Ann. Biol. anim. Bioch. Biophys., 1978, 18 (1), 187-193

Les métabolites de la vitamine D :
leur action sur I’os des rats carencés en vitamine D

par Livia MIRAVET (}), M. L. QUEILLE, M. CARRE, Ph. BORDIER, J. REDEL *

Unité de Recherche sur le Métabolisme Phosphocalcique
U. 18 INSERM, Hdpital Lariboisiére, 6-8 rue Guy-Patin, 75010 Paris.

* |Institut de Rhumatologie, Centre de Recherche sur les Maladies
Ostéo-articulaires
U. 5 INSERM-ERA 337 CNRS, Hapital Cochin 75006 Paris.

Summpory. Action of vitamin D metabolites on the bone of vitamin D-deficienf rafs.

The effect of 25 OHD,, 1.25 (OH),D,, 24, 25 (OH),D, and 25, 26 (OH),D, was studied
on the bone of vitamin D-deficient rats. The products were administered by intraperito-
neal route during 5 days at a dose of 325 pmol/day. The animals were killed 24 hours after
the last injection. Serum calcium was significantly increased by all metabolites, but the
increment was not similar in all cases ; serum phosphorus was only increased by 25 OHD,
and 1.25 (OH),D;. Bone calcium content increased after all treatments, but the bone phos-
phorus content augmented only after 25, 26 (OH),D; treatment. Histological studies
showed that 25 OHD, had an osteoblastic action and 1.25 (OH),D, an osteoclastic action.
24, 25 (OH),D; calcified the osteoid and increased the number of osteoclasts, but not their
activity. 25, 26 (OH),D; simulated calcification without any increment of osteoclastic
activity. The bone of 25, 26 (OH),D,-treated rats was similar to the bone of normal animals.

Quatre dérivés vitaminiques D ont été décelés dans le plasma : le 25 hydroxycho-
lécalciférol (25 OH D), le 1,25 dihydroxycholécalciférol (1,25 (OH), D,), le 24.25 dihy-
droxycholécalciférol (24,25 (OH), D;) et le 25,26 dihydroxycholécalciférol (25,26
(OH), D) (De Luca, 1976). L’action biologique de la vitamine s’effectue par I'inter-
médiaire de ces dérivés hydroxylés.

L’action intestinale sur I'absorption calcique est propre a la vitamine D, en son
absence I'absorption calcique est toujours trés déficiente. L’hydroxylation en C1 a été
reconnue essentielle pour induire I’absorption calcique intestinale : le 1,25 (OH),D,
est le plus actif des dérivés vitaminiques connus pour cetie action, le 24,25 (OH),D,
et le 25,26 (OH),D, doivent s’hydroxyler en C1 pour &tre actifs sur I'absorption calcique
intestinale puisque la néphrectomie totale fait disparaitre leur action (De Luca 1976 ;
Miravet et al., 1976).

(*) Tirés a Part : Miravet Livia, 6-8 rue Guy-Patin, 75010 Paris, France.
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L’activité antirachitique ou calcifiante est encore considérée par certains comme
une action indirecte résultant de la normalisation humorale du calcium et du phos-
phore, grdce a I'action produite par la vitamine D sur I’absorption calcique et la
possibilité de mobiliser le calcium osseux, les deux tendant a élever le calcium et le
phosphore plasmatique.

L’action osseuse des trois dihydroxylés vitaminiques n’est pas encore bien connue;
nous avons voulu étudier cette action en administrant séparément chacun d’entre eux a
des animaux carencés en vitamine D.

Matériel et méthodes.

Des rats Sprague-Dawley (Charles River-France) ont été mis au sevrage dans
des cages individuelles dans une piéce noire et nourris pendant trois semaines avec
une diéte semi-synthétique (La Miniére-INRA) dépourvue de vitamine D. D'aprés
les expériences 'apport calcique et phosphoré a été normal (0,47 p. 100 et 0,30 p. 100)
ou pauvre en calcium (< 0,02 p. 100) ou pauvre en phosphore (< 0,02 p. 100), I'autre
élément restant normal.

Les produits utilisés ont été : le 25 OH D, (Roussel), fe 1,25 (OH),D; produit
dans notre laboratoire par biosynthése (Carré et al., 1974) ; le 24,25 (OH),D; et le
25,26 (OH),D; ont été synthétisés par I'un d’entre nous en partant du 3 bétahydroxy-25-
nor-5-cholesten-25-one (Redel et al., 1974, 1975). Les produits obtenus sont un mélange
de deux diastéro-isomeéres R et S. Les administrations ont été faites par voie intravei-
neuse pour les expériences avec une injection et par voie intra-péritonéale quand
il y eu injections multiples.

Le sang a été prélevé par ponction cardiaque ; dans le plasma nous avons dosé
le calcium par absorption atomique dans une sofution specirale @ 5 p. 1 000 de LaCl
(Perkin Elmer 303) et le phosphore par le Kit Biotrol.

Au moment du sacrifice, nous avons prélevé les tibias et fémurs. Aprés nettoyage
des parties molles adhérentes et de la moelle, les os ont été séchés et calcinés a 600 °C,
les cendres ont été reprises dans HCI N ef le calcium et le phosphore ont été dosés.
Les vertébres caudales (9-10 et 11) ont été fixées dans le formol & 10 p. 100, incluses
sans décalcification dans du métacrylate et coupées a 5 um dans un microtome Yung ;
les comptages semi-quantitatifs ont été faits d’aprés la technique décrite précédem-
ment (Bordier et Tun-Chot, 1972).

L’absorption calcique a été mesurée in vitro d’aprés la technique de Schachter
et Rosen (1959).

La mobilisation calcique osseuse a été mesurée d’aprés les variations de la calcé-
mie chez des animaux ingérant une diéte trés pauvre en calcium.

Résultats.

1. Acfion des différents dérivés sur I'absorption calcique intestinale.

Le 1,25 (OH),D; est le seul dérivé capable d’améliorer 'absorption calcique
intestinale dans n’'importe quelle situation, méme aprés néphrectomie (Boyle et al.,
1972).
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Le 24,25 (OH),D, et le 25,26 (OH),D; (fig. 1) n’augmentent significativement
I’absorption calcique intestinale que chez les animaux soumis & une diéte pauvvre en
calcium, situation dans laquelle I’hydroxylation en C1 est maximale.
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FIG. 1. — Action des différents métabolites de la Vitamine Dy sur 'absorption calcique intestinale mesurée
in vitro, selon la technique de I’anse dusdénale éversée.

TABLEAU 1

Dosages plasmatiques du calcium et phosphore
24 h aprés une injection intraveineuse chez des rats déficients en vitamine D

Régime normal en calcium et phosphore

Produit injecté Dose Nombre Calcémie Phosphorémie
] (pmol) d’animaux (mg/l) (mg/l)

Alcool ...... ...l 50 ul 6 484+ 6 64 + 14
250HD; ...l 650 6 77 4 S 68 + 4
1,25 OH),Dy. ...l 325 5 85+ 5§ 494+ 1
24,25 (OH),D,. . ... ll 325 5 63 + 13 50 4- 15

650 10 544 8 68 + 7
25,26 (OH),Dy.............. 650 10 514 7 594 6

Régime pauvre en calcium

Alcool ..................... 50 ul 5 47 + 7 65 4 3
250HD,. ...l 650 5 724 5 93 + 15
1,25(OH),Dy............ .. 650 8 734+ 2 —
24,25 (OH),Dy. ... .. 650 5 48 + 13 66 + 6
25,26 (OH),D;.............. 650 5 45+ 4 62 + 4
Régime pauvre en phosphore
Alcool ............. ... ... 50l 4 106 + 6 22 + 4
125 (OH),D,y............... 325 4 109 4- 13 334 9
2425 (OH),Dy ...t 325 5 79 + 15 354+ 4
650 13 79+& 9 29 4+ 10
25.26 (OH),D;.............. 650 14 80+ 8 25 1+ 10
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La néphrectomie totale préalable fait disparaitre la possibilité d’améliorer I'ab-
sorption calcique intestinale, autant pour le 24,25 (OH),D; (De Luca, 1976) que pour
le 25.26 (OH),D, (Miravet et al., 1976).

Action aiqué des différents dérivés sur la calcémie (tabl. 1). La calcémie des animaux
témoins varie d’aprés le régime minéral qu’ils ont requ préalablement.

Quant les animaux sont maintenus dans un régime normal ou pauvre en calcium,
la calcémie est trés diminuée au départ, le calcium plasmatique augmente significati-
vement 24 heures aprés I'administration intra-veineuse de 25 OHD, et le 1,25 (OH),D,
Dans ces conditions, le 24,25 (OH),D; et le 25,26 (OH),D; ne sont pas capables de
produire une élévation de la calcémie importante.

Lorsque les animaux ont eu un régime pauvre en vitamine D et phosphore, leur
calcémie est normale, le 1,25 (OH),D, ne I'éléve que trés peu et le 24,25 (OH),D,
et fe 25,26 (OH),D; la font diminuer de fagon significative.

3. Action aigué des différents dérivés sur le phosphore plasmatique. La phosphorémie
(tabl. 1) est pratiquement normale chez les animaux en régime normal ou pauvre en
calcium et augmente de maniére significative 24 h aprés administration intra-veineuse
de 25 OH D, en régime pauvre en calcium. Malheureusement, dans cette expérience,
le phosphore des animaux qui avaient regu du 1,25 (OH),D; n’a pas été dosé.

Dans aucune condition alimentaire, le phosphore n’augmente aprés administra-
tion du 24,25 (OH),D; ou du 25,26 (OH),D;,.

4. Modifications du calcium et du phosphore plasmatique aprés adminisirations
répétées des dérivés vitaminiques. Si au liev d’administrer une dose unique de dérivés
vitaminiques par voie intra-veineuse, on injecte par voie péritonéale cinq jours
consécutifs 325 pmol, les résultats ne sont pas identiques aux précédents (fig. 2).
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FIG. 2. — p. 100 d’augmentation de la calcémie ou de la phosphorémie, par rapport aux taux témoins du
méme groupe des rats traités par voie intra-péritonéale pendant cinq jours avec 325 pmol de chaque
métabolite. Les rats considérés comme normaux ont regu, depuis le sevrage jusqu’au sacrifice
(4 semaines), 195 pmol/j de vitamine D,. Les rats carencés contrdlés ont regu une injection intra-
péritonéale de 50 ul d’alcool pendant cinq jours.

La calcémie augmente avec tous les dérivés : le 25 OH D, la raméne a la nor-
male (106 4+ 0,6 mg/1), le 1,25 (OH),Dq I’éléve légérement au-dessus de celle des
animaux témoins (114 & 3 mg/l), le 24,25 (OH),D, (84,2 4+ 3 mg/l) et le 25,26 (OH),D,
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(82 -+ 4 mg/l) 'augmentent de maniére significative mais elle reste trés en dessous
de celle des animaux normaux (102,5 + 2,5 mg/l).

Le phosphore plasmatique est franchement augmenté par le 25 OH D, (90 +
2,6 mg/1), ainsi que par le 1,25 (OH),D, (76 + 3,3 mg/l), par contre les phosphoré-
mies des animaux ayant requ le 24,25 (OH),D, (66 + 3 mg/l) et le 25,26 (OH),D,
(69 + 5 mg/l) sont identiques & celles des animaux normaux (63 + 5 mg/l).

5. Calcium ef phosphore des cendres osseuses (fig. 3). lls ont été mesurés aprés le
traitement de cinq jours par voie intrapéritonéale.
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FIG. 3. — Calcium et phosphore dans les cendres.

Le calcium des cendres, qui était significativement diminué chez les carencés
par rapport aux normavx, augmente significativement avec les quatre dérivés vita-
miniques utilisés. Mais, contrairement & leurs effets sur la calcémie, le moins efficace
est le 1,25 (OH),D; et le plus efficace le 25.26 (OH),D,.

La teneur en phosphore est identique chez I'animal normal et chez I'animal
carencé en vitamine D ; ni le 25 OH Dy, ni le 1,25 (OH),D;, ni le 24, 25 (OH),D; ne
font changer le contenu en phosphore osseux. Le seul dérivé qui semble capable
d’améliorer la rétention du phosphore dans I'os, est le 25, 26 (OH),D,.

6. Etude histologique osseuse. Nous avons déja constaté (Gruson ef al., 1974), que
le 1,25 (OH),D; a essentiellement un pouvoir ostéolytique osseux par rapport a I'effet
observé avec la méme dose de 25 OH D,

Les résultats des comptages semi-quantitatifs, qui ont été publiés en détail (Queillé
et al., 1977), nous ont montré que le 25 OH D, stimule I'ostéoblastose et freine I'ostéo-
lyse en diminuant d la fois le nombre d’ostéoclastes et les surfaces de résorption. Le
1,25 (OH),D; a un pouvoir calcifiant intense, mais les surfaces d’activité ostéoblas-
tiques sont réduites ; par ailleurs, il éléve considérablement le nombre d’ostéoclastes
et active leur fonctionnement, car les surfaces de résorption sont trés augmentées
par rapport aux rats normaux.

Le 24, 25 (OH),D; a un effet trés particulier : il augmente les fronts de calcifica-
tion, mais le volume ostéoide restant est peu différent de celui des animaux carencés
en vitamine D. Sur la résorption, son activité est également dissociée, car le nombre
d’ostéoclastes augmente mais les surfaces de résorption active ne changent pas.

Le 25, 26 (OH),D, stimule la calcification (les fronts de calcification augmentent),
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diminue le volume ostéoide des animaux carencés, sans pour autant le ramener &
celui des animaux normaux, mais ne modifie guére les facteurs de résorption : ostéo-
clastes ou surfaces de résorption. Parmiles dérivés utilisés, le 25,26 (OH),D, est celui
qui rapproche le plus I'os des animaux rachitiques de celui des animaux normaux.

Discussion.

Aprés avoir identifié les dérivés vitaminiques dihydroxylés nous avions considéré
le 1,25 (OH),D, comme étant le seul dérivé actif, les autres 24, 25 (OH),D, et 25,
26 (OH),D, étant alors des produits du catabolisme ou d’élimination.

Depuis, quelques faits troublants furent observés qui mirent en doute I'impor-
tance capitale du 1,25 (OH),D; pour la calcification, bien qu'il soit le dérivé le plus
actif pour normaliser la calcémie des animaux ou de 'homme en état de carence, et
qu’il soit également le plus actif, tout au moins chez le rat, sur I’élévation de la phospha-
témie abaissée (Garabedian et al., 1976), la possibilité de calcification n'a été mise en
évidence qu’avec difficulté (Tanaka ef al., 1972). Chez 'homme néphrectomisé total
(Bordier et al., 1973), I'ostéomalacie n’est pas foujours présente, bien que toute possi-
bilité d’hydroxylation en Cl soit perdue. De méme, chez 'ostéomalacique, s'il est vrai
que le 1,25 (OH),D, occasionne un début de guérison (Bordier et al., 1970, 1977), méme
des traitements prolongés ne sont pas capables de rendre totale.

De plus, lors de I’équilibre vitaminique la quantité circulante de 1,25 (OH),D,
est infime (0,02 a 0,03 ng/ml, Haussler et al., 1975), alors que d’autres dérivés, et en
particulier le 24, 25 (OH),D, sont bien plus importants (2 & 3 ng/ml ; Garabedian ;
Comm. personnelle). Le troisiéme dihydroxylé le 25, 26 (OH),D, existerait en quan-
tité non négligeable (Mawer et al., 1974), mais les techniques utilisées jusqu’a présent
n'ont pas permis de le séparer convenablement du 1,25 (OH),D,.

Lorsque nous avons commencé cette étude, les doses circulantes des différents
dérivés dihydroxylés n’étaient pas encore connues ; nous avons donc employé des
doses comparables pour tous les métabolites et il est probable que I'équivalence
molaire nous a conduit & un hyperdosage pour le 1,25 (OH),D;. Néanmoins, les résultats
obtenus, tant sur les constantes biologiques lors des expériences aigués, que sur 'os
pendant I'expérience semi-chronique, nous permettent de suspecter la nécessité de
tous ces métabolites pour I’équilibre vitaminique osseux.

Si pour I'absorption intestinale calcique il est certain que la présence de I’hydro-
xylé en C1 est indispensable, et que le rein semble encore étre le seul organe capable
de réaliser cette hydroxylation, I'action osseuse est vraisemblablement plus complexe.

De I'étude que nous avons réalisée, nous pouvons au moins conclure que 'action
sur la calcification est en effet vitaminique direct et non proportionnel aux variations
de la calcémie, puisque les dihydroxylés qui permettent une plus importante rétention
du calcium dans I'os, 24, 25 (OH),D; et le 25, 26 (OH),D,, sont ceux qui augmentent
le moins la calcémie. De plus, le seul qui retienne le phosphore (25, 26 (OH),D;), au
lieu de faire augmenter la phosphorémie, la fait diminuer de maniére cependant non
significative.

Méme si les effets observés ne sont pas produits directement par la substance
injectée, étant donné I'expérience « in vivo» qui a permis peut-étre une métabo-
lisation postérieure, il ne reste pas moins vrai que la réponse est loin d’étre
identique et que dans aucun cas, elle n’est nulle, ce qui améne & penser que la
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présence de I'hydroxyle supplémentaire dans la chalne latérale (Cyy ou Cyg), au liev
de faire disparaiire I’activité vitaminique sur I'os, la module.

En conclusion, nous pouvons prévoir que I'équilibre d'activité osseuse nécessite
la présence des trois dihydroxylés, et que, trés probablement chacun d’entre eux a une
fonction particuliére a remplir.

Réunion Groupe Développement INRA/Productions animales
Montpellier, 17-18 mai 1977.
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