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Résumé

La vitamine D hormone stéroidienne indispensable a 1’homéostasie phosphocalcique, elle
intervient également dans plusieurs processus physiologiques, notamment la régulation
immunitaire, le métabolisme glucidique et la différenciation cellulaire. Sa carence fréquente
dans de nombreuses populations, représente un enjeu majeur de santé publique y compris dans

les régions a fort ensoleillement.

Cette étude a été menée sur une population adulte de la wilaya de Tlemcen, portant sur des
sujets sains, des patients atteints de diabete de type 2 ainsi des patientes atteintes de cancer du
sein. Le but était d’évaluer le statut de la vitamine D et d’étudier son impact dans les

pathologies métaboliques et cancéreuses.

Les résultats de notre étude ont mis en évidence une prévalence élevée de I’hypovitaminose D,
plus marquée chez les femmes en lien avec une faible exposition solaire et la sédentarité. Sur
le plan métabolique, une corrélation négative significative a été observée entre les taux sériques
de 25(OH)D et I’indice triglycéride-glucose (TyG) qui est un biomarqueur de la résistance a
I’insuline simple a réaliser et peu coliteux. Ce lien souligne le réle bénéfique de la vitamine D
dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique et la gestion du diabéte de type 2. Sur le
plan génétique, I’analyse des polymorphismes FokI (rs2228570) et Bsml (rs1544410) du gene
du récepteur de la vitamine D (VDR) chez les patientes atteintes du cancer du sein a révélé une
association significative avec le risque de cancer du sein, suggérant que certaines variations du
VDR pourraient influencer la réponse cellulaire au calcitriol et moduler la susceptibilité

tumorale.

Dans son ensemble, ce travail a démontré que la vitamine D constitue un facteur biologique
clé, impliquée a la fois dans la régulation du métabolisme glucidique a I’effet protecteur contre
I’insulino-résistance et au facteur de risque de la carcinogenése mammaire, confirmant ainsi

son importance clinique et préventive dans la population algérienne.

Mots-clés : Vitamine D ; Hypovitaminose D ; Indice TyG ; Diabéte de type 2 ; Polymorphisme

du VDR ; Cancer du sein ; Région de Tlemcen.
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Abstract

Vitamin D, a steroid hormone essential for phosphocalcic homeostasis, also plays a crucial role
in several physiological processes, including immune regulation, glucose metabolism, and
cellular differentiation. Its deficiency, common in many populations, represents a major public

health concern even in regions with abundant sunlight.

This study, conducted on an adult population from the wilaya of Tlemcen, including healthy
subjects, patients with type 2 diabetes, and female patients with breast cancer, aimed to assess

vitamin D status and to evaluate its impact on metabolic and cancerous diseases.

The findings revealed a high prevalence of hypovitaminosis D, more pronounced among
women, associated with low sun exposure and physical inactivity. On the metabolic level, a
significant negative correlation was observed between serum 25(OH)D concentrations and the
triglyceride-glucose (TyG) index, a simple and low-cost biomarker of insulin resistance. This
relationship highlights the beneficial role of vitamin D in the regulation of glucose and lipid
metabolism and in the management of type 2 diabetes. The analysis of Fokl (rs2228570) and
Bsml (rs1544410) polymorphisms of the vitamin D receptor (VDR) gene in breast cancer
patients revealed a significant association with breast cancer risk, suggesting that certain VDR

variants may influence the cellular response to calcitriol and modulate tumour susceptibility.

Overall, this work demonstrates that vitamin D constitutes a key biological factor, involved in
the regulation of glucose metabolism, exerting a protective effect against insulin resistance,
and acting as a potential determinant in breast carcinogenesis, thereby confirming its clinical

and preventive importance within the Algerian population.

Keywords: Vitamin D; Hypovitaminosis D; TyG index; Type 2 diabetes; VDR polymorphism;

Breast cancer; Tlemcen region.
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Introduction générale

La vitamine D, est une vitamine liposoluble découverte en 1919 par Sir Edward Mellanby.
A la fin des années 1920, il a été établi un lien entre le rachitisme et I’exposition au soleil.
Le précurseur organique 7-Déhydrocholestérol de la vitamine D3 a été identifi¢ dans la peau
lorsque celle-ci a été irradiée par des rayons ultraviolets type B (UVB). Suite a ces premieres
observations, la vitamine D a été synthétisée pour la premiere fois en 1952 par Woodward qui

a obtenu le prix Nobel de chimie en 1965 (Walrand 2014).

Initialement reconnue pour son role antirachitique et longtemps considérée comme limitée au
métabolisme phosphocalcique, la vitamine D suscite depuis plusieurs décennies un intérét

croissant en raison de ses effets multiples physiologiques sur différents organes (Jones 2022).

Contrairement a la plupart des autres vitamines exclusivement apportées par 1’alimentation, la
vitamine D présente une double origine exogene et endogene. L apport exogeéne est représenté
par les aliments sous deux formes : La vitamine D: (ergocalciférol) issue de 1’ergostérol présent
dans les végétaux et les champignons et la vitamine Ds (cholécalciférol) animale présente dans
les poissons gras (saumon) et les viandes rouges (fig.1) (Landrier 2014). L apport endogene
de la vitamine Ds se fait par néosynthése cutanée au niveau de 1’épiderme sous I’action des

rayons UVB qui représente 80% a 90% de la source journaliere de la vitamine D (Holick 2007).

La teneur en vitamine D dans les aliments est exprimée en Unités Internationales (UI) ou en
microgrammes (pg) avec une valeur d’1 Ul = 0,025 pg soit 1’équivalent de 1 pg = 40 UL
La vitamine D apportée par I’alimentation assure qu’une petite partie des besoins quotidiens
soit 10% a 20%. Les poissons de mer dits gras est la principale source de vitamine D tels que
le saumon et la sardine. On la retrouve également dans le jaune d’ceuf, le beurre et la margarine
ou les concentrations en vitamine D sont de 10 a 20 pg/100g (Chung et al. 2009; Holick et al.
2008). Etant donné la faible teneur de la vitamine D dans les aliments, les proportions
journaliéres conseillées sont pratiquement impossibles a atteindre. Un taux adéquat conseillé
selon I’American Institute of Medicine (IOM) est de 600/800 Ul/jour (15 a 20 pg /jour) soit
I’équivalent journalier de 22 ceufs durs ou 1 kg de beurre (Del Valle ef al. 2011; Bischoff-
Ferrari 2007). Par contre I’huile de foie de morue est le seul aliment le plus riche en vitamine
D et son apport est équivalent a une cuillére et demi a café par jour. Cette huile a été utilisée
dans le 20°™ si¢cle comme traitement contre le rachitisme (Holick 2007; Bischoff-Ferrari

2007).
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HO"
Cholécalciférol Ergocalciférol

Figure 1 : Structure de la vitamine D (Landrier 2014).

Le précurseur cutané de la vitamine Ds est la provitamine Ds (7-déhydrocholestérol). Sous
I’action des rayons ultraviolets en particulier des UV type B dont la longueur d’onde est
comprise entre 290 et 315 nm, elle est convertie en prévitamine Ds. Cette réaction
photochimique représente la premiere étape de la biosynthése de la vitamine D. La synthése
cutanée de la vitamine Ds induite par 1’exposition solaire est étroitement influencée par
plusieurs facteurs comme les saisons, la durée d’exposition au soleil, la couleur de peau, et les
régions situées au-dela d’une latitude de 35° Nord ou Sud (Zhang et al. 2015; Souberbielle et
al. 2013).

La prévitamine D3 et D2 sont transportées dans le sang par la vitamine D Binding Protein (DBP)
vers le foie ou elles vont subir la 1eére hydroxylationne par la 25-hydroxylase dont la plus
dominante est le cytochrome 2R1 (CYP2R1). Une mutation homozygote de cette enzyme a été
associée au rachitisme classique. L hydroxylation de la vitamine D3 en 25-hydroxyvitamine D3
(25(OH)D3) connue sous le nom de calcidiol est considéré comme la forme de réserve.
Le calcidiol est I’indicateur du statut de la vitamine D du fait de sa demi-vie plasmatique longue

de 3 a 4 semaines (Lips 2006; Souberbielle ez al. 2008). (Fig.2)

Le calcidiol toujours inactif va rejoindre le rein soit sous sa forme libre ou sous sa forme
associ¢ée a la DBP ou il va subir une seconde hydroxylation en position 1 par I’enzyme
1-a-hydroxylase (CYP27B1) au niveau des cellules du tubule proximal rénal ou elle est
fortement exprimée. Le complexe 25(OH)2D-DBP est filtré par le glomérule puis réabsorbé

dans les cellules proximales grace a une protéine de surface la mégaline, qui permet

2
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I’endocytose du complexe 25(OH)D/DBP (Nykjaer et al. 1999). Cette seconde hydroxylation
va donner la forme active de la vitamine D 1,25(OH)2D nommée calcitriol dont la durée de vie
ne dépasse pas les 4h (Lips 2006; Souberbielle er al. 2013). L’activité¢ de la CYP27BI1 est
régulée par la parathormone (PTH) en stimulant 1’activation du promoteur de la CYP27B1 par
phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding protein)
tandis que le Fibroblast growth factor 23 (FGF23) I’inhibe (Armbrecht et al. 2003; Landrier
2014). A D’inverse une hypercalcémie, une hypophosphatémie ou une augmentation des
concentrations plasmatiques de 1,25(OH).Ds inhibent la sécrétion de la PTH réduisant ainsi
Iactivité de la CYP27B1 (Tissandié et al. 2006). De plus, d’autres régulateurs telles que
I'hormone de croissance, I’Insulin Grown Factor-1 (IGF-I), I’insuline et la calcitonine
participent a la régulation de I’enzyme CYP27B1 (Tissandié et al. 2006; Miller et al. 2000;
Hewison et al. 2000). (Fig.2)

La 24-hydroxylase (CYP24A1) impliquée dans la régulation de la vitamine D active, convertit
la 25(OH)D et la 1,25(OH)2D en métabolites inactifs en acide calcitroique (24,25 (OH)2D et
en 1,24,25(0OH)3D (Holick 2007). Par ailleurs, d’autres enzymes de la famille des cytochromes
P450 telles que la CYP3A4 participent également a la dégradation du calcitriol (Tissandié ez
al. 2006). Ce mécanisme du catabolisme de la vitamine D est régulé par feedback négatif.
En effet, le phosphate et la PTH modulent I’activit¢ et 1’expression de la CYP24A1
positivement a I’inverse du CYP27B1 (Gao et al. 2004). (Fig.2)



Introduction générale

Synthése A\v:_Tv Source
endogéne < > alimentaire
v .
’ UvVv-B

T4 [' Cholécalciférol

g Epiderme (vitamine D3)
il Foie
CYP27A1
on CYP2R1
¥ CYP3A4
S Nom CYPJ2
[ LM ! ]‘,‘ “"14}1
e & ] () .
H Tw 25-Hydroxyvitamine D3
CYP24A1 ]" (Forme de réserve)
_ ! 24,25-Dihydroxycholécalciférol Mo~ Rein Régulation par :
o, PTH +
s CYpP2781 Phosphatémie +
N/ Calcitriol —

/~-[ H ) S FGF-23

ﬂ -/ Calcitriol 7, PTH 7 régule + .| [«  [o

- )
i ] -
: ] CYP24A1 ) 1,25-Dihydroxyvitamine D3
HO™ ™~ "OH (Forme active)
Acide calcitoique HO™ " om

Figure 2 : Métabolisme de la vitamine D (Landrier 2014).

Quelle que soit I'origine de la vitamine D, cutanée ou alimentaire, elle est principalement
stockée dans les adipocytes et les cellules musculaires sous forme de vitamine D native
(ergocalciférol et cholécalciférol) et sous forme de 25-hydroxyvitamine D (calcidiol).
Le plasma constitue également un réservoir important de 25-hydroxyvitamine D. Les
mécanismes cellulaires impliqués dans la captation et la rétention de la vitamine D font
intervenir les récepteurs endocytotiques mégaline et cubiline, qui permettent le stockage
intracellulaire du complexe DBP-25(OH)D dans le tissu musculaire (Abboud ef al. 2014). Ce
stockage dans le tissu adipeux pourrait étre a I’origine d’un déficit treés fréquemment observé
chez les personnes obeses ou en surpoids. En effet, I’augmentation de la masse adipeuse et du
volume corporel total s’accompagne d’une diminution des concentrations circulantes de
25(OH)D. Ce phénomene résulterait principalement d’une dilution volumétrique plutét que
d’une séquestration dans la graisse. La quantité totale de vitamine D est répartie dans un volume
important, entralnant une baisse des concentrations plasmatiques

corporel plus
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(Drincic ef al. 2012). Ce qui pourrait expliquer la fréquence élevée d’hypovitaminose D

observée chez les obéses.

La production du calcitriol suit deux voies distinctes, endocrine et autocrine/paracrine, qui
traduisent la double nature de son action biologique. La voie endocrine du calcitriol est
synthétisée par les reins et transporté par DBP via la circulation sanguine jusqu’aux tissus
cibles. La voie autocrine/paracrine du calcitriol résulte de sa production locale par les cellules
présentant I’enzyme 1-o-hydroxylase (CYP27B1) ou il exerce directement son action. En effet,
de nombreux tissus et types cellulaires expriment la CYP27B1, notamment les lymphocytes,
les macrophages, les adipocytes, les cellules B-pancréatiques et les tissus des organes tels que

le sein, le colon et la prostate (Bouillon et al. 2008; O'Mahony et al. 2011).

L’action de la vitamine D s’exerce via deux voies différentes. La plus connue est la voie
génomique régulant I’expression des genes cibles et la voie non génomique (Norman et al.
2001). La voie génomique fait intervenir un récepteur au niveau du noyau appelé Vitamin D
Receptor (VDR). Ce dernier appartient a la famille des récepteurs nucléaires impliqués dans la
régulation de I’expression génique. Il agit comme un facteur de transcription actif par son
ligand. Environ 3 % des génes du génome humain sont régulés par le calcitriol (Nagpal et al.
2005; Holick 2007). Le complexe VDR-calcitriol hétérodimere formé, migre vers le noyau ou
il s’associe au récepteur de 1’acide rétinoique X (RXR). Ce complexe RXR-VDR-calcitriol se
fixe aux ¢éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) situé dans les promoteurs des génes
cibles. L’action du complexe final VDRE-RXR-VDR-calcitriol active ou réprime 1’expression

transcriptionnelle des génes (Holick 2007). (Fig.4).

Le géne codant du VDR est localisé sur le bras long du chromosome 12 (12q12-14). 11 s’étend
sur plus de 100 kilobases, comprend 11 exons et 11 introns (Fang ef al. 2020). La protéine
VDR composée de 427 acides aminés, agit sous forme d’hétérodimere avec le RXR (Zella et
al. 2006). Le VDR présente deux domaines fonctionnels majeurs. Le domaine de liaison a
I’ADN (DBD) hautement conservé localisé a I’extrémité N-terminale qui est une région riche
en cystéine formant deux motifs en doigt de zinc. Le domaine de liaison au ligand (LBD) plus
variable, situé¢ a I’extrémité C-terminale, comprend au moins douze hélices o (H1-H12), la
fonction d’activation dépendante du ligand (AF-2) correspond a I’hélice H12 ainsi qu’aux trois

feuillets B (S1-S3) (Christakos et al. 2016). (Fig.3)
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La liaison du calcitriol au VDR induit un changement de conformation stérique qui facilite son
interaction avec le RXR et les complexes co-régulateurs nécessaires a la transcription des génes
cibles. Parmi les différents sites d’interaction identifiés dans le LBD, le repositionnement de
I’hélice H12 aprés la liaison du ligand apparait comme crucial pour le recrutement des
co-activateurs transcriptionnels. Les domaines DBD et LBD sont reliés par une région
charniére qui confére flexibilité et stabilité au complexe, facilitant le positionnement du LBD

et rendant I’hélice H12 accessible au recrutement des cofacteurs (Orlov et al. 2012)

Figure 3 : Structure 3D du complexe hétérodimérique RXR-VDR-ADN. Représentation de la
carte en microscopie €lectronique (cryo-EM) avec la structure cristalline ajustée des LBD et
DBD individuels de RXR et le VDR (Christakos et al. 2016).

Au niveau intestinal, la vitamine D exerce un effet non génomique dans le maintien de
I’homéostasie du calcium et du phosphore en stimulant I’absorption du calcium (Ca"). De plus,
par son action génomique, la vitamine D active la transcription des genes cibles tels que les
canaux ioniques (TRPVS) et calbindine-Dok qui participent respectivement au transport apical
intracellulaire et basolatéral du calcium a travers les entérocytes (Fig.4) (Christakos et al.
2016). Parallélement, le calcitriol favorise 1’absorption active du phosphore (Pi) en induisant
I’expression du co-transporteur NaPi-IIb au pdle apical des cellules intestinales (Xu et al.
2002). En outre, le calcitriol régule la voie paracellulaire en modulant I’expression de certaines
protéines de jonction serrée telles que les claudines-2 et claudines-12 en augmentant ainsi la

perméabilité intestinale au calcium (Anderson et al. 2013).
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Lorsque ’apport intestinal du calcium est insuffisant, le calcitriol agit en synergie avec la PTH
pour préserver ’homéostasie calcique. Le calcitriol stimule la résorption osseuse en favorisant
I’expression du ligand du récepteur activateur des ostéoclastes (RANKL) par les ostéoblastes.
Le RANKL se lie alors a son récepteur RANK situé sur les précurseurs ostéoclastiques, ce qui
déclenche leur différenciation en ostéoclastes actifs entrainant la libération du calcium dans la
circulation (Kitazawa et al. 2002). Au niveau rénal, elle réduit I’excrétion urinaire de calcium

et de phosphate en renforgant leur réabsorption tubulaire (Christakos et al. 2016).

Action génomiques

Activation des promoteurs:
Ostéoblaste :
Co-activateurs - 24-hydroxylase
Promoteursdes - FGF23
génes cibles Cellule intestinale :
Co-répresseurs - CalbindineD
Cellule parathyroide :
- Ca2+Sensingreceptor(CaSR)
Cellule tubulaire rénale :
- CaSR
- Canalionique hautement sélectif
au calcium (TRPV5)

Répressiondes promoteurs:

Ostéoblastes:

- Facteurdetranscriptiondela
différenciation cellulaire « runx2 »

- Cellule parathyroide:

- PTH

Action non génomiques

Cellule béta du pancréas:

- Sécrétiondel'insuline
Ostéoblastes:

- Quverture des canaux Ca2+ voltage
dépendantsetdu Chlorure (Cl-Na+)

/ Cellules endothéliales:

1,25 (OH), D | | -Migrationrapide

Figure 4 : Modes d’action et effet cellulaire de la vitamine D (Jean et al. 2009).
Abbreviations: PLC (phospholipase C), PKC (Protéine Kinase C), MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase), PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase).

Ces mécanismes démontrent que la vitamine D joue un réle clé dans I’homéostasie minérale et
la santé osseuse. Un déficit en 25(OH)D perturbe 1’ensemble de cet équilibre, entrainant un
déséquilibre métabolique et squelettique. Plusieurs études précliniques et cliniques ont montré
qu’une hypovitaminose D intervient dans la pathogene¢se de nombreuses maladies, tels que le
cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et les maladies auto-immunes (Jiang et al.

2023).
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La concentration sérique ou plasmatique de 25-hydroxyvitamine D [25(OH)D] est I’indicateur
de référence pour évaluer le statut en vitamine D. Elle refléte a la fois les apports alimentaires
et la synthése cutanée (Del Valle et al. 2011; Seamans et al. 2009). Toutefois, les seuils
définissant la carence et 1’insuffisance ou I’inadéquation en vitamine D demeurent débattus
(Cashman 2020). La plupart des experts considérent qu’un taux inférieur a 10 ou 12 ng/mL
est associé a un risque accru de rachitisme et d’ostéomalacie (Munns et al. 2016; Del Valle et
al. 2011). Certaines recommandations cliniques, comme la société de /'’Endocrine Society Task
Force aux Etats-Unis, retiennent un seuil plus élevé < 20 ng/mL pour définir la carence en
vitamine D (Holick ef al. 2011). En revanche, I'Institut de médecine des Etats-Unis (IOM) a
convenu qu'une valeur de vitamine D inférieure a 12 ng/mL indique une carence, qu’une valeur
de 12 a 20 ng/mL correspond a une hypovitaminose D et qu’une valeur > 20 ng/mL est
considérée comme un seuil suffisant pour maintenir une bonne santé osseuse (Ross et al.
2011). Sur le plan de la santé publique, plusieurs organismes ayant élaboré des
recommandations nutritionnelles basées sur la santé musculo-squelettique ont également
proposé le seuil de 20 ng/mL comme valeur couvrant des besoins biologiques dans une
population générale en bonne santé¢ (Bresson et al. 2016; German Nutrition Society 2012;
Del Valle ef al. 2011). Dans ce contexte, ce seuil n’a pas de visée diagnostique mais sert de

référence pour établir les apports alimentaires recommandés en vitamine D (Cashman 2018).

La prévalence de I’hypovitaminose D constitue un probléme majeur de santé publique dans le
monde (Marek et al. 2022). Les données épidémiologiques révelent une forte prévalence de la
carence (< 10 ng/mL) et de I’insuffisance (10-20 ng/mL) en vitamine D a travers le monde en
particulier dans les pays du Moyen-Orient, en Chine, en Inde, dans les pays d’Afrique du Nord
et en Afrique du Sud. Les principaux groupes a risque comprennent les enfants, les adolescents,
les femmes enceintes et les personnes agées. Il a été constaté que moins de la moitié¢ de la
population mondiale présente un statut en vitamine D inférieur a 20 ng/mL, notamment durant

la période hivernale (van Schoor et al. 2024; Mogire et al. 2020).

L’hypovitaminose D a été associée a de nombreuses pathologies parmi lesquelles figurent le
diabete de type 2 (Muscogiuri 2018). En effet, les cellules B pancréatiques expriment a la fois
le VDR et I’enzyme la-hydroxylase permettant la conversion locale de la 25(OH)D en
calcitriol (Bland ez al. 2004). Ce métabolite actif exerce ses effets en se liant au VDR qui
régule la transcription de nombreux geénes impliqués dans la biosynthese et la sécrétion

d’insuline (Maestro et al. 2003). Le calcitriol augmente I’expression de la calbindine-D2sk,
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une protéine de liaison au calcium qui maintient le flux calcique intracellulaire indispensable a
I’exocytose des granules d’insuline (Kjalarsdottir et al. 2019). De plus la vitamine D module
I’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants et active la phospholipase C en favorisant
la libération du calcium cytosolique nécessaire a la sécrétion hormonale (Gilon ez al. 2014;
Altieri et al. 2017). En parall¢le, la vitamine D influence la sensibilité périphérique a I’insuline
en stimulant I’expression du récepteur insulinique et des transporteurs GLUT4, tout en
atténuant la production des cytokines pro-inflammatoires tel que le TNF-o (Maestro et al.

2000; Mitri et al. 2011).

Une carence en vitamine D a été associée a une diminution de la sécrétion d’insuline et a une
insulino-résistance (IR) contribuant ainsi au développement des complications liées au diabéte

de type 2 (Lips et al. 2017; Mitri et al. 2014; Pilz et al. 2013).

Ces derniéres décennies de nombreuses études se sont intéressées a 1’indice Triglycéride
Glucose (TyG) comme nouveau biomarqueur de I’IR chez les diabétiques (Du ef al. 2014b;
Huang et al. 2022). Cet indice, dérivé de la glycémie et des triglycérides a jeun, reflete la
double altération du métabolisme glucidique et lipidique fréquemment observée chez les
diabétiques de type 2. Plusieurs travaux ont mis en évidence une relation inverse entre la
vitamine D sérique et I’indice TyG suggérant qu'un faible statut en vitamine D pourrait
aggraver cette interaction métabolique (Huang et al. 2022; Jia et al. 2022). De plus,
I’hypovitaminose D est associée a une accumulation de graisse viscérale, une
hypertriglycéridémie et une altération de la fonction adipocytaire ce qui favoriserait
I’augmentation de 1’indice TyG (Hocking et al. 2013). Par ailleurs, la vitamine D intervient
dans la modulation de I’expression des genes liés a I’oxydation des acides gras et a la régulation
de la lipogenese hépatique (Mitri ef al. 2011; Manna et al. 2012), contribuant ainsi au maintien
d’un profil lipidique équilibré. Une carence en vitamine D pourrait donc renforcer la
lipotoxicité et la rigidité métabolique responsables d’une IR plus marquée (Marcotorchino et

al. 2012).

Le polymorphisme du géne VDR a été associé a diverses pathologies notamment le cancer du
sein (Kostner ef al. 2009; Christakos ef al. 2016). 11 y a plus de 40 ans le premier
polymorphisme a été observé chez les patients atteints du cancer du sein (Eisman et al. 1979).
Plus de 470 polymorphismes mono-nucléotidiques (SNP) ont depuis été répertoriés sur le géne

VDR humain. Bien que la majorité présente une faible fréquence allélique, seuls quelques
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variants (SNP) ont fait ’objet d’études approfondies concernant leur implication dans le

développement du cancer (Rukin ez al. 2007).

Ce lien repose sur le fait que 1’action biologique de la vitamine D est enticrement médiée par
son récepteur nucléaire le VDR dont I’expression est observée aussi bien dans les cellules
mammaires normales que dans les cellules cancéreuses (Zhang et al. 2014). Ainsi, toute
altération du géne VDR est susceptible de modifier la réponse cellulaire a la vitamine D et par

conséquent, d’influencer la carcinogeneése mammaire (Ahmed et al. 2019).

L’activation du VDR par le calcitriol, module 1’expression des génes cibles impliqués dans la
régulation tumorale, la prolifération, la différenciation, 1’apoptose et la réparation de I’ADN
(Bikle 2011; Feldman ef al. 2014; Huet et al. 2015). En effet, dans le tissu mammaire le
calcitriol exerce un effet antiprolifératif et pro-apoptotique en inhibant les voies d’oncogenéses
notamment la voie Wnt/B-caténine et la voie Notch, connues pour leur role dans 1’agressivité
tumorale (Yu et al. 2017; Takebe et al. 2015). De plus, certaines variations du géne VDR ont
¢té associées a un meilleur pronostic et a une survie prolongée chez les patientes atteintes du

cancer du sein (Vaughan-Shaw et al. 2017; Sillanpii et al. 2004).

Les polymorphismes les plus étudiés incluent rs7975232 (A > C, Apal), rs1544410 (T > C,
Bsml), rs2228570 (T > C, Fokl) et rs731236 (T > C, Taql) (Ahmed ez al. 2019). Parmi les
polymorphismes les plus documentés sont le FokI (rs2228570) et le Bsml (rs1544410)
(Uitterlinden et al. 2004; McCullough et al. 2007). Le polymorphisme Fokl, situ¢ dans
I’exon 2, modifie le site d’initiation de la traduction et conduit a la production d’une protéine
plus courte dotée d’une activité transcriptionnelle différente, tandis que Bsml, localis¢ dans
une région intronique, pourrait influencer la stabilité de I’ARNm et I’expression du récepteur
(Whitfield et al. 2001; Durrin ef al. 1999). Plusieurs études cas-témoins ont rapporté une
association significative entre ces polymorphismes et le risque de cancer du sein, bien que les
résultats varient selon les populations ciblées (Shirin ef al. 2013; Kazemi ef al. 2022; Rashid

et al. 2015).

A T’heure actuelle, la prévalence de I’hypovitaminose D ne cesse d’augmenter a 1’échelle
mondiale. De nombreuses recherches ont mis en évidence le réle de la vitamine D dans la
régulation de multiples processus biologiques et dans la physiopathologie de diverses maladies

chroniques, notamment dans le diabéte de type 2 et le cancer du sein.
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En Algérie, le manque de données a 1’échelle nationale et le peu d’étude locale réalisée ne

permettent pas d’apprécier le statut de la vitamine D et d’évaluer son impact sur la santé

publique. Ce travail de thése s’intégre dans un contexte mondial marqué par un intérét croissant

pour la vitamine D et vise a apporter une contribution originale aux travaux de recherche

nationale et précisément dans la wilaya de Tlemcen.

Pour cela nous avons structuré notre travail de thése sous forme de trois chapitres ayant pour

objectifs d’explorer et d’évaluer le statut de la vitamine D au sein de la population adulte de la

wilaya de Tlemcen :

1.

Chapitre 1 : Prévalence de I’hypovitaminose D chez des adultes en bonne santé de la
wilaya de Tlemcen.

Objectif : Evaluer le statut vitaminique et la prévalence de I’hypovitaminose D chez des
individus adultes sains de la région de Tlemcen, afin d’établir une base épidémiologique

de référence pour cette population.

Chapitre 2 : Association entre la carence en vitamine D et la résistance a I'insuline évaluée
par l'indice triglycéride-glucose chez les adultes atteints de diabéte de type 2 dans le nord-
ouest de I'Algérie.

Objectif : Examiner chez des sujets diabétiques de type 2 la relation entre le statut de la
vitamine D et I’indice triglycéride-glucose, considéré comme un nouveau biomarqueur de

la résistance a I’insuline.

Chapitre 3 : Variabilité génétique du récepteur de la vitamine D (VDR) et susceptibilité
au cancer du sein : role des polymorphismes FoklI et Bsml.

Objectif: Etudier ’association entre les polymorphismes du géne du récepteur de la
vitamine D et le risque du cancer du sein chez les femmes de la région de Tlemcen avec
les polymorphismes Fokl (rs2228570) et Bsml (rs1544410) et évaluer le risque du

polymorphisme du gene VDR dans le cancer du sein.
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CHAPITRE I :
Prévalence de I'hypovitaminose D
chez des adultes en bonne sante de la
wilaya de Tlemcen



1 Introduction :

La prévalence de I’hypovitaminose D a fait objet de nombreuses études a travers le monde
(Cashman 2022; Mogire et al. 2020). Cependant dans le continent africain et les régions a
climat tempéré, la prévalence de I’hypovitaminose D est peu documentée (Hilger et al. 2014;
Mogire et al. 2020). En Algérie les données de recherche disponible sur la prévalence de
I’hypovitaminose D dans la population générale algérienne restent limitées (Djerdjar et al.
2022). Les rares études menées sont concentrées sur des populations a haut risque telles que
les femmes ménopausées (Belkacem et al. 2025), les femmes enceintes (Abadi et al. 2025)
les femmes qui allaitent (Bayazid et al. 2025) et des populations spécifiques chez les jeunes

enfants scolarisés (Djennane ef al. 2014).

Le taux de la vitamine D dépend principalement de la quantité des rayons ultraviolets de type
B (UVB) dont I’intensité varie en fonction de la latitude, des saisons et de la durée d’exposition
au soleil. D’autres facteurs influent sur la synthése cutanée de la vitamine D notamment la
pigmentation de la peau, le port de vétement couvrant et de protection solaire. Ces derniers
facteurs sont liés a 1’origine ethnique, le mode de vie et la religion (Van Schoor ef al. 2018).
La concentration sérique de la 25-hydroxyvitamine D [25(OH)D] constitue le biomarqueur de
référence pour apprécier le statut vitaminique. Bien qu’il n’existe pas de consensus absolu sur
la concentration optimale de 25(OH)D pour garantir une bonne santé, la majorité¢ du personnel
de santé s’accorde a considérer qu’une carence clinique en vitamine D ne survient que lorsque
les taux sériques de 25(OH)D sont inférieurs a 10 ng/mL (soit 25 nmol/L) (Van Schoor et al.
2018).

L’hypovitaminose D a été reconnue comme probléme de santé publique a 1’échelle mondiale
(Cashman, 2022). Toutefois, la comparaison des données issues de différentes études reste
complexe en fonction des seuils de référence retenus pour définir la carence ou
I’hypovitaminose D. Certains auteurs consideérent qu’un taux sérique de 25-hydroxyvitamine
D inférieur a 20 ng/mL comme seuil d’hypovitaminose D, tandis que d’autres fixent ce seuil a
30 ng/mL (Van Schoor et al. 2018; Bischoff-Ferrari et al. 2006). Cette absence de consensus
international constitue un obstacle pour 1’estimation de la prévalence de 1I’hypovitaminose D

dans le monde.

A cette hétérogénéité du seuil de référence s’ajoute la variabilité des techniques analytiques
utilisées pour le dosage de la vitamine D (Lips ez al. 1999). Les méthodes immuno-analytiques

encore largement employées en pratique et dans certaines études sont moins précises que la
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chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) qui est plus sensible et
spécifique au dosage de la vitamine D (Zhou ef al. 2025). Ces écarts méthodologiques peuvent
entrainer des biais de mesure non négligeables, parfois estimés entre 20 a 25 % modifiant ainsi

I’estimation du statut vitaminique D d’une population donnée (Barake et al. 2012).

En Algérie le manque de données épidémiologiques nécessite de mener des études
représentatives a travers les différentes régions du pays, afin d’établir la prévalence de
I’hypovitaminose D et de déterminer ainsi les facteurs qui influent sur le statut de la

vitamine D.

Notre étude s’inscrit dans cette démarche et porte sur une population adulte saine de la région
de Tlemcen dans le nord-ouest du pays. Cette étude a pour but d’estimer la prévalence de

I’hypovitaminose D et d’analyser les facteurs de risque associés.
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2 Matériel et Méthodes
2.1 Population d’étude :

Il s’agit d’une étude épidémiologique transversale descriptive, réalisée au niveau de la wilaya
de Tlemcen (Algérie) pendant la période de février a juin 2021. La population cible concerne
tous les sujets adultes sains de 18 a 70 ans qui se présentent volontairement a 1’étude au niveau
d’un laboratoire privé d’analyses médicales. Un prélévement sanguin a été réalisé dans un tube

hépariné pour le dosage plasmatique de la vitamine D.

Cette étude a été approuvée par le conseil scientifique de la faculté et par le comité d'éthique

et de déontologie de l'université de Tlemcen, conformément a la déclaration d'Helsinki.

2.2 Critéres d’inclusion et d’exclusion des sujets :

Les participants inclus dans 1’é¢tude étaient des adultes sains agés de plus de 18 ans, résidant
dans la région de Tlemcen.

Les participants exclus de 1I’étude sont :

» les sujets présentant une pathologie,

» les participants en supplémentation de vitamine D,

» les femmes enceintes ou en cours d’allaitement,

» les individus présentant un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 35 kg/m?.

2.3 Collecte des données :

Tous les patients avaient répondu a un questionnaire comportant des items tels que le sexe,
l'age, le groupe sanguin, le temps d’exposition au soleil, le ressenti d’une fatigue ou crampe
inhabituelle en dehors d’effort physique, une activité sportive, le poids, la taille et 'IMC. Ce
dernier a été calculé en fonction du [poids (kg) / taille? (m)] et subdivisé en trois catégories :

normal (IMC < 25), surpoids (25 < IMC < 30) et obésité (30 < IMC < 35).

2.4 Méthode et dosage de la vitamine D :

La méthode utilisée pour le dosage de la vitamine D était la technique HPLC couplée au
spectrophotomeétre réalisé au laboratoire de recherche de chimie analytique et électrochimie de
I’université de Tlemcen. Les prélévements sanguins ont été réalisés le matin aprés un jeline
nocturne dans des tubes héparinés. Le plasma a été obtenu par centrifugation du sang a 3000

tr/min pendant 10 minutes le jour du prélevement.
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e [Extraction de la vitamine D :

L’échantillon du plasma a été tout d’abord homogénéisé complétement, puis une prise de
200 pl de plasma a été aliquotée dans un tube Eppendorf. Un mélange de 100 pl d’acétonitrile
a 90% et de méthanol a 10% a été ajouté au plasma. Le contenu a été énergiquement agité
pendant 1 min, suivi d’une centrifugation a 12000 tr/min pendant 10 minutes a une température
de 7 C°. Apres centrifugation les protéines et débris cellulaires sont précipités. Le surnageant

clair contenant de la vitamine D 250HD?3 a été filtré et isolé sur les tubes Vials bruns.

e Conditions Chromatographiques :

L’appareil utilisé était de la marque Shimadzo. La phase mobile est une composition constante
d’un mélange Acétonitrile / Méthanol suivant les proportions respectives 90% / 10%. L’¢élution
a ¢té établie avec un débit de 1 ml/min. La séparation des molécules a été réalisée a la
température ambiante sur une colonne analytique C18 (4,6 X205mm, 5-um). La détection a
¢té réalisée a une longueur d’onde de 256 nm, avec un temps de rétention de 7 minutes. Chaque
analyse nécessite environ 30 minutes, incluant le temps de lecture et la phase de lavage avant

le lancement de I’injection de 1’échantillon suivant.

L’hypovitaminose D (VDD) a été définie par un taux plasmatique de 25(OH)D < 20 ng/mL,
tandis qu’un taux > 20 ng/mL a été considéré comme non déficient en vitamine D (Holick e?

al. 2011).

2.5 Analyse statistique :

L’analyse des données a été réalisée par le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) version 26 (IBM Corporation, Etats-Unis) et le logiciel GraphPad Prism 8 (CA,
USA). Pour les variables continues, la normalité¢ des données a été vérifiée a I'aide du test de
Kolmogorov-Smirnov. Les données suivant une distribution normale ont été exprimées sous
forme de moyenne + écart type (X + o), tandis que les données non paramétriques ont été

présentées sous forme de médiane (Q1-Q3).

Les variables catégoriques ont été présentées en pourcentage. Le test # de Student ou le test de
Mann-Whitney a été effectué pour comparer les deux moyennes. Les variables qualitatives ont
¢té comparées a 1’aide du test du chi-carré. L’association entre les différents paramétres a été
¢tudiée a I’aide du coefficient de corrélation. Le coefficient de corrélation de Spearman a été
utilisé en cas de distribution non gaussienne des données, tandis que la corrélation de Pearson

a été appliquée que lorsque la distribution était normale.

23



Une régression logistique binaire a été effectuée. La variable dépendante était
I’hypovitaminose D. Les participants avec un statut en vitamine D normal ont été pris comme
référence afin d’¢tudier les facteurs de risque de I’hypovitaminose D. Les résultats de la
régression logistique binaire ont été exprimés en Odds Ratio (OR) avec l’intervalle de

confiance (IC) a 95%. Le seuil de signification a été fixé a p < 0,05.
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4 Discussion :

Bien que I’ Algérie bénéficie d’un ensoleillement annuel important n’échappe pas a la tendance
d’hypovitaminose D (Cui ef al. 2023). Notre étude a révélé une prévalence préoccupante de
I’hypovitaminose D affectant 66,1 % des participants malgré un ensoleillement abondant en
Algérie. Ce paradoxe a été largement rapporté dans diverses régions ensoleillées comme en
Afrique du Sud, le Maghreb et le Moyen-Orient ou des taux sériques de la 25(OH)D inférieurs
a 20 ng/mL concernaient plus d’un tiers de la population (Arabi et al. 2010; Lips ef al. 2019;
Mogire et al. 2020; Cui et al. 2023). Ces observations suggerent que 1’exposition au soleil ne
garantit pas un statut en vitamine D optimal, bien que la synthese cutanée représente 80-90%
du statut de la vitamine D (Bhattarai et al. 2020). 11 existe d’autres facteurs déterminants qui
influent I’exposition cutanée, tels que les habitudes vestimentaires, le mode de vie, la pollution

atmosphérique ou encore les pratiques culturelles (Bassil ef al. 2013; Arabi et al. 2010).

Des études récentes en Algérie ont rapporté une hypovitaminose D (Djerdjar et al. 2022;
Belkacem et al. 2025; Djennane et al. 2014). L’¢étude de Djerdjar et al. (2022) a noté une
forte prévalence de I’hypovitaminose D de 93 % chez des jeunes adultes en bonne santé,
soulignant ainsi que I’hypovitaminose D est un probléme de santé publique en Algérie
(Djerdjar et al. 2022). Cette proportion élevée pourrait s’expliquer par le seuil retenu de
I’hypovitaminose D qui était défini & un taux inférieur a 30 ng/mL. En effet, les
recommandations internationales divergent. L’Institut de médecine des Etats-Unis (IOM)
considére qu’une valeur <12 ng/mL traduit une carence, une valeur comprise entre
12-20 ng/mL correspond a une insuffisance, tandis qu’un taux > 20 ng/mL refléte un statut
vitaminique suffisant (Ross et al. 2011). A I’inverse, I’Endocrine Society fixe le seuil de
carence a un taux < 20 ng/mL et définit un statut normal >30 ng/mL (Holick ef al. 2011;
Valcour et al. 2012). Ces divergences méthodologiques rendent I’interprétation et la
comparaison des données épidémiologiques complexes. A cela s’ajoute le profil de la
population étudiée qu’il s’agisse de patients ou de sujets sains ainsi que de la méthode
analytique du dosage de la vitamine D qui influence de manicre significative les résultats

rapportés, estimés entre 15% a 25% (Barake et al. 2012).

Dans les pays arabes et du moyen orient, une prévalence ¢levée de I’hypovitaminose D a été

constatée (Cui ef al. 2023).

Selon une méta-analyse portant sur 14 études menées en Arabie Saoudite a révélé une

hypovitaminose D chez 81 % de la population (Al-Daghri 2018). Au Koweit elle représente
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83 % des patients diabétiques (Zhang et al. 2016), et au Bahrein 86,4 % chez des adultes sains
(Golbahar et al. 2014). Ces données concordent avec nos résultats (tableau 1). Par ailleurs,
des études menées chez des femmes ont révélé des prévalences d’hypovitaminose D tout aussi
alarmantes, pres de 84,7 % au Qatar et 100 % chez des jeunes femmes en bonne santé au
Maroc (Baki et al. 2015; Gerber et al. 2016). Ces observations rejoignent nos résultats, ou
76 % des participantes présentaient une hypovitaminose D par rapport aux hommes (p = 0,001).
Cette prévalence chez les femmes pourrait s’expliquer par une consommation faible en
vitamine D, par un mode de vie sédentaire et culturel réduisant 1’exposition au soleil (Gubran
et al. 2025; Hasni et al. 2024). De plus, les femmes avaient 4,3 fois plus de risque de présenter
une hypovitaminose D par rapport au sexe masculin (OR = 4,28 ; IC95 % : 2,16-8,46 ; p =
0,001) (tableau 3). Une méta-analyse récente menée par Cui et al. (2023) regroupant des études
¢pidémiologiques entre 2000 a 2022 a noté une prévalence mondiale de I’hypovitaminose D
plus particuliérement chez les femmes. Les principaux facteurs de risque étaient la latitude et
les saisons. Cette prévalence était fréquente dans la région de la méditerranée orientale et dans
les pays a revenu intermédiaire. Cependant, les études restent limitées dans les pays a faible

revenu (Cui et al. 2023).

Parmi les facteurs associés a I’hypovitaminose D, 1’age des participants s’est révélé 1égérement
protecteur réduisant le risque d’hypovitaminose D d’environ 3 % pour chaque année
supplémentaire de vie (tableau 3). Ce résultat, bien que statistiquement modeste va a I’encontre
des études montrant une réduction de la capacité cutanée a synthétiser la vitamine D avec I’age
en raison de la diminution du 7-déshydrocholestérol dans 1’épiderme (MacLaughlin ez al.
1985). Par ailleurs, I’IMC ne semble pas jouer un rdle déterminant dans notre population
(tableau 3). Cette absence d’association pourrait s’expliquer par une moyenne d’IMC de 25,56
+ 4,39 considérée comme en surpoids et non obése bien que I'IMC soit souvent associé a un
statut réduit en vitamine D dans des études antérieures (Wortsman et al. 2000; Parikh et al.
2004; Ter Horst et al. 2016). En effet, une méta-analyse publiée en 2015 regroupant 23 études
analysant 1'association entre I’IMC et ’hypovitaminose D a révélé que I’'IMC est un facteur de

risque de I’hypovitaminose D (Pereira-Santos et al. 2015).

Cependant, dans notre étude certains facteurs habituellement associés a I’hypovitaminose D,
tels que le temps d’exposition au soleil et la couleur de peau n’ont pas été associés comme
facteur de risque dans notre population (p>0,05). L’absence de lien entre la durée d’exposition
solaire et le statut vitaminique D contraste fortement avec 1’étude de Djerdjar et al. (2022), ou

une exposition inférieure a 30 minutes par jour était le facteur de risque le plus important de
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I’é¢tude (OR = 202,11) (Djerdjar et al. 2022). Cette divergence avec nos résultats pourrait
s’expliquer par une mesure imprécise de I’heure et du temps d’exposition au soleil et de la
surface corporelle exposée qui peut étre un biais. Or la synthése optimale de la vitamine D
dépend non seulement de la durée et de I’heure d’exposition idéalement entre 10h et 15h
(Holick et al. 2011; Wacker et al. 2013). Concernant la pigmentation, bien que la mélanine
forme une barriere pour les UVB réduisant la synthése cutanée (Sakameoto 2019), dans notre

¢tude la couleur de peau n’a pas été associée a un statut bas en vitamine D.

Le statut de la vitamine D de la population algérienne reste indéterminé. L’intérét que nous
portons a travers cette étude c’est qu’il y ait une prise de conscience du personnel de santé afin
de sensibiliser la population et reconsidérer le bien- fondé du dosage de la vitamine D. Pour
cela nous préconisons d’autres études similaires dans d’autres régions de notre pays sur un plus
grand effectif en fonction des caractéristiques socio démographiques et économiques afin de
mieux identifier les facteurs de risque et élaborer une stratégie de prise en charge de

I’hypovitaminose D par la supplémentation en vitamine D a titre préventif.

5 Conclusion :

Nos résultats renforcent 1’idée que I’hypovitaminose D constitue un probléme de santé
publique dans le monde et en Algérie particulierement chez les femmes. Une standardisation
des méthodes de dosage et une harmonisation des seuils de définition de I’hypovitaminose D
sont indispensables pour assurer la cohérence de comparaison des résultats entre les données

épidémiologiques des différentes études.
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CHAPITRE 11 :
Association entre la carence en
vitamine D et la résistance a l'insuline
évaluée par l'indice triglycéride-glucose
chez les adultes atteints de diabete sucré
de type 2 dans le nord-ouest de 1'Algérie



1 Introduction

La vitamine D est principalement reconnue pour son role dans le métabolisme phospho-
calcique et osseux (Nair ef al. 2012). Cependant, au cours de ces derni¢res décennies, des
recherches ont mis en évidence des effets non classiques de cette vitamine. En particulier, par
I’identification du récepteur de la vitamine D (VDR) dans de nombreux tissus qui a soulevé
des interrogations sur ses effets extra-phosphocalciques. Des travaux récents rapportent qu’une
hypovitaminose D est associée a diverses pathologies, autres que squelettiques, notamment le

diabéte de type 1 et de type 2 (Yang et al. 2016; Nam et al. 2021).

De nombreuses études ont démontré qu’un faible taux de vitamine D est associé a un risque
accru d’insulinorésistance (IR) chez les diabétiques de type 2 (Scragg et al. 2004; Pittas et al.
2010). La vitamine D joue un réle dans la régulation de I’insuline en se liant au VDR présent
sur les cellules B pancréatiques, activant ainsi I’expression des geénes liés au transport du
glucose et a la sécrétion d'insuline (Maestro ef al. 2003; Yang et al. 2016). Elle influe de
maniere indirecte sur la sécrétion d’insuline en modifiant la concentration de calcium
intracellulaire, en régulant l'expression des canaux calciques voltage-dépendants et en
favorisant la mobilisation des vésicules d'insuline et leur exocytose (Doyle ef al. 2003; Sergeev

et al. 1995; Kjalarsdottir et al. 2019).

Le HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance) est l'indicateur le plus
utilisé pour 1'évaluation de la résistance a I'insuline (Unger et al. 2014). Une étude menée chez
les patients atteints de DT2 a révélé qu’une hypovitaminose D était associée négativement a
I’indice HOMA-IR (Tepper et al. 2016). Récemment un nouveau biomarqueur d’insulino-
résistance (IR) fait débat. L’indice triglycéride glucose (Indice TyG) précédemment li¢ au
risque des maladies cardiovasculaires, est un nouveau bio marqueur pour mesurer la résistance
a ’insuline chez les patients diabétiques (Guo et al. 2021; Ma et al. 2020). De plus, 1'indice
TyG a montré une meilleure capacité a prédire la prévalence et l'incidence du diabéte de
type 2 par rapport au HOMA-IR (Park et al. 2021). Par ailleurs, I’indice TyG ¢élevé a été
identifi¢ comme facteur de risque de carence en vitamine D, en particulier chez les hommes

(Jia et al. 2022a).

Une corrélation entre l'indice TyG et la vitamine D a été observée dans diverses populations
notamment en Chine, en Inde et dans d'autres pays européens (Li et al. 2024). Cependant, cette
relation n'a pas encore été explorée au sein de la population nord-africaine, ou les particularités

ethniques, les habitudes alimentaires et 1’exposition au soleil pourraient influencer cette
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association. L’ Algérie est un pays a revenu intermédiaire en Afrique du Nord, ou I’ampleur du
diabete a considérablement augmenté au cours de la derniére décennie. Un nombre important
d’adultes ont développé le diabéte ou sont a risque de le développer en raison de la prévalence
¢levée des facteurs de risque au sein de la population comme 1’obésité et la sédentarité (Khater
et al. 2021). Dans ce contexte, notre étude vise a explorer 1’association entre la vitamine D et
I’indice TyG chez les diabétiques de type 2 dans la région de Tlemcen au nord-ouest de

I’ Algérie.
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2 Matériel et Méthodes
2.1 Population d’étude :

Il s’agit d’une étude observationnelle, réalisée sur 105 patients atteints de diabéte de
type 2, menée au centre hospitalier universitaire Dr.Tidjani Damerdji de Tlemcen (Algérie),
sur une période allant de janvier a juin 2024. Le diagnostic du DT2 a été réalisé par des
professionnels de la santé selon les critéres de 1'American Diabetes Association (American
Diabetes 2019). Les patients souffrant de pathologies autre que le DT2 et ceux présentant un
indice de masse corporelle IMC > 35 kg/m? ainsi que ceux présentant des complications liées

au diabete, ont été exclus de 1’étude.

Cette étude a été approuvée par le conseil scientifique de la faculté ainsi que par le comité
d'éthique et de déontologie de l'universit¢é de Tlemcen, conformément a la déclaration

d'Helsinki.

2.2 Collecte des données :

Tous les patients avaient répondu a un questionnaire comportant des items tels que le sexe,
l'age, le poids, la taille et les antécédents personnels de la maladie. L'IMC a été subdivisé en

trois catégories : normal IMC < 25, surpoids 25 < IMC < 30 et obésité 30 < IMC < 35.

2.3 Analyses biochimiques :

Les échantillons de sang ont été¢ prélevés le matin aprés un jeline nocturne dans des tubes
héparinés et EDTA. Pour les tubes héparinés, le plasma a été séparé du sang par centrifugation

a 3000 tr/min pendant 10 minutes.

Les parametres biochimiques plasmatiques effectués au laboratoire de biochimie du CHU de
Tlemcen étaient la glycémie, I’urée, la créatinine, les lipoprotéines de haute densité (HDL), les
lipoprotéines de basse densité (LDL) et les triglycérides (TG) en utilisant des kits commerciaux
spécifiques pour chaque parameétre et adaptés a un analyseur automatique. L’hémoglobine
glyquée (HbAlc) a été directement analysée par Tosoh automated Glycohemoglobin Analyzer
(HLC-723GX) sur tube EDTA.

Le dosage plasmatique de la 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D) a été réalisé par radio-
immunoanalyse en utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques des formes 250H D2/D3.

L’analyse a été réalisée par I’automate 2480 WIZARD Automatic Gamma Counter.
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L’ hypovitaminose D (VDD) a été définie par un taux plasmatique de 25(OH)D < 20 ng/mL,

tandis qu’un taux > 20 ng/mL a été considéré comme non déficient en vitamine D (Holick et

al. 2011).

L’indice TyG a été calculé selon la formule (Mohd Nor et al. 2016) :

TyG indice = In [TG a jeun (mg/dL) xFBG (mg/dL)/2].
TG : Triglyceride
FBG : fasting Blood Glucose (glycémie a jeiin)

2.4  Analyse statistique :

L’analyse des données a été réalisée par le logiciel SPSS version 26 (IBM Corporation, Etats-
Unis). Pour les variables continues, la normalité des données a été vérifiée a l'aide du test de
Kolmogorov-Smirnov. Les données suivant une distribution normale ont été exprimées sous
forme de moyenne + écart type (X + o), tandis que les données non paramétriques ont été

présentées sous forme de médiane (Q1-Q3).

Les variables catégoriques ont été présentées en pourcentage. Le test ¢ de Student ou le test de
Mann-Whitney a été effectué pour comparer entre deux moyennes. Etant donné qu'il n'existe
pas de valeur de référence pour I'évaluation de 1’insulinorésistance a 1'aide de l'indice TyG
(Mustafa et al. 2022), ce dernier a été réparti en quartiles. L’analyse de la variance (ANOVA)
a été réalisée pour comparer la moyenne des niveaux de la vitamine D entre les différents
quartiles de I’indice TyG. De plus, un test post hoc de Tukey a été appliqué pour affiner les

comparaisons. Les variables qualitatives ont été comparées a 1’aide du test du chi-carré.

L’association entre les différents parametres a été étudiée a I’aide de coefficients de corrélation.
Le coefficient de corrélation de Spearman a été utilisé en cas de distribution non gaussienne
des données, tandis que la corrélation de Pearson a été appliquée lorsque la distribution était

normale.

Apres plusieurs itérations pour construire un modele prédictif de la vit D dans la protection de
I’IR, le risque cardiovasculaire ainsi que le syndrome métabolique chez les patients DT2, le
choix modgele s’est porté sur la régression logistique binaire. La variable dépendante est 1’indice
TyG, dichotomisé en <Q1 (le moindre risque) et >Q1. Le <Q1 a été pris comme référence. La
variable explicative est le taux de Vit D dichotomisé en <20 ng/mL et >20 ng/mL. La VDD
étant considérée comme référence. Un modele univarié a d'abord été appliqué et toutes les
variables explicatives présentant un seuil de signification inférieur a 0.20 ont été retenues pour

l'analyse multivariée. Ce seuil de 0.20 permet d'inclure des variables susceptibles d'agir comme
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facteurs de confusion (El Sanharawi ez al. 2013). Les résultats de la régression logistique sont
exprimés en Odds Ratio (OR) avec I’intervalle de confiance (IC) a 95%. La puissance du
modele prédictif a été estimée par le test d'adéquation de l'ajustement. Un résultat avec un

p < 0.05 est considéré comme statistiquement significatif.
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3  Résultats :

L’échantillon d’étude comprenait 105 patients diabétiques de type 2 dans la région de Tlemcen
(Algérie). Les caractéristiques sociodémographiques et cliniques de la population sont décrites
dans le tableau 4. L’age moyen des patients était de 58.50 + 14.25 ans. L’effectif sélectionné
¢tait composé majoritairement de femmes (67.61%). L’IMC en moyenne était de
25.26 +4.44 kg/m? se situant dans les limites des recommandations internationales. La médiane
de la vitamine D se trouvait dans les valeurs de référence, tandis que la moyenne de 1’indice
TyG était de 9.22 &+ 0.70. Les analyses biochimiques avaient révélé des valeurs de glycémie a
jeun et d’HbA1c supérieures aux seuils de référence. Concernant le profil lipidique, les taux
des triglycérides et du cholestérol total avaient dépassé les valeurs de référence, tandis que les
autres parameétres se situaient dans les normes.

Tableau 4 : Caractéristiques anthropométriques, cliniques et biochimiques de la population
étudiée selon les taux de vitamine D.

Variables total (n = 105) Non VDD (n=62) VDD (n=43) p-value

Age (ans)? 58.50 + 14.25 60.35+15.23 55,81 +12.39 0.096
Sexe féminin, n (%) 71 (67.61) 42 (67.7) 29 (67.4) 0.974
IMC (Kg/m?)* 25.26 +4.44 25.47+4.30 24.95+4.66 0.561
IMC groupes n (%):

Normal 51 (48.60) 30 (48.40) 21 (48.80)

Surpoids 38 (36.20) 22 (35.50) 16 (37.20) 0.856

Obese 16 (15.20) 10 (16.10) 6 (14)
VitD (ng/mL)° 23.24 (12.15-34.70)  32.07 (25.87-39.57)  10.90 (8.43-15.40)  0.0001
Glycémie (g/L)° 1.48 (1.07-2.43) 1.37 (1.04-1.90) 1.89 (1.16-2.78) 0.015
HbAlc(%)° 6.60 (6.02-7.28) 6.30 (5.97-7.02) 6.9 (6.3-7.5) 0.013
Hypertension, n (%) 30 (28.6) 14 (22.6) 16 (37.2) 0.103
Index TyG? 9.22+0.70 9.14 £ 0.69 9.34 £ 0.69 0.149
Cholestérol (g/L)° 1.86 (1.65-2.13) 1.88 £0.43 1.98 £0.50 0.284
Triglyceride (g/L)° 1.23 (0.93-1.76) 1.26 (0.95-1.75) 1.26 (0.95-1.75) 0.779
HDL-C (g/L)° 0.52 (0.40-0.70) 052 (0.43-0.80) 0.49 (0.35-0.61) 0.131
LDL-C (g/L)° 0.82 (0.50-1.07) 0.89 (0.48-1.09) 0.73 (0.50-1.02) 0.388
Urée (g/L)° 0.30 (0.22-0.37) 0.28 (0.22-0.36) 0.31 (0.22-0.39) 0.836
Créatinine (mg/L)? 8.70 £2.49 8.79 +2.51 8.64 +£2.49 0.689

Abréviations :

VDD (hypovitaminose D), IMC (indice de masse corporelle), VitD (vitamine D), HbAlc

(hemoglobine glyquée), TyG (triglycéride-glucose), HDL-c (cholestérol des lipoprotéines de haute densité), LDL-
¢ (cholestérol des lipoprotéines de basse densité). “ Les valeurs suivant une distribution normale sont exprimées
en moyenne * écart-type. ® Les valeurs non paramétriques sont exprimées sous forme de médiane (Q1-Q3). Les
comparaisons des variables quantitatives entre les groupes VitD < 20 ng/ml et > 20 ng/ml ont été analysées a
I’aide du test t de Student ou du test de Mann-Whitney pour les distributions non normales. Les variables
qualitatives ont été analysées a l'aide du test du Khi-carreé.
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Les patients en VDD présentaient des taux de glycémie et d’HbAlc significativement plus
¢levés par rapport aux patients non en VDD (p= 0.015; p=0.013, respectivement). En
revanche, aucune différence significative n'a été observée pour les variables I'IMC, l'indice
TyG, le sexe, I’age, I’urée, la créatinine et les parameétres lipidiques (cholestérol, triglycérides,

HDL, LDL) entre les deux groupes (tableau 4).
3.1 Analyse de indice TyG :

La moyenne de I'indice TyG des hommes et des femmes ainsi que les différents groupes d’IMC
ont été présentés dans la Figure 6. L'indice TyG était significativement plus élevé chez les
femmes que chez les hommes (9.43 = 0.65 vs 9.12 £ 0.69 ; p = 0.027). Cette différence avait
¢galement été observée entre les différentes classes d'IMC (p = 0.039). Les patients obéses

présentaient l'indice TyG le plus élevé.
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Figure 6 : Comparaison de la moyenne de I’indice TyG entre les groupes selon le sexe (A) et
I’IMC (B). Le test t de Student et ANOVA ont été appliqués respectivement (p < 0,05).

Les patients avaient été classés en quatre groupes selon les quartiles de I’indice TyG. L’ analyse
de la variance pour la vitamine D avait révélé une différence significative entre les groupes
(p = 0.007). Le test post-hoc de Tukey a classé Q1 dans le sous-groupe statistique A, tandis
que Q2, Q3 et Q4 ont été groupés dans le sous-groupe statistique B, révélant que Q1 présentait
la concentration moyenne de la vitamine D la plus élevée ([VitD] = 31,51 + 12,80 ng/mL)
(Tableau 5).
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Tableau S : Répartition des taux de vitamine D selon les différents quartiles de I’indice TyG.

TyG indice
Quartile

Vit D (ng/mL) | 31.52+12.80 21.70£12.40 21.67+£10.46 22.74+12.38 0.007

01 (<8.74) 02[8.75-9.26] 03[9.27-9.72]  04(>9.73) p-value

3.2 Analyses des associations :

Les résultats des corrélations, présentés dans le fableau.6 avaient montré une association
négative entre l'indice TyG et la vitamine D plasmatique (r =-0.237 ; p = 0.015). De méme, la
vitamine D était inversement corrélée a la glycémie et I’'HbAlc (r = -0.329 et r = -0.220 ;
p < 0.05 respectivement). De plus, la matrice de corrélation avait montré une corrélation
positive entre I’indice TyG et les variables de I'IMC (r = 0.255, p=0.009), ’Hbalc (r = 0.422)
et le cholestérol (r= 0.449) avec une p<0.0001. En revanche, aucune relation n’avait été

observée entre la vitamine D et les paramétres lipidiques (cholestérol, HDL, LDL et

triglycérides).
Tableau 6 : Matrix de correlation
Variables Age  Cholestérol  HDL LDL  Triglyceride Glycémie  HbalC  Indice Vit D
G
Age r
p
Cholestérol | r -0.147
p 0.139
HDL r -0.150 -0.050
p 0137 0.624
LDL r -0.137 0.319 -0.107
p 0177 0.001™ 0.290
Triglyceride | r  0.147 0.312 -0.044  0.022
p 0135 0.001 0.664 0.829
Glycémie | r 0.013" 0.261 -0.225  0.073 0.147
p 0.893 0.008™ 0.024" 0473 0.133
HbalC r 0.145 0.069 -0.110  -0.107 0.157 0.494
p 0.139 0.493 0.277 0.293 0.111 <0.001*"
Indice TyG | r  0.095 0.369 -0.181  0.065 0.730 0.747 0.422
p 0335  <0.001™ 0.071 0.523 <0.001"™*  <0.001"™ <0.001""
Vit D r 0.109 -0.134 0.176  -0.017 -0.052 -0.327 -0.260 -0.237
p 0267 0.180 0.080 0.865 0.595 0.001™ 0.007" 0.015"
MC r -0.056 0.127 -0.143  0.280 0.195 0.166 0.019 0.255 -0.104
p 0569 0.203 0.156  0.005™ 0.047" 0.091 0.848 0.009™  0.293

Le test de corrélation de Spearman a été réalisé entre la vitamine D (VitD) et I’HbAlc, la glycémie, les
triglycérides, le LDL, le HDL et le cholestérol total. Le test de corrélation de Pearson a été appliqué entre l'indice
TyG et I’age ainsi que ['indice de masse corporelle (IMC). (*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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3.3 Corrélation entre la vitamine D et I’indice TyG chez les hommes et les femmes :

Le test de corrélation de Spearman a révélé une association négative entre l'indice TyG et la
vitamine D chez les femmes, avec un coefficient de corrélation r = -0,293 et un niveau de

significativité¢ de p = 0,013. En outre, chez les hommes, aucune corrélation n’a été observée

(r=-0,062 ; p = 0,728). (Fig.7)
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Figure 7 : Corrélation de Pearson entre la vitamine D et I’indice TyG chez les hommes (A) et
corrélation de Spearman entre la vitamine D et I’indice TyG chez les femmes (B).

3.4 Analyse multivariée :

Le tableau.7 présente les résultats de la régression logistique binaire en prenant l'indice
TyG < Q1 comme catégorie de référence. Les résultats non ajustés avaient montré que les
patients ayant une vitamine D > 20 ng/ml présentaient un risque réduit d'avoir un indice
TyG > QI avec un OR=0.317 ; ICa 95 % [0.115 - 0.870] ; p = 0.026. Le mod¢le ajusté par le
sexe, le cholestérol, la créatinine et 'IMC avait montré que les patients exprimant une
vitamine D > 20 ng/ml avaient un risque plus réduit d'avoir un indice TyG > Q1 avec un

OR=0.246 ; IC a 95 % [0.080 — 0.752] ; p = 0.014.
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Tableau 7 : Mod¢les de régression logistique binaire : facteurs associés a < Qlde Indice TyG

Prédictive Model non ajusté Model ajusté
Variable OR (95% IC) p-value OR (95% IC) p-value
Vitamine D  <20ng/mL Référence Référence
>20ng/mL 0.317 (0.115-0.870) 0.026 0.246 (0.080-0.752) 0.014
Sexe Homme - - Référence
Femme - - 3.825(1.048-13.958) 0.042
Cholestérol - - 3.023 (0.863-10.591) 0.084
Créatinine - - 0.741 (0.574-0.958) 0.022
BMI - - 1.158 (1.012-1.325) 0.033

Model ajusté par VitD (< et > 20ng/ml), sexe, cholestérol, créatinine, et IMC

Le tableau.8 justifie le choix du modéle logistique. En effet le test d’adéquation de I’ajustement
par les méthodes de Pearson, somme des carrés des différences, Hosmer-Lemeshow et les deux
méthodes de Brown (alternative générale et alternative symétrique) accepte le modele

logistique avec p>0.05.

Tableau 8 : Tests d’adéquation de 1’ajustement.

M¢éthode Khi-carré DL p-value
Pearson 116,340 99 0,112
Somme des carrés des différences. 98,059 99 0,508
Hosmer-Lemeshow 5,520 8 0,701
Brown :
General alternative 3,240 2 0,198
Symmetrical alternative 2,618 1 0,106

DL : Degré de liberté.
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4 Discussion :

Parmi les différences observées du taux de vitamine D entre les études, certaines peuvent étre
expliquées par des variations des seuils adoptés. Il n'existe pas de seuils universellement
acceptés définissant les taux d’une carence ou d’une insuffisance en vitamine D (Karau et al.
2019). Toutefois la majorité des études retiennent un seuil < 20 ng/ml pour définir une carence

en vitamine D (Chakhtoura et al. 2018).

Dans cette étude, prés de 41% des patients diabétiques de type 2 (DT2) sont en
hypovitaminose D, avec un taux inférieur a 20ng/ml. 1’Algérie connu comme étant un pays
ensoleillé, cette insuffisance en vitamine D peut étre expliquée par de nombreux facteurs
notamment le mode de vie, le style vestimentaire, le temps d’exposition au soleil, I'apport
alimentaire, 1'age et le sexe (Zakaria ef al. 2021). Une métanalyse sur la vitamine D chez les
DT2, menée dans la région de MENA "Middle East and North Africa’ a mis en évidence une
prévalence alarmante de I’hypovitaminose D <20ng/ml dans plusieurs pays. Chez les adultes,
avec un seuil de vitamine D <20-25 ng/ml comme référence, la prévalence varie de 37 % a 96
% selon 1'age et le pays. A Bahrein, les adultes affichent les niveaux les plus faibles 13 ng/ml
(Chakhtoura et al. 2018). Par ailleurs, une étude marocaine a rapporté que 69% des
diabétiques de type 2 présentaient des niveaux de vitamine D inférieurs a 20ng/ml (Errouagui
et al. 2014). Alors qu’en Egypte, une étude a montré que 76.19% de diabétiques sans syndrome
métabolique étaient en hypovitaminose D <20ng/ml (Mackawy et al. 2014).

La relation entre I'hypovitaminose D et le DT2 suscite un intérét croissant, bien que les
mécanismes sous-jacents restent encore partiellement élucidés. Une revue récente met en
¢vidence le role clé de la vitamine D, révélant une corrélation négative avec le contrdle
glycémique ainsi qu'une association positive entre la carence et le développement du DT2(Lips
et al. 2017). La vitamine D améliore la sensibilité a I'insuline en augmentant I'expression de
GLUT-4 et en réduisant les cytokines pro-inflammatoires. En effet, le diabéte de type 2 est
associ¢ a un état inflammatoire chronique, qui joue un role clé dans ’apparition et la
progression de la résistance a DI’insuline (IR). L’inflammation chronique résulte d’une
activation excessive du systtme immunitaire inné, entralnant une production accrue de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I’IL-6. Ces médiateurs inflammatoires
altérent la signalisation de I’insuline en interférant avec les voies de I’'IRS-1 (Insulin Receptor
Substrate-1) et en favorisant un stress oxydatif au niveau des tissus métaboliques comme le

foie, les muscles et le tissu adipeux (Szymczak-Pajor et al. 2019).
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Plusieurs études ont démontré que des niveaux élevés de l'indice TyG étaient positivement
associés au risque de DT2, au risque cardiovasculaire et au syndrome métabolique (Zhang et
al. 2017; Pan et al. 2021). L’¢tude de Du et al (Du et al. 2014a) a montré que I’indice TyG est
fortement corrélé au HOMA-IR, suggérant ainsi que I’indice TyG pourrait €tre un marqueur
d’IR plus pertinent que d’autres indicateurs lipidiques traditionnels, tel que I’indice d’adiposité
viscérale. De plus, I’indice TyG ayant une meilleure sensibilit¢é que HOMA-IR, constitue une
alternative simple et accessible au test du clamp euglycémique hyperinsulinémique, considéré
comme le "gold standard" qui est une méthode complexe et coliteuse (Knowles et al. 2013;
Park et al. 2021). Dans notre étude, la vitamine D présente une corrélation négative avec les
variables de la glycémie, de ’'HbAlc et de I'indice TyG (tableau 6). Ces résultats suggérent un
role potentiel de la vitamine D dans la régulation des déséquilibres métaboliques, notamment
ceux associés a I’IR. De plus, I’analyse post-hoc de Tukey (tableau 5) a montré que le premier
quartile Q1 de I’indice TyG a été associ¢ au taux de vitamine D le plus élevé. Ces résultats
soutiennent 1’association entre la carence en vitamine D et I’indice TyG, comme cela a été déja

démontré dans différents travaux (Jia et al. 2022).

L'indice TyG est significativement plus élevé chez les femmes que chez les hommes
(9.43 £ 0.65 vs 9.12 £ 0.69 ; p = 0.027), suggérant une résistance a ’insuline plus marquée
chez les femmes. Ces résultats concordent avec ceux de 1’étude de Zhao et al. (Zhao et al.
2023), qui a également mis en évidence une IR plus prononcée chez les femmes que chez les
hommes. Cependant, une étude a noté cette relation existante uniquement chez les hommes
(Jia et al. 2022), remettant en question 'exclusivité de cette association chez les femmes. Les
facteurs hormonaux pourraient expliquer en partie cette différence, notamment 1l'impact des
cestrogenes sur la régulation de la sensibilité a l'insuline (Geer ef al. 2009). Un autre facteur
qui semble étre associé a I’indice TyG est I'IMC. Dans notre étude, les patients qui avaient un
IMC supérieur a la normale présentaient un taux d’indice TyG élevé (p=0.020). Cette
association s’explique notamment par 1’accumulation des acides gras libres circulants, qui
favorise la gluconéogenése hépatique et perturbe la signalisation de 1’insuline, contribuant ainsi
a Dlaltération du métabolisme glucidique et soulignant le rdéle clé de 'IMC dans le

développement de la résistance a 1’insuline (Hocking ez al. 2013).

L’hypovitaminose D, en altérant la fonction des cellules p pancréatiques, accroit le risque de
l'insulino-résistance et du syndrome métabolique (Chiu ez al. 2004). Le modele prédictif
(Tableau 4) suggere qu’un taux de vitamine D supérieur a 20 ng/mL était associé a une

probabilité plus faible d’avoir un indice TyG élevé indiquant ainsi un possible effet protecteur
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de la vitamine D contre I’'IR et son role potentiel dans la régulation des déséquilibres
métaboliques. Une étude observationnelle a grande échelle menée aux Etats-Unis a montré
qu’une augmentation modérée du taux de vitamine D est corrélée a une réduction significative
de I'IR et a des marqueurs inflammatoires (Pittas ez al. 2012), soulignant ainsi I’importance

de cette vitamine dans la gestion du diabete de type 2 et de la résistance a 1’insuline.

Toutefois, cet enthousiasme a été nuancé par certaines recherches qui indiquent qu’une
supplémentation a forte dose en vitamine D3 chez des patients diabétiques de type 2 présentant
une carence en vitamine D n’a pas entrainé d’amélioration notable de la sensibilité a I’insuline
ni a sa sécrétion (Al-Shoumer et al. 2015; Gulseth ef al. 2017). D'autre part, certaines études
ont suggéré que la supplémentation en vitamine D combinée a la L-cystéine pourrait étre plus
efficace que la vitamine D seule pour réduire le risque du stress oxydatif et 1’inflammation
associés au diabéte de type 2, obtenant ainsi de meilleurs résultats dans le traitement de la
résistance a I’insuline (Jain et al. 2021). Cette combinaison augmenterait les niveaux de
glutathion et l'expression des geénes liés au métabolisme de la vitamine D ce qui représenterait
une stratégie plus efficace contre 1’insulino-résistance et la carence en vitamine D (Contreras-

Bolivar et al. 2021).

5 Conclusion :

Notre étude met en évidence une corrélation négative entre la vitamine D et ’indice TyG
particulierement chez les femmes, avec un rdle protecteur potentiel de la vitamine D contre
I’insulino-résistance chez les diabétiques de type 2 dans notre population d’étude. Cette
observation souligne l'importance d'une évaluation et d'une prise en charge adéquate du statut
en vitamine D chez les patients atteints de diabéte de type 2, d’ou I’intérét de 1’utilisation de
I’indice TyG, moins coliteux dans les pays a moyen revenu, pour une prise en charge efficace.
Aussi, une supplémentation en vitamine D associée a la L-cystéine pourrait étre bénéfique chez

les patients diabétiques de type 2.
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Vitamin D plays a role in glucose metabolism and insulin regulation. This study aimed to assess the association between vi-
tamin D levels and the triglyceride-glucose (TyG) index, a surrogate marker of insulin resistance (IR), in Algerian adults with
type 2 diabetes mellitus (T2DM). In this cross-sectional study, 105 patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) were evalu-
ated. Clinical and biochemical data were collected, including fasting glucose, lipid profile, glycated hemoglobin (HbAlc), and
25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels. The TyG index was calculated. Associations were analyzed using Spearman correla-
tion and binary logistic regression. Patients with vitamin D deficiency exhibited significantly higher levels of fasting glucose
and glycated hemoglobin, with P values of 0.015 and 0.013, respectively. A negative correlation was observed between vita-
min D and the TyG index (r=—0.237; P=0.015). Vitamin D >20 ng/mL was associated with a lower risk of elevated TyG index
(OR=0.246; 95% CI: 0.080-0.752; P=0.014). Low vitamin D levels were significantly associated with higher TyG index values
in T2D patients, suggesting a potential link between vitamin D deficiency and IR in this population.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, vitamin D, index triglyceride—glucose, insulin resistance, Algeria

Introduction

Vitamin D, also known as the D-hormone, plays a
crucial role in calcium metabolism and affects several
physiological systems. Low vitamin D levels have been
associated with an increased risk of insulin resistance
(IR) in individuals with type 2 diabetes mellitus (T2DM)
and metabolic syndrome [1]. This hormone exerts its
biological effects by binding to the vitamin D receptor
(VDR), a nuclear receptor expressed in various tissues,
including pancreatic B-cells. Upon activation, VDR
regulates gene expression involved in glucose trans-
port and insulin secretion. This process is indirect-

ly regulated through the modulation of intracellular
calcium concentrations, which, in turn, affect the ex-
pression of voltage-gated calcium channels, thereby
facilitating the mobilization and exocytosis of insulin
vesicles [2, 3].

Insulin resistance is most commonly assessed using
the Homeostatic Model Assessment of Insulin Resist-
ance (HOMA-IR) index [4]. Astudy conducted in patients
with type 2diabetes mellitus reported an inverse associ-
ation between vitamin D deficiency and the HOMA-IR
values, suggesting a potential link between vitamin D
status and insulin sensitivity [5]. Most recently, the tri-
glyceride-glucose (TyG) index has emerged as a novel
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surrogate marker for evaluating IR in diabetic popula-
tions [6, 7]. Compared to the HOMA-IR index, the TyG
index has demonstrated a stronger ability to predict the
prevalence and incidence of T2DM [8]. Interestingly, a
high TyG index has also been identified as a potential
risk factor for VDD, particularly among men [9].

The association between the TyG index and vita-
min D has been studied in diverse populations, includ-
ing cohorts from China, India and Europe [10]. How-
ever, this relationship has yet to be studied in North
African populations, where ethnicity, dietary habits,
sun exposure, and cultural clothing practices may in-
fluence vitamin D status [11]. In Algeria, a large pro-
portion of adults have either developed the disease or
are at high risk, due in part to high rates of obesity and
sedentary lifestyles [12]. In this context, the present
study aimsto explore, for the first time, the association
between vitamin D levels and the TyG index in indi-
viduals with type 2 diabetes mellitus (T2DM) from the
Tlemcen region in northwest Algeria.

Material and methods

Study design and patients

This observational cross-sectional study includ-
ed 105 adult patients with confirmed type 2 diabetes
(T2DM), recruited between January and June 2024
from Dr. Tidjani Damerdji University Hospital in Tle-
mcen, Algeria. A healthcare provider made the diagno-
sis of T2DM according to the American Diabetes Asso-
ciation criteria [13].

Patients were excluded if they had major comor-
bidities, type 1 diabetes mellitus or other types of di-
abetes mellitus, pregnancy, malignant tumor, auto-
immune disease, a body mass index (BMI) >35 kg/m?,
or advanced diabetes-related complications. Ethical
approval was obtained from the scientific council of
the faculty and the university ethics and deontology
committee. The study was conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki, and all participants
provided written informed consent.

Sociodemographic and clinical data were obtained
from standardized questionnaires and medical re-
cords. These included age, sex, weight, height, medical
history, and current antidiabetic treatment history of
patients receiving oral agents (metformin), insulin or
a combination of insulin and metformin (mixed). How-
ever, detailed information on drug dosage, treatment
duration, and adherence was not available.
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BMI was subsequently calculated as weight (kg)
divided by the square of height (m?) and classified into
normal (BMI <25 kg/m?), overweight (25 kg/m? <BMI
<30 kg/m?), and obesity (30 kg/m? <BMI <35 kg/m?)
categories.

Blood Samples

Fasting blood samples were drawn in the morning
after 12 12-hour overnight fast. Serum separation was
performed within 30 minutes of collection to minimize
glycolysis, although the tubes used did not contain gly-
colysis inhibitors. The serum collected in plain tubes
was used to measure fasting blood glucose (FBG), urea,
creatinine, cholesterol, High-Density Lipoproteins
Cholesterol (HDL-C), Low-Density Lipoproteins Cho-
lesterol (LDL-C), and triglycerides (TG) using standard
enzymatic assays (Roche Cobas 6000 c 501, Mannheim,
Germany).

Vitamin D levels were measured in plasma obtained
from heparinized blood, which wasthen centrifuged at
3000 rpm for 5 to 10 minutes. A radioimmunoassay us-
ing monoclonal antibodies specific to 25(0H)D2/D3 was
performed (Wizard 2480 Gamma Counter). VDD was
defined as plasma 25(0H)D <20 ng/mL, while values
220 ng/mL were considered non-deficient [14]. HbAle
was measured in whole blood collected in EDTA tubes
using the Tosoh HLC-723GX automated glycohemoglo-
bin analyzer.

The TyG index was calculated using the following
formula [7]:

TyG indice = In [ fasting TG (mg/dL) x FBG(mg/dL)/2]

TG - Triglyceride; FBG- fasting Blood Glucose.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS soft-
ware (Statistical Package for the Social Sciences) ver-
sion 26 (IBM Corporation, USA) and GraphPad Prism
8 (CA, USA). For continuous variables, normality of
the data was assessed using the Kolmogorov-Smirnowv
test. Data following a normal distribution were ex-
pressed as meanzStandard Deviation (SD) (X+o), and
non-normally distributed data were presented as me-
dian (Q1-Q3). Categorical variables were expressed as
percentages. Student’s t-test or the Mann-Whitney U
test was used for comparing two continuous variables,
andthe chi-square test was applied for categorical data.

As there is no universally accepted threshold for
the TyG index to define IR [15], the TyG index values

© 2025 The Authors
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were categorized into quartiles. Q1 was defined as the
reference category. Analysis of variance (ANOVA) was
used to compare mean vitamin D levels across TyG
quartiles, followed by Tukey’s post hoc test for pair-
wise comparisons. Correlations between wvariables
were assessed using Spearman’s rank correlation for
non-normally distributed data, and Pearson’s corre-
lation for normally distributed variables. To identify
independent predictors of a high TyG index, binary
logistic regression analysis was performed. The TyG
index was dichotomized into two groups: <Ql (refer-
ence group) and =Ql. Variables with a p-value <0.2 in
univariate analysis were included in the multivariate
model [15]. Results were presented as odds ratios (OR)

Rom J Diabetes Nutr Metab Dis. 2025; volume 32, issue 3

with 95% confidence intervals (CI). Model adequacy
was assessed using a goodness-of-fit test.

A p-value<0.05 was considered statistically sig-
nificant. Significance levels were reported as follows:
* - P<0.05; **-P<0.01; *** - P<0.001.

Results

Sociodemographic
and clinical characteristics

The study included 105 patients with type 2 diabe-
tes mellitus (T2DM) from northwest Algeria. The mean

Table 1: Anthropometric, clinical and biochemical characteristics of the study population based on vitamin D levels.

Variables All (n=105) No VDD (n=62) VDD (n=43) P-value
Age (years)= 58.50+14.25 60.35+15.23 55.81+12.39 0.096
Gender female, n (%) 71(67.61) 42 (67.7) 29 (67.4) 0.974
BMI (kg/m?)* 25.26+4.44 25.47+4.30 24.95+4 .66 0.561
BMI groups n (%)

Normal 51 (48.60) 30 (48.40) 21 (48.80)

Overweight 38 (36.20) 22 (35.50) 16 (37.20) 0.856

Obesity 16 (15.20) 10 (16.10) 6(14)
Treatment n (%)

Metformin 52 (49.5) 31(50) 21 (48.8)

Insulin 17 (16.2) 10 (16.1) 7(16.3) 0.993

Mixed 36 (34.3) 21 (33.9) 15 (34.9)
VitD (ng/mL)"» 23.24 (12.15-34.70) 32.07 (25.87-39.57) 10.90 (8.43-15.40) 0.0001
FBG (g/L)® 1.48 (1.07-2.43) 1.37 (1.04-1.90) 1.89 (1.16-2.78) 0.015
HbAlc (%)® 6.60 (6.02-7.28) 6.30 (5.97-7.02) 6.9 (6.3-7.5) 0.013
Hypertension, n (%) 30 (28.6) 14 (22.6) 16 (37.2) 0.103
Index TyG* 9.22+0.70 9.14+0.69 9.34+0.69 0.149
Cholesterol (g/L)*® 1.86 (1.65-2.13) 1.88+0.43 1.98+0.50 0.284
TG (g/L)*® 1.23 (0.93-1.76) 1.26 (0.95-1.75) 1.26 (0.95-1.75) 0.779
HDL-C (g/L)® 0.52 (0.40-0.70) 052 (0.43-0.80) 0.49(0.35-0.61) 0.131
LDL-C (g/L)" 0.82 (0.50-1.07) 0.89 (0.48-1.09) 0.73 (0.50-1.02) 0.388
Urea (g/L)® 0.30(0.22-0.37) 0.28 (0.22-0.36) 0.31(0.22-0.39) 0.836
Creatinine (mg/L)* 8.70+2.49 8.79+2.51 8.64+2.49 0.689

Note: VDD - hypovitaminosis D; VitD — vitamin D; FBG - fasting blood glucose. * — Values following a normal dis-
tribution were expressed as mean+standard deviation; * — The non-parametric values were expressed as median
(Q1-Q3). Comparisons of quantitative variables between the VitD<20 ng/ml and =20 ng/ml groups were analysed
using the Student (t) testor the Mann-Whitney test for a non-normal distribution. Qualitative variables were ana-

lyzed using the Chi-square test.
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Table 2: Distribution of vitamin D levels according to TyG Index quartiles.

Index TyG quartile
Vit D (ng/mlL)

Ql (£8.74)

31.52+12.80 21.70+12.40

between vitamin D and otherlipid parameters (HDL-C,
LDL-C, and TG).

Gender-stratified correlation
between vitamin D and TYG index

Among female participants, vitamin D levels were
significantly and inversely correlated with the TyG
index (r=-0.281; P=0.013). No significant association
was observed in male participants (r=-0.147; P=0.408)
(Figure 2).

Q2 [8.75-9.26]

Q3 [9.27-9.72]
21.67+10.46

P-value

Q4 (29.73)

22.74+12.38 0.007

Multivariate analysis

Table 4 presents theresultsof thebinary logistic re-
gression, using Q1 (the lowest TyG quartile) as the ref-
erence category. The unadjusted results showed that
patients with vitamin D levels <20 ng/mL had a higher
risk of having a TyG index =Q]1, with an OR=3.159; 95%
CI (1.150 - 8.675; P=0.026). This association remained
significant after adjusting for potential confounders,
including gender, cholesterol, creatinine, and BMI,
with an OR of 4.065 (952 C1I, 1.329 -12.520; P=0.014).

Table 3: Correlation matrix between clinical and biochemical variables.

Variables Age Cholesterol HDL-C

P
Age

P

13 -0.147
Cholesterol

0.139

13 -0.150 -0.050
HDL-C

P 0.137 0.624

3 -0.137 0.319** -0.107
LDL-C

P 0.177 0.001 0.290

© 0.147 0.312** -0.044
TG

P 0.135 0.001 0.664

3 0.013 0.261** -0.225
FBG

2 0.893 0.008 0.024*

0.145 0.069 -0.110

HbalC

P 0.139 0.493 0.277

0 0.095 0.369*** -0.181
TyG index

P 0.335 <0.001 0.071

T 0.109 -0.134 0.176
VitD

P 0.267 0.180 0.080

3 -0.056 0.127 -0.143
BMI

P 0.569 0.203 0.156

LDL-C TG FBG  HbalC i:ifx Vit D
0.022

0.829

0.073 0.147

0.473 0.133

-0.107 0157  0.494%**

0.293 0.111  <0.001

0.065 0.730*** 0.747*** 0.422***

0.523  <0.001 <0.001 <0.001

.0.017 -0.052  -0.327 -0.260** -0.237*

0.865  0.595 0.001** 0.007  0.015
0.280** 0.195*  0.166  0.019 0.255** -0.104
0.005  0.047 0.091  0.848  0.009 0.293

Note: The Spearman correlation test was used to assess the relationship between Vit D and HbAlc, glycemia, TG,
LDL-C, HDL-C, and cholesterol. The Pearson correlation test was applied to examine the relationship between the

TyG index and age and BMI. (* - P<0.05; ** — P<0.01; *** -

© 2025 The Authors
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Figure 2: Correlation between vitamin D and TyG index in men (a) using Pearson correlation and in women (b)

using Spearman correlation.

Table 5 supports the adequacy of the logistic re-
gression model. The goodness-of-fit was confirmed by
multiple tests, including Pearson’s chi-square, the sum
of squared residuals, the Hosmer-Lemeshow test, and
both of Brown's methods (general and symmetric al-
ternatives), all of which yielded non-significant results
(P>0.05).

Discussion

The variability in reported vitamin D levels across
studies may partly be attributed to differences in
threshold definitions, as there is currently no univer-
sally accepted cut-off for vitamin D deficiency or insuf-

ficiency [16]. Most studies, however, adopt a threshold
of <20 ng/mL to define vitamin D deficiency [17]. In our
study, 41% of patients with T2DM had vitamin D levels
below 20 ng/ml. This finding is particularly striking,
given that Algeria is a sun-rich country, suggesting that
other contributing factors, such as limited sun expo-
sure, clothing style, dietary habits, age, and gender, may
significantly influence vitamin D status [18]. A recent
meta-analysis conducted in the MENA (Middle East and
North Africa) region reported an alarming prevalence
of hypovitaminosis D (<20-25 ng/mL) among T2DM pa-
tients, ranging from 37% to 96% across countries. For
instance, in Bahrain, adults had the lowest mean vita-
min D level of only 13 ng/mL, while in Morocco, 69% pa-
tients had vitamin D levels below 20 ng/mL. Similarly,

Table 4: Binary logistic regression models: factors associated with a low TyG Index (<Q1).

Predictive Unadjusted Adjusted model
Variable OR (95% IC) P-value OR (95% IC) P-value
) <20 ng/mL 3.159 (1.150-8.675) 0.026 4.065 (1.329-12.520) 0.014
Vitamin D
220 ng/mL Reference Reference
Female - - 3.825 (1.048-13.958) 0.042
Gender
Male - - Reference
Cholesterol - - 3.023 (0.863-10.591) 0.084
Creatinine - - 0.741 (0.574-0.958) 0.022
BMI - - 1.158 (1.012-1.325) 0.033

Note: Adjusted model: adjustment for VitD (< and =20 ng/ml), gender, cholesterol, creatinine, and BMI.
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Table 5: Adjustment adequacy tests.

Methode k-squire
Pearson 116.340
Sum of the difference squares 98.059
Hosmer-Lemeshow 5.520
Brown:

General alternative 3.240
Symmetrical alternative 2.618

Note: DF - degree of freedom.

a study in Egypt demonstrated that 76.2% of diabetic
patients without metabolic syndrome were vitamin D
deficient (<20 ng/mL) [17].

The association between VDD and T2DM has re-
ceived growing attention in recent years, although
the underlying mechanisms remain incompletely un-
derstood. A recent systematic review highlighted an
inverse correlation between vitamin D levels and gly-
cemic control, as well as a positive association between
VDD and the pathogenesis of T2DM [19]. This may be
explained by the vitamin D’s effect on improving in-
sulin sensitivity, which involves enhancing GLUT-4
expression and reducing the production of pro-inflam-
matory cytokines. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is
characterized by a chronic inflammatory state, which
plays a crucial role in the onset and progression of in-
sulin resistance (IR). This low-grade inflammation is
driven by the overactivation of the innate immune sys-
tem, resulting in an increased production of cytokines,
such as TNF-a and IL-6. These mediators disrupt insu-
lin signaling by interfering with insulin receptor sub-
strate-1 (IRS-1) pathways and inducing oxidative stress
in key metabolic tissues, including the liver, skeletal
muscle, and adipose tissue [20].

Several studies have demonstrated that elevat-
ed TyG index levels are positively associated with the
risk of type 2 diabetes mellitus (T2DM), cardiovascu-
lar disease, and metabolic syndrome [21, 22]. Du et al.
reported a strong correlation between the TyG index
and HOMA-IR, suggesting that the TyG index may
serve as a more relevant marker of IR than traditional
lipid-based indices such as the visceral adiposity index
[23]. Furthermore, due to its superior sensitivity com-
pared to HOMA-IR, the TyG index offers a simple and
accessible alternative in developing countries com-
pared to the euglycemic-hyperinsulinemic clamp test,
which remains the “gold standard” but is both com-
plex and costly [8, 24]. In our study, vitamin D levels

© 2025 The Authors
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DF P-value
99 0.112
99 0.508
8 0.701
2 0.198
0.106

were negatively correlated with FBG, HbAle, and the
TyG index. These findings suggest a potential role for
vitamin D in modulating metabolic imbalances, par-
ticularly those related to IR. Additionally, post-hoc
Tukey analysis revealed that the first quartile of the
TyG index was associated with the highest vitamin D
concentrations. These results reinforce the association
between VDD and the TyG index, consistent with pre-
vious studies [9].

Interestingly, we observed that the TyG index was
significantly higher in women compared to men, sug-
gesting a possible sex related difference in IR. This
finding aligns with previous work by Zhao et al., who
demonstrated more pronounced insulin resistance in
women [25]. However, another study found the oppo-
site pattern, with the association observed only in men
[9]. This discrepancy could be partially explained by
hormonaldifferences, particularly therole of estrogens
such as estradiol (E2), which enhances insulin sensitiv-
ity by increasing glucose uptake in muscle via GLUT-4
and suppressing hepatic gluconeogenesis [26-28].

Another important factor associated with the TyG
index in our study was BMI. Patients with a BMI above
normal levels had significantly higher TyG index val-
ues (P=0.020). This may reflect the effect of increased
circulating free fatty acids in individuals with excess
adiposity, which promote hepatic gluconeogenesis and
interfere with insulin signaling, ultimately contribut-
ing to impaired glucose metabolism [29].

VDD is also known to impair pancreatic B-cell
function, thereby enhancing the risk of IR and met-
abolic syndrome [1]. Our findings (Table 4) support
this hypothesis, as vitamin D levels <20 ng/mL were
associated with significantly higher TyG index levels
(OR=3.159; 95% CI (1.150 - 8.675; P=0.026). This sug-
gests that vitamin D sufficiency may play a protective
roleagainst IR, as reflected by index TyG values. At the
same time, several large-scale observational studies in
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the U.S. have shown that even modest increases in vi-
tamin D levels are correlated with improvements in IR
and inflammatory markers [30]. Interventional stud-
ies have yielded mixed results. For example, high-dose
vitamin D3 supplementation did not significantly im-
prove insulin sensitivity or secretion in T2DM patients
with baseline VDD [31, 32]. However, emerging evi-
dence suggests that combining vitamin D supplemen-
tation with L-cysteine may offer better outcomes. This
combination may enhance glutathione production and
modulate genes involved in vitamin D metabolism, po-
tentially improving IR more effectively than vitamin D
alone[33].

One important limitation of our study is the ab-
sence of detailed data on antidiabetic therapies. Al-
though most patients received oral agents such as met-
formin, sulfonylureas, or DPP-4 inhibitors, we did not
assess dosage, duration, or adherence. These factors
may influence glucose and lipid parameters, poten-
tially confounding the observed associations between
vitamin D and the TyG index. Additionally, a small
proportion of patients were treated with insulin, ei-
ther alone or in combination with oral agents. Future
studies should consider stratified analyses or exclusion
criteria to address this issue more robustly.

Conclusion

This cross-sectional study demonstrates a signifi-
cant inverse association between vitamin D levels and
insulin resistance, as measured by the TyG index, in
Algerian adults with type 2 diabetes mellitus. These
resultsreinforce the potential value of integrating vita-
min D status assessment and the TyG index calculation
into clinical practice for the metabolic management of
type 2 diabetes mellitus (T2DM). Addressing hypovita-
minosis D may represent a complementary, modifiable
factor in the broader strategy to reduce the burden of
insulin resistance and its associated complications.

Further research isneeded to evaluate whether vi-
tamin D supplementation, in combination with other
agents, could offer clinical benefits in improving in-
sulin sensitivity and overall metabolic control in this
population.
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CHAPITRE 111 :
Variabilité génétique du récepteur de
la vitamine D et susceptibilité au
cancer du sein : role des
polymorphismes FokI et Bsml



1 Introduction :

Le cancer du sein, est le cancer le plus fréquent au monde et chez la femme en Algérie (OMS,
2022). Son étiologie multifactorielle met en jeu des éléments hormonaux tels qu’une ménarchie
précoce, la ménopause tardive, I’obésité et des facteurs génétiques. Parmi ces derniers, les
mutations des génes BRCA1 et BRCA2 sont reconnues pour accroitre significativement la
prédisposition individuelle au cancer du sein (Sancho-Garnier et al. 2019; Zanti et al. 2023;

Mehrgou et al. 2016).

Plusieurs études ont démontré les effets déléteres de 1’hypovitaminose D sur la susceptibilité
au cancer, notamment une association entre le faible taux sérique de la 25(OH)Ds et
I’augmentation du risque du cancer du sein (Bilinski et al. 2013). De plus, une méta-analyse
récente a mis en évidence une relation protectrice entre des concentrations élevées de
25(OH)Ds et la réduction du risque au cancer du sein chez les femmes en préménopause
(Estebanez et al. 2018). Ce risque a été observé chez les femmes afro-américaines lorsque le
taux de la 25(OH)Ds est inférieur a 20 ng/mL (Wu et al. 2017). Une étude a montré que les
femmes présentant une concentration de 25(OH)D > 60 ng/ml présentaient un risque
significativement plus faible de cancer du sein (~ 80 %) que celles présentant une concentration
< 20 ng/ml. Le risque de cancer du sein diminuait avec 1'augmentation de la concentration de

25(OH)D suggérant un effet protecteur (McDonnell ef al. 2018).

Par ailleurs, des variations génétiques du geéne du récepteur de la vitamine D (VDR) ont été
associées a la susceptibilité au cancer du sein, suggérant un role conjoint du statut de la
vitamine D et du profil génétique dans la carcinogenése mammaire (Rai ef al. 2017; Gandini
et al. 2014; Vaughan-Shaw et al. 2017). La forme active de la vitamine D [1,25(OH):Ds]
exerce ses effets par ’intermédiaire du VDR exprimé dans la plupart des tissus humains y
compris le tissu mammaire (Townsend et al. 2005; Nezbedova et al. 2004). Une étude portant
sur les cellules cancéreuses mammaires a rapporté qu’une forte expression du VDR était
associée a un meilleur pronostic clinique, suggérant un effet protecteur du VDR dans la
carcinogénese mammaire (Kato 2000). En effet, 1’activation du VDR induit un effet
antiprolifératif et pro-apoptotique, en provoquant un arrét du cycle des mécanismes similaires

a ceux des protéines de la famille p53 (Colston 2008; Lin et al. 2004).

Sur le plan génétique, le géne VDR est localisé sur le chromosome 12q12—q14, constitué de 11
exons et 11 introns (Mandelcorn-Monson ef al. 2011; Hou ez al. 2015). Les principaux

polymorphismes (SNP) étudiés dans le cancer du sein ont concerné les variants rs1544410
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(T > C, Bsml) et 152228570 (T > C, Fokl) (Raimondi ef al. 2009). Le polymorphisme Bsml
localis¢ sur ’intron 8 correspond a une séquence non codante et non traduite, bien qu’il
n’affecte pas directement la structure de la protéine. Il pourrait exercer un effet régulateur
indirect sur 1’expression du géne, notamment en influencant la stabilité ou la traduction de
I’ARN messager a travers son déséquilibre de liaison avec la région 3’ non traduite (3'UTR).
Pour le SNP Fokl localis¢ sur 1’exon 2 a proximité de la région promotrice 5’ est le site
d’initiation de la traduction. Une mutation par substitution de la cytosine (C) par la thymine
(T) donne une protéine plus longue de trois acides aminés supplémentaires a 1’extrémité
N-terminale. Cette variation structurale influence la capacité de liaison du VDR a des éléments
de réponse a la vitamine D (VDRE) en réduisant son activité transcriptionnelle. En
conséquence, le variant f est associ¢é a une réponse cellulaire diminuée a la 1,25-
dihydroxyvitamine Ds, pouvant altérer la régulation des génes impliqués dans la prolifération,
la différenciation et I’apoptose cellulaire (Mandelcorn-Monson et al. 2011; Hou ef al. 2015;

Uitterlinden ez al. 2004; Guy et al. 2004).

Compte tenu du role potentiel des polymorphismes du gene VDR dans la survenue du cancer
du sein, la présente étude vise a analyser la distribution des variants Fokl et Bsml chez des

femmes algériennes atteintes de cancer du sein, comparées a celles d’un groupe témoin sain.
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2  Matériel et méthode :

2.1 Population d’étude :

Cette étude cas-témoin a porté sur 54 femmes atteintes d’un cancer du sein et 56 femmes
témoins sains de la région de la wilaya de Tlemcen (Algérie). Les participantes ont été recrutées
au Centre Hospitalo-Universitaire de Tlemcen entre janvier et avril 2024. L’age moyen des
participantes ¢était de 49,26 + 14,10 ans. Toutes les participantes ont fourni un consentement

éclairé écrit avant leur inclusion dans 1’étude.

Le groupe des cas comprenait des patientes présentant un cancer du sein aux stades [ a IV soit
dans le cadre du suivi évolutif de leur maladie ou récemment diagnostiquées. Le recrutement
concernait les malades en cure de chimiothérapie ou en traitement néoadjuvant. Le groupe
témoin était constitué¢ de femmes recrutées dans des structures de santé publique lors d’un bilan

médical de routine sans aucun antécédent personnel de cancer.

Les criteres d’exclusion concernant les deux groupes, comprenaient la prise de
supplémentation en vitamine D, une grossesse en cours, I’allaitement, ainsi qu’un indice de
masse corporelle (IMC) > 35 kg/m?. Les échantillons biologiques pour lesquels I’extraction de

I’ADN n’a pas pu étre effectuée ont été exclus de 1’étude.

Le protocole de 1’étude a été approuvé par le Conseil scientifique de la Faculté et par le comité
d’éthique et de déontologie de I’Université de Tlemcen, conformément aux principes énoncés

dans la Déclaration d’Helsinki.

2.2 Collecte des données :

Les échantillons sanguins ont été prélevés chez I’ensemble des participantes. Les tubes
contenant de ’EDTA ont été utilisés pour 1’analyse génétique, tandis que les tubes héparinés
ont servi au dosage de la vitamine D. Le plasma a été séparé par centrifugation a 3000 tr/min
pendant 5 & 10 minutes. Les concentrations plasmatiques de la vitamine D ont été quantifiées
par radio-immunologique utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques de la 25(OH)D./Ds
(Wizard 2480 Gamma Counter). Une hypovitaminose D (VDD) a été définie par une
concentration de 25(OH)D < 20 ng/mL, tandis que les valeurs > 20 ng/mL étaient considérées

comme non déficientes (Holick ef al. 2011).

L’indice de masse corporelle (IMC) a été classé€ en trois catégories : normal (< 25 kg/m?),

surpoids (25 < IMC < 30 kg/m?) et obésité modérée (30 < IMC < 35 kg/m?).
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Les données sociodémographiques et cliniques ont été recueillies a 1’aide d’un questionnaire
standardisé, comprenant 1’age, I'IMC, le statut ménopausique, la situation matrimoniale, les
antécédents gynécologiques et les antécédents familiaux de cancer. Les données relatives au
cancer du sein concernant le type, le stade et le traitement ont été collectées a partir des dossiers

médicaux des patientes.

2.3 Extraction d’ADN :

L’ADN génomique a été extrait a I’aide du kit FlexiGene® DNA (QIAGEN), conformément
au protocole du fabricant. La concentration et la pureté de I’ADN ont été évaluées a 1’aide d’un
spectrophotométre NanoDrop, aux longueurs d’onde de 260 et 280 nm. Les échantillons
présentant un rapport A260/A280 entre 1,7 a 2 ont été retenus pour les analyses ultérieures.

L’ADN extrait a été conservé a —20 °C jusqu’a son utilisation.

Les amorces pour la Polymerase Chain Reaction (PCR) ont été congues a 1’aide du logiciel

Primer3 (https://primer3.ut.ee/) et validées in silico par amplification virtuelle a 1’aide de 1’outil

UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). Les amorces utilisées pour

I’amplification PCR sont présentées dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Séquence des amorces et caractéristiques d’amplification PCR-RFLP

. Longueur du produit Fragments apres
SNP Séquence PCR (pb) digestion (pb))
Fok1 For CTGGCACTGACTCTGGCTCT 204 62 ot 142
Fokl Rev GGGCTCACCTGAAGAAGCCT
Bsml For CCTCACTGCCCTTAGCTCTG 290 104 ot 186
Bsml Rev TCTCACCTCTAACCAGCGGA

Abréviations : For : Forward (amorce sens), Rev : Reverse (amorce antisens), bp : base pairs (paires de bases),

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorphisme de longueur des fragments de restriction).

La réaction de la PCR a été réalisée dans un volume final de 25 pL, contenant 2 pL. d’ADN
génomique. L’amplification a été effectuée selon les conditions thermiques suivantes : une
dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles comprenant une
dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes, une hybridation pour le polymorphisme Bsml/FokI
a 57° C /60 °C pendant 30 secondes et une élongation a 72 °C pendant 30 secondes. Une étape

d’¢longation finale a ensuite été réalisée a 72 °C pendant 5 minutes.

Les produits d’amplification PCR ont été purifiés a I’aide du kit QIAquick® PCR Purification
(QIAGEN), afin d’éliminer les sels résiduels et les protéines avant la digestion enzymatique.

L’intégrité de I’ADN a été vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose.
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2.4  Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) :

Les produits d’amplification de la PCR ont ¢été¢ digérés en utilisant le kit d’enzymes de
restriction Fokl et Bsml (New England Biolabs®), conformément au protocole du fabricant.
La présence ou I’absence des sites de restriction a été vérifiée par électrophorese sur gel
d’agarose a 2 %, puis les fragments ont été visualisés sous lumiere UV aprés coloration au
bromure d’éthidium. Chaque réaction de digestion a été réalisée deux fois afin d’assurer la

reproductibilité des résultats. (Figure 8)

Bsm1l

500 pb —
300 pb —
200 pb —
100 pb —

Fokl
500 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figure 8 : Profils de digestion PCR-RFLP des polymorphismes BsmlI et FokI.
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2.5 Analyse statistique :

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel SPSS version 26 (IBM Corporation, USA).
Pour les variables continues, la normalité de la distribution a été évaluée a 1’aide du test de
Kolmogorov—Smirnov. Les données suivant une distribution normale ont été exprimées sous
forme de moyenne + écart-type (X + o), tandis que les données non paramétriques ont été

présentées sous forme de médiane (Q1-Q3).

Les comparaisons entre deux groupes ont été effectuées a 1’aide du test de Student (t) pour les
données normales ou du test de Mann—Whitney pour les données non paramétriques. Les
variables qualitatives ont ét¢ comparées par le test du khi carré (y?) et exprimées en effectifs et
pourcentages. Le test du khi carré d’adéquation a également été utilisé pour vérifier I’équilibre
de Hardy—Weinberg (HWE) et d’évaluer la distribution des génotypes et des fréquences

alléliques.

Une régression logistique binaire a été réalisée afin d’examiner l’association entre les
polymorphismes Fokl/Bsml et le risque du cancer du sein. Les résultats ont été exprimés sous
forme d’Odds ratios (OR) accompagnés de leur intervalle de confiance (IC) a 95 %. Une valeur

de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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4 Discussion :
Bien que la vitamine D exerce un role protecteur, son efficacité¢ dépend de la fonctionnalité de
son récepteur (Huet et al. 2015). Malgré des décennies de recherche, les mécanismes sous-

jacents au développement du cancer du sein restent encore partiellement élucidés.

Dans notre cohorte, une insuffisance en vitamine D a été constatée chez environ 75 % des
participantes. Cette prévalence est largement observée dans diverses populations notamment
dans les pays ensoleillés (Feldman ef al. 2014). Cependant, aucune association significative
n’a été observée entre le taux de la vitamine D et le risque de cancer du sein chez nos patientes.
Ces résultats concordent avec les données de littérature (Gandini ez al. 2011; Chen et al. 2010;
Bertrand et al. 2015). Un faible taux de vitamine D a été associé a une diminution de
I’expression du gene p21, ce qui entraine une réduction de I’efficacit¢ de ce mécanisme
anticancéreux (Ellis e al. 1997). La vitamine D intervient également dans la régulation des
cellules souches cancéreuses (CSC) en inhibant la voie de signalisation Notch, entrainant une
diminution de leur nombre (So ef al. 2015). Cet effet protecteur a été rapporté dans plusieurs
¢tudes (Abbas ef al. 2009; Wang et al. 2013), dont une supplémentation en vitamine D
renforce 1’efficacité protectrice et thérapeutique (Light ef al. 1997; Hershberger et al. 2001).

11 a été par ailleurs noté dans notre étude une association entre I’obésité et le cancer du sein. Ce
lien peut étre expliqué par plusieurs mécanismes biologiques. En effet, I’exces de tissu adipeux
entraine une augmentation de la production d’cestrogénes. L’ hypercestrogénie stimule les
récepteurs hormonaux exprimés par les cellules mammaires, favorisant leur prolifération en
augmentant le risque de transformation maligne (Woodall et al. 2020). Par ailleurs, la leptine
connue par ces effets pro-inflammatoires et anti-apoptotiques, la surexpression de cette
hormone a ¢été observée chez les personnes obeses entrainant un déséquilibre qui favorise

I’angiogenese et la croissance tumorale mammaire (Park et al. 2011).

Le récepteur de la vitamine D (VDR) suscite un intérét croissant dans 1’étude de la
carcinogenese mammaire. Le complexe VDR-RXR se lie aux éléments de réponse a la
vitamine D (VDRE) présents dans les régions promotrices, modulant ainsi I’expression de
genes cibles clés impliqués dans la régulation tumorale, tels que BRCAI1, p21 et p53
(Campbell ez al. 2000; Saramaki et al. 2009; Maruyama et al. 2006; Bikle 2011). Des études
récentes suggeérent que le VDR peut également exercer une activité transcriptionnelle
indépendante de son ligand, contribuant ainsi a la régulation des génes cibles (Prufer et al.

2000; Huet et al. 2015; Pike et al. 2016; Sanchez-Martinez et al. 2008).
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De plus, Y Zheng et al (2017) a démontré que le VDR non li¢ a son ligand posséde des fonctions
intrinséques qui contrdlent la croissance des cellules cancéreuses de manicre indépendante du
ligand, via une interférence avec la voie de signalisation Wnt/B-caténine (Y. et al. 2017). Une
altération de cette voie de signalisation est associée a des phénotypes plus agressifs
(Khramtsov ez al. 2010; Geyer et al. 2011). Ces observations suggerent que méme en situation
d’hypovitaminose D, le VDR conserve une fonction régulatrice protectrice, ce qui pourrait
expliquer qu’un simple statut plasmatique en vitamine D ne refléte pas le risque tumoral. En
effet, une étude expérimentale récente menée sur des lignées cellulaires mammaires a mis en
¢vidence une réponse antitumorale plus marquée dans les cellules exprimant un VDR normal,
comparativement a celles ou I’expression du VDR a été inhibée. Ce qui peut constituer que le
VDR est un biomarqueur de pronostic plus pertinent que le taux sérique de la vitamine D (Xu

et al. 2020).

Dans notre étude, I’analyse de régression logistique binaire pour les polymorphismes Fokl
1s2228570 et Bsml rs1544410 du géne VDR a révélé que les femmes porteuses d’au moins un
allele mineur b ou f présentaient un risque accru de cancer du sein (tableau 14). Ces
observations rejoignent plusieurs études similaires faites sur différentes populations
notamment au Moyen-Orient, en Amérique, au Canada et en Europe (Gnagnarella ez al. 2020;
Kazemi et al. 2022; Chen et al. 2005; Sinotte et al. 2008; Aristarco et al. 2021). Les ¢tudes
menées chez des femmes iraniennes et égyptiennes ont constaté également une augmentation
significative du risque du cancer du sein chez les femmes porteuses du génotype Bb ou bb du
polymorphisme Bsml, tandis qu’aucune association n’a été observée pour le polymorphisme
FokI (Shahbazi et al. 2013; Elzehery et al. 2017). Par ailleurs, certaines études n’ont pas
trouvé de lien significatif pour les deux polymorphismes (McCullough ez al. 2007; Patel et al.
2023).

Cependant, les données publiées a ce jour restent incohérentes et parfois contradictoires. Cette
diversité pourrait s’expliquer par les différences ethniques (Colombini ef al. 2016; Yin et al.
2017; McCullough et al. 2007). Par ailleurs, une méta-analyse regroupant 39 études a montré
que le génotype FokI ff est étroitement associé au risque du cancer du sein, tandis qu'aucune

association significative n'a été¢ identifiée pour les polymorphismes Bsml (Zhang et al. 2014).

Le mécanisme exact par lequel le polymorphisme mutant FoklI est associé¢ au risque du cancer
du sein n'est pas encore connu. La mutation FokI affecte a la fois la structure et la fonction du

VDR. L'all¢le sauvage “C” produit une protéine VDR de 424 acides aminés, tandis que 'all¢le
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muté “T” traduit une protéine plus longue de 427 acides aminés (Jurutka ez al. 2001). Cette
mutation peut entraver l'activation de divers facteurs de transcriptions cruciaux a la réponse
anti-tumorale (Jurutka ef al. 2000; Aslani ef al. 2011). Pour le polymorphisme Bsml, bien
que localisé dans la région intronique, pourrait influencer la stabilit¢ de I’ARNm ou induire un
déséquilibre de liaison dans la région 3°’UTR du géne VDR, ce qui peut affecter la régulation

de la transcription et de la traduction du VDR (Whitfield ez al. 2001; Hou et al. 2002).

5 Conclusion :

Notre étude a noté une association entre les polymorphismes FokI et BsmlI du géne du récepteur
de la vitamine D et le risque de cancer du sein chez les femmes de la région de Tlemcen
(Algérie). En revanche, aucune corrélation significative n’a été observée entre les

concentrations plasmatiques de la vitamine D et le cancer du sein.
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Discussion générale

Les trois chapitres de cette thése s’inscrivent dans une problématique centrée sur la
vitamine D chez les adultes de la wilaya de Tlemcen. Le premier chapitre établit la prévalence
de I’hypovitaminose D et les principaux facteurs qui la déterminent au sein d’une population
en bonne santé¢. Le deuxieéme chapitre explore la relation entre le statut en vitamine D et
I’insulinorésistance chez les patients atteints de diabéte de type 2, évaluée a I’aide de 1’indice
triglycéride-glucose (TyG) et le troisieme chapitre s’intéresse a l’association entre les
polymorphismes du gene du récepteur de la vitamine D (VDR) et le risque li¢ au cancer du

sein.

Le premier chapitre a mis en évidence une prévalence élevée de I’hypovitaminose D, atteignant
66,1 % (250HD < 20 ng/mL), au sein d’une population adulte saine de la wilaya de Tlemcen,
avec une concentration médiane de 15,65 ng/mL. Ces résultats corroborent avec les données
d’une méta-analyse africaine, selon laquelle prés d’un adulte africain sur cinq présente une
carence sévere en vitamine D (250HD < 12 ng/mL) dont les pays d’Afrique du Nord figurent
parmi les plus touchés malgré un ensoleillement favorable (Machuron et al. 2025). De plus,
une revue de la région du Moyen-Orient et d’Afrique du Nord (MENA) incluant 129 études,
note une carence massive en vitamine D. Cette carence s’explique principalement par une
faible exposition solaire, par des pratiques vestimentaires restrictives et par 1’absence de

supplémentation affectant surtout les femmes et les populations urbaines. (Mogire ef al. 2020).

L'analyse bivariée a révélé que les femmes ont 4,2 fois plus de risque d’étre en hypovitaminose
D comparée aux hommes (IC95 % : 2,1-8,4) (p < 0,001). Tandis que l'age, I'IMC et la couleur
de peau n'apparaissent pas comme facteurs de risque. Ces résultats rejoignent une cohorte
saoudienne montrant une prévalence de 82% chez les femmes et 45% chez les hommes. Cette
¢tude souligne la nécessité de I’implication de la santé publique locale visant a améliorer la

santé nutritionnelle de la population. (Madkhali ez al. 2025).

Il est vrai que I’hypovitaminose D apparait comme un véritable enjeu de santé¢ publique en
Algérie compte tenu de sa forte prévalence. L’¢étude de Djerdjar et al en 2022 aupres de jeunes
adultes sains de la région de Blida a mis en évidence une prévalence de 65 %
d’hypovitaminose D, confirmant I’ampleur de ce probléme. A cet égard, les auteurs préconisent
un role central des médecins généralistes des centres de santé a la prévention et la prise en
charge de I’hypovitaminose D en recommandant 1’intégration systématique du dosage de la

vitamine D dans les bilans sanguins de routine (Djerdjar ef al. 2022).
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Le deuxiéme chapitre, portant sur 105 patients atteints de diabéte de type 2 (DT2), a mis en
évidence une corrélation négative significative entre la vitamine D et I’indice TyG (r = -0,42
chez les hommes, r = -0,38 chez les femmes ; p < 0,01). Les concentrations de 250HD
décroissent selon les quartiles de I’indice TyG (Q1 : 28,7 ng/mL ; Q4 : 12,4 ng/mL ; ANOVA
p < 0,001). Par ailleurs, la régression logistique multivariée a identifi¢ 1'hypovitaminose D
comme prédicteur indépendant d’un indice TyG élevé (OR = 3,8 ; IC95 % : 1,9-7,6 ; p=0,002),
ajusté par l'age, le sexe et I'IMC.

L’association entre la vitamine D et I’indice TyG repose sur des mécanismes physiologiques
de 1,25-dihydroxyvitamine D qui intervient dans la régulation de la sécrétion d’insuline par le
biais de I’activation du récepteur de la vitamine D (VDR) exprimé au niveau des cellules
B-pancréatiques et aussi par la modulation des canaux calciques (Kjalarsdottir et al. 2019).
A I’inverse, la carence en vitamine D favorise I’inflammation systémique, caractérisée par une

augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-6 et le TNF-o (Mitri et al. 2011)

Le choix d’intégrer I’indice TyG dans notre travail de thése repose sur sa facilité d utilisation,
son faible cott et sa simplicité méthodologique. Ce dernier est calculé a partir des parametres
biologiques a savoir la glycémie et les triglycérides a jeun. Il reste un outil accessible pour

I’évaluation de I’insulinorésistance dans les pays a moyen et faible revenu.

Plusieurs travaux ont démontr¢ la fiabilité de cet indice. Du et al. ont montré que I’indice TyG
présentait une forte association avec le modele homéostatique de la résistance a I’insuline
(HOMA-IR) que d’autres indicateurs métaboliques, tels que I’indice d’adiposité viscérale (Du
et al. 2014). De mani¢re concordante, Huang ef al. ont mis en évidence une corrélation positive
entre I’indice TyG et le HOMA-IR, confirmant sa précision et son utilisation pour le dépistage
de I’insulinorésistance (Huang et al. 2022). Par ailleurs, un nombre croissant d’études
suggerent que I’indice TyG est positivement associé au risque de diabéte de type 2 ainsi qu’au
développement de complications métaboliques liées au diabéte, renforgant ainsi son intérét en
tant que biomarqueur simple, reproductible et cliniquement pertinent dans les études

¢pidémiologiques et en pratique clinique (Zhang et al. 2017, Pan et al. 2021).

Il convient toutefois de souligner une controverse méthodologique concernant la formule de
calcul de I’indice TyG. Initialement proposée par Simental-Mendia et al la formule a fait I’objet
d’une correction ultérieure, la version actuellement recommandée étant

Indice TyG = In [triglycérides a jeun (mg/dL) x glycémie a jeun (mg/dL)] / 2 (Mahat and

Rathore 2023). Cette différence peut s’expliquer par des notations différentes des logarithmes.
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En pratique, le logarithme népérien est noté /n (lettre « 1 » minuscule), tandis que, dans certains
contextes, notamment nord-américains, la notation Ln (lettre « L » majuscule) est parfois
employée de manieére ambigu€ et peut étre confondue avec le logarithme décimal,

classiquement noté /og dans la nomenclature européenne.

Cette divergence des formules utilisées au fil des études peut constituer une source de biais lors
des comparaisons inter-études, notamment en ce qui concerne les valeurs du seuil et
I’interprétation des associations observées. Néanmoins, des analyses récentes suggerent que
malgré des différences de cut-off, la performance prédictive globale de I’indice TyG demeure
comparable entre les deux approches, ce qui conforte la validité de son utilisation dans les
¢tudes épidémiologiques (Xiang et al. 2023). Bien qu’aucune valeur seuil universelle ne soit
actuellement établie pour I'indice TyG dans I’évaluation de la résistance a I’insuline, le
consensus demeure que des valeurs plus élevées de cet indice sont associées a un risque accru

de la résistance a I’insuline.

Au-dela des perturbations métaboliques associées a I’hypovitaminose D, I’impact biologique
de cette carence peut étre modulé par des facteurs génétiques, notamment ceux impliquant la
signalisation médiée par le VDR. Plusieurs travaux ont montré que les variations génétiques
du géne VDR influencent I’activité transcriptionnelle du récepteur, la régulation de la
prolifération cellulaire, 1’apoptose et la différenciation indépendamment des concentrations
circulantes de la 25-hydroxyvitamine D (Uitterlinden ez al. 2004, Bagheri et al. 2013, Niu et
al. 2015, Kili¢ et al. 2016).

C’est dans cette perspective que s’inscrit le troisiéme chapitre, consacré a I’analyse de
I’association entre les polymorphismes du geéne VDR et le risque de cancer du sein. L’étude
cas-témoin (54 cas / 56 témoins) a mis en évidence un risque accru de cancer du sein chez les
femmes homozygotes ff pour le polymorphisme FoklI du géne VDR (OR =24 ;1C95 % : 1,3—
4,5), ainsi que chez les femmes homozygotes bb pour le polymorphisme BsmI (OR =2,9 ; IC95
% : 1,5-5,6). Par ailleurs, la combinaison des deux alleles mutés f/b a été associée a un risque
encore plus élevé, avec un odds ratio OR = 4,1 ; IC95 % : 1,8-9,3. En revanche, aucune
différence significative des concentrations sériques de 25-hydroxyvitamine D n’a été observée

entre les cas cancer et les témoins

L’implication des polymorphismes du géene VDR dans la carcinogenése mammaire repose sur
des bases biologiques bien établies. Le VDR agit comme un facteur de transcription nucléaire

capable de réguler I’expression de nombreux genes impliqués dans la prolifération cellulaire,

85



Discussion générale

la différenciation et 1’apoptose, notamment dans le tissu mammaire (Colston 2002). Des
variations génétiques affectant la structure ou I’activité transcriptionnelle du VDR, telles que
les polymorphismes Fokl et Bsml, peuvent ainsi modifier la réponse cellulaire a la signalisation
vitaminique D et influencer sur le risque de cancer du sein, indépendamment des concentrations
circulantes de 25-hydroxyvitamine D (Colston 2002, Shahbazi ez al. 2013, Zhang and Song
2014).

Au-dela de son rdle transcriptionnel, le VDR intervient dans la modulation de voies de
signalisation impliquées dans la tumorigénése mammaire, notamment les voies Wnt/B-caténine
et Notchl, qui jouent un rdle central dans la régulation de la prolifération cellulaire et de la
différenciation. La dérégulation de la voie Wnt/B-caténine est fréquemment associée a une
prolifération accrue et a des phénotypes tumoraux plus agressifs (Khramtsov ef al. 2010,

Geyer et al. 2011).

Des données récentes indiquent que le VDR peut interagir avec la voie Wnt/B-caténine
indépendamment de son ligand. En effet, le VDR non li¢ a la vitamine D conserve une activité
transcriptionnelle résiduelle, ce qui lui permet de réguler des cibles génomiques (Prufer et al.
2000, Sanchez-Martinez et al. 2008, Huet et al. 2015, Pike et al. 2016). L’¢tude de Zheng et
al. arévélé que le VDR pouvait moduler intrinséquement la croissance des cellules cancéreuses
en interférant avec la voie Wnt/B-caténine, mettant en évidence un mécanisme de régulation

indépendant du ligand, susceptible de contribuer a la suppression tumorale (Y. et al. 2017).

En I’absence de différence significative du statut vitaminique D entre les cas cancer et les
témoins, ces résultats suggerent que la susceptibilité tumorale est davantage modulée par la
variabilité génétique du VDR que par les concentrations circulantes de 25-hydroxyvitamine D.
Ces données confirment le role central du VDR dans la carcinogenése mammaire et s’ inscrivent

en cohérence avec les mécanismes biologiques décrits dans la littérature.
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Conclusion générale et perspective

Ce travail de thése a permis d’apporter une contribution a la connaissance de la vitamine D et
son statut dans la population adulte de la wilaya de Tlemcen et son implication dans des
diverses pathologies notamment le diabéte de type 2 et le cancer du sein. Ce travail a mis en
¢vidence la complexité du métabolisme de la vitamine D et la diversité des facteurs qui en

modulent I’expression et les effets biologiques.

Nos résultats ont révélé une prévalence €levée de I’hypovitaminose D, touchant prés de deux
tiers des participants sains, malgré un contexte géographique a fort ensoleillement. Cette
observation, déja rapportée dans plusieurs régions du Maghreb et du Moyen-Orient, confirme
que ’exposition solaire, bien qu’essentielle, ne garantit pas un statut en vitamine D suffisant.
Le déficit en statut de la vitamine D a été observé chez les femmes soulignant I’impact des
facteurs socioculturels, vestimentaires et comportementaux dans la synthése cutanée de la
vitamine D. Ces données suggerent que I’hypovitaminose D constitue un probléme de santé

publique en Algérie, nécessitant une sensibilisation a 1’échelle nationale.

Dans une seconde approche, 1’étude menée chez des patients diabétiques de type 2 a mis en
évidence une association inverse entre le taux plasmatique de 25(OH)D et I’indice triglycéride-
glucose qui est un nouveau biomarqueur émergeant “Low Cost” de la résistance a 1’insuline.
Cette corrélation confirme le role métabolique essentiel de la vitamine D dans la régulation de

la sensibilité a I’insuline.

Dans le cancer du sein, notre étude a révélé que les polymorphismes FoklI (rs2228570) et Bsml
(rs1544410) du gene du récepteur de la vitamine D (VDR) étaient significativement associés
au risque du cancer du sein chez les femmes, alors qu’aucune corrélation n’a été observée avec
les taux circulants de vitamine D. Cette dissociation entre le statut plasmatique et la
susceptibilit¢ génétique suggere que la variabilité fonctionnelle du VDR joue un role
indépendant et déterminant dans la carcinogenése mammaire. Ces résultats s’inscrivent dans la
continuité des travaux internationaux mettant en évidence le role pléiotropique de la voie du

VDR dans I’apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire.
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Ces travaux ouvrent la voie a de nouvelles approches de recherche visant a établir une

compréhension plus large sur la vitamine D. Les perspectives de ce travail consistent a :

o Standardiser les méthodes analytiques du dosage de la vitamine D et de déterminer les

seuils de I’hypovitaminose D et la carence en vitamine D.

« FEtendre I’étude a une population plus large et a d’autres régions du pays pour établir

une carte nationale du statut vitaminique.

o Réaliser des ¢tudes longitudinales et randomisées pour évaluer les effets de la

supplémentation en vitamine D.

o Explorer d’autres polymorphismes du géne VDR et des enzymes de la voie métabolique

de la vitamine D.

o Intégrer les données génétiques et cliniques dans des modé¢les prédictifs grace a la bio-

informatique.
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Questionnaire
Code (Perso): KS............... Date:......... /06/2021
Groupe sanguin :............ Commune : .............
-LE CAS INDEX : Genre: 1. Masculin 2. Féminin
Date de naissance :........................... etliew........................ Age: ... ans
Niveau d’instruction ou profession: 1.Oui........... 2. Non

» Type de pathologie (871l ¥2a) 1 ..o i e e

Pathologies associées: 1. Diabéte (1/2) 2. Thyroide (-/+) 3. Maladie Cardio (Tension)

4. Covid-19 (date........................... ) Forme : légére modérée aigue Perte Gout /odorat Taux séche
Diarrhée modérée aigue Remarque...
Type de traitement et doses : ...
Pendant combien de temps exposez-vous au soleil ? 5min 10min 15min 20min 25min 30min
Pratiquez-vous une activité sportive ? 1.0u1 2.Non
Ressentez vous la fatigue ? 1. Oui (inhabituelle depuis...................... ) 2. Non
Crampes musculaire 1. Fréquemment 2.Rarement 3. Non (en dehors d’activité physique)

Peau séche 1.0ui (R)......cocoooen 2. Non

Paramétres de la santé :

Poids:............... Taille: ...............
IMC (Poids / Taille?) : ........................... Surpoids 1.oui 2.non

Pigmentation cutanée :

1. Peau blanche Trés sensible 4. Peau mate (Trés peu sensible au soleil)
2. Peau blanche Sensible Parfois 5. Peau noire

3. Peau mate Modérément

Paramétres biologiques :

Glycémie: ... .. ... Taux calcique............
Hémoglobine glyquée : ................ Phosphore.....................
Créatinine : Autre :

Urée: ...

Bilan lipidique :

Cholestérol : ............ Triglycéride : .......... Autre :

TSH: ............... J (€ O Autre :
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Code (Perso) : CS............... Questionnaire C.S Date: ... /12024
Nometprénom: ...................... Age: ... ans

Taille : ............... Poids: ............... *Groupe sanguin : ...

Wilaya : ... Commune : ... Profession : 1.Oui............ 2. Non

Pathologies associées: 1. Diabete (1/2) 2. Thyroide (-/+) 3. Maladie Cardio (HTA)
Autres :

¢ Typede traitement et doses 1 ...

¢+ Exposition au soleil ?  5min 10min  15min 20min  25min 30min

¢ Ressentez vous une fatigue ? 1. Owi (inhabituelle depwis................... ) 2. Non
¢ Crampes musculaires 1. Fréquemment 2. Rarement 3. Non

%+ Peau séche 1. Oui ..... 2. Non

< Pigmentation cutanée :

1. Peau blanche Trés sensible 2. Peau blanche Sensible Parfois 3. Peau mate Modérément
4. Peau mate (Trés peu sensible au soleil) 5. Peau noire

ATCD Personnel :

*Ftat civil : 1. mariée 2. Célibataire *Ménarchie........... ans *Cycle Régulier: 1.0Oui 2. Non
*Ménopause 1. Oul................ ans 2. Non *Contraception orale 1.Oui...... 2. Non
*Age de la 1ére grossesse......... ans *Nbr enfants......

*Pathologie gynécologique antérieur ...

*ATCD Familiaux de pathologie mammaire maligne 1. Ou 2. Non

Parameéetres biologiques :

Glycémie : ........... HbalC: ............. Ca2+......... Phosphore : ............. Créatinine : .......

Urée : ........... Cholestérol : ............ Triglycéride : ...... ... . HDL: .. ... ILDL: . ... .

TSH: ............... PTH : ....ccceveees Autre :

Vitamine D Taux ancien : ....cc..cee... Date: / / Taux Dosé: ............. (Qui sera dosé)
*Diagnostic ANAPATH?*

Localisation du sein : 1. Droit 2. Gauche *Date du diagnostique : ...

Taille Tumeur : ... *Type histologique : 1. Canalaire 2. Lobulaire 3. Autre........

GradeSBR: 1 2 3 *Nombre de ganglion : ... ..

Récepteurs hormonaux : (+ou-) RE.... RP...... HER2...... Kio7......

Stade du cancer PTnm :
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Questionnaire C.S Témoins Date: .. ... /2024

»,

+* Prenez-vous des suppléments en vitamine D (supérieur a 6 mois) l.oui ................... .. 2. Non

Code (Perso): CS...............

Nometprénom: ........................ Age: ... ans
Taille : ............... Poids : ............... *Groupe sanguin : ...
Wilaya : ... Commune : ...

Profession: 1.Oui............ 2. Non

Pathologies associées: 1. Diabéte (1/2) 2. Thyroide (-/+) 3. Maladie Cardio (Tension)
Autres :

v Typede traitement et doses = ...

s+ Exposition au soleil ?  Smin 10min  15min 20min  25min 30min

%+ Ressentez vous une fatigue ? 1. Oui (inhabituelle depuis...................... ) 2. Non
% Crampes musculaires 1. Fréquemment 2. Rarement 3. Non

¢ Peau séche 1. Oui ..... 2. Non

7

< Pigmentation cutanée :

1. Peau blanche Trés sensible 2. Peau blanche Sensible Parfois
3. Peau mate Modérément 4. Peau mate (Trés peu sensible au soleil) 5. Peau noire

ATCD Personnel :

*Etat civil : 1. mariée 2. Célibataire

*Ménarchie............. ans *Cycle Régulier : 1. Oui 2. Non
*Meénopause 1. Oul................. ans 2. Non *Contraception orale 1. Oui...... 2. Non
*Age de la 1ére grossesse......... ans *Nbr enfants......

*Pathologie gynécologique antérieur .............................

*ATCD Familiaux de pathologie CANCER mammaire maligne

Lo OUL e e e e e e ens 2. Non
Parameétres biologiques :

Glycémie: ...................... Hémoglobine glyquée: ................ Taux calcique.............
Phosphore : ............ Créatinine : ............. Urée: ..............Autre :

Bilan lipidique :

Cholestérol = ............ Triglycéride : .......... HDL: ................. LDL: ...
Dosage de la Vitamine D :

Taux ancien : .....ccvvenrennsrans Date: / /

Taux Dosé @ ..oovvvvieriininnnnn (Qui sera dosé)

Remarque :
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Protocole d’extraction d’ADN par le kit QIAgen :
Equipements et réactifs a fournir par lutilisateur :

e QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

e Ethanol absolu (96-100%)

e Seringue 2.5 ml avec aiguille de 21 Gx25 mm (Terumo) (VWR _613-3877)

e Micropipettes et pointes stériles avec filtre

e Microcentrifugeuse avec rotor pour microtubes de 1,5-2 ml

e Vortex

e Bain-marie ou bloc chauffant (56°C)

e Tampon PBS 1X (Phosphate-buffered saline), sans Mg & Ca (conservé a 4°C)

Préparation des solutions :

Préparation des solutions de lavage (flacons Wash Buffer- AW1 et AW2). Additionner le
volume d’éthanol comme indiqué sur le flacon. Les solutions AWI1 et AW2 sont stables
pendant 12 mois a température du laboratoire (15-25°C).

Préparation de la solution de lyse cellulaire

1. Introduire 220 ul de tampon PBS 1X et 22 pl de Protéinase K dans un microtube de 1,5 ml.
2. Mélanger au vortex pendant 1 seconde et centrifuger bricvement le tube pendant 2 secondes.
3. Additionner 220 pl du tampon Buffer AL. Mélanger au vortex pendant 2-5 secondes et
centrifuger bri¢vement le tube pendant 2 secondes.

Procédure
1. Pipettez 20 1 de QIAGEN Protease (QP) dans un tube de lyse (LT).
2. Ajoutez 200 u 1 d’un échantillon de sang au tube de lyse (LT).

3. Ajoutez 200 w1 de tampon de lyse (AL) au tube de lyse (LT), fermez le couvercle, et
mélangez au vortex par petites impulsions pendant > 15 s.

4. Incubez a 56 °C pendant 10 min.

5. Centrifugez le tube de lyse (LT) pendant > 5 s a la vitesse maximale pour retirer les gouttes
présentes sur 1’intérieur du couvercle.

6. Ajoutez 200 1 d’éthanol (96-100 %) au tube de lyse (LT), fermez le couvercle et
mélangez au vortex par petites impulsions pendant > 15 s.

7. Centrifugez le tube de lyse (LT) pendant > 5 s a la vitesse maximale pour retirer les gouttes
présentes sur 1’intérieur du couvercle.

8. Insérez la colonne de centrifugation QIAamp Mini dans le VacConnector (VC) sur le
systéme de dépression. Vérifiez que la principale vanne de dépression (entre le systéme de
dépression et le collecteur a vide) et la vanne du capuchon a vis (sur le collecteur a vide) sont
fermées. Mettez en marche la pompe a vide.
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Mettez au rebut le tube de lavage (WT) (2 ml) dans lequel la colonne de centrifugation
QIAamp Mini est placée dans le blister.

La dépression est appliquée uniquement au systéme de connexion (le cas échéant), et non au
collecteur a vide.

9. Déposez avec précaution la totalité du lysat récupéré a 1’étape 7 dans la colonne de
centrifugation QIAamp Mini sans mouiller le bord. Evitez de toucher la membrane de la
colonne de centrifugation QlAamp Mini avec I’embout de pipette

10. Ouvrez la principale vanne de dépression. Une fois le lysat passé a travers la colonne de
centrifugation QIAamp Mini, fermez la principale vanne de dépression et ouvrez la vanne du
capuchon a vis du collecteur a vide afin de permettre 1’évacuation du collecteur. Fermez la
vanne du capuchon a vis une fois le vide du collecteur évacué.

Une fois la principale vanne de dépression fermée, la dépression est appliquée uniquement au
systéme de connexion (le cas échéant), et non au collecteur a vide.

11. Introduisez 750 w1 de tampon de lavage 1 (AW1) dans la colonne de centrifugation
QIAamp Mini sans mouiller le bord. Evitez de toucher la membrane de la colonne de
centrifugation QIAamp Mini avec I’embout de pipette. Laissez le couvercle de la colonne
ouvert et fermez la principale vanne de dépression. Une fois le tampon de lavage 1 (AW1)
passé a travers la colonne de centrifugation QIAamp Mini, fermez la principale vanne de
dépression et ouvrez la vanne du capuchon a vis afin de permettre 1’évacuation du collecteur.
Fermez la vanne du capuchon a vis une fois le vide du collecteur évacué.

12. Introduisez 750 w1 de tampon de lavage 2 (AW2) dans la colonne de centrifugation
QIAamp Mini sans mouiller le bord. Evitez de toucher la membrane de la colonne de
centrifugation QIAamp Mini avec I’embout de pipette. Laissez le couvercle de la colonne
ouvert et fermez la principale vanne de dépression. Une fois le tampon de lavage 2 (AW2)
passé a travers la colonne de centrifugation QIAamp Mini, fermez la principale vanne de
dépression et ouvrez la vanne du capuchon a vis afin de permettre 1’évacuation du collecteur.
Fermez la vanne du capuchon a vis une fois le vide du collecteur évacué.

13. Fermez le couvercle de la colonne de centrifugation QIAamp Mini, retirez-la du systéme
de dépression et jetez le VacConnector (VC). Placez la colonne de centrifugation QIAamp
Mini dans le tube de lavage (WT) et centrifugez a la vitesse maximale (environ 20 000 x g ou
14 000 tr/min) pendant 3 min pour sécher la membrane complétement.

14. Placez la colonne de centrifugation QIAamp Mini dans un nouveau tube d’¢lution (ET) et
jetez le tube de lavage (WT) contenant le filtrat. Ouvrez avec précaution le couvercle de la
colonne de centrifugation QIAamp Mini et appliquez 50 a 200 u 1 de tampon d’¢élution (AE)
au centre de la membrane.

15. Fermez le couvercle et incubez a température ambiante pendant 1 min. Centrifugez a
6000 x g (8000 tr/min) pendant 1 min afin d’éluer I’ADN.
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Protocole de la PCR

Le mélange réactionnel :

12,5 pl de Mix
1 pl d’amorce R
1 pl d’amorce F
9,5 ul d” H20

Soit un volume Total de 23ul pour un échantillon puis ajouter 2ul d’ADN pour chaque puits.
Soit au final 25ul dans un puits a PCR.

Placer les tubes dans le thermocycleur.

Programme pour la PCR :

a modifier la Tm 60° => 57° Bsm1 et 60 Fok1
Dénaturation initial 95 ° C pendant 4 minutes,
30 a 35 cycles de : 95 ° C pendant 30 s, 57/60 ° C pendant 30 s, 72 ° C pendant 30 s.

Etape d'extension a 72 ° C pendant 5-7 minutes.

Etape de dessalage avec le kit OIAGene PCR purification Kit 28106

QOIAquick PCR Purification Kit / QlAquick PCR & Gel Cleanup Kit

Cette ¢tape est primordiale avant de passer a la digestion enzymatique (RFLP). On I'utilise
pour éliminer tous les sels et protéines issus de la PCR.

Pour chaque tube :

- On ajoute 5x le volume du Buffer PB dans les tubes a PCR directement. (Tube PCR 25ul
=> on ajoute 125ul) 5* volume de la PCR

- Verser tout le volume dans le spine a filtre (soit I’équivalent de 150ul), puis centrifugation a
I min 13.000rpm.

- Le liquide obtenu dans le tube apres la centrifugation on le jette (I’ADN est pi¢gé dans la
colonne a silice du spine).

- Ajouter 750ul de Buffer PE dans le spine, centrifugation 1 min 13.000rpm.
- Centrifugation a vide pour s’assurer d’avoir ¢liminé¢ PE.

- On passe le spine sur des tubes a eppendort (1,5ml), on précipite I’ADN avec I’eau H20
(ou le tampon d’élution) a 50ul puis centrifugation 1 min 13.000rpm.

- Etape finale, on rajoute 20-40ul H20 (ou le tampon d’élution).

- Echantillon prés pour la digestion enzymatique.
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Digestion enzymatique

Les produits du PCR sont soumis a une digestion enzymatique par une enzyme de restriction.

Dans note étude nous avons utilisé I’enzyme FokI et BsmI
Le kit utilisé ceux de NebCuter :

https://www.neb.com/en/products/r0706-nbbsmi#Product%20Information Product%20Notes

Enzyme Bsml1 : 290pb (181+109) Kit: endonuclease Nb.Bsml (Digestion : 104 — 186)
Enzyme Fokl1 : 204pb (50 et 154 pb) Kit : endonuclease Nb.FokI (Digestion 62 — 142)

Préparation du mixte : (X le nbr d’échantillons)
-1ul de I’enzyme Bsm1 (Fok1 on le dilue 1/5 aprés la dilution on prend 1ul)
-5ul solution tampon (10X NEBbuffer) Soit un V= 30ul pour 1 échantillon

-24ul H20

Etape de digestion:

- Prendre 20ul d’ADN obtenu apres le dessalage.

- Mettre dans un eppendorf le mélange ADN 20ul + 30ul du mixte
Le temps d’incubation pour la digestion :

Fokl : 60 minutes a 37C° Bsm1 : 15-30 minute a 65C° a 37C pendant 1h

Révélation de la digestion

Préparation du gel 2%

- Peser 1g d’agarose et mettre dans 50 ml de TBE 1X (Tris0,089M + Brorate 0,089M +EDTA-
Na2 0,25M).

- chauffer le mélange au micro-onde jusqu’a qu’il devient clair.

- Rajouter une goute BET (agent cancérigeéne) sur le mélange a une température proche des 55-
60°et s’assurer de bien mélanger le tout.

- Couler le gel dans un moule d’¢électrophorese horizontale et monter les peignes a chaud.

- Laisser refroidir jusqu’a durcissement du gel (environ 15-20min)
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Electrophorése aprés la digestion

- Apres la digestion on préleve 25ul du volume D’ ADN digéreé.
- Rajouter Sul de Loading dye 6X [DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Scientific™]

- Total du tube 30ul prét a étre versé dans les puits du gel soit un volume de 15-20ul a mettre
dans les puits (2% d’agarose préalablement préparé).

- Dans le ler puits on met le marqueur de taille (100-10.000 Pb) 4-5ul (pour que la petite bande
soit bien déterminée sur I’'UV, on augmente le volume).
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