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HTA
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:Fédération Internationale de Biologie Clinique et de Médecine de
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:Institute Of Medicine.
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:Insuffisance Rénale Chronique.

. Insuffisance Rénale Chronique Terminale.
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:Maladie Rénale Chronique.
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PPARy
PTH
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RXR
SC
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SHP

Sl

SM

:National Institute of Standards and Technology.
:National Institute of Standards and Technology.
:Ostéodystrophie Rénale.

:Organisation mondiale de la santé.

:récepteur aactivé par les proliférateurs de peroxysomes.
:récepteur vy activé par les proliférateurs de peroxysomes.
:parathormone.

:parathormone ionisee.

:Pregnane X Receptor.

:protéine kinase C d’isoforme zéta.

:Retinoic X Receptor.

:surface corporelle.

:créatinine sérique.

:cystatine sérique.

:Sociéte francaise de biologie clinique.

:Small Heterodimer Partner.

:standard international.

:Spectrométrie de masse.



SMN

TA

TCD

TCP

T™MO

TMO-MRC

UVvB

VDBP

VDR

VDRE

VDSCP

VID

VIP

:Société Marocaine de Néphrologie.

:température ambiante.

‘tube contourné distal.

:tube contourné proximal.

:Troubles minéraux osseux.

:Troubles Minéraux et Osseux de la Maladie Rénale Chronique.
:rayonnement ultraviolet B.

:vitamin D binding protein.

:Vitamine D Receptor.

:Vitamin D Response Element.

:vitamin D Standardization-Certification program.
:Vitamine D.

:vasoactive intestinal polypeptide.
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La maladie rénale chronique (MRC) est un probleme mondial de sante
publique a cause de sa prévalence, de ses diverses complications cliniques
dévastatrices, ainsi que [’augmentation de risque de la mortalité

cardiovasculaire.

La perte progressive de la fonction rénale s’accompagne deés les stades
précoces de troubles minéraux et osseux (TMO-MRC) ainsi qu’un déséquilibre
de plusieurs facteurs hormonaux, dont principalement la forme active de la
vitamine D (1,25 dihydroxy vitamine D ou calcitriol), 1’hormone
parathyroidienne (PTH) et également des facteurs de découverte récente tel le
FGF23 (fibroblast growth factor 23) et le facteur Klotho. Ainsi le dosage du
calcium, du phosphore, de la vitamine D et de la PTH sont indispensables pour
le suivi biologique de la MRC. Cependant, la non standardisation des dosages de
la Vitamine D et de la PTH impacte la définition consensuelle d’objectifs

thérapeutiques a respecter pour tous les patients.

Les objectifs de ce travail sont:

K/

s Déterminer la relation entre les différentes perturbations du

métabolisme phosphocalcique et la MRC,

%+ Préciser les mécanismes physiopathologiques des TMO-MRC ainsi

que leurs complications.

% Détailler les sous processus du dosage de la vitamine D et de la

PTH : pré analytique, analytique et post analytique.



I. Maladie rénale chronique (MRC)

1. Généralités sur le rein:

Le rein est un organe vital, pair, placé au niveau de la partie postérieure de

I’abdomen de part et d’autre de la colonne vertébrale sous les dernicres cotes.

Chague rein comporte deux régions: le cortex, ou se trouvent les
glomérules (assurant la filtration des déchets), et la médullaire, dont I'extrémité
se projette dans le calice. L’unité fonctionnelle du rein est le néphron constitué

du glomérule de tubules (figl).

Kidney tubule (nephron)

Cortex

Medulla

Kidney

Arcuate Interlobar vein
artery
Arcuate vein

Nephron
Distal tubule
Peritubular capillaries

Glomerulus
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Afferent arteriole

Efferent arteriole —;
Arcuate
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i

7 — ] |
Direction of blood flow " =
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Collecting duct

Figure 1 : Coupe longitudinale du rein et son unité fonctionnelle[1].



Les reins exercent plusieurs fonctions :
e Epuration sélective.
e Régulation de I’homéostasie hydro-électrolytique et acido-basique.
e Participation a la régulation de la pression sanguine artérielle.
e Fonction métabolique.
e Fonctions endocrines [2]:
- Lareénine, produite par I’appareil juxta glomérulaire.

- L’érythropoietine, produite par les cellules péritubulaires sous

I’effet de 1’hypoxie.

- L’hydroxylation par 1-alpha hydroxylasede la vitamine D

inactive en vitamine D active (1-25 OH vitamine D3).

e Fonctions autocrines du rein: de nombreuses substances
biologiques sont synthétisées par le rien et assurent le controle paracrine de
plusieurs fonctions : transport, activités meétaboliques, et la croissance des

cellules rénales [3].
2. Définition de la maladie rénale chronique (MRC):

La MRC est définie, indépendamment de sa cause, par la persistance au-
dela de 3 mois des marqueurs d’atteinte rénale (tableau I), et/ou d’une baisse du
débit de filtration glomérulaire (DFG) au-dessous de 90 ml/min/1,73 m? [4], [5].



Tableau I : Marqueurs d’atteinte rénale [6].

Protéinurie > 300 mg/j
Albuminurie 30 a 300 mg/j
Leucocyturie (en dehorsd’une infection) > 5 10%/mL ou 5/mm3
Hématurie (élimination d’une cause > 5 10%/mL ou 5/mm3
urologique)
Anomalies du parenchyme rénal a (petit rein, hydronéphrose, atrophie
I’échographie segmentaire. . .)
Anomalies histologiques (Iésions vasculaires, interstitielles. . .)

L’IRC est définie par une diminution permanente et irréversible du débit de
filtration  glomérulaire  (DFG) au-dessous de 60  ml/min/1,73
m?[7].L’insuffisance rénale chronique terminale (IRCT) dont la prévalence est
de I'ordre de 1 pour 1 000, nécessite une thérapie de suppléance (transplantation
rénale et/ou D’épuration extrarénale : hémodialyse ou dialyse péritonéale.
Chague année en France, environ 9 500 personnes débutent un traitement de

suppléance [4].

Au Maroc, selon la SMN (société marocaine de néphrologie, 2011)
I’incidence de I'IRCT est estimée entre 100 et 150 nouveaux patients/million

d’habitants/an (soit = 3000 a 4500 Marocains arriveraient chaque année au stade
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terminal de la MRC). La prévalence est de 167 cas/million d'habitant, avec
environ 8000 a 10000 patients sous thérapie de suppléance rénale (plus de 95%

en hémodialyse classique dans plus de 180 centres de dialyse)[8], [9].

3. Classification de la MRC: KDIGO (Kidney Disease Improving Global

Outcomes)

La classification des MRC selon KDIGO consiste a classer les patients en
fonction du DFG en 6 stades de graviteé :

- G1> 90 ml/ min/1,73 m?,

- 60<G2<89 mL/min/1,73 m?,

- G3 se divise en deux sous-stades en raison d’un risque associé trés
différent : 45 <G3a<59 mL/min/1,73 m? et 30 <G3b<44 mL/min/1,73 m?)

- 15 <G4<29 mL/min/1,73 m?

- Gb5< 15 mL/min/1,73 m2. Ce stade est affecté d’un suffixe D pour les

patients dialysés.

Le suffixe T est attribué pour les patients transplantés : G1T a G5T selon la

fonction rénale.

L’association par le KDIGO de I’estimation du DFG et de I’albuminurie
(exprimée en mg/g de creatinine urinaire) permet d’établir le pronostic des
patients ayant une MRC et permet également de proposer une stratégie de leur

suivi (tableau I1).



Tableau Il : [5]: Pronostic, fréquence et stratégie de suivi des MRC selon KDIGO.

Pronostic, fréquence (nb par an) et stratégie de

Albuminurie ou protéinurie (mg/g ou mg/mmol)

suivi des maladies rénales chroniques (MRC) en Al A2 A3
fonction du débit de filtration glomérulaire et de Normale a légérement Légérement @ modérément Augmentationimportante
I'albuminurie augmentée augmentée
KDIGO 2012 <30 0u <150 30-300 ou 150-500 >300 ou >500
<3ou<ls 3-30 ou 15-50 >30 ou >50

& G1 Normal ou haut >90 1si MRC < 1 = 2,

€ c Suivi MG Avis Néphro
= O

g g G2 d 60-89 1si MRC ! =

= Légerement diminué -

£ ; o Suivi MG Avis Néphro
=) L . ;
0 o ™ G3a Légéremen.t‘a_moydérément 45-59

ESN diminué Suivi MG Suivi MG
w S

ca £ » - 2

o uw = G3b Moderemgnt_a sévérement 30-44

5CE ke Suivi MG

= O

= o

% g G4 Diminutionimportante 15-30

-

v =

= G5 Failliterénale <15

Risque de progression: faible (vert), modéré (jaune), important (orange), trés important (rouge)
Kidneyinter., Suppl. 3, 2013

Pour D’estimation du DFG, plusieurs formules peuvent étre utilisées,

notamment :

-La formule de MDRD (Modification of Diet in Renal Disease

Study)[10]:

L’estimation de DFG selon la formule de MDRD tient en compte 1’age, le

sexe, 1‘ethnie, 1‘urémie, 1’albuminémie et la créatinine. Le résultat est rendu

normalisé en surface corporelle ml/min/1,73mz2.




DFG = a x 170 x (créatinine mg/dl) 0,999 x (&4ge)*0,176 x (urée
mg/dl) 0,17176 x (albumine g/d)* 0,318

avec: a = 1 chez I’homme,1,21 chez sujet d’origine africaine et 0,742

chez la femme.

-La formule de MDRD “simplifiée” appliquée avec un_dosage
standarisé IDMS de la créatinine [11]:En ml/min/1,73m?

DFG = a x 175 x (créatinine mg/dl)"1,154 x (4ge)"0,203

L’estimation de DFG par la formule de MDRD a été validée pour les

patients entre 18 et 70 ans, et reste probablement valable au-dela de 70 ans.

-La formule de CKD-EPI ( Chronic_Kidney Disease-Epidemiology
collaboration) avec un dosage standarisé IDMS de la créatinine[12]_

“*Femme
+Créat <62 pmol/L
DFG (mL/min/1,73m?)= A x [(PCr/88,4)/ 0,7]032°x (0,993) Aze
+Créat > 62 pmol/L
DFG (mL/min/1,73m?) = A x [(PCr/88,4)/ 0,7]1:2 x (0,993) Aze
“*Homme
+Créat < 80 pmol/L.
DFG (mL/min/1,73m?) = B x [(PCr/88,4)/ 0,91411 x (0,993) Aze
+Créat > 80 pmol/L
DFG (mL/min/1,73m?) = B x [(PCr/88,4)/ 0,9]-12% x (0,993) Aze

A: 144 si femme de race blance, 166 si femme de race noire
B: 141 si homme de race blance, 163 si homme de race noire



Cette formule est plus précise par rapport au MDRD et elle devrait la
remplacer en usage clinique de routine. Elle est plus correcte pour les clairances
de la créatinine >60 ml/min/1,73 m?[13] et a été validée pour une population de

sujets normorénaux.

Autres formules d’estimation du DFG :

% L’équation de la cystatine C CKD-EPI (2012) [13]:

La cystatine C est une protéine de 16 Kda, produite d’une fagon constante
par toutes les cellules nucléées, librement filtrée et réabsorbée par le tube

contourné proximal. Sa concentration dépend totalement de DFG.

Pour une valeur de cystatine C sérique :Scys < 0,8 mg/I
DFG = 133%(Scys/0.8) %4%x0.996"% [x0.932 si femme]

Pour une valeur de cystatine C sérique : Scys>0,8 mg/I

Le taux de cystatine C est influencé par: I’inflammation, les troubles

thyroidiens, le tabac...

s CKD-EPI combinée cystatine C et créatinine (2012)[13]:

DFG =135xmin(Scr/k, 1)* xmax(Scr/x, 1) %¢xmin(Scys/0.8,
1)793%xmax(Scys/0.8, 1) °711x0.995%% [x0.969 si femme][*1.08 if black]

Avec : Scr : creatinine sérique en pumol/L.
Scys : cystatine sérique.

K : femme = 0,7, homme = 0,9.




I1. Troubles minéraux et osseux liés a la MRC

L’altération progressive de la fonction rénale s’accompagne de troubles
minéraux et métaboliques regroupés sous le terme de « troubles minéraux et
osseux de la maladie rénale chronique ou CKD-MBD pour « chronic kidney

disease - mineral and bone disorders » [14].

En effet, le rein, le tissu osseux et l’intestin sont les principaux organes
impliqués dans la régulation et le maintien de I'équilibre de la calcémie et de la
phosphatémie ainsi que la teneur phosphocalcique du squelette. En plus de ces
trois organes le métabolisme phosphocalcique fait intervenir plusieurs hormones
a savoir la forme active de la vitamine D (1,25 diOH vitamine D ou calcitriol),
la parathormone (PTH), mais également des facteurs de découverte récente: le
FGF23 (fibroblast growth factor 23) et Klotho.

1. Rappel physiologique du métabolisme phosphocalcique [14], [15]
1.1. Homeostasie du calcium et du phosphate

Le calcium et le phosphate représentent 1'un des ions les plus
indispensables pour 1’organisme. lls jouent un réle essentiel dans de nombreux
processus biologiques, a savoir: la minéralisation osseuse (ils constituent
I'élément biochimique de base de 1’hydroxyapatite donnant a 1’os sa rigidité), la
coagulation sanguine, la conduction de l'influx nerveux, la contraction
musculaire ainsi que la régulation de I’activité cardiaque pour le calcium. Le
phosphate quant a lui est impliqué dans le métabolisme énergétique cellulaire
(ATP),la synthése de I’ADN et du signal intracellulaire (AMPc), le maintien de
I’équilibre acido-basique, il assure également certaines activités enzymatiques
(phosphatases...).En raison de leurs importance et afin qu’ils puissent assurer
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ses différentes fonctions, plusieurs mécanismes biologiques sont mis en jeu pour
maintenir ces deux ions dans des intervalles étroits, la calcémie (2,2-2,6
mmol/L) et la phosphatémie (0,8-1,4 mmol/L) chez I’adulte, car toute

modification peut avoir des répercussions graves sur 1’organisme.

Le corps humain adulte contient environ 1kg (1000g) de calcium dont
99,9% est stocké au niveau de 1’os (principal réservoir du calcium et du
phosphore, sous forme de cristaux d’hydroxyapatite [Cal0(PO4)6(OH)2]),et
0,1% au niveau sanguin. Le calcium plasmatique se répartie en une fraction liée
aux protéines plasmatiques (essentiellement albumine et globuline) et qui est de
I’ordre de 40%, et une fraction libre, diffusible, non liée aux protéines
plasmatiques et qui est de 1’ordre de 60% dont environ la moitié sous forme de
calcium 1onis¢ (ultrafiltrable) ce dernier représente la fraction “biologiquement

active” avec une concentration physiologique de 1,1 a 1,35 mmol/L.

Les phosphates au niveau du plasma existent sous deux formes: organique
(phospholipides, ATP, ADP...) et minérale.10% du phosphate se trouve li¢ aux

proteines plasmatiques, 55% sous forme ionisée et 35% associé a des cations.

L'équilibre de la balance phosphocalcique est articulé autour de trois
principaux organes, notamment 1’intestin par sa capacité a absorber le calcium et
le phosphate a travers la muqueuse intestinale et le rein par sa capacité a excreter
ou a réabsorber les deux ions en fonction des besoins de 1’organisme, ses deux
organes assurent une régulation de la calcémie et de la phosphatémie a court
terme, en revanche ’os assure une régulation a moyen et long terme via le

remodelage osseux.

La gestion du pool phospho-calcique est sous contréle hormonale,
principalement la PTH et la forme active de la vitamine D (1-25 dihydroxy-
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vitamine D3). La PTH est wune hormone hypercalcémiante et

hypophosphatémiante agit par trois mécanismes:

e Elle stimule la libération du calcium et du phosphore par 1’os, par le

recrutement et 1’activation des ostéoclastes.

e Elle stimule également la réabsorption tubulaire distale du calcium, et

inhibe la réabsorption tubulaire proximale du phosphore.

e La PTH stimule indirectement l'absorption intestinale du calcium, en
activant la 1-alpha hydroxylase rénale qui est une enzyme clé pour I'obtention de
la forme active de la vitamine D (augmente 1’absorption du calcium et exerce un

rétrocontréle négatif sur la sécrétion de la PTH).

La vitamine D, qu’elle soit d’origine endogéne ou exogéne, Subit une
activation par double hydroxylation, en position 25 au niveau hépatique et en
position 1 au niveau rénal, cette derniere est stimulée par la PTH,
I’hypophosphatémie ainsi que les faibles apports en calcium. La forme active de
la vitamine D agit au niveau de tube contourné distal (TCD) en augmentant la
réabsorption du calcium, au niveau de I’intestin gréle en stimulant son

absorption, et au niveau de 1’0s en stimulant la résorption osseuse.

La calcitonine est une hormone peptidique sécrétée par les cellules para
folliculaires de la thyroide, possede un effet antagoniste de la PTH, a savoir une
action hypophosphatémiante et hypocalcémiante, par diminution de la résorption
osseuse en inhibant les ostéoclastes, ainsi que 1’augmentation de 1’excrétion

rénale du calcium.
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1.2. Réle du rein dans la régulation du métabolisme phosphocalcique

(Figure 2
1.2.1. Réle du rein dans la régulation de la calcémie:

Dans le rein, uniqguement la fraction ultra-filtrable du calcium plasmatique
total (Ca2+ et le calcium soluble non ionisé) est capable de passer a travers la
barriere glomérulaire. Dans les conditions normales, la quantité de calcium filtré
quotidiennement par les glomérules est trés considérable (environ 10000
mg/jour de calcium plasmatique), 9800 mg/jour est réabsorbé et seulement 200

mg de calcium initialement filtré est éliminé dans les urines.

La quasi-totalité de calcium filtré au niveau glomérulaire sera ensuite

réabsorbé progressivement tout au long des différents segments du tubule rénal:

e Au niveau de TCP:50 a 60 % du calcium ultrafiltré sera réabsorbe
passivement par voie para-cellulaire (réabsorption paralléle a celle du sodium)
grace a une électropositivité luminale et via la protéine canale intercellulaire « la

paracelline 1 ».

e [a branche ascendante de 1’anse de Henlé assure la réabsorption de 20 a

25% du calcium ultrafiltré.

e Au niveau de TCD: le reste du calcium filtré sera ensuite réabsorbé
activement au travers les cellules de TCD. Au pole apical, le transport s’effectue
par les canaux a calcium TRPV5.Dans le cytoplasme, le Ca2+ sera transporté
par la calbindine D28k entre le pdle apical et basolatéral. L efflux de calcium du
pole basolatéral vers le compartiment sanguin s’effectue par les échangeurs

Na+/Ca2+ (NCX1) et les pompes membranaires a calcium ATP dependante.
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e Le tube collecteur assure la réabsorption de 5% de Ca2+ filtré.
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9
® : [ ]
Na/K ATPase
ATP
TRPVS B
Ca2' — (s —> > 2K
NCX
ca2t
T @ e
Ca2
Klotho o Na*
Calbindin /' ATP
+ Ca2*
Ca2 \
Calcium ATPase

5

Figure 2 : Mécanismes de réabsorption tubulaire du calcium filtré [15].

De ce fait, le rein joue un réle trés important dans la regulation de
I’homéostasie de la calcémie en assurant une adaptation tres fine de 1'élimination
urinaire de calcium en fonction des besoins de 1’organisme. Cette régulation
rénale est sous contrdle hormonal, principalement la PTH qui agit d’une part en
augmentant la perméabilité paracellulaire du Ca2+ dans les différents segments
du tubule rénal, ainsi qu'au niveau des TCP et TCD. D’autre part, la PTH induite
une augmentation coordonnée des protéines impliquées dans la réabsorption du
Ca2+, tel que: TRPV5, NCX1 et la calbindine D28k. Le calcitriol quant a lui,
agit sur le TCD en augmentant 1’expression de ses protéines de transport
(TRPV5).
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1.2.2. Role du rein dans la régulation de la phosphatémie

Le phosphate est l'un des éléments relativement abondant dans
I’alimentation, 1’organisme doit donc assurer son équilibre et pouvoir 1'éliminer
en fonction des besoins. Le rein excréte chaque jour environ 25 a 33 mmol (750
a1000mg).La réabsorption du phosphate a lieu essentiellement au niveau TCP
(85%) via un mécanisme secondairement actif, impliquant quatre co-
transporteurs sodium/phosphate (NPT2a, NPT2c, NPT1, Pit 3), présents au pble
apical des cellules tubulaires, et qui dépendant de 1’activité de la pompe Na/K

ATPase. Environ 10% du phosphate sera réabsorbée au niveau de TCD.

Comme pour la régulation du calcium, celle du phosphate est également
sous controle hormonal, notamment la PTH qui agit sur les co-transporteurs et
diminue de ce fait la réabsorption rénale du phosphate et donc la phosphatémie.
Le FGF23, est une hormone de 251 aa, sécrétée par les ostéocytes (produite
majoritairement au niveau osseux) et qui se fixe sur les récepteurs FGF-R. Ce
récepteur interagit avec une protéine membranaire appelée “klotho” (co-
récepteur qui confére une spécificité d’interaction entre le FGF23 et son
récepteur. Une telle réaction est nécessaire pour 1’action biologique de FGF23
qui consiste a diminuer la capacité de la réabsorption rénale du phosphate en
inhibant I'expression des co-transporteurs (NPT2a, NPT2c). En plus de ’effet
hypophosphorémiant, le FGF23 reduit également la calcitriolémie en inhibant
puissamment 1’enzyme 1-a-hydroxylase et donc une baisse de synthése de

calcitriol.
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2. Physiopathologie : troubles minéraux associés a la maladie rénale

chronique
2.1. Hyperphosphatémie

L'altération de la fonction d'excrétion rénale au cours du stade initial de la
MRC, entraine une rétention du phosphate et donc une hyperphosphatémie.
L’organisme réagit pour compenser cette hyperphosphatémie en diminuant son
réabsorption tubulaire grace a I’augmentation de la sécrétion de FGF23 par le
tissu osseux. La phosphatémie reste ainsi normale, voire basse (systéme de
compensation pour lutter contre la rétention du phosphate).L'élévation de la
concentration sérique de FGF23 est observée des les stades précoces de I’IRC et
méme chez les patients asymptomatiques d’atteinte rénale, pour qu’elle atteint
un seuil beaucoup plus élevé au stade terminal de la MRC ,ceci est explique
d’une part par une augmentation d’expression de FGF23 par les ostéoblastes et
les ostéocytes et d’autre part par un défaut d'elimination rénale[15]. Tant que le
débit de filtration glomérulaire est supérieur a 30-40 mL/min, il n’y a pas de
modification des concentrations plasmatiques du calcium ou de phosphate. En
revanche, pour un DFG < 30 mL/min on note une hyperphosphatémie
significative non compensée avec élévation de la concentration de FGF23 qui
provoque I’inhibition de la 1-a-hydroxylase rénale et donc une réduction de la
calcitriolémie. Ceci a des conséquences, notamment une diminution de
I'absorption intestinale du phosphate et de calcium avec une tendance a une
hypocalcémie. Cette hypocalcémie engendre une hyperparathyroidie qui sera
entretenue par le déficit en calcitriol (due a la diminution du rétrocontrdle sur la
PTH).
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2.2. L’hyperparathyroidie secondaire de I’insuffisance rénale

L’hyperparathyroidie représente 1’'une des manifestations biologiques la
plus marquante des troubles minéraux et osseux associée a la maladie rénale
chronique (TMO-MRC). Elle survient systématiquement chez les patients
souffrant d’IRC dés que la filtration glomérulaire diminue avec un DFG de la
créatinine < 60 ml/min. Elle est de ce fait appeler hyperparathyroidie secondaire
(HPT 11). Elle se caracterise initialement par une élévation de la PTH avec une
tendance hyperphosphatémique et une diminution de la calcémie avec déficit en

calcitriol.

Ainsi, au stade précoce d’IRC, I’augmentation de la concentration de la
PTH permet de normaliser la calcémie d’une part par 1’activation de la
réabsorption tubulaire de calcium, d’autre part par la stimulation de la 1-a-
hydroxylase rénale. Plus la fonction rénale se degrade, plus ce mécanisme de

compensation devient de moins en moins efficace.

Il est a noter également que 1’hyperparathyroidie pourrait provoquer une
augmentation de phosphate a I’intérieur des cellules parathyroidiennes, qui est
responsable de I’augmentation de la durée de vie de ’ARNm de la PTH, et donc
une hyperprolifération de ces cellules. D’autre part, on observe au cours
d’HPTII, une augmentation du set point du calcium (le taux de calcium ionisé
sérigue nécessaire pour induire la sécrétion de 50% de la PTH maximale), ce
qui explique la persistance des concentrations élevées de la PTH pour des

valeurs de calcémie normales ou élevées.
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La figure 3 récapitule la physiopathologie de I’'HPT II au cours de I’IRC :
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Figure 3 : Schéma récapitulatif de la physiopathologie de ’HPT II de I’insuffisance

rénale

chronique [16].
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2.3. L’hyperparathyroidie tertiaire [17]

L’hyperparathyroidie tertiaire est définie comme une HPT Il qui a duré
pendant une longue période et qui s’autonomise. Elle se voit le plus souvent
chez les patients atteints d’IRC. La PTH reste ainsi trés élevée malgre la
correction de I’hypocalcémie et la carence en vitamine D, et parfois cette
hyperproduction permanente de la PTH persiste malgré une hypercalcémie.
L’HPT II est causée d’une part par D’altération de D’excrétion rénale du

phosphate lors de I’'IRC, et d’autre part par I’incapacité a activer la vitamine D.

La prise en charge de I’hyperparathyroidie tertiaire est avant tout
chirurgicale (PTH>800 pg/ml) par une parathyroidectomie totale ou subtotale.
Elle ne répand pas au traitement agressif pour supprimer 1’¢lévation de la PTH,
les glandes parathyroides deviennent autonomes et menent aux complications
suivantes : hypercalcémie, prurit, calcifications extra squelettiques ainsi que les

atteintes osseuses [18], [19].
2.4. Désordres osseux

La principale réserve de ’organisme en calcium et en phosphate est au
niveau du tissu osseux, et qui représente de ce fait la principale cible pour
corriger les troubles minéraux associés a la maladie rénale chronique. Si la
diminution de débit de filtration glomérulaire se traduit par une réaction
parathyroidienne afin de maintenir I'noméostasie phosphocalcique, il est
visiblement clair que celle ci s’effectue au dépend du tissus 0sseux, ce qui
aboutit dans certains cas a des atteintes osseuses appelés ostéodystrophie rénale
(ODR). La figure 4 récapitule les principaux mécanismes physiopathologiques
de I’HPT II et d’ODR.
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Figure 4 : [20]: Mécanismes physiopathologiques de L’HPT II et d’ODR.

Au niveau de 1’0os, ’HPT II entraine l’augmentation de niveau de
remodelage osseux en stimulant la formation ostéoblastique et la résorption
ostéoclastique et par conséquence le développement de la porosité corticale avec
des alterations précoces de la microarchitecture trabéculaire, et donc
I’augmentation de la fragilit¢ de I’os [21]. Il est a noter également que I’'IRC
provoque une diminution de I’expression des récepteurs de la PTH dans ’os, et

donc une résistance osseuse a la PTH [22].

L’ODR affecte principalement la structure osseuse et s'aggrave au fur et a

mesure de I'évolution de la MRC. On distingue:

e Les atteintes liées au niveau de remodelage osseux (turnover), soit par
accelération tels que: ostéite fibreuse, ostéodystrophie mixte ou bien

osteoporose, soit par ralentissement tel que 1’os adynamique.
20



e Les atteintes osseuses liees au trouble de minéralisation tel que

1’ostéomalacie.
e Ainsi que des atteintes liées au volume o0sseux.

Le tableau suivant résume les différents critéres de diagnostic des atteintes

osseuses associées a I’IRC.

Tableau 111 : [14]: Critéres de diagnostic des atteintes osseuses associées a IRC.
Ostéite | Ostéodystrophie Os ] _
) i ) Ostéomalacie
fibreuse mixte adynamique
Remodelage Normal a ]
o Eleve Bas Bas
0sseux (turnover) éleve
Mineéralisation Normale Anormale Normale Anormale
Faible a o Faible a Faible a
Volume osseux o Faible a Normal
éleve moyen moyen

Le diagnostic différentiel de ces atteintes osseuses repose sur une étude
histomorphométrique osseuse sur biopsie aprés un double marquage a la
tétracycline, qui n’est plus effectué en routine clinique. En pratique clinique
cette technique est lourde, invasive et est actuellement remplacée par des
méthodes biochimiques, tel que le dosage régulier de la PTH (tous les 3 mois)

chez les patients IRC, et particulierement chez les patients dialysés, afin de
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diagnostiquer et suivre les anomalies osseuses éventuellement présents en
association avec l'insuffisance rénale. Les ODR peuvent étre separées en deux
types en fonction de niveau de remodelage osseux et dont 1’objectif
thérapeutique est complétement différent I’un de I’autre (tableau 1V).

Tableau IV : Ostéodystrophie rénale (ODR):types, objectif thérapeutique et technique
d'évaluation [23].

ODR a haut remodelage .
ODR a bas remodelage osseux
Type d’ODR 0SSeux
. _ EX:I’ostéopathie adynamique.
EX:I’ostéite fibrokystique.

) ) Pas de traitements freinateurs
Reéduire la sécrétion de PTH _
_ _ L de la PTH,pour éviter
o _ soit par calcium/derivé actif de
Objectif thérapeutique - ) I’aggravation des lésions et
la vitamine D, soit avec un _ o
L risquer des calcifications extra
calcimimetique.
0SSeuses.

Technique de dosage
de laPTH

Technique de deuxiéme génération.

2.5. Désordres vasculaires

Les complications cardiovasculaires de type: dysfonctionnement
endothélial, rigidité vasculaire, anomalie de remodelage vasculaire ainsi que
I’hypertrophie ventriculaire gauche, surviennent freqguemment chez les patients

souffrant d’IRC. Ils apparaissent dés le stades 2 de la MRC, ce qui contribue
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fortement a 1’augmentation de la morbidité et de la mortalité¢ cardiovasculaires
[50% des déces chez les patients en IRCT a cause de la maladie

cardiovasculaire, dont 20% sont liés a des événements coronariens][24].

Les calcifications vasculaires sont dues a des dépdts des cristaux de
phosphate et de calcium (cristaux d'hydroxyapatite) au niveau de la matrice
extracellulaire des parois artérielles. On distingue en fonction de leurs

localisations:

e Les calcifications de I’intima: formation des plaques d’athérosclérose, et

donc risque d’accident ischémique coronarien.

e Les calcifications du média (maladie de Monckeberg): elles s’associent a
I’augmentation de la rigidité vasculaire, et par conséquent a des complications
cardiaques graves, tel que: 1’hypertension artérielle (HTA), P’insuffisance
cardiaque (IC), les anomalies de perfusion coronarienne, et I’hypertrophie

ventriculaire gauche.
e Les calcifications valvulaires (mitrale et aortique).

Plusieurs  études ont permis de préciser les mécanismes
physiopathologiques qui sont a 1’origine de ces calcifications vasculaires. Les
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la média se dédifférencient
en des cellules ostéoblastiques, et perdent progressivement leurs contractilité
initiale, ainsi que 1’expression de certaines marqueurs tels que, 1’alpha actine, la
chaine lourde de la myosine et la protéine SM22.En revanche, on note la
stimulation d’expression de certains facteurs de transcription spécifiques aux
cellules ostéoformatrices, notamment les facteurs CBFAL/RUNX2 qui activent

les protéines ostéoblastiques comme la phosphatase alcaline (enzyme de
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minéralisation).La dedifférenciation des CMLYV peut étre stimulée par plusieurs
facteurs tels :les cytokines, les LDL oxydés et notamment le phosphate et le
calcium comme dans le cas de la MRC.

En effet, le phosphate inorganique représente un puissant inducteur de la
minéralisation osseuse ostéoblastique ainsi qu’un puissant stimulant de la
calcification vasculaire. Plusieurs données cliniques et des études
expérimentales ont établi le lien entre le phosphate et le risque de calcification
vasculaire. En effet, la mise en culture des CMLV dans un milieu enrichi en
phosphate inorganique a des concentrations élevées (comme celles observées en
cas IRC > 2,5 mmol/L), rend ces cellules capables d'acquérir en quelques jours
le phénotype “osteoblast-like” avec 1’augmentation d’expression des
corécepteurs membranaires de phosphate (sodium dépendants) PIT-1 et PIT-2,et
donc une augmentation de la concentration intracellulaire de phosphate, ce qui
va entrainer une augmentation de I’expression des facteurs de transcription
CBFAL/RUNX2.Apres cette transformation, les cellules dites “osteoblast-like”
accumulent des vésicules matricielles du phosphate et du calcium qui seront
libérées au niveau des sites de mineralisation dans le milieu extracellulaire.
Ceci peut induire I’apoptose des CMLV et accélérer de ce fait le dépot des
cristaux d'hydroxyapatite. 1l apparait clairement que [I'hyperphosphatémie
(situation fréquente chez les patients souffrant IRC) est I’'un des puissants

inducteurs de la calcification vasculaire.
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I11. La PTH et la Vitamine D

1. Rappels sur la PTH
1.1. Définition[25]

La PTH est une hormone synthétisée et sécrétée par les quatre glandes
parathyroides situées derriere la glande thyroide. Elle est de nature
polypeptidique, monocaténaire, exempte de pont disulfure, non glycosylée et
comporte 84 acides aminés (84 aa) (figure 5).Son poids moléculaire est environ
9500 daltons. Chez ’homme, le gene de la PTH se situe sur le bras court du

chromosome 11.

Figure 5 : [25]:Structure de la PTH.

1.2. Métabolisme [26]

La PTH est initialement synthétisée sous forme d’une préprohormone de
115 aa, a I’origine de la pro-PTH (90 aa), elle-méme précurseur de la PTH (84

aa) par des clivages enzymatiques successifs de séquences d’acides aminés [27].

La synthese de la préprohormone a lieu vraisemblablement dans les

ribosomes accolés a la membrane du réticulum endoplasmique ; la molécule, en
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cours de synthese est dirigée ensuite a 1’intérieur du réticulum endoplasmique
(ce transfert est une étape obligatoire dans le processus de synthése de la PTH, il
est guidé par une séquence signale hydrophobe de 25 acides aminés). A
I’intérieur du réticulum endoplasmique se produit le clivage de cette séquence
par destruction de la liaison glycine-lysine aboutissant ainsi a la formation de la

pro-PTH. Le peptide leader est rapidement dégradé apres le clivage.

La pro-PTH est ensuite acheminée du réticulum endoplasmique a 1’appareil
de Golgi, ou elle va subir le clivage des six acides aminés initiaux, aboutissant
enfin a la formation de PTH (Ce transfert vers 1’appareil de Golgi nécessite
I’intégrité des microtubules, ainsi que la présence d’énergie), I’hexapeptide

libére est dégrade par la carboxypeptidase B.

La PTH formée sera stockée dans les granules sécrétoires. Il existe deux
types de granules: 1I’'un contient uniquement la PTH intacte, et I’autre contient a
la fois la PTH ainsi que les cathepsines B et H (La cathepsine B clive la PTH
intacte en un fragment carboxyterminal (PTH 37-84) et un mélange de

fragments aminoterminaux).

Dans le sang périphérique, I’hormone est clivée en deux fragments : le
principal carboxyl-terminal inactif, le deuxieme aminoterminal biologiquement

actif. Sa demi-vie est bréve : environ 30 minutes.

Le processus de biosynthése de la PTH dure 15 a 20 minutes (depuis la
transcription du gene au clivage de la pro-PTH en PTH).La figure 6 récapitule

les différentes étapes de la synthese de la PTH.
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Figure 6 : [28]:Différentes étapes de la synthese de la PTH.

Différent fragments de PTH sont décrits [29] :

Endoplasmic

- La partie N terminale de la PTH (1-84) est decrite comme la seule partie

biologiquement active sur 1’élévation de la calcémie [30]. Cependant, il existe
d’autres types de fragments qui sont depuis longtemps considérés comme

dépourvus d’activité biologique, ce qui est remis en cause actuellement [31].

- Le fragment 7-84 qui est le plus abondant, et qui représente

patients normocalciques environ 20% de la PTH mesurée par une technique de

dosage de la deuxiéme génération. Au cours de la MRC, leur proportion est

beaucoup plus élevée (50%)[32].

- Plusieurs autres fragments ont été décrits, notamment : 4-84, 8-84, 10-84,

15-84 ainsi que la 1-34, possédant des activités biologiques similaires voire

méme antagonistes.
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1.3. Régulation de la sécrétion:

La sécrétion de la PTH est modulée principalement par la variation de la
concentration sérique du calcium ionisé, mais également par plusieurs
déterminants, qui sont d’une importance variable, & savoir le calcitriol qui est un
inhibiteur direct de la transcription du géne codant pour la PTH, et le phosphate
qui agit en stimulant la secrétion de cette hormone; probablement par action
directe sur les cellules parathyroidiennes mais dont le mécanisme n’est pas

encore connu.
1.3.1. Régulation par le calcium extracellulaire

La calcémie totale se répartit dans le corps en une fraction liée aux
proteines plasmatiques et qui représente 40%,et une fraction libre non liée aux
protéines plasmatiques qui est de I’ordre de 60%,principalement composée de
calcium ionisé (Ca2+) (environ 50% de calcium total).C’est la seule fraction du

calcium “biologiquement active” [14].

Une relation sigmoide inverse a été démontrée, in vivo [26], [33],et in vitro
[34] entre la concentration de calcium ionisé (Ca2+) extracellulaire et la
sécrétion de PTH (Figure 7). Cette relation peut étre expliquée par les

parametres suivants [35]:

e Taux de secrétion maximale de PTH: qui représente la réserve de
sécretion des glandes parathyroides lors d’une hypocalcémie aigué suffisamment

intense.

Taux de sécrétion minimale de PTH: n’est jamais nul, ce qui montre qu'il
existe un niveau basal de sécrétion de PTH malgré une concentration élevée de
la calcémie ionisée [36].
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e Point moyen de sécrétion ou Set-point calcium: est défini comme la
valeur de calcium ionisé sérique pour laquelle la sécrétion de la PTH représente
la moitié de la suppression maximale[14].La valeur normale de Set-point est de
1,10 a 1,15 mmol/l [34], [37],valeur proche de la concentration du Ca2+
extracellulaire a jeun (1,15 a 1,35 mmol/l).Le set point du Ca est augmenté dans
I’hyperparathyroidie secondaire (HPT II) de la MRC et il semble que la courbe
calcium/PTH soit déplacée vers la droite, ce qui contribuerait chez les patients
urémiques a I’augmentation de la concentration sérique de PTH malgré des

valeurs élevées de calcémie [38].

e la pente maximale: au voisinage du set-point, ceci indique qu’une faible
variation de la calcémie ionisée est susceptible d’entrainer de fortes variations
de la sécrétion de PTH, permettant ainsi de maintenir la calcémie ionisée a

I’intérieur des valeurs étroites [14].

Sécrétion de PTH
(% de la suppression maximale)

Sécrétion maximale de PTH
0 —
20 1
40 - point moyen de sécrétion de PTH
______________________ (calcium set point)
)
60 1 :
1
|
- 1
80 ! Sécrétion minimale de PTH
i
100 : 1

1.10 1.35

Calcium ionisé sérique (mmol/L)

Figure 7 : [14]:Relation sigmoidale inverse entre la calcémie ionisée et la sécrétion de la
PTH.
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- Mécanismes cellulaires de la relation parathormone-Ca2+ extracellulaire:

La réponse des cellules parathyroidiennes a la variation de la concentration
de la calcémie ionisée est modulée par un récepteur, exprimé par les cellules
parathyroidiennes et appelé récepteur du calcium ou CaSR (pour Calcium-
Sensing Receptor)[39], [40].11 s’agit d’un récepteur couplé a la protéine G,
possédant 1 078 aa, et codé par un géne qui se situe sur le chromosome 3 (chez
I’humain) [41],et dont le ligand naturel est un ion (calcium)[42]. CaSR est
exprimé a la membrane plasmique, sous forme de dimeére, avec un domaine
aminoterminal extracellulaire qui interagit avec les ions calcium, sept domaines
transmembranaires et un domaine carboxyterminal intracellulaire permettant le

couplage aux voies de signalisation intracellulaire [43].

NH2

Ext

Int

COOH

Figure 8 : [44]: Structure schématique générale des récepteurs couplés aux protéines G.

Une concentration élevée de la calcémie ionisée active le CaSR
,provoque ainsi I’initiation d’une voie de signalisation qui ce traduit par la

dégradation de la PTH dans les vésicules de stockage et la sécrétion par les
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parathyroides des fragments inactifs de PTH, ne contenant pas les acides aminés
de la partie N-terminale de la PTH et donc I’inhibition de la libération de PTH
[45]. Par ailleurs une calcémie ionisée faible a des effets opposés sur la

sécrétion de PTH dans les minutes qui suivent les changements [35], [36].
1.3.2. Regulation par les métabolites de la vitamine D:

Plusieurs études suggérent que la forme active de la vitamine D (calcitriol)
possede un effet direct sur la synthése et la sécrétion de la PTH. En effet, une
expérience réalisée sur les poussins et les rats montre qu'apres I'administration
intraveineuse de [H®]1,25(0H)2D3, une accumulation marquée de la
radioactivité dans les noyaux des cellules parathyroidiennes, ce qui prouve que
la glande parathyroide est un organe cible pour la 1,25(0H)2D3 [46], [47].

Les cellules parathyroidiennes possedent des récepteurs cytosoliques
similaires aux récepteurs des hormones stéroidiennes retrouvées dans les autres
organes cibles, 1’os et I’intestin, ayant une forte affinité pour le 1,25(0OH)2D3
[48],ce dernier inhibe a des doses physiologiques, en quelques heures, la
synthése de ’ARNm codant pour la prépro-PTH. Le complexe calcitriol-
récepteur se fixant sur le fragment 5’ non codant du géne de la PTH afin
d’inhiber sa transcription [48], [49].A des doses pharmacologiques, les autres
métabolites de la vitamine D [24,25 (OH) 2D et 25 (OH) D] sont capables
d’inhiber la synthése de PTH [49].

Récemment, il a été prouvé que le calcitriol réduit la croissance des cellules

parathyroidiennes mises en culture [50].
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1.3.3. Régulation par la phosphatémie:

Les cellules parathyroidiennes répondent aux variations de la phosphatémie
en terme de sécrétion de PTH, d’expression du géne de I’hormone et de
prolifération cellulaire [35].Dans le cas d’une hypophosphatémie on observe une
importante diminution de I’abondance de ’ARNm de la PTH, cette diminution
est due a des protéines cellulaires qui sont des endonucléases, pouvant se lier a
I’extrémité 3°, non traduite, et diminuant la stabilité de ’ARNm. Il en résulte
une diminution de la synthése et de la sécrétion de PTH.L’effet contraire
observé au cours d’une hyperphosphatémie est du a des facteurs protecteurs,
augmentant la stabilité du transcrit (ARNm) [51].

L’hyperphosphatémie favorise également la prolifération des cellules

parathyroidiennes alors que I’hypophosphatémie 1’inhibe[35].
1.3.4. Regulation par le magnésium extracellulaire[52], [53]:

La regulation de la sécrétion de la PTH est également sous contréle de la
variation de la concentration plasmatique du magnesium, mais qui n’apparait
étre qu’un déterminant accessoire. En effet, I'ion magnésium a un réle semblable
a celui du calcium, méme s’il affecte la sécrétion de PTH de maniére trois fois

moins importante que ne le fait une variation identique de la calcémie.

Il existe, in vivo comme in vitro, une relation inverse entre la concentration
plasmatique de magnésium et la sécrétion de PTH. Cependant, une
hypermagnésémie diminue rapidement la sécrétion de la PTH in vivo chez les
sujets humains, indépendamment des variations concomitantes de la calcémie
[54].
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1.3.5. Autres déterminants de la sécrétion de PTH [35]:

Les agonistes B adrénergiques augmentent transitoirement la sécrétion de
PTH, en particulier lorsque celle-ci est préalablement stimulée par une
hypocalcémie. Cette action se fait via un récepteur membranaire, couplé a
I’adénylate cyclase par ’intermédiaire d’une protéine Gs et sensible aux dérivés
B-bloqueurs. En revanche, on observe une inhibition de la sécrétion de la PTH

par les agonistes a-adrénergiques.

D’autres études, in vitro, ont montrés que la progestérone et le B-estradiol,
a doses physiologiques, entrainent une augmentation rapide de la sécrétion de
PTH. Les autres hormones gonadiques ( testostérone, 1’estrone et 1'estriol ),ne

reproduisent pas le méme effet [55].
La vasoactive intestinal polypeptide (VIP) stimule in vitro la libération de

PTH par des cellules parathyroidiennes bovines, via I’augmentation de la

production d’adénosine monophosphate (AMP) cyclique.

Une étude menée chez le rat suggére que 1’acidose métabolique aigué
provoque, en I’absence d’hypocalcémie et de variation de la magnésémie, la

stimulation de la sécrétion de PTH.
1.4. Effets biologiques de la PTH et de ses différents fragments:

La PTH joue un r6le primordial dans la régulation du métabolisme

phosphocalcique. Elle est a la fois hypercalcémiante et hypophosphatémiante.

La PTH exerce son effet en se fixant sur des récepteurs localisés au niveau
des différents organes cibles. Elle peut agir par au moins deux recepteurs

spécifiques : le récepteur PTH-1R présent majoritairement au niveau du rein et
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I’0s. Il est responsable de 1’activation de différentes voies de signalisation [56]
via une cascade des réactions enzymatiques: I’adénylcyclase (production d’AMP
cycliqgue-AMPc) et la phospholipidase C (production d’inositol triphosphate -
IP3)[57] ,et le récepteur C-PTHR qui posséde une haute affinité pour la partie C-
terminale de la PTH[58], [59].

Les activités biologiques de la PTH intacte et de différents fragments sont
variables en fonction du fragment ainsi que le type de récepteur cible. Le tableau

suivant représente les effets sélectifs de la PTH 1-84 et 7-84.

Tableau V : [56]: Effets sélectifs de la PTH 1-84 et 7-84.

PTH 1-84 PTH 7-84

> Reéabsorption tubulaire distale du| » Antagonisme compétitif de la PTH

calcium. 1-84 au niveau du récepteur PTH-1R.

> Inhibition de la réabsorption | > Internalisation du récepteur (PTH-

tubulaire proximale du phosphore. 1R) au niveau tubulaire distal.

» Mobilisation du calcium osseux. > Inhibition de la résorption osseuse

> Production de la forme active de la | Par activation du récepteur C-PTHR.

vitamine D (1,25 OH2 D3).

Chez le rat parathyroidectomisé, une étude a montré que I’injection de la
PTH 1-34 provoque en quelques heures une augmentation rapide et nette de la
calcémie. En revanche, I’injection de la PTH 7-84 entraine un effet antagoniste
par rapport a la PTH 1-34, notamment une hypocalcémie. L’injection simultanée
de ces deux formes de PTH entraine une stabilisation de la calcémie, grace a un

mécanisme de neutralisation [31], [60], [61].
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1.4.1. Effets au niveau du rein:

Au niveau du rein, la PTH agit en exercant 3 actions principales [62] :

- Augmentation de 1’activité de la l1a-hydroxylase rénale, permettant ainsi
la transformation de la 25(OH) vitamine D (calcidiol) en 1,25(0OH)2 vitamine D
(calcitriol) au niveau des cellules du tube contourné proximal. C’est le calcitriol
(forme biologiguement active de la vitamine D), qui agit ensuite au niveau des

cellules intestinales pour augmenter 1’absorption du calcium et du phosphore.

- Effet hypophosphatémiant et hyperphosphaturie: la PTH réduit la

réabsorption tubulaire proximale du phosphate.

- Effet hypercalcémiant et hypocalciurie: la PTH augmente la réabsorption
tubulaire distale du calcium. La PTH 7-84, entraine la diminution du nombre des
récepteurs PTH-1R a la surface des cellules par endocytose, ce qui va engendrer
la diminution de 1’effet de la PTH 1-84 sur la reabsorption du calcium[31], [60],
[61].

1.4.2. Effets au niveau de ’os:

Au niveau de 1’os, les cellules cibles de la PTH sont les ostéoblastes et
leurs précurseurs, du fait que ces récepteurs sont situés au niveau des
ostéoblastes et non pas sur les ostéoclastes [57]. La PTH 1-34 via le récepteur
PTH-1R stimule les ostéoblastes et les ostéocytes activés par la dexaméthasone
[63], alors que I’activation in vitro du récepteur C-PTHR provoque la mort des
ostéocytes [64].

Face a une hypocalcémie, la PTH induit une ostéolyse superficielle

(libération de calcium ionisé) qui permettra d'établir un flux de Ca2+ entre le
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compartiment osseux et le secteur extracellulaire, et qui persistera tant que la
calcémie n’est pas encore corrigée. En plus de la mobilisation de Ca2+ (action a
court terme),et 1’activation de remodelage osseux par 1’augmentation de
’activité ostéolyse et ostéoformation (action a long terme) [35],la PTH posséde
également un effet anabolique puissant sur 1’0s par la production locale d’IGF1

(utilisée actuellement comme traitement anti ostéoporotique)[65].
1.4.3. Effets au niveau de I'intestin:

La PTH possede une action indirecte au niveau intestinal, par

I'intermédiaire du calcitriol.

La PTH est un déterminant majeur de 1’activité de la 1-alpha hydroxylase
rénale, qui assure 1’hydroxylation de la 25 (OH)-vitamine D en 1,25 (OH)-
vitamine (calcitriol), la forme active de la vitamine D. En fait, c’est le calcitriol
qui agira sur les entérocytes pour augmenter 1’absorption intestinale du

phosphore et du calcium [62].
1.4.4. Effets au niveau du pancréas

La PTH possede également un effet au niveau pancreéatique, en favorisant
la sécrétion de la gastrine, provoquant ainsi 1’augmentation de 1'acidité, et donc

le risque de développement d'ulcere [66].
2. Rappels sur la vitamine D
2.1. Définition

La vitamine D dont le nom chimique est la 1,25 dihydroxy vitamine D, ou
encore appelé le calcitriol, est une vitamine liposoluble (stérol), considérée

comme une Vvéritable hormone, assurant plusieurs roles biologiques,
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essentiellement le maintien de I’homéostasie phosphocalcique de 1’organisme.

Il existe plusieurs variantes de la vitamine D, selon son origine, on

distingue deux types:
- La vitamine D2 ou ergocalciférol d'origine végétale.

- La vitamine D3 ou cholécalciférol qui est soit exogéne (les aliments
d’origine animale), ou endogéne (synthétisée a partir du cholestérol au niveau de

la peau par action des rayons ultraviolets).
2.2. Métabolisme
2.2.1. Biosynthese de la vitamine D3 [67]:

Contrairement aux autres vitamines, la vitamine D circulante est soit
d’origine, exogéne apportée par l'alimentation (ergocalciférol, cholécalciférol,
présents par exemple dans certains végétaux, champignons, levures ainsi que
dans les poissons gras) [68] et qui représente 10 a 20% de la forme circulante,
ou bien d’origine endogéne (synthése cutanée qui commence par ’action des

rayonnement UVB sur le cholestérol) qui couvre la majeur partie des besoins.
La synthése de la vitamine D passe essentiellement par les étapes suivantes:

e La premicre étape est initiée au niveau de la peau, il s’agit d’une
transformation par les rayons UVB de la 7-déhydrocholestérol (provitamine D
cutanée) en pré vitamine D3, puis une isomérisation de celle ci en vitamine D3

dite «native» (cholécalciférol).

e Ensuite une premicre hydroxylation par 1’action de la 25-hydroxylase
hépatique en position 25 de la cholécalciférol en 25-hydroxy-vitamine D3 (

25(0OH)D3, calcidiol ou calcifédiol).Cette derniére possede une longue demi-vie
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de deux a trois semaines, et qui représente la principale forme circulante de la
vitamine D, dont le dosage est le meilleur reflet du stock vitaminique de
I’organisme [69].Cette hydroxylation peut étre réaliser par les différentes
enzymes de la famille des cytochromes P450,tels que: le CYP27AL, le
CYP3A4,le CYP2R1 ainsi que le CYP2J2[70].Le CYP2R1,semble étre la

principale enzyme catalyseur de la réaction [71].

e Une fois la 25(OH)D3 est formee, elle va étre véhiculée par la protéine
plasmatique DBP (vitamin D binding protein) jusqu’au rein, ou elle va subir une
seconde hydroxylation en position 1, par la 1-alpha hydroxylase rénale (il s’agit
d’une enzyme du cytochrome P450,chez I'nomme codée par le géne CYP27B1)
[72], pour obtenir la 1,25-dihydroxy-vitamine D3 (1,25(OH)D3,calcitriol), qui
est la forme biologiquement active, avec une demi vie plasmatique est d’environ

quatre heures.

La vitamine D active diffuse dans I’organisme pour qu’elle agisse au
niveau des principaux organes cibles: I’intestin, I’0os, le rein, les glandes
parathyroides, ainsi qu’au niveau du systeme nerveux central (action protectrice
par la synthese des facteurs neurotrophiques) et I'épiderme (maintenir 1’intégrité
du tissu) [73], [74].

Le rein est le principal site de production de la 1,25-dihydroxy-vitamine
D3, et a coté de cette production rénale, de nombreuses sites extra rénaux
mineurs ont été identifiés capable d’exprimer la CYP27B1, tels que: le placenta,
la prostate, le cerveau, les ostéoblastes, les keératinocytes, ainsi que les
macrophages. La production extra rénale ne contribue pas a la formation de la

1,25-dihydroxy-vitamine D3 plasmatique [75].
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Figure 9 : [67]:Biosynthese de la vitamine D.

2.2.2. Catabolisme de la vitamine D3

Le catabolisme de la 1,25 dihydroxy D3 a lieu essentiellement au niveau du

rein. 1l est initié par la 24-hydroxylase (CYP24A1) qui catalyse la réaction
d’inactivation de la vitamine D, a savoir la transformation de la 25 hydroxy D3
en 24,25 dihydroxycholécalciférol, et la 1,25 dihydroxy D3 en acide calcitroique
inactif (figure 10)[76].La dégradation du calcitriol peut se faire également au

niveau du foie et de D'intestin par d’autres enzymes de la famille des

cytochromes P450 tel que le CYP3A4 [77].
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Figure 10 : [78]: Métabolisme de la vitamine D.

2.3. Regulation du metabolisme

Les enzymes impliquéees dans la synthéese de la vitamine D (CYP27ALl et
B1), ainsi que dans son catabolisme (CYP24A1), sont les principales cibles de
régulation du métabolisme de la vitamine D. Cette régulation fait intervenir des

hormones, essentiellement la parathormone (PTH).
2.3.1. Régulation de la synthese [75]

La concentration plasmatique de la vitamine D “native” (25(OH) D3) est
peu régulée. En effet, plus la vitamine D synthétisée et/ou ingérée en grande

quantité, plus la production de la 25 hydroxy D3 est importante.
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Au niveau du foie, la premiére hydroxylation est catalysée par
CYP27A1 cette derniére est sous régulation a 1’étape transcriptionnelle par des
récepteurs nucléaires [79], [80]. On peut citer : PPARY (récepteur y activé par
les proliférateurs de peroxysomes) et HNF4a (facteur nucléaire hépatique 4a
activé par des phosphorylations) qui sont des activateurs de I’expression du géne
codant pour la CYP27AL1. Contrairement, le PPARa (dont le ligand des acides
gras poly-insaturés) et le SHP possede une activité de répression

transcriptionnelle (figure 11).

Au niveau du rein, la seconde hydroxylation responsable de la production
de la forme active de la vitamine D (1,25 dihydroxy D3) est catalysée par la
CYP27B1, dont I’activité est étroitement régulée. En effet, lors d’une
hypocalcémie, les glandes parathyroides sécretent la PTH qui exerce un contréle
positif sur la CYP27B1 en augmentant I’activit¢ de son promoteur par
phosphorylation du facteur de transcription CREB (CAMP-dependent response
element binding protein) [81].Un rétrocontrole négatif est noté lors d’une
hypercalcémie, hypophosphorémie et/ou une augmentation de la concentration

sérique de la 1,25 dihydroxy D3.

La 1,25 dihydroxy D3 exerce elle méme une autorégulation via son
récepteur VDR (vitamine D receptor, il s’agit d’une protéine de la superfamille
des récepteurs nucléaires, facteur de transcription activé par des molécules
lipophiles ou des hormones), elle inhibe I’expression de la CYP27BI1,et stimule
la CYP24AL1 (responsable de la degradation de la vitamine D3),ce qui permet de

moduler le taux circulant de la vitamine D active.
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Plusieurs autres facteurs interviennent également dans la régulation de la
CYP27B1, tel que: I’insuline, I'IGF-l (insulin-like growth factor 1), la
calcitonine, le FGF23 (fibroblastic growth factor 23)[73], [82]-[84].

7-déhydrocholestérol
1

Foie
@ - D

CYP27A1
25(0OH)Ds

Rein

PO,*,Ca®t  —----- »| CYP27B1 < PTH Calcitonine
/ PO
I

1,25(0OH):Ds—{ CYP24A1 |— 1,24,25(OH)sDs

(Active) \ (Inactive)

PPARa:Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a.

PPARYy:Peroxisome Proliferator-Activated Receptor v.
SHP: Small Heterodimer Partner.

HNF4a: Hepatic Nuclear Factor 4a.

VDR:Vitamin D Receptor.

PXR :Pregnane X Receptor.

Figure 11 : [75]: Régulation du métabolisme de la vitamine D.
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2.3.2. Régulation du catabolisme[75]:(figure 12)

Le régulation du catabolisme de la vitamine D active (1,25(0OH)2D3)
dépend essentiellement de la régulation de la CYP24Al.Le principal facteur de
transcription impliqué dans la modulation du géne codant pour cette enzyme
(24-hydroxylase) est le VDR. La 1,25 dihydroxy D3 une fois pénétrée dans la
cellule cible va se liée a son récepteur nucléaire VDR, le complexe ainsi formé,
constitue ensuite un hétérodimere avec RXR (Retinoic X Receptor, dont le
ligand est I’acide rétinoique 9-cis (9CRA)),qui reconnait des séquences
spécifiques VDRE (vitamin D response element) situées en amont du gene
codant pour la CYP24Al,activant de ce fait la transcription [85].

(O 1,25(0H)D3
DBP ) — @ @ 9CRA

@
/ VDR Cellule \

Géne CYP24A1 I I
A

/

Figure 12 : [75]:Régulation de la transcription du gene codant pour la CYP24AL1.

Le complexe 1,25 dihydroxy D3/VDR exerce un controle dans les deux
sens, sur la synthése de la 1,25 dihydroxy D3 par action inhibitrice directe de
I’expression de la CYP27B1 dans les reins, egalement sur le catabolisme en

stimulant la transcription de la CYP24A1 rénale.
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L’expression et Dactivit¢ de la CYP24A1 dépendent des apports
phosphatés et aussi de la PTH. Des études ont montre également que la
calcitonine via la voie de signalisation Ras-PKC zéta (protéine kinase C

d’isoforme zéta) assure la régulation de 1’expression du géne codant pour la

CYP24A1 [86].
2.4. Roles biologiques

Les rbles biologiques et les effets cliniques de la vitamine D peuvent
relever de deux mécanismes [87]:un mécanisme hormonal apres activation de la
vitamine D au niveau renal. La 1-25 dihydroxy vitamine D est alors acheminée
via la circulation générale jusqu’au niveau des tissus cibles (action endocrine)
pour assurer la régulation du métabolisme phosphocalcique et la minéralisation
0sseuse, un mécanisme paracrine/autocrine apres activation locale de la vitamine
D dans de nombreux tissus périphériques (systeme nerveux central, systéeme
immunitaire, cardiovasculaire, peau, pancréas...) responsable de ses effets extra

rénaux largement rapportés dans la littérature[76], [88].

Le maintien de I'noméostasie phosphocalcique est assurée par l'action
endocrinienne de la forme active de la vitamine D (1,25 dihydroxy D3)[14],
[75]. Il s'agit d'une hormone hypercalcémiante. La réponse a une variation de
calcémie et / ou phosphatémie nécessite des actions coordonnées sur les
différents organes cibles: I'intestin, I'os, le rein ainsi que la glande parathyroide
[68].

Au niveau de I'intestin: la vitamine D favorise I'absorption intestinale du

calcium et des phosphates alimentaires, par :

- L’augmentation de I’expression et la synthése des protéines permettant le
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transport du calcium, dont les canaux TRPV6 au niveau de la membrane
plasmique apicale des entérocytes assurant le passage de calcium du

compartiment luminal vers les entérocytes.

- L'induction d'une protéine cytosolique de fixation du calcium appelé la
calbindine D et de la pompe a calcium ATP dépendante basolatérale, permettant
ainsi le transport du calcium contre le gradient de concentration entre les
entérocytes et le plasma, entrainant de ce fait la diffusion passive des
phosphates.

Au niveau de Pos: la vitamine D en cas d’une hypocalcémie, accélére la
résorption osseuse en favorisant par effet direct la différenciation et 1’activation
des cellules souches mésenchymateuses de 1’0os en ostéoclastes. Cependant, la
vitamine D par un effet indirect assure la formation et la minéralisation osseuse.

Au niveau rénal: la vitamine D par action directe sur le canal epithélial
calcique augmente la réabsorption tubulaire de calcium, entrainant ainsi
I’augmentation de la concentration sérique du calcium. La stimulation de la
réabsorption tubulaire du phosphate est secondaire a 1’inhibition de la sécrétion

de la PTH par les glandes parathyroides suite a I'nypercalcémie.
3. Dosage de la PTH et de la vitamine D:

Le processus de la réalisation des analyses de la biologie médicale se
déroule en trois grandes étapes distinctes et enchainées dans le temps, dont 1’une

influence 1’autre :
v La phase pré analytique.
v Laphase analytique.

v La phase post analytique.
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4. Phase pré analytique

La phase pré-analytique englobe la totalité des actes réalisés entre la
prescription de D’analyse par la personne habilitée a prescrire jusqu'a la

réalisation proprement dite de celle-ci au niveau d'un laboratoire, a savoir:
v Prescription de I’analyse.

Préparation du patient et choix du moment de prélévement.

Identification, choix de tube, et prélévement.

Conservation, acheminement jusqu’au laboratoire.

R

Réception au laboratoire, triage, enregistrement.

v Pré traitement avec centrifugation.

4.1.1. Juste prescription de PTH et de la Vitamine D au cours de la

MRC : Recommandations

La fréguence de contrble des différents parametres biochimiques impliqués
dans les troubles minéraux et osseux chez les patients souffrant de la maladie

rénale chroniqgue (TMO-MRC), varie selon les recommandations.

- Recommandations du KDIGO (2009-2017):

Le rythme de suivi des troubles minéraux et osseux de la maladie rénale
chronique (TMO-MRC), est représenté sur le tableau suivant en fonction de
stade de I’'IRC:
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Tableau VI : [89]:Rythme de surveillance des paramétres biochimiques des TMO selon
le stade de ’IRC.

Progressive CKD CKD stage 4 CKD stage 5 and

stage 3 sD
Calcium and 6-12 months 3-6 months 1-3 months
phosphorus
PTH and alcaline Baseline 6-12 months 3-6 months
phosphatase
calcidiol Baseline Baseline Baseline

Bien que le KDIGO a établi ses fréquences de contrdle, mais il n’existe pas
des données montrant qu'une fréquence de controle plus élevée ou moins élevée
ameéliore les résultats. Neanmoins, des suggestions par le clinicien peuvent étre
faites quant a une fréquence raisonnable, selon la présence, la persistance, la
vitesse de progression de la maladie rénale, sévérité et I’ampleur des anomalies.
La fréquence de dosage doit étre individualisée pour les patients recevant des
traitement contre CKD-MBD, afin de surveiller les effets du traitement ainsi que

ces effets indésirables [89].
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- Recommandations de la Haute autorité de santé (HAS) 2013:

le tableau ci-dessous [4],indique le rythme de suivi clinique et biologique
selon ’HAS:

Tableau VII : Fréquences de suivi de la MRC en fonction du stade selon les
recommandations d’HAS [4].

Stades 1, 2 et 3A Stade 3B Stade 4 Stade 5 avant EER
(DFG! 245) (DFG! entre 30 et 44) (DFG" entre 15 et 29) (DFG' < 15)
Suivi médical et fréquence de consultation MG au moins 1/2n MG : au mains 1/6 mois MG au mains 1/3 mois MG au moins 1/mois
Néphrologue au moins 1/an Neéphrologue au moins 1/6 mais Néphrologue au moins 1/3 mois
Evaluation Clinique ¥ Implication du patient dans sa prise en charge : adoption mesures d‘autosurveillance, de néphroprotection, sevrage tabagique, suivi des

mesures hygiéno-didtétiques - activité physique, alimentation (apports énergétiques, sel, apports protéiques, apports liquidiens)

¥ Marqueurs cliniques : poids (IMC), PA, diurése, signes de rétention hydro-sodée, de déshydratation extra-cellulaire, troubles mictionnels
¥ Traitements : efficacit (atteinte des objectifs), observance, tolérance, automédication
B Qualité de vie, humeur (dépression)

¥ Dépister les complications

¥ Dépister et prendre en charge les facteurs aggravants potentiellement réversibles

B Appliquer les mesures de protection du capital vasculaire

B Préparer IEER, un an avant le début prévisible de [EER?

Suivi complémentaire Selon besoin : cardiologue, diabétologue, diététicien, infirmier, psychologue, fabacologue, soutien médico-social

Examens biologiques et fréquence

EAL, Glycémie (chez non diabétique) 1fan

Ag Hbs (non vacciné) Ac antiHbs (vaccing) ¢ - 113 ang 1/an 1fan

Créatininémie 1/an 116 mois tous les 3 a 6 mois tous les 14 3 mois

Albuminurie 1/an 116 mois tous les 3 & 6 mois selon néphrologue

Na+,Cl, K+, HCO3, calcium, phosphore - tous les 6 4 12 mois tous les 3 & 6 mois tous les 1 4 3 mois

Hémogramme avec compte réticulocytes - tous les 6 & 12 mois tous les 3 8 6 mois tous les 14 3 mois

“Ferritine sérique, fer sérique et transferrine (calcul - tous les 6 & 12 mois tous les 3 & 6 mois tous les 14 3 mois

du coefficient de saturation de la transferrine)

Albuminémie - 1/an 116 mais 116 mois

25-0H-vitD 1lan, en l'absence de carance

Parathormone - selon la concentration initiale et la 116 mois tous les 3 & 6 mois
progression

Phosphatase alcaline - - tous les 3 & 6 mois tous les 14 3 mois

Urémie - - - Tous les 12 3 mais

' DFG en miimin/1,73 mé z Lorsqu'un trai de lé &5t envisag “EAL plorafion des anomalies lipidiques. * Taux cible souhaité : Ac anti-Hbs > 10. *Condifions de prélévement : les

marqueurs du métabolisme du fer doivent étre préleves a distance d'une inflammation aigué ; en cas de dosages répétes, Il est préférable de les réaliser dans le méme laboratoire | I fer sérique et
la transferring doivent éfre prélevés le matin & jeun.

e Pour le dosage de la 25 OH vitamine D, la HAS recommande d’effectuer

un dosage par an, en absence de carence.

e Pour la PTH, au stade 3B la fréquence du dosage est en fonction de la
concentration initiale et la progression, au stade 4 tous les 6 mois, et au stade 5
avant 1’épuration extra-rénale (EER), la PTH est recommandé tous les 3 a 6

mois.
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- Recommandations de la Société marocaine de néphrologie (SMN) Mars

2013 [90];

Le rythme de surveillance recommandé est en fonction du stade de la

MRC, le tableau suivant récapitule ses recommandations.

Tableau VIII : Recommandations de la SMN en fonction du stade de la MRC [90].

Calcemie et _
o PTHi
Phosphoréemie

PAL

En fonction du taux

de base et de la

Stade 3 )
1 4 2 fois/an progression de la -
MRC.
1 fois /an, plus
Stade 4 fréqguemment si le taux de
3 a6 mois 1 a2 fois/an la PTHi est éleve.
1 fois /an, plus
Stade 5 fréqguemment si le taux de
1 a 3 mois 3 a6 mois

la PTHi est élevé.

49




Le dosage de la 25 OH vitamine D peut étre effectué chez les patients au
stade 3-5 de la MRC, avec une fréquence de dosage qui dépend du taux de base

et si le patient est sous supplémentation en vitamine D ou pas.

De méme, la SMN insiste également sur le fait que les laboratoires doivent
informer le médecin de la technique de prélevement (sérum, plasma),la méthode
utilisée pour les dosages ainsi que les changements des trousses de dosage, pour

une meilleure interprétation des résultats.
4.1.2. Conditions préanalytiques du dosage de la PTH [91]

La PTH est une hormone fragile (trés labile) a demi-vie courte, et qui se
dégrade en fragments interférants dans les dosages, d'ou la nécessité de respecter
les modalités pré-analytiques pour éviter toute modification des résultats. Il est
recommandé d’effectuer le prélévement le matin (généralement avant 10h du

matin) a jeun [92].

Les conditions pré-analytiques different selon la méthode de dosage
envisagée. Plusieurs études ont montré I’importance de maitrise de la phase pré
analytigue: le choix de tube de préléevement, température de stockage, délai
avant centrifugation, nombres de(s) Cycle(s) de congélation/décongélation..., le
tableau IX resume les principales conditions pré analytiques préconisées par les

fabricants selon les kits disponibles sur le marché.
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Tableau IX : Conditions pré-analytique du dosage de la PTH selon les différents kits

[91].
Fabricant | Référence | Génération Tube de Température Cycle(s) de
de dosage | prélévement de stockage et congélation/
Délai avant | e0nq¢lation
analyse
Beckman Intact PTH | 2éme - Sérum ou |- Pour plasma : [ 3 maximums
Coulter prlla}sma_l , 8haTA, 48h
(héparine entre  +2 et
ou EDTA). +8°C et 6 mois
-Décanter 4 -20°C.
dans - Pour sérum :
les 2h suivant 4naTA, 8h
la entre +2 et
. . +8°C et 6 mois
centrifugation.
J 3 -20°C.
Cis Bio ELSA-PTH | 2éme - Sérum de - 2 mois a -|A éviter
préférence 20°C
sinon plasma
EDTA.
DiaSorin 1-84PTH | 3eme - Sérum ou -7h a TA, 24h | 3 maximums
plasma entre +2 et
(EDTA). +8°C et 6 mois
a-20°C.
N-tact PTH | 2éme - Sérum ou -8h a TA, 48h | 3 maximums
plasma entre +2 et
(EDTA). +8°C et 6 mois

a-20°C.
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Diasource hPTH- 2éme - Sérum ou - 8hentre +2 et | A éviter
EASIA plasma. +8°C gt -20°C
au-dela.
hPTH-120 |2éme - Sérum ou - 8h entre +2 et | A éviter
min-IRMA plasma +8dcl?t -20°C
(hépariné au-gela.
ou EDTA).
Laboratoire | Total Intact | 2éme - Sérum ou - A -20°C. 2 maximums
Scantibodies | PTH plasma - Ne pas
(tubes) (EDTA). conserver a
TA i
entre +2 et
+8°C.
Total Intact | 2éme -Plasma - 48h entre +2 | 2 maximums
PTH EDTA. et +8°C.
(billes) - Au -dela de -
20°C.
Whole PTH | 3éme -Plasma - 48h entre +2 | 2 maximums
(1-84) EDTA. et +8°C.
- Au -dela -
20°C.
Duo PTH |2éme /3éme | -Plasma - 2h entre +2 et | 2 maximums
Kit EDTA. +8°C.
-Au  -dela -
20°C.
Roche PTH Intacte | 2éme - Sérumou - Pour plasma : | non précise
plasma 2]aTA, 3]
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(EDTA).

entre +2 et

- Préférer le ;8°C 6t 6 mois
plasma .
EDTA. -20°C.
- Pour sérum :
8haTA, 2j
entre +2 et
+8°C et 6 mois
a
-20°C.
PTH (1-84) | 3éme - Sérumou -Pour plasma | non précise
plasma EDTA:24ha
(hépariné TA, 48h entre
ouEDTA). |2 et 8Cetb
tsrer | mois
- Preferer le
| a-20°C.
plasma
- Pour plasma
EDTA. .
hépariné : 24h
a TA, 48h
entre +2 et
+8°Cet3
mois a -20°C.
- Pour sérum :
7haTA, 24h
entre +2 et
+8°C et 3 mois
a
-20°C
Tosoh ST AlA-|2eme - Sérum ou - 24h entre +2 | A éviter
PACK plasma et +8°C.
Intact PTH (EDTA). - Au -dela de -
20°C.
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Des études ont rapporté que les concentrations de PTH obtenues sur plasma
EDTA avec certaines techniques peuvent étre majorées de 10 a 20 % en
comparaison avec celles obtenues sur sérum [93], [94].Ces discordances
observées en fonction de la nature des tubes de prélevement, imposent

I’utilisation d’un seul type d’échantillon dans le cadre du suivi des patients [95].

En 2008, un travail effectué par la Société francaise de biologie clinique
(SFBC), a permis d’evaluer les variabilités inter techniques de dosage de la PTH
(2eme génération) sur 3 différents tubes de prélevements, analysés
immediatement aprés décongélation et 18h apres décongélation. Le tableau X

récapitule les principales variabilités inter techniques.
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Tableau X : Variabilités inter techniques en fonction du type de tube de prélévement

utilisé pour le dosage de la PTH [96].

Sérum Plasma EDTA Plasma citraté
Stabilité de la
PTH 4h & TA Bonne Bonne Bonne
Variation Variation Variation
Stabilité de la maximale maximale maximale
PTH18ha TA (diminution) de | (augmentation) de | (augmentation) de
20% 12% 13%
Stabilité de la ]
PTH 24h 4 + 4°C Bonne Bonne Non testee
Possibilité de
dosage du calcium .
. Oui Non Non
dans le méme
échantillon
Remplissage
0,
correctd(u> 50%) Non Oui Non testée
tube obligatoire
Délai d’attente
avant Oui (30 minutes) Non Non

centrifugation
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En pratique, on recommande 1’utilisation de tube sec pour le dosage de la
PTH ,car il permet le dosage simultané du calcium ainsi que d’autres parameétres
nécessaires dans le cadre du suivi des patients en IRC et dialyse [95].Par
ailleurs, devant I’éloignement des centres de dialyse par rapport aux laboratoires
d’analyses médicales, des auteurs ont effectué une étude de stabilité de la PTH.
Les résultats ont montré que les dosages de la PTH peuvent étre differés de 18
heures par simple maintien des tubes sec non décantés, fermés, conservés a 4°C
aprés centrifugation au niveau des centres de dialyse (30 minutes apres le
prélevement, temps nécessaire pour la formation du caillot sanguin)[97]. Par
ailleurs, et en raison de I’interférence possible de la fibrine sur les dosages, une
utilisation de tubes avec anticoagulants tel que 1’héparine est préférable et ce en

cas de validation par le fabricant.
4.1.3. Conditions préanalytiques du dosage de la vitamine D:

Le dosage de la vitamine D (25(0H)D) peut étre réalisé soit avec du sérum
(tube sec),soit du plasma (tube hépariné), prélevé le matin a jeun. En pratique,
on préconise 1’utilisation du sérum. Une étude effectuée en 2009 par Elder et al,
a montré une élévation possible du taux de 25(0H)D analysé par HPLC
(chromatographie liquide haute performance) ou par SM (spectrométrie de
masse),pour les échantillons prélevés sur des tubes avec gel séparateur [98].11
n'y a pas des conditions particulieres pour la conservation des échantillons
prélevés, vue que la 25(0H)D est extrémement stable dans le sérum, et on

pratique, il est recommandé [99]:

% Pour les dosages réalisés dans la méme journée: 1’échantillon (décanté)
peut rester a température ambiante ou de préférence au réfrigérateur si la TA

dépasse 25°C.
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% Pour les dosages effectués au-dela de 24h, les prélevements doivent étre

aliguotés et conservés a -20°C.
4.2. Phase analytique
4.2.1. Dosage de la PTH [29], [100]

Il existe différentes techniques d'immunodosages de la PTH correspondant
aux différentes trousses de dosage. Elles permettent de mesurer non pas
seulement la PTH 1-84 mais également les produits de dégradation cathepsine-
dépendante de la PTH 1-84 ainsi que les produits du metabolisme hépatique de
la PTH. Il est donc légitime de se poser la question de standardisation de ces
techniques, dans le but d’avoir des résultats raisonnablement similaires
permettant l'interprétation correcte des bilans, et facilitant de ce fait les décisions

diagnostiques et thérapeutiques.
4.2.1.1. Techniques de premiere genération :

Les dosages de premiere génération correspondent au dosage radio-
immunologique par compétition, a 1’aide des trousses de dosage utilisant la
PTH radio-marquée et des anticorps poly-clonaux dirigés vers la partie moyenne
ou l’extrémité C- terminale de la PTH. Ces trousses dites “de premiére
génération” ne sont plus commercialisés pour la pratique clinique, en raison de

nombreux inconveénients:
> La radiolyse de la PTH radioactive.
> [.’absence de sensibilité.

> [’absence de spécificité des anticorps polyclonaux: réactions croisées
avec les fragments N-terminaux (PTH 53-84) ou médians (PTH 44-68) issus du
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clivage hépatique de la PTH. Ces fragments possédant une demi-vie longue,
sont détectés au cours de I’'IRC a des taux élevés, engendrant de ce fait des

résultats erronés.

En cas de MRC, ces techniques de premiéres générations ont échoué dans
leurs capacités a évaluer la fonction parathyroidienne et a prédire 1’évolution des

atteintes osseuses de la néphropathie.
4.2.1.2. Techniques de deuxiéme génération

Les techniques de deuxieme génération appelée également techniques de
dosage de la « PTH intacte » correspondent aux méethodes immunométriques a
deux sites, dosages non compétitifs, dont le principe est la double
reconnaissance (sandwich) de la PTH sérique ou plasmatique par deux
anticorps réactionnels: 1’un appelé “anticorps de capture” est fixé sur un support
solide ,tandis que 1’autre appelé “anticorps traceur” et porte Un marqueur
(radioactif, enzymatique ou chimiluminescent).Ces techniques de deuxiéme

génération présentent de nombreux avantages et performances:

> Haute sensibilité, donc la quantification de trés faibles concentrations

de PTH circulantes.

> Grande spécificité due a utilisation des anticorps reconnaissant les

deux extrémités de la molécule.

> Pas de réactions croisées avec les fragments médians (PTH 44-68) ou
C-terminaux (PTH 53-84).

Malgré tous ces avantages, plusieurs études ont dénoncé des réactions
croisées avec des fragments tronqués au niveau N-terminal de la PTH (PTH 7-

84), expliquant les taux extrémement élevés de la PTH dans certaines
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circonstances clinigues, essentiellement chez les patients dialysés possédant des

données histologiques caractéristiques d’une ostéopathie adynamique.

Il existe différentes trousses de cette génération, la premiére trousse
«Allegro » commercialisée par la société Nichols [101],contient notamment
deux anticorps: 1'un de capture fixé sur une bille de polystyréne et spécifique
au aa 39-84 de la PTH, et I’autre traceur marqué par 1’iode 125,et dirigé contre
la fraction 13-24 de la PTH [102].D’autres fabricants ont proposés les dosages
immunoradiométriqgue (IRMA),ou bien par des marqueurs chimiluminescents
(dosages ILMA),ou encore par électrochimiluminescence (dosages
ECLIA)[103].

4.2.1.3. Techniques de troisieme géneration

Les techniques de troisieme genération appelées également techniques de
dosage de la « PTH bio intacte »,utilisant des anticorps spécifiques des aa N- et
C-terminaux de la PTH, ce qui permettra de doser exclusivement la PTH 1-84

biologiquement active, sans réaction croisée avec une PTH 7-84 [104].

Il existe différentes trousses de dosage, la premiere est commercialisée
sous le nom « whole PTH » [105], d’autres dénommées « CAP » (cyclase
activating PTH) car il a été démontré que seulement la PTH 1-84 stimule la

production d’AMP cyclique via les ostéoblastes « like » et non pas la PTH 7—
84[106].

Plusieurs études ont suggéré que les fragments PTH 7-84 ne représentent
pas de simple produit de dégradation, mais plutdt un antagoniste de la PTH
sécrété par les glandes parathyroides lors d’une hypercalcémie, justifiant en

partie la résistance a la PTH chez les patients IRC [106].Une étude a montré
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¢galement que la diminution de DFG s’accompagne d’une ¢élévation progressive
de taux de la PTH 7— 84 [107],d'ou la nécessité de déterminer la concentration
de ces fragments de PTH, obtenue par la différence (PTH Allegro-whole
PTH).II existe des coffrets regroupant la technique de dosage de deuxieme et

troisieme génération [100].

Les variations des techniques de dosage, ainsi que leur non standardisation,
rendent le dosage de la PTH difficile et encore plus I’interprétation du bilan
phosphocalcique chez les patients IRC. Il y a donc certainement intérét a
standardiser les différentes techniques de dosage ou bien de déterminer les
valeurs seuils spécifiques aux différentes techniques [108]. En effet, on peut pas
appliquer la méme fourchette de reférence pour toutes les techniques de
dosages, du fait des variations des concentrations existant entre les techniques de

méme génération et encore plus entre les génerations [109], [110].

4.2.1.4. Quelle generation de dosage de PTH choisir en pratique
clinique chez les patients IRC [23]?

La majorité des études publiées [111], [112],comparant les techniques de
dosage de la PTH, reconnaissent 1’intérét potentiel des techniques de troisieme
génération en raison d’une meilleure spécificité vis-a-vis de la forme active
biologiquement de la PTH (PTH 1-84) . Cependant, il n’y a pas a ce jour de
donnée clinique suffisante ou de recommandation officielle permettant
d’abandonner les techniques de deuxiéme génération au profit de ces techniques.
Le tableau suivant récapitule certaines études comparatives des techniques de

dosage de deuxieme et troisieme géneration de la PTH.
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Tableau XI : Etudes comparatives des techniques de dosage de deuxiéme et troisiéme
génération de la PTH [91].

Etude réaliser

par L’étude Observation Technique préconisé
Etude comparative entre | Bonne corrélation Préconise les
dosages de PTH intacte | entre les taux pour méthodes de
X et 1- 84 chez 738 différents niveaux de | troisiéme geénération.
Taniguchi i 3 ialvsé L
g pf;ltlents hemodlaé}éses \éili%rg (<>6(igpglmL, > dosage plus précis
(i?l% moyenne = 59 ans) -180 et )- de la PTH active
[113]. biologiquement.
L’intérét de la
Etude comparative de Bonne corrélation tr,o!zlerge gencration
515 échantillons entre les méthodes de {?S' € dans d
sanguins des patients deuxiéme et troisigme | | association entre des
Melamed dialysés [114]. génération. taux eleves de PTH 1-
84 et une
augmentation de la
mortalité.
> Non retrouvé avec
la PTH intacte.
Inaba (en Etude comparative entre | Une bonne corrélation | Préconise I’utilisation
2004) la technique de entre les deux de la troisieme
deuxieme génération méthodes. génération.
(Alllegrohl-_PTHdIRMA) > meilleur reflet de la
frtoiasi?r%emg;rféraetion de fonction
X i . arathyroidienne.
Nichols Institute (Bio- P y
PTH) [115].
Méme si la Cette étude souligne

Etude comparative entre
technique de deuxieme
et troisieme genération
chez les patients IRC
[116].

détermination de la
fraction active
biologiquement est
préférable, mais :

- Il ne permet pas
d’améliorer le

I’utilité des
techniques de
troisiéme génération
pour les patients en
IRC.

> Selon cette étude,
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Rodgers (en
2011)

diagnostic d’ODR.

- Il ne permet pas
d’améliorer les
séquelles de I’'HPT II
chez les IRC.

- N’apport pas de
différence pour le
diagnostic d’HPT 1
pour les patients ayant
une fonction rénale
normale.

la détermination de la
fraction active
biologiquement est
préférable.

4.2.1.5. Exemple de résultats d’annales du controle national de

qualite des analyses de biologie médicale : PTH
(ansm 2015) [117]

En 2015, une opération de contrGle de qualite (15GPV1) portant sur le

dosage de la parathormone (PTH) a été réalisée. Les laboratoires concernés ont

largement participé (participation de 97,7%).

«» Définition des échantillons :

Deux échantillons lyophilisés ont été envoyés. lls ont été fabriqués a partir

d’un pool de sérums natifs surchargé avec le standard international SI 95/646. 11

était recommandé de doser [’échantillon dans les 4 heures suivant la

reconstitution. La concentration de I’échantillon PTH151 se situait légerement

au-dessus des valeurs usuelles soit 140 ng/L et celle de I’échantillon PTH152 se

caractérisait par une valeur élevée largement supérieure a celles-ci soit 488ng/L.

62




% Reactifs utilisés :

Les échantillons vont étre analysés par des techniques d’immuno-dosages
de type « sandwich » automatisées pour la plupart. Au total 12 trousses sont
utilisées. Elles sont toutes de deuxieme génération, sauf deux ([ED] Cobas PTH
bio-intacte ROCHE et [R8] LIAISON 1-84 PTH, DIASORIN) dites de troisieme

génération (reconnaissent spécifiquement la PTH1-84).

Le tableau suivant présente les 11 réactifs les plus utilisés pour le dosage de
la PTH lors de I’opération 15GPV1 :

Tableau XI1 : Réactifs les plus utilisés pour dosage de la PTH [117].

Trousses Code Nombre d’utilisateurs
STAT-AIA PACK intact PTH, DL 15
TOSOH
Cobas PTH bio-intacte, ROCHE ED 37
VITROS PTH intacte, ORTHO P5 5
Access Intact PTH, BECKMAN QE 76
LIAISON 1-84 PTH, DIASORIN R8 56
Cobas PTH, ROCHE RD 218
ARCHITECT Intact PTH, RJ 76
ABBOTT
LIAISON N-Tact PTH, S8 4
DIASORIN
IMMULITE PTH intacte, SA 7
SIEMENS
PTH Intacte ISYS, IDS SC 8
ADVIA Centaur PTH intacte, Sl 89
SIEMENS
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% Résultats des participants :

Le dosage de la PTH a été realisé par 81,7% des participants. Les
principaux résultats statistiques sont donnés dans le tableau XIII. Pour les deux
échantillons (PTH151 et PTH152), La distribution des résultats semblent étre
d’allure plurimodale, notamment la PTH151 avec un coefficient de variation
(CV =16,3%) et la PTH152 (CV = 22,1%). Concernant I’échantillon PTH151,
I’écart entre la moyenne de la trousse donnant les résultats les plus bas ([R8]
Liaison 1-84 PTH DIASORIN) et celle donnant les résultats les plus élevés
([SA], Immulite SIEMENS) est tres important (111%, expression en % par
rapport a la moyenne de toutes les techniques). Cependant, les résultats different
significativement selon la trousse utilisée (test de Kruskal Wallis, p<0,0001). De
méme pour I’échantillon PTH152, 1’écart entre la moyenne de la trousse donnant
les résultats les plus bas ([R8] Liaison 1-84 PTH DIASORIN) et celle donnant
les résultats les plus élevés ([SA], Immulite SIEMENS) est tres important
(106%) et les résultats different significativement selon la trousse utilisée (test
de Kruskal Wallis, p<0,0001).

Malgré I’exclusion des resultats obtenus par les deux trousses de troisieme
génération, 1’écart inter-techniques des trousses de seconde génération demeure
important (84 %). Pour les échantillons PTH151 et PTH152, toutes les trousses
présentent une précision correcte avec des CV inter-laboratoires intra-réactif
généralement inférieurs a 10%. La valeur médiane des CV inter-laboratoires
intra-réactif est de 5,3 % (PTH151) et 5,5 % (PTH152).
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Tableau XI11 : Résultats de la PTH en ng /l. En raison de la dispersion des résultats, la

moyenne de toutes les techniques est donnée a titre indicatif.[117].

PTH151
Code distributeurs Réactifs Nbnt Moy CcVv
Toutes 592 158,46 16,3
techniques
DL TOSOH Biosciences | ST AIA-PACK 15 160,23 6,5
Intact PTH
ED ROCHE Diag Cobas PTH 37 130,88 3,4
bio-intact
P5 ORTHO Clin Diag | VITROS Intact 5 186,52 4,3
PTH
QE BECKMAN Access Intact 76 160,70 51
COULTER PTH
R8 DIASORIN S.A. Liaison 1-84 56 89,80 6,6
PTH
RD ROCHE Diag Cobas Intact 218 142,13 3,7
PTH
RJ ABBOTT Diag Architect Intact 76 193,28 55
PTH
S8 DIASORIN S.A. Liaison N-Tact 4 201,75 16
Gen Il PTH
SA SIEMENS Intact PTH 7 265,71 8
MED.SOL.DIAGN Immulite/ml
2000/2000XPi
Sl SIEMENS Intact PTH 89 193,45 5,6
MED.SOL.DIAGN ADVIA
Centaur
SC IDS PTH intacte 8 134,38 5,2

ISYS
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PTH152

Code distributeurs Réactifs Nbnt Moy CV
Toutes 592 53887 | 221
techniques
DL | TOSOH Biosciences | > AMAPACK g 542,75 5.5
Intact PTH
ED ROCHE Diag Cobas PTH 37 37608 | 39
bio-intact
P5 ORTHO Clin Diag | ¥'TROS Intact | ¢ 65986 | 3,1
PTH
BECKMAN Access Intact
QE COULTER PTH 5 577,36 5.4
RS DIASORIN S.A, | Lfaison1-84 55 351,53 6.6
PTH
. Cobas Intact
RD ROCHE Diag 219 490,21 3.2
PTH
RJ ABBOTT Diag | A\rehitect Intact | 40 688,81 | 59
PTH
Liaison N-Tact
S8 DIASORIN S.A. o 4 878,75 9,9
Intact PTH
SIEMENS .
SA Immulite/m 7 925,14 8,2
MED.SOL.DIAGN | »440/2000xPi
Intact PTH
SIEMENS
S| VED SOt DIAGN ADVIA 90 697,49 5.1
Centaur
sC DS PTH Intacte 8 473,01 6,2

ISYS
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De nouvelles recommandations internationales éditées par le KDIGO fixent
les fourchettes diagnostiques et thérapeutiques devant étre atteintes chez les
IRC. Ainsi, pour les dialyseés, le taux de PTH doit étre maintenu entre 2 et 9 fois
la limite supérieure (LS) des valeurs usuelles de la trousse. Le tableau suivant
propose pour les trousses les plus utilisées la LS des valeurs usuelles fournies
dans les notices des fabricants et la valeur moyenne obtenue pour chaque trousse
exprimée en multiple de la LS. L’expression en multiple de la LS améliore
légerement I’écart inter-trousses mais ne résout pas complétement la dispersion
des résultats posant le probleme de I’hétérogénéité des populations utilisées pour

déterminer ces valeurs usuelles.
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Tableau X1V : Résultats de la PTH exprimés en multiple de la limite supérieure des

valeurs usuelles indiquées dans les notices [117].

LSdes Moy en
o . valeurs | multiple qu en
Code distributeurs Réactifs multiple de
usuelles | delsS- | ‘o briiics
(ng/l) PTH151
ST AlA-
DL TOSOH PACK Intact | 64 25 8,5
Biosciences
PTH
ED | ROCHEDiag | COPaSPTH | 564 23 6,6
bio-intact
. VITROS
P5 | ORTHO Clin Diag Intact PTH 53,5 3,5 12,3
BECKMAN Access Intact
QE COULTER PTH 88 1.8 6,6
RS | DIASORINS.A. | Hlaisonl-84 | 400 2.4 9.6
PTH
i Cobas Intact
RD ROCHE Diag PTH 65 2,2 7,5
) Architect
RJ ABBOTT Diag Intact PTH 68,3 2,8 10,1
Liaison N-
S8 DIASORIN S.A. Tact Gen Il 87,1 2,3 10,1
PTH
Intact PTH
SIEMENS )
SA Immulite/ml 67 3,9 13,8
MED.SOL.DIAGN 9000/2000XPi
Intact PTH
SIEMENS
Sl MED.SOL DIAGN ADVIA 72 2,7 9,7
Centaur
sC DS PTH intacte | g 4 17 6

ISYS
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«» Commentaires

La plupart des trousses de dosage de la PTH reconnaissent en plus de la
PTH intacte (PTH 1-84) les divers fragments circulants de la PTH, ce qui
entraine une variabilité inter-techniques importante. La connaissance des
caractéristiques de chaque trousse et notamment, le pourcentage de croisement
avec les autres fragments (principalement 7-84) est donc nécessaire. La réaction
croisée des trousses avec le fragment 7-84, lorsqu’elle est indiquée, est comprise
entre 48,3 et 107,4% pour les dosages dits de seconde génération. Les trousses
dites de troisieme genération sont spécifiques de la PTH1-84, elles ne
reconnaissent pas le fragment 7-84, et les résultats obtenus sont minorés. Ainsi
les trousses [R8] Liaison 1-84 PTH DIASORIN et [ED] Cobas PTH bio-intact
ROCHE, seuls dosages dits de troisieme génération utilisés, donnent les résultats
les plus bas pour les échantillons PTH151 et PTH152. La variabilité inter-
techniques trés importante notée est également liée au manque de raccordement
métrologique (mangque d’homogénéité de la standardisation) des trousses. Il
existe actuellement un standard international officiellement reconnu par ’OMS
(Organisation mondiale de la santé), I’IS 95/646, une préparation de PTH (1-84)
recombinante humaine du NIBSC (National Institute for Biological Standards
and Control). Actuellement, tous les dispositifs disponibles ne sont pas encore
raccordés métrologiquement. De méme, les données de raccordement
métrologique des trousses ne sont pas toujours precisées dans les notices.
Rappelons pourtant qu’un contréle du marché ANSM (Agence nationale de
sécurité du médicament et des produits de santé) des dispositifs de dosage de
PTH a été réalisé en 2009 [118]. Il recommandait d’afficher le raccordement au
standard 95/646. A partir de 2009, un suivi des notices est réalisé¢ par I’ANSM
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régulierement. Certaines mises a jour des notices pourraient ne pas étre réalisées
dans D’attente des conclusions qu’un groupe de travail de I’'IFCC (Fédération
Internationale de Biologie Clinique et de Médecine de Laboratoire) doit donner.
La dispersion inter-laboratoires inter-techniques est trés importante, expliquée
d’une part, par I’existence de réactions croisées avec les fragments dits « non 1-
84 » et d’autre part, par le manque d’homogénéité de la standardisation des
trousses. Il est visiblement clair que I’écart inter-techniques est légérement
atténué apres avoir exprimé les résultats en multiple de la LS des valeurs

usuelles (selon les recommandations KDIGO 2009).

Depuis septembre 2011, ’IFCC a mis en place, un groupe de travail pour la
standardisation de la PTH. La commutabilité du standard international (SI
95/646) est en cours d’étude. Récemment une publication [119]a montré
I’importance d’un raccordement métrologique correct pour les trousses de
troisieme genération. Toutefois, une nette diminution de la variabilite inter-
techniques a été objectivée grace a la réalisation de la standardisation des deux
trousses de dosage de troisieme géneration (Roche [RD] et Diasorin [R8]) sur le
SI 95/646. Le dosage de la parathormone demeure donc tres complexe. Les
problemes analytiques liés a la standardisation ainsi que la spécificité des
dosages ne sont pas encore résolus. Les résultats de ce controle permettent de
montrer que les concentrations en PTH déterminées a l'aide des différentes
trousses de dosage ne sont pas interchangeables méme apres avoir exprime les
résultats en multiple de la limite supérieure des valeurs usuelles. Une étude
publiée en 2012 [120]préconise I’utilisation d’une méme population de
référence sans déficit en vitamine D et avec une fonction rénale normale pour

établir les valeurs de références de la PTH. La constitution d’un panel de sérums
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qui pourrait étre utilisé par les fabricants afin d’établir des valeurs de référence
plus homogeénes est actuellement en cours (groupe de travail de I’'IFCC sur la
PTH). La bonne précision intra-essai des trousses de dosage de la PTH permet
de penser que le suivi des patients au long terme (surtout chez les souffrant

d’IRC), doit étre réalisé avec la méme trousse de dosage.
% Au total :

La dispersion des résultats obtenus avec les trousses actuellement
disponibles pour le dosage de la PTH est importante. Cette dispersion s’explique
d’une part, par I’hétérogénéité moléculaire de la PTH et la spécificité du couple
d’anticorps utilis¢, et d’autre part, par le manque d’homogénéité de la
standardisation (raccordement métrologique) des trousses. Cependant, la
précision des techniques est globalement satisfaisante (CV inter-laboratoires
intra-technique). En revanche, il est visiblement clair que I’expression des
résultats en multiple de la limite supérieure des valeurs usuelles préconisée pour
les patients dialysés atténue mais ne résout pas le probleme de la dispersion
inter-laboratoires inter-techniques. Ceci est probablement en partie di a la
disparité des populations de réféerence utilisées pour etablir les valeurs usuelles

proposées dans les différentes notices.
4.2.2. Dosage de la vitamine D

Le dosage de la 25-hydroxy vitamine D sérique est devenu actuellement un
examen de routine, malgré qu’il n’est toutefois pas facile de le mettre au point
[121], vue que les dosages disponibles sur le marché, bien qu’ils sont marqués
conformes aux exigences (CE),réellement en pratigue ne répondent pas

suffisamment a tous les critéres de qualité qu’on pourrait espérer de ce dosage
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[122]. L’absence de technique et de matériel de référence, pose toujours le
probléme de standardisation, et donc de performance, de fiabilité et d’exactitude
des différentes trousses disponibles, comme I’ont démontré Cavalier et al
[123].

D’autre part, il existe deux formes de supplémentation en vitamine D
hydroxylées (la vitamine D2 et D3) [124],il est donc important que les méthodes
utilisées soient capables de mesurer les deux formes pour éviter toute sous-
estimation surtout chez les patients sous vitamine D2, ainsi que les interférences
avec 1I’épimere C3 de la 25(OH)D et la 24,25(OH)2D[122].Pour les laboratoires
qui utilisent une technique d’analyse qui mesure séparéement les deux formes de
la vitamine D, il est impératif que la valeur de la vitamine D apparait sur la
feuille de résultat de 1’analyse, qui soit la somme des deux formes car c’est
I’information cherchée par le clinicien [125].Du fait de la lipophilicité de la
molécule, quelle que soit la méthode adoptée pour le dosage de la vitamine D,
une étape clé doit avoir lieu, c’est la dissociation compléete de la 25(OH)D des
protéines plasmatiques, pour pouvoir la quantifier avec exactitude [126], [127].
Cependant, il est important a notés que la cinétique de cette dissociation est
influencée par certaines conditions physiologiques telles que: I’ethnie [128], la
grossesse [126] ,ou bien des conditions pathologiques a savoir :la maladie

hépatique ou rénale chronique [129].

Actuellement, on distingue deux types de techniques de dosage de la
vitamine D: les techniques d'immuno-dosages et les techniques séparatives
comme I’HPLC ou la SM.
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4.2.2.1. Méthodes immunologiques [130]

Les méthodes immunologiques compétitives sont les techniques les plus
utilisées en raison de leur simplicité et leur rapidité[99]. Elles consistent a doser
la 25(OH)D en compétition d’un traceur marqué, vis a vis d’un anticorps anti
25(0OH)D. Les marqueurs peuvent étre soit: isotopes (méthodes radio-
immunologiques, ont a peu pres disparu et remplacé par la technique ELISA ou
lumino immunologiques automatisés [131]), enzymes (méthodes enzymo
immunologiques: ELISA),ou bien des molécules phosphorescentes (méthodes

lumino-immunologiques).

Une surestimation du taux de la 25(0H)D a été décrite avec certaines
méthodes immuno-enzymologiques “ELISA” adaptées sur des automates
ouverts [132],dont les raisons sont mal connus, en revanche, les auteurs
recommandent pour pallier a ces problémes d’éviter 1’automatisation de ces
techniques ELISA [132],ainsi que la nécessité que les laboratoires participent a
des contrbles qualité externes (CQE) dans le but de surveiller la justesse et la
fiabilité de leur dosage [99].
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Tableau XV : Caractéristiques des trousses de dosage immunologique selon les

fabricants [131].

Principe Détection Interference
Fabricant analytique 25(0OH)D2, C3-epi Limite de
25(0H)D3 | 24,25(0H)2D |  détection
Equivalente
Siemens Immunodosage Oui Oui 3,2 ng/mL
Chemiluminescence
Diasorin Immunodosage Oui Oui 4 ng/mL
Chemiluminescence
Immunodiagno Immunodosage Oui Oui 5,5 ng/mL
stic systeme | chemiluminescence
Ltd
Abbott Immunodosage 25(0OH)D3 Oui 10 ng/mL
Chemiluminescence 100%
25(0H)D2
80%
Roche Dosage liaison Oui Non 3 ng/mL
Diagnostics compétitive DPB
détection
enzymatique
Vitros Immunodosage Oui oui-divulgé 7,4 ng/mL

Chemiluminescence
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4.2.2.2. méthodes séparatives [130], [131]

Les méthodes non immunologiques, séparatives, sont des méthodes
physico-chimiques de dosage des métabolites de la vitamine D, qui reposent sur
un processus de séparation physique des molécules a analyser. On distingue les
techniques de dosage HPLC couplée a la SM (HPLC/SM),qui actuellement en
raison de leurs technicité lourde et difficile sont plutdt réservées a la recherche
ou la toxicologie, et les techniques de dosage basées sur la HPLC couplée a la
SM en tandem (HPLC/SM/SM) qui s’imposent de plus en plus comme

technique de réference dans les laboratoires cliniques [133].

Des efforts internationaux de standardisation sont en cours avec un
programme associant NIH (National Institutes of Health) Américain, le CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) a Atlanta et le NIST (National
Institute of Standards and Technology). C’est le programme VDSCP (vitamin D
Standardization-Certification program) qui a choisi comme méthode de
référence la HPLC/SM/SM[134], [135].

4.2.2.3. Exemple de résultats d’annales du controle national de
qualite des analyses de biologie médicale : la
vitamine D (ansm 2015) [117]

En 2015, une opération de contrdle de qualité portant sur le dosage de de la
de la 25 OH vitamine D a été réalisée. Les laboratoires concernés ont largement

participé (participation de 97,7)
+»» Définition de I’échantillon :

L’opération 15GPV1 pour le contrble de la vitamine D consiste a envoyé
deux échantillons lyophilisés. Le premier échantillon(VITD151) est sous forme
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d’un pool sérique non surchargé et le deuxieme échantillon (VITD152) a été
constitué a partir du pool serique utilisé précédemment surchargée avec 100
nmol/L de 250H vitamine D2 (250H ergocalciférol). Les résultats obtenus
aprés dosage par la technique LC-MS/MS (liquid chromatography coupled to

tandem mass spectrometry) sont les suivants :

- Pour VITD151 : 250H vitamine D2=3,4 nmol/L et 250H vitamine D3 =
49,4 nmol/L.

- Pour VITD152 : 250H vitamine D2 = 97,5 nmol/L et 250H vitamine
D3= 49,7 nmol/L. Ces résultats représentent la moyenne de deux dosages traités

dans deux laboratoires différents.

La concentration vitaminique souhaitable est entre 75 a 150 nmol/L. Ainsi,
la concentration du premier échantillon (VITD151) se situait en dessous de ces
valeurs souhaitables. En revanche, le deuxieme échantillon (VITD152)
permettait de vérifier I’influence d’une charge en 250H vitamine D2(250H

ergocalciférol)sur les résultats obtenus avec les différentes trousses de dosage.
% Réactifs utilisés :

Lors de cette opération, deux types de techniques de dosage ont été utilisés,
principalement les techniques d’immuno-dosages (réalisés ici par 99,1% des
laboratoires) et les techniques séparatives (HPLC ou spectrométrie de masse, par
0,9% des laboratoires). Au total 13 trousses ou techniques sont présentes. La
majorité des techniques sont automatisées, seuls quelques laboratoires utilisent
des techniques radio-immunologiques ([B9] RIA DIASORIN: n=2 et [AG] RIA
IDS: n=1) ou des techniques séparatives LC-MS/MS (n=5) ainsi que la HPLC

(n=1). De plus, deux laboratoires utilisent la trousse EIA (enzyme
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immunoassays) commercialisée par ISYS et INGEN [NG] et un laboratoire
utilise la trousse ORTHO VITROS [P5]. Le tableau suivant représente la

répartition des trousses de réactifs les plus fréquentes (n>6) :

Tableau XVI : Réactifs les plus utilisés pour doser la 25 OH Vit D[117].

Trousses et distributeurs Code Nombre d’utilisateurs
VIDAS 25 Vitamine D;D; DB 15
BIOMERIEUX
STAT AIA-PACK 25 OH vitamine DL 8
D TOSOH
ACCESS 25 OH vitamine D total QE 58
BECKMAN
Cobas vitamine D total ROCHE RD 245
ADVIA Centaur vitamine D total RI 101
SIEMENS
Architect 25 OH vitamine D RJ 224
ABBOTT
Liaison 25 OH vitamine D S8 89
DIASORIN
25 OH ISYS IDS SC 27
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% Résultats des participants:

Le dosage de la 25 OH vitamine D a été réalisé par 92,4% des participants.
Les principaux résultats statistiques sont donnés dans le tableau XVII. La
distribution des résultats obtenus lors de cette opération montre un étalement de
ces resultats sur la droite. La dispersion inter-laboratoires globale est importante
(VITD151 : CV =24,1% - VITD : CV = 33,1%). L’écart entre la moyenne de la
technique donnant les résultats les plus élevés et celle donnant les résultats les
plus bas est de 136% pour 1’échantillon VITDI151. Les résultats obtenus

different selon la trousse utilisée (test de Kruskal Wallis, p<0,0001)
Le dosage de I’échantillon par LC-MS/MS a été réalisé :

- L’échantillon VITD151 contient majoritairement de la 250H vitamine D3
ainsi qu’une trés faible dose de 250H vitamine D2 (3,4 nmol/L). Pour la 250H
vitamine D3 la valeur de référence assignée a I’échantillon VITD151 est de 49,4
nmol/L. Pour cet échantillon de contrble, la concordance entre les résultats
obtenus par les différents immuno-dosages contrélés et la valeur de référence de
la 250H vitamine D3 est variable. Les moyennes des différentes trousses sont

comprises entre 59,6 et 161,9% de cette valeur.

- Pour I’échantillon VITD152, la surcharge en 250H vitamine D2 (100
nmol/L) impacte fortement les résultats. Les valeurs de référence assignées par
LC-MS/MS sont : 49,7 nmol/L pour la 250H vitamine D3 et 97,5 nmol/L pour
la 250H vitamine D2. Les résultats de 5 trousses sous-estiment largement les
résultats donnes par LC-MS/MS.

- La précision des trousses est peu satisfaisante pour le niveau bas

(échantillon VITD151) avec 3 trousses sur 8 pour lesquelles le CV inter-
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laboratoires intra-réactif est supérieur a 10% et la valeur médiane des CV inter-

laboratoires intra-réactif est de 8%. Pour 1’échantillon VITD152, les 8 trousses

présentent une précision (CV inter-laboratoires intra-réactif) inférieure a 10%.

La valeur médiane des CV inter-laboratoires intra-réactif est de 7,2%.

Tableau XVII : Résultats du dosage de la 250HVit D[117].

VITD151
Code distributeurs Réactifs Nbnt Moy CV
Toutes 674 37,19 24,13
techniques
DB BIOMERIEUX VIDAS 25 15 50,18 4,94
OH VIT D,
D3
DL TOSOH ST AlA- 8 47 64 7,88
BIOSCIENCES |PACK 25 OH
VITD
QE BECKMAN 25 (OH) VIT 54 36,82 13,69
COULTER D total
RD ROCHE Diag COBAS VIT 243 29,45 13,88
D TOTAL
RI SIEMENS ADVIA 101 80 7,57
MED.SOL.DIAGN | centaur VIT
D TOTAL
RJ ABBOTT Diag | ARCHITECT 123 42 96 6,76
250HVITD
S8 DIASORIN S.A. | LIAISON 25 89 38,59 8,12
OHVITD
TOTAL
SC IDS 25 OH ISYS 27 49,71 11,33
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VITD151

Toutes 670 73,77 33,11
techniques
DB BIOMERIEUX VIDAS 25 14 74,25 3,78
OH VIT D»
Ds
DL TOSOH ST AlA- 8 156,69 7,13
BIOSCIENCES | PACK 25 OH
VITD
QE BECKMAN 25 (OH) VIT 51 201,81 7,66
COULTER D total
RD ROCHE Diag COBAS VIT 243 63,71 8,14
D TOTAL
RI SIEMENS ADVIA 101 143 7,40
MED.SOL.DIAGN | centaur VIT
D TOTAL
RJ ABBOTT Diag | ARCHITECT 123 61,37 5,42
250H VITD
S8 DIASORIN S.A. | LIAISON 25 89 76,53 6,52
OH VIT D
TOTAL
SC IDS 25 OH ISYS 27 76,01 7,25

«» Commentaires :

Le dosage de 25 OH vitamine D, d’un point de vue analytique, demeure «

difficile » compte tenu de la nature hautement hydrophobe de sa molécule et de

sa liaison étroite avec sa protéine porteuse VDBP (Vitamin D-binding protein).

De plus, la 25 OH vitamine D existe sous deux formes : la 25 OH vitamine D2

(ou ergocalciférol) et la 25 OH vitamine D3 (ou cholécalciférol) ce qui pose un

vrai probléme puisque la supplémentation des patients peut se faire sous les 2
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formes selon la spécialité pharmaceutique (contenant soit la vitamine D2 ou bien
la vitamine D3). Il est donc important que les trousses de dosage utilisés
puissent reconnaitre de la méme maniere les deux formes de 25 OH vitamine D.
Récemment, deux procédures de mesure en LC-MS/MS ont été reconnues
comme référence par le JCTLM (Joint Commity for Tracability in Laboratory
Medicine) et leur utilisation devrait permettre une meilleure tracabilité des
dosages. De plus, un matériau de référence (SMR972) présentant des valeurs
certifiées de 25 OH vitamine D2, 25 OH vitamine D3 et de 3-épi 25 OH
vitamine D est disponible. Enfin, un programme de standardisation a été mis en
place depuis novembre 2010. Enfin, depuis novembre 2010, un programme de
standardisation a eté mis en place. Ce programme comporte deux étapes. La
premiere consiste en la calibration des concentrations des deux formes de la
vitamine D grace au dosage de 40 échantillons de serums dont la valeur a éte
déterminée par la technique de réference développée par le NISCT (National
Institute of Standards and Technology)et 1’université de Gand. La seconde phase
permette de verifier la calibration via le dosage en aveugle de 10 échantillons de
sérum envoyés tous les 3 mois. L’opération réaliser en 2015 indique que le
pourcentage de concordance des résultats moyens obtenus avec les trousses les
plus utilisées et les résultats obtenus en LC-MS/MS montre pour 1’évaluation de
la 250H vitamine D2 une nette tendance a la sous-estimation des résultats
(VITD152). Toutefois, un effet « matrice » ne peut étre exclu lorsque les
échantillons proposés ne sont pas des echantillons sériques natifs ce qui était le
cas pour I’échantillon VITD152. Le pourcentage de concordance des résultats
moyens obtenus avec les trousses les plus utilisées et les résultats obtenus en
LC-MS/MS montre pour I’évaluation de la 250H vitamine D3 (échantillon
VITD151) des résultats plus satisfaisants avec des résultats trés proches de la
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valeur de référence pour 4 trousses/8.

4.3. Phase post analytique: Valeurs de référence de la PTH et de la
Vitamine D en cas de MRC

Le KDOQI en 2003 préconise des taux de PTH variables en fonction du
stade de la MRC. Pour la vitamine D, plusieurs études transversales
observationnelles réalisées en Amérique [136] et en France [137], ont montré
que la fréquence de I’insuffisance en 25 vitamine D augmente au cours de
I’évolution de I’'IRC. D’autres ¢études sur des patients greffés confirment que la
fréequence de I'insuffisance en vitamine D est tres elevée, chez plus de 80 % des
cas [138],et de méme pour les patients non transplantés [139]. Cependant, pour
les patients du stade 3 au stade 5D, des études d’observation ont rapporté une
aggravation progressive de la carence en vitamine D [140]. Le taux
recommandé pour le calcidiol par le KDOQI est supérieur a 30 ng / ml et ce quel
que soit le stade (tableau XVI11).

Tableau XVIII : [141]: Valeurs de références selon KDOQI en 2003.

Calcidiol All stages > 30 ng/ml (2B)
Calcium All stages 8,4 — 9,5 mg/dl (2D)
(Tolerance up to 10 mg/dl)
phosphorus All stages 2,5- 4,5 mg/dl (2C)
(Tolerance up to 5 mg/dl on dialysis)
PTH Stage 3 35-70 pg/ml (2D)
Stage 4-5 70-110 pg/ml (2C)
Stage 5D 150-300 pg/ml (2B)
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En 2017 les directives du KDIGO recommandent de maintenir chez les
patients hemodialysés (stade 5D), comme fourchette cible de la PTH deux a
neuf fois la limite supérieure normale des trousses de dosage utilisées [142].Pour
la Vitamine D, le KDIGO recommande a tous les stades de I'IRC, et surtout en
raison de son role dans la genése de I'nyperparathyroidie (HPT), de rechercher
et de corriger une carence ou une insuffisance en vitamine D. Ainsi, il n’existe
pas de consensus bien etabli sur les valeurs de réference de 25(0OH)D3,et le
KDIGO n’a pas pris de position sur les cibles idéales a atteindre chez
I’insuffisant rénal mais recommandent de se baser sur les cibles utilisées dans la

population générale [14]. Le tableau suivant récapitule ces recommandations.

Tableau XIX : [143]: Cibles biologiques proposées par les KDIGO en 2017.

IRC Stades 3-5 Dialyse
Calcémie totale Normes du laboratoire Normes du laboratoire
(2,1-2,55 mmol/l) (2,1-2,55 mmol/l)
Phosphatémie Normes du laboratoire « Vers » la norme

(0,8-1,45 mmol/l)

PTH Normes du laboratoire 2 a 9 fois la limite
supérieure

PAL totales Normes du laboratoire Normes du laboratoire

PAL osseuses 9-20 pg/l 9-20 pg/l

25 OH vitamine D2 ou D3 30-50 pg/l 30-50 pg/l
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Les complications des troubles du méetabolisme minéraux et osseux liés a la
maladie rénale chronique (TMO-MRC) sont lourdes et difficiles a gérer. lls
conduisent le plus souvent a une hyperparathyroidie secondaire associant une
hyperphosphatémie, hypocalcémie, une augmentation de la concentration de

PTH et a un déficit en calcitriol.

Ainsi diverses recommandations internationales préconisent le dosage de la
PTH et de la vitamine D lors du bilan biochimique standard de diagnostic et de
suivi des patients souffrants de MRC. Cependant, ces dosages sont marqués par
des difficultés pré-analytiques (choix de tube de prélevement, délais de
transport, congélation/décongélation...), analytiques (non standardisation des
techniques et du matériel de dosage) et post-analytiques avec une variabilité des

intervalles de références et des seuils d’interprétation.

La biologie de I’'IRC reste ainsi un challenge méthodologique biologique et
clinique impliquant un partenariat clinico-biologique pour une maitrise du

processus qualité des soins des patients IRC avec :

- Une sensibilisation des prescripteurs sur I’importance du suivi biologique

dans le méme laboratoire.

- Une prestation conseil du biologiste impliquant une maitrise de la phase
pré-analytique (manuel de prélevement), une meilleure connaissance analytique
(choix, vérification méthodes 1SO 15189) et une médicalisation de la validation
biologique avec une analyse critigue des résultats tenant compte des

renseignements cliniques et des dernieres recommandations internationales.
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Résume

TITRE : Troubles minéro-osseux et importance de la maitrise des dosages de la vitamine D

et de la Parathormone au cours de la maladie rénale chronique.
AUTEUR :LAKRAMI Salima.
DIRECTEUR DE THESE : Professeur Sanae BOUHSAIN.

MOTS CLES : Maladie rénale chronique- troubles minéraux osseux- Dosage PTH- Dosage

vitamine D.

La maladie rénale chronique (MRC) est un probléme mondial de santé publique par sa
fréquence et par la gravité de ses complications, notamment les troubles du métabolisme
minéral et osseux (TMO).L’hormone parathyroidienne ou PTH et la vitamine D jouent un role
capital dans la régulation du métabolisme phosphocalcique et de ce fait leurs dosages
sanguins contribuent a établir le diagnostic étiologique et le suivi thérapeutique des anomalies
du métabolisme phosphocalcique aux divers stades de la MRC. Ainsi, plusieurs
recommandations internationales ont été émises : KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative)en 2003 et KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) en 2009 et
2017.Cependant, les dosages de la vitamine D et de la PTH sont marqués par des difficultés

aussi bien au niveau de la phase pré-analytique, analytique et post-analytique.

L’objectif de notre travail est de rappeler les mécanismes physiopathologiques des
TMO-MRC et de détailler les différents sous processus du dosage de la vitamine D et de la
PTH. Nous insistons également sur 1’évolution constante des connaissances et des techniques
de dosage ayant pour objectifs de proposer des techniques de dosage des formes de PTH et de
Vitamine D ayant une signification clinique et ce dans I’attente de leurs standardisation

future.
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Summary

TITLE: Minero-bone disorders and importance of mastering Vitamin D and Parathormone

assays in chronic kidney disease.
AUTHOR: LAKRAMI Salima.
THESIS DIRECTOR: Professor Sanae BOUHSAIN.

KEY WORDS:Chronic Kidney Disease _ Bone mineral disorders_ PTH dosage _Vitamin D

dosage.

Chronic kidney disease (CKD) is a global public health problem due to its frequency
and the severity of its complications, in particular disorders of mineral and bone metabolism
(BMD).Parathyroid hormone or PTH and vitamin D play a crucial role in the regulation of
phosphocalcic metabolism and therefore their blood determinations contribute to the
etiological diagnosis and therapeutic monitoring of abnormalities of phosphocalcic
metabolism at various stages of CKD. Thus, several international recommendations have been
issued: KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) in 2003 and KDIGO (Kidney
Disease Improving Global Outcomes) in 2009 and 2017.However, vitamin D and PTH
determinations are marked by difficulties at the pre-analytical, analytical and post-analytical

phases.

The objective of our work is to recall the pathophysiological mechanisms of MRC-
OMT and to detail the different sub-processes of vitamin D and PTH determination. We also
insist on the constant evolution of the knowledge and the techniques of assay having for
objectives to propose techniques of assay of the forms of PTH and Vitamin D having a

clinical significance and this while waiting for their future standardization.
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