau). La séparation des phases aqueuse et organique se fait par centrifugation. La phase
aqueuse contient les acides nucléiques. Des traitements par des agents clivant les protéines
(protéolyse, exemple utilisation la protéinase K) peuvent étre nécessaires. L'ADN est
finalement récupéré sous forme solide a la suite de précipitation par l'alcool éthylique ou par
l'alcool isopropylique (Santos et al., 2010). La méthode d'extraction organique fonctionne bien
pour la récupération de I'ADN de haut poids moléculaire. Elle sert également a enlever plus de

contaminants et a donner une haute pureté a 'ADN extrait. Mais, elle est plus longue, et
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implique 1’utilisation de produits chimiques dangereux et toxiques (cas du phénol, du
chloroforme, etc.). Ceux-ci pourraient interférer dans les méthodes d'analyse génétique telles
que la digestion par les enzymes de restriction, le Southern Blot, la PCR, la PCR-RFLP et le
séquengage d'ADN (Madhad et Sentheil, 2014).

VI.1.2. Salt-out ou méthode de relargage

Cette méthode utilise les solvants non organiques. Elle est trés simple a réaliser et peu
cotuteuse (Madhad et Sentheil, 2014). Cette méthode permet d’isoler I'ADN des cellules
mononucléées a partir du sang total en utilisant les différentes concentrations optimales de
divers sels tels que le Tris-HCI, KCI, MgCl, ou le NaCl utilis¢ comme tampon. Dans la Salt-
out method, la déprotéinisation est obtenue par relargage des protéines cellulaires par une
déshydratation et une précipitation avec une solution de chlorure de sodium saturée (Maurya

et al., 2013).

VI.1.3. Kits d’extraction

De nombreux réactifs sont disponibles, préts a I'emploi, ce qui permet de simplifier les
opérations de purification. Il est possible d'extraire ’ADN a partir d'échantillons biologiques
variés dont les cultures cellulaires, les tissus divers, du sang, etc. Ces méthodes d'extraction
sont tres rapides, adaptées aux quantités disponibles de matériel biologique et a 'amplification
par PCR de fragments génomiques, mais couteuses (Chacon-Cortes et Griffiths, 2014).
L'ADN extrait doit impérativement étre purifi¢ dans des conditions optimales de qualité et de

quantité (Ghatak et al., 2013).
VI.2. QUANTIFICATION ET CONSERVATION DE L’EXTRAIT D’ADN

L’estimation de la quantit¢ d'ADN est indispensable apres son extraction du matériel
biologique. La méthode basée sur la spectrophotométrie reste la plus utilisée et s'effectue dans
l'ultraviolet a 260 nm et également a 280 nm. Cette dernieére longueur d'onde permet d'estimer
la contamination éventuelle de l'extrait par des protéines (Fan et Margaret, 2001). La
conservation de I'ADN a court terme se fait a +4° C et a long terme a -20° C ou -80° C (Fan et
Margaret, 2001).

L’¢lectrophorése est une technique qui permet de séparer les molécules d’ADN en
fonction de leur taille et de leur charge en utilisant un courant électrique. On peut ainsi analyser
et purifier 'ADN dans un milieu gélifi¢ (gel d'agarose, gel de polyacrylamide, etc.) (Gregory
et al., 2006).
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Dans le cas d’une séparation par €lectrophorese en gel d'agarose, les migrations des
fragments d'ADN dépendent plus de leur taille que de leur charge. Ainsi, plus la taille du
fragment est élevée, moins la migration électrophorétique par rapport au puits d'inclusion sera
importante. A 'opposé, les fragments de petite taille auront une distance de migration plus
¢levée. La détermination précise des tailles des fragments séparés par é€lectrophorese est
effectuée en faisant migrer des marqueurs de poids moléculaire en parallele avec les
¢échantillons a analyser. La détection de I'ADN sur ce type de gel est réalisée par exposition aux
rayons UV apres ajout d’un agent s'intercalant entre les brins d'ADN. Il peut s’agir soit du
bromure d'éthidium (BET) (effet cancérogéne), soit du SYBR® green I (moins toxique).
L'¢lectrophorese des fragments d'ADN sur gel d'agarose permet des séparations jusqu'a 20-25
kb (20000-25000 pb). Des fragments d'ADN de taille restreinte (inférieure a 1000 paires de
bases) peuvent aussi étre séparés par €¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide (Gregory et al.,

2006).

VIL.3. AMPLIFICATION IN VITRO DU MATERIEL GENETIQUE

L’amplification in vitro du matériel génétique a ¢été effectuée par réaction de
polymérisation en chaine (PCR). Il existe plusieurs variantes de PCR dont la PCR Standard (ou
classique), caractérisée par [’allongement par incorporation des désoxyribonucléotides
complémentaires de la séquence de la matrice auquel elle est hybridée (Garibyan et Avashia,
2013), la RT-PCR (rétrotranscription de ’ARN en ADN complémentaire (ADNc) par une
transcriptase inverse), la PCR en temps réel (PCR classique qui mesure la quantit¢ des
amplicons tout au long de la réaction par utilisation d’agents se liant a I’ADN double brin tels
que le SYBR® green I et les sondes fluorescentes) (Poitras et Houde, 2002) et la PCR-RFLP
(Polymorphisme de Longueur de Fragment de Restriction), technique dans laquelle les
organismes peuvent étre différenciés par l'analyse de motifs dérivés du clivage de leur ADN
(Rasmussen et Craig, 1959).

Pour ce travail, le type de PCR utilis¢ est la PCR standard (ou classique). C’est une
technique qui est basée sur le mécanisme de la réplication de I’ADN. L’ ADN bicaténaire est
déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué. Elle comprend des cycles répétitifs de
dénaturation de I’ADN suivie d’hybridation a I’ADN (Poitras et Houde, 2002). En effet, cette
méthode in vitro permet la multiplication d’une courte séquence d’ADN (jusqu’a 2 ou 3 Kb en
routine) appelée séquence cible, a partir d’une infime quantité d’ADN génomique ou d'ARN
connue. La séquence cible est multipliée par synthéses successives a l’aide d’amorces

oligonucléotidiques, de 4 désoxynucléotides (dA, dT, dC, dG) et d’une ADN polymérase
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thermostable (Garibyan et Avashia, 2013). Chaque cycle de PCR est constitu¢ de 3 étapes
avec trois plateaux de température différents : la dénaturation (autour de 95° C), I’hybridation
des amorces (entre 50 et 60° C) et la polymérisation ou élongation (autour de 72° C). Chaque
cycle dure quelques minutes. La séquence cible étant doublée a chaque cycle, le taux
d’amplification (théorique) est de 2", si bien qu’apres une trentaine de cycles de PCR, le nombre
de copies de la séquence cible est plusieurs dizaines de millions de fois supérieur a n’importe
qu’elle autre séquence du génome. Cette surreprésentation la rend facilement analysable et

manipulable.

VI1.4. SEQUENCAGE DE L’ADN

Le séquencgage de I’ADN consiste a déterminer I’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN. C’est le niveau de résolution le plus €élevé pour rechercher la présence de mutations
ponctuelles dans un géne. La méthode utilisée aujourd’hui, proposée par F. Sanger en 1977
(prix Nobel de chimie en 1980) repose sur I'utilisation de nucléotides particuliers appelés
didésoxynucléotides (ddA, ddT, ddC, ddG) qui bloquent la synthése d’ADN par les ADN
polymérases apres leur incorporation. Ce blocage est dii a I'impossibilité qu'ont ces nucléotides
de former une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide en raison de l'absence du
groupement hydroxyle sur le carbone 3'. Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué
grace a la mise au point de séquenceurs automatiques et de marquages des nucléotides a ’aide
de fluorochromes. Elle est devenue aujourd’hui une technique rapide et fiable utilisée
fréquemment dans le diagnostic des maladies héréditaires. Elle reste néanmoins colteuse et

réservée a des génes constitués d’exons en nombre limités et de petites tailles.

VL5. OUTILS BIOINFORMATIQUES D’ANALYSE

La bio-informatique consiste en I’ensemble des méthodes et programmes pour gérer,
organiser, comparer, analyser, explorer, I’information génique et génomique stockée dans les
bases de données dans le but de prédire et produire de nouvelles connaissances et de développer
aussi de nouveaux concepts. L analyse bio-informatique fondamentale et principale réalisée sur
les séquences d’ADN est 1’alignement. Il existe différents types d’alignements. En effet, un
alignement concerne au minimum une paire de séquences. Au-dela on parle d’alignement
multiple. L alignement peut aussi €tre qualifié¢ de global ou local selon qu’il concerne toute la
longueur des séquences ou juste des zones précises. Il s’agit en fait de comparer des séquences
grace a des algorithmes afin de quantifier et de localiser la similarité, de trouver la meilleure
mise en correspondance des résidus qui conserve 1’ordre des séquences (score de 1’alignement)

et prendre en compte des mutations ponctuelles qui se résument en trois événements majeurs :
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Insertion, Dé¢létion et Substitution. Ainsi, grace a I’analyse bio-informatique, on pourra
distinguer les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) qui correspondent a la substitution d’un
nucléotide par un autre, les délétions d’ADN répétitifs (séquences répétées en tandem ou
microsatellite) et les insertions-délétions de bases. Parmi ces polymorphismes, les SNP sont les
plus fréquents (90%) et sont mieux adaptés a la recherche du fait de leur stabilité. Les SNP sont
majoritairement bi-alléliques. Ils permettent de différencier 3 génotypes dont I’homozygote
fréquent (sauvage), I’hétérozygote (simple mutation) et 1’homozygote rare (double ou triple
mutations). Si les sites alléliques sont trés proches physiquement ou s’ils sont situés dans une
région qui combine peu, il peut y avoir déséquilibre de liaison, c'est-a-dire que des all¢les situés
a deux loci ne se transmettent pas de fagon indépendante. Le déséquilibre de liaison est 1i¢ a un
nombre d’haplotype observé dans une population inférieure au nombre théorique évalué par le
PIC (Polymorphism Information Content) qui correspond au pourcentage d’homozygotes pour

chaque alléle étudi¢ (Wang et al., 1998 ; Sachidanandam et al., 2001).
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MATERIEL ET METHODES



I. POPULATION D’ETUDE
I.1. CADRE D’ETUDE ET TAILLE DE L’ECHANTILLON

L'¢tude s’est déroulée de Novembre 2015 a Décembre 2016 au département de
Biochimie M¢édicale et Fondamentale de I’Institut Pasteur de Cote d'Ivoire (IPCI). Cette
structure abrite un centre de dépistage volontaire et de suivi des personnes vivant avec le VIH.
C’est une étude descriptive transversale. La population d’étude a concerné 326 personnes dont
163 patients vivant avec le VIH et 163 personnes séronégatives constituant la population
témoin.

En effet, la taille minimale représentative de la population d’étude "n" a été déterminée
selon la formule de Cochran, pour une population supérieure a 10 000 (Agunwa et al., 2015 ;
Chimabh et al., 2015 ; Iloh et al., 2016). Ainsi, le nombre minimal de sujets retenu dans cette
¢tude, pour une population de PVVIH en Cote d’Ivoire estimée a 460 000 (ONUSIDA, 2016),

est donné par la formule suivante :

2% p (q) z2x p (1- p)

dz d?

n = Estimation de la taille minimale de I'échantillon dans une population considérée

z = 1,96 (déviation standard normale) Coefficient de marge déduit du taux de confiance (95 %)
p = Proportion dans la population cible estimée avoir une caractéristique particuliere

(prévalence estimative de la variable). Selon ONUSIDA (2016), la prévalence du VIH dans la

population ivoirienne est 2,7 %.
q =1 - p (Probabilité d'échec ou probabilité¢ de réalisation négative)
d = Précision souhaitée ou I'erreur tolérable (0,05)

1,96% x 0,027 (1- 0,027)

n = n = 40,37
0,052

I.2. CRITERES DE SELECTION DES SUJETS

I.2.1. Critéres d’inclusion des patients et des témoins
Les échantillons sanguins de personnes adultes (hommes et femmes) dont 1’age est
compris entre 18 et 49 ans, ayant une sérologie VIH positive confirmée aprés examens de

laboratoire et un bilan de base complet ont été inclus dans cette étude. Ce bilan de base
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comprenait la numération des CD4+, la numération de la formule sanguine (NFS), la glycémie,
la créatinine et I’alanine aminotransférase (ALAT).

De plus, ont été inclus dans cette étude les échantillons sanguins de personnes adultes
(hommes et femmes) séronégatives au VIH confirmées et dont 1’age est compris entre 18 et 49

ans.

1.2.2. Critéres de non inclusion des patients et des témoins
Les échantillons sanguins de personnes VIH positif sans bilan de base ou ayant un bilan
de base incomplet et ceux des femmes enceintes et des enfants (moins de 15 ans) séronégatifs

au VIH n’ont pas été inclus dans cette ¢tude.

1.3. ASPECT ETHIQUE

Cette étude a €été menée en accord avec la déclaration d’Helsinki 2000 concernant la
recherche sur le VIH et le sida menée dans les pays pauvres et conformément a la Iégislation
locale en mati¢re de programme national de prise en charge des personnes vivant avec VIH /
sida (Décret n © 411 du 23 décembre 2001). Cependant, pour cette étude, un consentement a
¢té obtenu des personnes pour 1’utilisation de leurs échantillons de sang prélevés lors du suivi

biologique pour la recherche (Annexe 9).
I1. MATERIEL
I.1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel biologique est constitué¢ d’échantillons de sang veineux prélevés chez des
PVVIH et chez des témoins a jeun sur tubes secs sans anticoagulant, sur tube contenant de
I’oxalate de potassium et du fluorure de sodium, et sur tube contenant de ’EDTA (Acide
Ethyléne Diamine Tétra Acétique). Ces échantillons sont ensuite transportés dans des glaciéres
contenant des accumulateurs de froid (ice-pack) et sont accompagnés de fiches de suivi du
prélévement.

Ainsi, le sang total prélevé sur tubes sans anticoagulant, acheminé au laboratoire, est
centrifugé a 3000 trs/min pendant 5 min pour recueillir le sérum nécessaire a la réalisation des
tests sérologiques VIH, biochimiques (créatinine, urée, Alanine aminotransférase, calcium,
phosphore, magnésium, phosphatase alcaline et parathormone) et au dosage de la vitamine Ds.
Une partie des sérums obtenus a partir des tubes sont aliquotés en doublet ou triplet a raison de
500 a 1000 pL dans des tubes eppendorf a I’abri de la lumiére, puis conservés a - 20 °C pour le

dosage de la 25-hydroxyvitamine D3;. Quant au sang recueilli dans les tubes contenant de
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I’oxalate de potassium et du fluorure de sodium, il a été centrifugé et le sérum obtenu a été
utilisé pour le dosage de la glycémie. Le sang total recueilli dans des tubes contenant de ’EDTA
a servi a la réalisation de la Numération de la Formule Sanguine (NFS), au comptage des
cellules CD4+, et a I’extraction des cellules mononucléées nécessaire pour obtenir I’ADN pour

la PCR,
I1.2. MATERIEL TECHNIQUE ET REACTIFS

L’équipement technique utilisé pour la réalisation de ce travail comprend, en dehors du
nécessaire d’épreuve (petits matériels et consommables pour le dosage des différents

parametres biologiques et consommables de biologie moléculaire) les automates.
I1.2.1. Appareillages utilisés

o En Immunologie
Le cytometre en flux FACSCalibur (BD Becton, Dickinson, USA) (Annexe 10) est

’appareil qui a été utilisé pour la numération des CD4".

o En Hématologie
L’analyseur hématologique (SYSMEX 18001, Chine) a été utilis€¢ pour la Numération
de la Formule Sanguine (NFS).

J En Biochimie

Le COBAS C 311 HITACHI (Japon) (Annexe 11) a ét¢ utilisé pour le dosage des
parametres biochimiques (glycémie, créatinine, urée, Alanine aminotransférase, calcium,
phosphore, magnésium, phosphatase alcaline). Quant au COBAS 6000 HITACHI (Japon), il a

servi au dosage de la parathormone (PTH).

o En Chromatographie Liquide de Haute Performance (CLHP)

Le Chromatographe en phase Liquide de Haute Performance (HPLC en anglais) 6890N
(Waters®, France) sous le controle du logiciel BREEZE 2 (Annexe 7) a été utilisé pour le
dosage de la 25-hydroxyvitamine Ds.

Le bon fonctionnement de cet appareil a nécessit¢ 1’utilisation d’éléments
complémentaires suivants:

- Une colonne C18 en silice greffée ODS 2 (40 x 250) a servi de phase stationnaire ;
- Un détendeur (dispositif d’évaporation sous courant d’azote) pour I’extraction des vitamines

liposolubles avant leur dosage par HPLC.
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. En Biologie Moléculaire
- Le Hotte PSM III Advance® (poste de sécurité microbiologique I1I, France) a été utilisé pour
la biosécurité ;
- Le Thermocycleur Appled Biosystems (2720 ThermalCyber, Singapour) a servi a la
réalisation des amplifications géniques.

La Biologie Moléculaire a nécessité d’autres types d’appareils dont :
- Une microonde (modele SHARP) a été utilisé pour la préparation du gel d’agarose ;
- Une cuve de migration (modele MP-300V BIOCOM) a servi pour 1’électrophorése sur gel
d’agarose des fragments d’ADN ;
- Un UV transilluminateur (modele MUV21-312, BIOCOM) a ét¢é utilisé pour la visualisation
des bandes d’ADN ;
- Un Séquenceur (Sequencing Analysis, Gene Scan, SeqScape et Genotyper) pour le
séquencage des fragments d’ADN ;
- Une Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA BIOBLOCK SCIENTIFIC, Allemagne) ;
- Un Agitateur (MIX Fisherbrand™, Fance) ;
- Des pipettes P10uL (0,1-10uL), PSOuL (5-50uL), P200uL (20-200pnL) et P1000 pL (10-
1000 pL) de marque pipetteMan
- Block chauffant (@ms major science MD-MINI) pour I’incubation ;
- Des Congélateurs -80 °C et -20 °C (SAMSUNG, mode¢le RZ90EERS, Corée du sud).

11.2.2. Réactifs

o En Sérologie

Des bandelettes DETERMINE® HIVi/HIV2 de marque Abbott et des supports de
réaction SD Bioline HIV-1/2 3.0 (STANDARD DIAGNOSTICS, INC, Cor¢) et HIV 1/2 STAT-
PAK® (CHEMBIO, USA) contenant les réactifs ont été utilisés pour la mise en évidence et la

détection des anticorps anti-VIH.

o En Immunologie
Les réactifs trucount test et tritest (CD3", CD4", CD45") de marque BD (USA) ont été

nécessaires pour la numération des CD4".

o En Biochimie
Des cassettes de réactifs spécifiques de marque Roche diagnostic (France) ont servi aux
dosages des parametres biochimiques (glycémie, créatinine, urée, Alanine aminotransférase,

calcium, phosphore, magnésium, phosphatase alcaline) et de la parathormone.
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o En Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)

- Le méthanol, 1’éthanol, la N-hexane de grade HPLC ont été utilisés pour 1’extraction des

vitamines liposolubles et leur dosage ;

- L’acétonitrile de grade analytique (Millipore, USA) qui est mélangé avec de 1I’eau MilliQ (v/v)

a servi de phase mobile ;

- Le standard de 25-hydroxyvitamine D3 monohydrate, C27H44O2 - H20, >98 % (HPLC)
(SIGMA, lot : 17938, Allemagne) a été utilisé comme étalon interne.

. En Biologie Moléculaire

- Un Tampon phosphate buffer saline (PBS) a été nécessaire pour réaliser les dilutions ;

- Un Milieu de séparation des lymphocytes, d = 1,077 (Lymphocytes separation medium de
marque EUROBIO) pour I’isolement des cellules mononucléées des autres cellules du
sang ;

- Un kit de purification de I’ADN (QIAGEN) (SIGMA-ALDRICH, Allemagne);

- Un kit de purification des Amplicons (Roche Diagnostics, High Pure PCR product
purification kit, Mannheim, Allemagne) ;

- De la protéinase K (10 mg/mL) (SIGMA-ALDRICH, Allemagne) nécessaire a
I’inhibition des protéines contenues dans 1’extrait d’ADN ;

- De I’éthanol a 96°C glacial nécessaire pour précipiter I’ADN ;

- Des amorces spécifiques de chaque gene (SIGMA-ALDRICH, Allemagne) ; Customer N° :
0035442054 ;

- L’HOT FIREpol® Blend Master Mix (Biodyne Solis, Estonie) a été utilisé pour la préparation
du Mix de PCR ;

- De I’agarose en poudre ULTRA Pure™ Lot : 143377 nécessaire a la préparation du gel ;

- Du tampon TBE 1X (Tris, Acide Borique et EDTA) nécessaire a la préparation du gel
d’agarose et servant de solution de migration des fragments d’ADN ;

- Du SYBR green I (Sigma-Aldruich, Allemagne) pour la visualisation des fragments d’ADN ;
- Un marqueur de taille 100 bp (lot HI-1058, Hyper Ladder 1, BIOLINE).

I1.3. SEQUENCES DES GENES DU VDR A AMPLIFIER ET OLIGONUCLEOTIDES

Quatre séquences nucléotidiques d’intérét provenant du géne complet du récepteur de

la vitamine D (VDR) ; Homo sapiens, NCBI Reference Sequence : NG 008731.1. ont été
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amplifiées a la base du polymorphisme du géne VDR. Ce sont I’exon 2 (Fok-1) de 267 pb,
I’intron 8 (Bsm-1) de 822 pb, I’intron 8 (Apa-1) de 195 pb et I’exon 9 (Taqg-1) de 745 pb (figure
15).

% Oligonucléotides utilisés pour la PCR

Au cours de cette étude, des oligonucléotides ou amorces spécifiques (Tableau I) pour
chaque geéne a amplifier (Fok-1, Bsm-1, Apa-1, Tag-1) ont été utilisés selon leurs programmes
d’amplification (Tableau II).

Ainsi, le couple d’amorces Fok-1 (sens et antisens) utilisé pour amplifier le géne Fok-1
(exon 2) a été synthétisé sur la base des séquences publiées par Rizk et al. (2014), Hamadé et
al. (2014) et Rashedi et al. (2014).

L’amorce Bsm-1 (sens et antisens), dont les s€quences ont été élaborées sous la base
des publications de Mishra et al. (2013) et Rashedi ez al. (2014) a servi a amplifier le géne
Bsm-1 (intron 8).

Quant a "amplification du geéne Apa-1, le couple d’amorces Apa-1(sens et antisens)
utilisé a ét¢ synthétisé selon les séquences publi¢es par Chakraborty ez al. (2009).

De méme, les séquences de I’amorce Taq-1 (sens et antisens) nécessaires a
I’'amplification du gene Tag-1 (exon 9) ont été ¢élaborées sur la base de celles publiées par

Serrano et al. (2014), Hamadé et al. (2014) ct Rashedi ez al. (2014) (Tableau I).

La PCR a permis d'amplifier fragments d’ADN d’intérét du géne du VDR de 267 pb,
822 pb, 195 pb et 745 pb respectivement Fok-1 (exon 2), Bsm-1 (intron 8), Apa-1 (intron 8) et
Tag-1 (exon 9) (Tableau II).
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Exon 2 (Fok-1), 267 pb, rs2228570

30841
30901
30961
31021
31081

Intron8 (Bsm-1), 822 pb,

63301
63361
63421
63481
63541
63601
63661
63721
63781
63841
63901
63961
64021
64081
64141

tgggtggcac
cttgctgttc

gactttgacc
cacttcaatg
ggctctcccce

ccttcaccat
gtgacgtgac
attctggctc
accaacaggg
ctcagctctg
attgagcccc
catgtcctgce
ctcagggacc
aacctgaagg
tgcagagccc
gcagagtgtg
gggccacaga
tcaacattcc
gatggttctg
acctcttccg

caaggatgcc
ttacagggat
ggaacgtgcc
ctatgacctg
agtggaaagg

151544410

ggacgacatg
caaaggtatg
cacccgtcecct
agagaagggc
cccgcagtac
tcatcaagtt
tcatggccat
tggggagcgg
gagacgtagc
ctgtggtgtg
caggcgattc
caggcctgcg
tgttatttga
cctatatagt
ctggttagag

Intron 8 (Apa-1), 195 pb, 157975232

64921
64981
65041
65101

ggggtgctgce
ccagctgaga
caggacgccg
atccgctgcece

cgttgagtgt
gctcctgtgce
cgctgattga
gccacccgcece

Exon 9 (Tag-1), 745 pb, rs731236

64741
64801
64861
64921
64981
65041
65101
65161
65221
65281
65341
65401
65461

Figure 15 :

cgcatcggga
gggccaggtyg
ggagggcttt
ggggtgctgc
ccagctgaga
caggacgccg
atccgctgcece
ctagccgacc
cagcctgagt
tcctgactag
caggcccggg
cctctgccac
cctgcgggct

cgctgaggga
cgcccatgga
ggggccagge
cgttgagtgt
gctcctgtgce
cgctgattga
gccacccgcece
tgcgcagcecct
gcagcatgaa
gacagcctgt
gctggcggcet
ctcccctatce
tttccececggt

agctggccct
ggaggcaatg
ccggatctgt
tgaaggctgc
gagggagaag

tcctggacct
cctagactcc
ggggtttggce
gagggtcaga
ctggccattg
ccaggtggga
ctgcatcgtc
ggagtatgaa
aaaaggagac
tggacgctga
gtagggggga
cattcccaat
ggtttcttgce
ttacctgatt

gtgagaagag

ctgtgtgggt
cttcttctct
ggccatccag

cccgggceage

tggacagagc
aggacctagg
agtggtatca
ctgtgtgggt
cttcttctct
ggccatccag
cccgggcagce
caatgaggag
gctaacgccc
ggcggtgecet
actcagcagc
cacccagccc
cccttgagac

ggcactgact
gcggccagca
ggggtgtgtyg
aaaggcttct
aagcaaggtg

gtggcaacca
acctcctggg
tccaatcaga
cccatggggt
tctctcacag
ctgaagaagc
tccccaggta
ggacaaagac
acagataagg
ggtgccccte
ttctgaggaa
actcaggctc
gggcagggta
gattttggag

ggagaaaagg

ggg9gggtggt
atccccgtgce

gaccgcctgt
cacctgctct

atggacaggg
tctggatcct

ccggtcagca
ggggggtggt
atccccgtgce
gaccgcctgt
cacctgctct
cactccaagc
cttgtgctcg
gggtggggct
cctcctcacc
attctctctc
ctcagccatg

ctggctctga
cttccctgcece
gagaccgagc
tcaggtgagc
tttccatgaa

agactacaag
gagtcttttt
tacatgggag
tggaggtggg
ccggacacag
tgaacttgca
tggggccagg
ctgctgaggg
aaatacctac
actgccctta
ctagataagc
tgctcttgcg
caaaactttg
gcaatgtgca
ccgaagagga

gggattgagc
ccacagatcg
ccaacacact
atgccaagat

agcaaggcea
aaatgcacgg
gtcatagagg
gggattgagc
ccacagatcg
ccaacacact
atgccaagat
agtaccgctg
aagtgtttgg
gctcctccag
ccgtetgggg
ctgtccaacc
aggagttgct

ccgtggcecctg
tgaccctgga
cactggcttt
cctcctccca
gggagccctt

taccgcgtca
cagctcccag
ggagttaggc
tgggcggcte
cctggagctg
tgaggaggag
cagggaggag
ccagctgggce
tttgctggtt
gctctgcctt
agggttcctg
tgaactgggc
gagcctgaga
gtgacccttg
agttattgtg

agtgaggggc
tcctggggtyg
gcagacgtac
gatccagaag

ggcagggaca
agaagtcact
ggtggcctag
agtgaggggc
tcctggggtyg
gcagacgtac
gatccagaag
cctctcecctte
caatgagatc
ggccacgtgce
ttcagcccct
taaccccttt
gtttgtttga

Séquences nucléotidiques d’intérét provenant du géne complet du récepteur de
la vitamine D (VDR) Humain, NCBI Reference Sequence NG _008731.1
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Tableau I : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour amplifier les différents

fragments d'ADN du VDR
Amorces utilisées . £ et Sf:que.l}ces
Séquences nucléotidiques des amorces étudiées
du VDR
Fok-1F 5’- AGC-TGG-CCC-TGG-CAC-TGA-CTC-TGG-CTC - 3’
Lot : HA09198693 Fok-1
(exon2)
Fok-1R 5’- ATG-GAA-ACA-CCT-TGC-TTC-TTC-TCC-CTC - 3°
Lot : HA09198694
Bsm-1F 5’- CAA-CCA-AGA-CTA-CAA-GTA-CCG-CGT-CAG-TGA -3’
Lot : HA09198695 Bsm-1
Bsm-1R 5°- AAC-CAG-CGG-AAG-AGG-TCA-AGG-GT - 3’ (intron8)
Lot : HA09198696
Apa-1F 5’- GGT-GGG-ATT-GAG-CAG-TGA - 3’
Lot : HA09198697 Apa-1
(intron8)
Apa-1R 5’- ATC-TTG-GCA -TAG-AGC- AG - 3’
Lot : HA09198698
Tag-1F 5’- CAG-GCA-GGG-ACA-GGG-CCA-GGT- 5
Lot : HA09198699 Tag-1
(exon9)
Tag-1R 5’- GCA-GGA-AAG-GGG-TTA-GGT-TGG-ACA - 3’
Lot : HA09198700

F : Amorce sens ; R : Amorce antisens

72



Tableau II : Conditions d'amplification des fragments d’intérét d' ADN du VDR

SNP étudiés du

géne du VDR "l;;i;l)e Nom du Programme Conditions d’amplification
Humain
1- 94°C x 5 min >>>>> dénaturation initiale
Fok- 1}?;;33228 570) 267 2-94°C x 30 sec >>>>> dénaturation
3- 51°C x 30 sec >>>>> hybridation
AKBD-Fok-1Bsm-1  4- 72°C x 1 min >>>>> extension
Intron 8 5- 34 fois a partir de I'étape 4
Bsm-1(rs1544410) 822 6- 72°C x 7 min >>>>> extension finale
7- 4°C indéfini
1- 94°C x 5 min >>>>> dénaturation initiale
2-94°C x 30 sec >>>>> dénaturation
3- 53°C x 30 sec >>>>> hybridation
Apa- {?;233785232) 195 AKBD-Apa-1 4-72°C x 1 min >>>>> extension
5- 34 fois a partir de 1'étape 4
6- 72°C x 7 min >>>>> extension finale
7- 4°C indéfini
1- 94°C x 5 min >>>>> dénaturation initiale
2-94°C x 30 sec >>>>> dénaturation
3- 69°C x 30 sec >>>>> hybridation
Exon 9 745 AKBD-Tag-1 4-72°C x 1 min >>>>> extension

Tag-1 (rs731236)

5- 34 fois a partir de I'étape 4
6- 72°C x 7 min >>>>> extension finale

7- 4°C indéfini

*SNP = Single Nucleotide Polymorphisms
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III. METHODES
III.1. DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DU VIH

En Céte d’Ivoire, 1’algorithme adopté au poste de dépistage (Annexe 12), recommande
’utilisation de deux tests rapides en série. Le test est réalisé¢ par piqure au bout du doigt en
intégrant le conseil pré-test et post-test par le méme prestataire. Le deuxi¢me test est un test de
confirmation qui est utilisé en cas de réaction positive du premier test. Cet algorithme permet
d’obtenir les résultats suivants : VIH négatif, VIH positif et statut VIH indéterminé.

En cas de statut VIH indéterminé, le prestataire doit référer le client ou son prélévement

au niveau du laboratoire de référence.

»  Au laboratoire

Le troisieme test est réalisé en cas de résultat discordant entre le premier test et le second
test. C’est un test décisionnel qui permet d’avoir le résultat définitif. Ainsi, au laboratoire, les
tests rapides DETERMINE (Figure 16a) et SD-Bioline VIH-1/2 (Figure 16b) sont utilisés. En
cas de discordance entre le DETERMINE et le BIOLINE, le test STAT PAK (Figure 16c¢) est

utilisé.
II1.1.1. Détection des anticorps anti - VIH par le test rapide de type DETERMINE

Le test rapide DETERMINE est un test immunochromatographique pour la détection
qualitative des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2.

Le principe est basé sur la formation d’un complexe Antigéne-Anticorps réveélé par la
coloration (Giirtler et al., 1994). L’¢échantillon est déposé sur la zone de dépot de I'échantillon
et migre jusqu'a la zone de dépot du conjugué. A ce niveau, il se reconstitue et se mélange avec
le conjugué colloide de sélénium-antigene. Ce mélange continue a migrer sur la phase solide
jusqu'aux antigénes recombinants immobilisés et aux peptides synthétiques au niveau de la
fenétre-patient.

Dans la réalisation du test, apres avoir retiré la protection plastique de chaque test en
suivant les fléches indicatives, un volume de 50 uL de sérums test est déposé délicatement sur
la zone de dépot spécifique de 1’échantillon. Puis, au bout de 15 min de migration, la lecture est
effectuée et le résultat déterminé au niveau de la fenétre patient. Une barre de controle de la
procédure est incluse dans le dispositif afin d’assurer la validité du test qui doit nécessairement
virer au rouge. Dans cette expérimentation, en dehors du contrdle de la procédure, un sérum

controle négatif et un sérum controle positif "maison" sont é¢galement testés.
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TEST DETERMINE®

ALVIH S\LVIH _S\LVIH _S\u-vil
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Figure 16a: Test rapide de type DETERMINE® (WHO, 2005)
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Figure 16b: Test rapide de type SD-Bioline VIH-1/2 (Photographie Aké Aya Jeanne A.,
2015)
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Figure 16c : Test rapide de type STAT-PAK (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2015)

Figure 16 : Tests rapides utilisés pour la détection des anticorps anti-VIH



» Le test est dit positif lorsqu’il apparait deux barres rouges, une dans la fenétre contrdle et
une autre dans la fenétre "patient".

» Le test est dit négatif lorsqu’il apparait une seule barre rouge dans la fenétre contrdle et pas
de barre rouge dans la fenétre "patient".

Pour assurer la qualité et la fiabilité des résultats, un deuxiéme lecteur a procédé
¢galement a sa validation. En cas de lecture discordante, I’analyse est reprise. Avec le test
DETERMINE®, il est possible d’obtenir des faux négatifs dus a plusieurs facteurs, comme par
exemple, un faible taux d’anticorps en-dessous de la limite de détection du test (par exemple en
début de séroconversion), ou une infection par un variant du virus moins facilement détectable
par la configuration du test DETERMINE®. Dans ce cas, les échantillons sont soumis a un autre
test de diagnostic. Les échantillons positifs doivent étre réanalysés en utilisant une autre
méthode. Par conséquent, tous les sérums analysés grace au test DETERMINE® ont été soumis
a un test immunoenzymatique rapide (SD-Bioline VIH-1/2) pour la détection spécifique des
anticorps anti-VIH-1 (100 %) et anti-VIH-2 (100 %) avec une spécificité¢ > 99 % (Amadou et
al., 2005 ; Ouassa et al., 2007 ; Owen et O’Farrell, 2007).

I11.1.2. Détection des anticorps anti-VIH par le test rapide de type SD-Bioline VIH-1/2

Le test SD-Bioline VIH-1/2 est un test immunoenzymatique de double reconnaissance
permettant le typage du VIH par des anticorps anti-VIH-1 et VIH-2 dirigés spécifiquement
contre les antigénes (Sagar et al., 2015).

La cassette contient une membrane absorbante sur laquelle sont inscrites trois zones.
Une zone de I’antigéne recombinant HIV-1 (GP41, Protéine 41) constituant la bande 1, une
zone de I’antigéne recombinant HIV-2 (GP36) constituant la bande 2 et une zone de control.
Une fois I’échantillon déposé, les anticorps du VIH (présent) sont couplés a 1’or colloidal de la
membrane et migrent le long de cette derniere vers la fenétre de lecture (Figure 16b).

Le complexe antigéne-anticorps-or (hautement sensible) se manifeste par une ligne visible
(bande rouge). Une bande de controle assure la validité du test.

Dans la réalisation du test, apres avoir sorti le nombre nécessaire de supports de réaction,
les réactifs et les échantillons sont amenés a la température ambiante avant leur utilisation. La
protection de la plaque SD-Bioline VIH-1/2 est enlevée. Un volume de 20 pL de sang total ou
10 pL de sérum ou plasma est transféré dans le puits. Puis, trois a 4 gouttes (150 pL) de diluant
sont ajoutés. La lecture du résultat est effectuée dans les 5 a 20 minutes qui suivent 1’ajout du

diluant.
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Le test est dit VIH1 positif lorsqu’il apparait deux barres rouges, une dans la fenétre
controle et une autre dans la fenétre patient VIH1 (spot VIHI). Le test est dit VIH2 positif
lorsqu’il apparait deux barres rouges, une dans la fenétre contrdle et une autre dans la fenétre
patient VIH2 (spot VIH2). Le test est dit VIH1/2 positif lorsqu’il apparait trois barres rouges :
une dans la fenétre contrdle, une dans la fenétre patient VIH1 et une autre dans la fenétre patient
VIH2 (spot VIH1 et spot VIH2). Le test est dit négatif lorsqu’il apparait une seule barre rouge

dans la fenétre controle et pas de barre rouge dans la fenétre "patient".
I11.1.3. Détection des anticorps anti - VIH par le test rapide de type STAT-PAK

Le test rapide STAT-PAK est un test immunochromatographique permettant la
détection qualitative des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2. Le principe est basé sur la
formation d’un complexe Antigéne-Anticorps révelé par la coloration.

Dans la réalisation du test, apres avoir retiré la protection de chaque test et identifié la
cassette du test par un code, 5 uL de sang total (une goutte) sont déposés au centre du puits.
Puis, 3 gouttes de tampon sont ajoutées dans le méme puits, Au bout de 10 min de migration,
la lecture est faite au niveau de la fenétre patient. Une barre de controle de la procédure est
incluse dans le dispositif afin d’assurer la validité du test qui doit nécessairement virer au rouge.
Le test STAT-PAK est positif lorsque les barres "controle" et "patient" virent au rouge. Le test

STAT-PAK est négatif lorsque seule la barre de controle vire au rouge.
[II.2. NUMERATION DES LYMPHOCYTES T CD4+

La numération des lymphocytes T CD4+ a été réalisée par la technique de cytométrie
en flux (FacsCalibur, USA) (Annexe 10). Elle est basée sur 1’analyse rapide des particules
(cellules) en mouvement qui défilent une a une, a I’intérieur d’une gaine liquide, devant un
faisceau lumineux a rayon laser (Ormerod et Imrie, 1990 ; Ormerod et al., 1993).

Dans la pratique, un volume de 50 uL de sang total de chaque échantillon d’étude a été
ajouté a un volume de 20 pL de tritest (CD3, CD4, CD45) contenus dans chaque tube trucount
préalablement identifiés par des codes. Apres ajout d’un volume de 500 puL. d’une solution de
lyse diluée (1/10), les tubes sont homogénéisés et incubés pendant 15 min a l'obscurité. Cette
opération (homogénéisation et l'incubation des tubes dans 1'obscurité) est répétée une seconde
fois, puis les tubes trucount sont placés sur la grille du dispositif FacsCalibur aprés une
troisieme homogénéisation. Le mélange est aspiré dans le compteur cytométrique en flux.

Ensuite, le bouton « ENREGISTRER » est appuy¢ et les résultats sont exprimés, sur 1’écran, en
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pourcentage et en valeur absolue pour chaque patient. Par ailleurs, les résultats sont
automatiquement enregistrés dans 1’ordinateur dans un dossier approprié (fichier du jour).

Les valeurs de référence normales pour le taux de lymphocytes T CD4+ selon 'OMS sont
600-1750 cellules/mm? (31-60 %). Tous les patients infectés par le VIH sont répartis en quatre
groupes selon le nombre de lymphocytes T CD4+ : immunodéficience non significative (> 500
cellules/mm?), immunodéficience moyenne (499-350 cellules/mm?), immunodéficience
avancée (349-200 cellules/mm?) et immunodéficience sévére (< 200 cellules/mm®) (WHO,

2008 ; Boyvin et al., 2013 ; Ademasu et al., 2014) (Annexe 13).

II1.3. DOSAGE DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES

Le dosage de la créatinine, de 1’urée, de I’Alanine aminotransférase (ALAT), de
I’Aspartate aminotransférase (ASAT), du calcium, du phosphore, du magnésium, de la
phosphatase alcaline a été réalisé sur le spectrophotométre COBAS C311 HITACHI Le
principe est basé¢ sur une méthode enzymatique et colorimétrique utilisant un chromogene.
L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la concentration de la
substance dosée (Deyhimi et al., 2006).

En effet, en pratique, I’automate (COBAS) est au préalable mis en marche ainsi que le
systeme d’eau. Par la suite, la maintenance quotidienne est réalisée.
Une fois les positions de cassette "Controle", de cassettes " Calibrateur" et de cassettes
"Réactifs" confirmées, les différentes cassettes sont installées dans leurs compartiments
respectifs. Le sérum de controle (Precicontrol clinchem multil) est dosé et les calibrations sont
faites. Lorsque la valeur de contrdle s’avere exacte, les échantillons des patients peuvent étre
dosés. La fiche qui apparait a I’écran de travail est remplie en y indiquant le code identifiant,
le nom et le prénom du patient. Les parametres a doser sont sauvegardés et validés en appuyant
sur la touche "START".

Les résultats affichés a I’écran sont imprimés et enregistrés dans le cahier de paillasse,
puis sur fichier informatique dans le dossier Résultat. Ces résultats sont interprétés selon les
valeurs de référence des marqueurs biochimiques (calcium, phosphore, glycémie, créatinine,

urée, magnésium, phosphatase alcaline) (Tableau III).

I11.4. DOSAGE DE LA PARATHORMONE
Le COBAS 6000 (HITACHLI, Japon) a été utilisé pour le dosage de la parathormone.
En effet, le principe du dosage de la parathormone est immunologique par électro

chimiluminescence (ECL). Il s’agit d’un dosage en technique sandwich qui se fait en une étape,
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Tableau III : Valeurs normales de référence des marqueurs biochimiques recherchés

(Yapo et al., 1990)

Paramétres biochimiques

Valeurs de références

Valeurs de références en
UI (unité internationale)

Créatinine

Urée

Glycémie

Phosphatase alcaline

Alanine aminotransférase

Calcium

Phosphore

Magnésium

5-12mg/L

0,10-0,35 g/L

0,75- 1,10 g/L

40-129 UI/L

7-48 UI/L

90 - 110 mg/L

28 —45 mg/L

16-23 mg/L

53,1-123 pmol/L

2,49 - 7,47 mmol/L

3,89 - 5,83 mmol/L

40-129 UI/L

7-48 UI/L

2,20 - 2,55 mmol/L

0,8 - 1,6 mmol/L

0,65 - 1,15 mmol/L
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conduisant a la formation de complexe réactionnel. La détection du complexe réactionnel est
réalisée suite a I’application d’une tension électrique. Ainsi, la lumicre générée est quantifice.

Ainsi, apres avoir mis I’automate en marche et la maintenance quotidienne réalisée, le
chargement des réactifs est effectué¢ ainsi que leurs calibrations et leurs contrdles. Ensuite,
I’enregistrement des échantillons est réalis¢ en allant sur « Routine » affich¢ a 1’écran de
I’ordinateur du COBAS 6000. La fiche qui apparait a 1’écran de travail est remplie en y
indiquant le code identifiant, le nom et le prénom du patient. Ensuite, il faut appuyer sur « enter
», puis sélectionner le parameétre a doser et cliquer sur « Attribution manuelle ». Le numéro du
rack et la position sur le rack sont validés. Une fois les échantillons installés, il faut valider en
cliquant sur « START ».

Les résultats affichés a I’écran sont imprimés, puis enregistrés dans le cahier de
paillasse, et sur fichier informatique dans le dossier Résultat. Ils sont ensuite interprétés selon

les valeurs de référence de la parathormone situées entre 10 et 65 pg/mL (Havens et al., 2012).

II1.5. DOSAGE DE LA VITAMINE D3
Le dosage de la 25-hydroxyvitamine D3 a ¢été réalis€é par détection UV en
chromatographie liquide a haute performance (CLHP). Il se fait en mode isocratique avec un

appareil de type Waters® (Catignani et Bieri, 1983).

IT1.5.1. Extraction des lipides sériques contenant la vitamine D3

L’extraction des lipides est réalisée a 1’abri de la lumicre. Apres la décongélation des
¢chantillons a température ambiante, un volume de 300 uL de sérum est prélevé et recueilli
dans des tubes a hémolyse préalablement enveloppés de papier Aluminium, dans lesquels sont
introduits 300 uL de rétinyl acétate (Img/L) (Catignani et Bieri, 1983 ; Zaman et al., 1993).
Apres 1’addition de 300 pL d’éthanol absolu, le mélange (sérum-étalon interne et éthanol
absolu) est homogénéisé au vortex pendant 20 sec, puis 1 200 uL d’hexane y sont ajoutés.
L’ensemble est a nouveau soumis au vortex deux fois de suite pendant 30 sec, puis centrifugé
a 3 500 tours/min pendant 15 min. Neuf cent microlitres (900 pL) de surnageant hexanique
contenant les vitamines liposolubles sont prélevés et mis dans des tubes a hémolyse pour étre
évaporés sous un courant d’azote (0,5 bar). Aprés évaporation, un volume de 300 pL de
méthanol est ajouté au résidu, puis la solution obtenue est Iégerement agitée et injectée dans le

chromatographe (CLHP).
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II1.5.2. Dosage de la 25-hydroxyvitamine D3
Un volume de 20 pL de I’échantillon est injecté a partir de la boucle d’injection du

HPLC pour I’étude de la vitamine (Aké et al., 2001).

> Conditions d’analyse chromatographique
Les parametres d’analyse enregistrés pour I’étude de la vitamine sont les suivantes :
e Phase stationnaire : phase inversée en silice greffée ODS 2 C18 (40 x 250)
e Phase mobile : Méthanol/ Eau dans les proportions respectives 97/3 (v/v)
e Débit: 1 mL/min
e Détection : ultra-violet (UV) a 280 nm

La limite de détection de la 25-hydroxyvitamine D3 est de 0,003 mg/L, soit 3 ng/mL.
L’intégrateur enregistreur affiche les surfaces des pics obtenus ainsi que le temps de rétention

de la vitamine.

»  Préparation de la gamme d’étalonnage de la 25-hydroxyvitamine D;

La solution standard de référence de la 25-hydroxyvitamine D3 (1 mg/L), ainsi que de
I’étalon interne (rétinyl acétate, 1 mg/L) ont servi a préparer les gammes de concentrations
respectives de la Vitamine D (0 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8- 1- 1,2 mg/L) et du Rétinyl acétate (0-2-
4-6-8-10-12 mg/L). Des dilutions successives ont été réalisées a partir de ces solutions et le
choix des concentrations s’est fait en tenant compte des limites de détection (LD) et des
concentrations physiologiques de la 25-hydroxyvitamine Ds. Ceci a permis de tracer les courbes
d’étalonnage des solutions standards (Annexe 14). Les valeurs sériques de référence de la
vitamine D sont : Deficient (< 20 ng/mL), Insuffisant (20-29 ng/mL), Suffisant (30-100 ng/mL)
et Toxicité (> 100 ng/mL) (Holick, 2007).

> Détermination de la concentration de la 25-hydroxyvitamine D3 dans le sérum

Les concentrations de 25-hydroxyvitamine D3 dans les échantillons sériques sont
obtenues a partir d’une formule résultant des droites d’étalonnage et des surfaces de pics
obtenus. Pour le calcul de la concentration de la 25 (OH) D3 (C), un facteur de correction K est

réalisé en introduisant un étalon interne.

SD Ech CD GE x SRA GE

SRA Ech SD GE

81



SD Ech : surface du pic de la 25-hydroxyvitamine D3 dans 1’échantillon de sérum.

CD GE : concentration de la 25-hydroxyvitamine D3 déterminée a partir de la gamme étalon.
SRA GE : surface du pic du rétinyl acétate correspondant a 1mg/L obtenue a partir de la gamme
¢talon.

SD GE : surface du pic correspondant a la concentration choisie de la 25-hydroxyvitamine D3
a partir de la gamme étalon.

SRA Ech : surface du pic du rétinyl acétate dans I’échantillon de sérum correspondant a une

concentration de 1 mg/L.

CD GE =0, 5 mg/L
SD GE = 46500 K=
SRA GE = 52305

0, 5 x 52305

46500

K=0,56

II1.6. EXTRACTION DE L’ADN GENOMIQUE DES CELLULES MONONUCLEEES
HUMAINES
La détermination du polymorphisme du géne VDR nécessite au préalable 1’extraction
des cellules mononucléaires du sang périphérique (CMSP) ou peripheric blood mononuclear
cells (PBMC). Ce qui est suivie de I’extraction de leur ADN génomique, de 1I’amplification des
séquences d’ADN d’intérét du géne VDR [I’exon 2 (Fok-1), de I’intron 8 (Bsm-1), de I’intron
8 (Apa-1) et de I’exon 9 (Tag-1)] et de leur séquencage.

I11.6.1. Extraction des cellules mononucléées

L’extraction des cellules mononucléées a nécessité la séparation des cellules sanguines
selon leur gradient de densité grace a la solution de gradient Ficoll ou milieu de séparation des
lymphocytes (MSL) a base de Ficoll. Ainsi, les ¢léments figurés du sang, déposés sur une
solution de Ficoll de haute densité, ont subi durant une centrifugation, une migration
différentielle qui conduit a leur séparation en fonction de la densité. Apres une centrifugation,
les érythrocytes et les granulocytes ont sédimenté au fond du tube et les cellules mononuclées
ont formé un anneau a I’interface entre le plasma et le ficoll (Janoly-Dumenil, 2008 ; Baskara-
Yhuellou, 2013) (Annexe 15).

Dans un tube conique propre de 17 x 100 mm contenant 4 mL de tampon phosphate «
PBS » (Phosphate Buffer Saline), 4 mL de sang total ont été ajoutés. Le mélange obtenu est
coulé délicatement sur un volume de 7 mL de solution de gradient Ficoll. Le tout est centrifugé

pendant 15 min a 2 200 trs/min.
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La totalité de l'anneau central blanc (contenant les lymphocytes et les monocytes) est
prélevée, puis déposée dans un nouveau tube a centrifuger stérile de 15 mL. Un volume de 6 a
10 mL de RPMI-1640 [nitrate de calcium (NaHCOs3, 2 g/L) sans L-Glutamine] est ajouté selon
la présence apparente en Ficoll. L’ensemble est centrifugé a nouveau pendant 10 min a 1 500
trs/min. Puis aprés ¢limination du surnageant le culot cellulaire contenant les cellules

mononuclées est récupéré pour étre lave.

> Lavage des cellules mononucléaires

Le culot cellulaire obtenu est suspendu dans un volume de 2 a 3 mL de RPMI-1640 et
centrifugé pendant 10 min a 1 500 trs/min. Le surnageant est éliminé et le sédiment cellulaire
est suspendu a nouveau dans 2 mL de milieu complet [RPM1-1640 + 1 % de L-glutamine 2mM
+ 1 % acide aminé non essentiel (AANE) 100 mM + 1 % HEPES 10 mM + 1 % sodium pyruvate
I mM + 1 % pénicilline (50 U/mL) / streptomycine (50 pg/mL)] supplémenté de sérum (10 %

SVF) et I’ensemble est centrifugé pendant 10 min a 1 500 trs/min.

> Cryoconservation des cellules mononucléaires
Les cellules mononucléaires sont introduites dans 1 mL de milieu approprié contenant
70 % milieu complet avec 20 % SVF + 10 % DMSO. L’ensemble est congelé dans de 1’azote

liquide puis conservé a — 80 °C.

> Protocole de décongélation

Les CMSP préalablement congelées sont traitées selon la méthode de Janoly-Dumenil
(2008). Elles sont rapidement décongelées au bain-marie a 37 °C. Puis, le sédiment cellulaire
est dilu¢ avec un volume appropri¢é du méme milieu complet supplémenté de sérum.
L’ensemble est laissé au repos pendant 5 min, puis centrifugé pendant 5 min a 12 000 trs/min.
Le surnageant contenant le reste de DMSO est ¢liminé. Un volume de 1 mL de suspension
cellulaire, ainsi obtenu, est transféré dans 1 mL de milieu complet avec 20 % SVF. Un aliquote

de 200 pL est ensuite prélevé pour I’extraction de I’ADN.
I11.6.2. Extraction de ’ADN génomique au kit QIAGEN

L’extraction de I’ADN génomique humain a été réalisée en utilisant le kit commercial
«Qiageny.

Les tampons de lyse (TL), de lavage 1 (AWI), de lavage 2 (AW2), d’élution (AE)
nécessaires et les colonnes d'extraction ont donc été préparés a 'avance selon les indications du

fabriquant.
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Apres avoir suivi les procédures de décongélation des CMSP, la suspension cellulaire a
été ramenée a température ambiante. Un volume de 200 pL de suspension lymphocytaire (5.10°
cellules de lymphocytes) a été mis dans un tube de lyse (LT), puis un volume de 200 pL de
tampon de lyse (AL) a été ajouté a la suspension cellulaire. Le tout a ét¢ homogénéisé au vortex
pendant 15 sec et un volume de 20 pL de protéinase K (QP) a été transféré dans le tube de lyse
(LT). Aprés homogénéisation (15 sec) et incubation (10 min a 56 °C), tout le lysat a été transféré
délicatement dans une colonne Qiagen.

Un volume de 200 pL d'éthanol 96 °C a été introduit dans la colonne Qiagen et
I’ensemble a été centrifugé a 8 000 trs/min pendant 1 min. La colonne a été ensuite placée dans
un nouveau tube de lavage (WT). Le tube contenant le filtrat est mis au rebut. Un volume de
500 pL de tampon de lavage 1 (AW]1) a été ajouté a la colonne qui apres centrifugation a 8 000
trs/min pendant 1 min, a été ensuite placée dans un nouveau tube de lavage (WT). Le tube
contenant le filtrat a ét¢ mis au rebut. Un volume de 500 pL de tampon de lavage 2 (AW2) a
¢été introduit dans la colonne. Puis apres centrifugation a 14 000 trs/min pendant 3 min, la
colonne a ¢été placée dans un nouveau tube de lavage (WT). Le tube contenant le filtrat a été
mis au rebut. La colonne a été placée dans un nouveau tube de lavage (WT) et centrifugée a 14
000 trs/min pendant 3 min, ce qui a permis d’éliminer toutes les traces de tampon de lavage.
Pour décrocher I’ADN, la colonne a ét¢ placée dans un nouveau tube d’¢lution (ET). Un volume
de 200 pL de tampon d’¢lution (AE) a été déposé au centre de la membrane et le tout est incubé
a température ambiante (15 a 25 °C) pendant 1 min et centrifugé pendant 1 min a environ 8 000
trs/min afin d’¢luer ’ADN de la membrane et le récupérer dans le tube eppendorf de 1,5 mL.
L’ADN a été conservé a -20 °C pour permettre son utilisation dans la réaction d’amplication.
> Préparation du gel d'agarose

Une masse de 0,7 g d'agarose a été pesée et mis dans un erlenmeyer. Cent uLL de tampon
TBE (40 mM Tris-Borate, | mM EDTA) y ont été ajoutés, puis le mélange obtenu a été agité
et fondu par chauffage (100 °C) dans une micro-onde (Annexe 16) pendant 3 min. Un volume
de 1 uL de SYBR® green I a été ajouté a la solution et 1’ensemble a été refroidi jusqu’a 65 °C.
Le gel obtenu a été coulé dans un moule (plateau de coulée) (Annexe 17) contenant un plateau
de gel et un peigne a 16 dents pour créer des puits. L’ensemble a été laissé a la température
ambiante jusqu’a la solidification du gel.

» Migration et visualisation sur le gel d’agarose

Pour la migration, un volume de 5 pL d’un marqueur de poids moléculaire Smart Ladder

100 bp (Eurogentec, France) a été déposé dans le puits 1. De méme, un volume de 10 pL. d’ADN

combiné au préalable au tampon de charge (5 uL) a été déposé dans le puits. Chaque puits

84



correspond a un échantillon différent. Les bandes de 1’¢lectrophorése sont révélées a la lumicre
UV apres 20 min de migration a 135 V (lampe a vapeur de mercure A= 312 nm) dans la cuve
de migration (Annexe 18) grice au marquage au SYBR® green I qui s’intercale entrée les bases
de la molécule d’ADN bicaténaire. Ce marquage crée une fluorescence de couleur orangée en

présence de rayonnement UV (Fan et Margaret, 2001).

II1.7. AMPLIFICATION DES SEQUENCES D’INTERET DE L’ADN DU VDR

Le principe de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est basé sur I’amplification
du géne grace a des amorces spécifiques suivant des cycles thermiques de réaction. La PCR
permet d’obtenir plusieurs copies du géne considéré.

Les concentrations des amorces (Tableau I) ont été tout d’abord ramené a 10 uM sous
une PSM III (Annexe 19) avant la réalisation des PCR. Pour y arriver selon les indications du
fabriquant les amorces lyophilisées ont été préalablement diluées dans des volumes d’eau milli

Q appropriées afin d’obtenir des solutions meres de concentration 100 uM.

> Fok-1 de I’Exon 2
Une solution mere de 100 uM de 1’amorce Fok-1R (sens) est obtenue par ajout de 654
puL d’eau milli Q au tube contenant 65,4 nM de Fok-1R. Par contre, avec I’amorce lyophilisée

Fok-1F (anti-sens) de 54,2 nM, un volume de 542 pL d’eau milli Q a été ajouté.

> Bsm-1 de ’Intron 8
Une solution mere de 100 uM de I’amorce lyophilisée Bsm-1R (sens) de 51,6 nM est
obtenue en ajoutant 516 pL d’eau milli Q. Quant a celle de ’amorce Bsm-1F (anti-sens) de

49,3 nM est obtenue apres ajout d’un volume de 493 puL d’eau milli Q.

> Apa-1 de ’Intron 8

Une solution mere de 100 uM de I’amorce d’Apa-1R (sens) est obtenue apres ajout de
508 pL d’eau milli Q a 50,8 nM d’Apa-1R. Quant a la solution mere de 100 uM de 1’amorce
Apa-1F (anti-sens) de 65,8 nM, elle est obtenue en ajoutant 658 pL. d’eau milli Q.

> Taq-1 de I’Exon 9

Une solution mere de 100 uM de I’amorce de Taq-1R (sens) de 53,6 nM est obtenue en
ajoutant 536 pL d’eau milli Q. La solution mere de I’amorce Taq-1F (anti-sens) de 46,8 nM est
obtenue apres ajout de 468 uL d’eau milli Q.

Pour les différents Mix de PCR, des solutions filles de chaque amorce (sens et anti-sens)

de concentration 10 uM ont été utilisées. Ces solutions filles ont été reconstituées en diluant au
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1/10 les concentrations des solutions méres de chaque amorce (sens et anti-sens) avec de 1’eau
milli Q.

La préparation du Mix réactionnel de chaque PCR a nécessité un mélange réactionnel
de 25 pL constitué de 16,375 uL d’eau milli Q, de 5 uL de 5xHOT FIREpol® Blend Master
Mix [FIREPol® DNA polymérase, tampon (5 x Blend Master Mix Buffer), MgCI12 (7,5 mM)
et INTPs (2 mM)], 0,625 pL de chaque amorce (10 uM) (amorces sens et anti-sens spécifiques)
et 3 uL d'ADN matrice préalablement extrait.

I11.7.1. Réalisation de la réaction de polymérisation en chaine
La réalisation des PCR de détection des geénes des Single Nucleotide Polymorphisms du

VDR s’est faite selon les conditions suivantes :

> Fok-1 (rs2228570) de I’Exon 2

Un segment de 267 pb de I’Exon 2 contenant le polymorphisme Fok-1 (rs2228570) est
amplifié en utilisant 5'- AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGG CTC- 3", 5- ATG GAA
ACA CCTTGC TTC TTC TCC CTC- 3' (Tableau II) (Rizk ez al., 2014 ; Hamadé et al., 2014
; Rashedi et al., 2014).

Le mix de PCR de I’Exon 2 a été amplifi¢ dans un thermocycleur (Annexe 20) par une
dénaturation initiale & 94 °C pendant 5 min, suivie par 35 cycles comprenant une dénaturation
initiale a 94 °C pendant 30 sec, une hybridation a 51 °C pendant 30 sec et une élongation a 72
°C d’une minute. L’amplification est achevée par une €élongation finale de 7 min (Tableau II).
Puis 10 pL du mélange réactionnel ont servi a la migration sur un gel d'agarose a 2 % contenant
du SYBR® green I et visualisés par un transilluminateur UV. La taille des fragments a été

déterminée en utilisant une échelle de 100 pb.

> Bsm-1 (rs1544410) de ’Intron 8

Un segment de 822 pb de I’intron 8 contenant le polymorphisme Bsm-I (rs1544410) est
amplifié en utilisant 5'- CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CAGTGA -3",5'-AAC
CAG CGG AAG AGG TCA AGG GT- 3' (Tableau II) (Mishra et al., 2013 ; Rashedi et al.,
2014).

Le mix de PCR de I’intron 8 a été amplifié¢ selon un programme de 35 cycles constitué
d’une dénaturation initiale a 94 °C pendant 5 min, suivie d’une dénaturation initiale a 94 °C
pendant 30 sec, d’une hybridation a 51 °C pendant 30 sec, d’une élongation a 72 °C d’une
minute et d’'une élongation finale de 7 min (Tableau II). Aprés I’amplification 10 pL du

mélange réactionnel ont ensuite été migrés sur un gel d'agarose a 2 % contenant du SYBR®
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green | et visualisé€s par un transilluminateur UV. La taille des fragments a été déterminée en

utilisant une échelle de 100 pb.

> Apa-1 (rs7975232) de I’Intron 8

Un segment de 195 pb de I’Intron 8 contenant les polymorphismes Apa-1 (rs7975232)
est amplifié en utilisant 5'- GGT GGG ATT GAG CAG TGA -3 ', 5'- ATC TTG GCA TAG
AGC AG - 3' (Tableau II) (Chakraborty et al., 2009).

Le programme PCR de I’intron 8 s’est réalisé en 35 cycles comportant une dénaturation
initiale a 94 °C pendant 5 min, suivie d’une dénaturation initiale a 94 °C pendant 30 sec, une
hybridation a 53 °C pendant 30 sec, une ¢longation a 72 °C d’une minute et une ¢longation
finale de 7 min (Tableau II). Suite a cette amplification, 10 uL du mélange réactionnel ont
ensuite été chargés dans un gel d'agarose a 2 % contenant du SYBR® green I et visualisés par
un transilluminateur UV. La taille des fragments a été déterminée en utilisant une échelle de

100 pb.

» Taq-1 (rs731236) de ’Exon 9

Un segment de 745 pb de I’Exon 9 contenant les polymorphismes Tag-1 (rs731236) est
amplifié en utilisant 5' - CAG GCA GGG ACA GGG CCA GGT -3, 5'- GCA GGA AAG
GGG TTA GGT TGG ACA 3' (Tableau II) (Serrano et al., 2014 ; Hamadé et al., 2014 ;
Rashedi et al., 2014).

L’exon 9 a été amplifié dans un thermocycleur selon un programme de 35 cycles
comprenant une dénaturation initiale a 94 °C pendant 5 min, suivie d’une dénaturation initiale
a 94 °C pendant 30 sec, une hybridation a 69 °C pendant 30 sec, une ¢longation a 72 °C d’une
minute et une ¢longation finale de 7 min (Tableau II). Une fois I’amplification réalisée, 10 uL
du mélange réactionnel ont été chargés dans un gel d'agarose a 2 % contenant du SYBR® green
I et visualisés par un transilluminateur UV. La taille des fragments a été déterminée en utilisant
une échelle de 100 pb. Apres toute PCR et avant le séquengage, il faut vérifier la qualité des

produits de PCR obtenu.

II1.7.2. Electrophorese des produits de la PCR

La présence ou I’absence de produits PCR est confirmée par la révélation des bandes
apres la migration électrophorétique. En effet, un volume de 100 mL de tampon TBE 1X est
ajouté dans le flacon contenant I'agarose (2 g), le tout est agité. Le mélange obtenu a été fondu
par chauffage (100 °C) dans un four a micro-ondes (Annexe 16). Un volume de 1 uL de SYBR®

green I est ensuite ajouté. L’agarose est laissée refroidir, puis le gel d’agarose est coulé dans le
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plateau de coulée (Annexe 17). Ensuite, 10 uLL d’amplicons sont déposés dans un puits pour
chaque échantillon. Par ailleurs, 5 pL d’un marqueur de poids moléculaire Smart Ladder 100
bp (Eurogentec) et 10 pL du témoin négatif (controle de la qualité des amplifications) sont
déposés isolément dans d’autres puits. Les bandes d’ADN de 1’¢électrophorése sont révélées a
la lumiere UV apres 20 min de migration a 135V (lampe a vapeur de mercure A= 312 nm)

passées dans la cuve de migration (Annexe 18).
II1.7.3. Purification des produits de la PCR et leurs séquencages

» Purification des produits de la PCR

Avant le séquencage, les produits de PCR ont été purifiés selon les recommandations
du fabricant du kit de purification utilis¢ (Roche Diagnostics, High Pure PCR product
purification kit, Mannheim, Germany). Un volume de produit PCR a été¢ mis dans une micro-
colonne munie d’un micro-tube de 2 mL auquel on a ajouté 5 volumes du tampon 1 (pH 6,6 ;
25 °C) compos¢ de guanidine-thiocyanate (3M), de tris-HCI (10 mM) et de 5 % d’éthanol (v/v).
Aprés mélange et centrifugation a 12 000 trs/min durant 2 min, 5 volumes de tampon 2 (pH
7,5 ; 25 °C) composé de NaCl (20 mM), de tris-HCI (2 mM) ont été ajoutés a la colonne apres
addition d’éthanol. Le mélange a été a nouveau centrifugé a 12 000 trs/min pendant 2 min, puis
le produit de PCR est relavé avec 2 volumes de tampon 2 et centrifugé dans les mémes
conditions que précédemment pendant 3 min. La derni¢re étape a consisté a décrocher le
fragment d’ADN a 1’aide d’un volume TE (10 mM tris-HCI1, pH 8,5 (25 °C)) apres une
centrifugation a 12 000 trs/min pendant 4 min. Le fragment d’ADN purifié fixé sur la membrane
de la colonne, est recueilli dans un micro-tube propre et stérile de 1,5 mL connecté a cette
colonne. Un dixieme du volume du produit de PCR purifi¢ obtenu a servi de contrdle. Apres
migration sur gel d’agarose (2 %) et visualisation des bandes d’ADN, les fragments d’ADN

purifiés sont préts a étre séquences.

» Séquencage des fragments d’ADN purifiés
Le séquencage des amplifias des quatre genes d’intérét du VDR est réalisé par la société
Eurofilms MW/G opéron (plateforme de séquengage, Hopital cochin, France) aprés leur
purification. Cependant, avant I’envoi, les amorces sens utiles de Fok-1, Bsm-1, Apa-1 et Tag-
1 ont ét¢ déterminées pour le séquencage des genes du VDR. Ainsi, 2 pL de ’amorce ont été
ajoutés a 15 uL de produit PCR selon les recommandations de la plateforme de séquencage.
Le séquencage des fragments consiste a déterminer la taille précise, les codons et les

séquences en acides aminées des fragments obtenus. Cette méthode requiert 1’utilisation des
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nucléotides fluorescents marqués par 4 fluorochromes différents. Une fois la réaction de
séquence terminée, la taille des fragments obtenus est déterminée par chromatographie. Le
séquenceur détecte la florescence sortant des colonnes de chromatographie, repérant ainsi les
fragments d'ADN et leur taille précise. Le résultat de bases est présenté par la machine sous
forme de courbes (Electrophorégramme) représentant la fluorescence détectée et a chaque
marqueur correspond une couleur de courbe (rouge pour T, vert pour A, bleu pour C et noir

pour G).

II1.8. METHODES D’ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Les données ont été recueillies dans Excel 2013 pour les analyses biologiques et dans le
logiciel BioEdit Sequence Alignement Editor 7.2 pour les produits de séquencage. Les analyses
statistiques des concentrations sont réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5 Demo
pour les variables quantitatives. Le test t appari¢ est utilisé pour comparer les moyennes. Les
corrélations entre les données sont évaluées en utilisant le test de Pearson. Une valeur de p <
0,05 est considérée comme statistiquement significative pour tous les tests. Les données sont
présentées sous forme de moyenne =+ écart type de la moyenne.

Le logiciel XLSTAT 2017.7.489609 est utilisé pour la réalisation de I’analyse descriptive
des données qualitatives des résultats du séquengage. Le logiciel R version 3.3.3 est utilisé pour
I’analyse statistique des proportions par le test du Chi-deux (Chi-square, X?) de comparaison
de deux ou plusieurs proportions. Ainsi, une valeur de p < 0,05 est considérée comme

statistiquement significative.
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RESULTATS ET DISCUSSION



I. RESULTATS

Cette ¢tude a permis d’obtenir les résultats suivants :

I.1. CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES DE LA POPULATION D’ETUDE
La moyenne d’age de la population d’étude est de 39 + 0,63 ans pour les PVVIH sous
traitements antirétroviraux et de 32 + 1,23 ans pour les PVVIH non traités avec des extrémes

de 18 a 49 ans. La moyenne d’age des témoins, est de 31 + 0,67 ans avec des extrémes de 18 a

49 ans (Tableau 1IV).

1.2. PROFIL BIOCHIMIQUE DE LA POPULATION D’ETUDE

Parmi les parameétres biochimiques analysés dont le Calcium, le Phosphore, le
Magnésium, les Phosphatases alcalines, I’ Alanine aminotransférase, la Glycémie, la Créatinine,
et I’Urée, seule la concentration du phosphore est significativement plus élevée chez les PVVIH
traités (79 = 11,46 mg/L ; p < 0,0001) et chez les PVVIH non traités (61 = 7,70 mg/L ; p <
0,0001) que chez les témoins (37 = 1,02 mg/L). Les valeurs des autres parametres sont dans

I’intervalle des valeurs normales (Tableau V).

I.3. STATUT EN 25-HYDROXY VITAMINE D3 ET EN PARATHORMONE DE LA
POPULATION D’ETUDE

1.3.1. Chromatogrammes du standard de 25-hydroxyvitamine D3 et des sérums des

sujets

1.3.1.1. Chromatogramme du standard de la 25-hydroxyvitamine D3

L’allure du rétinyle acétate (1 mg/L) (standard interne) apparait sur le graphique sous
forme d’un grand pic avec un temps de rétention de 4,37 minutes. Le pic de la 25 (OH) D3 (25-
hydroxyvitamine D3) apparait a 6,97 minutes (Figure 17).

1.3.1.2. Chromatogrammes des sérums des sujets

Les chromatogrammes des sérums des sujets (Figures 18a et 18b) présentent chacune
une allure typique au chromatogramme standard. Cependant, le pic de 1a 25 (OH) D3 est abaissé
chez les témoins (Figure 18a) et effondré chez les patients VIH+ (Figure 18b)

comparativement a celui du chromatogramme standard (Figure 17).
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Tableau IV : Répartition de la population d'étude en fonction du sexe et de la moyenne d’age

SUJETS SEXE AGE (ans) AGE (ans)
Valeurs moyennes  Valeurs moyennes globales
FIET“;ZS 28+ 0.86
TEMOINS (VIH-) -
N =163 31+0,67
- Hommes
N = 65 34 +£0,96
FIEIEH;ZS 39 40,78
PVVIH traités N
N =120 39+0,63
N Hommes
N = 45 38 £1,06
PVVIH B
N=163 Femmes
N =28 32+1,58
PVVIH non traités -
N = 43 32+£1,23
N Hommes
N =15 32 +£1,38
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Tableau V : Valeurs moyennes des paramétres biologiques de la population d'étude

TEMOINS Patients traités Patients non traités  p value p value p value
PARAMETRES 163 (N=120) (N=43) a b c
Phosphatase Alcaline
(40 - 129 UI/L) 77 +1,75% 122 +£16,84 100 £ 5,18 0,0026* <0,0001*  0,2954
Calcium
(90 - 110 mg/L) 100 + 1,522 115+ 1,56 108 + 1,81 <0,0001* 0,0163*  0,0030*
Phosphore
(28 - 45 mg/L) 37 +1,02% 79 £11,46 61+7,70 <0,0001* <0,0001*  0,1948
Magnésium
(16-23 mg/L) 19 +0,19% 21+0,22 19+ 0,42 <0,0001*  0,6594 0,0002*
Alanine
aminotransférase 17 + 1,00° 23+ 1,63 18 + 0,83 0,0031*  0,8027  0,0171*
(7-48 UI/L)
Glycémie
(0,75-1,10 g/L) 0,90 + 0,02 0,89 +0,01 0,87 + 0,02 0,8279 0,5521 0,4240
Créatinine
(5 - 12 mg/L) 8+£0,18 8+0,26 8+£0,31 0,6113 0,6653 0,4389
Urée
0,28 £ 0,01 0,27 £ 0,02 0,23 £0,02 0,4652 0,0065* 0,1772

(0,10 - 0,35 g/L)

a : Témoins vs Patients sous ARV, b : Témoins vs Patients sans ARV, c : Patients sous ARV vs Patients sans ARV, * p indique une
valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05. Test t de student, test de Pearson.
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Figure 17 : Tracé chromatographique des standards de Retinyl acétate et de la
25 (OH) D3 (25-hydroxyvitamine D3)
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Figure 18a : Tracé chromatographique de la 25 (OH) D3 de témoin VIH négatif
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Figure 18b : Tracé chromatographique de la 25 (OH) D3 de patient VIH positif

Figure 18 : Tracé chromatographique de la 25 (OH) D3 sérique de témoin VIH négatif et
de patient VIH positif
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1.3.2. Concentrations moyennes en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone de la
population d’étude
Une baisse significative (p < 0,001) en 25 (OH) D3 a été observée chez les 120 PVVIH
sous ARV (28 + 2,20 ng/mL) et chez les 163 témoins (31 = 1,56 ng/mL) par rapport a la
concentration moyenne chez 43 PVVIH non traités (48 = 2,07 ng/mL). Cependant, seule la
concentration en 25 (OH) D3 des PVVIH traités (28 + 2,20 ng/mL) est en dessous de la limite

inférieure de I’intervalle des valeurs normales (30-100 ng/mL).

La concentration moyenne de PTH se trouve dans I’intervalle des valeurs normales (10-
65 pg/mL) aussi bien pour le PVVIH sous ARV (25 £ 3,66 pg/mL), pour les PVVIH sans
traitement (23 £ 2,12 pg/mL) que pour témoins VIH négatifs (26 + 2,26 pg/mL), dans cette
¢tude (Tableau VI). Par ailleurs, aucune différence significative n’est observée entre les

concentrations de PTH des trois types de populations d’étude (p = 0,58).

1.3.3. Répartition de la population d'étude selon le statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en
parathormone

Une déficience (<20 ng/mL) en 25-hydroxyvitamine D3 a été observée chez 12 % (5/43)
des témoins VIH négatif, 50 % (60/120) des PVVIH sous ARV et 12 % (19/163) des PVVIH
sans ARV. De méme, une insuffisance (20-30 ng/mL) en 25-hydroxyvitamine D5 a été relevée
chez 44 % (72/163) des témoins, 33 % (40/120) des PVVIH sous ARV et 42 % (18/43) des
PVVIH sans ARV. Enfin, des valeurs moyennes normales (> 30 ng/mL) en 25-OH vitamine D3
ont été obtenues chez 44 % (72/163) des témoins, 17 % (20/120) des PVVIH sous ARV et 46
% (20/43) des PVVIH sans ARV (Tableau VII).

Au niveau de la PTH, seulement 10 % (12/120) de PVVIH sous ARV ont une
hypoparathyroidie (< 10 pg/mL). Un taux normal (10-65 pg/mL) de parathormone chez 96%
(157/163) de témoins VIH négatif et chez la quasi-totalit¢é des PVVIH sans ARV (100 % ;
43/43). Une hyperparathyroidie (> 65 pg/mL) a été observée chez 4 % (6/163) des témoins VIH
négatif contre 3 % (4/120) des PVVIH sous ARV (Tableau VII).
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Tableau VI : Valeurs moyennes des 25 (OH) D3 et de PTH de la population d'étude

TEMOINS Patients traités Patients non traités  p value p value p value
PARAMETRES —~ \_63) (N=120) (N=43) a b ¢
25 (OH) D3
+ + + * *
(30-100 ng/mL) 31+£1,56 28 £2,20 48 +£2,07 0,3776  <0,0001* <0,0001
PTH
26 +£2,26 25 +3,66 23 £2,12 0,8821 0,2982 0,5767

(10-65 pg/mL)

a : Témoins vs Patients sous ARV, b : Témoins vs Patients sans ARV, c : Patients sous ARV vs Patients sans ARV, * p indique une
valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05. Test t de student, test de Pearson.
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Tableau VII : Répartition de la population d'étude selon le statut en 25 (OH) D3 et en

Parathormone
Témoins Patients sous ARV Patients sans ARV
N=163 N=120 N =43
PARAMETRES
) Valeur . Valeur . Valeur
0 0 0
Effectif (%) Moyenne Effectif (%) Moyenne Effectif (%) Moyenne
25 (OH) D3
Déficience
<20 ng/mL 19 (12) 14+0,51 60 (50) 16 + 0,46 5(12) 190,12
Insuffisance
20-30 ng/mL 72 (44) 28 +0,28 40(33)  26+035  18(42)  26+0,37
Suffisance
> 30 ng/mL 72 (44) 38 +0,96 20 (17) 44+140  20(46) 50+ 1,65
Parathormone
Insuffisance 0(0) 0 12 (10) 7001 0(0) 0
<10 pg/mL >
Normale
10-65 pg/mL 157(96)  25+1,69  104(87)  28=195 43(100)  25+2,09
Elevée
> 65 pg/mL 6 (4) 80+0,15 4 (3) 102 +0,18 0 (0) 0
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1.3.4. Statut en vitamine D3 et parathormone de la population d’étude selon le taux de
lymphocytes T CD4+

Chez les patients non traités, la concentration de 25 (OH) D3 décroit avec la diminution
du taux de lymphocytes TCD4+, mais ces concentrations sont dans I’intervalle des valeurs
normales de 25 (OH) D3 (30-100 ng/mL) quel que soit le taux de TCD4+ (Figure 19a).
Cependant, chez les patients sous trithérapie, les concentrations moyennes en 25 (OH) Ds sont
dans I’intervalle des valeurs normales de référence pour la tranche de lymphocytes T CD4+
supérieure a 500 cellules/mL (32 + 2,41 ng/mL) et celle comprise entre 200-349 cellules/mL
(31 = 2,29 ng/mL). Par contre, une insuffisance en 25-hydroxyvitamine D3 a été relevée chez
les patients traités dont le taux de TCD4+ est compris entre 350-499 cellules/mL (23 + 1,14
ng/mL) et inférieur a 200 cellules/mL (20 £+ 1,03 ng/mL) (Figure 19a).

Quant a la parathormone, les concentrations moyennes sont dans I’intervalle des valeurs
normales (10-65 pg/mL) quel que soit le taux de lymphocytes T CD4+ chez tous les PVVIH
(Figure 19b).

1.3.5. Statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone selon I’Age

- Dans la tranche d’age de 18-25 ans
Les patients non traités ont des concentrations en 25 (OH) D3 normales (50 + 2,42
ng/mL) par rapport a celles des témoins qui sont insuffisants (27 + 0,56 ng/mL) et des patients
traités qui sont déficients (16 + 0,66 ng/mL) en cette vitamine (Tableau VIII).
Concernant la parathormone, les concentrations sont normales, mais légérement plus
¢levées chez les patients traités (20 + 1,47 pg/mL) que chez les témoins (19 + 1,02 pg/mL) et
chez les patients sans traitement (16 + 0,73 pg/mL) (Tableau VIII).

- Dans la tranche d’age de 26-34 ans

Les patients traité€s et non traités ont présenté une insuffisance en 25 (OH) D3 de valeurs
respectives égales a 29 + 2,98 ng/mL et 26 + 0,67 ng/mL comparativement aux témoins qui ont
une valeur normale (31 + 1,05 ng/mL) (Tableau VIII).

Au niveau de la parathormone, seuls les PVVIH traités ont un faible taux (7 + 0,56
pg/mL) par rapport aux PVVIH non traités et aux témoins qui ont des taux normaux respectifs

de 26 +£2,28 et 30 + 2,27 pg/mL (Tableau VIII).
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par le VIH selon le taux de lymphocytes T CD4+
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Tableau VIII : Statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone de la population d’étude selon I’age

Tranche d’ages Tranche d’ages

Tranche d’ages

[18-25 ans] [26-34 ans] [35-49 ans]
PARAMETRES
.. PVVIH PVVIH non L. PVVIH PVVIH non .. PVVIH PVVIH
Témoins ., L, Témoins ., s Témoins ., .,
traites traites traiteés traiteés traiteés non traites
25 (OH) D3
27+0,56 16 +0,66 50+2,42 31£1,05 29+2098 26+ 0,67 31£1,99 24+1,84 34+2,42
(30-100 ng/mL)
PTH
19+£1,02 20+147 16 £0,73 262,28 7+0,56 30+£2,27 29+335 28+2,39 28 +2,45

(10 - 65 pg/mL)
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- Dans la tranche d’age de 35-49 ans

Une insuffisance en 25 (OH) Ds est observée chez les patients sous ARV (24 + 1,84
ng/mL) par rapport aux témoins (31 £+ 1,99 ng/mL) et aux PVVIH non traités (34 + 2,42 ng/mL)
qui ont des valeurs normales (Tableau VIII).

Par ailleurs, les valeurs moyennes en parathormone chez les témoins (29 + 3,35 pg/mL),
les patients sous ARV (28 + 2,39 pg/mL) et les sujets sans ARV (28 £ 2,45 pg/mL), sont dans

I’intervalle des valeurs normales de référence (Tableau VIII).

1.3.6. Statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone selon la combinaison

thérapeutique utilisée

La majorit¢ de la population sous traitement antirétroviral est caractérisée par une
insuffisance (20 - 30 ng/mL) en 25 (OH) D3 a I’exception de 21 (17,5 %) patients traités avec
la combinaison Zidovudine/Lamivudine/Efavirenz (AZT-3TC-EFV) chez qui une déficience a
été observée, soit 19 £1,55 ng/mL. Cependant, un niveau suffisant de 25 (OH) D3 n’a été
observé que chez les patients traités avec TDF-3TC-LPV/r (32,0 = 1,22 ng/mL) (Tableau IX).

L’ensemble de la population sous traitement antirétroviral quel que soit le sexe et le type

de traitement antirétroviral a présenté un taux normal de PTH (Tableau IX).

1.3.7. Statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone selon le sexe des patients

traités et le type de combinaison antirétrovirale

Chez les femmes
Les patientes sous TDF-3TC-LPV/r ont eu une concentration normale (30 — 100 ng/mL)
de vitamine D. Cependant, une déficience en vitamine D a été observée chez celles traités avec
AZT-3TC-NVP. En revanche, une insuffisance en vitamine D a été constatée chez les PVVIH
traitées avec les combinaisons AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-LPV/r ou TDF-3TC-EFV (Figure
20a).

Quant aux concentrations de PTH, elles sont normales quelle que soit la combinaison
d’antirétroviraux, car leurs concentrations sont toutes supérieures a 10 pg/mL. Cependant, la
concentration de PTH a ét¢é faible chez les femmes traitées avec TDF-3TC-LPV/r par rapport a

celles utilisant les autres combinaisons (Figure 20b).
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Tableau IX : Répartition et concentrations de 25 (OH) D3 et de PTH de la population
sous antirétroviraux

PARAMETRES Effectif (%) 25 (OH) D3 (ng/mL) (pl;’/l“nI;IL)
Genre
Femmes 75 (62,5) 23+£1,21 26+ 1,81
Hommes 45 (37,5) 23+£1,82 29 + 3,86
Combinaisons d’antirétroviraux
AZT-3TC-EFV 21 (17,5) 19 £1,55 26+ 0,98
AZT-3TC-NVP 40 (33,3) 24 +1,68 22 +2,31
TDF-3TC-LPV/r 11(9,2) 32+1,22 18 £0,27
AZT-3TC-LPV/r 11 (9,2) 28+ 1,18 29 + 0,60
TDF-3TC-EFV 37 (30,8) 22 + 1,81 29+4,19

AZT: Zidovudine ou 3'-azido-3'-dideoxythymidine ; 3TC: Lamivudine ; EFV: Efavirenz ; NVP: Nevirapine ;
TDF: Tenofovir disoproxil fumarate ; LPV/r: Lopinavir/ritonavir
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Figure 20: Concentrations de 25 (OH) D3 (a) et de PTH (b) des patients infectés de sexe

féminin sous ARV
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Chez les hommes

Les patients sous AZT-3TC-EFV et TDF-3TC-EFV ont une déficience (< 20 ng/mL) en
vitamine D. Cependant, une insuffisance en vitamine D a été observée chez ceux qui étaient
sous AZT-3TC-NVP et AZT-3TC-LPV/r, car leurs taux sont inférieurs a 30 ng/mL. En
revanche, ceux qui sont traités avec la combinaison TDF-3TC-LPV/r ont eu un taux suffisant
de vitamine D (Figure 21a).

Quant aux concentrations de PTH, elles sont normales (>10 pg/mL) quelle que soit la
combinaison d’antirétroviraux méme si un faible taux a été noté chez les hommes traités avec
AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-NVP et TDF-3TC-LPV/r par rapport a ceux traités avec les autres

combinaisons (Figure 21b).

1.3.8. Statut en 25-hydroxyvitamine D3 et en parathormone selon I’4ge et le taux de
lymphocytes T CD4+ et le type de combinaison antirétrovirale

Chez les patients agés de 18 a 25 ans ; une déficience en 25 (OH) D3 (11 0,08 ng/mL)
est observée chez les patients sous AZT-3TC-NVP ayant un taux de lymphocytes T CD4+
supérieur a 500 cell/mm?, une suffisance en 25 (OH) D3 pour ceux traités avec AZT-3TC-LPV/r
ayant des tranches de CD4+ supérieures a 500 cell/mm’et entre 200-349
cell/mm? respectivement (39 + 0,16 ng/mL ; 31 + 0,18 ng/mL). Puis une insuffisance en 25
(OH) D3 (22 + 0,16 ng/mL) a été observée chez les patients traités avec TDF-3TC-EFV ayant
un taux de lymphocytes T CD4+ compris entre 350-499.

De méme, une insuffisance en 25 (OH) D3 a été observée chez les patients agés de 26-
34 ans ayant un taux de lymphocytes T CD4+ supérieur a 500 cell/mm? et traités avec AZT-
3TC-NVP (28 £ 0,14 ng/mL) et TDF-3TC-EFV (20 + 0,67 ng/mL). Il en est de méme pour
ceux traités avec AZT-3TC-EFV (23 + 0,14 ng/mL), AZT-3TC-NVP (20 + 0,14 ng/mL) et
TDF-3TC-EFV (20 + 0,26 ng/mL) de la tranche de lymphocytes T CD4+ compris entre 350-
499. Par contre, une suffisance en 25 (OH) D3 y a été observée chez ceux traités avec TDF-
3TC-LPV/r (38 £ 0,37 ng/mL).

De plus, une insuffisance en 25 (OH) D3 a été observée chez ceux agés de 35-49 ans
traités avec AZT-3TC-EFV (23 + 0,93 ng/mL) de la tranche de 350-499 cell/mm? et ceux traités
avec AZT-3TC-NVP de la tranche de 350-499 cell/mm® et celle comprise entre 200-349
respectivement (28 + 0,14 ng/mL ; 20 + 0,14 ng/mL) et ceux traités avec AZT-3TC-LPV/r (21
+ 0,14 ng/mL) TDF-3TC-EFV (20 + 0,42 ng/mL) de la tranche comprise entre 200-349
cell/mm?. Par ailleurs, une déficience en 25 (OH) D3 a été observé chez ceux traités avec AZT-

3TC-EFV (13 + 0,68 ng/mL) et avec AZT-3TC-NVP (15 + 0,17 ng/mL) ayant un taux de
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lymphocytes T CD4+ inférieur a 200 cell/mm?’. Cependant, chez tous les sujets traités avec
TDF-3TC-LPV/r, un taux suffisant de 25 (OH) D3 a ét¢ observé quels que soient I’age et le taux
de lymphocytes T CD4+ (Tableau X).

Quels que soient 1’age, le taux de lymphocytes T CD4+ et le type de traitement
antirétroviral les concentrations en PTH sont normales (10 — 65 pg/mL) dans I’ensemble.
Toutefois, des déficits en PTH ont été observés chez les individus agés de 26 a 34 ans ayant des
taux de lymphocytes T CD4+ entre 350 et 499 cell/mm? traités avec AZT-3TC-EFV (9 + 0,08
pg/mL) ou avec TDF-3TC-EFV (7 £ 0,26 pg/mL). Il en est de méme pour ceux traités avec
AZT-3TC-NVP quels que soient les tranches de lymphocytes T CD4+ (Tableau XI).
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Figure 21 : Concentrations de 25 (OH) D3 (a) et de PTH (b) des patients infectés de sexe
masculin sous ARV
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Tableau X : Concentrations de 25 (OH) D3 pour chaque tranche d’4ge, pour le taux de TCD4+ et combinaison thérapeutique

PARAMETRES AZT-3TC-EFV (21) AZT-3TC-NVP (40) TDF-3TC-LPV/r (11) AZT-3TC-LPV/r (11) TDF-3TC-EFV (37)
Té?[‘;‘gézs o de Effectf 21\54(05%“)1]“; Effectf 21\54(0&6{“)‘;3 Effectf 21\54(05%“)1]“; Effectf 21\54(05%“)1]“; Effectf 21\54(05%“)1]“;
(ans) (cell/mm?) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL)
> 500 0 (0) 0 2(100) 11 +0,08 0(0) 0 1 (50) 39+0,16 0 (0) 0
499-350 0(0) 0 0 (0) 0 0(0) 0 0(0) 0 3(100) 22+0,16
162> 349-200 0 (0) 0 0 (0) 0 0(0) 0 1 (50) 31+0,18 0 (0) 0
<200 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0(0) 0 0(0) 0
> 500 0(0) 0 2(25,00) 28+0,14 0(0) 0 0(0) 0 6 (60,00) 200,67
2634 499-350 2(100) 23+0,14 2(25,000 20+0,04 3(100) 38+0,37 0 (0) 0 4 (40,00) 200,26
349-200 0 (0) 0 4 (50,00) 35+243 0(0) 0 0 (0) 0 0(0) 0
<200 0 (0) 0 0 (0%) 0 0(0) 0 0(0) 0 0(0) 0
> 500 7(36,80) 35+1,26 18(60,0) 33+1,51 3(37,50) 33+0,68 6(66,70) 27+1,13 0(0) 0
35.49 499-350 2 (10,60) 36+0,09 3(10,00) 22+0,50 0(0) 0 2(22,20) 21+0,14 1(4,20) 20+0,42
349-200 7(36,80) 23+0,93 6(20,000 23+0,74 3(37,50) 29+0,12 1(11,10) 32+0,16 15(62,50) 30+1,95
<200 3(15,80) 13+0,68 3(10,000 15+0,17 2(25,00)0 38+0,15 0 (0) 0 8(33,30) 31+4,15
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Tableau XI : Concentrations de PTH pour chaque tranche d’4age, pour le taux de TCD4+ et combinaison thérapeutique

PARAMETRES  AZT-3TC-EFV (21) AZT-3TC-NVP (40) TDF-3TC-LPV/r (11) AZT-3TC-LPV/r (11) TDF-3TC-EFV (37)
Tgf‘ﬁ‘;;zs ?ggfj Effectf Moyenne Effectf Moyenne Effectf Moyenne Effectf Moyenne Effectf Moyenne
(ans) (cell/mm?) (%) (pg/mL) (%) (pg/mL) (%) (pg/mL) (%) (pg/mL) (%) (pg/mL)
> 500 0 (0) 0 2(100) 120,12 0(0) 0 1(50) 30£0.6  0(0) 0
499-350 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 3(100)  22+0,15
25 40200 0(0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 1(50) 32+018  0(0) 0
<200 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0
500 0(0) 0 225  9x0,13 _ 0(0) 0 0(0) 0 6(60) 12%1,73
499-350  2(100) 9£0,09 2(25) 7£0,09 3(100) 18+0,16  0(0) 0 4(40)  7+0,26
26-34 349000  0(0) 0 4(50)  7+£021  0(0) 0 0 (0) 0 0(0) 0
<200 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0
>500  7(36,80) 32+048 18(60) 35+3.85 3(37,50) 17+043 6(66,70) 32+0,08  0(0) 0
499-350  2(10,60) 38+0,10 3 (10) 23£029  0(0) 0 2(2220) 22+020 1(420) 406,60
349 349000  7(36,80) 27+0,92 6(20) 32+156 3(37,50) 17+0,15 1(11,10) 23+023 15(62,50) 33+348
<200 3(1580) 28+026 3(10) 30+060 2(25 18=015  0(0) 0 8 (33,30) 35348
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I.4. POLYMORPHISME DU GENE DU RECEPTEUR DE LA VITAMINE D

1.4.1. Résultats de la PCR des fragments d’ADN d’intérét
Un total de 200 amplicons est obtenu apres amplification des 4 geénes (Fok-1, Bsm-1,
Apa-1 et Tag-1 du locus du VDR par PCR sur les 50 échantillons retenus pour I’étude du
polymorphisme.
Pour valider chaque amplification, apres la migration des amplicons sur le gel d’agarose
aucune bande ne devrait apparaitre dans les puits des échantillons control négatif (TN). En effet,
aucune bande n’est apparue apres la migration des témoins control négatif. Cependant, pour

chaque échantillon (E) une bande unique est apparue (Figures 22, 23, 24 et 25).

1.4.2. Polymorphismes Fok-1, Bsm-1, Apa-1 et Taq-1 du géne du récepteur de la
vitamine D
Le profil de migration de Fok-1 (exon 2) a révélé des bandes de 267 pb (Figure 22),
tandis que celui de Bsm-1 (intron 8) a fait apparaitre des bandes de 822 pb (Figure 23). De
méme, le profil de migration d’Apa-1 (intron 8) a mis en évidence des bandes de 195 pb (Figure

24) et celui de Tag-1 (exon 9) a révélé des bandes de 745 pb (Figure 25).
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Figure 22 : Migration des amplicons Fok-1 (Exon 2)

Puit 1: PM Puit2: TN Puit3: E1  Puit4: E2 Puit5: E3 Puit 6: E4 Puit 7: E5 Puit 8: E6 Puit9: E7
Puit 10 : E8 Puit 11: E9 Puit 12: E10 Puit 13: E11  Puit 14: E12 Puit 15: E13 Puit 16: E14

PM : poids moléculaire (100 pb) TN : témoin négatif E : amplicon Exon 2 (Fok-1)
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Figure 23 : Migration des amplicons Bsm-1 (intron 8)

Puit 1: PM Puit2: TN Puit3: E1  Puit4: E2 Puit5: E3 Puit 6: E4 Puit7: E5 Puit 8: E6 Puit9: E7
Puit 10 : E8 Puit 11: E9 Puit 12: E10 Puit 13: E11  Puit 14: E12 Puit 15: E13 Puit 16: E14

PM : poids moléculaire (100 pb) TN : témoin négatif E : amplicon Intron 8 (Bsm-1)
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Figure 24 : Migration des amplicons Apa-1 (Intron 8)

Puit 1: PM Puit2: TN Puit3: E1  Puit4: E2 Puit5: E3 Puit 6: E4 Puit7: E5 Puit8: E6 Puit9: E7
Puit 10 : E8 Puit 11: E9 Puit 12: E10 Puit 13: E11 Puit 14: E12 Puit 15: E13 Puit 16: E14

PM : poids moléculaire (100 pb) TN : témoin négatif E : amplicon Intron 8 (Apa-1)

195 pb
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Figure 25 : Migration des amplicons Tag-1 (Exon 9)
Puit 1 : PM Puit2: TN Puit3: El Puit4: E2 Puit5: E3 Puit 6: E4 Puit7: E5 Puit8: E6 Puit9: E7

Puit 10 : E8 Puit 11: E9 Puit 12: E10 Puit 13: E11  Puit 14: E12 Puit 15: E13 Puit 16: E14
PM : poids moléculaire (100 pb) TN : témoin négatif E : amplicon Exon 9 (Taq-1)
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1.4.3. Génotypage du géne du VDR

> Analyse des séquences obtenues

Les 200 amplicons du géne VDR ont été séquencés avec succes. Il s’est agi de 50
séquences de Fok-1, 50 séquences de Bsm-1, 50 séquences de Apa-1 et 50 séquences de Taq-
1.

Chaque séquence du gene VDR a été alignée avec la séquence génomique de référence

du VDR humain dans le sens 5” vers 3’ (NCBI rs NG_008731.1) (Annexe 21) grace au logiciel
BioEdit Sequence Alignement Editor 7.2. la lecture des séquences d’ADN s’est effectuée.
Le résultat de 1’alignement des séquences issues des quatre sites polymorphiques Fok-1 rs
2228150 (exon 2), Bsm-1 rs 1544410 (intron 8), Apa-1rs 7975232 (intron 8) et Taqg-1 rs 731236
(exon 9 (codon 352)) du locus du VDR a montré la présence de mutations mononucléotidiques
(Tableau XII).

Ainsi, les séquences Fok-1 ont montré deux sites de mutations g.30920T>C et
2.30929T>C. Sur les deux positions la thymine (T) est substituée en cytosine (C), conduisant
dans chaque cas a I’obtention d’un nouveau codon ACG (Thr). Cette substitution a touch¢ les
deux codons initiateurs de I’exon 2 du géne du VDR. Ainsi, la méthionine (Met) est substitu¢e
en thréonine (Thr) (Annexe 22).

Bsm-1 a aussi eu deux sites de mutations g.63510 G>A et g.63905 A>G ou A>C. Dans
le premier site, la guanine (G) est remplacée par I’adénine (A) et dans le second site 1’adénine
(A) est substituée en guanine (G). Toutefois il est a noter sur ces 2 sites un polymorphisme
élevé.

Apa-1 quant a lui a donné aussi deux sites de mutations g.65023 C>A et g.65024 A>C.
Au niveau du premier, la cytosine (C) est remplacée par 1’adénine (A) et dans le second
I’adénine (A) est remplacée par la cytosine (C).

Tag-1 a montré un site de mutation g.65058T>C ou g.65058T>A (Annexe 22). Ainsi,
la thymine (T) est substituée en adénine ou en cytosine (A ou C), conduisant respectivement
aux codons ATA ou ATC ou TTA. Dans les deux premiers cas (ATA ou ATC) I’acide aminé
est resté¢ inchangé isoleucine (Ile) par contre le troisieme TTA 1’acide aminé est devenu la
leucine (Leu) (Annexe 22).

Ces mutations sur le géne du VDR ont conduit a des génotypes mutants. Ces génotypes
mutants sont Thr1Met4 et Thr1Thr4 pour le géne Fok-1; AG, AA, GC, AC et GG pour le
gene Bsm-1; AC pour le géne Apa-1 et Leu352 pour le géne Tag-1 (Annexe 22).
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Tableau XII : Codons de ’analyse du séquencage

Position des SNP 2.30920 T>C 2.30929 T>C
Géne Fok-1 Codon Acide aminé Codon Acide aminé Géenotypes
Exon 2 du VDR Sauvage ATG Met ATG Met Met1Met4
Mutants ACG Thr ACG Thr Thr1Met4
- - - - Thr1Thr4
Position des SNP 2.63510 G>A 2.63905 A>G ou A>C
Géne Bsm-1 Codon Codon Génotypes
Sauvage CAG AGA GA
CAA GGA AG
AAA AAG AA
AAG CAG GC
AGA CCA AC
AGG CGG GG
GCG CTG -
Mutants TAA GAA n
Intron 8 du VDR _ GAG _
- GCA -
- GCG -
- GGC -
- GTA -
Position des SNP 2.65023 C>A 2.65024 A>C
Géne Apa-1 Codon Codon Génotypes
Sauvage CAC CAC CA
Mutants ACC ACC AC
Position des SNP 2.65058 T>A ou T>C -
Géne Tag-1 Codon Acide aminé - Génotypes
Exon 9 du VDR Sauvage ATT Ile -
ATA Ile - Ile352
Mutants ATC Ile -
TTA Leu - Leu352

911




1.4.4. Analyse du polymorphisme du gene du VDR
1.4.4.1. Distributions allélique et génotypique des échantillons d'é¢tude

1.4.4.1.1. Prévalences allélique et génotypique de Fok-1

L’analyse du polymorphisme de Fok-1 a révélé la présence de mutation au niveau du
codon d'initiation ATG en ACG aux sites g.30920 et g.30929. Elles sont respectivement de
87,5 % (g.30920) et 25 % (g.30929) dans les fragments d’ADN des sujets PVVIH (Tableau
XIII).

La prévalence de 1’allele mutant C a été de 87,5 % dans les fragments d’ADN des sujets
PVVIH contre 77,8 % chez les t¢émoins VIH négatif. Cet allele mutant C a été plus rencontré
au premier site de mutation g.30920 C qu’au second site de mutation g.30929 C de I’exon 2
(Tableau XIII). La fréquence du génotype « simple mutant » Thr1Met4 ont été de 62,5 % chez
les PVVIH contre 55,6 % chez les témoins VIH négatif (p = 0,86) (Figure 26).

1.4.4.1.2. Prévalences allélique et génotypique de Bsm-1

L’analyse du polymorphisme Bsm-1 a mis en évidence trois types de mutation, G 2> A de
2.63510, A >G et A >C de 2.63905. La prévalence de I’alléle sauvage G (g.63510 G) au
premier site de mutation a été de 71,9 %, soit 23/32 dans les fragments d’ADN des PVVIH
contre 33,3 %, soit 6/18 parmi ceux des témoins VIH négatif avec une différence significative
(p=0,02). Cependant, la prévalence de 1’allele mutant A (g.63510 A) dans les fragments d’ADN
des témoins a été plus élevée, 66,7 % soit 12/18 (p = 0,02). Quant aux deux autres mutations
[A (g.63905 A) ; C (g.63905 C)], leur prévalence chez les PVVIH est non significative par
rapport aux témoins (p > 0,05). De plus, les prévalences du génotype mutant GG a été de 34,4
%, soit 11/32 chez les PVVIH et de 5,6 %, soit 1/18 chez les témoins VIH négatif avec une
différence significative (p= 0,05) (Tableau XIV).
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Tableau XIII : Distribution des alléles et mutations de Fok-1 (rs 2228570) de I’exon 2 du
géne du VDR des échantillons d'étude

Echantillons Echantillons

F;ﬁi;n:zt Position analysée PVVIH Témoins p value
y N=32 N=18
Fok-1 (rs 2228570) N (%) N (%)
Alleles

Exon 2 230920 T 4 (12,5) 4(22,2) 0,62

2.30920 C 28 (87,5) 14 (77,8) 0,62

230929 T 24 (75) 14 (77,8) 0,86

2.30929 C 8(25) 4(22,2) 1

allele T (thymine) = sauvage, allele C (cytosine) = mutant. Test du Chi-deux.

100

m PVVIH

B Témoins

Pourcentage de génotypes (%)

Met1Met4 Thr1Met4 Thr1Thr4
(Sauvage) (Simple mutant) (Double mutant)

Génotypes

Figure 26 : Prévalence génotypique de Fok-1 des PVVIH et des témoins

Génotypes MetlMet4 (méthioninel méthionine4), ThrlMet4 (thréoninel méthionine4) et Thrl1Thr4
(thréoninel thréonine4) ;

Met1Met4 = (1 et 4) position du codon ATG traduit en Met sur la protéine du VDR. Test du Chi-deux.
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Tableau XIV : Distribution allélique et génotypique de Bsm-1 (rs 1544410) de I’intron 8
du géne du VDR des échantillons d'étude

Fragmelrlt Position analysée Ecg:;;tillll; ns Echantillo_ns Témoins
analysé N=32 N=18 p value
Bsm-1 (rs 1544410) N (%) N (%)
Alleles
2.63510 G 23 (71,9) 6 (33,3) 0,02
2.63510 A 9 (28,1) 12 (66,7) 0,02
2.63905 A 12 (37,5) 6 (33,3) 1
2.63905 G 17 (53,1) 8 (44,4) 0,77
2.63905 C 3094 4(22,2) 0,4
Intron 8
Génotypes
GA 11 (34,4) 4 (22,2) 0,56
GG 11 (34,4) 1(5,6) 0,05
AG 6 (18,7) 7 (38,9) 0,22
AC 2(6,2) 3(16,7) 1
AA 13,1 2(11,1) 0,6
GC 13,1 1(5,6) 1

alléles G (guanine) et A (adénine) = sauvages, alléles G (guanine) et C (cytosine) = mutants ;
génotype GA = sauvage, génotypes AG, AA, GC, AC et GG = mutants. Test du Chi-deux.
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1.4.4.1.3. Prévalences allélique et génotypique d’Apa-1

L’analyse du polymorphisme Apa-1 du géne du VDR a montré que deux types de
mutations C 2 A de g.65023 et A>C de 2.65024. De plus, les deux types d’alléles mutants A,
2.65023 A et C, 2.65024 C ont été les plus observées dans 28,1 %, soit 9/32 des fragments
d’ADN des infectés VIH positif. De méme, le génotype mutant AC a été le plus fréquent avec
28,1 %, soit 9/32 des fragments d’ADN des infectés VIH positif contre 0 %, soit 0/18 pour les

témoins avec une différence significative (p = 0,03) (Tableau XV).

1.4.4.1.4. Prévalences allélique et génotypique de Taq-1

L’analyse du polymorphisme de Taqg-1 a révélé la présence de mutation au niveau du
codon ATT en ATA ou ATC et TTA au site g2.65058. De plus, la prévalence de ’alléle mutant
A a été de 40,6 % dans les fragments d’ADN des sujets PVVIH contre 55,6 % chez les témoins
VIH négatif (p=0,47).

Aussi, les prévalences génotype « sauvage » I1e352, 93,7 %, soit 30/32 et génotype

« simple mutant » Leu352, 6,2 %, soit 2/32 des PVVIH ont été non significatives (p=1) par
rapport a celles des témoins VIH négatif respectivement 94,4 %, soit 17/18 et 5,6 %, soit 1/18
(Tableau XVI).

1.4.4.1.5. Distribution des différents types de combinaisons de polymorphisme
mononucléotidique (SNP) des échantillons de la population d’étude

Les résultats ont montré¢ que les fragments d’ADN les plus affectés par les
polymorphismes du VDR ont été plus retrouvés dans les échantillons des sujets PVVIH. Ainsi,
par exemple, 8 (25 %), 5 (15,6 %) et 3 (9,3 %) des échantillons PVVIH ont le polymorphisme
Fok-1 et les combinaisons Fok-1+Bsm-1+Apa-1, et Fok-1+Apa-1, respectivement (Figure 27).
Cependant, la combinaison Fok-1+Bsm-1 est la plus observée dans cette étude dont 10 (31,25
%) parmi les 32 échantillons PVVIH contre 10 (55,5 %) parmi les 18 échantillons de sujets

témoins (Figure 27).
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Tableau XV : Distribution allélique et génotypique d’Apa-1 (rs 7975232) de intron 8

du géne du VDR des échantillons d'étude

Fragment N ’ Echantillons Ech'anti.llons
. Position analysée PVVIH Témoins
analysé N =32 N=18 p value
Apa-1 (rs 7975232) N (%) N (%)
Alleles
2.65023 C 23 (71,9) 18 (100) 0,03
2.65023 A 9 (28,1) 0 (0) 0,03
Intron 8 2.65024 A 23 (71,9) 18 (100) 0,03
2.65024 C 9 (28,1) 0 (0) 0,03
Génotypes
CA 23 (71,9) 18 (100) 0,03
AC 9 (28,1) 0 (0) 0,03

alleles C (cytosine) et A (adénine) = sauvages, alléles A (adénine) et C (cytosine) = mutants
génotype CA = sauvage, génotype AC = mutant. Test du Chi-deux.
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Tableau XVI : Distribution allélique et génotypique de Taq-1 (rs 731236) de I’exon 9
(codon 352) du gene du VDR des échantillons d'étude

Frasment Echantillons Echantillons
gl . Position analysée PVVIH Témoins
analysé N =32 N=18 p value
Taql (rs 731236) N (%) N (%)
Alleles
265058 T 19 (59,4) 6 (33,3) 0,14
Exon 9 2.65058 A 13 (40,6) 10 (55,6) 0,47
2.65058 C 0(0) 2(11,1) 0,24
Génotypes
[1e352 (Sauvage) 30(93,7) 17 (94,4) 1
Leu352 (Simple mutant) 2(6,2) 1(5,6) 1

allele T (thymine) = sauvage ; alleles A adénine) et C (cytosine) = mutants ;
génotype 11352 (isoleucine352) ; génotype Leu352 (leucine352) ;
[1e352= (352) position du codon ATT traduit en Ile sur la protéine du VDR. Test du Chi-deux.

122



= 12 A
8
=
5 1010
g€ 10 -
[P]
g
> 8
=
s 8 -
=
A
6 .
5 5
2 ) 4 4
5 | 3 3
o]
8=
[P
o 2 4
o 1 11 1
O
:  me BB Hom ol
N N\ D N N \ N D
550» xV*Q‘b Q)%@ XY&@ X?*Q{b X&‘boy QS" 427%&
N > x N > >
Sif > * & o B
\xv' \X@ {° < 'Y D
$ -
\,XQ)‘"O QO
&
® PVVIH (N=32) TEMOINS (N=18)

Figure 27 : Répartition des échantillons d’étude selon le type de combinaison de
polymorphisme mononucléotidique (SNP) du géne du VDR
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1.4.4.2. Distributions allélique et génotypique des séquences de VDR selon le statut en
vitamine D3
1.4.4.2.1. Statut en vitamine D3 et prévalences allélique et génotypique de Fok-1

Des prévalences significativement (p < 0,0001) élevées de 1’allele mutant C (g.30920 C)
ont ¢té observées respectivement au niveau des fragments d’ADN issus de 16/19, soit 84,2
% PVVIH déficients en 25 (OH) D3, 12/13, soit 92,3 % PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3 et
14/18, soit 77,8 % témoins suffisants en 25 (OH) Ds.

De plus, le génotype « simple mutant » Thr1Met4 a été plus obtenu chez les PVVIH
insuffisants en 25 (OH) D3 (84,6 %) que chez les témoins suffisants en 25 (OH) D3 et les PVVIH
déficients en 25 (OH) Ds. Par contre, Le génotype « double mutant » Thr1Thr4 a été plus
observé chez les PVVIH déficients en 25 (OH) D3 (36,8 %) (Tableau XVII).

1.4.4.2.2. Statut en vitamine D3 et prévalences allélique et génotypique de Bsm-1

Les alleles mutants A (g.63510 A) et C (g.63905 C) ont été plus observés dans les
fragments d’ADN issus des témoins, respectivement 66,7 % et 22,2 %. Cependant, ’all¢le
mutant G (g.63905 G) a été mis en évidence dans le fragment d’ADN Bsm-1 provenant des
trois groupes d’individus étudiés (Tableau XVIII).

Dans cette ¢tude également, le génotype mutant GG a été le plus observé et est commun
aux fragments d’ADN issus des PVVIH [déficients (31,6 %) et insuffisants (38,5 %)].
Toutefois, 21,0 % et 38,9 % de ces fragments d’ADN de la séquence Bsm-1 issus
respectivement des PVVIH déficients et des témoins ont eu le génotype mutant AG. Les autres
génotypes mutants (AC, AA et GC) ont été présents dans les fragments d’ADN des échantillons
issus des témoins (Tableau XVIII).
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Tableau XVII : Polymorphisme Fok-1 (rs 2228570) selon le statut en vitamine D

GENOTYPES ALLELE g.30920 T>C ALLELE g.30929 T>C
Echantillons Sauvage Simple Mutant Double Mutant T C T C
d'étude Met1Met4 Thr1Met4 Thr1Thr4
p value p value p value
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
PVVIH déficient
en 2&(_‘119{)) Ds 3 (15,8) 9 (47,4) 7 (36,8) 0,11  3(158) 16(842) <0,0001 12(632) 7(368) 0,19
PVVIH insuffisant
en 2&(_‘1?)) Ds 1(7,7) 11 (84,6) 1(7,7) <0,0001 1(7,7) 12(92,3) <0,0001 12(92,3) 1(7,7) <0,0001
Témoins suffisant
en 25 (OH) Ds 4 (22,2) 10 (55,6) 4 (22,2) 0,05 4(22,2) 14(77,8) 0,003 14 (77,8) 4(22,2) 0,003

(N=18)

allele T (thymine) = sauvage, allele C (cytosine) = mutant ;
génotypes Met1Met4 (méthioninel méthionine4), Thr1Met4 (thréoninel méthionine4) et Thr1Thr4 (thréoninel thréonine4) ;
MetlMetd4= (1 et 4) position du codon ATG traduit en Met sur la protéine du VDR. Test du Chi-deux.
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Tableau XVIII : Polymorphisme Bsm-1 (rs 1544410) selon le statut en vitamine D3

GENOTYPES ALLELE g.63510 G>A ALLELE g.63905 A>G ou A>C
, GA GG AG AC AA GC G A A G C
Echantillons d’étude
p value p value p value
N(%) N(%) N@©®%) N(®%) N(®%) N (%) N(%) N (%) N(®%) N(%) N (%)
PVVIH déficients

enz(i(_(igl))Ds 7(36,8) 6(31,6) 4(21,0) 1(53) 0(0,00 1(53) 0,006 14(73,7) 5(26,3) 0,009 7(36,8) 10(52,6) 2(10,5) 0,02
PVVIH insuffisants

6“2&(_(:?))”3 4(30.8) 5(38,5) 2(154) 1(7,7) 1(17) 0(0,0) 0,06 9(692) 4(30.8) 0,12 5385 7(53.8 1(.7) 0,04

Témoins suffisants

en25(OH)Ds  4(222) 1(56) 7(389) 3(16,7) 2(11,1) 1(56) 006 6(33,3) 12(66,7) 0,09 6(33,3) 8(444) 4(222) 036
(N=18)

alléles G (guanine) et A (adénine) = sauvages, alléles G (guanine) et C (cytosine) = mutants ;
génotype GA = sauvage, génotypes AG, AA, GC, AC et GG = mutants. Test du Chi-deux.
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1.4.4.2.3. Statut en vitamine Ds et prévalences allélique et génotypique de Apa-1

Les alleles mutants A (g.65023 A) et C (g.65024 C) ont été plus observés dans les
fragments d’ADN des échantillons issus des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3, 61,5 % (p =
0,43). Il en est de méme pour le génotype mutant AC (Tableau XIX).

1.4.4.2.4. Statut en vitamine Ds et prévalences allélique et génotypique de Tag-1

L’analyse du polymorphisme Tag-1 a montré de fortes prévalences d’all¢les sauvages T
(g.65058 T) que de mutants C ou A (g.65058 C ou A) avec une différence significative (p <
0,05).

Il en est de méme pour les prévalences génotypiques « sauvages » Ile352 et « mutants »
Leu352 des fragments d’ADN des échantillons des PVVIH déficients en 25 (OH) Ds
(respectivement 94,7 % et 5,3 %), insuffisants en 25 (OH) D3 et des témoins suffisants en 25
(OH) Ds (respectivement 94,4 % et 5,6 %) (Tableau XX).

1.4.4.3. Prévalences allélique et génotypique du géne du VDR des échantillons de PVVIH
déficients et insuffisants en 25 (OH) Ds selon le taux de CD4+

1.4.4.3.1. Prévalences allélique et génotypique de Fok-1 et PVVIH déficients et insuffisants en
25 (OH) D3 selon le taux de CD4+

La prévalence du génotype mutant est plus rencontrée dont 16/19, soit 84,21 % dans les

fragments d’ADN provenant des PVVIH déficients en 25 (OH) D3 ayant les taux de CD4+ en-

dessous de 500 cell/mm?® et dans 87,5 % de ceux provenant des PVVIH insuffisants en 25 (OH)

D; ayant des taux de CD4+ en-dessous de 350 cell/mm? (Figure 28). Ces fragments sont

essentiellement caractérisés par le génotype « simple mutant Thr1Met4 » (Tableau XXI).
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Tableau XIX : Polymorphisme Apa-1 (rs 7975232) selon le statut en vitamine D3

GENOTYPES ALLELE g.65023 C>A ALLELE g.65024 A>C
Echantillons d'étude
CA AC C A A C
p value p value p value
N(®%) N (%) N(%) N (%) N(%) N (%)
PVVIH déficients
en 2&(_(;;1))1)3 18(94,7) 1(53) <0,0001 18(947) 1(53) <0,0001 18(947) 1(53) <0,0001
PVVIH insuffisants
6“2&(_(:?))”3 5(38,5) 8(61,5 043  5(385) 8(61,5 043  5(385) 8(61,5) 043
Témoins suffisants
en 25 (OH) D3 18(100) 0(0) <0,0001 18(100) 0(0) <0,0001 18(100) 0(0) <0,0001

(N=18)

alleles C (cytosine) et A (adénine) = sauvages, alleles A (adénine) et C (cytosine) = mutants ;
génotype CA = sauvage, génotype AC = mutant. Test du Chi-deux.
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Tableau XX : Polymorphisme Taq-1 (rs 731236) selon le statut en vitamine D3

GENOTYPES ALLELE g.65058 T>A ou T>C
Echantillons d’étude Sauvage  Simple Mutant A C
Tle352 Leu352 p value T p value
N (%) N (%) N (%) N%)  N%)
PVVIH déficient
en 2& (_(;;I)) D3 18 (94,7) 1(5,3) <0,0001  13(684) 6(3L6) 0(0)  <0,0001
PVVIH insuffisant
en 25 (OH) D; 12 (92,3) 1(7.,7) <0,0001  6(46,1)  7(538)  0(0) 0,007
(N=13)
Témoins suffisant
en 25 (OH) Ds 17 (94.4) 1(5.6) <0,0001  6(333) 10(556) 2(I1L,1) 0,01

(N=18)

allele T (thymine) = sauvage, all¢les A (adénine) et C (cytosine) = mutants ; génotype Ile352 (isoleucine352), génotype Leu352 (leucine352) ;
Ile 352= (352) position du codon ATT traduit en Ile sur la protéine VDR. Test du Chi-deux.



Tableau XXI : Statut en vitamine D3 et prévalence du polymorphisme Fok-1 (rs 2228570) selon le taux de CD4+ des échantillons
de PVVIH déficients et insuffisants en 25 (OH) D3

Echantillons de PVVIH déficients en 25 (OH) D3 Echantillons de PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3
Tranches de (N=19) (N=13)
CD4+ Simpl Doubl Simpl Doubl
(Cell /mm’) Sauvage 1mpre ouble Sauvage 1mpre ouble
Effectif MetlMot4 vutant - Mutant ) Bffectif MetIMetd vutant - Mutant = o
! ThriMet4 ThriThrd ' ! ThriMet4 ThriThrd '
> 500 1 1 (100) 0(0) 0(0) 0,22 3 0(0) 3(100) 0(0) 0,01
350-499 3 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 1 0 0(0) 0 (0) 0 (0) -
200-349 4 0 (0) 4 (100) 0 (0) 0,002 8 1 (12,5) 6 (75) 1(12,5) 0,009
<200 11 1(9,1) 4 (36,4) 6(54,5 0,07 2 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0,04

génotypes Met1Met4 (méthioninel méthionine4), Thr1Met4 (thréoninel méthionine4) et Thr1Thr4 (thréoninel thréonine4) ;
MetlMetd4= (1 et 4) position du codon ATG traduit en Met sur la protéine du VDR. Test du Chi-deux.
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Figure 28 : Génotypes de Fok-1 des échantillons de PVVIH selon le statut en 25 (OH) Ds et le taux de CD4+




1.4.4.3.2. Prévalences allélique et génotypique de Bsm-1 et PVVIH déficients et insuffisants en
25 (OH) Ds selon le taux de CD4+

La prévalence du génotype mutant est plus rencontrée dans les fragments d’ADN

provenant des PVVIH déficients en 25 (OH) D3 quelle que soit la tranche de CD4+ et dans ceux

provenant des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3 ayant des taux de CD4+ au-dessus de 500

3

cell/mm® et en-dessous de 350 cell/mm® (Figure 29). Ces fragments sont essentiellement

caractérisés par le génotype mutant GG (Tableau XXII).

1.4.4.3.3. Prévalences allélique et génotypique d’Apa-1 et PVVIH déficients et insuffisants en
25 (OH) Ds selon le taux de CD4+

La prévalence du génotype mutant a été plus rencontrée dans les fragments d’ADN

provenant du PVVIH déficient en 25 (OH) D3 ayant les taux de CD4+ compris entre 200 et 349

cell/mm? et dans ceux provenant des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3 ayant des taux de CD4+

au-dessus de 500 cell/mm? (66,7 %) et compris entre 200-349 cell/mm?® (75 %) (Figure 30).

Ces fragments sont essentiellement représentés par le génotype mutant AC (Tableau XXIII).

1.4.4.3.4. Prévalences allélique et génotypique de Tag-1 et PVVIH déficients et insuffisants en
25 (OH) Ds selon le taux de CD4+

La prévalence du génotype mutant est plus rencontrée dans les fragments provenant des

PVVIH déficients en 25 (OH) D; ayant les taux de CD4+ compris en-dessus de 200 cell/mm?

(9,1 %) et dans le fragment Taq-1 provenant du PVVIH insuffisant en 25 (OH) D3 ayant le taux

de CD4+ au-dessus de 500 cell/mm? (33,3 %) (Figure 31). Ces fragments sont essentiellement

caractérisés par le génotype « simple mutant Leu352 » (Tableau XXIV).

1.4.4.4. Distribution des différents types de polymorphisme mononucléotidique (SNP) selon le
statut en 25 (OH) D3 des échantillons de PVVIH
Les résultats ont montré que les fragments d’ADN analysés ont plus le polymorphisme
du VDR combinant Fok-1+Bsm-1 (9/19) et le polymorphisme affectant Fok-1 (6/19) chez les
PVVIH déficients en 25 (OH) D3. Quant aux polymorphismes du VDR combinant Fok-1+Bsm-
1+Apa-1 et le polymorphisme affectant Bsm-1, ils ont été les plus observés chez les PVVIH
insuffisants en 25 (OH) D3 (Figure 32).
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Tableau XXII : Statut en vitamine D3 et prévalence du polymorphisme Bsm-1 (rs 1544410) selon le taux de CD4+ des échantillons de PVVIH déficients et
insuffisants en 25 (OH) D3

Echantillons de PVVIH déficients en 25 (OH) D3 Echantillons de PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3
Tranches N=19 N=13
de CD4+
(Cell/ mm3) . p . p
Effectifs GA GG AG AC AA GC Effectifs GA GG AG AC AA GC
value value
> 500 1 0(0) 1 (100) 0(0) 0(0) 000) 0(0) 0,3 3 2(66,7) 1(33,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0() 0,13
350-499 3 1(33,3) 0(0) 133,3) 0(0) 00) 1(33,3) 0,6 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) -
200-349 4 2 (50) 1(25) 1 (25) 0(0) 000) 0 (0) 0,3 8 2 (25) 2(25) 225 1(12,5) 1(12,5) 0(0) 0,7
<200 11 4(36,4) 4(36,4) 2(18,2) 1(9,1) 0(0) 0 (0) 0,05 2 0 (0) 2(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0@) 0,03

génotype GA = sauvage, génotypes AG, AA, GC, AC et GG = mutants. Test du Chi-deux.
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Figure 29 : Génotypes de Bsm-1 des échantillons de PVVIH selon le statut en 25 (OH) Ds et le taux de CD4+
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TABLEAU XXIII : Statut en vitamine D3 et prévalence du polymorphisme Apa-1 (rs 7975232) selon le taux de CD4+ des
échantillons de PVVIH déficients et insuffisants en 25 (OH) D3

Echantillons de PVVIH déficients en 25 (OH) D3

Echantillons de PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3

N=19 N=13
Tranches de CD4+
Effectifs CA AC p value Effectifs CA AC p value
> 500 1 1 (100) 0(0) 1 3 1(33,3) 2 (66,7) 1
350-499 3 3 (100) 0(0) 0,1 0 0(0) 0(0)
200-349 4 3(75) 1 (25) 0,48 8 2 (25) 6 (75) 0,13
<200 11 11 (100) 0(0) <0,0001 2 2 (100) 0(0) 0,32

génotype CA = sauvage, génotype AC = mutant. Test du Chi-deux.
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Figure 30 : Génotypes de Apa-1 des échantillons de PVVIH selon le statut en 25 (OH) D3 et le taux de CD4+
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Tableau XXIV : Statut en vitamine D3 prévalence du polymorphisme Taq-1 (rs 731236) selon le taux de CD4+ des
échantillons de PVVIH déficients et insuffisants en 25 (OH) D3

Echantillons de PVVIH déficients en 25 (OH) D3 Echantillons de PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3

=1 N=1
Tranches de N=19 3
Chd+ Sauvage Simple Mutant Sauvage Simple Mutant
Effectifs 116352 Leu33? p value Effectifs 116352 Leu33? p value
> 500 1 1 (100) 0(0) 1 3 2 (66,7) 1 (33,3) 1
350-499 3 3(100) 0(0) 0,1 0 0(0) 0(0) _
200-349 4 4 (100) 0(0) 0,03 8 8 (100) 0(0) 0,0004
<200 11 10 (90,9) 1(9,1) 0,0006 2 2 (100) 0(0) 0,32

génotype Ile352 (isoleucine352), génotype Leu352 (leucine352) ;
Ile 352=(352) position du codon ATT traduit en Ile sur la protéine du VDR. Test du Chi-deux.
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Figure 31 : Génotypes de Tag-1 des échantillons de PVVIH selon le statut en 25 (OH) Ds et le taux de CD4+




7 m Déficient (N=19)

® Insufisant (N=13)

Nombre de fragments du géne du VDR ayant des mutations

Figure 32 : Répartition des différents types de polymorphisme mononucléotidique (SNP)
du géne du VDR des échantillons de PVVIH en fonction du statut 25 (OH) D3
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IL. DISCUSSION

Les caractéristiques épidémiologiques de la population d’étude montrent pourquoi la lutte
contre I’infection a VIH est une préoccupation majeure car elle affaiblit le développement socio-
¢conomique des pays en développement. En effet, dans cette étude, les moyennes d’age sont de 39
ans pour des PVVIH traités et de 32 ans pour les PVVIH non traités. Ces résultats sont similaires a
ceux de Boyvin ef al. (2013) qui ont montré que la population atteinte par I’infection a VIH en Cdte
d’Ivoire est jeune, la plus active sexuellement et économiquement. Par ailleurs, plusieurs études dans
le monde ont indiqué que la tranche d’age la plus touchée est 24 a 49 ans (ONUSIDA, 2017) dans
laquelle s’inscrivent les résultats obtenus dans cette étude ainsi que ceux trouvés par Luis et al. (2002)
en Espagne (age moyen de 37 ans). Une étude similaire en Ethiopie portant sur une population agée
de 18 a 60 ans a trouvé une moyenne d’age de 36 ans (Ademasu et al., 2014).

Concernant le statut en 25-hydroxyvitamine Ds et en parathormone, cette étude a montré que
les niveaux de calcium sont normaux avec une hyperphosphatémie chez tous les sujets infectés par le
VIH. Ceci confirme bien la perturbation du bilan phosphocalcique relevée par Boyvin et al. (2017).
Cette situation pourrait étre due a un déficit en vitamine D (Haug et al., 1998) comme observé dans
cette ¢étude chez les PVVIH. De plus, les travaux de Moges et al. (2014) ont montré que
I'hyperphosphatémie aurait pour origine une faible concentration sérique de 1’hormone
parathyroidienne (PTH) et I'action inhibitrice du FGF-23 sur I'a-1-hydroxylase. De ce fait, il n'y aurait
donc pas de réabsorption du phosphate dans le tubule proximal. L hyperphosphatémie constatée chez
certains PVVIH pourrait étre due aussi au relargage du phosphore dans la circulation sanguine suite
a la résorption osseuse. L'efflux accru de phosphate de 1'os en raison d'une résorption osseuse induite
par la PTH en exceés peut également contribuer a I'augmentation des concentrations du phosphate
sérique dans le cadre d'une hyperparathyroidie sévere (Indridason et Quarles, 2002). Ainsi, il a été
rapporté un effet direct du VIH sur les cellules ostéogéniques, une activation persistante des cytokines
pro-inflammatoires, une régulation positive du TNF-alpha qui induit 1'apoptose des ostéoblastes
(Brown et Qaqish, 2006). De plus, bien que les patients infectés par le VIH dans cette étude aient
des niveaux de créatinine sé€rique dans les limites normales, un dysfonctionnement rénal subclinique
affectant I'hydroxylation ne peut étre exclu (Haug et al., 1998). En effet, selon Sai ez al. (2011) le
métabolisme de la vitamine D3 et celle de la parathormone sont li¢s. L'hydroxylation de la 25 (OH)
Dsen 1,25 (OH)2 D3 est étroitement régulée par la PTH, le calcium et le phosphore pour prévenir le
développement de I'hypercalcémie. De plus, la réabsorption du calcium dans le rein est stimulée par
la 1,25 (OH)2 D3 sous l'influence de la PTH (Hileman et al., 2016). Cependant, les concentrations
moyennes de parathormone dans cette étude sont normales. Elles ne pourraient donc pas étre mises

en cause dans cette perturbation du bilan phosphocalcique.
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Cette déficience en 25 (OH) D3 a concerné 50 % des PVVIH traités et environ 12 % des PVVIH
non traités. Ces résultats sont similaires a ceux d’Ansemant et al. (2013) qui ont montré une
déficience en 25 (OH) D3 chez 50 % de PVVIH traités. De méme, il a été observé chez environ 12 %
des témoins VIH négatif, une déficience en 25 (OH) D3 et chez 44 % des témoins une insuffisance.
L'hypovitaminose D est un trouble mondial, avec une prévalence élevée dans la population générale
des pays en développement et occidentaux (Arabi et al., 2010). Au-dela des différences génétiques,
raciales, géographiques et saisonnicres, cette déficience serait due a une consommation insuffisante
d'aliments contenant de la vitamine D comme, par exemple, le lait et les produits laitiers, le poisson,
les ceufs et le jus d'orange enrichi (Holick, 2007). Selon les études ménées par Mangin et al. (2014),
méme les personnes en bonne santé, exposées a une lumiere du soleil adéquate, ne peuvent pas
synthétiser suffisamment de vitamine D sans supplémentation. En effet, il a ét¢ démontré que des
individus pouvent étre déficients en vitamine D avec une exposition solaire importante si la zone
cutanée exposée est limitée (Hollis ef al., 2007). Dans un milieu urbain en Afrique avec une variabilité
saisonniere des rayons ultraviollets B (UVB) et une forte prévalence des maladies infectieuses, il a
¢été constaté que 1'habitude d'exposition aux rayons UVB est le déterminant le plus important du statut
de vitamine D chez les adultes en bonne santé avec une pigmentation modérée ou noire de la peau
(Coussens et al., 2015).

De plus, une insuffisance en 25 (OH) D3 (20 — 30 ng/mL) a été révélée chez 33,3 % des PVVIH
traités et 41,9 % des PVVIH non traités. Gichuhi ez al., (2014) ont aussi obtenu une insuffisance en
25 (OH) D3 chez 32,78 % des PVVIH traités et chez 35,09 % des PVVIH non traités. En effet, en cas
d’infection avancée par le VIH, une proinflammation est observée. Certaines cytokines (INF-Y, IL-
4) qui sont alors sécrétées interagissent avec le cytochrome CYP27B1 qui est un catalyseur de la 1a-
hydroxylase rénale (White, 2012). Une explication est que l'activation immunitaire persistante suite
a des niveaux ¢€levés de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), bloque 1'effet stimulant de la PTH
sur la 1-a-hydroxylase rénale en réduisant le niveau de 1,25 (OH)2 D3 chez les patients infectés par le
VIH (Beard et al., 2011 ; Barbosa et al., 2014). Une consommation accrue de vitamine D par les
cellules du systéme immunitaire pour leurs renouvellements a été mise en évidence au cours de
I’infection a VIH. Cette hormone est utilisée lors de la différenciation de ces cellules qui subissent un
renouvellement plus important lors de I’infection par le VIH (Holick, 2004).

Cette ¢tude a montré respectivement une insuffisance et une déficience en 25 (OH) D3 chez les
PVVIH traitées, de la tranche de lymphocytes T CD4+ de 350-499 cellules/mL et inférieur a 200
cellules/mL. Dans cette gamme de CD4+, I'apparition d'infections opportunistes augmente fortement
la production de cytokines pro-inflammatoires, y compris le TNF-a, qui inhibe la 1-alpha-

hydroxylase au niveau rénal, stoppant ainsi la transformation de la vitamine 25 (OH) D; en 1,25
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(OH); Dj sa forme active (White, 2012). Mais les médicaments antirétroviraux, en particulier les IP
et les INNTI, inhibent fortement les enzymes du cytochrome P450 et de la 25-alpha-hydroxylase et
de la 1,25-alpha-hydroxylase (Conesa-Botella ez al., 2009). La vitamine D posséde une activité
régulatrice de la défense immunitaire et la capacité de moduler la différenciation et la prolifération
de certains types de cellules exprimant le récepteur de la vitamine D (VDR) (Mansueto ef al., 2015).

Les patients non traités ont également une insuffisance en 25 (OH) D3 dans la tranche de
lymphocytes T CD4 + inférieure a 200 cellules/mm?. En général, dans cette tranche de lymphocytes
T CD4+, les complications infectieuses dues a une faible immunité nécessitent des soins hospitaliers
réduisant ainsi la durée d'exposition au soleil pour les patients. De plus, ces complications infectieuses
et I'hospitalisation peuvent entrainer une malnutrition et une diminution de la consommation orale de
certains aliments contenant de la vitamine D (Mansueto et al., 2015).

Ainsi, la déficience ou l'insuffisance de la vitamine D pourrait perturber la fonction et la réponse
immunitaires. Elle pourrait précipiter la destruction des CD4 et la progression de la maladie (Welz ef
al., 2010 ; Stein e al., 2011). D’autres auteurs comme Kim e al. (2011) ont également trouvé une
association positive entre la vitamine D et le nombre de CD4. De plus, le déficit en vitamine D3
circulante pourrait s’expliquer par des variations au niveau du locus codant pour le récepteur de la
vitamine D (VDR) au cours de I’infection a VIH (Nieto et al., 2004). Le dysfonctionnement du VDR
lié a la carence en 25 (OH) D3 (Waterhouse et al., 2009) est associé a la progression de I’infection a
VIH (Nieto et al., 2004 ; de la Torre et al., 2008).

Dans cette étude, une hypoparathyroidie (< 10 pg/mL) a été observée chez 10,0 %, soit 12/120
patients traités. Il est a noter qu'une diminution du taux de PTH a déja été rapportée chez des patients
infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Jaeger et al., 1994 ; Cherqaoui et al.,
2014) dont le mécanisme pourrait étre attribué aux cellules parathyroidiennes. En effet, Hellman et
al. (1996) ont montré la possibilité d'une inhibition fonctionnelle des cellules parathyroidiennes par
des anticorps anti-CD4 ou une infection directe par le VIH. Par ailleurs, le TNF-a semble nuire a
I’effet de stimulation de la PTH par des mécanismes impliquant une régulation négative des
récepteurs de la PTH, une altération de I’activité de la protéine kinase C et une inhibition de la réponse
a I'AMPc apres stimulation de la PTH (Haug et al., 1998).

Les résultats de cette étude ont aussi indiqué une hyperparathyroidie chez 3,3 %, soit 4/120 des
PVVIH traités contre 3,7 %, soit 6/163 des témoins VIH négatif. Des études ont montré que méme
une légere réduction du taux sérique de 25 (OH) D3 peut étre associée a une hyperparathyroidie
secondaire, & un renouvellement osseux accru et a une perte osseuse accélérée. Ceci augmente le
risque de fractures osseuses (Mezquita-Raya et al., 2001 ; Adams et Hewison, 2008). Dans cette

étude, le niveau de PTH est normal dans toutes les tranches de lymphocytes T CD4+ chez les patients
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traités ou non. Bien qu'une forte teneur en PTH soit considérée comme la caractéristique de
I'hypovitaminose D, une concentration "normale" de PTH peut étre trouvée chez les sujets classés
comme "déficients en vitamine D". Par conséquent, bien que de nombreux sujets ayant des taux
sériques de 25 (OH) Ds inférieurs au seuil puissent avoir une PTH dans la plage de référence «
normale », ils peuvent avoir une « hyperparathyroidie fonctionnelle » (Souberbielle ef al., 2003 ;
Okazaki et al., 2011). Ainsi, selon Mori et al. (2015), I'hypovitaminose D peut étre considérée
comme un facteur de risque majeur pour la santé osseuse.

Dans le cas de I’analyse du statut en 25-hydroxyvitamine D3 et parathormone de la population
sous ARV selon I’age, le taux de lymphocytes T CD4+ et le type de traitement antirétroviral de cette
¢tude, 21 patients traités par la combinaison Zidovudine / Lamivudine / Efavirenz (AZT-3TC-EFV)
ont une déficience en 25 (OH) Ds. Cependant, des niveaux suffisants de 25 (OH) D3 ont été observés
chez les patients traités par TDF-3TC-LPV/r. A la fois les inhibiteurs de la protéase (IP) et les
inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) ont été associés a la perturbation
des voies métaboliques de la vitamine D (Theodorou et al., 2014 ; Wohl et al., 2014). Les INNTI,
en général, agissent sur la vitamine D a travers les cytochromes (CYP3A4) nécessaires au
métabolisme de la vitamine D (Conesa-Botella ez al., 2010). Ainsi, l'exposition a I'efavirenz (EFV)
a été associée a une carence en 25 (OH) D3 (Allavena et al., 2012 ; Havers et al., 2014a). L'efavirenz
abaisse le niveau de 25 (OH) D3 (Biadgilign ef al., 2012) en induisant le catabolisme de la 25 (OH)
D3 par 1'induction du cytochrome CYP24A, lI'enzyme qui convertit la 25 (OH) D3 en son métabolite
inactif 24,25-dihydroxyvitamine D3 (Mansueto et al., 2015). Contrairement aux INNTI, les
Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse (INTI) ne sont pas métabolisés par les
cytochromes (Conesa-Botella et al., 2010). Des études ont montré que la zidovudine est aussi
associée a une carence en vitamine D (Fox et al., 2011). Cette carence en 25 (OH) D3 a concerné les
femmes traitées avec AZT-3TC-NVP. En revanche, celles qui ont été traitées par les combinaisons
AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-LPV/r ou TDF-3TC-EFV ont présenté une insuffisance en vitamine D.
Les hommes sous AZT-3TC-EFV ou TDF-3TC-EFV ont été¢ déficients en vitamine D. De méme une
insuffisance en vitamine D a été notée chez ceux qui sont sous AZT-3TC-NVP et AZT-3TC-LPV/r.
Généralement, les femmes sont plus exposées au déficit en vitamine D que les hommes (Holick,
2004). Selon Abbas, (2017) cela peut s’expliquer par la capacité des tissus adipeux a stocker la
vitamine D sous forme de 25 (OH) D3, forme de réserve de la vitamine D chez la femme. Cependant,
il a été démontré que l'infection par le VIH induit I'expression et la sécrétion d'IL-6 par les monocytes
et les macrophages. Des études ont trouvé une corrélation positive entre 1'indice de masse corporelle
(IMC) et I'IL-6. L'effet de I'MC sur I'lL-6 a été significativement influencé par le sexe, qui peut €tre

attribu¢ au dimorphisme sexuel dans la distribution des graisses corporelles en faveur de la femme
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par rapport a I’homme. En effet, le tissu adipeux peut produire, dans certains cas, jusqu'a 25 % d'IL-
6 circulante, cytokine proinflammatoire (Borges ef al., 2015). Selon Yilma et al. (2016), les patients
qui sont sous les combinaisons trithérapeutiques AZT-3TC-NVP ou TDF-3TC-EFV ont un taux de
25 (OH) D3 sérique plus bas aprés 3 mois de traitement comparé aux patients sous TDF- 3TC-NVP.
Par ailleurs, tous les 11 patients sous TDF-3TC-LPV/r, quels que soit le sexe, 1’age et le taux de
lymphocytes T CD4+, ont eu des niveaux normaux de 25 (OH) D3 et de PTH. Ces résultats sont
similaires a ceux de Klassen et al. (2012) qui ont trouvé chez les patients sous ténofovir (TDF) des
taux normaux de 25 (OH) Ds et de PTH. De plus, Il a ét¢ démontré que 1’utilisation du TDF ou du
ritonavir (r) est associée a des concentrations ¢levées de 25 (OH) D3 (Yin et Stein, 2011). Aucun effet
connu du ténofovir sur le métabolisme de la vitamine D n’a été rapporté. En outre, le ténofovir peut
induire un dysfonctionnement du tubule proximal rénal qui pourrait réduire 1’effet de la la-
hydroxylase dans le rein et conduire ainsi a ’accumulation de la vitamine D (Rosenvinge et al.,
2010). Quant au ritonavir, il semblerait interférer avec le métabolisme de la vitamine D par inhibition
de la la- et 250-hydroxylation a la fois dans les hépatocytes et dans les monocytes en culture. Par
conséquent, la réduction de la conversion de la 25 (OH) D3 en son métabolite actif pourrait
potentiellement expliquer 'augmentation de la 25 (OH) D3 chez les sujets a faibles concentrations de
1,25 (OH)> D3 (Hamzah et al., 2016). Cependant, la combinaison d’inhibiteurs de la protéase (IP) et
de ténofovir engendre une dérégulation du métabolisme minéral, mais n’altére pas le niveau de 25
(OH) D3 (Yin et Stein, 2011). Cette situation, selon Yin et Stein, (2011) serait associée a une
phosphaturie / hypophosphatémie, et la 1,25 (OH)» D3 est une hormone de régulation de
I’hypophosphatémie ; ainsi, il est concevable qu’une inhibition de la production de la 1,25 (OH)2 D3
par les inhibiteurs de la protéase pourrait exacerber la dérégulation du métabolisme minéral chez les
patients recevant du ténofovir. Dans cette ¢tude, il a été constaté des concentrations normales de PTH
quel que soient 1’age, le taux de lymphocytes T CD4+ et le type de traitement antirétroviral. Chez les
patients sous TDF-3TC-LPV/r, la PTH produite a une concentration normale, donc favoriserait la
conversion de la 25 (OH) D3 en 1,25 (OH); D3, sa forme active. Toutefois, des déficits en PTH
(hypoparathyroidie) ont été relevés chez les individus agés de 26 a 34 ans traités avec AZT-3TC-EFV
ou avec TDF-3TC-EFV ayant des taux de lymphocytes T CD4+ entre 350 et 499 cell/mm?. Il en est
de méme pour ceux sous AZT-3TC-NVP quels que soient les tranches de lymphocytes T CD4+. 1l
est a noter qu'une diminution du taux de PTH a déja été rapportée chez des patients infectés par le
VIH (Cherqaoui et al., 2014) dont le mécanisme a été montré par Hellman et al. (1996) a l'aide
d'anti-Leu3a, un anticorps monoclonal reconnaissant le CD4. De plus, le TNF-a semble nuire a 1’effet

de stimulation de la PTH par des mécanismes impliquant une régulation négative des récepteurs de
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la PTH, une altération de 1’activité de la protéine kinase C et une inhibition de la réponse a ' AMPc
apres stimulation de la PTH (Haug et al., 1998).

Par ailleurs, une déficience en 25 (OH) D3 a ¢été indiquée chez les patients traités avec AZT-
3TC-NVP agés de 18 a 25 ans et chez ceux ayant un taux de lymphocytes T CD4+ supérieur a 500
cell/mm?. Cette tranche d’age serait particuliérement a risque, car en Afrique du Sud, des déficits en
25 (OH) D3 ont été rapportés chez des patients agés de 15 a 29 ans traités avec AZT-3TC-NVP, plus
spécifiquement chez des femmes agées de 15 a 24 ans et chez des hommes agés de 20 a 29 ans
(Abdool et al., 1992). Aussi, une déficience en 25 (OH) D3 a-t-elle été observée chez ceux agés de
35-49 ans traités, par AZT-3TC-EFV d’une part, et traités par AZT-3TC-NVP d’autres part, tous
ayant un taux de lymphocytes T CD4+ inférieur a 200 cell/mm?. Cette carence en vitamine D observée
dans cette étude pourrait-elle étre due a la malnutrition et la diminution de 1’absorption d’aliments
contenant de la vitamine D (Mansueto ef al., 2015).

Pour ce qui est de 1I’é¢tude des polymorphismes du géne du recepteur de la vitamine D des
¢échantillons d’étude, la distribution allélique et génotypique du géne du récepteur de la vitamine D a
révélé plusieurs polymorphismes dont Fok-1, Bsm-1, Apa-1 et Tag-1. En effet, plus de 470
polymorphismes du géne VDR ont été rapportés. Cependant les fragments les plus étudiés sont Fok-
1 (rs 2228570) dans l'exon 2, Bsm-1 (rs1544410) et Apa-1 (rs7975232) de l'intron 8 et Tag-1
(rs731236) de I'exon 9 (Ashktorab et al., 2011).

Dans cette étude, I’analyse du polymorphisme de Fok-1 a confirmé la présence des deux codons
d'initiation (ATG) aux sites 2.30920 T et 2.30929 T. Cependant, des alléles mutants C au premier site
2.30920 C et au second site £.30929 C d’initiation ont été mis en évidence. L’alléle mutant C de Fok-
1 a été le plus fréquent.

Ce polymorphisme a lieu pres de la région 5’-UTR du geéne dans le domaine de liaison a 'ADN
et joue un rdle essentiel dans la stabilit¢ du message et dans les processus post-transcriptionnels
(O’Neill et al., 2013 ; Neela et al., 2015). En effet, il produit une protéine VDR raccourcie de 3 acides
aminés (Miyamoto ef al., 1997) et plus efficace dans la transactivation du geéne cible régulant la
vitamine D (Mahmoud et Ali, 2014). La prévalence ¢levée du génotype « simple mutant » Thr1Met4
aussi bien chez les PVVIH (62,5 %) que chez les témoins VIH négatif (55,6 %) sans différence
significative (p = 0,86) montre que plus de la moitié de la population d’étude a en commun une
protéine VDR avec une plus grande activation transcriptionnelle du géne cible. De plus, cette simple
mutation n’est pas liée a I’infection a VIH. Cependant, Nieto et al. (2004) ont montré que ce
polymorphisme a été associé avec une progression rapide de I’infection a VIH. Par ailleurs, 1’all¢le
C a été associ¢ a de faibles niveaux sériques de la 25 (OH) D3 (McGrath et al., 2010). Aussi,
Suneetha ez al. (2006) ont-ils rapporté une association entre les polymorphismes de Bsm-1, Apa-1 et
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Tag-1, et la stabilité de ' ARN messager (ARNm) du VDR. En effet, les polymorphismes dans 1'intron
8 et I'exon 9 du VDR contrélent directement 1'expression de sa protéine (Larcombe et al., 2008). Les
polymorphismes du géne du VDR ont une signification fonctionnelle pour la stabilité de ' ARNm et
l'efficacité de la traduction des protéines. De ce fait, ils seraient responsables du taux réduit de la
protéine VDR (Uitterlinden et al., 2004a).

Le polymorphisme de Bsm-1 est localis¢ dans la région 3’non-transcripte du VDR. Il
n’affecterait pas la séquence des acides aminés du VDR et interviendrait dans la régulation de la
stabilité¢ de I’ARN messager du VDR (Zhang et al., 2018). Dans cette ¢tude, la prévalence de 1’all¢le
mutant A (g.63510 A) de Bsm-1 était plus faible (28 %) chez les PVVIH que chez les témoins VIH
négatif (67 %). Celle du génotype mutant GG était de 34,4 % chez les PVVIH et de 5,6 % chez les
témoins VIH négatif avec une différence significative (p = 0,05). Ces résultats sont similaires a ceux
de De la Torre et al. (2008) et de Alagarasu et al. (2009) qui ont montré que le polymorphisme de
Bsm-1 a été associ¢ a une augmentation de la susceptibilité a I’infection a VIH et a un taux élevé de
progression de I’infection & VIH chez des adultes caucasiens.

Quant au polymorphisme Apa-1, il a montré deux types d’all¢les mutants A (g.65023 A) et C
(g.65024 C) chez 28,1 %, soit 9/32 d’infectés VIH contre 0 % soit 0/18 chez les témoins. Le génotype
mutant AC a été le plus fréquent chez les infectés VIH. L’étude d’une population africaine infectée
ou non par le VIH a montré des différences dans le polymorphisme du fragment Apa-1 (McNamara
et al, 2016). De plus, la prévalence de I’allele A est de 29 % parmi les asiatiques, de 53 % parmi les
blancs et de 67 % parmi les américano-africains (Zmuda et al., 2000). La prévalence obtenue chez
les patients VIH de cette étude est de 28,1 %.

Les positions Bsm-1 et Apa-1 sont situées dans la région 3’ du géne du VDR avec un fort
déséquilibre de liaison. Leurs polymorphismes sont considérés comme des polymorphismes
mononucléotidiques silencieux (SNPs). Par conséquent, ils ne modifient pas la séquence des acides
aminés codants comme les polymorphismes du fragment Fok-1. Les polymorphismes de Bsm-1 et
d’Apa-1 auraient tous les deux des influences sur la stabilit¢ de ’ARNm. Cependant, des
polymorphismes différents de Bsm-1 et d’Apa-1 pourraient conduire a différentes fonctions
biologiques du VDR (Zhang et al., 2018) tout comme les polymorphismes du fragment Taq-1 (Khan
etal.,2014).

A la différence du polymorphisme du fragment Bsm-1, il a été prouvé que le polymorphisme
du fragment Taq-1 affecte la stabilité de I'ARNm, entrainant une altération des taux de protéines et
des fonctions biologiques de la vitamine D (Zhang et al., 2018). Dans cette étude, aucune différence
significative n’a été observée entre les prévalences des alleles sauvages T (g.65058 T) et mutants C

ou A (g.65058 C ou A) des deux sites de mutations de Taq-1 (rs 731236) entre les infectés VIH et les
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témoins VIH négatif. Il en est de méme pour les prévalences génotypiques « sauvages » Isoleucine
entre les infectés VIH (93,7 %) et les témoins VIH négatif (83,3 %). Ce polymorphisme de Tag-1 est
localis¢ dans la région 3' non traduite impliquée dans la régulation de l'expression génique,
notamment par régulation de la stabilit¢ de 'ARNm du VDR, affectant ainsi les taux circulants de 25-
hydroxyvitamine D (Cao et al., 2015). Selon des études, les prévalences des différents génotypes
Tag-1 varient considérablement selon les différentes populations, probablement en raison de
processus évolutifs différents. Il a été également démontré que le génotype TT est associ¢ a de faibles
taux circulants de vitamine D (Kostner ef al., 2009).

Dans cette étude, la combinaison Fok-1+Bsm-1 a été la plus observée avec 31 %, soit 10/32 des
PVVIH et 56 %, soit 10/18 des témoins. Les polymorphismes Bsm-1 et Fok-1 ont été décrits comme
¢tant associés aux concentrations de la 25 (OH) Djs et également a 1'activité du VDR (Filus et al.,
2008 ; Egan et al., 2010). Ces polymorphismes du VDR varient en fonction des populations et
pourraient expliquer pourquoi certaines populations sont plus a risque de déficit en vitamine D ou de
pathologies dépendantes de la vitamine D, que d’autres. De méme, une différence de fréquence de
certains polymorphismes du VDR a été¢ mise en évidence chez les caucasiens, les afro-américains et
les asiatiques (Hustmyer et al., 1993).

La distribution allélique et génotypique du geéne du récepteur de la vitamine D pourrait
influencer le statut en 25-hydroxyvitamine D3 et le taux de CD4+ dans notre étude. En effet, les
facteurs qui altérent la disponibilit¢ ou la fonction de la vitamine D biologiquement active sont
importants pour la détermination de la susceptibilité a I’infection a VIH et dans la prédiction du taux
de progression vers le stade avancé de la maladie (Moodley et al., 2013). Une étude a établi le réle
des variantes génétiques du VDR dans la régulation des niveaux de 25 (OH) D; circulants (Wang et
al., 2010). Différents SNP influencent le statut en vitamine D3, ils peuvent concerner les génes codant
pour les enzymes intervenant soit dans la synthése, soit dans le catabolisme de la 25 (OH) D; et de la
1,25 (OH)2 D3, et peuvent ainsi influencer les concentrations sé€riques de la vitamine D3 (Kdstner et
al., 2009). Les fragments du gene du VDR, les plus étudiés sont Fok-1 (rs2228570) dans 1'exon 2,
Bsm-1 (rs1544410) et Apa-1 (rs7975232) dans l'intron 8 et Tag-1 (rs731236) dans l'exon 9
(Ashktorab et al., 2011).

Dans cette étude, des prévalences significativement ¢levées de I’allele mutant C (g.30920 T>C)
ont été observées au niveau des fragments issus des PVVIH et des témoins. Ce polymorphisme a lieu
pres de la région 5°-UTR du gene dans le domaine de liaison a ' ADN et joue un rdle essentiel dans
la stabilité du message et dans les processus post-transcriptionnels (Neela et al., 2015). En effet, le
polymorphisme Fok-1 (T — C) du VDR altere le site du codon d'initiation de la traduction du gene

du VDR et se traduit par un VDR plus court qui aurait une activité transcriptionnelle accrue (van
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Etten et al., 2007). Lorsque la 1,25 (OH), D3 biologiquement active se lie au VDR, le complexe
vitamine D / VDR agit comme un facteur de transcription qui interagit directement avec les régions
promotrices des geénes cibles sensibles a la 1,25 (OH), D3 (Carlberg et Polly, 1998 ; Adams et
Hewison, 2008).

Suneetha ez al. (2006) ont rapporté une association entre les polymorphismes de Bsm-1, Apa-
1 et Tag-1, et la stabilité de I'ARN messager du VDR (ARNm). En effet, les polymorphismes dans
l'intron 8 et l'exon 9 du VDR contrélent directement 1'expression de sa protéine (Larcombe et al.,
2008). Dans cette étude, les alleles mutants A (g.63510 A) et C (g.63905 C) ont été plus observés
dans le fragment Bsm-1 issu des témoins (respectivement 66,7 et 22,2 %). Cependant, 1’alléle mutant
G (g.63905 G) a été plus retrouvé dans le fragment Bsm-1 provenant des trois groupes d’individus
¢tudiés. Par contre, le fragment Apa-1 issu des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3 est caractérisé par
des fréquences ¢levées des alleles mutants A (g.65023 A) et C (g.65024 C), et du génotype mutant
AC. Les polymorphismes de Bsm-1 et d’Apa-1 auraient tous les deux des influences sur la stabilité
de I’ARN messager. Cependant, des polymorphismes différents de Bsm-1 et d’Apa-1 pourraient
conduire a différentes fonctions biologiques du VDR (Zhang et al., 2018) tout comme les
polymorphismes du fragment Tag-1 (Khan et al., 2014).

Le polymorphisme du fragment Taqg-1 affecte la stabilit¢ de I'ARNm en entrainant une
altération des fonctions biologiques de la vitamine D (Zhang et al., 2018). Dans cette étude, il n’y
avait pas de différence significative entre les fréquences des all¢les sauvages T (g.65058 T) et mutants
C ou A (g.65058 C ou A) de Tag-1 (rs 731236) entre les fragments d’ADN des infectés VIH et des
témoins VIH négatif. Il en est de méme pour les fréquences génotypiques « sauvages » 11e352 entre
les infectés VIH (93,7 %) et les témoins VIH négatif (83,3 %). Ce polymorphisme de Taq-1 est
localis¢ dans la région 3' non traduite impliquée dans la régulation de l'expression génique,
notamment par régulation de la stabilit¢ de 'ARNm du VDR, affectant ainsi les taux circulants de 25-
hydroxyvitamine D3 (Cao et al., 2015). Selon Kostner et al. (2009) les fréquences des différents
génotypes Tag-1 varient considérablement selon les différentes populations, probablement en raison
de processus évolutifs différents.

En cas d’infection a VIH, un climat proinflammatoire entretenu par certaines cytokines (INF-
Y, IL-4) est observé (White, 2012). Ce climat serait un véritable consommateur de vitamine D,
hormone utilisée dans la différenciation des cellules du systtme immunitaire qui subissent un
renouvellement plus important lors de ’infection par le VIH (Holick, 2004). Des études ont montré
que le polymorphisme Fok-1-VDR affecte le comportement des cellules immunitaires, avec un
systéeme immunitaire plus actif pour la forme courte F-VDR, jouant ainsi probablement un role dans

les maladies a médiation immunitaire (Etten et al., 2007). Dans cette étude, le génotype mutant était
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plus rencontré dans le fragment Fok-1 provenant des PVVIH déficients en 25 (OH) D3 ayant les taux
de CD4+ en-dessous de 500 cell/mm? et dans celui provenant des PVVIH insuffisants en 25 (OH) Ds
ayant des taux de CD4+ au-dessus de 500 cell/mm? et en-dessous de 350 cell/mm?. Ce fragment était
essentiellement caractérisé par le génotype « simple mutant Thr1Met4». Le polymorphisme du
fragment Fok-1 a été associé avec une progression rapide de I’infection a VIH (Nieto et al., 2004).
En effet, des auteurs ont trouvé une association positive entre la vitamine D et le nombre de CD4
(Ross et al., 2011 ; Kim et al., 2011). Ainsi, la déficience ou l'insuffisance de la vitamine D pourrait
perturber la fonction et la réponse immunitaires. Elles pourraient précipiter donc la destruction des
CD4 et la progression de la maladie (Welz et al., 2010 ; Stein et al., 2011) chez les PVVIH possédant
le polymorphisme Fok-1 du géne du VDR. Les fragments issus de ces PVVIH, était essentiellement
caractérisé par le génotype « simple mutant ThriMet4 ». De méme, I'impact des variantes
débilitantes sur la fonction VDR pourrait étre exacerbé par une carence en vitamine D. Car Fok-1 est
un SNP de région codante qui affecterait la fonction des protéines, contrairement aux SNP de région
régulatrice du géne. Cette constatation concorde avec le caractére fonctionnel et codant du fragment
Fok-1 (O’Neill et al., 2013).

En fait, les polymorphismes génétiques du VDR pourraient constituer un facteur important de
susceptibilité individuelle aux effets biologiques de la vitamine D3 (Uitterlinden e al., 2004b). Chez
les PVVIH, le mécanisme exact par lequel 1'allele Bsm-1 G confére une protection et 'allele Bsm-1
a augmenter le risque de progression de la maladie, n'est pas bien compris (de la Torre ez al., 2008 ;
Alagarasu et al., 2009). En effet, le polymorphisme 1544410 GG (génotype sauvage) a été associé
a des taux de progression retardée vers le stade sida et a une résistance a l'infection par le VIH-1.
Certains auteurs ont trouvé une association entre le polymorphisme rs1544410 AA (génotype
mutant) avec la progression vers le stade sida (Torres et al., 2010). De plus, la fréquence du génotype
mutant GG est plus rencontrée dans le fragment Bsm-1 provenant des PVVIH déficients en 25 (OH)
Ds quel que soit la tranche de CD4+ et dans celui provenant des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3
ayant des taux de CD4+ au-dessus de 500 cell/mm® et en-dessous de 350 cell/mm?. Le récepteur
nucléaire de la vitamine D (VDR) intervient dans les effets immuno-modulateurs de la vitamine Ds.
Le polymorphisme Bsm-1 G — A a été associé a une susceptibilité accrue a l'infection par le VIH et
a un risque plus ¢élevé de progression rapide de la maladie chez des adultes caucasiens (de la Torre
et al., 2008 ; Alagarasu et al., 2009). De plus, le fragment Bsm-1 est en fort déséquilibre de liaison
avec d'autres polymorphismes 3'UTR (Apa-1, Taq-1) qui ont également été associés a la progression
de I’infection & VIH (Alagarasu et al., 2009). Dans cette étude, le fragment Apa-1 issu des PVVIH
insuffisants en 25 (OH) D3 a été caractérisé par une fréquence €levée des alleles mutants A (g.65023

A) et C(g.65024 C). Il en est de méme pour le génotype mutant AC dans le fragment Apa-1 provenant
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des PVVIH insuffisants en 25 (OH) D3 ayant des taux de CD4+ au-dessus de 500 cell/mm? (66,7 %)
et compris entre 200-349 cell/mm? (75 %). La prévalence du génotype mutant a été plus élevée dans
les fragments Taq-1 provenant des PVVIH déficients en 25 (OH) D3 ayant les taux de CD4+ compris
en-dessus de 200 cell/mm? (9,1 %) et dans le fragment Tag-1 provenant du PVVIH insuffisant en 25
(OH) Ds ayant le taux de CD4+ au-dessus de 500 cell/mm?® (33,3 %). Ces fragments étaient
essentiellement caractérisés par le génotype « simple mutant Leu352 ». L'effet du polymorphisme
dépend de sa localisation dans le géne du VDR. Les polymorphismes (Bsm-1, Apa-1 et Tag-1) dans
la région régulatrice du géne VDR sont impliqués dans la régulation du gene du VDR et la stabilité
de 'ARNm (Richetta et al., 2014). IIs peuvent affecter le niveau ' ARNm / protéine VDR, la stabilité,
l'efficacité de la traduction et les interactions protéine-protéine (Whitfield er al., 2001). Ces
polymorphismes du géne du VDR influencent la liaison du 1,25 (OH)2 D3 au VDR, qui affecte les
voies de signalisation médiées par le récepteur nucléaire de la vitamine D (Bai et al., 2009). Ces
polymorphismes du géne du VDR ont une signification fonctionnelle pour la stabilit¢ de ' ARNm et
l'efficacité de la traduction des protéines. De ce fait, ils seraient responsables du taux réduit de la
protéine VDR (Uitterlinden et al., 2004a), occasionnant ainsi de nombreuses perturbations. En effet,
des génotypes spécifiques de Bsm-1, Apa-1 et de Tag-1 seraient reli¢s a une diminution de la densité
minérale osseuse et a un risque élevé de fracture (Gong et al., 1999 ; Thakkinstian et al., 2004 ; Ji
etal., 2010).

Par ailleurs, les fragments d’ADN analysés ont plus montré des polymorphismes du VDR
combinant Fok-1+Bsm-1 (9/19) et le polymorphisme affectant Fok-1 (6/19) chez les PVVIH
déficients en 25 (OH) Ds. En revanche, chez les PVVIH insuffisants en 25 (OH) Ds, les
polymorphismes du VDR combinant Fok-1+Bsm-1+Apa-1 et le polymorphisme affectant Bsm-1 ont
¢té les plus observés. Ces polymorphismes du géne VDR pourraient étre un facteur important de
susceptibilité génétique a la diminution du niveau de 25 (OH) D3 (Younus ef al., 2017). Ainsi, une
diminution de la vitamine D et son association avec les polymorphismes du géne VDR peuvent étre

utiles pour identifier les individus de groupe a haut risque (Joshi et al., 2014).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Cette étude suggere que les patients infectés par le VIH, et sous traitement antirétroviral
constituent une population a haut risque de déficience ou d’insuffisance en vitamine D avec des
concentrations moyennes de parathormone normales. Cependant des niveaux suffisants de 25 (OH)
D3 ont été observés chez les patients traités par TDF-3TC-LPV/r. Par ailleurs, le déficit en 25 (OH)
Ds est plus fréquent chez les patients traités, surtout ceux agés de 35 a 49 ans ayant des taux de CD4+
inférieurs a 200 cellules/mm?> sous AZT-3TC-EFV ou AZT-3TC-NVP et chez les patients traités avec
AZT-3TC-NVP agés de 18 a 25 ans ayant un taux de lymphocytes T CD4+ supérieur a 500 cell/mm>.
Cette perturbation de la concentration sérique de 25 (OH) D3 pourrait étre due a la durée d'exposition
au soleil, a un apport nutritionnel insuffisant en aliment riches en vitamine D, au traitement
antirétroviral administré aux patients infectés par le VIH et non a un défaut li¢ a la parathormone. Le
déficit en 25 (OH) D3 pourrait aussi €tre di au dysfonctionnement du VDR.

L’¢étude du geéne du récepteur de la vitamine D3 (VDR) a montré que les polymorphismes Fok-
1, Bsm-1 et Apa-1 affectent majoritairement les fragments d’ADN des infectés par le VIH. Les
polymorphismes Fok-1, Bsm-1 et Apa-1 ont été décrits comme étant associ€s aux concentrations de
la 25 (OH) D3 et également a l'activité du VDR. Ces polymorphismes du géne du VDR ont une
signification fonctionnelle pour la stabilité de 'ARNm et I'efficacité de la traduction des protéines.

Par conséquent, le dosage systématique de la vitamine D et de la PTH en tenant compte du
stade clinique permettrait de détecter les patients a risque de carence en 25 (OH) D3 au cours de
I’infection a VIH. L’étude des polymorphismes du géne du VDR pourrait expliquer pourquoi cette
carence est plus fréquente chez certains patients VIH positif.

En perspective, il serait souhaitable de mener d’autres études afin de:

1) Explorer le domaine de liaison a ’ADN et le Domaine de fixation du ligand du géne du VDR des
fragments d’ADN des PVVIH déficients en 25 (OH) D3 ayant le génotype « double mutant »
Thr1Thr4 et évaluer les cytokines antiinflammatoires.

2) Evaluer la supplémentation en vitamine D des PVVIH insuffisants et déficients en 25 (OH) D3 en
tenant compte des tranches d’ages de ceux sous chaque combinaisons thérapeutiques et I’influence
des polymorphismes des geénes codant pour le VDR et les protéines intervenant dans le métabolisme

de la vitamine D sur un échantillonnage plus grand.
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Evolution des parameétres virologique et immunologique au cours de 1’infection a VIH (Fener et

Criton, 2007)
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Classes des Antirétroviraux (Haidara, 2012)

Inhibiteurs

nucléosidiques de

Inhibiteurs non-

nucléosidiques de

Inhibiteur de la

Inhibiteurs

Inhibiteurs Inhibiteurs
la transcriptase la transcriptase protéase (IP) de fusion d’entrée d’Intégrase
inverse (INTI) inverse (INNTI)

Zidovudine* Nevirapine* Saquinavir Enfuvirtide Maraviroc Raltégrav*
(AZT) 1987 (NVP) 1996 (SQV) 1995 (ENF) 2003 | (MVC) 2007 | (RAL) 2007
Didanosine* Delavirdine Ritonavir*®
(ddl) 1991 (DLV) 1997 (RTV) 1996
Stavudine* (d4T) | Efavirenz* (EFV) Indinavir
1994 1998 (IDV) 1996
Lamivudine* Etravirine* (ETV) Nelfinavir
(3TC) 1995 2008 (NFV) 1997
Abacavir* (ABC) Lopinavir/Ritona
1008 vir* (LPV /RTV)
2000
Tenofovir* Atanazavir*
(TDF) 2001 (ATV) 2003
Emtricitabine* Fosamprenavir
(FTC) 2003 (FPV) 2003
Tipranavir
(TPV) 2005
Darunavir*
(DRV) 2006
*ARV retenus
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Les composants cellulaires du systéme immunitaire (Bergereau, 2010)
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Monocyte en microscopie optique (Feng et al., 2011)

Lymphocytes en microscopie optique (Viallard et al., 2006)

Cellules participant a la défense immunitaire de 1’organisme humain
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Structure du Cholécalciférol (D3) et de I’ergocalciférol (D,) (Landrier, 2014)
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Meécanismes de 1'immunomodulation de la vitamine D3 (Bikle, 2011)
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Chaine HPLC (Waters®, France) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2016, IPCI-Cocody)
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ANNEXE 9

Notice d’information

Titre de I’étude : Statut en vitamine D et polymorphisme du géne du récepteur de la
vitamine D des personnes vivant avec le virus de 'immunodéficience humaine (PVVIH) en
Cote d’Ivoire

Etudiante : AKE Aya Jeanne Armande

Promoteurs : Pr DJAMAN Allico Joseph, Pr YAPO Adou Francis, Dr BOYVIN Lydie, Dr
SERI Kipré Laurent

But :
Dans le cadre de notre travail de Theése de 1’Université Félix Houphouét-Boigny, nous réalisons une

¢tude qui a pour objectif : Analyser le polymorphisme allélique du VDR en relation avec les
concentrations en 25-hydroxyvitamine D3 pour le déficit en vitamine D3 afin d’une meilleure prise
en charge des personnes vivant avec le VIH (PVVIH).

Procédures :
Pour réaliser ce travail, nous allons vous prélever 3 tubes de sang et dans chaque tube nous allons

prendre 3 cuilleéres a café. Ce sang va étre utilisé pour doser la créatinine, I’urée, le calcium, le
phosphore, le magnésium, la 25-hydroxyvitamine D3, la parathormone et déterminer ’activité de
I’ Alanine aminotransférase et de la phosphatase alcaline, puis faire la numération des lymphocytes T
CD4+ et I’étude moléculaire du gene du récepteur de la vitamine D afin de voir son implication dans
le déficit en 25-hydroxyvitamine Ds.

Risques :

Le prélevement peut entrainer des risques notamment une douleur au point de piqlre et un petit
gonflement (inflammation), pour minimiser ces risques, le prélévement sera fait par du matériel stérile
et des techniciens certifiés.

Avantages :

La connaissance des parameétres biochimiques, du statut en 25-hydroxyvitamine D3 et 1’étude du
polymorphisme du géne du récepteur de la vitamine D, nous permettra de mieux vous prendre en
charge et aussi les autres participants atteints du VIH.

Participation volontaire :

Vous étes libre d’accepter ou de ne pas accepter de participer a ce travail. Si vous refuser, vous ne
courez aucun préjudice et vous serrez traiter comme auparavant.
Personnes a contacter :

AKE Aya Jeanne Armande  Tél: 06 41 77 61

Abidjan, le ...




Formulaire de consentement éclairé

Titre de I’étude : Statut en vitamine D et polymorphisme du géne du récepteur de la vitamine
D des personnes vivant avec le virus de 'immunodéficience humaine (PVVIH) en Cote
d’Ivoire

Etudiante: AKE Aya Jeanne Armande

Promoteurs: Pr DJAMAN Allico Joseph, Pr YAPO Adou Francis, Dr BOYVIN Lydie, Dr
SERI Kipré Laurent

Résumé de ’objectif de la recherche : Cette étude est réalisée afin d’analyser le polymorphisme allélique du VDR en
relation avec les concentrations en 25-hydroxyvitamine D3 pour le déficit en vitamine D3 afin d’une meilleure prise en
charge des personnes vivant avec le VIH (PVVIH).

Lo J@  SOUSSIGNE, ...ttt ettt ettt e et et e e et e et e e e déclare avoir lu le
document d’information et accepte de participer a I’¢tude de AKE Aya Jeanne Armande.

2. J’airecu une explication concernant la nature, le but, la durée de 1’étude et j’ai été informé de ce qu’on attend de ma
part. On m’a remis une copie de ce formulaire de consentement éclairé, signé et daté, précédé d’un résumé de
I’objectif de la recherche.

3. Je suis libre de participer ou non, de remplir le questionnaire, complétement ou non, d’abandonner ma participation
a I’étude a tout moment sans qu’il soit nécessaire de justifier ma décision et sans que cela n’entraine le moindre
désavantage pour moi.

4. Les catégories de données qui seront utilisées dans le cadre de cette étude sont :
- les réponses que j’ai données aux questionnaires de 1’enquéte
- les résultats que j’obtiendrai aux différents tests pratiqués

5. J’accepte que ces données fassent 1’objet de traitements ultérieurs a des fins scientifiques, en relation directe avec les
objectifs de la recherche ci-dessus mentionnés, dans le respect de la loi relative a la protection de la vie privée a
I’égard des traitements de données a caractére personnel. Mon nom, les réponses aux questionnaires et mes
informations personnelles seront gardés confidentiels. Les responsables scientifiques de cette étude et les personnes
qui traiteront les données s’engagent a respecter cette confidentialité de données.

6. Jaccepte que les résultats de cette étude, qui seront toujours anonymes, soient diffusés a des fins scientifiques et en
respectant les régles déontologiques de la communauté scientifique.

7. Je peux a tout moment demander la consultation des données a caractére personnel collectées ou leur rectification
sans frais. Ces données seront conservées durant le temps nécessaire a leur analyse et ce, jusqu’a un maximum de dix
années. Les responsables du traitement de ces données (Pr DJAMAN A. Joseph, Pr YAPO A. Francis, Dr BOYVIN
Lydie, Dr SERI Kipré Laurent, AKE Aya Jeanne Armande) peuvent étre contactés a 1’adresse suivante : (Département
de Biochimie Clinique et Fondamentale de I’Institut Pasteur de Cocody).

8. Je consens de mon plein gré a participer a cette étude.

Nous vous remercions d’apposer la mention « lu et approuvé ».

Signature du participant Signature du témoin Date (jour/mois/année)

Je confirme que j’ai expliqué la nature, le but et la durée de 1’étude au participant mentionné ci-dessus.
Le sujet confirme son accord de participation par sa signature personnelle datée.

Signature de la personne qui procure I'information (étudiant/doctorant) Date (jour/mois/année)




Questionnaire santé et soins médicaux

Commune:.................cooiiinn... Centre:........oooiiiiiiiiiii
N Identifiant : ... Date de naissance :
Age:| | | [ans Sexe:M/F R N S I S
Taille : m Poids : kg

Teint: .............. Célibataire Marié(e)

Profession : .....................l. Ethnie ...

Qui remplit ce questionnaire?
La personne dont le numéro identifiant figure ci-dessus.

Si cela n’est pas possible, une autre personne t€émoin peut remplir ce questionnaire mais toujours

pour la personne citée ci-dessus.

Dans tous les cas, merci d’indiquer ci-dessous : Le Nom et Prénoms de la personne qui remplit

Jour mois année
Comment remplir ce questionnaire?

En cochant pour chaque question la case correspondant a votre réponse, comme par exemple

Souffrez-vous d’une maladie ou d’un probléme de santé chronique?

ou ]
2- non
3- ne sais pas D

Vos réponses a ce questionnaire seront traitées de fagon anonyme. Votre participation n’est pas

obligatoire mais elle contribuera a une meilleure connaissance de [’état de santé de la population.



Comment est votre état de santé général?

1- trés bon D
2- bon ]
3-moyen [ ]
4-mauvais ]
5- trés mauvais [__J

Quand remonte votre premiére consultation?

Jour mois année

Quand remonte votre derniere consultation?

Jour mois année

Consommez-vous de I’alcool?

1- oui D
2- non D

3- ne sais pas D

Est-ce que vous fumez?

1- oui D
2- non D

3- ne sais pas D



Etes-vous sous traitement vitaminique?

1- oui D
2- non D

3- ne sais pas D

Etes-vous sous un autre traitement vitaminique?

1- oui D
2- non D

3- ne sais pas D

Etes-vous sous traitement antirétroviral? Si oui lequel?

1- oui D
2- non D

3- ne sais pas D

Souffrez-vous d’une autre maladie ou d’un probléme de santé chronique? Si oui (la)

lequel(le)?
1- oui
2- non

3- ne sais pas

HiEN

Date : / / Signature du participant :




ANNEXE 10

Cytométre en flux (BD FACSCalibur) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2015, IPCI-Cocody)



ANNEXE 11

Cobas C311 (Roche, France) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2015, IPCI-Cocody)



ANNEXE 12

VIH négatif VIH Positif VIH indeterminé

Algorithme de tests rapides en Série en Cote d’Ivoire au centre de dépistage volontaire (CDV)

BIOLINE

VIH négatif VIH-1/VIH-2

TAT PAK
VIH négatifl | VIH positif

Algorithme de tests rapides en Série en Cote d’Ivoire au laboratoire




ANNEXE 13

Stades cliniques de l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et (CDC) (WHO, 2008)

WHO stage WHO T-lymphocyte count and percentage!  COC stagel COC T-ymphocyte count and percentage

Stage 1 (HIV infection) G0+ THymphooyte count of 2500 cellsful Stgel (HVinkection)  CD4+ T-hymphocyte count of 2500 cellajul or
C0d+ Tymphocyte percentageof 229

Etage 2 HIV infection) C0d+ Tymphocye count of 350499 cellsl  Siage2 (HIVinkction)  CDd+ Tymphocyte oount of 200499 callsful or
C0d+ Tymphocyte percentage of 14-28

Stage 3 (advanced HIV disease [AHD])  COd+ Tymphocyte count of 200-38 celsfl  Siege2 (HVindkection)  GDd+ Thymphoayie oount of 200498 cellsiL or
C0d+ Tymphocyle percentage of 14-28

Glage 4 (acquired immunodeficdency C04+ THymphooyte count of <200 cellsylor  Staged (AIDS) CO4+ THymphocyte count of <200 cellaful or
symdrame [AIDS]) CD4+ T-ymphocytes percentage of <15 C0d+ Tymphaocyte parcentageof <14

* Far reparting purposes onfy.

I Amang adults and children aged 5 'years.

¥ Percentage applicatle for stage d only
1 Among aduits and adolescents (aged =13 years). COC also includes a fourth atags, stage unknown: labaratory confimation of HIV infection but no information on
COd + T-ymphocyte count or percentage and no information on AlDS-defining conditions.



Area

ANNEXE 14

70000.0
o000}
500000
o000}
so0000]
200000}
10000.0—3

00

-10000.0+

Droite d’étalonnage de la 25-hydroxyvitamine D3




ANNEXE 15

]

Sang Plasma

>

Cellules mononuclées
Ficoll

Erythrocytes et
granulocytes

Ficoll Centrifugation

Séparation des cellules mononucléées sur gradient de Ficoll (Baskara-Yhuellou, 2013)



ANNEXE 16

Micro-ondes (Modele SHARP) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2017, IPCI-Cocody)



ANNEXE 17

Plateau de coulée (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2017, IPCI-Cocody)



ANNEXE 18

Cuve de migration (modele MP-300V BIOCOM) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2017, IPCI-Cocody)



ANNEXE 19

——
— hea

Sterilc A /|

Hotte PSM III Advance® (poste de sécurité microbiologique I1I) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2017, IPCI-
Cocody)



ANNEXE 20

Thermocycleur (Appled Biosystems, 2720 ThermalCyber, Singapore) (Photographie Aké Aya Jeanne A., 2017, IPCI-

Cocody)



ANNEXE 21
Séquence d’ADN génomique de référence du VDR humain dans le sens 5° vers 3’ (NCBI rs
NG 008731.1)
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ANNEXE 22

Positions des mutations sur les fragments d’ADN du géne du VDR analysés

AU S A

ACCGCGATGCCGAGGCAATEGEGCGEECCAGCA &= Sauvage
™M = n ™M - - =

AGCGCGGCGACGCCGAGCGCGCAATGCGCGCGEGGECCAGCA &= )Mutant
™M - A =

Positions de mutation sur Fok-1 (exon 2) g.30920T>C et g.30929T>C

v

g 8 |acaars ] sarsandlaeaa | B b 8w e s

CAGAACGCGGCCGAGGGTCAGACCCATGGGGT &= Sauvage
AN GCGGEGGCGAAMAMIGTCAARARAARCCCT GGG GGEGE Mutant

- -1 -
TAGCTCTGCOCTTITGCAGAGTGTGCAGGEC = Sauvage

TAACGTITITCOCOCTIGCEEEEACEEEEUCGEGESEGeE= Myutant

Positions de mutation sur Bsm-1 (intron 8) g.63510 G>A et 2.63905 A>G ou A>C

|-|¢+|

T A T S TG AT ARG AT o & SaUVage

MO TS SIS S T (S Bl B TS T ST (S & Mutant

Positions de mutation sur Apa-1 (intron 8) g.65023 C>A et 2.65024 A>C

Py

aAaccGccaccocccaec e TreaT T TITrcaGcGGCcCaTa & Sauvage

AGCGCGACGCcCGCGGOCTGCGATAGAGCCGCccaAaTC ¢ Mutant
(- > AN AN I = B = AN .

v

AGCGCACGCGCCGCOCGGOCTrGcA T I GAGGCCATC &= Sauvage

- L B o VAN I, @I = VN u
AGGACG?CG?GCTGATCGAGG?CATC' = Mutant
- D AN N I. . = N T

Position de mutation sur Tag-1 (exon 9) g.65058T>C ou g.65058T>A

NB : Sens des séquences d’ADN 5’ 3’ ; M= methionine ; [= isoleucine



ANNEXE 23

Les abréviations d'une lettre et de trois lettres pour chaque acide aminé et leur correspondance aux codons

ADN
. ., Abbreviation Abbreviation
Acide Aminé 3-Letires blb_lejé t?reo Codon(s)
Alanine Ala A GCA, GCC, GCG, GCT
Arginine Arg R CGA, CGC, CGG, CGT, AGA, AGG
Aspartic acid Asp D GAC, GAT
Asparagine Asn N AAC, AAT
Cysteine Cys C TGC, TGT
Glutamic acid Glu E GAA, GAG
Glutamine Gln Q CAA, CAG
Glycine Gly G GGA, GGC, GGG, GGT
Histidine His H CAC, CAT
Isoleucine Ile | ATA, ATC, ATT
Leucine Leu L CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
Lysine Lys K AAA, AAG
Methionine Met M ATG
Phenylalanine Phe F TTC, TTT
Proline Pro P CCA, CCC, CCgq, CcCT
Serine Ser S TCA, TCC, TCG, TCT, AGC, AGT
Threonine Thr T ACT, ACC, ACG, ACT
Tryptophan Trp W TGG
Tyrosine Tyr Y TAC, TAT
Valine Val A% GTA, GTC, GTG, GTT
STOP - - TAG, TAA, TGA

FF



ANNEXE 24

Résultats de ’analyse des séquences d’ADN de la population d’étude

Exon 2 du VDR

Intron 8 du VDR

Exon 9 du VDR

Genes Fok-1 (rs 2228570) Bsm-1 (rs 1544410) Apa-1 (1s 7975232) Taq-1 (rs 731236)
Position £.63905 A>G
oD £.30920 T>C g30929T>C | g63510G>A | &0 70 065023 C>A | 265024 A>C | £65058 T>A ou T>C
ID Codon AA Codon AA Codon Codon Codon Codon Codon AA
IPCIT1 ACG Thr | ACG | Thr AAA GGA CAC CAC ATC le
IPCIT2 | ACG Thr | ATG | Met CAA CAG CAC CAC ATA le
IPCIT3 | ACG Thr | ACG | Thr CAA GAA CAC CAC ATA le
IPCIT4 | ACG Thr | ATG | Met CAA AGA CAC CAC ATA lle
IPCIT5 | ACG Thr | ACG | Thr CAA AGA CAC CAC ATA le
IPCIT6 | ACG Thr | ATG | Met CAG AGA CAC CAC TTA Leu
IPCIT7 | ATG Met | ATG | Met CAA CTG CAC CAC ATA lle
IPCITS | ACG Thr | ATG | Met CAA GAA CAC CAC ATA lle
IPCIT9 | ACG Thr | ATG | Met AAA CCA CAC CAC ATC le
IPCITI0 | ACG Thr | ATG | Met CAG CGG CAC CAC ATA lle
IPCITI1 | ACG Thr | ACG | Thr AAG GCA CAC CAC ATT lle
IPCITI2 | ACG Thr | ATG | Met CAA GGA CAC CAC ATT le
IPCITI3 | ATG Met | ATG | Met CAG GCG CAC CAC ATT lle
IPCIT14 | ACG Thr | ATG | Met CAG AGA CAC CAC ATA lle
IPCITI5 | ATG Met | ATG | Met CAG AGA CAC CAC ATT lle
IPCITI6 | ATG Met | ATG | Met AAG GCG CAC CAC ATT lle
IPCIT17 | ACG Thr | ATG | Met AAG GCG CAC CAC ATT lle
IPCITI8 | ACG Thr | ATG | Met CAG AGA CAC CAC ATA lle
IPCIVD1 | ACG Thr | ATG | Met CAG AGA CAC CAC ATT le
IPCIVD2 | ACG Thr | ATG | Met AGG GGC CAC CAC ATT le
IPCIVD3 | ACG Thr | ATG | Met CAG AGA ACC ACC ATT le

GG



IPCIVD4 ACG Thr ACG Thr CAG AAG CAC CAC ATT Ile
IPCIVDS ACG Thr ATG Met CAG AGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVD6 ATG Met ATG Met TAA CTG CAC CAC TTA Leu
IPCIVD7 ACG Thr ACG Thr CAG GCA CAC CAC ATT Ile
IPCIVDS ACG Thr ACG Thr CAA GAG CAC CAC ATT Ile
IPCIVD9 ATG Met ATG Met CAG GGA CAC CAC ATA Ile
IPCIVDI10 ACG Thr ACG Thr CAA GGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVDI1 ACG Thr ACG Thr CAG GGA CAC CAC ATA Ile
IPCIVDI12 ACG Thr ATG Met CAG AGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVDI3 ACG Thr ACG Thr CAG GTA CAC CAC ATT Ile
IPCIVD14 ACG Thr ATG Met CAA GAA CAC CAC ATA Ile
IPCIVDI5 ATG Met ATG Met CAG CTG CAC CAC ATA Ile
IPCIVDI16 ACG Thr ATG Met CAA GGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVD17 ACG Thr ATG Met CAG AGA CAC CAC ATA Ile
IPCIVDI8 ACG Thr ATG Met CAG AGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVDI19 ACG Thr ACG Thr CAG GAA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI1 ACG Thr ATG Met GCG GGA ACC ACC TTA Leu
IPCIVI2 ACG Thr ATG Met CAG AGA ACC ACC ATA Ile
IPCIVI3 ACG Thr ATG Met GCG AGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI4 ACG Thr ATG Met CAA GAA ACC ACC ATA Ile
IPCIVI5 ACG Thr ATG Met CAG AGA ACC ACC ATA Ile
IPCIVI6 ACG Thr ATG Met AGA CTG ACC ACC ATT Ile
IPCIVI7 ACG Thr ACG Thr AAA GAG ACC ACC ATA Ile
IPCIVI8 ACG Thr ATG Met CAG GGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI9 ACG Thr ATG Met CAG GGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI1O0 ATG Met ATG Met AAA AGA ACC ACC ATA Ile
IPCIVI11 ACG Thr ATG Met CAG GGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI12 ACG Thr ATG Met CAG AGA CAC CAC ATT Ile
IPCIVI13 ACG Thr ATG Met CAG GGA ACC ACC ATA Ile

NB : AA= Acide aminé ; Met= methionine ; Thr= thréonine ; Ile= isoleucine ; Leu= leucine

HH
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ABSTRACT

Background: A number of studies have highlighted the phosphocalcic balance disorder and posed
the problem of the correlation between 25-hydroxyvitamin D; and parathyroid hormone in people
living with HIV (PLHIV). However, few studies have been conducted on the link between
antiretroviral therapy and the level of 25 (OH) D; during HIV infection. The objective of this study
was to evaluate 25 (OH) D3 and the parathyroid status in HIV-infected people taking antiretroviral
treatment in Cote d'lvoire.

*Corresponding author: Email: boyvinlyd@yahoo.fr;



Aké et al.; ISRR, 7(2): 1-10, 2018; Article no.ISRR.43190

Methods: The study involved 326 adults (163 HIV-infected patient and 163 control subjects). CD4
count was performed in flow cytometry. 25 (OH) D3 was assayed by HPLC. Parathyroid hormone
was assayed using COBAS 6000.

Results: The deficiency of 25 (OH) D; was observed in patients aged 18 to 25 years and in
patients on AZT-3TC-EFV (13 + 0.68 ng / mL), AZT-3TC-NVP (11 £ 0.15 ng / mL) and TDF-3TC-
EFV (19 £ 0.57 ng / mL). Sufficient levels of 25 (OH) D; were observed in patients receiving TDF-
3TC-LPV/r. 25 (OH) D; deficiency was observed in women receiving AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-
LPV/r or TDF-3TC-EFV and men receiving AZT-3TC-NVP or AZT-3TC-LPV/r. The levels of PTH
were normal in all patients aged 26 to 34 years and treated with AZT-3TC-EFV (9 £ 0.08 pg / mL),
AZT-3TC-NVP (7 £ 0.21 pg / mLQ or TDF-3TC-EFV (8 + 0.25 pg / mL). Patients with CD4+ count
between 349 and 200 cells / mm” and patients who were treated with AZT-3TC-NVP (7 + 0.21 pg/
mL) also had normal PTH levels.

Conclusion: Some antiretroviral combinations prescribed in Céte d'lvoire induce a decrease in the
serum level of vitamin D and parathyroid hormone in PLHIV. It would, therefore, be necessary to
add a vitamin D supplement when prescribing these combinations, considering its importance in

cellular metabolism.

Keywords: 25 (OH) Ds; Céte d’Ivoire; parathyroid hormone; antiretroviral therapy; HIV1.

ABBREVIATIONS

1,25(0H),Ds : 1,25-dihydroxyvitamin Ds

25(0OH)D3  : 25-hydroxyvitamin D3

BMI : Body Mass Index

CYP : Cytochrome P450

PTH : Parathormone

CYP27B1 : Cytochrome 27 B1

CART : Combined Antiretroviral Therapy
PLHIV :Person Living with HIV

VDR :Vitamin D Receptor

cAMP : Cyclic Adenosine Monophosphate

1. INTRODUCTION

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV
1) has infected 76.1 million people and had
caused 35 million deaths worldwide by the end of
2016 [1]. Today, highly active antiretroviral
therapy (HAART) has profoundly altered the
natural history of HIV infection by dramatically
reducing AIDS-related morbidity and mortality [2]
and restoring immunological function by
suppressing viral load [3]. However, until now,
triple antiretroviral therapy cannot eradicate HIV
[2,4]. Many studies have reported high early
mortality in patients taking antiretroviral therapy
in sub-Saharan Africa [5].

During the different stages of HIV infection,
increased consumption of vitamin D has been
demonstrated. The primary role of 25-
hydroxyvitamin D3 (25 (OH) D;) is the regulation
of calcium and phosphate homeostasis [6,7] in
combination with parathyroid hormone (PTH) and
calcitonin [8]. 25 (OH) D3 is used in the
differentiation of cells of the immune system that
undergo greater renewals during HIV infection

[9]. It is also highly recognised as an
immunomodulator. It regulates the pathways
involved in Kkilling intracellular pathogens and
modulates T cells, cytokines and dendritic cells
[10]. Vitamin D deficiency is common among
HIV-positive people [11]. This micronutrient has
well-known regulatory functions in calcium
metabolism, regulation of the pathways involved
in killing of intracellular pathogens and modulates
T cells, cytokines and dendrite cells [10].

Previous studies have reported a link between
antiretroviral therapy and the serum level of 25
(OH) D3 [3,12]. In Céote d'lvoire, few studies have
been conducted on the link between antiretroviral
therapy and the serum level of 25 (OH) D; during
HIV infection. Boyvin et al. [13] have highlighted
the disorder in the phosphocalcic balance and
the issue of the correlation between 25-
hydroxyvitamin D; and parathyroid hormone in
people living with HIV (PLHIV).

The objective of this study was to evaluate the
issue of 25-hydroxyvitamin D3 and parathyroid
status of the people living with HIV (PLHIV)
taking antiretroviral treatment in Cote d'lvoire.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Study Population

The study was started in November 2016 and
continued till December 2017 in the Department
of Basic and Medical Biochemistry of the Institute
Pastor of Cbéte d'lvoire (IPCI). The study involved
326 adults subjects aged 18 to 49 years. It was a
cross-sectional descriptive study of 163 HIV-
infected patients (120 were on antiretroviral



therapy versus 43 untreated patients). Treated
patients composed of 45 men and 75 women.
163 controls of HIV-negative subjects were
included. Pregnant women and children under 15
years were not included in this study.

2.2 Collection of Blood Samples

Blood samples from fasting HIV-positive and
HIV-negative subjects were required for the
various biochemical and serological tests. Thus,
EDTA tubes containing whole blood were used
for CD4+ T cells count of PLHIV. A tube without
anticoagulant was used for blood collection, and
the serum obtained after centrifugation was used
for the HIV serological test and the assay of 25-
hydroxy vitamin D; and parathyroid hormone
(PTH).

2.3 HIV Serological Tests

For the detection of anti-HIV antibodies, two
rapid tests were used:

(1) The kit "Alere Determine ™ HIV-1/2 kit "
which is an immunochromatographic
screening test. It’s principle is based on the
formation of an antigen-antibody complex
revealed after staining [14] and

(2) The rapid "SD Bioline HIV-1/2; 3.0" test
which is a confirmatory enzyme
immunoassay. This test is based on the
detection of anti-HIV1 and anti-HIV2
antibodies directed specifically against
their antigens [15].

2.4 Determination of
Parameters

Biological

The CD4+ lymphocyte count was performed in
flow cytometry on the BD FacsCalibur system
(BD Becton, Dickinson, USA) from whole blood
collected in EDTA. The principle is based on the
rapid analysis of moving particles (cells) moving
one by one inside a sheath fluid, in front of a
laser beam light [16,17].

The assay of the 25-hydroxyvitamin D3 was
performed using UV detection in high-
performance liquid chromatography (HPLC) with
a Water® device, after extracting soluble vitamins
with hexane protected from light according to the
method of Zaman et al. [18].

The parathyroid hormone assay was performed
with the COBAS 6000 device (Roche Hitachi,

Aké et al.; ISRR, 7(2): 1-10, 2018; Article no.ISRR.43190

Japan) following the manufacturer's instructions.
The serum reference value of parathyroid
hormone was 10 to 65 pg / mL [19,20].

2.5 Statistical Analysis

GraphPad Prism.V5.01 software was used for
statistical analysis of the collected data. The data
were analysed with one-way ANOVA. The
Turkey test was used to compare the variance of
HIV-negative subjects with that of PLHIV. The
difference between the two variances was
significant if p < 0.05.

3. RESULTS

3.1 Mean Serum Level of 25 (OH) D; and
PTH of the Study Population

At the end of this study, blood samples from 326
individuals including 163 HIV-infected patients
and 163 HIV-negative people were analysed.
Among these 163 HIV-infected patients, 120
were taking antiretroviral therapy and 43 patients
were not taking ART.

Significant insufficient serum level (p < 0.0001) of
25 (OH) D3 was observed between ART treated
HIV positive patients (120) and ART untreated
HIV patients (43) (Table 1).

The average PTH serum level was normal in this
study (Table 1).

3.2 Mean Serum Level of 25 (OH) D; and
PTH in Patients Taking Antiretroviral
Therapy

Table 2 indicates a normal serum level of PTH in
all the treated patients, according to the gender
and type of combined antiretroviral therapy. This
population was characterised by an insufficiency
of 25 (OH) Ds;. However, a deficiency of 25 (OH)
D3 (19 £ 1.55 ng/ml) was observed in 21 (17.5%)
patients treated with the combination Zidovudine
/ Lamivudine / Efavirenz (AZT-3TC-EFV). In
addition, sufficient serum levels of 25 (OH) D;
were observed in patients treated with TDF-3TC-
LPV/r (32 +1.22 ng/ mL) (Table 2).

3.3 Vitamin D and PTH Status of PLHIV
According to Gender and Type of
Antiretroviral Therapy Taken

In women

According to Fig. 1.a, patients taking TDF-3TC-
LPV/r had a normal serum level of vitamin D.



However, vitamin D deficiency was observed in
those who were taking AZT-3TC-NVP. On the
other hand, vitamin D insufficiency was observed
in those who were treated with AZT-3TC-EFV,
AZT-3TC-LPV/r or TDF-3TC-EFV combinations
(Fig. 1a). PTH serum levels were normal
regardless of the combination of antiretroviral
taken, as all were higher than 10 pg / mL, despite
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of the decrease seen in TDF-3TC-LPV/r treated
women (Fig. 1b).

In men

Fig. 2a depicts that patients receiving AZT-3TC-
EFV and TDF-3TC-EFV had a deficiency of
vitamin D (< 20 ng /mL). However, vitamin D
deficiency (< 30 ng / mL) was observed in the

Table 1. Mean value of 25 (OH) D; and PTH of the study population

Contiol Treated untreated
PARAMETERS N =163 patients patients p value a p value b p value ¢
- N =120 N =43
25 (OH) D3 -~ i
(30 - 100 ng/mL) 31.2:1.56 28 +2.20 48 £ 2.07 0.3776 < 0.0001 < 0.0001
Al 27+226  25:+3.66 23212 0.8821 0.2082 0.5767
(10 - 65 pg/mL) i i i ] i §
a : Control vs Treated Patients; b : Control vs Untreated Patients; ¢ : Treated Patients vs Untreated Patients; * p indicates

a statistically significant value. The difference is significant for

ng/mL; Deficiency < 20 ng/mL ; Insufficiency 20
10 - 65 pg/mL.

p < 0.05. Normal reference values of 25 (OH) D 3:30 - 100

- 30 ng/mL ; Sufficiency =30 ng/mL ; Normal reference values of PTH :

Table 2. Serum level of 25 (OH) D; and PTH of the population taking antiretroviral

Number 25 (OH) D PTH

PARAMETERS i (n(g‘,m’l_) 3 L8
Gender

Women 75 (62.5 %) 23+1.21 26 + 1.81
Men 45 (37.5 %) 23 +1.82 29+ 3.86
Combination of antiretroviral

AZT-3TC-EFV 21 (17.5 %) 19 % 1.55 25+ 0.98
AZT-3TC-NVP 40 (33.3 %) 24 + 1.68 22+2.31
TDF-3TC-LPVIr 11 (9.2 %) 32+1.22 18+ 0.27
AZT-3TC-LPV/r 11 (9.2 %) 28+1.18 29+ 0.60
TDF-3TC-EFV 37 (30.8 %) 22 + 1.81 29+ 4.19

AZT : Zidovudine or 3'-azido-3'-dideoxythymidin; 3TC : Lamivudine; EFV : Efavirenz ; TDF : Tenofovir disoproxil
fumarate; LPV/r : Lopinavir/ritonavir ; Normal reference value s of 25 (OH) Da : 30 - 100 ng/mL,; Deficiency < 20
ng/mL ; Insufficiency 20 - 30 ng/mL ; Sufficiency = 30 ng/mL ; Normal reference values of PTH: 10 -65pg/ mL
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Fig. 1. Serum level of 25 (OH) D; (a) and PTH (b) of HIV-infected women taking antiretroviral
therapy



patients taking AZT-3TC-NVP and AZT-3TC-
LPV/r. In contrast, those treated with the
combination TDF-3TC-LPV/r were characterised
by vitamin D sufficiency (Fig. 2a). PTH levels
were normal regardless of the combination of
antiretroviral taken, although a decrease was
observed in those treated with AZT-3TC-EFV,
AZT-3TC-NVP and TDF-3TC-LPV/r (Fig. 2b).

3.4 Vitamin D; and PTH Serum Level in
Patients Treated According to Age,
CD4 + T Cell Count and Antiretroviral
Therapy

A deficiency of 25 (OH) D; was observed in
patients treated with the combination of AZT-
3TC-NVP (11 £ 0.15 ng / mL) aged 18 to
25 years and with a CD4 + T cell count
below 200 cells / mm?® (15 + 0.17 ng / mL) (Table
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3). Similarly, a 25 (OH) D; deficiency
was observed in the patients treated with
the combination of AZT-3TC-EFV (13 + 0.68
ng / mL) and having a CD4 + T cell count
below 200 cell / mm” on one hand, and those
in the 499-350 cell / mm® range treated with
the combination TDF-3TC-EFV (19 + 0.57
ng / mL) on the other hand. However, in
all subjects treated with the combination of
TDF- 3TC-LPV/r, a sufficient serum level
of 25 (OH) D; was observed regardless
of the age and the level of CD4+ T cell count
(Table 3).

Normal serum levels of PTH were observed
regardless of age, CD4+ T cell count, and the
type of antiretroviral therapy taken. However,
PTH deficiency was observed in subjects aged
26 to 34 years treated with the combination AZT-
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Fig. 2. Serum level of 25 (OH) D; (a) and PTH (b) of HIV-infected men taking antiretroviral
therapy

Table 3. Average serum level of 25 (OH) D; and PTH according to age, CD4+ T count and
antiretroviral therapy

AZT-3TC-EFV
N=21
PARAMETERS
25 (OH) D1 PTH
(ng/mL)  (pg/mL)
Age (years)
18-25 0 0
26-34 23+0.14 940.08
35-49 26+£112 3110886
Lymphocytes T CD4 count (cell/mm ?)
>500 35+124 321047
499 - 350 25+1.14  26+1.72
349 - 200 23+094 271094
<200 13+068 281025

AZT-3TC-NVP
N=40

25(0H)Ds  PTH
(ng/mL)  (pg/mL)
11£015 121013
28:1.84 7021
29:£1.78 31+3.19
30£1.69 31+376
21:£047 20:1.03
342242 7:021
15+ 017 294059

TDF-3TC-LPVIr

N=
25 (OH) D»

(ng/mL)
0
41£0.16

33+ 0.65

33£0.68
32+ 084
351084

37+£0.17

1"
PTH

(pg/mL)
0
18+0.16

17 £0.27

17 £0.42
18+0.17
17 £0.17

1810.21

AZT-3TC-LPVIr
N=11
25(0OH)D:  PTH
(ng/mbL)  (pg/mL)
331022 30:0.09
0 0
30072 28077
28125 312015
22021 222021
31008 27061

0

0

TDF-3TC-EFV
N=37

25(0OH)D;  PTH

(ng/mL)  (pg/mL)
22+015 221012
27+1.14 81025
27+185 32:4.16
22+085 17212
19057 171417
284212 404389
20£312 43339



3TC-EFV (9 £ 0.08 pg / ml), AZT-3TC-NVP (7 %
0.21 pg / ml) or with TDF-3TC-EFV (8 £ 0.25 pg /
ml). The same is true for those treated with the
combination of AZT-3TC-NVP with CD4 + T cell
count between 349 and 200 cells / mm?® (7 + 0.21
pg /ml) (Table 3).

4. DISCUSSION

In this study, a lower level of 25 (OH) D; was
observed in patients taking ARV therapy
compared to the patients not taking an ARV.
These results are in agreement with those of
Gichuhi et al. [21] who also reported lower 25
(OH) Dj3 level in PLHIV taking ARV. Generally,
vitamin D deficiency in HIV-infected individuals is
linked to factors such as non-Caucasian race,
high body mass index, hypertension, lack of
physical exercise, decreased exposure to UV
rays, decreased glomerular filtration [22], and
poor absorption [12]. Similarly, several factors
such as female gender, age, sun exposure, black
pigmentation of the skin, non-Caucasian race,
body mass index (BMI), gastrointestinal
absorption disorders. Kidney disease, risk factors
for cardiovascular disease (diabetes), co-
infections such as HIV / TB (TB), HIV / hepatitis
C (VHC) and daily alcohol consumption are cited
as the natural risk factors for hypovitaminosis D
in seropositive and seronegative cohorts [2]. In
addition, previous studies have suggested that
VDR gene polymorphism may be important for
susceptibility to inflammatory diseases. Indeed,
VDR gene polymorphism can negatively affect
the 25 (OH) D; status [23]. According to Lake
and Adams [24], antiretroviral therapy may also
disrupt the metabolism of vitamin D. According to
the National Health and Nutrition Examination
Surveys (NHANES) database,, the prevalence of
vitamin D deficiency according to age, race and
sex was high in HIV-infected individuals (70%)
but lower than US adults (79%) [22]. The
circulation of vitamin D3 deficiency could also be
explained due to thevariations in the locus
encoding VDR during HIV infection [25]. The
dysfunction of VDR related to 25-hydroxyvitamin
D; deficiency [26] is associated with the
progression of HIV infection [25].

In this present study, a normal serum level of 25
(OH) D3 was observed in some patients treated
with TDF-3TC-LPV/r. However, certain patients
treated with the combination AZT-3TC-EFV,
AZT-3TC-NVP, AZT-3TC-LPV/r or TDF-3TC-
EFV were characterised by a lower serum level
of 25 (OH) D3. Both protease inhibitors (Pls) and
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors
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(NNRTIs) have been associated with the
disruption of vitamin D metabolic pathways
[27,28]. In general, NNRTIs, react with vitamin D
through cytochromes (CYP3A4) required for
vitamin D metabolism [11]. Thus, intake of
efavirenz (EFV) has been associated with 25
(OH) D; deficiency [10,12]. Efavirenz lowers the
level of 25 (OH) D; [3] by inducing the catabolism
of 25 (OH) D; by the induction of cytochrome
CYP24A, the enzyme that converts 25 (OH) D,
to its inactive metabolite, namely 24,25-
dihydroxyvitamin D; [2]. Contrary to NNRTIs,
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors
(NRTIs) are not metabolised by cytochromes
[11]. Studies have shown that zidovudine is also
associated with vitamin D deficiency [29]. This
lower value of 25 (OH) D; is observed in some
women treated with the combination AZT-3TC-
EFV, AZT-3TC-NVP, AZT-3TC-LPV/r or TDF-
3TC-EFV. Within the class of NNRTIs, a link with
low vitamin D status has been reported in the
case of efavirenz but not for nevirapine [30-32].
Some men who received the combination AZT-
3TC-EFV, AZT-3TC-NVP, AZT-3TC-LPVIr or
TDF-3TC EFV treatment were characterised by a
lower vitamin D level. Generally, women are
more exposed to vitamin D deficiency than men
[33]. Adipose tissue is able to store vitamin D
[34]; this could explain the lower serum level of
25 (OH) D3 in women. However, it has long been
shown that HIV infection induces the expression
and secretion of IL-6 by monocytes and
macrophages. Indeed, adipose tissue can
produce, in some cases, up to 25% of circulating
IL-6, proinflammatory cytokine [35]. According to
Yilma et al. [36], patients who were treated with a
combination of TDF-3TC-EFV and AZT-3TC-
NVP had a lower 25 (OH) D3 serum level after
three months of treatment compared to TDF-
3TC-NVP. In addition, all 11 patients treated with
TDF-3TC-LPV/r, regardless of gender, age and
CD4+ T cell count, had normal serum levels of
25 (OH) D; and PTH. These results are in
agreement with that of Klassen et al. [37], who
found normal serum levels of 25 (OH) D; and
PTH in patients receiving TDF. In addition, intake
of tenofovir or ritonavir has been shown to be
associated with high serum levels of 25 (OH) D;
[22]. Ritonavir appears to interfere with vitamin D
metabolism by inhibitihng 1a- and 250-
hydroxylation in  both  hepatocytes and
monocytes in culture. Therefore, reducing the
conversion of 25 (OH) D; to its active metabolite,
this could potentially explain the increase of 25
(OH) D3 in subjects with low concentrations of
1,25 (OH), D5 [38]. As for tenofovir, no known
effect on vitamin D metabolism has been



reported. However, the combination of protease
inhibitors (Pls) and tenofovir results in more
deregulation of mineral metabolism than an
alteration in the level of 25 (OH) D3 [22]. In
addition, tenofovir is known to induce renal
proximal tubule dysfunction which may reduce
the effect of 1a-hydroxylase in the kidney, which
metabolises vitamin D to 1,25-hydroxyvitamin D
in its active form, thus leading to accumulation of
vitamin D [39]. This situation is associated with
phosphaturia/hypophosphatemia, and 1,25 (OH),
D; is a hormone that counteracts hypo-
phosphatemia. Therefore, it is possible that
inhibition in the production of 1,25 (OH), D; by
protease inhibitors could exacerbate the
deregulation of mineral metabolism in patients
receiving tenofovir [22]. In this study, normal
serum levels of PTH were found regardless of
age, CD4+ T cell count and type of antiretroviral
therapy. In some patients treated with the
combination TDF-3TC-LPV/r, the PTH produced
could not promote the conversion of 25 (OH) D3
into 1,25 (OH), D3 (active form). However, the
deficiency of PTH (hypoparathyroidism) was
observed in patients aged 26-34 years treated
with the combination AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-
NVP or TDF-3TC-EFV. It is the same for those
who were treated with the combination AZT-3TC-
NVP having CD4+ T cell count between 349 and
200 cell / mm’. It should be noted that a
decrease in the serum level of PTH has already
been reported in HIV-infected patients [40]. The
mechanism could be related to antibodies
against parathyroid cells. Using anti-Leu3a, a
monoclonal antibody recognising CD4, it was
found that HIV-positive patients had a CD4
molecule on the surface of parathyroid cells,
indicating the possibility of functional inhibition by
anti-CD4 antibodies or direct HIV infection [41].
In addition, TNF-a appears to interfere with the
stimulatory effect of PTH by mechanisms
involving negative regulation of PTH receptors,
alteration of protein kinase C activity, and
inhibition of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) response after PTH stimulation [42].

Furthermore, a lower serum concentration of 25
(OH) D3 was reported in patients treated with the
combination AZT-3TC-NVP aged 18 to 25 years
and in those with a CD4+ T lymphocyte count
below 200 cells / mm?® This age group
particularly is at risk. Indeed, in South Africa, 25
(OH) D5 deficiency has been reported in patients
aged 15 to 29 years. This situation has been
observed in women aged 15 to 24 and in men
aged 20 to 29 [43]. A deficiency in 25 (OH) D3
was also observed in patients who were treated
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with the combination AZT-3TC-EFV and having a
CD4+ T lymphocyte count of less than 200 cell /
mm~ on one hand, and those having CD4+ T
lymphocyte count in the range 499-350 cell /
mm?® treated with the combination TDF-3TC-EFV
on the other hand. Indeed, increased utilisation
of vitamin D during HIV infection has been
demonstrated. Vitamin D is used in the
differentiation of immune system cells that
undergo greater renewal during HIV infection [9].
It regulates the pathways involved in the
destruction of intracellular pathogens and
modulates T cells, cytokines and dendritic cells
[10]. Its deficiency or insufficiency would hasten
the destruction of CD4 and the progression of the
disease [30]. Complicated Infections resultinag
from poor immunity (below 200 cell / mm®)
require  hospitalisation, which significantly
reduces patients’ exposure to the sun. Also, this
vitamin D deficiency observed in this study could
be due to complicated infections and
hospitalization, which could be responsible for
malnutrition and reduced consumption of vitamin
D-containing foods [2].

5. CONCLUSION

This study suggests that HIV-infected patients
receiving antiretroviral therapy are at high risk of
reduced serum level of vitamin D. However,
some HIV patients treated with the combination
TDF-3TC-LPV/r recorded normal serum levels of
25 (OH) D;. In addition, PTH deficiency
(hypoparathyroidism) was observed in some
individuals aged 26 to 34 years treated with the
combination AZT-3TC-EFV, AZT-3TC-NVP or
TDF-3TC-EFV, and those who were on AZT-
3TC-NVP with CD4+ T cell counts between 349
and 200 cell/mm®. Therefore, vitamin D and PTH
status should be checked regularly in all HIV-
infected patients, taking into consideration the
clinical stage.
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ABSTRACT

Background: Micronutrients play an important role in the human immune system. During HIV
infection, the virus utilises the micronutrients of the body, for its replication causing metabolic
disorders including phosphocalcic. Parathyroid hormone (PTH), vitamin D3 (25-hydroxyvitamin Dj)
and calcitonin are essential for the maintenance of phosphocalcic homeostasis and the proper
functioning of the body. In Céte d'lvoire, very few studies on HIV infection and the mechanism of
phosphocalcic metabolism have been done. The purpose of this study was to determine the status
of 25 (OH) D3 and parathyroid hormone in people living with HIV.

*Corresponding author: E-mail: boyvinlyd@yahoo.fr;
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Methodology: The study involved 326 adults (163 HIV-positive and 163 HIV-negative as control
subjects). After confirmation by HIV serologic scanning result, CD4 count was performed by flow
cytometry (Facs Calibur). Assays for 25 (OH) D; and PTH were performed by HPLC and COBAS

6000 automated systems, respectively.

Results: A decrease in mean values of 25 (OH) D3 (16 + 0.46 ng / mL) was observed in 50% of
HIV-infected on ART and 87% of these patients presented a normal PTH level (28 + 1.95 pg / mL).
Deficiency of 25 (OH) D; (20 + 1.03 ng / mL) is higher in HIV-infected on ART who have a CD4

count < 200 cells / mL.

Conclusion: Parathyroid hormone levels were normal in this study. Insufficiency or deficiency of 25-
hydroxyvitamin D3 is more common in HIV-infected on ART with a CD4 count < 200 cells / mL. This
decrease characterized the degree of immunodepression.

Keywords: 25-hydroxyvitamin Ds; ART,; Céte d'Ivoire; HIV; parathyroid hormone.

ABBREVIATIONS

PTH : Parathyroid hormone
CYP27B1 : Cytochrome 27 B1

CART : Combined antiretroviral therapy
EDTA : Ethylene diamine tetra acetic
PLHIV : People living with HIV

FGF-23  : Fibroblast Growth Factor 23

VDR : Vitamin D Receptor

cAMP : Cyclic Adenosine monophosphate

1. INTRODUCTION

Human immunodeficiency virus (HIV) infection is
pandemic affecting 33.3 million people
worldwide. In 2015, 1.1 million deaths and 2.1
million new HIV infections were recorded [1].
Sub-Saharan Africa remains severely affected by
this pandemic and accounted for about 70% of
new HIV infections [2]. In Cobte d'lvoire, the
prevalence rate reduced from 3.4% in 2012 to
2.7% in 2016 [3].

During HIV infection, the virus uses nutrients,
including micronutrients of the body, for
replication [4]. This causes disorders of mineral
metabolism, including phosphocalcic [5,6]. The
regulation of calcium and phosphorus
homeostasis involves parathyroid hormone
(PTH), vitamin D3 (25-hydroxyvitamin D;) and
calcitonin [7]. PTH is secreted in the parathyroid
glands. It is a hypercalcemic hormone. In case of
hypocalcaemia, parathyroid hormon facilitates
mobilization of bone calcium, stimulates the
activation of vitamin D3 in the kidneys, which in
turn increases, the intestinal absorption of
calcium, while inhibiting its excretion in the urine
[8]. Vitamin D3 is a circulating steroid hormone
that exists in the human body in two forms: 25
(OH) D3, a form of reserve that under the
action of 1-a-hydroxylase or CYP27B1 renal,

hydroxylated to 1,25-dihydroxyvitamin D; (1,25
(OH),Ds5), its active form [9]. Its main role is the
regulation  of calcium and phosphate
homeostasis [10]. It also controls cell proliferation
and differentiation [11].

Concerning HIV treatment, combined
antiretroviral therapy (cCART) does not eradicate
HIV, which persists for years and can re-
establish replication if treatment is stopped [12].
CcART expose HIV-infected patients to chronic
adverse effects, including neurocognitive
disorders, cardiovascular  and metabolic
diseases, kidney and bone diseases (osteopenia
/ osteoporosis) and cancer [13].

In Cote d'lvoire, few studies about the
mechanism of regulation of phosphocalcic
homeostasis in HIV-positive Ivorian patients have
been undertaken [6]. The main objective of this
study was therefore to determine the 25-
hydroxyvitamin D3 and parathyroid status of HIV-
positive patients.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Type of Study

This is a cross-sectional descriptive study
conducted from November 2015 to December
2016 at the Department of Fundamental
Biochemistry and Medical at Institut Pasteur of
Céte d'lvoire (IPCI).

2.2 Biological and Technical Material

A collection of fasting venous blood samples
from 326 adult subjects (163 HIV-positive
patients and 163 HIV-negative controls) was
obtained for the various biochemical and
serological tests. HIV-positive pregnant women




were not included in this study. Thus, a blood
tube containing EDTA (Thermo, Tokyo, Japan)
was used for the determination of CD4 + T cell
count (whole blood) of HIV-positive subjects. A
blood tube without anticoagulant (dry tubes) was
used for HIV serological tests and biochemical
parameters. Finally, the blood glucose assay was
performed in serum from tube containing
potassium oxalate and sodium fluoride.

Two rapid serological tests were performed for
the detection of anti-HIV antibodies: the Alere
Determine™ HIV-1/2 immunochromatographic kit
whose principle is based on the formation of an
antigen-antibody complex revealed after staining
[14] and the SD Bioline HIV-1/2 3.0
immunoenzymatic confirmation test based on the
detection of anti-HIV1 and anti-HIV2 antibodies
specifically directed against antigens [15].

2.3 Biochemical Parameters

The CD4 + T lymphocyte count was performed in
flow cytometry on the Facs Calibur from whole
blood collected in EDTA [16]. The assay of 25-
hydroxyvitamin D3 is carried out using UV
detection in high performance liquid
chromatography (HPLC) with a Waters® device,
after extraction of soluble vitamins with hexane in
the dark protected from the light according to the
method described by Zaman et al. [17]. The
parathyroid hormone assay, based on electro-
chemiluminescence detection, was performed on
COBAS 6000 [18]. Assay of biochemical
parameters such as Creatinine, Urea, Blood
glucose, Alanine aminotransferase, Calcium,
Phosphorus, Magnesium and Alkaline
phosphatase was performed on COBAS C311
HITACHI. The principle is based on enzymatic
and colorimetric methods that use a chromogen.
The intensity of the observed coloration is
directly proportional to the concentration of the
substance assayed [19].

2.4 Statistical Analyses

The statistical analyses were performed using
the Graphpad Prism Demo 5 software. The
ANOVA test, followed by the Turkey test, were
used to calculate and compare the averages.
The degree of significance has been set at 5%.

2.5 Ethical Considerations

The study was conducted in accordance with the
Helsinki 2000 Declaration on HIV and AIDS
Research in Poor Countries and in accordance
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with local legislation on the National Program for
the Care of People Living with HIV / AIDS
(Decree No. 411 of 23 December 2001).
Furthermore, for the research, consent was
obtained from individuals for the use of their
blood samples collected during biological
monitoring.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Characteristics of the

Population

Study

The average age of the study population is 39
years for treated people living with HIV (PLHIV)
and 32 years for untreated PLHIV with extremes
of 18 to 49 years. The mean age of the control
was 31 years with extremes of 18 to 49 years
(Table 1).

3.2 Biochemical
Population

Profile of the Study

Among the biochemical parameters analysed
(Calcium, Phosphorus, Magnesium, Alkaline
Phosphatases, Alanine aminotransferase,
Glycemia, Creatinine, Urea), only phosphorus
was significantly higher in treated PLHIV (2.55 +
0.37, P< 0.0001) and in untreated PLHIV (1.97 %
0.25, P< 0.0001) than in controls (1.19 + 0.03).
The other values were in the range of the
reference values (Table 1).

3.3 Vitamin D and Parathyroid Status of
the Study Population

In this study, a deficiency (< 20 ng/mL) of 25-
hydroxyvitamin D; was observed in 12% (19/163)
of HIV-negative controls, 50% (60/120) in PLHIV
on ART and 12% (5/43) in PLHIV without ART.
Similarly, insufficiency (20-30 ng/mL) of 25-
hydroxyvitamin D3 was noted in 44% (72/163) of
the controls, 33% (40/120) of the PLHIV under
ART and 42% (18/43) PLHIV without ART.
Finally, normal mean values (= 30 ng / mL) of 25-
OH vitamin D; were obtained in 44% (72/163) of
controls, 17% (20/120) of PLHIV on ART and
46% (20/43) PLHIV without ART (Table 2).
Regarding PTH level, only 10% (12/120) of
PLHIV on ART experienced hypoparathyroidism
(<10 pg/mL). Table 2 also shows a normal level
(10-65 pg/mL) of PTH in 96% (157/163) of HIV-
negative controls and in almost all PLHIV
without ART (100%, 43/43). Hyperparathyroidism
was observed in 4% (6/163) of HIV-negative
controls compared to 3% (4/120) of PLHIV on
ART.



3.4Vitamin D and Parathyroid Status
According to CD4 T cell Level

In patients without ART, a decrease in mean
values of 25-OH vitamin D; according to the
degree of immunodepression was observed.
However, in patients on triple therapy, mean 25-
OH vitamin D; concentrations are within the
normal range for CD4 + T cell count greater than
500 cellss/mL (32 £ 2.41 ng/mL) and those
between 349 - 200 cells / mL (31 + 2.29 ng/mL).
However, a 25-hydroxyvitamin D deficiency was
found in CD4 + T cell count between 499 - 350
cells / mL (23 = 1.14 ng/mL) and below 200 cells
/ mL (20 £+ 1.03 ng/mL) (Fig. 1a). As for
parathyroid hormone, mean concentrations are
normal for all CD4 + T cell count and the
presence or absence of ART (Fig. 1b).

3.5Vitamin D and Parathyroid Status
According to Age

In the 18-25 age group, untreated patients have
a normal 25 (OH) D3 concentrations (27 + 0.56
ng/mL) but high when compared to controls and
treated patients (16 £ 0.66 ng/mL). However, the
control populations have 25 (OH) D,
insufficiency, whereas the treated patients have
deficiency in 25 (OH) D; (Fig. 2a). For
parathyroid hormone, concentrations were
normal but slightly higher in treated patients (20
+ 1.47 pg/mL) than in controls (19 £ 1.02 pg/mL)
and in patients without treatment (16 + 0.73
pg/mL) (Fig. 2b).

In the 26-34 age group, treated patients and
untreated patients showed 25 (OH) D; deficiency
respectively (29 + 2.98 ng/mL; 26 + 0.67 ng/mL)
compared to controls (31 £ 1.05 ng/mL) (Fig. 2a).
In contrast, concentrations of PTH were lower (7
+ 0.56 pg/mL) in treated patients than in controls
(26 £+ 2.28 pg/mL) but normal in untreated
patients (30 + 2.27 pg/mL) (Fig. 2b).

In the 35-49 age group, 25 (OH) D; deficiency
was observed in treated patients (24 + 1.84
ng/mL) compared to controls (31 £ 1.99 ng/mL).
25 (OH) Dj levels were normal in untreated
patients (34 + 2.42 ng/mL) (Fig. 2a). PTH mean
values in controls (29 + 3.35 pg/mL), treated
patients (28 + 2.39 pg/mL) and untreated
patients (28 + 2.45 pg/mL), were in the range of
normal reference values (Fig. 2b).

4. DISCUSSION

In this study, the average ages are 38 years for
treated PLHIV and 31 years for untreated PLHIV.
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The population affected by HIV infection is
young, more sexually active and economically
active [20]. In Spain, an average age of 37 years
has been reported [21]. A similar study
conducted with a population aged 18 to 60 found
an average age of 36 years [22].

The primary function of 25 (OH) D is the
regulation  of calcium and phosphate
homeostasis [10]. In this our study, calcium

levels are normal, however we observed
hyperphosphatemia in all HIV-infected
individuals. This confirms the disruption of

phosphocalcic balance reported by Boyvin et al.
[6]. This situation is thought to be due to vitamin
D deficiency [23] as observed in this study
among PLHIV. The hyperphosphatemia is
thought to be due to a low serum concentration
of parathyroid hormone (PTH) and the inhibitory
action of FGF-23 on o-1-hydroxylase. As a
result, there will be no phosphate reabsorption in
the proximal tubule [24]. The hyperphosphatemia
observed in some PLHIV could also be due to
the release of phosphorus into the bloodstream
after bone resorption [25]. Thus, a direct effect of
HIV on osteogenic cells has been reported,
persistent  activation of  pro-inflammatory
cytokines, upregulation of TNF-alpha that
induces apoptosis in the osteoblast model [26].
In addition, although HIV-infected patients in this
study had serum creatinine levels within normal
range, subclinical renal dysfunction affecting
hydroxylation can’t be ruled out [23]. Indeed, the
metabolism of vitamin D and that of parathyroid
hormone are linked [27]. The hydroxylation of 25
(OH) D3 to 1,25 (OH), D; is strictly regulated by
PTH, calcium and phosphorus to prevent the
development of hypercalcemia. In addition,
calcium reabsorption in the kidney is stimulated
by 1,25 (OH), D3 under the influence of PTH [28].
However, the parathyroid hormone concentra-
tions in this study are normal. They could not
therefore be involved in this disruption of the
phosphocalcic balance.

This 25 (OH) D; deficiency affected 50% of
treated PLHIV and approximately 12% of
untreated PLHIV. These results are similar to
those of Ansemant et al.[29] who reported a
deficiency of 25 (OH) D3 in 50% of treated
PLHIV. Similarly, a deficiency was observed in
approximately 12% of HIV negative controls and
insufficiency in 44% of controls. Sufficiency in 25
(OH) vitamin D reserves observed in our study
could be explained due to the fact that Cote
d’lvoire is a tropical country with heavy sunshine,
the major intakes pathway of vitamin D is through
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Table 1. Mean values of biological parameters of the study population

Parameters Control Treated patients Untreated patients P value a P value b P value c
(N=163) (N=120) (N=43)

Age (years) 31+0.67 39 +0.63 32+1.23 < 0.0001* 0.3169 < 0.0001*

Alkaline Phosphatase 77+ 1.75 1221+16.84 100 £5.18 0.0026* < 0.0001* 0.2954

(40 - 129 UI/L)

Calcium 2.5+ 0.04 29+0.04 2.7 £0.04 < 0.0001* 0.0163* 0.0030*

(2.2 = 2.7 mmol/L)

Phosphorus 1.194£0.03 2.55+ 0.37 1.97 £ 0.25 < 0.0001* < 0.0001* 0.1948

(0.90 — 1.45 mmol/L)

Magnesium 0.78+ 0.01 0.86+ 0.01 0.78 £ 0.02 < 0.0001* 0.6594 0.0002*

(0.65 — 1.15 mmol/L)

Alanine aminotransferase 17 £1.00 23+1.63 18+ 0.83 0.0031* 0.8027 0.0171*

(7 - 48 UI/L)

Glycemia 5.00+ 0.11 4.95+0.05 4.84 +£0.11 0.8279 0.5521 0.4240

(4.16 - 6.11 mmol/L)

Creatinine 70.8 £1.59 70.8+ 2.30 70.8+2.74 0.6113 0.6653 0.4389

(53 - 106 ymol/L)

Urea 4.65+0.17 4.48+0.33 3.82+0.33 0.4652 0.0065* 0.1772

(1.66 - 5.83 mmol/L)

a: Control versus treated Patients; b: Control versus untreated Patients; c: Treated Patients versus Untreated Patients; * Pdenotes statistically significant value;
The difference is significant for P< 0.05

Table 2. Distribution of the study population according to 25 (OH) D; and parathyroid hormone status

Parametres Control (N=163) Treated Patients (N=120) Untreated patients (N=43)
Number (%) Mean value Number (%) Mean value Number (%) Mean value

25 (OH) D;

Deficiency < 20 ng/mL 19 (12 %) 14 + 0.51 60 (50 %) 16 + 0.46 5(12 %) 19+0.12

Insufficiency 20 - 30 ng/mL 72 (44 %) 28 +0.28 40 (33 %) 26 £ 0.35 18 (42 %) 26 +0.37

Sufficiency= 30 ng/mL 72 (44 %) 38+0.96 20 (17 %) 44 +1.40 20 (46 %) 50 £ 1.65

Parathyroid hormone

Insufficiency < 10 pg/mL 0 (0 %) 0 12 (10 %) 7+0,21 0 (0 %) 0

Normal 10 - 65 pg/mL 157(96 %) 25+1.69 104 (87 %) 28+1.95 43 (100 %) 25 £2.09

Elevated > 65 pg/mL 6 (4 %) 80 +0.15 4 (3 %) 102 £ 0.18 0(0 %) 0

Normal reference value of 25 (OH) Ds: 30 — 100 ng/mL
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skin synthesis [30,31]. But the deficiency cases
observed in control subjects may be due to the
consumption of diets poor in vitamin D or other
factors, since its supply has two sources (food
and synthesis) [32]. Hypovitaminosis D is a
global disorder, with a high prevalence in the
population from the developing and western
countries  [33]. Beyond genetic, racial,
geographic and seasonal differences, this
deficiency is thought to be due to insufficient
consumption of foods containing vitamin D (e.g
milk and dairy products, fish, eggs and enriched
orange juice) [34]. Furthermore, other factors
such as female sex, age, dark skin pigmentation,
body mass index (BMI), gastrointestinal
absorption disorders -intestinal, risk factors for
multiple cardiovascular diseases, including
diabetes mellitus, co-infections including HIV /
tuberculosis (TB), HIV / hepatitis C virus (HCV),

renal and/or hepatic pathologies such as
cholestatic hepatitis and current alcohol
consumption are cited as risk factors for
traditional hypovitaminosis D in seropositive and
seronegative cohorts [13]. According to studies,
even healthy people, exposed to adequate
sunlight, can’t synthesize enough vitamin D
without supplementation [35,36]. Moreover, 25
(OH) Dj; insufficiency was found in 33% of
treated PLHIV and 42% of untreated PLHIV.
Gichuhi et al. [37] also found 25 (OH) D,
insufficiency in 32.78% of treated PLHIV and
35.09% of untreated PLHIV. Indeed, in case of
advanced HIV infection, a proinflammatory state
is observed. Certain cytokines (INF-Y, IL-4)
which are then secreted interact with cytochrome
CYP27B1 which is a catalyst for renal 1a-
hydroxylase  [38]. This study showed
insufficiency and deficiency in 25 (OH) D; in



treated PLHIV, in the range of CD4 T cell count
of 499 - 350 cells / mL and less than 200 cells /
mL respectively.

In this range of CD4, the occurrence of
opportunistic infections highly increases the
production  of  pro-inflammatory  cytokines
including TNF alpha (Tumor Necrosis Factor
alpha) which inhibit 1-alpha -hydroxylase at the
renal level thus stopping the transformation of 25
(OH) 2 vitamin D into its active form 1-25 (OH)
vitamin D [39]. But also antiretroviral drugs
especially IP and INNTI are highly inhibitory of
cytochrome P450 and 25- and 1-alpha-
hydroxylase enzymes [40]. Indeed, vitamin D is
essential for  maintaining phosphocalcic
homeostasis. It also exhibits an immune defense
regulatory activity and the ability to modulate the
differentiation and proliferation of certain cell
types that expresses the vitamin D receptor
(VDR).

Untreated patients also showed insufficiency in
25 (OH) D3 in the CD4 + T cell count range of
less than 200 cells / mL.In general, in this
range of CD4 T cells, infectious complications
resulting from poor immunity require hospital
care, which significantly reduces the duration of
sun exposure for patients. Moreover, these
infectious complications and hospitalization can
lead to malnutriton and decreased oral
consumption of certain foods containing vitamin
D [13].

Therefore, this deficiency or insufficiency of
vitamin D would disrupt immune system function
and response. It would precipitate the destruction
of CD4 and the progression of the disease [41].
Other authors have also found a positive
association between vitamin D and CD4 counts
[42]. In addition, deficiency in circulating vitamin
D3 could also be explained by variations in the
locus encoding Vitamin D Receptor (VDR) during
HIV infection [43]. VDR dysfunction related to 25
(OH) D3 deficiency [44] is associated with
progression of HIV infection [43,45].

In the present study, hypoparathyroidism (< 10
pg/mL) was observed only in 10 % (12/120) of
treated patients. It should be noted that a
decrease in the rate of PTH has already been
reported in HIV infected patients [46]. The
mechanism could be related to antibodies
against parathyroid cells. Using anti-Leu3a, a
monoclonal antibody that recognizes CD4, it has
been found that HIV-positive patients have a
CD4 molecule on the surface of parathyroid cells,
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indicating the possibility of functional inhibition by
antibody anti-CD4 or direct HIV infection [47]. In
addition, TNF-a appears to interfere with the
stimulatory effect of PTH by mechanisms
involving downregulation of PTH receptors,
alteration of protein kinase C activity, and
inhibition of CcAMP response after PTH
stimulation [23]. In addition, hyperparathyroidism
was observed in 3% (4/120) of treated PLHIV
against 4% (6/163) in HIV- negative controls.
Studies have indicated that even a slight
reduction in 25 (OH) D3 serum levels may be
associated with secondary hyperparathyroidism,
increased bone renewal, and accelerated bone
loss. This increases the risk of bone fractures
[48]. In this study, the level of PTH is normal in
all ranges of CD4 + T cells count in both treated
and untreated patients. Although a high PTH
concentration is considered characteristic of
hypovitaminosis D, a "normal" concentration of
PTH can be found in subjects classified as
"vitamin D deficient". Therefore, although many
subjects with 25 (OH) D; serum levels below the
threshold may have PTH in the "normal"
reference range, they may have "functional
hyperparathyroidism" [49]. Thus, hypovitaminosis
D may be considered a major risk factor for bone
health [50].

5. CONCLUSION

This study showed that parathyroid hormone
levels were normal in the population. They could
not therefore be involved in phosphocalcic
balance disruption. Furthermore, 25 (OH) D,
deficiency was more common in treated patients,
especially those with CD4 counts below 200 cells
/ mm® and age range 18-25 years. This
disruption of 25 (OH) D3 could be due to
insufficient dietary intake of vitamin D-rich foods
and not a parathyroid hormone-related defect.
Deficiency of 25 (OH) D3 could also be due to
dysfunction of the vitamin D nuclear receptor
(VDR). It would be interesting to further study the
nuclear receptor of vitamin D (VDR).
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RESUME

L’objectif général de cette étude était d’analyser le polymorphisme allélique du récepteur de la vitamine D (VDR)
en relation avec les concentrations en 25 (OH) D3 pour le déficit en vitamine D3 afin d’une meilleure prise en charge des
personnes vivant avec le VIH (PVVIH) en Céte d’Ivoire. Pour y arriver, un des volets importants de cette recherche a consisté
a déterminer le statut en 25 (OH) Ds et en parathormone, a décrire le polymorphisme de 4 portions du géne du récepteur de la
vitamine Dj et a analyser 1’association entre le polymorphisme du géne VDR de la vitamine D, les concentrations en 25 (OH)
Dset le degré de I’immunodépression. Cette étude a porté sur 326 échantillons de sang d’individus adultes (163 PVVIH et 163
témoins VIH-) agés de 18 a 49 ans dont 50 (32 patients VIH positif et 18 témoins VIH négatif) ont été utilisés pour 1’étude du
polymorphisme du géne du récepteur de la vitamine D. Le comptage des lymphocytes T CD4+ a été fait par cytométrie en flux
(FacsCalibur). La 25 (OH) Ds a été dosée par chromatographie liquide de haute performance (CLHP). Les produits de PCR
obtenus aprés amplification des extraits d’ADN génomique des cellules mononucléaires du sang périphérique (CMSP) ont été
purifiés et séquencés. Les concentrations moyennes de parathormone étaient normales dans 1’ensemble. Par contre, un déficit
en 25 (OH) Ds a été observé chez les patients traités, 4gés de 35 4 49 ans ayant des taux de CD4+ inférieurs & 200 cellules/mm?
sous AZT-3TC-EFV ou AZT-3TC-NVP et ceux agés de 18 a 25 ans sous AZT-3TC-NVP. De plus, des niveaux suffisants de
25 (OH) Ds ont été observés chez les patients traités avec TDF-3TC-LPV/r. L’étude du géne du récepteur de la vitamine D3
(VDR) a montré que les polymorphismes affectant les fragments Fok-1, Bsm-1 et Apa-1 étaient plus rencontrés parmi les
infectés VIH positif. Les polymorphismes affectant les fragments Fok-1, Bsm-1 et Apa-1 étaient associés aux concentrations
de la 25 (OH) Ds et également a l'activité du VDR. En conclusion, les patients infectés par le VIH, et sous traitement
antirétroviral constituent une population a haut risque de déficience ou d’insuffisance de vitamine D;. Cette perturbation de la
concentration de 25 (OH) D3 pourrait étre due a un apport nutritionnel insuffisant en aliments riches en vitamine D, au
traitement antirétroviral et aux polymorphismes affectant les fragments Fok-1, Bsm-1 et Apa-1 et non a un défaut li¢ a la
parathormone.

Mots clés : 25 (OH) D3, Cote d'Ivoire, Parathormone, PVVIH, traitement antirétroviral, polymorphisme du géne du VDR.

ABSTRACT

The main goal of this study is to contribute to better care for people living with HIV (PLHIV) in Céte d'Ivoire through
the analysis of the allelic polymorphism of the vitamin D3 receptor (VDR) in relationship with 25 (OH) D3 concentrations. To
achieve this, an important component of this research is to determine the 25 (OH) D3 and parathyroid hormone status, to
describe the polymorphism of 4 portions of the vitamin D3 receptor gene and to analyse the association between the
polymorphism of the VDR gene of vitamin D, the concentrations of 25 (OH) D3 and the degree of immunosuppression. This
study included 326 blood samples from adult individuals (163 PLHIV and 163 HIV- controls) aged 18 to 49 years of which
50 (32 HIV-positive patients and 18 HIV-negative controls) were used for the study of vitamin D receptor gene polymorphism.
The CD4+ lymphocyte count was done by flow cytometry (FacsCalibur). 25 (OH) D3 was determined by high performance
liquid chromatography (HPLC). The PCR products obtained after amplification of genomic DNA extracts from peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) have been purified and sequenced. Mean concentrations of parathyroid hormone were
normal in the whole thing. In contrast, a 25 (OH) D3 deficiency was observed in treated patients aged 35 to 49 years with
CD4+ less than 200 cells/mm3 under TDF-3TC-EFV or AZT-3TC-NVP and those aged 18 to 25 years under AZT-3TC-NVP.
In addition, sufficient levels of 25 (OH) D3 were observed in patients treated with TDF-3TC-LPV/r. The study of the vitamin
D3 receptor (VDR) gene has shown that polymorphisms affecting the Fok-1, Bsm-1 and Apa-1 fragments were more common
among HIV-positive infected people. The polymorphisms affecting the Fok-1, Bsm-1 and Apa-1 fragments were associated
with 25 (OH) Ds concentrations and also with VDR activity. In conclusion, HIV-infected patients on antiretroviral treatment
constitute a population at high risk of deficiency or insufficiency of vitamin Ds. This disruption of the 25 (OH) D3 concentration
could be due to insufficient nutritional intake by foods rich in vitamin D, antiretroviral treatment and polymorphisms affecting

the Fok-1, Bsm-1 and Apa-1 fragments and not a defect related to the parathyroid hormone.

Keywords : 25 (OH) D3, antiretroviral treatment, Cote d'Ivoire, Parathyroid hormone, PLHIV, VDR gene polymorphism.



