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Liste des abréviations

1,25(0H)2D : 1,25-dihydroxyvitamine D

25(0OH)D : 25-hydroxyvitamine D

Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail
AUC : aire sous la courbe ROC

CaSR : calcium-sensing receptor

CIRC (IARC) : Centre International de Recherche sur le Cancer (International Agency for Research on Cancer)
ENNS : Etude Nationale Nutrition Santé

HT : génotype hétérozygote

IC95% : intervalle de confiance a 95%

IMC : indice de masse corporelle

INCa : Institut National du Cancer

INCA2 : Etude individuelle nationale des consommations alimentaires

IOM : US Institute of Medicine

MAF : minor allele frequency

MT : génotype homozygote « muté »

OMS (WHO) : Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization)

OR : odds ratio

PTH : hormone parathyroidienne (parathormone)

Q: quartile

ROC : receiver operating characteristic

SNP : single nucleotide polymorphism (polymorphisme nucléotidique)

SU.VI.MAX : SUpplémentation en Vlamines et Minéraux AntioXydants

THM : traitement hormonal de la ménopause

UV : rayonnement ultraviolet

VDBP : vitamin D binding protein (protéine de liaison a la vitamine D)

VDR : vitamin D receptor (récepteur a la vitamine D)

VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive

WCRF/AICR : World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research

WT : génotype homozygote « non muté » (wild type)
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M, Touvier M)
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& Doc) :
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Meélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 18


http://www.allodocteurs.fr/alimentation/nutriments/vitamines/la-vitamine-d-une-vitamine-miracle_11465.html#paragraphe6
http://www.allodocteurs.fr/alimentation/nutriments/vitamines/la-vitamine-d-une-vitamine-miracle_11465.html#paragraphe6

— Publications dans la revue « Pratiques en nutrition » (Elsevier)
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Introduction générale

[. Lavitamine D : une « vitamine-hormone » multiple

Dans ce manuscrit, le terme « vitamine D » sera généralement employé comme terme générique
pour faire référence a différentes molécules : les vitamines D3 (cholécalciférol) et D, (ergocalciférol)
lorsqu’on se référe a la vitamine D synthétisée ou provenant de [I‘alimentation, la 25-
hydroxyvitamine D (forme circulante) lorsqu’on se référe au statut en vitamine D, et la 1,25-
dihydroxyvitamine (calcitriol, forme active) lorsqu’on se référe aux effets de la vitamine D.

A) Différentes sources de vitamine D

1. Exposition solaire et synthese de la vitamine D

La vitamine D3 est naturellement obtenue par synthése au niveau de la peau en réponse a une
exposition au soleil (on parle aussi de photosynthese de la vitamine D). Le rayonnement solaire
comprend la lumiere visible et d’autres types de rayonnements comme les rayonnements
ultraviolets (UV). Il existe 3 types de rayonnement UV : UVA (315-400nm), UVB (280-315nm) et
UVC (100-280nm). Les rayonnements UV de longueur d’onde <290nm (i.e. UVC et une partie des
UVB) sont quasi-intégralement absorbés par I'oxygéne et I'ozone présents dans I'atmosphére et
n’atteignent donc pas la surface de la Terre [1, 2]. Les UVA peuvent pénétrer en profondeur les
couches de la peau alors que les UVB n’atteignent que les couches superficielles [3]. Sous I'action
des UVB (290-315nm), le 7-déhydroxycholestérol (présent dans toutes les couches de la peau et
en particulier I'épiderme) est converti en pré-vitamine Ds;. Cette pré-vitamine Ds; sera ensuite
isomérisée en vitamine D3 sous I'effet de la chaleur [4-6]. La vitamine Ds ainsi synthétisée se situe
en grande majorité au niveau de I'épiderme (hors couche cornée) [6-8]. Dans le cas d’une
exposition prolongée au soleil et lorsque la pré-vitamine Ds atteint sa concentration maximale, des
composés inactifs (ex. lumistérol, tachystérol, suprastérols) sont produits a partir de la pré-
vitamine D3 et de la vitamine D3 afin de prévenir tout risque d’intoxication a la vitamine D par
photosynthese [6].

La synthése de vitamine D dépend donc d’une part de la quantité de précurseur disponible (7-
déhydroxycholestérol) et d’autre part de la capacité des UVB a atteindre les couches de la peau au
sein desquelles la vitamine D sera synthétisée. Ainsi, elle sera notamment influencée par [4, 6, 9-
11]:

— La latitude, la saison et I'heure de la journée : ceci va en effet déterminer I'angle de zénith du
soleil et donc la longueur du chemin a parcourir pour les UVB a travers la couche d’ozone. Par
exemple, lorsque la latitude augmente, en hiver et en début de matinée/fin d’aprés-midi,
I'angle de zénith du soleil devient de plus en plus oblique, le chemin a parcourir pour les UVB a
travers la couche d’ozone est donc plus long et leur absorption plus importante. Ainsi, pour des
individus vivant a des latitudes élevées (comme c’est le cas en Europe notamment), la synthése
de vitamine D sera tres faible entre Octobre et Mars [12, 13].

— La pollution : les composés chimiques présents dans une atmosphére polluée (notamment
I’ozone) vont augmenter I'absorption des UVB et limiter leur passage.

— La quantité de mélanine présente dans la peau : la mélanine est en effet un filtre UV naturel et
absorbe les UVB. Les individus avec une peau foncée auront donc besoin d’une quantité plus
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importante d’UVB (intensité et/ou durée) pour permettre la synthése de vitamine D comparés
a des individus avec une peau claire [2, 14, 15].

— Le type de vétement porté : plus la peau est couverte, moins elle recgoit d’'UVB.
— Le fait de rester a I'intérieur des batiments : les vitres absorbent les UVB.

— L’age : quantité réduite de 7-déhydroxycholestérol.

2. Alimentation et apports en vitamine D

La vitamine D (vitamines D, et D3) peut également provenir de I'alimentation (Tableau 1). Cette
molécule liposoluble est en effet retrouvée dans certains aliments, en particulier en présence de
matieres grasses. Toutefois, peu d’aliments en contiennent de maniére significative. La vitamine
D; (cholécalciférol) est synthétisée a partir du 7-déhydroxycholestérol sous [I'action du
rayonnement UV. Celui-ci étant présent dans la peau des animaux, la vitamine Ds; est ainsi
retrouvée dans les produits animaux, en particulier les foies de poisson, les huiles de foie de
poisson, les poissons gras, les ceufs et les produits laitiers. La vitamine D, (ergocalciférol) est
synthétisée a partir de I'ergostérol sous I'action du rayonnement UV. Elle peut étre trouvée dans
de rares produits végétaux, notamment certains champignons [16, 17].

Certains aliments font I'objet d’'un enrichissement en vitamine D. Les aliments concernés et la
proportion d’aliment concernés varient selon les pays. En France, cet enrichissement est effectué
sur la base du volontariat et concerne principalement les produits laitiers (ex. lait, yaourts), les
beurres et margarines, les céréales du petit-déjeuner, certaines huiles et les formules infantiles
[18].

Tableau 1 Composition en vitamine D de quelques aliments

Aliments Vitamine D en pg/100g"
Huile de foie de morue 250
Foie de morue 54.3
Poissons
(variable selon le mode de préparation)
Hareng 13-22
Maquereau 5-12
Saumon 3-9
Thon 2-7
Foie de veau 2.5
CEuf (Jaune d’ceuf) 1.5(3.2)
Huiles combinées enrichies (ex. Isio 4)i 25
Beurre 1
Champignons de Paris 1.2
Fromage blanc 0.3
Fromage blanc enrichi (ex. Calin)ii 5
Emmental 1.8
Camembert 0.8
Lait demi-écrémé 0.01
Lait enrichi en vitamine D (ex. Lactel)iii 0.8

! sauf indication contraire (notes de bas de page), les compositions présentées dans cette table sont issues de la table
de composition du CIQUAL [19].

"Source : http://www.nutritionpreventiveisio.fr/Nutriments/Vitamine-D/Vitamine-D-definition-besoins-et-
consommation/ISIO4-une-teneur-renforcee-en-vitamine-D3

"Source : https://www.yoplait.fr/nos_produits/Calin

"Source : http://www.lactel.fr/nos-produits/lactel-vitamine-d/la-gamme-lactel-classique

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 21



En France, I'apport moyen en vitamine D tel qu’estimé par I'étude INCA2 (2006-2007) [20] était de
2,6ug/jour chez les adultes (1,9ug/jour chez les enfants). Les principaux aliments contributeurs a
cet apport étaient les poissons (38,3%), les ceufs (9,9%) et les fromages (8,2%). Ces apports sont
trés inférieurs aux apports nutritionnels conseillés en France [21], a savoir 13ug/jour a partir de 4
ans et 20ug/jour a partir de 55 ans chez les femmes et 65 ans chez les hommes (besoin
nutritionnel moyen estimé a 10ug/jour pour tous). Ces apports conseillés sont similaires a ceux
fournis par I'Institute of Medicine (IOM) aux USA (i.e. 15ug/jour entre 1 et 70 ans, 20ug/jour a
partir de 71 ans et 10ug/jour chez les moins d’un an) [22].

La vitamine D peut également étre obtenue via la prise de compléments alimentaires ou de
médicaments. En particulier, en France, une complémentation en vitamine D des enfants de moins
de 5 ans et des femmes enceintes est recommandée [23, 24].

B) De la vitamine D a la 1,25-dihydroxyvitamine D

1. 25-hydroxyvitamine D : forme circulante

La vitamine Dsproduite au niveau de I'épiderme va intégrer la circulation sanguine au niveau du
derme en se liant a sa protéine de transport : la vitamin D binding protein (VDBP, aussi connue
sous le nom de Gc-globulin). Les vitamines D, et D3 absorbées a partir de I'alimentation sont fixées
par les chylomicrons, ce qui leur permet d’intégrer la circulation lymphatique puis la circulation
veineuse. Au niveau veineux, vitamines D, et D3 sont fixées par la VDBP [5, 6, 17, 25]. En effet, du
fait de son caractére liposoluble, la vitamine D (sous ses différentes formes) doit étre fixée a une
protéine de transport dans le sang [26]. La VDBP est synthétisée a partir du gene GC [27] et est
présente dans le plasma a des concentrations trés supérieures a celles des différents métabolites
de la vitamine D. Ces différents métabolites n’ont d’ailleurs pas tous la méme affinité pour cette
protéine de transport [28].

La vitamine D va ensuite étre rapidement transportée vers le foie ou elle va étre hydroxylée en 25-
hydroxyvitamine D (25(0OH)D). Cette hydroxylation dépend d’'une enzyme du cytochrome P450 a
activité 25-hydroxylase identifiée comme étant celle codée par le gene CYP2R1. La transformation
de la vitamine D en 25(OH)D va dépendre de la quantité de vitamine D produite ou ingérée [26].
La concentration sanguine en 25(0OH)D est ainsi utilisée comme marqueur du statut en vitamine D
[26, 29].

La 25(OH)D est la principale forme circulante de la vitamine D. Elle est en effet le principal ligand
de la VDBP, du fait de sa forte affinité [28].

Avant d’atteindre le foie, les vitamine D, et D3 peuvent également étre transférées dans le tissu
adipeux ou elles seront stockées [30]. Ce transfert dans le tissu adipeux serait a I’équilibre avec la
vitamine D circulante et serait donc fonction de I’absorption et/ou de la synthése de vitamine D
[31]. Ces stocks durables de vitamine D pourront étre mobilisés au cours de périodes de moindre
disponibilité [30, 31], notamment I'hiver.

2. 1,25-dihydroxyvitamine D : forme active

La 25(0OH)D est une forme inactive de la vitamine D et est le substrat pour la formation de la forme
biologiguement active de la vitamine D, la 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(OH),D) [29]. La
25(OH)D circulante peut ainsi étre considérée comme un « pool » de réserve permettant la
formation de cette forme active.

La 25(OH)D est convertie en 1,25(0OH),D par une enzyme du cytochrome P450 a activité la-
hydroxylase, codée par le gene CYP27B1. Cette conversion peut se produire au niveau des reins
mais également au niveau d’autres tissus exprimant cette enzyme [32, 33]. La 25(0OH)D lipophile
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peut étre intégrée dans les cellules directement par diffusion passive a travers la membrane.
Toutefois, la 25(0OH)D étant presque intégralement liée a la VDBP, un systeme d’endocytose
impliquant la mégaline et la cubiline a été proposé. Ce systeme a été observé au niveau rénal
(cellules épithéliales des tubules rénaux) [26, 34] mais également au niveau d’autres tissus comme
les cellules épithéliales mammaires [33].

Au niveau rénal, la production de 1,25(0OH),D est tres régulée et intervient dans I’homéostasie
calcique (signalisation endocrine, voir I.C)). La production de 1,25(0OH),D est stimulée par
I’hormone parathyroidienne lorsque le taux de calcium circulant est trop bas et est inhibée
notamment par la 1,25(0OH),D (rétrocontrole négatif) [6, 26]. Au niveau des tissus extrarénaux, la
conversion 25(0H)D-1,25(0OH),D serait régulée par des parametres locaux [26].

Une fois formée, la 1,25(0H),D se lie a son récepteur, le vitamin D receptor (VDR codé par le géne
VDR), ce qui va lui permettre d’exercer son activité. La 1,25(0OH),D est le ligand principal du VDR,
avec une affinité 100 fois supérieure a celles de la 25(0OH)D [26]. Les vitamines D, (ergocalciférol)
et D3 (cholécalciférol) ne se lient pas au VDR [32].

La vitamine D agit principalement a travers la régulation de I'expression de nombreux genes. Une
fois la 1,25(0OH),D liée au VDR, ce récepteur nucléaire se lie au retinoid X receptor (RXR codé par le
géne RXR) formant ainsi un dimere pouvant se fixer a ’ADN au niveau de séquences appelées les
éléments de réponse a la vitamine D (VDRE). Ce complexe 1,25(0OH),D-VDR-RXR lié aux VDREs
entraine le recrutement de différents facteurs de transcription qui vont réguler (positivement ou
négativement) I'expression des genes concernés. On estime que jusqu’a 2000 génes pourraient
ainsi étre régulés directement ou indirectement par la vitamine D [6, 32].

La 1,25(0OH),D régule sa propre dégradation en stimulant I'expression du géne CYP24A1 codant
pour une enzyme a activité 24-hydroxylase conduisant a la production d’un composé inactif (acide
calcitroique) [26].

C) Vitamine D et fonctionnement de I'organisme

La vitamine D a été découverte dans le cadre de recherches visant a déterminer la cause du
rachitisme [17]. Des observations au cours des XIXeme et XXeme siecles ont notamment montré
qgue le rachitisme était plus commun en ville (Sniadecki, 1822), était principalement lié a
I’exposition solaire (Palm, 1890), pouvait étre traité par l'ingestion d’huile de foie de morue
(Percival, 1789 ; Mellanby, 1919) ou par I'exposition au soleil ou aux lampes UV (Raczynski, 1913 ;
Huldschinsky, 1919 ; Hess et Unger, 1922 ; Chick, 1922). En 1922, la vitamine D a été formellement
identifiée par McCollum et al. comme étant le facteur « anti-rachitisme » contenu dans I'huile de
foie de morue. Par la suite, I'exposition solaire a été liée a la présence de vitamine D dans les
aliments (Hess et Weinstock, 1924 ; Steenbock et Black, 1924) et on a montré que I'administration
de foies d’animaux pouvaient traiter le rachitisme (Goldblatt et Soames, 1923). Enfin, la structure
de la vitamine D a été déterminée par Windaus et al. (1936, Prix Nobel en 1928) et Askew et al.
(1931).

1. 1,25(0H)2D : une hormone clé de ’homéostasie calcique

La vitamine D joue un r6le majeur dans I’homéostasie du calcium et du phosphore [26, 29, 30].
L’'homéostasie calcique est un processus de régulation stricte impliquant les reins, les os, les
glandes parathyroides et les intestins et permettant d’assurer le maintien de la concentration
circulante (extracellulaire) en calcium a 1Immol/l (calcium ionisé), ce qui est essentiel pour le
fonctionnement de I'organisme (ex. contraction musculaire, transmission neuronale) [26, 30]. La
concentration circulante en calcium est détectée au niveau des glandes parathyroides par le
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calcium-sensing receptor (CaSR, codé par le gene CaSR). Lorsque la concentration en calcium
devient trop basse (hypocalcémie), une série de voies métaboliques sont alors activées pour
injecter du calcium dans la circulation sanguine : (1) le CaSR va induire la sécrétion de I’hormone
parathyroidienne (ou parathormone, PTH), (2) la PTH va alors stimuler la conversion de 25(0OH)D
en 1,25(0H),D au niveau rénal, (3) la 1,25(0OH),D produite va stimuler I'absorption de calcium au
niveau intestinal, (4) 1,25(0OH),D et PTH vont également agir au niveau rénal en stimulant la
réabsorption de calcium et, au niveau osseux en mobilisant le calcium présent dans la matrice
osseuse (via une activation des ostéoclastes). Cette mobilisation de calcium a partir des os
nécessite la présence simultanée de 1,25(0OH),D et PTH. La 1,25(OH),D exerce un rétrocontrdle
négatif sur la conversion rénale de 25(OH)D en 1,25(0OH),D et sur la sécrétion de PTH. Lorsque la
concentration en calcium est normalisée, la sécrétion de PTH est inhibée. Lorsque la concentration
en calcium devient trop haute (hypercalcémie), un autre systeme impliquant la calcitonine se met
en place en arrétant notamment la mobilisation de calcium provenant du squelette.

Ce rble joué par la vitamine D dans I’'homéostasie calcique passe par une signalisation de type
endocrine (la 1,25(0OH),D produite au niveau des reins est libérée dans la circulation sanguine pour
atteindre ses différents organes/cellules cibles extrarénaux), assimilant ainsi la 1,25(0OH),D a une
hormone.

2. 1,25(0H)2D : signalisation locale au sein de multiples tissus

Comme vu en |.B)2., la conversion de la forme circulante de la vitamine D (25(0OH)D) en sa forme
active (1,25(0H),D) peut se produire au niveau d’autres cellules que les cellules rénales,
notamment les cellules du c6lon, du cerveau, de la prostate, du sein, du pancréas ou les cellules
endothéliales [32]. De méme, la présence du VDR a été observée dans de nombreux tissus, autres
que ceux impliqués dans la régulation du calcium circulant : par exemple, le tissu adipeux, le
cerveau, le sein, le cblon, le poumon, les lymphocytes, les muscles, le pancréas, la prostate ou
encore |'estomac [32]. Cette ubiquité du VDR et de la conversion 25(0OH)D-1,25(0H),D, associée
aux nombreux genes régulés par la 1,25(0OH),D [6, 32] a conduit a penser qu’outre le réle majeur
joué par la vitamine D dans I’'homéostasie calcique, la vitamine D serait également impliquée dans
de nombreux processus physiologiques et ainsi pourrait étre essentielle au fonctionnement de
I'organisme.

L'effet potentiel de la vitamine D au niveau de ces tissus (différents des organes cibles impliqués
dans I’'homéostasie calcique) ne serait plus lié a la signalisation endocrine impliquée dans
I’'homéostasie calcique mais ferait intervenir une signalisation locale de type autocrine
(signalisation a partir de 1,25(0OH),D produite au sein méme de la cellule) ou paracrine
(signalisation a partir de 1,25(0OH),D produite au sein de cellules adjacentes) [17].

Ainsi, le role essentiel joué par la vitamine D dans la prévention du rachitisme chez les enfants et
de I'ostéomalacie chez les adultes (pathologies liées a une minéralisation insuffisante de la matrice
osseuse conduisant a une déformation du squelette), et plus généralement dans la formation et le
maintien d’un squelette sain [17, 26], ne serait pas uniqguement lié¢ a son implication dans
I’'homéostasie calcique et impliquerait également une signalisation locale. En effet, si la
stimulation de I'absorption du calcium au niveau intestinal et le rétrocontréle négatif effectué sur
la sécrétion de PTH permettent de limiter en partie la mobilisation du calcium osseux, des
expériences ont également montré que la vitamine D était indispensable au développement du
cartilage de conjugaison (calcium et 1,25(0OH),D nécessaires) ainsi qu’au remodelage osseux
(formation de I'os via I'action des ostéoblastes et résorption de |'os via I'action des ostéoclastes,
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pour lesquelles 1,25(0OH),D et VDR sont nécessaires), a travers des mécanismes n’impliquant pas
uniquement la régulation du taux de calcium circulant [26, 35].

Plus généralement, la vitamine D contribuerait au fonctionnement normal du systeme musculo-
squelettique et ainsi a la prévention du risque de chute, en particulier chez les personnes agées.
Outre son role dans la santé osseuse, elle favoriserait en effet la croissance et le développement
des muscles squelettiques et serait ainsi associée a une plus grande force musculaire [6, 26, 36,
37].

Au-dela de son réle reconnu dans la santé musculo-squelettique, la vitamine D, a travers son
implication dans de nombreux processus physiologiques, pourrait jouer un role dans différents
états de santé :

— Régulation cellulaire [17, 26] : la vitamine D interviendrait pour réguler la prolifération et la
croissance des cellules (ex. arrét du cycle cellulaire, inhibition des facteurs de croissance) mais
également pour favoriser la différenciation ou encore I'apoptose. Ces différents mécanismes
permettent donc d’assurer un développement normal des différents tissus de I'organisme et,
ayant notamment été observés sur des cellules cancéreuses, suggerent un role de la vitamine D
dans la prévention des cancers (voir lll.).

— Systéme immunitaire [6, 26, 38, 39] : la vitamine D permettrait de favoriser la différenciation
des monocytes en macrophages, des cellules présentatrices d’antigénes, des cellules
dendritiques et des lymphocytes, et de favoriser la synthése de peptides antimicrobiens. Ainsi
la vitamine D serait impliquée dans le fonctionnement normal du systéme immunitaire et
permettrait notamment de limiter les infections, les réponses auto-immunes et les processus
inflammatoires. La vitamine D pourrait donc jouer un role dans la prévention de différentes
pathologies auto-immunes (ex. diabéte de type |, sclérose en plaques) ou inflammatoires (ex.
psoriasis) et dans la prévention des infections (ex. infections respiratoires, infections de la
peau).

— Fonctionnement cognitif [6, 26, 40, 41] : la vitamine D favoriserait le développement normal du
cerveau et permettrait un bon fonctionnement neuronal au niveau central et périphérique (ex.
protection de la structure et de l'intégrité des neurones, prévention de la perte neuronale,
augmentation de la vitesse du signal neuronal). Des études ont ainsi suggéré que la vitamine D
pourrait favoriser de bonnes performances cognitives et pourrait étre impliquée dans la
prévention de différentes pathologies comme la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer
ou encore la schizophrénie.

— Santé cardio-métabolique [6, 26, 42]: la vitamine D serait impliquée notamment dans la
régulation de la sécrétion d’insuline, dans la régulation du systéme rénine-angiotensine, dans le
fonctionnement des cellules musculaires cardiaques ou encore dans l'activité des cellules
immunitaires au niveau des plaques d’athérosclérose. Ces mécanismes suggérent donc un role
potentiellement protecteur vis-a-vis du risque de maladies cardio-métaboliques (ex. diabéte de
type Il, hypertension, maladies cardiovasculaires, syndrome métabolique).

3. Lavitamine D : un acteur clé du fonctionnement de I'organisme ?

Les hypotheses mécanistiques suggerent donc que la vitamine D pourrait étre un acteur clé du
fonctionnement de l'organisme et de la prévention d’'un nombre important de pathologies.
Toutefois, les résultats épidémiologiques disponibles a I’"heure actuelle nont le plus souvent pas
permis d’atteindre un consensus sur les relations établies entre la vitamine D et différents états de
santé. En effet, des résultats contrastés ont été obtenus pour la plupart de ces états de santé
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entre les études d’observation (cohortes) et les études d’intervention (essais controlés
randomisés), ou bien entre études d’observation. Ceci est notamment illustré dans une étude
publiée en 2014 par Theodoratou et al. [43], correspondant a une synthése de I'’ensemble des
revues systématiques de la littérature et des méta-analyses disponibles (études d’observation et
d’intervention) portant sur les relations entre la vitamine D (statut en vitamine D et
supplémentation) et différents états de santé. Les auteurs ont ainsi identifié 107 revues
systématiques de la littérature et 74 méta-analyses d’études épidémiologiques d’observation
(concentration en vitamine D), et 87 méta-analyses d’essais controlés randomisés
(supplémentation en vitamine D) couvrant jusqu’a 137 issues de santé (ex. cancers, maladies
cardiovasculaires, troubles cognitifs, santé osseuse, santé de I’enfant, grossesse, troubles
métaboliques et infections) et ont jugé que peu de relations atteignaient un niveau de preuve
suffisant en étant soutenues a la fois par des études d’observation et d’intervention.

En Europe, différentes allégations de santé ont été autorisées pour la vitamine D par la
Commission [44], reflétant les connaissances pour lesquelles un consensus a été établi sur la base
d’expertises collectives. Ces allégations concernent les effets suivants, relatifs a un
fonctionnement normal des processus physiologiques plutot qu’a une réduction de risque de
maladies : absorption et métabolisme du calcium et du phosphore, division cellulaire,
fonctionnement normal du systéme immunitaire, maintien du squelette, fonctionnement
musculaire normal, dentition normale, diminution du risque de chutes, croissance et
développement osseux normaux chez les enfants, réduction de la perte minérale osseuse chez les
femmes ménopausées (en association avec le calcium).

En 2011, I'lOM a fourni des recommandations d’apports nutritionnels conseillés pour la vitamine D
(et statut en vitamine D correspondant) sur la base des preuves existantes pour la santé osseuse
uniquement, jugeant que le niveau de preuve associé aux autres pathologies était insuffisant [22,
45].

Ainsi, a I'heure actuelle, si les éléments a disposition suggerent le plus souvent que la vitamine D
pourrait jouer un role dans la réduction de risque de différentes pathologies, il n"'en demeure pas
moins que, mis a part pour la santé musculo-squelettique, le niveau de preuve associé a la relation
entre la vitamine D et la plupart des issues de santé étudiées (en particulier les pathologies) reste
insuffisant. Le passage des observations réalisées au niveau du fonctionnement cellulaire ou
physiologique a la prévention de diverses pathologies n’est donc pas immédiat et des études
additionnelles sont nécessaires pour établir des consensus.
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Figure 1 Métabolisme de la vitamine D
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[I. La vitamine D : statut, connaissances et enjeux

A) Scientifiques et grand public : un intérét fort et croissant pour la vitamine D

Récemment, la vitamine D a fait 'objet d’'une remarquable attention a la fois de la part de la
communauté scientifique et médicale mais également des médias et du public.

En effet, comme évoqué en I.C), si la vitamine D est connue depuis longtemps dans la
communauté scientifique pour son réle dans I'homéostasie calcique et la santé osseuse, la
découverte du fait que la grande majorité des cellules et tissus de notre organisme est capable de
répondre au signal de la vitamine D a conduit a penser que la vitamine D pourrait également jouer
un réle clé dans de nombreux états de santé. Au cours des derniéres décennies, un nombre
toujours croissant d’études scientifiques a été conduit sur la vitamine D, avec notamment plus de
30 000 résultats sur Pubmed pour les dix derniéres années (Figure 2).

Figure 2 Nombre de résultats par an pour la recherche « vitamin D » [Title/Abstract] dans
Pubmed (1922-2016)
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Un intérét particulier a été porté aux liens entre la vitamine D et plus d’'une centaine d’issues de
santé [43]. Si a I'heure actuelle, les issues de santé pour lesquelles un réle de la vitamine D a été
clairement établi restent principalement liées a la santé musculo-squelettique (voir I.C)), Caulfield
et al. [46] ont récemment montré que, dans les médias, la vitamine D est le plus souvent traitée
comme une « vitamine miracle » avec une promotion de son réle bénéfique dans de nombreux
états de santé, sans tenir compte du niveau de preuve.

Le grand public a donc été exposé a une quantité importante d’information concernant la vitamine
D provenant de différentes sources. Ainsi, que sait ou croit savoir le public a propos de la vitamine
D ? Ce que les individus connaissent a propos de la vitamine D et la maniére dont ils comprennent
son role pour la santé constituerait une information intéressante pour les médecins et les
institutions publiques afin d’améliorer la communication portant sur ce nutriment.

Des études quantitatives et qualitatives précédemment menées dans différents pays (ex.
Australie, USA, Pays-Bas), le plus souvent en ciblant des groupes particuliers (ex. personnes agées,
femmes enceintes, étudiants) ont montré que le niveau de savoir lié a la vitamine D était limité
[47-64]. A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée en Europe sur un large échantillon
issu de la population générale et peu d’études ont investigué si ces connaissances pouvaient étre
influencées par différentes caractéristiques individuelles.
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Un des objectifs de cette these était donc d’évaluer les sources d’information et les connaissances
liées a la vitamine D (sources, effets santé) dans un large échantillon d’adultes francais issus de la
population générale, en fonction des caractéristiques sociodémographiques et économiques.

B) Statut en vitamine D, insuffisance et carence

1. Seuils de référence pour un statut « normal » en vitamine D

Les seuils de référence permettant d’évaluer si la concentration mesurée en 25(0H)D peut étre
considérée ou non comme « normale » ne sont pas encore clairement établis et font I'objet de
débat, notamment du fait des parameétres de santé a prendre en compte pour déterminer ces
seuils.

Le seuil de concentration en 25(0OH)D en-dessous duquel des manifestations cliniques d’une
carence en vitamine D peuvent étre observées (rachitisme, ostéomalacie) est relativement
consensuel et se situerait autour de 10-12ng/ml (avec une notion de carence sévére en-dessous
de 5ng/ml) [21, 45, 65].

Au-dela de ce seuil de carence vitaminique, se pose la question des seuils permettant de définir un
statut « suffisant » ou « normal ». En 2011, I'lOM a défini des seuils de référence en considérant
des concentrations en 25(0OH)D permettant de couvrir les besoins en vitamine D pour la
population générale afin d’assurer une bonne santé osseuse (normalisation des concentrations en
PTH, risque de chute chez les personnes agées, absorption du calcium). L'IOM a ainsi jugé qu’une
concentration en 25(0OH)D >20ng/ml permettait de couvrir les besoins pour 97,5% de la population
et qu’une concentration >16ng/ml couvrait les besoins pour 50% de la population [22, 45].

Cependant, ces valeurs sont débattues par I'Endocrine Society américaine qui considéere que le
seuil de suffisance/insuffisance devrait étre défini a 30ng/ml pour assurer un fonctionnement
normal du métabolisme calcique, osseux et musculaire (normalisation des concentrations en PTH,
risque de chute chez les personnes agées, absorption du calcium). Ce seuil permettrait également
de réduire le risque d’autres pathologies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires ou le
diabéte. Les recommandations de I'Endocrine Society seraient toutefois plutét destinées a des
populations de patients a risque [45, 66, 67]. Le seuil de 30ng/ml pourrait donc étre considéré
comme un seuil de « statut optimal ».

Dans les pays développés, avec un mode de vie dans lequel le temps passé en intérieur devient de
plus en plus important, I'insuffisance en vitamine D (concentration en 25(0OH)D <20ng/ml) est
devenue un enjeu médical important du fait de sa prévalence relativement élevée : 42,5% en
France en 2006 selon I’étude ENNS [68], entre 35 et 70% en Europe [12] et 36% aux USA [6].

2. Conséquences d’un statut élevé en vitamine D

Différentes études ont montré qu’une intoxication aiglie a la vitamine D était peu probable. En
effet, 'induction d’une hypercalcémie résultant d’une hypervitaminose D n’est observée que pour
des niveaux tres élevés de vitamine D ingérée (jusqu’a 10 000Ul/jour [22]) ou de concentrations en
25(0OH)D (jusqu’a 200ng/ml) [69]. L’apport maximal tolérable pour la vitamine D a ainsi été fixé a
100pg/jour (4000UI) par L’Agence européenne de sécurité des aliments (AESA/EFSA) et I'lOM [18,
22].

Cependant, la toxicité aiglie n’est pas le seul parameétre a prendre en compte. Les effets d’'un
statut élevé en vitamine D maintenu sur le long terme doivent également étre considérés (aspects
chroniques) [16]. Différentes études d’observation ont en effet montré que le risque de différents
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évenements de santé associé au statut en vitamine D pouvait étre modélisé par une « courbe en
U », a savoir que des concentrations a la fois faibles et élevées en 25(0H)D pourraient étre
associées a une augmentation de risque. Cette augmentation de risque associée a un statut élevé
en vitamine D a été observée notamment pour la mortalité (NHANES Ill) [70], les maladies
cardiovasculaires (Framingham Offspring Study) [71], ou les cancers (notamment cancer de la
prostate et cancer du pancréas) [69, 72]. Certaines études ont également montré que des doses
tres importantes de supplémentation en vitamine D pouvaient conduire a une augmentation de
risque de fractures ou de chutes [69].

Ainsi, les conséquences d’un statut élevé en vitamine D maintenu sur le long terme ne sont pas
entierement connues. Si le seuil limite de référence pour la concentration en 25(0OH)D a pu étre
considéré par certains auteurs comme étant de 60ng/ml (voire 100ng/ml) [5], I'lOM et le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC/IARC) estiment qu’un statut élevé (seuil
d’incertitude pour les effets de la vitamine D) correspond a des concentrations en 25(OH)D
supérieures a 50ng/ml et 40ng/ml respectivement [16, 22, 73].

C) Identifier les facteurs influengant le statut en vitamine D

Dans la partie I., nous avons vu que différents facteurs pouvaient influencer le statut en vitamine
D, en particulier les facteurs directement liés a sa synthése (ex. exposition solaire, lieu
d’habitation, saison, couleur de la peau, dge) ou a son absorption (ex. apports alimentaires).
D’autres facteurs pourraient également influencer le statut en vitamine D, c’est le cas notamment
du sexe, du statut pondéral, de facteurs liés au mode de vie comme la consommation d’alcool ou
I'activité physique [74-79], ou de facteurs génétiques. En effet, les polymorphismes de genes
impliqués dans le métabolisme de la vitamine D et/ou du calcium comme par exemple les génes
VDR (codant pour le récepteur a la vitamine D), CYP24A1 (codant pour une enzyme de dégradation
de la vitamine D), CaSR (codant pour le récepteur de détection du calcium circulant), RXR (codant
pour le retinoid X receptor formant un dimére avec le récepteur a la vitamine D) ou GC (codant
pour la protéine de transport de la vitamine D) pourraient influencer la concentration en 25(0OH)D
[80, 81]. Cependant, il existe peu d’information sur I'association entre ces génes et le statut en
vitamine D [82-85].

Ainsi, si I'influence de certains de ces déterminants du statut en vitamine D est déja bien connue,
des questions subsistent. Par exemple, le niveau optimal d’exposition solaire nécessaire pour
influencer positivement le statut en vitamine D n’est pas entierement déterminé. Or, cette
guestion est cruciale puisqu’une exposition solaire excessive est un facteur de risque majeur pour
les cancers de la peau et le vieillissement cutané [86, 87]. D’autre part, on ne sait pas si I'activité
physique intervient a part entieére ou si son influence vient de I'exposition solaire associée a la
pratique d’activités en plein air.

Enfin, I'influence relative de ces différents facteurs pourrait fournir une information importante
pour mettre en place des stratégies de santé publique ciblant en priorité les déterminants les plus
significatifs et modifiables du statut en vitamine D. A notre connaissance, seule une étude [76] a
précédemment évalué l'influence relative sur le statut en vitamine D de I'exposition solaire, du
phototype, des apports alimentaires en vitamine D, de lactivité physique, des facteurs
anthropométriques et sociodémographiques et des polymorphismes génétiques de maniére
simultanée sur une méme population d’étude. Cependant, cette étude était restreinte a des sujets
a risque (femmes ménopausées).
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Un des objectifs de cette theése était donc d’étudier I'influence relative de différents déterminants
potentiels du statut en vitamine D dans un large échantillon d’adultes issus de la population
générale.

D) Identifier les individus a risque d’insuffisance en vitamine D

Dans les parties I. et 11.B), nous avons vu que le fait d’atteindre et de maintenir un statut suffisant
en vitamine D a tous les stades de la vie apparaissait comme un enjeu important.

La prévention et le traitement d’une insuffisance en vitamine D fait généralement intervenir un
dosage sanguin de la 25(0OH)D et/ou une complémentation (compléments alimentaires ou
médicaments). Les recommandations existantes ont cependant souligné que ces mesures
devraient cibler les individus a risque [88, 89]. En effet, d’'une part le dosage de la vitamine D ne
serait pas colt-efficace en population générale [88-91] et d’autre part le fait de supplémenter des
individus qui ne présenteraient pas d’insuffisance en vitamine D pourrait conduire a des statuts en
vitamine D élevés (voire un surdosage) chez ces sujets, dont les conséquences a long terme sont
mal connues [16, 22, 73].

Il est donc essentiel d’identifier les individus a risque afin de mieux cibler la prise en charge
thérapeutique (dosage/prescriptions de compléments alimentaires ou de médicaments). Des
études précédemment menées ont proposé des systemes de score pour prédire le statut en
vitamine D [75, 92-96]. Cependant, ces études étaient principalement conduites sur des
échantillons relativement réduits ou des sous-groupes spécifiques de population, incluaient des
caractéristiques non accessibles de maniere simple en pratique clinique, utilisaient des coefficients
complexes ou difficiles a interpréter ou n’avaient pas réalisé de validation dans un échantillon
indépendant. Seuls Sohl et al. [94] ont développé et validé un score simple d’utilisation pour
prédire une insuffisance en vitamine D. Cependant, cette étude portait sur des sujets agés et
incluait donc des indicateurs de fragilité spécifiques a cette population particuliere.

Un des objectifs de cette thése était donc de développer (et tester dans un échantillon
indépendant) un score visant a détecter des individus a risque d’insuffisance en vitamine D au sein
d’'une population d’adultes d’age moyen en se basant uniquement sur des caractéristiques
individuelles simples et facilement accessibles en pratique clinique.

E) Statut en vitamine D et seuils de référence pour la PTH

Une sécrétion excessive de PTH peut étre liée a un dysfonctionnement au niveau des glandes
parathyroides elles-mémes (hyperparathyroidisme primaire, PHPT) ou peut étre liée a une
diminution de la concentration sérique en calcium, ce qui peut étre observé dans différentes
situation comme lorsque le statut en vitamine D est insuffisant (hyperparathyroidisme secondaire,
SHPT) [97]. Dans la plupart des cas, une sécrétion élevée de PTH permet de maintenir une
calcémie normale mais elle entraine aussi un remodelage de I'os, une fragilité osseuse et, chez les
personnes agées conduit a une augmentation du risque de fracture ostéoporotique,
principalement au niveau des zones corticales [98]. Des études épidémiologiques prospectives en
population générale ont également montré que des niveaux de PTH légerement élevés étaient
associés a une augmentation de l'incidence d’évenements cardiovasculaires [99].

Le dosage du taux sanguin en PTH est courant en pratique clinique. Toutefois, les valeurs de
référence pour la concentration sanguine en PTH fournies par les fabricants des kits ont
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généralement été établies a partir de petits échantillons de sujets apparemment en bonne santé
mais faiblement caractérisés.

Par ailleurs, il est établi que les concentrations sanguines en 25(0OH)D et en PTH sont inversement
corrélées [100] : la concentration en PTH augmente lorsque la concentration en 25(0OH)D devient
inférieure a un certain seuil [101], et la concentration en PTH diminue lorsque des individus
présentant une insuffisance en vitamine D sont supplémentés avec de la vitamine D. Ce
phénomeéne devrait donc étre pris en compte pour établir les valeurs de référence pour la PTH.
Toutefois, bien que de faibles concentrations sanguines en 25(OH)D soient généralement
observées en population générale [102], le statut en vitamine D n’a généralement pas été pris en
compte dans I'établissement des valeurs de référence publiées pour les kits actuels [103]. Une
proposition a donc été faite d’inclure uniquement des sujets présentant un statut suffisant en
vitamine D pour établir les valeurs de référence pour la concentration en PTH [104-106]. En
appliquant cette stratégie avec différents kits de dosages, il a été observé que les plus hautes
concentrations en PTH mesurées chez des sujets avec un statut suffisant en vitamine D étaient
plus basses que la limite proposée par les fabricants des kits. Les différences observées entre ces
valeurs hautes et la valeur limite proposée par les fabricants variaient de maniére importante
entre les différents kits de dosage [104]. Cependant, ces études étaient conduites sur des
échantillons relativement restreints.

En outre, la concentration en PTH serait influencée par d’autres facteurs. Par exemple, une
augmentation de la concentration en PTH a été observée chez des individus plus agés [107], chez
ceux ayant une couleur de peau plus foncée [108], chez les individus obeses [109] et chez ceux
avec de faibles apports en calcium [100]. Ces facteurs n’ont cependant généralement pas été pris
en compte dans I'établissement des valeurs de référence.

Pour ces raisons, le Third International Workshop on Asymptomatic Primary Hyperparathyroidism
[110] a conclu que de plus amples études étaient nécessaires pour établir des intervalles de
référence pour la PTH en utilisant de larges échantillons d’individus présentant un statut suffisant
en vitamine D et en conduisant des analyses stratifiées selon différents modificateurs potentiels
de la concentration en PTH.

Un des objectifs de cette these était donc de proposer des seuils de référence pour la
concentration en PTH en prenant en compte le statut en vitamine D et d’autres modificateurs
potentiels (age, sexe, statut pondéral et apports en calcium) dans un large échantillon d’adultes
issus de la population générale.
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[II. La vitamine D : un réle dans la prévention des cancers ?

A) La prévention des cancers : un enjeu de société

En France, le cancer est la premiere cause de mortalité précoce : 48,4% des déces avant 65 ans
chez les femmes et 37,6% chez les hommes (2011-2013) [111]. En 2015, on estime a 384 442 le
nombre de nouveaux cas de cancers (210 882 chez les hommes et 173 560 chez les femmes) et a
149 456 le nombre de décés par cancer. Les principales localisations sont le cancer de la prostate
(incidence : 14% ; mortalité : 5,8%), le cancer du sein (incidence : 14,1% ; mortalité : 8%), le cancer
du colon-rectum (incidence: 11,2%; mortalité : 11,9%) et le cancer du poumon (incidence :
11,8% ; mortalité : 20,4%) [112].

Au niveau mondial le cancer représente en 2012 14,1 millions de nouveaux cas et l'une des
premieres causes de mortalité avec 8,2 millions de décées [113].

Le cancer est une pathologie lourde engendrant des conséquences importantes pour les
personnes ayant ou ayant eu un cancer du fait notamment de traitements plus ou moins invasifs,
de la dégradation de la situation professionnelle, du stress, de discriminations ou encore
d’invalidités [112].

Le cancer représente donc un poids important pour la société et sa prévention un enjeu majeur de
santé publique. Le cancer est une pathologie multifactorielle dont I'apparition résulte d’'une
altération de I'expression génétique. Cette altération peut étre héritée dans son patrimoine
génétique (prédisposition) mais peut également étre une conséquence de linteraction de
I'individu avec son environnement [114]. Ainsi, la prévention des cancers est envisageable a
travers une modification de I'environnement et/ou des comportements. Selon des estimations
réalisées par le World Cancer Research Fund (WCRF)/American Institute for Cancer Research
(AICR), la part des cancers attribuable a la nutrition (alimentation, activité physique, obésité) serait
d’environ 30% (estimations pour les USA et le Royaume-Uni) [115], cette part étant variable selon
les localisations de cancer et leur sensibilité aux facteurs nutritionnels. L'intérét de la nutrition est
donc a souligner dans le cadre de la prévention des cancers car c’est un facteur modifiable sur
lequel il est possible d’agir.

B) Rdle de la vitamine D dans la prévention des cancers

Différentes observations ont conduit a proposer la vitamine D comme un facteur potentiel de
prévention du risque de cancer [116] : lien inverse existant entre le risque de développer un
cancer de la peau et le risque de développer d’autres cancers (Peller, 1936), taux de mortalité par
cancer moins élevé dans les régions ensoleillées aux USA (Apperly, 1942), gradient pour le taux de
mortalité par cancer du célon aux USA en fonction de la latitude. Cette derniére observation par
Garland C et Garland F les a conduits a émettre I’hypothése que la vitamine D pourrait étre un
facteur de prévention du cancer (notamment de cancer du c6lon) [117] et ainsi étre a I'origine des
observations précédemment décrites. Par la suite, différentes études seront menées pour étudier
I’association potentielle entre la vitamine D (apports, supplémentation puis statut en vitamine D)
et le risque de cancer du c6lon mais aussi d’autres localisations.

Comme vu en ., de nombreuses cellules de I'organisme possédent I'équipement nécessaire a la
conversion de la vitamine D en sa forme active (1,25(0OH),D) ainsi que le VDR (ex. cellules du cblon,
du sein, de la prostate, du poumon, de I'estomac), permettant ainsi d’émettre I’hypothése que la
vitamine D pourrait jouer un réle local au niveau de ces cellules, notamment a travers la régulation
de genes. Différentes hypothéses basées sur des études expérimentales mécanistiques suggerent
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gue la vitamine D pourrait jouer un réle dans la prévention de différents cancers, notamment a
travers les mécanismes suivants [118, 119] : régulation cellulaire (régulation de la prolifération, de
la différenciation, de la croissance, de I'apoptose), régulation de la signalisation des hormones
sexuelles (ex. estrogenes, androgenes), propriétés anti-inflammatoires, inhibition de I'invasion des
cellules tumorales et des métastases, inhibition de I'angiogenése, inhibition de la formation de
tumeurs chimio-induites.

Par ailleurs, le métabolisme de la vitamine D fait intervenir différents genes (voir I.) en particulier
ceux impliqués dans la signalisation de la 1,25(0OH),D — VDR, codant pour le VDR et RXR codant
pour le récepteur de l'acide rétinoique (RXR) formant un dimere avec le VDR, le transport — GC
codant pour la protéine de transport de la vitamine D (VDBP), la dégradation — CYP24A1 codant
pour I'enzyme de dégradation 1,25-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase, et la détection de la
concentration de calcium circulant — CaSR codant pour le récepteur membranaire au calcium au
niveau des glandes parathyroides. Différents polymorphismes pour ces genes seraient susceptibles
d’avoir une influence sur I'effet potentiel de la vitamine D dans la prévention des cancers (Tableau
2) et ainsi d’étre impliqués dans I'étiologie des cancers [118].

Tableau 2 Influence potentielle de différents polymorphismes de génes impliqués dans le
métabolisme de la vitamine D

Géne Polymorphisme Influence potentielle

e Situé au niveau de I'extrémité 3’ non-codante de ’ADN (UTR)
¢ Haplotype BAt (polymorphismes Bsml, Apal et Tagl) : augmentation de
I’expression de I’ARN messager du VDR ? (résultats contrastés)

Bsml (rs1544410)
[120]

VDR Fokl (rs2228570) Allele C (F) : protéine VDR plus courte, plus active [120]

e Situé dans la région du promoteur (extrémité 5’ de I’ADN)
Cdx2 (rs11568820) e Alléle A : augmentation de la liaison du VDR au facteur de transcription
[120] Cdx2, augmentation de I'expression du gene VDR au niveau de l'intestin,
augmentation de I'absorption intestinale de calcium

e Situé au niveau d’un intron, possible déséquilibre de liaison avec
(57861779 d a\utres polymorph|§mes . ) .
RXR e Alleéle A : augmentation de risque de cancer du célon proximal [121],
diminution de risque de récurrence de cancer du célon proximal [122]

rs12004589 Alléle A : augmentation de risque de cancer colorectal (MSI élevé) [121]
o Alléles rs4588 T et rs7041 A : moindre statut en vitamine D [82, 85]
GC rs4588 e Forme Gc2 de la VDBP (rs4588 T et rs7041 A) : moindre affinité pour la
et rs7041 250HD [123] et moindre production/activité du Ge-MAF anti-tumoral
[124, 125]

Allele G : moindre risque d’insuffisance en vitamine D [126] et

CYP24A1 4809958
s concentration plus importante en 1,25(0OH),D [127]

rs1801725 Allele T : augmentation de la concentration en calcium circulant [128, 129]

Cask Allele C : diminution de risque de cancer du c6lon proximal [130], pas

rs4678174
d’association avec le cancer colorectal [121, 131, 132]

En 2008, le CIRC/IARC a produit un rapport « Vitamine D et Cancer » [16] dans lequel ont été
évalués les niveaux de preuve associés a la relation entre la vitamine D et le risque de différentes
localisations de cancer. Les conclusions indiquent que le niveau de preuve associé a la relation
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entre le statut en vitamine D et le risque de cancer colorectal peut étre considéré comme
convaincant (méme si la causalité n’est pas encore établie), conclusions confirmées par des méta-
analyses plus récentes [133-136]. Toutefois, les niveaux de preuve associés aux autres localisations
(notamment sein et prostate) sont limités du fait de résultats contrastés ou insuffisants. Ainsi, de
nouvelles études sont nécessaires pour étudier les associations entre la vitamine D et le risque de
cancer pour ces autres localisations.

1. Vitamine D et risque de cancer du sein

En France et dans le monde, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes (31%
et 25% des cancers respectivement [112, 113]). Malgré des hypothéses mécanistiques suggérant
gue la vitamine D pourrait jouer un role protecteur dans la prévention du cancer du sein [38, 118,
137], les études épidémiologiques disponibles ne permettent pas de conclure a I’heure actuelle.

En 2008, le CIRC/IARC a en effet conclu que les résultats concernant I'association entre la
concentration en 25(0OH)D ou certains polymorphismes du VDR et le risque de cancer du sein
étaient hétérogenes et ne permettaient pas de conclure [16]. Depuis ce rapport, plusieurs méta-
analyses d’études prospectives ont été conduites, parmi lesquelles la plus récente menée par Kim
et al. [138] n’a observé aucune association entre la concentration en 25(OH)D et le risque de
cancer du sein, avec une certaine hétérogénéité dans les résultats des études incluses.

Par ailleurs, deux récentes méta-analyses [139, 140] et une analyse poolée [141] n’ont observé
aucune association entre le polymorphisme VDR Bsml et le risque de cancer du sein, et deux méta-
analyses [139, 140] ont observé une augmentation de risque de cancer du sein associée au
génotype VDR Fokl ff alors qu’une autre n’observait aucune association [142]. Un petit nombre
d’études cas-témoins a investigué les relations entre polymorphismes du gene GC (rs4588 et
rs7041) et le risque de cancer du sein, avec des résultats contrastés [123, 143, 144].

Ces différences de résultats observées dans les études épidémiologiques suggérent que des
facteurs individuels pourraient modifier I'association entre la vitamine D et le risque de cancer du
sein. Deux facteurs de risque pour le cancer du sein, a savoir I'indice de masse corporelle (IMC) et
la consommation d’alcool [145] devraient en particulier étre pris en compte. En effet, un IMC plus
élevé a été associé a une moindre concentration circulante en 25(OH)D [75, 146], du fait d’'une
dilution de cette molécule lipophile dans la masse grasse [31]. De plus, il a été suggéré que la
synthése de 1,25(0OH),D pourrait étre altérée dans le tissu adipeux des individus obéses [147]. De
précédentes études prospectives menées sur de larges échantillons ont par ailleurs observé qu’un
statut plus élevé en vitamine D était associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les
femmes minces [148] et a une augmentation de risque de cancer du sein chez les femmes avec un
IMC plus élevé [149, 150]. S’agissant de la consommation d’alcool, des apports modérés ont été
associés a un statut en vitamine D plus élevé [75, 146, 151] alors qu’une consommation d’alcool
importante est connue pour étre associée a un statut moindre en vitamine D [152]. Par ailleurs,
I'alcool est un facteur de risque reconnu de cancer du sein [145], en agissant via différents
mécanismes comme |'augmentation de la concentration en estrogenes circulants ou
I'augmentation du stress oxydant [153, 154]. Ces mécanismes délétéres pourraient étre en partie
contrés par la vitamine D. En effet des données mécanistiques ont suggéré que la vitamine D
pourrait, entre autres, diminuer le signal des estrogenes [137] et diminuer le stress oxydant et
I'inflammation [38, 118]. Ainsi, si ces hypothéses sont vérifiées, I'association potentiellement
inverse entre la vitamine D et le risque de cancer du sein devrait étre plus forte chez les plus fortes
consommatrices d’alcool.
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Un des objectifs de cette these était donc d’étudier les associations entre le statut en vitamine D,
certains polymorphismes de génes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D et/ou du
calcium (VDR, GC, RXR, CYP24A et CaSR) et le risque de cancer du sein, en évaluant si ces
associations sont modifiées par le statut pondéral ou la consommation d’alcool.

2. Vitamine D et risque de cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez les hommes en France (26%) et le
deuxieme plus fréquent dans le monde (15%) aprés le cancer du poumon (17%) [112, 113]. Des
hypothéses mécanistiques issues d’études expérimentales ont suggéré que la vitamine D pourrait
étre impliquée dans la prévention du cancer de la prostate [118, 155-157]. Toutefois, jusqu’a
présent, les résultats épidémiologiques concernant la relation entre la concentration en 25(0OH)D
et le risque de cancer de la prostate sont contrastés.

Suite a une méta-analyse dose-réponse incluant 15 études prospectives réalisée dans le cadre du
Continuous Update Project 2014 sur le cancer de la prostate [158], le WCRF/AICR a conclu que le
niveau de preuve associé a la relation entre concentration en 25(0OH)D et risque de cancer de la
prostate était toujours « limité-sans conclusion ». La plupart des études incluses dans cette méta-
analyse n’ont observé aucune association.

De plus, de récentes méta-analyses n‘ont montré aucune association entre les polymorphismes
VDR Bsml, Fokl et Cdx2 et le risque de cancer de la prostate [159-161]. La littérature s’intéressant
aux polymorphismes d’autres genes (GC, CYP24A1, RXR et CaSR) en relation avec le risque de
cancer de la prostate étant plus limitée [162-165].

Par ailleurs, les études expérimentales et épidémiologiques disponibles suggerent que des régimes
alimentaires riches en calcium pourraient étre associés a une augmentation de risque de cancer de
la prostate [158]. Or, la vitamine D et la PTH sont deux acteurs clé de ’lhoméostasie calcique. Ainsi,
vitamine D, PTH et calcium sont étroitement liés et pourraient s’influencer dans leur réle potentiel
dans la carcinogenése prostatique. A notre connaissance, seule une étude prospective a investigué
I'association entre la concentration en PTH et le risque de cancer de la prostate et n’a observé
aucune association [166].

Un des objectifs de cette these était donc d’étudier les associations entre le statut en vitamine D,
certains polymorphismes des génes VDR, GC, CYP24A1, RXR et CaSR, |la concentration plasmatique
en PTH, les apports alimentaires en calcium et le risque de cancer de la prostate.

3. Vitamine D et risque de cancers liés au tabac

Le tabagisme est un facteur de risque majeur pour différents cancers (en particulier des systemes
respiratoires, digestifs et urinaires) du fait des nombreux carcinogénes libérés durant la
combustion de la cigarette [167]. Ainsi, il apparait pertinent de regrouper sous le terme « cancers
liés au tabac » I'ensemble des cancers pour lesquels le tabac est un facteur de risque reconnu
[168] : poumon, téte et cou (cavité orale, pharynx, larynx, sinus nasaux), tractus digestif
(cesophage, pancréas, estomac, foie, célon-rectum), vessie, uretére, reins, col de |'utérus, ovaires
et leucémie myéloide.

Lorsqu’elles sont groupées, les localisations de « cancers liés au tabac » représentent plus de la
moitié des cancers en France [112, 169]. Des études expérimentales ont suggéré que la vitamine D
pourrait jouer un role protecteur vis-a-vis des carcinogenes du tabac, en particulier grace a sa
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capacité d’inhibition de la formation de tumeurs chimio-induites résultant de I'exposition a ces
carcinogenes [118, 119, 170-172]. Ainsi la vitamine D pourrait étre impliquée dans la prévention
des cancers liés au tabac.

A notre connaissance, une seule étude a précédemment investigué les associations entre le statut
en vitamine D et le risque de cancers liés au tabac (considérés comme une seule issue) et a
observé une augmentation de risque associée a un plus faible statut en vitamine D [173]. D’autres
études ont investigué les associations entre la vitamine D et différentes localisations de cancer
incluses dans les « cancers liés au tabac » considérées séparément. Les études épidémiologiques
existantes supportent un role protecteur de la vitamine D vis-a-vis du risque de cancer colorectal
[72, 135, 174]. Pour d’autres localisations comme le poumon, la vessie, I'cesophage, I'estomac, le
pharynx, le larynx, le foie, les reins et le pancréas, la littérature est plus rare et les résultats plus
contrastés [175-183]. Pour certaines de ces localisations, des études ont également suggéré que
I'effet protecteur de la vitamine D serait plus prononcé chez les fumeurs [173, 178, 184, 185],
renforgant ainsi I’hypothése que la vitamine D permettrait de contrer certains effets déléteres du
tabagisme.

Enfin, a notre connaissance, aucune étude n’a investigué [|'association entre certains
polymorphismes de genes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D (VDR, GC, CYP24A1,
RXR et CaSR) et le risque de cancers liés au tabac au global. Certaines études ont néanmoins été
réalisées pour des localisations spécifiques. Celles-ci s’intéressaient principalement a la relation
entre les polymorphismes du VDR et le risque de cancer colorectal [174, 186] et ont suggéré une
association inverse avec les polymorphismes Bsml (alléle B vs. b) et Cdx2 (alléle c vs. C). Trés peu
d’études se sont intéressées a d’autres localisations de cancers liés au tabac ou a d’autres
polymorphismes génétiques [121, 184, 187-191].

Un des objectifs de cette these était donc d’étudier les associations entre le statut en vitamine D,
certains polymorphismes des genes VDR, GC, CYP24A1, RXR et CaSR et le risque de cancers liés au
tabac, en évaluant si ces associations sont modifiées par le statut tabagique.
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Objectifs du travail de these

Ce travail de thése se découpe en deux parties principales : une premiére partie portant sur les
connaissances liées a la vitamine D et le statut en vitamine D (aspects descriptifs) et une seconde
partie portant sur les relations entre la vitamine D et le risque de cancer (aspects étiologiques). Les
objectifs de ce travail de these étaient donc les suivants :

A) Partie 1 - Vitamine D : connaissances et statut (aspects descriptifs)

— Evaluer les sources d’information et les connaissances/croyances liées a la vitamine D —
sources, effets santé, statut en vitamine D — dans un échantillon d’environ 60 000 adultes issus
de la population générale (cohorte NutriNet-Santé) et étudier comment ces connaissances sont
influencées par les caractéristiques sociodémographiques et économiques des individus.

— Etudier les déterminants du statut en vitamine D en évaluant les associations relatives entre le
statut en vitamine D et un ensemble de caractéristiques phénotypiques et génétiques au sein
d’un large échantillon d’adultes issus de la population générale (cohorte SU.VI.MAX).

— Développer (et tester dans une cohorte indépendante) un score simple basé sur des
caractéristiques phénotypiques individuelles visant a détecter des adultes a risque
d’insuffisance en vitamine D, pour une utilisation en pratique clinique (cohortes SU.VI.MAX et
NutriNet-Santé).

— Proposer des seuils de référence pour la concentration en PTH en prenant en compte le statut
en vitamine D et d’autres modificateurs potentiels comme I'dge, le sexe, le statut pondéral et
les apports en calcium, a partir des concentrations en PTH observées dans un large échantillon
d’adultes issus de la population générale (cohorte SU.VI.MAX).

B) Partie 2 - Vitamine D et risque de cancer (aspects étiologiques)

— Etudier les associations entre la vitamine D et le risque de cancer du sein, de cancer de la
prostate et de cancers liés au tabac (cohorte SU.VI.MAX) en considérant le statut en vitamine D
(concentration plasmatique en 25(0OH)D) et différents polymorphismes de genes impliqués dans
le métabolisme de la vitamine D (VDR, CYP24A1, GC, RXR et CaSR).

— Explorer des modifications potentielles de ces associations par des facteurs individuels comme
la consommation d’alcool, le statut pondéral, le statut tabagique, ou les polymorphismes
génétiques.
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Présentation des cohortes SU.VI.MAX et NutriNet-
Santé et aspects méthodologiques

Afin de répondre aux objectifs définis, les travaux présentés dans cette these ont été conduits en
utilisant les données de deux cohortes coordonnées par I'Equipe de Recherche en Epidémiologie
Nutritionnelle : I'étude SU.VI.MAX (1994-2007) et I’étude NutriNet-Santé (2009-). Dans cette
partie, ces deux cohortes vont étre présentées (présentation générale, collecte des données,
informations spécifiques aux travaux de cette thése).

I. SU.VL.MAX
—.-/l
==

A) Présentation de I'étude

L'étude SU.VI.MAX (Supplémentation en Vitamines et Minéraux AntioXydants, clinicaltrials.gov
NCT00272428) est initialement un essai controlé randomisé en double aveugle contre placebo
visant a évaluer I'impact d’une supplémentation quotidienne en antioxydants sur l'incidence des
cancers et des maladies cardiovasculaires (cardiopathies ischémiques) et sur la mortalité [192].

13 017 volontaires (5141 hommes et 7876 femmes) agés entre 35 et 60 ans ont été recrutés entre
1994 et 1995 au sein de la population générale. L'intervention consistait en la prise quotidienne
d’une capsule contenant des doses nutritionnelles en vitamines et minéraux antioxydants (120mg
d’acide ascorbique, 30mg de vitamine E, 6mg de B-caroténe, 100ug de sélénium et 20mg de zinc)
ou un placebo. Cette intervention a duré jusqu’en Septembre 2002 (7,5 ans) et le suivi des
évenements de santé s’est poursuivi jusqu’en Septembre 2007. 5,2% des participants ont été
perdus de vue au cours du suivi. La vitamine D ne faisait pas partie de la capsule de
supplémentation prise durant I'essai et on recommandait aux participants de ne pas prendre de
compléments alimentaires (vitamine D ou autre) en automédication pendant la durée de I'essai.

A l'issue de l'intervention [193], aucune différence significative n’a été observée entre le groupe
supplémenté en antioxydants et le groupe placebo chez les femmes pour I'ensemble des effets
santé étudiés. En revanche, une diminution du risque de cancer et de la mortalité a été mise en
évidence chez les hommes supplémentés.

Par la suite, 'ensemble des données récoltées au cours du suivi de la cohorte SU.VI.MAX a permis
de réaliser de nombreuses études d’observation descriptives ou étiologiques sur les relations
entre la nutrition et la santé.

Tous les participants ont fourni un consentement écrit. L'étude a été conduite en accord avec les
recommandations de la Déclaration d’Helsinki et a été approuvée par le comité d’éthique de
I’"hopital Cochin (CCPPRB n°706/ n°2364) a Paris et par la Commission Nationale de I'Informatique
et des Libertés (CNIL n°334641/ n°907094).
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B) Collecte des données

1. Caractéristiques sociodémographiques, mode de vie et alimentation

Les données de caractéristiques de la population, de mode de vie et d’alimentation ont été
collectées a I'aide de questionnaires auto-administrés envoyés par courrier ou en utilisant le
Minitel [192, 193].

Pour étre inclus dans la cohorte SU.VI.MAX, tous les participants devaient compléter des
guestionnaires permettant de collecter des données sociodémographiques (situation familiale,
niveau d’étude, situation professionnelle et catégorie socioprofessionnelle...), liées au mode de vie
(activité physique, tabagisme, consommation d’alcool...) ou a I'état de santé (antécédents, prise de
médicaments...). Les individus ont également autoévalué leur niveau d’activité physiqgue comme
étant irrégulier, <1h/jour de marche ou équivalent ou 21h/jour de marche ou équivalent.

Des questionnaires de suivi mensuels ont été envoyés tout au long de I'intervention pour évaluer
le respect des protocoles de I'essai et suivre |'état de santé des participants.

Tous les 2 mois, les participants étaient invités a compléter des enregistrements alimentaires de
24h via le Minitel. Ces enregistrements étaient répartis aléatoirement entre jours de semaine et
de week-end et au cours des saisons afin de prendre en compte la variabilité intra-individuelle des
consommations alimentaires. Les participants devaient estimer la taille des portions consommées
a I'aide d’un livret photo validé [194]. IIs devaient sélectionner les aliments consommés au cours
du petit-déjeuner, du déjeuner, du diner, ou toute autre occasion durant la journée parmi une
liste prédéfinie de 1000 items environ. Des recettes francgaises validées par des professionnels de
I'alimentation et de la nutrition ont été utilisées pour estimer les quantités d’aliments
consommées a partir de plats composés. Les apports moyens en nutriments, en alcool et en
énergie ont été estimés a partir d’'une table de composition frangaise des aliments publiée [195].

2. Données cliniques et biologiques

A linclusion, tous les participants ont fait I'objet d’'un examen clinique par les médecins et
infirmiers de I'étude. Des prélevements sanguins (35ml) ont alors été effectués a jeun (>12h au
moment de la visite). Tous les préléevements ont été réalisés entre Octobre et Mai. Les échantillons
de sang veineux ont été collectés dans des tubes Vacutainer et ont été immédiatement
centrifugés. Moins d’une heure apres le préléevement, les aliquotes de plasma (conservés dans de
I’'héparine sodium) et le buffy-coat (fraction de sang non coagulée aprés centrifugation par densité
de gradient) obtenus ont été placés a -20°C dans de la glace carbonique pour étre transportés vers
la biobanque centrale (délai maximum de 24h) ou ils seront conservés dans de |'azote liquide
(-196°C), en vue de futures utilisation (analyses plasmatiques et extraction d’ADN).

Tous les ans au cours du suivi, les sujets étaient invités a participer a des visites médicales. Au
cours de ces visites, étaient réalisés en alternance soit un prélevement sanguin (inclusion puis tous
les 2 ans: mesure de la cholestérolémie, de la glycémie et des concentrations sanguines en
antioxydants inclus dans la capsule d’intervention) soit un examen clinique (1 an apres l'inclusion
puis tous les 2 ans: mesures anthropométriques, mesure de la tension artérielle,
électrocardiogramme, etc.). Le poids a été mesuré a l'aide d'une balance électronique (Seca,
Hambourg, Allemagne) d’une précision de 0,1kg (les participants devaient porter des vétements
légers sans chaussures). La taille a été mesurée au centimétre prés a I'aide d’une toise murale.
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3. Evénements de santé

Les participants déclaraient eux-mémes tout évenement de santé via les questionnaires de suivi
mensuels ou lors des visites médicales annuelles. Suite a cette déclaration, toutes les informations
médicales d’intérét et les rapports pathologiques étaient récupérés auprés des participants et/ou
des hopitaux et étudiés par un comité de validation indépendant composé d’experts médecins. Les
évenements de santé validés étaient ensuite codés selon la classification internationale des
maladies chroniques (ICD-10) [196].

4. Exposition solaire et phototype

Au cours du suivi, différents questionnaires portant sur des sujets spécifiques ont également été
régulierement envoyés aux participants. Ainsi, un questionnaire visant a collecter des données
concernant I'exposition solaire et le phototype a été posé en 1997 et en 2001. Ce questionnaire
comprenait 14 items portant sur des aspects de comportement vis-a-vis de I'exposition et de la
protection solaires. De plus, 6 questions permettaient d’évaluer la connaissance des risques liés a
I’exposition solaire. La premiére partie du questionnaire était consacrée a I'exposition et a la
protection solaires au cours de I'année précédente et la seconde partie était consacrée a
I'exposition et a la protection solaires au cours de la vie. On demandait notamment aux
participants s’ils pensaient avoir été beaucoup, modérément, peu ou pas exposés au cours de
I'année précédente et au cours de leur vie.

Par ailleurs, un score reflétant I'intensité de I'exposition solaire au cours de la vie a été développé
et validé a partir de ce questionnaire au moyen d’une analyse en composantes principales incluant
les différents aspects des comportement vis-a-vis de I'exposition et de la protection solaires
évalués dans le questionnaire (bronzage, protection solaire, coups de soleil, exposition aux heures
méridiennes, exposition solaire dans le cadre du travail, des loisirs, de la pratique d’activité
physique...) [197-200]. Trois scores reflétant a la fois des dimensions d’exposition solaire et
d’activité physique ont également été calculés [200] : pratique de sports de montagne, de sports
nautiques ou d’activités en extérieur.

Enfin, des informations détaillées concernant le phototype ont été collectées : couleur de la peau,
couleur naturelle des cheveux a 20 ans, taches de rousseur, susceptibilité aux coups de soleil,
capacité a bronzer, ce qui a permis d’attribuer aux participants un phototype selon les catégories
de Fitzpatrick (Tableau 3) [201].

Tableau 3 Phototype, classification de Fitzpatrick

Réaction de la peau apres une premiere

Phototype . . .
P exposition au soleil sans protection

| Brile toujours, ne bronze jamais
1] P Brule facilement, bronze difficilement

1 ez Brale parfois, bronze assez facilement

<
B

". A .

z — Brale rarement, bronze facilement
—

Brile rarement, bronze intensément

Vi Ne brlle jamais, fortement pigmentée

rA
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C) Etude cas-témoin nichée « vitamine D et cancer »

En 2012, un financement de I'Institut de Recherche En Santé Publique (IRESP, N°AAR201206) a été
obtenu pour étudier les relations entre la vitamine D et le risque de cancer dans la cohorte
SU.VI.MAX. Une étude cas-témoin nichée prospective a alors été mise en place avec la mesure des
concentrations plasmatiques en 25(0OH)D et PTH et le génotypage de 10 polymorphismes de génes
impliqués dans le métabolisme de la vitamine D.

1. Sélection de I’échantillon

L’ensemble des cas de premier cancer incident diagnostiqués entre I'inclusion en 1994 et la fin du
suivi en 2007 ont été inclus. Deux témoins ont été associés a chaque cas en utilisant les facteurs
d’appariement suivants liés au design de I’étude SU.VI.MAX, au risque de développer un cancer ou
pouvant influencer le statut en vitamine D : sexe, age (<40 ans/40-44 ans/45-49 ans/50-54 ans/55-
65ans), groupe d’intervention de I'essai SU.VI.MAX initial (placebo/antioxydants), saison de
préléevement sanguin (Juin-Octobre/Novembre-Mai), et, pour les femmes, statut ménopausique a
I'inclusion (ménopausée/non-ménopausée) et prise de traitements hormonaux de la ménopause a
I'inclusion (THM, oui/non). Les témoins, sélectionnés aléatoirement parmi le pool de sujets
éligibles, étaient indemnes de cancer a la date de diagnostic du cas correspondant mais pouvait
présenter une maladie cardiovasculaire (avant ou aprées la date de diagnostic du cas
correspondant), décéder, ou étre perdu de vue aprés date de diagnostic du cas correspondant. Les
témoins devaient également remplir les conditions suivantes: disponibilité des variables
d’appariement, disponibilité de I’échantillon de plasma a l'inclusion, disponibilité de I’ADN (a
I'inclusion ou a un autre moment du suivi) et, dans la mesure du possible disponibilité des
données d’intérét secondaires liées aux objectifs de I'étude cas-témoin nichée : exposition solaire,
phototype, alimentation, consommation d’alcool, IMC, dosage du PSA a I'inclusion (hommes).

2. Mesure des concentrations plasmatiques et 25(OH)D et PTH

Les échantillons de plasma obtenus a l'inclusion (1994-1995) ont été utilisés pour déterminer les
concentrations en 25(0OH)D et PTH. Les échantillons (cas et témoins) ont été traités dans un ordre
aléatoire.

La concentration en 25(OH)D totale a été déterminée par la technique Roche Cobas
d’électrochimioluminescence (Roche Diagnostics, Meylan, France), basée sur le principe des
liaisons compétitives : la premiére étape est une étape de dénaturation permettant d’extraire
I’analyte, la majorité de la 25(OH)D étant liée a la VDBP. De la VDBP marquée avec du ruthenium
est ajoutée a I'échantillon dénaturé conduisant a la formation d’'un complexe VDBP marquée-
25(OH)D. De la 25(0OH)D biotinylée est ensuite ajoutée formant un complexe VDBP marquée au
ruthenium-25(OH)D biotinylée qui est quantifié par électrochimioluminescence. Les coefficients
de variation inter- et intra-analyses étaient inférieurs a 10% : coefficient de variation intra-analyse
de 4,5% (les mémes 8 échantillons testés 21 fois dans le méme run) et coefficient de variation
inter-analyse de 6,6% (8 échantillons avec différentes concentrations en 25(0OH)D testés dans 42
runs séparés).

La concentration plasmatique en PTH a linclusion a été déterminée par immunométrie
électrochimioluminescente Roche Cobas (Roche Diagnostics, Meylan, France), technique d’analyse
de la PTH de seconde génération utilisant deux anticorps anti-PTH, I'un dirigé contre la portion 26-
32 de la molécule de PTH et I'autre dirigé contre la portion 53-84 [202]. Le coefficient de variation
inter-analyses étaient inférieur a 2,9% (3 échantillons avec différentes concentrations en PTH
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testés dans 42 runs séparés) et le coefficient de variation intra-analyses était inférieur a 1,4% (les
mémes 3 échantillons testés 21 fois dans le méme run).

Ces mesures ont été réalisées par le laboratoire de biochimie de I'Hopital Jean Verdier (équipe
Inserm U698, Université Paris 13) qui fait partie d’un programme de contréle qualité des
laboratoires Roche (TIQCon-) et d’un programme de contrble qualité externe des laboratoires Bio-
Rad Laboratories (EQAS). Les caractéristiques de performance des analyses Vitamine D étaient les
suivantes : moyenne cible=34,20ng/ml; moyenne=36,02ng/ml; intervalle de confiance=34,27—-
37,78ng/ml ; SD=0,59 ; CV=1,63% ; biais=5,33% ; Zscore=3,45. Les caractéristiques de performance
des analyses PTH étaient les suivantes: moyenne cible=197,0pg/ml; moyenne=191,5pg/ml;
IC=167,9-215,1pg/ml ; SD=7,9 ; CV=4,10% ; biais=2,79% ; Zscore=0,32.

3. Génotypage de 10 polymorphismes de genes impliqués dans le métabolisme
de la vitamine D

Un a trois SNPs (polymorphismes affectant un seul nucléotide) ont été sélectionnés pour chaque
géne d’intérét impliqué dans le métabolisme de la vitamine D (VDR, GC, CYP24A1, CaSR et RXR) sur
la base (1) de leur fréquence relativement importante dans des populations de type Caucasien
[203] : VDR rs1544410 (Bsml, minor allele frequency (MAF): T=0.2959), VDR rs2228570/10735810
(Fokl, MAF: A=0.3285), VDR rs11568820 (Cdx2, MAF: T=0.4569), CYP24A1 rs4809958 (MAF:
G=0.1907), GC rs4588 (MAF: T=0.2079), GC rs7041 (MAF: C=0.3816), RXR rs7861779 (MAF:
T=0.2804), RXR rs12004589 (T=0.1304), CaSR rs1801725 (MAF: T=0.0942) et CaSR rs4678174
(MAF: C=0.4619), et (2) de leur effet fonctionnel prédictible [204].

L’ADN génomique a été extrait pour chaque individu a partir de cellules sanguines mononucléées a
I'aide de l'automate MagNa Pure Compact, qui permet l'isolement de 'ADN grace a une
technologie basée sur I|'utilisation de billes magnétiques conformément aux instructions du
fournisseur (Roche Diagnostics, Meylan, France). Les polymorphismes génétiques ont été évalués
par discrimination allélique a I'aide de sondes fluorescentes et d’un essai TagMan basé sur une
activité 5’ nucléase. Les polymorphismes ont été déterminés a I'aide de produits de génotypage
TagMan SNP (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les réactions de PCR ont été réalisées
avec 1X TagMan Universal PCR master mix (Applied Biosystems), 1X assay mix et 5ng d’ADN. Une
PCR en temps réel a été réalisée a l'aide d’un systeme Step One Plus PCR system (Applied
Biosystems) en utilisant un protocole qui consiste en une incubation a 50°C pendant 2min et a
95°C pendant 10min, suivie de 40 cycles comprenant une dénaturation a 92°C pendant 15
secondes, une phase d’hybridation/extension a 60°C pendant 1min. Les niveaux de fluorescence
associés aux sondes FAM et VIC sont mesurés a 60°C pendant 1min, permettant I'identification
claire de tous les génotypes sur un graphique bidimensionnel.

Un contrble de la cohérence des données de génotypage a été réalisé pour chaque SNP en
évaluant I"écart par rapport a I’équilibre de Hardy-Weinberg et en comparant les distributions des
génotypes observés dans notre échantillon a ceux observés dans des populations européennes de
référence : CSHL-HapMap-CEU and 1000GENOMES-phase_1_EUR [205] par des tests du x>.

Dans l'échantillon témoin, tous les SNPs étudiés respectaient I'équilibre de Hardy-Weinberg
(P>0,05) sauf VDR Bsml rs1544410 et VDR Fokl rs2228570/10735810 pour lesquels un léger écart a
été observé (P=0,01 pour les deux). La distribution des génotypes pour tous les SNPs dans cet
échantillon était néanmoins similaire a celle observée dans les populations CSHLHapMap-CEU et
1000GENOMES-phase_1_EUR (P>0,05).
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II. NutriNet-Santé
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A) Présentation de I'étude

L'étude NutriNet-Santé [206] est une large étude de cohorte prospective francaise basée sur
Internet dont les objectifs sont d’étudier les relations entre la nutrition (nutriments, aliments,
profils alimentaires, statut nutritionnel, activité physique) et la santé (en particulier différents
évenements de santé comme l'incidence des maladies cardiovasculaires, des cancers, du diabéete,
de l'obésité, la mortalité...) ainsi que les déterminants des consommations alimentaires et du
statut nutritionnel (ex. déterminants sociologiques, économiques, culturels, biologiques, cognitifs,
liés aux perceptions et aux préférences, etc.). Le recrutement des volontaires a été lancé en Mai
2009 et se poursuit encore aujourd’hui. Les participants agés de plus de 18 ans avec un acces
Internet sont recrutés au sein de la population générale via de vastes campagnes multimédia. Tous
les questionnaires sont complétés en ligne via un site dédié ( ). A ce
jour 159 062 Nutrinautes sont inclus dans I'étude (123 654 femmes (77,7%) et 35 408 hommes
(22.3%)) avec un age moyen de 41,9+14,7ans (de 18 a 95ans).

Figure 3 Page d’accueil du site de I’étude NutriNet-Santé
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L’étude NutriNet-Santé est conduite en accord avec les recommandations de la Déclaration
d’Helsinki et a été approuvée par le comité d’évaluation éthique de I'lnserm (IRB Inserm
n°0000388FWAQ00005831) et par la Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL
n°908450/ n°909216). Un consentement éclairé électronique est obtenu pour chaque participant
(EudraCT n°2013-000929-31).
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B) Collectes des données

1. Caractéristiques sociodémographiques, mode de vie et alimentation

Pour étre inclus dans la cohorte NutriNet-Santé, les participants devaient remplir un ensemble de

cing questionnaires initiaux (« kit d’inclusion ») pour lesquels le mode de passation via Internet a

été jugé similaire au mode de passation traditionnel [207-209] :

— Caractéristiques sociodémographiques et de mode de vie : statut marital, nombre d’enfants, de
petits-enfants, composition du foyer, profession exercée et diplome (informations également
demandées a propos du conjoint), niveau de revenu, tabagisme et consommation d’alcool.

Figure 4 Extrait du questionnaire sociodémographique et mode de vie
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— Etat de santé: antécédents médicaux, prise de médicaments, antécédents familiaux (en
particulier causes de déces des proches), et, pour les femmes, grossesses, antécédents
gynécologiques, statut ménopausique, contraception et traitement de la ménopause.

Figure 5 Extrait du questionnaire santé
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— Caractéristiques anthropomeétriques : taille, poids, tour de taille et tour de hanche mesurés par
les participants (guide de mesures standardisées fourni), évolution du poids, pratique de
régime, perception corporelle. Une étude de validation a permis de montrer que les tailles et
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poids auto-déclarés étaient valides et trés corrélés aux données anthropométriques mesurées
par le personnel de I'étude [210].

Figure 6 Extrait du questionnaire anthropométrique
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— Activité physique : version Internet du questionnaire IPAQ (International Physical Activity
Questionnaire) [211], activité physique décrite selon 3 niveaux d’intensité (marche, activité
modérée ou intense), fréquence d’activité par semaine et durée, estimation de la sédentarité
(temps passé assis). Le niveau d’activité physique déclaré est converti en dépense énergétique
hebdomadaire (équivalent métabolique, MET-minutes/semaine) puis est défini comme étant
faible, modéré ou élevé en suivant les recommandations IPAQ [212].

Figure 7 Extrait du questionnaire activité physique
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— Alimentation [213] : 3 enregistrements de 24h non consécutifs (2 jours de semaine et 1 jour de
week-end) tirés au sort sur une période de 15 jours. Ces enregistrements permettent de
récolter I'ensemble des consommations d’aliments et de boisson au cours d’une journée (3
repas principaux et possibilité d’ajouter d’autres prises alimentaires). La taille des portions est
estimée a I'aide de photographies proposées a I'écran issues d’un livret validé [194]. Les
apports en nutriments correspondant aux consommations alimentaires sont estimés en
utilisant la table de composition des aliments « NutriNet-Santé » [214].
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Figure 8 Extrait du questionnaire alimentaire
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Cet ensemble de 5 questionnaires est envoyé tous les ans aux participants (« kit anniversaire »).

2. Données cliniques et biologiques

En 2011, les Nutrinautes ont été invités a participer au volet clinico-biologique de I'étude. Entre
2011 et 2014, 19 600 participants volontaires ont ainsi passé une visite médicale.

Au cours de cette visite, des échantillons de sang et d’urine ont été prélevés. Un échantillon de
sang de 43ml a ainsi été prélevé a jeun (26h) en utilisant un systéme de type Vacutainer. Différents
tubes contenant des séparateurs et anticoagulants spécifiques (notamment héparine lithium) ont
été obtenus. Ces tubes ont ensuite été fractionnés en aliquotes pour étre stockés a -80°C au sein
de la biobanque centrale. Une série de dosages, notamment lipidiques (cholestérol, triglycérides)
et une mesure de la glycémie ont été réalisés pour tous les participants.

Les participants ont également subi un examen clinique comprenant une mesure de la pression
artérielle, un grip test et des mesures de la taille, du poids, du tour de taille, du tour de hanche et
de la bio-impédance.

En 2013, dans le cadre d’un protocole de recherche spécifique visant a estimer la prévalence de
I'insuffisance en vitamine D, 860 individus ont été sélectionnés aléatoirement afin de réaliser une
mesure de leur statut en vitamine D. La concentration plasmatique en 25(0OH)D a été mesurée par
la méme technique et le méme laboratoire que dans le protocole de SU.VI.MAX décrit
précédemment (voir SU.VI.MAX 1.C)2.).

3. Evénements de santé

Les événements de santé « majeurs » sont déclarés par les participants via le questionnaire santé
annuel, via un questionnaire spécifique de suivi de |'état de santé (tous les 3 mois) ou a tout
moment via une plateforme dédiée sur le site de I'étude. Suite a cette déclaration, les participants
sont invités a envoyer leurs dossiers médicaux (hospitalisation, diagnostic...). Si nécessaire, les
médecins traitants ou les structures de soin sont contactés par les médecins de I'étude afin
d’obtenir des informations complémentaires. L'ensemble de ces informations est utilisé par un
comité d’experts médecins afin de valider ces événements de santé.

De plus, pour investiguer un déces éventuel et/ou obtenir la cause d’un déces, les informations
issues de la base de données nationale (CépiDC) sont utilisées.
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4. Exposition solaire, phototype et connaissances de la vitamine D

Au cours du suivi, les Nutrinautes sont régulierement invités a répondre a des questionnaires
spécifiques (facultatifs) portant sur différentes thématiques. Certains questionnaires sont envoyés
a des intervalles donnés par rapport a l'inclusion (campagnes glissantes) et d’autres sont envoyés
ponctuellement a I'ensemble de la cohorte en méme temps (campagnes fixes).

En Mai 2012, un questionnaire portant sur les connaissances liées a la vitamine D a été envoyé a
tous les participants. Les participants inclus dans la cohorte aprés cette date ont également recu
ce questionnaire (20 mois aprés l'inclusion). Afin d’estimer les connaissances des participants a
propos de la vitamine D, on leur demandait s’ils avaient déja entendu parler de la vitamine D
(seuls les participants répondant « Oui » a cette premiére question avaient accés aux questions
suivantes), ou/aupres de qui en avaient-ils entendu parler (sources d’information), quelles étaient
les sources a partir desquelles I'organisme peut obtenir de la vitamine D, quels étaient les effets
santé de la vitamine D et s’ils pensaient que leur statut en vitamine D était trop bas (voir le
guestionnaire en Annexe 8). Ce questionnaire comprenait également une question portant sur la
réaction de la peau aprés une premiére exposition au soleil sans protection, permettant
d’attribuer un phototype selon la classification de Fitzpatrick.

En Juillet 2014, un autre questionnaire portant sur I’exposition solaire été envoyé aux participants.
Ce questionnaire reprenait les items du questionnaire « exposition au soleil » précédemment posé
dans le cadre de I'étude SU.VI.MAX (voir 1.B)2.) et comprenait des questions portant notamment
sur I'exposition solaire au cours de I'année précédente et au cours de la vie (différents items et en
particulier une auto-estimation de I'exposition solaire habituelle : importante, modérée, faible,
pas d’exposition) et sur la protection solaire.

Enfin, un questionnaire portant sur la prise de compléments alimentaires est posé 2 mois apres
I'inclusion. Ce questionnaire permet de recueillir des informations sur la prise actuelle de
compléments alimentaires (liste de substances proposée comprenant la vitamine D) et sur la prise
de compléments alimentaires au cours des 12 derniers mois (produit, posologie, etc.).
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III. Analyses statistiques : aspects communs aux différents travaux

Les méthodes d’analyse communes a I’'ensemble des travaux présentés ci-aprés sont brievement
présentées ici.

A) Seuils cliniques de référence pour la concentration en 25(0H)D

Dans tous les travaux impliquant la concentration plasmatique en 25(0OH)D, nous avons utilisé les
seuils cliniques de référence suivants (voir Introduction I1.B)1.) : carence (<10ng/ml), insuffisance
(<20ng/ml) et « statut optimal » (=30ng/ml).

B) Polymorphismes génétiques

Dans les travaux portant sur les polymorphismes génétiques, étant donné qu’il n’existe pas
d’hypothese établie concernant le caractere dominant, codominant ou récessif des SNPs étudiés,
nous avons utilisé les 3 codages suivants correspondant aux 3 modalités possibles d’expression
des génes : codominant (hétérozygotes (HT) vs. homozygote non muté (WT) et homozygote muté
(MT) vs. WT), dominant (HT et MT vs. WT) et récessif (MT vs. WT et HT).

C) Données alimentaires

Dans les différents travaux utilisant les données alimentaires, seuls les enregistrements
alimentaires de 24h réalisés au cours des 2 premieres années de suivi ont été pris en compte :
consommations proches de l'inclusion (analyses descriptives basées sur les caractéristiques des
participants a l'inclusion) et consommations antérieures au diagnostic de cancer (design prospectif
des analyses étiologiques).

D) Analyses statistiques

Les tests d’interaction entre deux variables ont été réalisés en introduisant le produit de ces deux
variables dans les modeéles principaux considérés.

Sauf mention contraire, pour toutes les covariables, les données manquantes représentaient
moins de 5% et ont été imputées a la valeur modale.

Tous les tests statistiques étaient bilatéraux et une P-value <0,05 était considérée comme
statistiquement significative.

Les analyses ont été réalisées a I'aide du logiciel SAS (v9.3, Cary, NC).

Pour les travaux étiologiques étudiant les associations entre la vitamine D et le risque de cancer,
les comparaisons des caractéristiques a linclusion des cas de cancer et des témoins ont été
réalisées a I'aide de tests du x> pour les variables catégorielles ou de tests de Fisher (modéles
d’analyse de la variance) pour les variables quantitatives.
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Partie 1 - Vitamine D : connaissances et statut
(aspects descriptifs)

Dans cette partie, sont présentés les travaux descriptifs réalisés dans le cadre de cette these:
étude des connaissances liées a la vitamine D, des déterminants du statut en vitamine D, de
I'influence du statut en vitamine D sur les valeurs de référence pour la concentration en PTH et
développement d’un score visant a détecter des individus a risque d’insuffisance en vitamine D en
population générale.

[. Connaissances de la vitamine D

Deschasaux M, Souberbielle JC, Partula V, Lecuyer L, Gonzalez R, Srour B, Guinot C, Malvy D,
Latino-Martel P, Druesne-Pecollo N, Galan P, Hercberg S, Kesse-Guyot E, Fassier P, Ezzedine K*,
Touvier M* (*equally contributed). What do people know (and believe) about vitamin D: results
from 60,000 French adults. Under Review.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 1.

A) Population d’étude

Cette étude portait sur un sous-échantillon de la cohorte NutriNet-Santé. Parmi les 116 018
participants ayant regu le questionnaire (facultatif et sans relance) portant sur les connaissances
liées a la vitamine D entre Mai 2012 et Janvier 2015, 60 825 y ont répondu (taux de réponse :
52%). 1552 participants ont été exclus du fait de données manquantes ou non utilisables pour les
variables utilisées pour le redressement. 59 273 participants ont donc été finalement inclus dans
cette étude.

B) Analyses statistiques

Les données ont été pondérées afin d’obtenir un échantillon redressé représentatif de la
population francaise du point de vue de la distribution des caractéristiques sociodémographiques.
Des poids sexe-spécifiques normalisés ont été calculés en utilisant la macro SAS %CALMAR et les
données de recensement INSEE de 2009 [215] pour I'age, le niveau d’étude, I'aire géographique
d’habitation, la catégorie professionnelle, le statut marital et la présence d’enfants au sein du
foyer.

Les réponses obtenues pour le questionnaire vitamine D (N, %) ont été comparées (tests du x?) en
fonction des caractéristiques sociodémographiques (sexe, age, niveau d’étude, revenu mensuel
par unité de consommation, région d’habitation (Nord, Sud), taille de l'unité urbaine), de
I'utilisation de médicaments ou de compléments alimentaires contenant de la vitamine D, des
sources d’information concernant la vitamine D, du statut en vitamine D, de I'exposition solaire
déclarée et du phototype de Fitzpatrick. Pour toutes les analyses (sauf celles portant sur la
comparaison en fonction de I'dge et du sexe), des modeles de régression logistique non
conditionnelle ajustés sur I'age et le sexe ont été utilisés.

Etant donnée la taille de I’échantillon d’étude, de faibles différences observées pouvaient étre
statistiqguement significatives. Ainsi, pour des raisons d’interprétation, nous avons considéré les
différences intergroupes lorsqu’elles étaient d’au moins 5%.
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C) Résultats

La distribution des caractéristiques individuelles dans notre population d’étude (non-redressée et
redressée) est présentée dans le

Tableau 4.

Tableau 4 Caractéristiques de la population d’étude « Connaissance de la vitamine D », avant et
apres redressement, cohorte NutriNet-Santé, 2009-2015

Non-redressé Redressé

N % N %
Sexe
Hommes 13237 22,3 26834 46,7
Femmes 46036 77,7 30675 53,3
Age, années
Moyenne, SD 48,5 14,5 48,3 15,9
<35 13625 23,0 14747 25,6
35-55 22920 38,7 21226 36,9
>55 22728 38,3 21536 37,5
Niveau d’étude
<Baccalauréat 11308 19,1 33589 58,4
<2 ans d’études supérieures 8937 15,1 9164 159
22 ans d’études supérieures 39028 65,8 14755 25,7
Revenu mensuel par unité de consommation
<1200€ 8445 14,3 15434 26,8
1200 a 1800€ 14940 25,2 16856 29,3
1800 a 2700€ 15662 26,4 12625 22,0
22700€ 16457 27,8 8086 14,1
Ne souhaite pas répondre 3769 6,4 4507 7,8
Phototype (classification de Fitzpatrick)
I, Brale toujours, ne bronze jamais 3776 6,4 3557 6,2
I, Brile facilement, bronze difficilement 18195 30,7 15621 27,2
lll, Brhle parfois, bronze assez facilement 21136 35,7 19364 33,7
IV, Brlile rarement, bronze facilement 10800 18,2 11742 20,4
V, Brlile rarement, bronze intensément 3695 6,2 4342 7,6
VI, Ne brile jamais, fortement pigmentée 1670 2,8 2883 50

Région d’habitation
Nord de la France
(Nord, Bassin Parisien, Est, Centre-Est, Ouest)
Sud de la France
(Sud-Ouest, Bassin méditerranéen)
Taille de I'unité urbaine

45296 76,4 44022 76,6

13977 23,6 13486 23,4

Commune rurale 12995 21,9 14607 25,4
Commune urbaine <200 000 habitants 19277 32,6 20170 35,1
Commune urbaine 2200 000 habitants 26952 45,5 22686 39,5

Prise de médicaments ou de compléments alimentaires
contenant de la vitamine D*
Oui 7622 12,9 6087 10,6

! On considere que les participants avaient déja pris un médicament ou un complément alimentaire contenant de la
vitamine D s'ils avaient déclaré prendre un médicament ou un complément alimentaire contenant de la vitamine D
dans le questionnaire portant sur la prise de compléments alimentaires ou dans un des questionnaires portant sur
I’état de santé avant d’avoir répondu au questionnaire portant sur la connaissance de la vitamine D.
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Connaissance basique de la vitamine D et sources d’information (Tableau 6 et Tableau 7)

Au global, 92% des participants ont déclaré avoir déja entendu parler de la vitamine D. Cette
proportion était plus importante chez les femmes, les participants plus agés, ceux avec un plus
haut niveau d’étude et ceux avec un plus haut revenu.

Les principales sources d’information étaient les médecins (41%), la télévision (39%) et les
magazines (39%). Les médecins étaient plus souvent cités par les femmes, les participants plus
agés et ceux avec un plus faible niveau d’étude. Les médias étaient globalement plus cités par les
hommes et une distinction a été observée entre la télévision (plus citée par les plus jeunes et ceux
avec un plus faible niveau de d’éducation et de revenu) et les journaux et la radio (plus cités par
les plus agés et ceux avec un plus haut niveau de revenu). L’école/Université était plus souvent
citée par les plus jeunes, ceux avec un plus haut niveau d’étude et un plus haut revenu.

Opinion concernant le statut en vitamine D (Tableau 6 et Tableau 7)

24% des participants ont répondu gu’ils pensaient que leur statut en vitamine D était trop bas.
Cette proportion était plus importante chez les femmes, chez les participants résidant dans le
Nord de la France (25% vs. 19% dans le Sud, P<0,0001, non tabulé), dans des communes urbaines
(28% vs. 20% dans des communes rurales, P<0,0001, non tabulé) et chez ceux ayant déclaré une
(tres) faible exposition au soleil (27% vs. 19% pour une exposition solaire importante, P<0,0001,
non tabulé). Cette proportion atteignait 47% chez les participants ayant déja pris des
médicaments/compléments alimentaires contenant de la vitamine D. Les participants avec la peau
claire (phototype I/11) apparaissaient plus concernés par leur statut en vitamine D que ceux avec
une peau foncée (phototype V/VI; 30% vs. 17%, P<0,0001, non tabulé).

Parmi les participants pour lesquels le statut en vitamine D était disponible (N=700, Tableau 5,
concentration moyenne en 25(0H)D=24,5+11,8ng/ml), seuls 30% de ceux qui pensaient avoir un
statut en vitamine D trop bas présentaient effectivement une insuffisance en vitamine D
(concentration en 25(0OH)D<20ng/ml) et seuls 16% de ceux présentant une insuffisance en
vitamine D étaient inquiets vis-a-vis de leur statut.

Tableau 5 Opinion vis-a-vis du statut en vitamine D et statut en vitamine D mesuré, cohorte
NutriNet-Santé, France 2009-2015

Je pense que mon taux de vitamine D est trop bas

Tous D’accord Pas d’accord Je ne sais pas
pl

Statut en Vitamine D 0,005
<20ng/ml (insuffisance)

N 276 45 75 156

% (ligne) 100 16,3 27,2 56,5

% (colonne) 39,4 30,4 35,1 46,2
>20ng/ml

N 424 103 139 182

% (ligne) 100 24,3 32,8 42,9

% (colonne) 60,6 69,6 64,9 53,8
Tous

N 700 148 214 338

% (ligne) 100 21,1 30,6 48,3

'p pour la comparaison des réponses entre le statut en vitamine D mesuré et |'opinion vis-a-vis du statut en vitamine
D en utilisant un test de x? issu de modeéles de régression logistique polytomigue non conditionnelle ajustés sur I’age
(<35 ans, 35-55 ans, 255 ans) et le sexe.
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Tableau 6 Sources d’information concernant la vitamine D et opinion vis-a-vis du statut en vitamine D en fonction du sexe, de I’age et du niveau d’étude,

cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

Sexe Age Niveau d’éducation
Tous <2 ans 22 ans
Femmes Hommes <35ans 35-55 ans >55 ans < Baccalauréat d’études d’études
supérieures  supérieures
N % N % N % p! N % N % N % P! N % N % N % P’

A.VGZ-\.IOUS déja entendu parler de la <0,0001 <0,0001 <0,0001
vitamine D ?

oui’® 52873 91,9 29111 94,9 23762 88,6 13334 90,4 19191 90,4 20347 94,5 30451 90,7 8490 92,6 13932 94,4

Non 2942 5,1 987 3,2 1955 7,3 852 58 1422 6,7 668 3,1 1927 5,7 460 5,0 555 3,8

Je ne sais pas 1693 3,0 576 1,9 1117 4,2 560 3,8 612 2,9 521 2,4 1212 3,6 213 2,3 268 1,8
Chez qui ou comment en avez-vous
entendu parler ? (choix multiples)

Chez votre médecin 21467 40,6 14787 50,8 6680 28,1 <0,0001 4052 30,4 7758 40,4 9658 47,5 <0,0001 13519 44,4 2985 35,2 4963 35,6 <0,0001

g::tzu" autre professionnel de 7357 13,9 4623 159 2734 11,5 <0,0001 2174 16,3 2594 13,5 2590 12,7 <0,0001 3982 13,1 1231 14,5 2145 154 <0,0001

Dans un quotidien d’information 13842 26,2 6675 22,9 7168 30,2 <0,0001 3076 23,1 4928 25,7 5839 28,7 <0,0001 8201 26,9 2206 26,0 3435 24,6 <0,0001

Dans un magazine 20438 38,7 11245 38,6 9192 38,7 0,9 4196 31,5 7197 37,5 9044 44,4 <0,0001 12208 40,1 3246 38,2 4984 35,8 <0,0001

A la radio 9765 18,5 4136 14,2 5629 23,7 <0,0001 2028 15,2 3611 18,8 4126 20,3 <0,0001 5863 19,2 1500 17,7 2402 17,2 <0,0001

A la télévision 20746 39,2 10396 35,7 10350 43,6 <0,0001 5936 44,5 7346 38,3 7464 36,7 <0,0001 12380 40,7 3655 43,0 4712 33,8 <0,0001

Chez des amis ou des proches 7412 14,0 3428 11,8 3984 16,8 <0,0001 2168 16,3 2841 14,8 2403 11,8 <0,0001 4021 13,2 1188 14,0 2202 15,8 <0,0001

Al’école ou a I'Université 9853 18,6 5677 19,5 4176 17,6 <0,0001 4530 34,0 3048 15,9 2275 11,2 <0,0001 2868 9,4 2386 28,1 4598 33,0 <0,0001

Ailleurs 5471 10,4 2215 7,6 3256 13,7 <0,0001 1731 13,0 229 12,0 1443 7,1 <0,0001 2762 91 1113 13,1 1595 11,4 <0,0001

Je ne me souviens plus 4589 8,7 1960 6,7 2628 11,1 <0,0001 1255 94 1942 10,1 1392 6,8 <0,0001 2557 8,4 598 7,1 1434 10,3 <0,0001
Je pense que mon taux de vitamine D <0,0001 <0,0001 <0,0001
est trop bas

D’accord 12576 23,8 9069 31,2 3507 14,8 3010 22,6 4298 22,4 5268 25,9 7620 25,0 1722 20,3 3233 23,2

Pas d’accord 15449 29,2 8045 27,6 7404 31,2 4432 33,2 5311 27,7 5706 28,0 7875 25,9 3129 36,9 4444 31,9

Je ne sais pas 24849 47,0 11998 41,2 12851 54,1 5893 44,2 9583 49,9 9373 46,1 14956 49,1 3638 42,8 6254 449

1 . , , . .s
P pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x.

’p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2 issu de modeéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeles de régression logistique polytomique ajustés sur I’4ge et le sexe ont été utilisés.

3 .. , T .y . . N . .
Seuls les participants ayant répondu “Oui” a cette premiére question avaient acces aux questions suivantes.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence 25% a été observée entre les catégories.

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 53



Tableau 7 Sources d’information concernant la vitamine D et opinion vis-a-vis du statut en vitamine D en fonction du revenu et de la prise de médicaments
ou de compléments alimentaires contenant de la vitamine D, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

. . Prise de médicaments/compléments a base de
Revenu mensuel par unité de consommation

vitamine D
<1200€ 1200-1800€ 1800-2700€ 22700€ Non Oui
N % N % N % N % P’ N % N % p’

A.vez-\.lous déja entendu parler de la <0,0001 <0,0001
vitamine D ?

oui’ 13754 89,1 15757 93,5 11731 92,9 7710 95,4 46861 91,1 6013 98,8

Non 972 6,3 796 4,7 508 4,0 236 2,9 2883 5,6 59 1,0

Je ne sais pas 708 4,6 303 1,8 386 3,1 139 1,7 1678 3,3 15 0,3
Chez qui ou comment en avez-vous
entendu parler ? (choix multiples)

Chez votre médecin 5599 40,7 6229 39,5 4762 40,6 2938 38,1 <0,0001 17074 36,4 4393 73,1 <0,0001

g::;”“ autre professionnel de 2074 15,1 2036 12,9 1508 12,9 1022 13,3  <0,0001 6394 136 963 160  0,0001

Dans un quotidien d’information 3549 25,8 4062 25,8 3140 26,8 2148 27,9 0,1 12397 26,5 1445 24,0 0,01

Dans un magazine 4784 34,8 6190 39,3 4695 40,0 3285 42,6 <0,0001 18192 38,8 2245 37,3 <0,0001

A la radio 2106 15,3 3008 19,1 2192 18,7 1684 21,8 <0,0001 8855 18,9 910 15,1 <0,0001

A la télévision 5707 41,5 6532 41,5 4404 37,5 2469 32,0 <0,0001 18819 40,2 1927 32,1 <0,0001

Chez des amis ou des proches 2003 14,6 1869 11,9 1767 15,1 1292 16,8 <0,0001 6714 14,3 698 11,6 0,1

A l'école ou a I'Université 2588 18,8 2645 16,8 2019 17,2 1744 22,6 <0,0001 9098 19,4 754 12,5 <0,0001

Ailleurs 1842 13,4 1316 8,4 1159 9,9 843 10,9 <0,0001 4771 10,2 699 11,6 <0,0001

Je ne me souviens plus 1041 7,6 1436 9,1 1099 9,4 723 9,4 <0,0001 4362 9,3 227 3,8 <0,0001
Je pense que mon taux de vitamine <0,0001 <0,0001
D est trop bas

D’accord 3347 24,3 3773 24,0 2768 23,6 1614 20,9 9734 20,8 2841 47,3

Pas d’accord 3747 27,2 4624 29,3 3408 29,1 2613 33,9 13945 29,8 1503 25,0

Je ne sais pas 6660 48,4 7360 46,7 5554 47,4 3484 45,2 23181 49,5 1668 27,7

! On considére que les participants avaient déja pris un médicament ou un complément alimentaire contenant de la vitamine D s'ils avaient déclaré prendre un médicament ou un
complément alimentaire contenant de la vitamine D dans le questionnaire portant sur la prise de compléments alimentaires ou dans un des questionnaires portant sur I'état de santé avant
d’avoir répondu au questionnaire portant sur la connaissance de la vitamine D.

’p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2 issu de modeéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeles de régression logistique polytomique ajustés sur I’4ge et le sexe ont été utilisés.
*Seuls les participants ayant répondu “Oui” a cette premiere question avaient accés aux questions suivantes.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence 25% a été observée entre les catégories.
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Sources de vitamine D (Tableau 8 et Tableau 9)

L'exposition solaire était citée par 72% des participants. Cette source de vitamine D était mieux
connue des femmes, des participants avec un plus haut niveau d’étude et de revenu et de ceux
ayant un statut suffisant en vitamine D (83% vs. 75% chez ceux avec un statut insuffisant, P=0,01,
non tabulé).

Soixante-six pour cent citaient les médicaments contenant de la vitamine D, 61% le poisson gras,
55% I'huile de foie de morue et 51% les produits laitiers enrichis en vitamine D. Les femmes
avaient une meilleure connaissance de ces sources. Les plus jeunes, ceux avec un plus haut niveau
d’étude et de revenu étaient plus susceptibles de citer les produits laitiers enrichis et les
médicaments contenant de la vitamine D et moins susceptibles de citer les sources de vitamine D
plus «traditionnelles ». Les participants ayant déja pris des médicaments/compléments
alimentaires a base de vitamine D et ceux qui pensaient que leur statut en vitamine D était trop
bas avaient une meilleure connaissance globale des sources de vitamine D.

Tandis que ces sources principales de vitamine D n’étaient pas suffisamment citées, les
participants citaient également I'huile d’olive (18%), le poisson maigre (11%), les suppléments
antioxydants (7%) ou le poulet (4%) comme sources de vitamine D, indiquant une certaine
confusion. Six pour cent des participants étaient d’accord avec I'idée que les cabines et les bancs
solaires artificiels des salons de bronzage permettaient d’avoir de la vitamine D pendant les mois
d’hiver et plus particulierement les plus jeunes, ceux avec un plus haut niveau d’étude et ceux
déclarant une plus forte exposition solaire (9% vs. 5% pour une exposition solaire faible ou
modérée, P<0,0001, non tabulé) et I'utilisation de cabines et bancs solaires artificiels (9% vs. 5%
chez les non utilisateurs, P<0,0001, non tabulé).

Role de la vitamine D dans différents événements de santé (Tableau 10 et Tableau 11)

Concernant les issues de santé pour lesquelles un réle de la vitamine D a été établi de maniére
consensuelle : seuls 78% des participants ont associé la vitamine D au fait d’avoir des os sains, 74%
a I'ostéoporose et 62% au rachitisme. Ces proportions étaient plus élevées chez les femmes, les
individus plus agés et ceux ayant déja pris des médicaments/compléments alimentaire contenant
de la vitamine D. Les participants étaient seulement 40% a attribuer un réle de la vitamine D pour
la grossesse et particulierement les femmes, les plus jeunes, ceux avec un plus haut niveau
d’étude et ceux ayant déja pris des médicaments/compléments a base de vitamine D.

Tandis que ces rbles établis pour la vitamine D étaient méconnus pour une partie non négligeable
des sujets, une proportion importante des participants associaient la vitamine D avec d’autres
issues de santé pour lesquelles un consensus n’a pas encore été établi comme les cancers de la
peau (35%), les autres maladies de la peau (26%), les cancers en général (25%), les infections
(25%) ou les maladies psychiatriques (11%).

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 55



Tableau 8 Connaissances des sources de vitamine D en fonction du sexe, de I’dge et du niveau d’étude, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

Sexe Age Niveau d’éducation
Tous <2 ans 22 ans
Femmes Hommes <35ans 35-55 ans 255 ans < Baccalauréat d’études d’études
supérieures supérieures
N % N % N % P! N % N % N % p! N % N % N % P’
D’ou pensez-vous que
I'organisme puisse obtenir de la
vitamine D ? (choix multiples)
Le poisson gras 32476 61,4 19125 65,7 13351,2 56,2 <0,0001 6938 52,0 11403 59,4 14136 69,5 <0,0001 19223 63,1 4965 58,5 8288 59,5 <0,0001
Le poisson maigre 5587 10,6 2808 9,7 2778,71 11,7 <0,0001 1504 11,3 2131 11,1 1952 9,6 <0,0001 3324 109 878 10,4 1385 9,9 0,006
L’huile de foie de morue 28930 54,7 17241 59,2 11689,7 49,2 <0,0001 5557 41,7 9898 51,6 13476 66,2 <0,0001 17162 56,4 4406 51,9 7362 52,8 <0,0001
Les produits laitiers® 16654 31,5 9525 32,7 7129,54 30,0 <0,0001 4350 32,6 5495 28,6 6809 33,5 <0,0001 9566 31,4 2826 33,3 4262 30,6 0,0001
\I;isai;?](iull;as laitiers enrichis en 27063 51,2 15995 54,9 11067,6 46,6 <0,0001 7834 58,8 9138 47,6 10091 49,6 <0,0001 14587 47,9 4678 55,1 7798 56,0 <0,0001
Le poulet 2291 4,3 959 3,3 1331,67 5,6 <0,0001 891 6,7 648 3,4 752 3,7 <0,0001 1367 4,5 504 5,9 419 3,0 <0,0001
La viande rouge 3425 6,5 2026 7,0 1399,17 5,9 <0,0001 774 58 1368 7,1 1283 6,3 <0,0001 2200 7,2 529 6,2 695 5,0 <0,0001
Les abats d’animaux 12347 23,4 7760 26,7 4586,95 19,3 <0,0001 2027 15,2 4566 23,8 5753 28,3 <0,0001 7459 24,5 1872 22,0 3016 21,7 <0,0001
Les oceufs 12109 22,9 7116 24,5 4992,83 21,0 <0,0001 2487 18,7 4255 22,2 5368 26,4 <0,0001 7158 23,5 1908 22,5 3044 21,9 0,0003
L’huile d’olive 9730 18,4 5283 18,2 4447,12 18,7 0,09 2121 15,9 3214 16,7 4395 21,6 <0,0001 6035 19,8 1651 19,4 2044 14,7 <0,0001
Les suppléments antioxydants 3850 7,3 2299 7,9 1551,48 6,5 <0,0001 935 7,0 1421 7,4 1494 7,3 0,4 2500 8,2 574 6,8 776 5,6 <0,0001
Les suppléments vitaminiques 14089 26,7 8358 28,7 5731,02 24,1 <0,0001 5155 38,7 5042 26,3 3891 19,1 <0,0001 6660 21,9 2653 31,3 4775 34,3 <0,0001
\Lftz ;‘;‘chme”ts abasede 3,653 61,7 19730 67,8 128937 54,3 <0,0001 8248 61,9 11311 58,9 13065 64,2 <0,0001 17879 58,7 5421 63,9 9323 66,9 <0,0001
zoelzﬁos't'on de la peau au 37910 71,7 22662 77,9 15248,1 64,2 <0,0001 9742 73,1 13422 69,9 14747 72,5 <0,0001 20674 67,9 6349 74,8 10886 78,1 <0,0001
Je ne sais pas 4443 8,4 1432 4,9 3011,12 12,7 <0,0001 1413 10,6 1711 8,9 1319 6,5 <0,0001 2956 9,7 599 7,1 889 6,4 <0,0001
Les cabines et bancs solaires
artificiels des salons de
bronzage permettent d’avoir de <0,0001 <0,0001 <0,0001
la vitamine D pendant les mois
d’hiver
D’accord 3107 5,9 1508 5,2 1600 6,7 1060 8,0 1097 5,7 950 4,7 1505 4,9 626 7,4 976 7,0
Pas d’accord 29565 55,9 17551 60,3 12015 50,6 7705 57,8 10341 53,9 11520 56,6 16565 54,4 5145 60,6 7855 56,4
Je ne sais pas 20200 38,2 10053 34,5 10147 42,7 4569 34,3 7754 40,4 7878 38,7 12381 40,7 2719 32,0 5101 36,6

'p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2.
’p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2 issu de modéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeéles de régression logistique polytomique ajustés sur I’adge et le sexe ont été utilisés.

*En France, I'enrichissement en vitamine D des aliments est autorisée mais facultative.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence >5% a été observée entre les catégories.
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Tableau 9 Connaissances des sources de vitamine D en fonction du revenu et de la prise de médicaments ou de compléments alimentaires co ntenant de la

vitamine D, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

Revenu mensuel par unité de consommation

Prise de médicaments/compléments a base de

vitamine D
<1200€ 1200-1800€ 1800-2700€ >2700€
N % N % N % N % P’ N % N % P’
D’ou pensez-vous que I’organisme puisse
obtenir de la vitamine D ? (choix multiples)
Le poisson gras 7749 56,3 9728 61,7 7554 64,4 4979 64,6 <0,0001 28085 59,9 4391 73,0 <0,0001
Le poisson maigre 1633 11,9 1541,2 9,8 1152,4 9,8 776,2 10,1 <0,0001 5084 10,9 503 8,4 <0,0001
L’huile de foie de morue 6814 49,5 8346 53,0 7067 60,2 4606 59,7 <0,0001 24676 52,7 4254 70,8 <0,0001
Les produits laitiers® 4236 30,8 5014,1 31,8 3558,9 30,3 2425,8 31,5 <0,0001 14649 31,3 2005 33,4 0,3
Les produits laitiers enrichis en vitamine D? 6820 49,6 8034 51,0 5746 49,0 4192 54,4 <0,0001 23353 49,8 3710 61,7 <0,0001
Le poulet 474 3,5 720,3 4,6 468,0 4,0 381,8 5,0 <0,0001 2025 4,3 266 4,4 0,0005
La viande rouge 1028 7,5 956,8 6,1 685,6 5,8 393,0 51 <0,0001 3151 6,7 273 4,6 <0,0001
Les abats d’animaux 3144 22,9 3661,6 23,2 2944,2 25,1 1772,2 23,0 <0,0001 10582 22,6 1765 29,4 <0,0001
Les ceufs 2928 21,3 3662,8 23,3 2688,8 22,9 1922,1 24,9 0,0005 10475 22,4 1634 27,2  <0,0001
L’huile d’olive 2572 18,7 2977,0 18,9 2174,4 18,5 1293,9 16,8 <0,0001 8708 18,6 1022 17,0 <0,0001
Les suppléments antioxydants 1294 9,4 1058,3 6,7 689,8 5,9 468,7 6,1 <0,0001 3141 6,7 709 11,8 <0,0001
Les suppléments vitaminiques 4057 29,5 3858 24,5 2978 25,4 1992 25,8 <0,0001 12059 25,7 2030 33,8 <0,0001
Les médicaments a base de vitamine D 8021 58,3 9798 62,2 7188 61,3 5176 67,1 <0,0001 27788 59,3 4836 80,4 <0,0001
L’exposition de la peau au soleil 9608 69,9 11100 70,5 8404 71,6 5828 75,6 <0,0001 32788 70,0 5123 85,2 <0,0001
Je ne sais pas 1528 11,1 1319 8,4 795 6,8 446 5,8 <0,0001 4318 9,2 125 2,1 <0,0001
Les cabines et bancs solaires artificiels des
salons de bronzage permettent d’avoir de la <0,0001 <0,0001
vitamine D pendant les mois d’hiver
D’accord 763 5,6 917 5,8 663 5,7 553 7,2 2788 6,0 320 53
Pas d’accord 7529 54,7 8813 55,9 6772 57,7 4377 56,8 25924 55,3 3642 60,6
Je ne sais pas 5462 39,7 6027 38,3 4295 36,6 2780 36,1 18150 38,7 2051 34,1

1 RS . . . s . R T , . . . . . . s, , T
On considére que les participants avaient déja pris un médicament ou un complément alimentaire contenant de la vitamine D s’ils avaient déclaré prendre un médicament ou un
complément alimentaire contenant de la vitamine D dans le questionnaire portant sur la prise de compléments alimentaires ou dans un des questionnaires portant sur I'état de santé avant

d’avoir répondu au questionnaire portant sur la connaissance de la vitamine D.

’p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2 issu de modeéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeles de régression logistique polytomique ajustés sur I’4ge et le sexe ont été utilisés.

En France, I’enrichissement en vitamine D des aliments est autorisée mais facultative.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence >5% a été observée entre les catégories.
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Tableau 10 Croyances vis-a-vis des effets santé de la vitamine D en fonction du sexe, de I’dge et du niveau d’étude, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-
2015

Sexe Age Niveau d’éducation
Tous <2 ans 22 ans
Femmes Hommes <35ans 35-55 ans 255 ans < Baccalauréat d’études d’études
supérieures  supérieures
N % N % N % p! N % N % N % p! N % N % N % p’
Selon vous, la vitamine D
a-t-elle un intérét dans
les états de santé
suivants ?
Avoir des os sains <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 41311 78,1 24761 85,1 16551 69,7 9945 74,6 14146 73,7 17220 84,6 23937 78,6 6633 78,1 10741 77,1
Non 1942 3,7 777 2,7 1165 49 621 4,7 854 4,5 468 2,3 1001 3,3 421 5,0 521 3,7
Je ne sais pas 9619 18,2 3574 12,3 6046 25,4 2768 20,8 4192 21,8 2659 13,1 5513 18,1 1436 16,9 2670 19,2
L’ostéoporose <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 39166 74,1 24386 83,8 14780 62,2 9030 67,7 13374 69,7 16762 82,4 22825 75,0 6153 72,5 10188 73,1
Non 1695 3,2 694 2,4 1001 4,2 392 2,9 836 4,4 467 2,3 890 2,9 337 4,0 468 3,4
Je ne sais pas 12012 22,7 4032 13,9 7981 33,6 3913 29,3 4981 26,0 3118 15,3 6736 22,1 2000 23,6 3276 23,5
Le rachitisme <0,0001 <0,0001 0,4
Oui 32906 62,2 20502 70,4 12404 52,2 6418 48,1 11612 60,5 14876 73,1 18972 62,3 5285 62,3 8649 62,1
Non 2785 5,3 1298 4,5 1488 6,3 693 52 1289 6,7 803 4,0 1645 5,4 419 4,9 721 5,2
Je ne sais pas 17182 32,5 7312 25,1 9870 41,5 6223 46,7 6291 32,8 4668 22,9 9834 32,3 2786 32,8 4562 32,7
Le cancer en général <0,0001 <0,0001 0,0006
Oui 13081 24,7 6942 23,8 6140 25,8 3335 25,0 4990 26,0 4756 23,4 7445 24,5 2238 26,4 3397 24,4
Non 7840 14,8 4363 15,0 3477 14,6 2095 15,7 2531 13,2 3214 15,8 4474 14,7 1297 15,3 2069 14,9
Je ne sais pas 31952 60,4 17807 61,2 14145 59,5 7904 59,3 11671 60,8 12377 60,8 18531 60,9 4955 58,4 8466 60,8
Les cancers de la peau <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 17375 32,9 8849 30,4 8527 35,9 4645 34,8 6208 32,4 6522 32,1 9986 32,8 2874 33,9 4516 32,4
Non 6640 12,6 3652 12,5 2988 12,6 1583 11,9 2440 12,7 2617 12,9 3976 13,1 931 11,0 1733 12,4
Je ne sais pas 28858 54,6 16611 57,1 12247 51,5 7106 53,3 10544 54,9 11208 55,1 16489 54,2 4685 55,2 7684 55,2
Les autres maladies de <0,0001 <0,0001 0,4
la peau
Oui 13727 26,0 7136 24,5 6592 27,7 3811 28,6 5156 26,9 4760 23,4 7847 25,8 2214 26,1 3666 26,3
Non 6536 12,4 3740 12,9 2796 11,8 1573 11,8 2341 12,2 2622 12,9 3830 12,6 1011 11,9 1695 12,2
Je ne sais pas 32610 61,7 18235 62,6 14375 60,5 7949 59,6 11695 60,9 12965 63,7 18774 61,7 5265 62,0 8571 61,5
Les maladies du rein <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 3423 6,5 1808 6,2 1615 6,8 1353 10,2 1124 5,9 945 4,6 1566 51 746 8,8 1110 8,0
Non 11062 20,9 6356 21,8 4706 19,8 2475 18,6 4019 20,9 4568 22,5 6570 21,6 1697 20,0 2796 20,1
Je ne sais pas 38388 72,6 20947 72,0 17441 73,4 9506 71,3 14048 73,2 14834 72,9 22315 73,3 6047 71,2 10026 72,0
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La maladie d’Alzheimer

Oui

Non

Je ne sais pas
Le diabéte

Oui

Non

Je ne sais pas
Les maladies du cceur

Oui

Non

Je ne sais pas
Les maladies
psychiatriques

Oui

Non

Je ne sais pas
Les infections en
général

Oui

Non

Je ne sais pas
La grossesse

Oui

Non

Je ne sais pas

Aucun effet sur la santé

Oui
Non
Je ne sais pas

3566
12306
37002

4617
13966
34290

4104
13795
34974

5755
14053
33065

13439
9904
29531

21109
6328
25436

3314
34989
14570

6,7
23,3
70,0

8,7
26,4
64,9

7,8
26,1
66,2

10,9
26,6
62,5

25,4
18,7
55,9

39,9
12,0
48,1

6,3
66,2
27,6

2126
7118
19868

2331
7883
18898

2167
7732
19212

3280
7779
18052

7540
5577
15994

14294
3058
11760

2087
19741
7284

7,3
24,5
68,3

8,0
27,1
64,9

7,4
26,6
66,0

11,3
26,7
62,0

25,9
19,2
54,9

49,1
10,5
40,4

7,2
67,8
25,0

1440
5188
17134

2287
6083
15392

1937
6063
15762

2475
6274
15013

5899
4326
13537

6815
3270
13677

1228
15248
7286

6,1
21,8
72,1

9,6
25,6
64,8

8,2
25,5
66,3

10,4
26,4
63,2

24,8
18,2
57,0

28,7
13,8
57,6

5,2
64,2
30,7

<0,0001

<0,0001

0,0009

0,0023

<0,0001

<0,0001

<0,0001

984
3048
9302

1264
3840
8230

1048
3687
8599

1880
3698
7757

3260
2448
7626

6467
1482
5385

322
10317
2696

7,4
22,9
69,8

9,5
28,8
61,7

7,9
27,7
64,5

14,1
27,7
58,2

24,5
18,4
57,2

48,5
11,1
40,4

2,4
77,4
20,2

1211
4336
13645

1467
4912
12813

1371
4748
13073

2194
4909
12089

5093
3453
10645

7982
2040
9170

900
12576
5716

6,3
22,6
71,1

7,6
25,6
66,8

7,1
24,7
68,1

11,4
25,6
63,0

26,5
18,0
55,5

41,6
10,6
47,8

4,7
65,5
29,8

1370
4922
14055

1886
5214
13247

1685
5360
13302

1680
5447
13220

5085
4003
11260

6661
2805
10881

2093
12096
6159

6,7
24,2
69,1

9,3
25,6
65,1

8,3
26,3
65,4

8,3
26,8
65,0

25,0
19,7
55,3

32,7
13,8
53,5

10,3
59,5
30,3

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

2137
6957
21357

2821
7640
19989

2461
7619
20370

3020
8064
19367

7859
5646
16945

11326
3865
15261

2645
17695
10111

7,0
22,9
70,1

9,3
25,1
65,7

8,1
25,0
66,9

9,9
26,5
63,6

25,8
18,5
55,7

37,2
12,7
50,1

8,7
58,1
33,2

580
2079
5832

743
2493
5255

672
2420
5398

1041
2322
5127

2294
1576
4620

3736
1016
3738

324
6336
1831

6,8
24,5
68,7

8,8
29,4
61,9

7,9
28,5
63,6

12,3
27,4
60,4

27,0
18,6
54,4

44,0
12,0
44,0

3,8
74,6
21,6

849
3270
9813

1054
3833
9045

971
3756
9205

1694
3667
8571

3285
2681
7966

6048
1447
6438

346
10958
2629

6,1
23,5
70,4

7,6
27,5
64,9

7,0
27,0
66,1

12,2
26,3
61,5

23,6
19,2
57,2

43,4
10,4
46,2

2,5
78,7
18,9

0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

1 . . , . ™

P pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2.
2 . , s, . o . \ , . o e e . , A

P pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x? issu de modeéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeéles de régression logistique polytomique ajustés sur I'age et le sexe ont été utilisés.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence >5% a été observée entre les catégories.
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Tableau 11 Croyances vis-a-vis des effets santé de la vitamine D en fonction du revenu et de la prise de médicaments ou de compléments alimentaires
contenant de la vitamine D, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

. . Prise de médicaments/compléments a base de
Revenu mensuel par unité de consommation

vitamine D
<1200€ 1200-1800€ 1800-2700€ >2700€ Non Oui
N % N % N % N % p’ N % N % p’
Selon vous, la vitamine D
a-t-elle un intérét dans les
états de santé suivants ?
Avoir des os sains <0,0001 <0,0001
Oui 10687 77,7 12148,2 77,1 9227,4 78,7 5983 77,6 35850 76,5 5462 90,8
Non 530 3,9 630 4,0 374 3,2 310 4,0 1847 3,9 96 1,6
Je ne sais pas 2537 18,5 2979 18,9 2129 18,2 1418 18,4 9164 19,6 455 7,6
L’ostéoporose <0,0001 <0,0001
Oui 9859 71,7 11582 73,5 8833 75,3 5852 75,9 33678 71,9 5488 91,3
Non 421 3,1 534 3,4 341 2,9 247 3,2 1634 3,5 61 1,0
Je ne sais pas 3474 25,3 3641 23,1 2557 21,8 1611 20,9 11548 24,6 464 7,7
Le rachitisme <0,0001 <0,0001
Oui 7766 56,5 9805 62,2 7793 66,4 5230 67,8 28327 60,5 4579 76,2
Non 725 5,3 987 6,3 508 4,3 397 5,2 2613 5,6 172 2,9
Je ne sais pas 5263 38,3 4965 31,5 3429 29,2 2084 27,0 15920 34,0 1261 21,0
Le cancer en général <0,0001 <0,0001
Oui 3668 26,7 3674,5 23,3 3048,9 26,0 1799,1 23,3 11504 24,6 1578 26,2
Non 2105 15,3 2255 14,3 1756 15,0 1236 16,0 6832 14,6 1008 16,8
Je ne sais pas 7981 58,0 9828 62,4 6926 59,0 4675 60,6 28525 60,9 3427 57,0
Les cancers de la peau <0,0001 <0,0001
Oui 4595 33,4 5036,6 32,0 3800,5 32,4 2526,2 32,8 15680 33,5 1696 28,2
Non 1685 12,3 1853 11,8 1670 14,2 1068 13,9 5709 12,2 931 15,5
Je ne sais pas 7473 54,3 8868 56,3 6260 53,4 4117 53,4 25472 54,4 3386 56,3
Les autres maladies de la <0,0001 <0,0001
peau
Oui 3599 26,2 3886,7 24,7 2977,1 25,4 2131,2 27,6 12595 26,9 1132 18,8
Non 1660 12,1 1831 11,6 1614 13,8 1064 13,8 5525 11,8 1011 16,8
Je ne sais pas 8495 61,8 10039 63,7 7139 60,9 4515 58,6 28741 61,3 3869 64,3
Les maladies du rein <0,0001 <0,0001
Oui 1051 7,6 890,3 5,7 650,3 5,5 535,8 7,0 3030 6,5 393 6,5
Non 2549 18,5 3441 21,8 2591 22,1 1757 22,8 9575 20,4 1487 24,7
Je ne sais pas 10154 73,8 11426 72,5 8489 72,4 5417 70,3 34256 73,1 4132 68,7
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La maladie d’Alzheimer <0,0001 <0,0001

Oui 1094 8,0 966 6,1 743 6,3 424 5,5 3115 6,7 451 7,5
Non 2938 21,4 3787 24,0 2796 23,8 2018 26,2 10709 22,9 1597 26,6
Je ne sais pas 9721 70,7 11004 69,8 8191 69,8 5268 68,3 33037 70,5 3965 65,9
Le diabete <0,0001 <0,0001
Oui 1337 9,7 1198,6 7,6 1050,7 9,0 569,2 7,4 4179 8,9 438 7,3
Non 3467 25,2 4184 26,6 3201 27,3 2234 29,0 12068 25,8 1898 31,6
Je ne sais pas 8950 65,1 10374 65,8 7479 63,8 4907 63,7 30614 65,3 3676 61,1
Les maladies du cceur <0,0001 <0,0001
Oui 1103 8,0 1237,8 7,9 822,6 7,0 574,5 7,5 3679 7,9 425 7,1
Non 3370 24,5 4096 26,0 3190 27,2 2271 29,5 11923 25,4 1872 31,1
Je ne sais pas 9281 67,5 10423 66,2 7718 65,8 4865 63,1 31258 66,7 3716 61,8
Les maladies <0,0001 <0,0001
psychiatriques
Oui 1608 11,7 1647,0 10,5 1225,7 10,5 780,0 10,1 4874 10,4 881 14,7
Non 3730 27,1 4020 25,5 3109 26,5 2237 29,0 12424 26,5 1630 27,1
Je ne sais pas 8416 61,2 10090 64,0 7396 63,1 4694 60,9 29563 63,1 3502 58,3
Les infections en général <0,0001 <0,0001
Oui 3857 28,0 4061 25,8 2787 23,8 1735 22,5 11581 24,7 1858 30,9
Non 2398 17,4 2973 18,9 2214 18,9 1709 22,2 8729 18,6 1175 19,5
Je ne sais pas 7499 54,5 8722 55,4 6729 57,4 4267 55,3 26551 56,7 2980 49,6
La grossesse <0,0001 <0,0001
Oui 6332 46,0 6116 38,8 4429 37,8 2625 34,0 18377 39,2 2732 45,4
Non 1640 11,9 1812 11,5 1336 11,4 1151 14,9 5462 11,7 866 14,4
Je ne sais pas 5782 42,0 7829 49,7 5966 50,9 3935 51,0 23021 49,1 2415 40,2
Aucun effet sur la santé <0,0001 <0,0001
Oui 797 5,8 1058,1 6,7 656,2 5,6 471,8 6,1 2792 6,0 523 8,7
Non 8802 64,0 10099 64,1 8072 68,8 5569 72,2 30703 65,5 4286 71,3
Je ne sais pas 4155 30,2 4599 29,2 3002 25,6 1670 21,7 13366 28,5 1204 20,0

! On considére que les participants avaient déja pris un médicament ou un complément alimentaire contenant de la vitamine D s'ils avaient déclaré prendre un médicament ou un
complément alimentaire contenant de la vitamine D dans le questionnaire portant sur la prise de compléments alimentaires ou dans un des questionnaires portant sur I'état de santé avant
d’avoir répondu au questionnaire portant sur la connaissance de la vitamine D.

’p pour la comparaison des réponses entre les catégories en utilisant un test de x2 issu de modeéles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, 255 ans)
et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeles de régression logistique polytomique ajustés sur I’age et le sexe ont été utilisés.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence >5% a été observée entre les catégories.
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Connaissances et croyances a propos de la vitamine D selon la source d’information (Tableau 12)

Les participants ayant entendu parler de la vitamine D chez leur médecin étaient plus susceptibles
de donner des réponses correctes : meilleure connaissance des sources de vitamine D et des effets
santé établis. Les participants ayant entendu parler de la vitamine D chez un autre professionnel
de santé (ex. pharmacien, diététicien, dentiste, infirmier) ou a I"école/Université ont également
donné des réponses correctes pour les sources de vitamine D et les effets santé établis. Cependant
ils étaient également plus susceptibles d’associer la vitamine D a d’autres issues de santé pour
lesquelles il n’existe pas de consensus. Enfin les participants ayant entendu parler de la vitamine D
dans les médias étaient également plus nombreux a citer des effets santé non établis pour la
vitamine D.

Tous les résultats présentés restaient significatifs aprés prise en compte d’un ajustement pour les
tests multiples (correction de Bonferroni).
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Tableau 12 Connaissances des sources de vitamine D et croyances vis-a-vis des effets santé de la vitamine D en fonction de la source d’information
concernant la vitamine D, cohorte NutriNet-Santé, France 2009-2015

. Dans les médias
Chez un autre professionnel de la

Chez votre médecin santé (Quotidien d’information, magazine, A I’école ou a I’'Université
radio, télévision)
Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
N % N % p! N % N % p! N % N % p! N % N % p!

D’ol pensez-vous que

I'organisme puisse

obtenir de la vitamine

D ? (choix multiples)

Le poisson gras 18098 57,6 14379 67,0 <0,0001 27328 60,0 5148 70,0 <0,0001 11599 58,7 20877 63,1 <0,0001 26134 60,8 6342 64,4 <0,0001
Le poisson maigre 3317 10,6 2270 10,6 0,01 4648 10,2 939 12,8 <0,0001 1917 9,7 3670 11,1 <0,0001 4437 10,3 1150 11,7 0,001
;\Z‘::Edefo'e‘je 15966 50,8 12964 60,4 <0,0001 24255 53,3 4676 63,6 <0,0001 10374 52,5 18556 56,1 <0,0001 22865 53,2 6065 61,6 <0,0001
Les produits laitiers® 9857 31,4 6798 31,7 0,3 14006 30,8 2648 36,0 <0,0001 5464 27,6 11191 33,8 <0,0001 12597 29,3 4057 41,2 <0,0001

Les produits laitiers

enrichis en vitamine D° 15274 48,6 11789 54,9 <0,0001 22463 49,4 4599 62,5 <0,0001 9250 46,8 17813 53,8 <0,0001 20455 47,6 6608 67,1 <0,0001

Le poulet 1360 4,3 931 4,3 <0,0001 1864 4,1 427 58 <0,0001 687 3,5 1603 4,8 <0,0001 1837 4,3 454 4,6 0,1

La viande rouge 2024 6,4 1401 6,5 0,3 2938 6,5 487 6,6 0,7 1153 58 2272 69 <0,0001 2711 63 714 7,3 <0,0001
Les abats d’animaux 6872 21,9 5475 25,5 0,2 10176 22,4 2170 29,5 <0,0001 4152 21,0 8194 24,8 <0,0001 9753 22,7 2593 26,3 <0,0001
Les ceufs 7145 22,8 4964 23,1 10,0006 10209 22,4 1900 25,8 <0,0001 3616 18,3 8493 25,7 <0,0001 9524 22,1 2585 26,2 <0,0001
L'huile d’olive 5776 18,4 3953 184 0,2 7861 17,3 1869 25,4 <0,0001 2761 14,0 6969 21,1 <0,0001 7895 18,4 1835 18,6 0,0006

Les suppléments

antioxydants

Les suppléments

vitaminiques

Les médicaments a

base de vitamine D

L'exposition de la peau

au soleil

Je ne sais pas 3407 10,9 1036 4,8 <0,0001 4142 91 301 41 <0,0001 1990 10,1 2453 7,4 <0,0001 4164 9,7 279 2,8 <0,0001
Les cabines et bancs
solaires artificiels des
salons de bronzage

2052 6,5 1798 84 <0,0001 3123 69 727 99 <0,0001 1070 54 2781 84 <0,0001 3169 7,4 682 69 0,1
8267 26,3 5822 27,1 <0,0001 11463 25,2 2625 35,7 <0,0001 4889 24,7 9200 27,8 <0,0001 10063 23,4 4025 40,9 <0,0001
17007 54,2 15616 72,7 <0,0001 27249 59,9 5375 73,1 <0,0001 12181 61,6 20442 61,8 0,003 25391 59,0 7232 73,4 <0,0001

21439 68,3 16472 76,7 <0,0001 32173 70,7 5738 78,0 <0,0001 14018 70,9 23892 72,2 <0,0001 29596 68,8 8315 84,4 <0,0001

. <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
permettent d’avoir de la
vitamine D pendant les
mois d’hiver
D’accord 2004 6,4 1104 5,1 2644 58 464 6,3 1089 55 2018 6,1 2231 52 876 89
Pas d’accord 16870 53,7 12696 59,1 25031 55,0 4534 61,6 10727 54,3 18838 56,9 23534 54,7 6031 61,2
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Je ne sais pas
Je pense que mon taux
de vitamine D est trop
bas
D’accord
Pas d’accord
Je ne sais pas
Selon vous, la vitamine
D a-t-elle un intérét
dans les états de santé
suivants ?
Avoir des os sains
Oui
Non
Je ne sais pas
L’ostéoporose
Oui
Non
Je ne sais pas
Le rachitisme
Oui
Non
Je ne sais pas
Le cancer en général
Oui
Non
Je ne sais pas
Les cancers de la peau
Oui
Non
Je ne sais pas
Les autres maladies de
la peau
Oui
Non
Je ne sais pas
Les maladies du rein
Oui
Non
Je ne sais pas

12532

4627
9739
17040

23173
1093
7140

21471
1103
8831

18011
1882
11513

7964
4402
19039

10682
3699
17025

8553
3666
19187

2049
6340
23016

39,9

14,7
31,0
54,3

73,8
3,5
22,7

68,4
3,5
28,1

57,4
6,0
36,7

25,4
14,0
60,6

34,0
11,8
54,2

27,2
11,7
61,1

6,5
20,2
73,3
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7668

7949
5710
7809

18138
849
2480

17694
592
3181

14895
903
5669

5117
3438
12913

6693
2941
11833

5174
2870
13423

1374
4722
15372

35,7

37,0
26,6
36,4

84,5
4,0
11,6

82,4
2,8
14,8

69,4
4,2
26,4

23,8
16,0
60,2

31,2
13,7
55,1

24,1
13,4
62,5

6,4
22,0
71,6

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0002

17841

10607
13127
21782

35070
1675
8771

33069
1493
10954

27633
2475
15408

11009
6679
27829

14490
5661
25365

11330
5555
28631

2698
9496
33322

39,2

23,3
28,8
47,9

77,1
3,7
19,3

72,7
3,3
24,1

60,7
5,4
33,9

24,2
14,7
61,1

31,8
12,4
55,7

24,9
12,2
62,9

5,9
20,9
73,2

2359

1969
2322
3066

6242
267
848

6097
202
1058

5273
311
1773

2072
1161
4123

2886
979
3493

2397
981
3979

724
1566
5067

32,1

26,8
31,6
41,7

84,8
3,6
11,5

82,9
2,7
14,4

71,7
4,2
24,1

28,2
15,8
56,1

39,2
13,3
47,5

32,6
13,3
54,1

9,9
21,3
68,9

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

7959

5797
5376
8603

15109
867
3799

14529
651
4596

12336
967
6473

4188
3089
12498

5626
2741
11409

4239
2666
12871

1333
4128
14314

40,2

29,3
27,2
43,5

76,4
4,4
19,2

73,5
3,3
23,2

62,4
4,9
32,7

21,2
15,6
63,2

28,5
13,9
57,7

21,4
13,5
65,1

6,7
20,9
72,4

12242

6779
10073
16246

26202
1075
5821

24637
1044
7417

20571
1819
10709

8893
4751
19454

11750
3899
17449

9488
3871
19739

2090
6934
24074

37,0

20,5
30,4
49,1

79,2
3,3
17,6

74,4
3,2
22,4

62,2
5,5
32,4

26,9
14,4
58,8

35,5
11,8
52,7

28,7
11,7
59,6

6,3
21,0
72,7

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,002

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,3

17255

10551
11496
20973

32641
1655
8724

30674
1443
10904

25475
2331
15214

10204
6053
26763

13590
5097
24334

10593
5043
27384

2011
8707
32303

40,1

24,5
26,7
48,8

75,9
3,9
20,3

71,3
3,4
25,3

59,2
5,4
35,4

23,7
14,1
62,2

31,6
11,9
56,6

24,6
11,7
63,7

4,7
20,2
75,1

2945

2025
3952
3875

8670
287
895

8492
252
1109

7431
454
1968

2877
1787
5189

3785
1543
4524

3134
1493
5225

1411
2356
6085

29,9

20,6
40,1
39,3

88,0
2,9
91

86,2
2,6
11,3

75,4
4,6
20,0

29,2
18,1
52,7

38,4
15,7
45,9

31,8
15,2
53,0

14,3
23,9
61,8

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001



La maladie d’Alzheimer <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Oui 1975 6,3 1591 7,4 2900 6,4 666 9,1 1246 6,3 2319 7,0 2636 6,1 930 9,4
Non 7140 22,7 5165 24,1 10493 23,1 1812 24,6 4540 23,0 7765 23,5 9326 21,7 2980 30,2
Je ne sais pas 22291 71,0 14711 68,5 32123 70,6 4879 66,3 13989 70,7 23013 69,5 31059 72,2 5943 60,3
Le diabete <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001
Oui 2669 8,5 1948 9,1 3738 8,2 879 12,0 1616 8,2 3002 9,1 3388 7,9 1229 125
Non 8166 26,0 5799 27,0 11987 26,3 1979 26,9 5134 26,0 8832 26,7 10522 24,5 3444 35,0
Je ne sais pas 20570 65,5 13720 63,9 29791 65,5 4499 61,2 13026 65,9 21264 64,3 29111 67,7 5179 52,6
Les maladies du cceur <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 2288 7,3 1816 8,5 3185 7,0 919 125 1352 6,8 2752 8,3 3121 7,3 983 10,0
Non 8112 25,8 5684 26,5 11815 26,0 1981 26,9 4981 25,2 8814 26,6 10489 24,4 3306 33,6
Je ne sais pas 21006 66,9 13968 65,1 30516 67,1 4457 60,6 13442 68,0 21532 65,1 29410 68,4 5564 56,5
Les m.alac.jles <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
psychiatriques
Oui 3214 10,2 2541 11,8 4711 10,4 1043 14,2 1769 9,0 3985 12,0 4405 10,2 1349 13,7
Non 8110 25,8 5943 27,7 12030 26,4 2024 27,5 5251 26,6 8802 26,6 10689 24,9 3365 34,2
Je ne sais pas 20082 63,9 12983 60,5 28775 63,2 4290 58,3 12755 64,5 20310 61,4 27927 64,9 5138 52,2
Les infections en <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
général
Oui 7680 24,5 5758 26,8 11028 24,2 2411 32,8 4152 21,0 9287 28,1 10588 24,6 2850 28,9
Non 5691 18,1 4212 19,6 8474 18,6 1429 19,4 3866 19,6 6037 18,2 7248 16,9 2656 27,0
Je ne sais pas 18034 57,4 11497 53,6 26014 57,2 3517 47,8 11757 59,5 17774 53,7 25185 58,5 4346 44,1
La grossesse <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oui 11672 37,2 9438 44,0 17301 38,0 3809 51,8 7890 39,9 13220 39,9 15521 36,1 5589 56,7
Non 3594 11,4 2734 12,7 5592 12,3 736 10,0 2191 11,1 4137 12,5 5189 12,1 1138 11,6
Je ne sais pas 16141 51,4 9296 43,3 22623 49,7 2813 38,2 9695 49,0 15741 47,6 22311 51,9 3125 31,7
Aucun effet sur la <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
santé
Oui 1851 5,9 1463 6,8 2729 6,0 586 8,0 1196 6,1 2118 6,4 2992 7,0 323 3,3
Non 20539 65,4 14449 67,3 29596 65,0 5392 73,3 12834 64,9 22155 66,9 26770 62,2 8219 83,4
Je ne sais pas 9015 28,7 5555 25,9 13191 29,0 1379 18,7 5746 29,1 8824 26,7 13259 30,8 1311 13,3

tp pour la comparaison des réponses entre les participants ayant et n’ayant pas cité chaque source d’information en utilisant un test de x? issu de modéles de régression logistique non
conditionnelle ajustés sur I'dge (< 35 ans, 35-55 ans, =55 ans) et le sexe. Lorsque 3 réponses étaient possibles (ex. “D’accord / Pas d’accord / Je ne sais pas”), des modeéles de régression
logistique polytomique ajustés sur I'age et le sexe ont été utilisés.

Les valeurs en gras sont celles pour lesquelles une différence 25% a été observée entre les catégories.
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D) Discussion et mise en regard de la littérature

A notre connaissance, cette étude était la premiere en Europe a avoir estimé les connaissances
liées a la vitamine D dans un large échantillon issu de la population générale. Alors que les sources
de vitamine D et les effets santé établis pour la vitamine D n’étaient pas toujours cités par les
participants, des proportions non négligeables de sujets ont également mentionné des sources
incorrectes et des effets santé pour lesquels il nexiste pas de consensus. Les connaissances
étaient fortement influencées par la source d’information concernant la vitamine D et par des
facteurs sociodémographiques et économiques. Il est intéressant de noter qu’une forte
incohérence a été observée entre ce que les individus pensaient de leur statut en vitamine D et
leur statut mesuré.

Sources de vitamine D

Bien qu’environ 30% des participants ne I'aient pas citée, I'exposition solaire (source principale de
vitamine D [25]) était néanmoins la source de vitamine D la plus citée, ce qui est cohérent avec des
études précédentes dans lesquelles une grande part des individus ont associé le soleil a la
vitamine D [47, 52, 56, 57, 60, 62, 63].

Les cabines et les bancs solaires artificiels ont été promus par I'industrie comme une source de
vitamine D [216]. Six pour cent de notre population étaient d’accord avec cet argument et en
particulier les jeunes. Les bancs solaires ont également été cités comme source de vitamine D par
des athlétes néo-zélandais dans une précédente étude [62]. En France, les cabines et bancs
solaires artificiels présents dans les salons de bronzage diffusent principalement des UVA [217].
Ainsi, ils ne permettent pas ou tres peu la synthése de vitamine D mais sont fortement associés au
vieillissement cutané et au risque de cancer de la peau [216, 218]. Ces dispositifs ne devraient
donc pas étre recommandés comme un moyen d’obtenir de la vitamine D, avec une attention
particuliere pour les jeunes chez qui I'utilisation de ces dispositifs et/ou des coups de soleil
augmentent significativement le risque de développer un cancer de la peau [219].

Les sources alimentaires de vitamine D sont principalement I'huile de foie de morue, les poissons
gras, les ceufs, les abats, les produits laitiers (en particulier lorsqu’ils sont enrichis) et certains
champignons, méme si la contribution de ces sources au statut en vitamine D est faible comparée
a celle de lI'exposition solaire [25, 146]. Dans notre population, comme dans de précédentes
études [47, 49, 56, 57, 60-64], les connaissances des sources de vitamine D étaient insuffisantes et
contrastées en fonction des sources considérées. Des sources comme les poissons gras, I'huile de
foie de morue ou les produits laitiers enrichis étaient connus par 50-60% de nos participants.
D’autres sources comme les produits laitiers non enrichis, les abats ou les ceufs étaient connues
par 20-30%. Une certaine confusion a également été observée puisque 18% des sujets ont cité
I"huile d’olive et 5-10% ont cité le poisson maigre ou le poulet alors que ces aliments ne
contiennent pas ou trés peu de vitamine D. Des sources incorrectes de vitamine D comme les
fruits, les légumes, le soja ou le riz ont également été citées dans les études précédentes [56, 60,
62, 64].

Effets santé de la vitamine D

Jusqu’a présent, méme si les résultats provenant d’études d’observation sont plutot prometteurs
(méme si contrastés) concernant des effets santé de la vitamine D non liés a des aspects musculo-
squelettiques, les résultats des essais contrélés randomisés n’ont pas permis de les confirmer [43].
Ainsi, les effets de la vitamine D pour la santé musculo-squelettique restent les seuls effets santé
réellement établis a ce jour (IOM [22]). Ce point est toutefois débattu par I'Endocrine Society qui
considere que le réle de la vitamine D dans d’autres issues de santé devrait étre pris en compte
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pour la formulation des recommandations [66, 67]. Dans ce contexte de constante augmentation
des connaissances, les médias ont fait circuler beaucoup d’information sur la vitamine D au cours
de ces derniéres années et nont souvent pas pondéré leur message en fonction du niveau de
preuve associé a une issue de santé donnée [46]. Tout ceci a fini par résulter en une certaine
confusion concernant les effets santé de la vitamine D a la fois au niveau du public mais aussi des
professionnels de santé [48, 56], ce qui est observé dans notre étude.

Le role établi de la vitamine D dans la santé osseuse était connu par une majorité des participants
mais était néanmoins méconnu pour 22-38% d’entre eux. Le réle de la vitamine D dans la santé
osseuse était également identifié comme effet santé majeur de la vitamine D dans de précédentes
études [47, 52-54, 56, 57, 62, 64].

Bien qu’un role de la vitamine D dans la prévention de la pré-éclampsie ou du diabéte gestationnel
soit toujours en cours d’investigation, son réle dans la prévention de I’hypocalcémie néonatale a
qguant a lui été établi, ce qui a conduit en France a la recommandation d’une complémentation des
femmes enceintes [24, 220]. Toutefois, dans notre population, seuls 40% des participants ont
associé la vitamine D a la grossesse.

Les participants ont également associé la vitamine D a d’autres issues de santé comme les cancers,
les maladies cardiovasculaires ou les troubles cognitifs, comme observé précédemment [47, 54,
56, 62-64]. Bien gu’il soit possible que ces associations existent, le niveau de preuve actuel ne
permet pas de formuler des réponses définitives. Les réponses devraient donc étre plus mesurées
pour refléter I'état du consensus scientifique. Le fait de croire que la vitamine D pourrait avoir
toutes sortes d’effets santé pourrait conduire la population a rechercher une
complémentation/supplémentation en vitamine D, alors que celle-ci ne devrait viser que les
individus a risque d’insuffisance [73, 89].

Opinion a propos du statut en vitamine D

Environ un quart de notre population pensait que leur statut en vitamine D était trop bas. Les
proportions correspondantes étaient de 9% et 6% dans de précédentes études conduites en
Australie et Nouvelle-Zélande. De fagon surprenante, les participants ayant une peau foncée
étaient les moins concernés par leur statut en vitamine D malgré le fait qu’ils soient plus a risque
de présenter une insuffisance [5, 15, 221]. Ces résultats sont cohérents avec une étude
australienne menée sur des médecins généralistes [50] dans laquelle le fait d’avoir une peau
foncée n’était pas considéré comme un facteur de risque majeur de l'insuffisance en vitamine D.

La prévalence de l'insuffisance en vitamine D (25(OH)D <20ng/ml) dans notre sous-échantillon
était d’environ 40% (ce qui est cohérent avec la prévalence de 42,5% observée dans une étude
francaise représentative au niveau national [68]). De facon intéressante, I'inquiétude par rapport
au statut en vitamine D et le fait de présenter effectivement une insuffisance en vitamine D
n’étaient pas en phase : seuls 16% des individus présentant un statut insuffisant en vitamine D
pensaient que leur statut en vitamine D était trop bas, et 30% de ceux qui pensaient que leur
statut en vitamine D était trop bas présentaient effectivement une insuffisance.

Sources d’information concernant la vitamine D

Les médecins étaient la principale source d’information concernant la vitamine D dans notre
population, en particulier pour les femmes et les sujets plus agés, i.e. deux groupes a risque
d’insuffisance en vitamine D ou de problemes osseux. Cette source d’information était associée a
de meilleures connaissances. Des études précédentes ont également observé que les médecins
étaient les principales sources d’information a propos de la vitamine D [47, 51, 56, 59, 63]. Ceci
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souligne I'important réle joué par les médecins (source fiable d’information) dans I’éducation de
leurs patients sur des sujets de nutrition et de santé [48, 51, 53, 54].

Toutefois, les individus utilisent généralement différentes sources d’information [48]. Dans notre
étude, lorsque tous les types de médias étaient regroupés, ils étaient cités par 63% des
participants (en particulier les hommes), devenant ainsi la premiere source d’information sur la
vitamine D, comme observés dans de précédentes études [51, 56, 63, 64]. Dans notre étude, les
participants ayant entendu parler de la vitamine D dans les médias (tous types) étaient plus
susceptibles d’associer la vitamine D a différents effets santé non établis, ce qui pourrait résulter
du message confus véhiculé par certains médias [46, 51].

Connaissance de la vitamine D en fonction du sexe, de I’age et de la position socio-économique
Dans cette étude, les femmes ont montré une connaissance plus précise de la vitamine D
comparées aux hommes, notamment pour ce qui est des sources de vitamine D et du rdle de la
vitamine D dans la santé osseuse et la grossesse. Elles étaient également plus inquiétes
concernant leur statut en vitamine D. Cette différence hommes/femmes a déja été observée [54,
61, 63, 64] et pourrait étre liée au fait que les femmes montrent généralement plus d’intérét pour
les sujets liés a la nutrition et a la santé mais aussi au fait que, étant un groupe « a risque » pour
I'insuffisance en vitamine D et les problémes osseux, elles peuvent également avoir été plus
sensibilisées a la vitamine D par leur médecin, comme observé dans cette étude.

Par ailleurs, un effet de I'dge et/ou de la génération a été observé dans notre étude, comme
précédemment [54, 56, 63, 64]. Les participants plus agés connaissaient mieux I'huile de foie de
morue et le rachitisme, ce qui est cohérent avec une étude menée a Londres [56] et avec le fait
que, lorsqu’ils étaient enfants, les ainés ont pour la plupart recu de I'huile de foie de morue a
I’école pour prévenir le rachitisme, alors que le terme « rachitisme » peut ne pas étre connu des
plus jeunes. Les individus plus dgés (groupe « a risque ») étaient plus susceptibles de citer les
médecins comme source d’information, ce qui peut avoir conduit a une meilleure connaissance du
role joué par la vitamine D dans la santé osseuse. A l'inverse, les plus jeunes (en particulier les
femmes) ont montré une meilleure connaissance du réle joué par la vitamine D au cours de la
grossesse. lls étaient également plus susceptibles de citer I’école/Université comme source
d’information comme observé dans une étude menée en 2013 sur des étudiants [61]. Les plus
agés connaissaient mieux les sources alimentaires « classiques » de vitamine D alors que les plus
jeunes citaient les compléments alimentaires et les produits laitiers enrichis.

Comme observé précédemment [54, 64], une meilleure position socioéconomique était associée a
une meilleure connaissance globale de la vitamine D.
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Dans le contexte actuel ou la vitamine D suscite un intérét marqué de la part du public et de Ia
communauté scientifique et médicale, cette étude, la premiere en Europe dans un échantillon de
cette taille, a permis d’obtenir des informations détaillées sur les connaissances et les croyances
d’adultes issus de la population générale a propos de ce nutriment particulier.

Ces résultats ont mis en évidence que les médecins mais aussi les médias étaient des sources
d’information clé et qu’il existait une certaine confusion sur les effets santé établis ou non de Ila
vitamine D ainsi que sur ses sources.

Ces observations étaient clairement modifiées par un effet de I’dge/de la génération et de facteurs
socioéconomiques (au global, meilleure connaissance chez les femmes, les individus ayant un
niveau d’éducation plus élevé et un revenu plus élevé). De plus, une importante incohérence a été
observée entre ce que les individus pensent de leur statut et leur statut mesuré.

Des éléments d’information sur la vitamine D devraient étre mis a disposition du public mais aussi
des professionnels de santé. Ces éléments devraient intégrer des informations de base sur la
vitamine D (sources, rbéle dans I’homéostasie calcique), I'état des connaissances actuelles
concernant les effets santé de la vitamine D avec une pondération en fonction de I'état du
consensus scientifique, la durée optimale d’exposition solaire nécessaire pour produire de la
vitamine D (en fonction de la pigmentation de la peau et de la latitude du lieu d’habitation) et
compatible avec la prévention des cancers de la peau (en particulier éviter l'usage de
cabines/bancs artificiels de bronzage), les facteurs de risque d’insuffisance en vitamine D (qui
peuvent étre résumés avec le score VDIP, voir Partie 1. Ill.) et des recommandations de
complémentation en vitamine D (groupes, doses). Ceci pourrait ainsi contribuer a terme a
I’'amélioration du statut en vitamine D de la population.
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II. Déterminants du statut en vitamine D

Touvier M, Deschasaux M, Montourcy M, Sutton A, Charnaux N, Kesse-Guyot E, Assmann KE,
Fezeu L, Latino-Martel P, Druesne-Pecollo N, Guinot C, Latreille J, Malvy D, Galan P, Hercberg S, Le
Clerc S, Souberbielle JC, Ezzedine K. Determinants of vitamin D status in Caucasian adults:
influence of sun exposure, dietary intake, sociodemographic, lifestyle, anthropometric, and
genetic factors. J Invest Dermatol. 2015 Feb;135(2):378-88.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 2.

A) Population d’étude

Cette étude portait sur I’échantillon de témoins de I'étude cas-témoin nichée dans la cohorte
SU.VI.MAX. Parmi les 1850 participants éligibles, nous avons exclu les participants ayant déclaré :
une prise de médicaments contenant de la vitamine D au moment de l'inclusion (N=12), des
antécédents d’épilepsie (N=3), des antécédents d’insuffisance rénale (N=3) ou ayant fourni moins
de 2 enregistrements alimentaires de 24h au cours des deux premieres années de suivi (N=4).
1828 participants ont dont finalement été inclus dans les analyses.

B) Analyses statistiques

Dans cette étude, nous avons cherché a identifier les facteurs influencant le statut en vitamine D
(concentration plasmatique en 25(OH)D) parmi différents déterminants potentiels : sexe, age,
IMC, activité physique, statut tabagique, niveau d’éducation, apports alimentaires en vitamine D,
consommation d’alcool, latitude du lieu d’habitation, exposition solaire (via un score reflétant
I'intensité de I’exposition solaire), phototype (classification de Fitzpatrick) et période de
prélevement sanguin.

L’étude des associations entre le statut en vitamine D et ses déterminants potentiels a été réalisée
a I'aide de modeles multivariés incluant I'ensemble de ces parameétres et ajustés sur le nombre
d’enregistrements de 24h fournis par chaque participant au cours des deux premiéres années du
suivi. Les associations entre le statut en vitamine D et des scores reflétant la pratique de sports de
montagne, de sports nautiques ou d’activités en extérieur ont été étudiées dans des modeles
intégrant I'ensemble des variables précitées. Les associations entre chaque SNP (3 génotypes : WT,
HT, MT) et le statut en vitamine D ont été étudiées dans des modeles incluant I'ensemble des
facteurs non-génétiques.

La concentration en 25(0OH)D a tout d’abord été considérée comme une variable continue dans
des modeles de régression linéaire. Une transformation de type Box-Cox a été appliquée a la
concentration en 25(0OH)D afin d’améliorer sa normalité. Dans un second temps, les probabilités
pour un individu de présenter une carence (€10ng/ml) ou une insuffisance (>10 - <20ng/ml) en
vitamine D ont été évaluées a 'aide de modeles de régression logistique polytomique non
conditionnelle (catégorie de référence : statut « normal » i.e. >20ng/ml, variable de statut traitée
comme une variable ordinale). Les odds ratios (ORs) et leur intervalle de confiance a 95% (IC95%)
ont été calculés.

Les concentrations en 25(0OH)D et PTH sont inversement corrélées et pourraient étre toutes deux
associées aux facteurs testés [222, 223]. Nous avons donc reproduit I'ensemble des analyses
précédentes en remplacant la concentration en 25(0OH)D par la concentration en PTH.
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C) Résultats

Les caractéristiques de la population d’étude sont présentées en Tableau 13. Les participants
étaient des hommes et femmes d’adge moyen de type Caucasien. La concentration plasmatique
moyenne en 25(0H)D était de 20,0ng/ml (SD=10,3) ; 14,8% des individus présentaient un statut en
vitamine D < 10ng/ml et 57,8% un statut < 20ng/ml. La concentration moyenne en PTH était de
26,3ng/l (SD=9,4).

Tableau 13 Caractéristiques de la population d’étude « Déterminants du statut en vitamine D »,
cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

25(0OH)D <10ng/ml  10< 25(0OH)D <20ng/ml  25(0OH)D =20ng/ml
N=271 N=785 N=772

N (%) Moy+SD N (%) Moy+SD N (%) Moy+SD

Sexe
Homme 94 (34,7) 327 (41,7) 412 (53,4)
Femme 177 (65,3) 458 (58,3) 360 (46,6)
Age (ans)
<40 12 (4,4) 42 (5,4) 48 (6,2)
40-44 34 (12,5) 88 (11,2) 65 (8,4)
45-49 72 (26,6) 219 (27,9) 190 (24,6)
50-54 68 (25,1) 205 (26,1) 192 (24,9)
55-65 85(31,4) 231 (29,4) 277 (35,9)
Consommation d’alcool (g/jour) 14,1+17,5 18,3+20,4 21,7421,9
Quartile 1 1,7+2,9 1,943,0 2,7+3,6
Quartile 2 7,817,2 9,1t7,4 11,317,6
Quartile 3 16,9+11,8 20,4+12,0 21,4+12,3
Quartile 4 38,9+19,7 42,0+23,2 47,31£23,0
Indice de Masse Corporelle (kg/m?)
<18,5 (sous-poids) 8(2,9) 21(2,7) 8(1,0)
>18,5-<25 (poids normal) 150 (55,4) 449 (57,2) 504 (65,3)
>25-<30 (surpoids) 76 (28,0) 263 (33,5) 231 (29,9)
>30 (obésité) 37 (13,7) 52 (6,6) 29 (3,8)
Activité physique
Irréguliére 83 (30,6) 212 (27,0) 139 (18,0)
<1h/jour d’équivalent marche 97 (35,8) 247 (31,5) 210(27,2)
>1h/jour d’équivalent marche 91 (33,6) 326 (41,5) 423 (54,8)
Statut tabagique
Non-fumeurs 145 (53,5) 416 (53,0) 351 (45,5)
Ex-fumeurs 96 (35,4) 269 (34,3) 330(42,7)
Fumeurs 30 (11,1) 100 (12,7) 91 (11,8)
Niveau d’étude
Primaire 68 (25,1) 181 (23,1) 162 (21,0)
Secondaire 109 (40,2) 270 (34,4) 311 (40,3)
Supérieur 94 (34,7) 334 (42,5) 299 (38,7)
Statut ménopausique
Non-menopausées 108 (61,0) 280 (61,1) 213 (59,2)
Menopausées 69 (39,0) 178 (38,9) 147 (40,8)
Prise d’'un THM
Oui 61 (34,5) 156 (34,1) 144 (40,0)
Aprrts alimentaires en vitamine D 27418 28419 29420
(ug/jour)
Latitude 47,5+1,8 47,2+3,1 46,5%2,1
Période de prélevement
Octobre-Novembre 21(7,8) 108 (13,8) 176 (22,8)
Décembre-Janvier 72 (26,6) 225 (28,7) 290 (37,5)
Février-Mars 134 (49,4) 359 (45,7) 239 (31,0)
Avril-Mai 44 (16,2) 93 (11,8) 67 (8,7)
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Score d’intensité d’exposition solaire au
cours de la vie'
Phototype de Fitzpatrick2
|
Il
11
[\
Concentration plasmatique en 25(0OH)D
(ng/ml)
Concentration plasmatique en PTH (ng/l)
VDR Bsml rs1544410°
CC (WT)
CT (HT)
TT (MT)
VDR Fokl rs2228570/10735810°
GG (WT)
AG (HT)
AA (MT)
VDR Cdx2 rs11568820°
CC (WT)
CT (HT)
TT (MT)
CYP24A1 rs48099583°
TT (WT)
GT (HT)
GG (MT)
GC rs4588°
GG (WT)
GT (HT)
TT (MT)
GCrs7041°
AA (WT)
AC (HT)
CC(MT)
RXR rs 7861779
CC (WT)
CT (HT)
TT (MT)
RXR rs12004589
GG (WT)
GT (HT)
TT (MT)
CASR rs1801725°
GG (WT)
GT (HT)
TT (MT)
CASR rs4678174°
TT (WT)
CT (HT)
CC(MT)

3

20 (7,4)
76 (28,0)
141 (52,0)
34 (12,6)

86 (35,0)
111 (45,1)
49 (19,9)

106 (39,6)
123 (45,9)
39 (14,5)

147 (56,1)
98 (37,4)
17 (6,5)

179 (67,8)
77 (29,2)
8 (3,0)

99 (37,6)
116 (44,1)
48 (18,3)

73 (27,5)
132 (49,6)
61(22,9)

183 (73,8)
60 (24,2)
5(2,0)

200 (76,9)
55 (21,2)
5(1,9)

174 (66,4)
83 (31,7)
5(1,9)

126 (49,2)
107 (41,8)
23 (9,0)

3,213,4

7,6£1,6
30,4+11,7

34
206
425
120

4,3)

26,3)
54,1)
15,3)

—_— e~ o~ —

271 (36,7)
332 (45,0)
135 (18,3)

315 (40,8)
335 (43,3)
123 (15,9)

434 (57,9)
269 (35,9)
47 (6,2)

544 (72,2)
194 (25,8)
15 (2,0)

356 (47,0)
331 (43,7)
71(9,4)

167 (21,8)
372 (48,6)
227 (29,6)

562 (76,1)
167 (22,6)
10 (1,3)

582 (77,0)
169 (22,3)
5(0,7)

543 (70,9)
201 (26,2)
22(2,9)

356 (48,3)
313 (42,5)
68 (9,2)

4,3+3,4

15,0+2,8
26,4+9,3

19 (2,5)
146 (18,9)
454 (58,8)
153 (19,8)

259 (36,6)
321 (45,3)
128 (18,1)

319 (42,1)
329 (43,5)
109 (14,4)

430 (58,2)
269 (36,4)
40 (5,4)

497 (68,0)
220 (30,1)
14 (1,9)

418 (55,5)
284 (37,7)
51 (6,8)

130 (17,3)
339 (45,1)
283 (37,6)

556 (77,7)
149 (20,7)
11 (0,6)

593 (79,9)
139 (18,7)
10 (1,4)

538 (71,9)
195 (26,1)
15 (2,0)

368 (50,9)
283 (39,1)
72 (10,0)

5,2+3,4

29,618,4
24,7+7,9

Score reflétant I'intensité de I’exposition solaire au cours de la vie développé et validé a partir du questionnaire
« exposition solaire » posé dans la cohorte SU.VI.MAX. Le score a été obtenu au moyen d’une analyse en composantes
principales incluant les différents aspects des comportement vis-a-vis de I'exposition et de la protection solaires
évalués dans le questionnaire (bronzage, protection solaire, coups de soleil, exposition aux heures méridiennes,
exposition solaire dans le cadre du travail, des loisirs, de la pratique d’activité physique...) [197-200].

2

I: Brile toujours, ne bronze jamais; Il: Brile facilement, bronze difficilement; Ill: Brlle parfois, bronze assez

facilement; IV: Brile rarement, bronze facilement. Seuls ces 4 phototypes étaient représentés dans cette population

de type Caucasien.
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* Données mangquantes pour les données génétiques: 136 (rs1544410), 30 (rs2228570/10735810), 77 (rs11568820), 80
(rs4809958), 54 (rs4588), 44 (rs7041), 125 (rs78617793), 70 (rs120045893), 52 (rs18017253), 112 (rs46781743). Pour
les covariables non-génétiques, moins de 5% des valeurs étaient manquantes et ont été remplacées par la valeur
modale.

WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté.

Le statut en vitamine D (Tableau 14) était plus bas chez les femmes (P<0,0001), les individus plus
agés (P=0,04), les individus obeses ou en sous-poids (P<0,0001), ceux vivant a des latitudes plus
élevées (i.e. plus au nord) (P<0,0001), et ceux dont la prise de sang a été réalisée a la sortie de
I"hiver (P<0,0001). Inversement, le statut en vitamine D était plus élevé chez les individus
pratiquant une activité physique plus importante (P<0,0001), chez ceux ayant des scores reflétant
une exposition solaire habituelle plus élevée (P<0,0001), chez ceux avec une peau plus foncée
(parmi les Caucasiens, phototype de Fitzpatrick de type Ill/IV) (P=0,03) et chez ceux buvant plus
d’alcool (P<0,0001). Parmi les 10 SNPs étudiés (Tableau 15), le génotype GC rs4588 TT était
associé a un statut en vitamine D plus faible alors que le génotype GC rs7041 CC était associé a un
statut plus élevé (P<0,0001 pour les deux).

Tableau 14 Concentration plasmatique en 25-hydroxyvitamine D (ng/ml) en fonction de facteurs
non génétiques, cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

n  Moy+SE' P’

Sexe <,0001§
Homme 833 18,1#1,1
Femme 995 16,2%#1,1

Age (ans) 0,04°
<40 102 19,5#1,1
40-44 187 17,6%1,1
45-49 481 17,1+1,1
50-54 465 16,6+1,1
55-65 593 17,8%#1,1

Consommation d’alcool (g/jour)3 0,0001
Quartile 1 456 16,7+1,1
Quartile 2 457 17,1+1,1
Quartile 3 458 18,3+1,1
Quartile 4 457 18,7+1,1

Indice de Masse Corporelle (kg/m?) <,0001°
<18,5 (sous-poids) 37 17,5#1,2
>18,5-<25 (poids normal) 1103 19,9+1,0
>25-<30 (surpoids) 570 18,6%1,1
>30 (obésité) 118 15,0+1,1

Activité physique <,0001
Irréguliere 434 16,7%+1,1
<1h/jour d’équivalent marche 554 17,2+1,1
>1h/jour d’équivalent marche 840 19,2+1,1

Statut tabagique 0,3°
Non-fumeurs 912 17,7#1,1
Ex-fumeurs 695 18,2+1,1
Fumeurs 221 17,2#1,1

Niveau d’étude 0,8
Primaire 411 17,2#1,1
Secondaire 690 18,3%#1,1
Supérieur 727 17,6%1,1

Apports alimentaires en vitamine D (pg/jour)’ 0,7
Quartile 1 456 17,7+1,1
Quartile 2 457 17,8+1,1
Quartile 3 458 17,2+1,1
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Quartile 4 457 18,2+1,1

Latitude® <,0001
Quartile 1 459 19,6%1,1
Quartile 2 478 18,8+1,1
Quartile 3 424 16,711,1
Quartile 4 467 15,8%1,1
Période de préléevement <,0001
Octobre-Novembre 305 20,6+1,1
Décembre-Janvier 587 18,3+1,1
Février-Mars 732 15,9+1,1
Avril-Mai 204 16,4+1,1
Score d’intensité d’exposition solaire au cours de la vie ® <,0001
Quartile 1 364 14,7+1,1
Quartile 2 559 17,1+1,1
Quartile 3 412 19,2+1,1
Quartile 4 493 20,1+1,1
Phototype de Fitzpatrick4 0,03
I 73 16,2t1,1
1] 428 17,9+1,1
1" 1020 17,9+1,1
IV 307 18,8%#1,1

! Moyennes ajustées et erreur standard pour la concentration plasmatique en 25(0OH)D, obtenues a partir d’'un modéle
de régression linéaire multivarié incluant tous les facteurs non génétiques étudiés et ajusté sur le nombre
d’enregistrements alimentaires de 24h. Les moyennes ajustées peuvent donc différer légérement des moyennes
brutes (Table 12).

’p global (§) ou P de tendance linéaire

*Seuils pour les quartiles de variables continues: consommation d’alcool (g/jour), 11,3/24,0/42,8 chez les hommes et
1,4/5,8/15,4 chez les femmes; apports alimentaires en vitamine D (ug/jour), 1,7/2,7/4,1 chez les hommes et
1,4/2,1/3,3 chez les femmes; latitude (°), 45,4/48,0/48,5; intensité d’exposition solaire au cours de la vie (score de 0 a
10), 1,7/4,4/8,2.

* 1: Brale toujours, ne bronze jamais; Il: Brdle facilement, bronze difficilement; Ill: Brlle parfois, bronze assez
facilement; IV: Brile rarement, bronze facilement. Seuls ces 4 phototypes étaient représentés dans cette population
de type Caucasien.

Tableau 15 Concentration plasmatique en 25-hydroxyvitamine D (ng/ml) en fonction de 10
polymorphismes (SNPs) sélectionnés de genes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D
et/ou du calcium, cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

n MoyJ_rSE1 P-trend

VDR Bsml rs1544410° 0,2
wT 616 16,9+1,1
HT 764  16,7+1,1
MT 312 16,311
VDR Fokl rs2228570/10735810° 0,3
WT 740 16,811
HT 787 16,511
MT 271 16,3+1,1
VDR Cdx2 rs11568820° 0,6
wT 1011 16,6+1,1
HT 636 16,8+1,1
MT 104  16,9+1,1
CYP24A1 rs4809958° 0,3
WT 1220 16,5+1,1
HT 491  17,0+1,1
MT 37  16,8%1,2
GC rs4588° <0,0001
WT 873 17,8+1,1
HT 731 15,9+1,1
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MT 170 13,8+#1,1

GCrs7041° <0,0001
WT 370 15,1#1,1
HT 843 16,311
MT 571 18,1#1,1

RXR rs7861779° 0,4
WT 1301 16,9+1,1
HT 376 16,311
MT 26 16,5t1,2

RXR rs12004589° 0,5
WT 1375 16,811
HT 363 16,4+1,1
MT 20 17,2#1,1

CASR rs1801725° 0,2
WT 1255 16,9+1,1
HT 479 16,111
MT 42 17,2412

CASR rs4678174° 0,9
WT 850 16,7+1,1
HT 703 16,1%1,1
MT 163 17,4+1,1

! Moyennes ajustées et erreur standard pour la concentration plasmatique en 25(0OH)D, obtenues a partir d’un
modeles de régression linéaire multivariés ajustés sur le sexe, I'age, la consommation d’alcool, I'IMC, I'activité
physique, le statut tabagique, le niveau d’éducation, le nombre d’enregistrements alimentaires de 24h, les apports
alimentaires en vitamine D, la latitude de lieu d’habitation, la période de préléevement, I'intensité d’exposition solaire
au cours de la vie et le phototype de Fitzpatrick. Un modele a été utilisé pour chaque SNP. Les moyennes ajustées
peuvent donc différer Iégerement des moyennes brutes (Table 12).

>Données manquantes: 136 (rs1544410), 30 (rs2228570/10735810), 77 (rs11568820), 80 (rs4809958), 54 (rs4588), 44
(rs7041), 125 (rs78617793), 70 (rs120045893), 52 (rs18017253), 112 (rs46781743).

WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté.

De maniere cohérente (Tableau 16), le risque de présenter une carence en vitamine D était plus
important chez les femmes (OR Femmes vs. Hommes=2,6 (IC95% 1,6-4,3), P<0,0001), chez les
individus obéses ou en sous-poids (OR obésité vs. poids normal=3,9 (2,2-7,0), OR sous-poids vs.
poids normal=3,1 (1,1-9,2), P<0,0001), chez ceux vivant a des latitudes plus élevées (OR Q4 vs.
Q1=3,2 (2,0-5,0), P<0,0001), et chez ceux dont la prise de sang a été réalisée a la sortie de I'hiver
(OR Avril-Mai vs. Octobre-Novembre=3,7 (1,9-7,0), P<0,0001). Le risque d’étre en carence de
vitamine D était plus faible chez les individus pratiquant une activité physique plus importante (OR
>1h/jour vs. irréguliere=0,4 (0,3-0,7), P<0,0001), chez ceux ayant obtenu un score d’exposition
solaire plus élevé (OR Q4 vs. Q1=0,2 (0,1-0,3), P<0,0001), chez ceux avec une peau plus foncée
(phototype de Fitzpatrick, OR IV vs. 1=0,4 (0,2—0,99), P=0,04), et chez ceux buvant plus d’alcool (OR
Q4 vs. Q1=0,5 (0,3-0,8), P=0,006).

Tableau 16 Associations entre la concentration plasmatique en 25-hydroxyvitamine D (3 classes :
carence, <10ng/ml / insuffisance, 10< 25(OH)D <20ng/ml / Référence=statut normal,
25(0OH)D>20ng/ml) et les facteurs non génétiques étudiés, cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

>10 - <20 vs >20ng/ml <10 vs >20ng/ml

1

n OR IC95% OR IC 95% P
Sexe <,0001°
Homme 833 1 1
Femme 995 1,8 1,3-2,5 2,6 1,6-4,3
Age (ans) 0,2§
<40 102 1 1
40-44 187 1,6 0,9-2,8 2,3 1,0-5,3
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45-49
50-54
55-65
Consommation d’alcool (g/jour)2
Quartile 1
Quartile 2
Quartile 3
Quartile 4
Indice de Masse Corporelle (kg/m?)
<18,5 (sous-poids)
>18,5-<25 (poids normal)
>25-<30 (surpoids)
>30 (obésité)
Activité physique
Irréguliere
<1h/jour d’équivalent marche
>1h/jour d’équivalent marche
Statut tabagique
Non-fumeurs
Ex-fumeurs
Fumeurs
Niveau d’étude
Primaire
Secondaire
Supérieur
Apports alimentaires en vitamine D (ug/jour)2
Quartile 1
Quartile 2
Quartile 3
Quartile 4
Latitude®
Quartile 1
Quartile 2
Quartile 3
Quartile 4
Période de prélevement
Octobre-Novembre
Décembre-Janvier
Février-Mars
Avril-Mai

. s are . .2
Score d’intensité d’exposition solaire au cours de la vie

Quartile 1

Quartile 2

Quartile 3

Quartile 4

Phototype de Fitzpatrick3

|

]

I}

v

481
465
593

456
457
458
457

37
1103
570
118

434
554
840

912
695
221

411
690
727

456
457
458
457

459
478
424
467

305
587
732
204

364
589
3901
484

73
428
1020
307

1,7
1,9
1,5

1
0,9
0,8
0,8

2,6
1
1,4
2,0

1
0,8
0,6

1
0,8
1,0

1
0,7
0,98

1
1,2
1,1
1,0

1
11
1,7
2,1

1
1,3
2,4
1,7

1
0,7
0,5
0,5

1
0,9
0,8
0,7

1,1-2,9
1,1-3,1
0,9-2,5

0,6-1,2
0,6-1,1
0,6-1,1

1,1-6,2

1,1-1,9
1,2-3,3

0,6-1,1
0,4-0,7

0,6-1,0
0,7-1,5

0,5-1,0
0,7-1,3

0,9-1,7
0,8-1,5
0,7-1,3

0,8-1,4
1,3-24
1,5-2,9

0,9-1,8
1,8-3,3
1,1-2,7

0,5-1,0
0,4-0,7
0,3-0,6

0,5-1,8
0,4-1,5
0,3-1,3

2,3
2,8
2,5

1
0,9
0,6
0,5

3,1
1
1,3
3,9

1
0,9
0,4

1
1,0
1,1

1
0,7
0,7

1
0,9
1,0
0,8

1
1,0
2,3
3,2

1
2,3
4,8
3,7

1
0,4
0,2
0,2

1
0,7
0,7
0,4

1,1-4,9
1,3-6,1
1,1-5,4

0,6-1,4
0,4-0,9
0,3-0,8

1,1-9,2

0,9-1,8
2,2-7,0

0,6-1,3
0,3-0,7

0,7-1,5
0,7-1,9

0,5-1,1
0,5-1,1

0,6-1,4
0,6-1,5
0,5-1,2

0,6-1,7
1,5-3,8
2,0-5,0

1,3-4,0
2,8-8,2
1,9-7,0

0,3-0,6
0,1-0,4
0,1-0,3

0,3-1,5
0,3-1,5
0,2-1,0

0,006

<,0001°

<,0001

0,3

0,7

<,0001

<,0001

<,0001

0,04

tp global (§) ou P de tendance linéaire obtenus a partir d’'un modele de régression logistique polytomique non

conditionnelle multivarié incluant tous les facteurs non-génétiques étudiés et ajusté sur le nombre d’enregistrements
alimentaires de 24h. La régression logistique polytomique permet d’estimer différents odds simultanément dans un
méme modele. Les trois catégories définies en fonction de la concentration en 25(0OH)D ont été modélisées comme
une variable nominale dépendante.

? Seuils pour les quartiles de variables continues: consommation d’alcool (g/jour), 11,3/24,0/42,8 chez les hommes et

1,4/5,8/15,4 chez les femmes; apports alimentaires en vitamine D (ug/jour), 1,7/2,7/4,1 chez les hommes et
1,4/2,1/3,3 chez les femmes; latitude (°), 45,4/48.0/48,5; intensité d’exposition solaire au cours de la vie (score de 0 a
10), 1,7/4,4/8,2.

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 76



®): Brale toujours, ne bronze jamais; Il: Brdle facilement, bronze difficilement; Ill: Brlle parfois, bronze assez
facilement; IV: Brile rarement, bronze facilement. Seuls ces 4 phototypes étaient représentés dans cette population
de type Caucasien.

Le génotype GC rs4588 TT était associé a une augmentation de risque de carence en vitamine D
(OR MT vs. WT=4.9 (3.0-8.1), P<0,0001) alors que le génotype GC rs7041 CC était associé a une
diminution de risque (OR MT vs. WT=0.3 (0.2-0.5), P<0,0001) (Tableau 17).

Ces associations (facteurs non-génétiques et génétiques) étaient similaires avec le risque
d’insuffisance en vitamine D (Tableau 16 et Tableau 17).

Tableau 17 Associations entre la concentration plasmatique en 25-hydroxyvitamine D (3 classes :
carence, <10ng/ml / insuffisance, 10< 25(OH)D <20ng/ml / Référence=statut normal,
25(0OH)D>20ng/ml) et 10 SNPs sélectionnés de génes impliqués dans le métabolisme de la
vitamine D et/ou du calcium, cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

>10 - <20 vs >20ng/ml <10 vs >20ng/ml

n OR 1C95% OR  1C95%  P-trend
VDR Bsml rs1544410° 0.6
wWT 616 1 1
HT 764 1,0 0,8-1,3 1,1  0.7-1.5
MT 312 1,0 0,7-1,4 1,2  0.8-1.9
VDR Fokl rs2228570/10735810° 0.6
wWT 740 1 1
HT 787 1,0 0,8-1,3 1,1  08-16
MT 271 1,1 0,8-1,6 1,1  0.7-1.8
VDR Cdx2 rs11568820° 0.9
wWT 1011 1 1
HT 636 1,0 0,8-1,2 1,1  0.8-1.5
MT 104 1,2 0,7-1,9 1,2  0.6-2.3
CYP24A1 rs4809958° 0.2
wWT 1220 1 1
HT 491 0,8 0,6-1,0 1,0 0.7-1.4
MT 37 1,0 0,4-2,1 1,4  0.5-3.9
GC rs4588°
wWT 873 1 1 <0.0001
HT 731 1,5 1,2-1,9 20 1529
MT 170 1,8 1,2-2,8 49  3.08.1
GCrs7041°
wWT 370 1 1 <0.0001
HT 843 0,8 0,6-1,0 06 04-1.0
MT 571 0,6 0,4-0,7 03 0205
RXR rs7861779° 0.8
wWT 1301 1 1
HT 376 1,1 0,8-1,4 1,2  0.8-1.8
MT 26 1,0 0,4-2,4 1,2  0.4-4.3
RXR rs12004589° 0.8
wWT 1375 1 1
HT 363 1,1 0,9-1,5 1,1  0.8-1.6
MT 20 0,5 0,2-1,7 1,3  0.4-4.8
CASR rs1801725° 0.3
wWT 1255 1 1
HT 479 1,1 0,9-1,4 1,5 1.0-2.1
MT 42 1,3 0,7-2,7 08 0325
CASR rs4678174° 0.7
wWT 850 1 1
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HT 703 1,3 1,0-1,6 1,3 0.9-1.8
MT 163 0,9 0,6-1,4 0,8 0.4-1.4

tp global (§) ou P de tendance linéaire obtenus a partir d’'un modele de régression logistique polytomique non
conditionnelle multivarié ajustés sur le sexe, I'age, la consommation d’alcool, I'IMC, I'activité physique, le statut
tabagique, le niveau d’éducation, le nombre d’enregistrements alimentaires de 24h, les apports alimentaires en
vitamine D, la latitude de lieu d’habitation, la période de préléevement, I'intensité d’exposition solaire au cours de la
vie et le phototype de Fitzpatrick. Un modele a été utilisé pour chaque SNP. La régression logistique polytomique
permet d’estimer différents odds simultanément dans un méme modele. Les trois catégories définies en fonction de la
concentration en 25(0OH)D ont été modélisées comme une variable nominale dépendante.

? Données manquantes: 136 (rs1544410), 30 (rs2228570/10735810), 77 (rs11568820), 80 (rs4809958), 54 (rs4588), 44
(rs7041), 125 (rs78617793), 70 (rs120045893), 52 (rs18017253), 112 (rs46781743).

WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté.

Les apports alimentaires en vitamine D, le statut tabagique, le niveau d’éducation (Tableau 14 et
Tableau 16), le statut ménopausique et la prise de THM (données non montrées) n’étaient pas
associés au statut en vitamine D, quel que soit le modéle considéré.

Dans des modeles multivariés, la pratique de sport en montagne (OR Q4 vs. Q1=0,4 (0,2-0,8),
P=0,003) et d’activités en extérieur (OR Q4 vs. Q1=0,6 (0,4—-0,9), P=0,01) était indépendamment
associée avec un risque plus faible de carence en vitamine D. Aucune association n’a été observée
pour la pratique de sports nautiques (P=0,9). L’ajout de ces variables dans le modéle global n’a pas
modifié les résultats précédents (y compris I'association entre le statut en vitamine D et I'activité
physique).

Toutes les associations entre statut en vitamine D, risque de carence ou d’insuffisance et
parametres non-génétiques étaient maintenues aprés ajout des facteurs génétiques dans le
modele. Un ajustement supplémentaire sur les apports énergétiques n’a pas modifié les résultats.
En utilisant une procédure de sélection des variables de type Stepwise, toutes les associations
principales ont été conservées dans tous les modeéles (sexe, apport en alcool, IMC, activité
physique, période de prélevement, latitude, intensité de I'exposition solaire, génotypes pour GC
rs4588 et rs7041) mais des associations plus faibles n’ont pas été conservées (age et phototype).

Une concentration plus élevée en PTH (Tableau 18) était associée a un age plus élevé (P=0,008),
un IMC plus élevé (P=0,007), des apports alimentaires en vitamine D moins élevés (P=0,0003), une
latitude du lieu d’habitation plus élevée (P<0,0001) et un prélévement sanguin réalisé a la sortie
de I'hiver (P<0,0001). Aucun des SNPs testé n’était associé avec la concentration en PTH.

Tableau 18 Concentration plasmatique en PTH (pg/ml) en fonction de facteurs non génétiques,
cohorte SU.VI.MAX, France (N=1828)

n Moyt SE p’

Sexe 0,3§
Homme 833 25,7+1,0
Femme 995 25,2+1,0

Age (ans) 0,008°
<40 102 23,3#1,0
40-44 187 25,611,0
45-49 481 25,541,0
50-54 465 26,1+1,0
55-65 593 26,8+1,0

Consommation d’alcool (g/jour)’ 0,4
Quartile 1 456 25,9+1,0

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 78



Quartile 2 457 24,4+1,0

Quartile 3 458 25,4+1,0
Quartile 4 457 26,0£1,0

Indice de Masse Corporelle (kg/m?) 0,007°
<18,5 (sous-poids) 37 24,4+1,1
>18,5-<25 (poids normal) 1103 24,9+1,0
>25-<30 (surpoids) 570 25,3%#1,0
>30 (obésité) 118 27,2#1,0

Activité physique 0,4
Irréguliere 434 25,8+1,0
<1h/jour d’équivalent marche 554 25,3+1,0
>1h/jour d’équivalent marche 840 25,2+1,0

Statut tabagique 0,6°
Non-fumeurs 912 25,6+1,0
Ex-fumeurs 695 25,6%1,0
Fumeurs 221 25,1+1,0

Niveau d’étude 0,2
Primaire 411 25,4+1,0
Secondaire 690 25,0+1,0
Supérieur 727 25,9+1,0

Apports alimentaires en vitamine D (pg/jour)’ 0,0003
Quartile 1 456 26,1+1,0
Quartile 2 457 25,6+1,0
Quartile 3 458 25,6+1,0
Quartile 4 457 24,4+1,0

Latitude® <0,0001
Quartile 1 459 24,5+1,0
Quartile 2 478 25,2+1,0
Quartile 3 424 25,8+1,0
Quartile 4 467 26,3+1,0

Période de prélevement <0,0001
Octobre-Novembre 305 22,9+1,0
Décembre-Janvier 587 23,6%1,0
Février-Mars 732 24,441,0
Avril-Mai 204 31,710

Score d’intensité d’exposition solaire au cours de la vie® 0,6
Quartile 1 364 25,9+1,0
Quartile 2 559 25,4+1,0
Quartile 3 412 24,6x1,0
Quartile 4 493 25,8+1,0

Phototype de Fitzpatrick® 0,8

| 73 25,5%1,0
Il 428 25,6%1,0
1 1020 25,4+1,0
v 307 25,2+1,0

! Moyennes ajustées et erreur standard pour la concentration plasmatique en PTH, obtenues a partir d’'un modéle de
régression linéaire multivarié incluant tous les déterminants non-génétiques et ajusté sur le nombre
d’enregistrements alimentaires de 24h. Les moyennes ajustées peuvent donc différer légérement des moyennes
brutes (Table 12).

> p global (§) ou P de tendance linéaire

* Seuils pour les quartiles de variables continues: consommation d’alcool (g/jour), 11,3/24,0/42,8 chez les hommes et
1,4/5,8/15,4 chez les femmes; apports alimentaires en vitamine D (ug/jour), 1,7/2,7/4,1 chez les hommes et
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1,4/2,1/3,3 chez les femmes; latitude (°), 45,4/48,0/48,5; intensité d’exposition solaire au cours de la vie (score de 0 a
10), 1,7/4,4/8,2.

*]: Brale toujours, ne bronze jamais; Il: Brdle facilement, bronze difficilement; Ill: Brlle parfois, bronze assez
facilement; IV: Brile rarement, bronze facilement. Seuls ces 4 phototypes étaient représentés dans cette population
de type Caucasien.

D) Discussion et mise en regard de la littérature

Cette étude portait sur un nombre important de déterminants potentiels du statut en vitamine D
pris en compte simultanément dans une méme population. Dans cette large population d’adultes
de type Caucasien d’age moyen, les caractéristiques suivantes étaient associées de maniére
indépendante avec un statut en vitamine D plus faible et donc avec un risque plus important de
présenter une carence ou une insuffisance en vitamine D : sexe féminin, sous-poids ou surpoids,
faible activité physique, faible exposition solaire, faible apport en alcool, génotype GC rs4588 TT
ou GCrs7041 CC.

Comme usuellement observé [65, 102, 224], les femmes présentaient un risque plus important
d’étre en insuffisance ou en carence de vitamine D. Egalement cohérent avec des études
précédentes [75, 225, 226], le surpoids et I'obésité étaient associés a des risques plus élevés d’étre
en carence de vitamine D. Dans une étude d’intervention menée sur des femmes ménopausées en
surpoids ou obéses [227], |la perte de poids était associée a une augmentation de la concentration
sérique en vitamine D, renforcant ainsi la plausibilité d’une association causale. L’association entre
le fait d’étre en sous-poids et le statut en vitamine D a été peu étudiée mais nos résultats sont en
accord avec le niveau de connaissances actuel [224]. Le fait de vivre a des latitudes plus élevées,
un prélévement sanguin en sortie d’hiver/début de printemps et une faible exposition solaire [5,
77, 228] ont été associés a un risque plus élevé d’étre en carence de vitamine D dans notre étude
ainsi que dans des études précédentes. Contrairement a certaines études qui utilisaient le temps
passé en extérieur (jardin) [229] ou l'activité physique de loisir [230] comme marqueurs de
I’exposition solaire, notre étude a permis de collecter des informations détaillées sur les pratiques
d’exposition solaire (intensité, durée, fréquence, protection, etc.) et de les compiler sous la forme
d’un score validé [197, 198, 200]. Il est intéressant de noter qu’'une amélioration du statut en
vitamine D était visible dés le 2°™ quartile de score d’exposition solaire et que cette amélioration
était relativement stable dans les quartiles 3 et 4. Ceci suggere que méme une exposition solaire
guotidienne trés modérée pourrait contribuer a augmenter la synthése de vitamine D et a
améliorer la concentration en 25(OH)D. Ces résultats sont donc tout a fait compatibles avec les
recommandations visant a éviter I’exposition solaire intensive, en lien avec prévention des cancers
de la peau et des autres dommages liés aux UV.

Une association linéaire positive était également observée entre le niveau d’activité physique et le
statut en vitamine D dans notre étude, en cohérence avec des études précédentes [76, 79, 231].
En particulier, ces résultats étaient ajustés sur I'exposition solaire et restaient statistiquement
significatifs aprés ajout de variables reflétant la pratique de sports en montagne, de sports
nautiques ou d’activité en extérieur. Ceci suggére donc que l'activité physique en elle-méme
pourrait étre associée de maniere causale avec le statut en vitamine D, comme précédemment
observé dans des études ayant mesuré a la fois I'exposition solaire et I'activité physique [232,
233].

Dans notre population, la consommation d’alcool (modérée) était positivement corrélée avec le
statut en vitamine D. Bien qu’il ait été observé qu’une consommation excessive d’alcool était
associée a un moindre statut en vitamine D [152], nos résultats concordent avec de précédentes
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études dans lesquelles une consommation d’alcool modérée était associée a un meilleur statut en
vitamine D [75-79, 151, 234, 235]. L’aspect causal de cette relation reste cependant incertain et
elle pourrait donc étre liée a des facteurs de confusion résiduels. Cependant, dans notre étude,
cette association était toujours observée aprés de nombreux ajustements sur des facteurs de
confusion potentiels. Des études précédentes ont par ailleurs montré que la densité minérale
osseuse serait plus élevée chez les femmes avec une consommation d’alcool modérée [77, 236].
Les processus biochimiques pouvant expliquer la relation entre la consommation d’alcool et le
statut en vitamine D sont complexes. Une hypothése possible serait que I'alcool pourrait étre un
suppresseur de la sécrétion de PTH et pourrait donc étre responsable d’une diminution de la
conversion de la 25(0OH)D en 1,25(0OH),D [237, 238]. La 25(0OH)D non convertie expliquerait alors
I’augmentation de la concentration sanguine en 25(0OH)D. Cependant, méme si une association
causale venait a étre confirmée par de futures études, la consommation d’alcool, méme modérée,
ne devrait évidemment pas étre recommandée comme levier possible pour améliorer le statut en
vitamine D étant donnés ces effets délétéres reconnus vis-a-vis d’autres issues de santé,
notamment le risque de cancer [239].

Différents aspects méthodologiques pourraient expliquer I'absence d’association observée entre
les apports alimentaires en vitamine D et le statut en vitamine D, par exemple la possibilité d’'une
relation non linéaire pour de faibles niveaux d’apports ou les limites inhérentes aux méthodes
d’estimations des consommations alimentaires. Cependant, I'apport alimentaire moyen en
vitamine D dans notre population (2,9ug/jour) était inférieur a I"apport recommandé pour les
adultes frangais de moins de 75 ans et aux recommandations internationales (voir Introduction
I.LA)2.) [21, 22]. Ceci explique donc largement pourquoi aucune association n’a été observée entre
les apports alimentaires en vitamine D et le statut en vitamine D dans notre population, ce qui est
cohérent avec différentes études menées en Europe [79, 102, 240]. En effet, en France, les sources
alimentaires de vitamine D sont plus limitées que dans d’autres pays dans lesquels I'apport
alimentaire en vitamine D a été associé positivement au statut [74, 241, 242]. Certains aliments
enrichis en vitamine D (produits laitiers, huiles végétales) ont été introduits en France au cours de
la derniére décennie. Ainsi, il pourrait étre intéressant de reproduire cette étude en utilisant des
données plus récentes. Toutefois, I'apport alimentaire moyen dans notre étude était similaire a
celui observé dans une étude francaise représentative (ENNS : 2,6ug/jour) [243].

La prise de compléments alimentaires n’était pas autorisée pour les participants a l'essai
SU.VI.MAX. Ll'influence de ces produits n’a donc pas pu étre étudiée dans cette étude. Toutefois, le
statut en vitamine D observé chez les individus ayant déclaré avoir pris des médicaments
contenant de la vitamine D était plus élevé que chez les individus non-supplémentés (35,1 vs.
20,0ng/ml).

Le géne GC codant pour la VDBP, protéine de transport de la vitamine D, comporte au moins 6
polymorphismes dont 2 avec une fréquence relativement importante (rs7041 et rs4588) [244]. Ces
deux SNPs étaient fortement et indépendamment associés au statut en vitamine D dans notre
population, comme observés dans des études précédentes [76, 82, 84, 85]. Les polymorphismes
du géne GC conduisent a des formes polymorphiques de la VDBP ayant des affinités différentes
pour la 25(0OH)D [245].

Les facteurs corrélés a la concentration en PTH étaient globalement les mémes que ceux associés
au statut en vitamine D. Cependant, bien que I'apport en vitamine D ne f(t pas associé au statut
en vitamine D, il était néanmoins associé inversement a la concentration en PTH. Ceci nécessite
d’étre confirmé par de futures études épidémiologiques et expérimentales.
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En termes d'impact de santé publique, notre étude a permis d’identifier différents facteurs
modifiables liés au risque d’étre en carence de vitamine D. En particulier, un impact potentiel non
négligeable sur le statut en vitamine D (+32,7%) a été observé pour le fait de maintenir un poids
normal comparé au fait d’étre en surpoids ou obese. Vimaleswaran et al. [246] ont par ailleurs
démontré la causalité de cette association en utilisant une analyse de randomisation Mendélienne
bidirectionnelle sur plusieurs cohortes dont les conclusions étaient que des interventions en
population pour réduire I'IMC seraient d’intérét pour réduire la prévalence de la carence en
vitamine D. D’autres potentiels impacts de facteurs modifiables sur le statut en vitamine D était de
+15% pour ceux pratiquant au moins 1h/jour d’équivalent marche comparé a une plus faible
activité physique et +16,3% pour une exposition solaire quotidienne modérée comparée a une
exposition tres faible.

Pour conclure, cette étude a permis d’obtenir un apercu global des déterminants potentiels du
statut en vitamine D dans un méme large échantillon d’adultes d’age moyen, incluant des
informations détaillées sur I'exposition solaire, les apports en vitamine D, des polymorphismes
génétiques clés et les facteurs sociodémographiques et de mode de vie.

Cette approche a permis d’identifier des facteurs influencant indépendamment le statut en
vitamine D. Certains déterminants n’étaient pas modifiables, comme le sexe, I'dge ou les
polymorphismes du gene GC. En revanche, bien que les apports alimentaires en vitamine D n’aient
pas été associés au statut dans notre étude, certains facteurs modifiables ont été identifiés
comme une exposition solaire quotidienne (méme modérée), la pratique d’une activité physique
et le maintien d’un poids normal. Ces facteurs pourraient faire I'objet d’actions de santé publique
visant a améliorer le statut en vitamine D de la population, tout en évitant une exposition solaire
intense/prolongée, en cohérence avec les recommandations liées a la prévention des cancers de la
peau.
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III. Score de prédiction d’une insuffisance en vitamine D

Deschasaux M, Souberbielle JC, Andreeva VA, Sutton A, Charnaux N, Kesse-Guyot E, Latino-Martel
P, Druesne-Pecollo N, Szabo de Edelenyi F, Galan P, Hercberg S, Ezzedine K*, Touvier M* (*equally
contributed). Quick and Easy Screening for Vitamin D Insufficiency in Adults: A Scoring System to
Be Implemented in Daily Clinical Practice. Medicine (Baltimore). 2016 Feb;95(7):e2783.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 3.

A) Population d’étude

Cette étude a été menée en deux phases : une premiére phase de développement d’un score de
prédiction d’une insuffisance en vitamine D (VDIP) réalisée sur un échantillon issu de la cohorte
SU.VI.MAX et une seconde phase de validation réalisée sur un échantillon issu de la cohorte
NutriNet-Santé.

L’échantillon issu de la cohorte SU.VI.MAX était composé des 1850 témoins de |'étude cas-témoin
nichée « vitamine D et cancer » pour lesquels la concentration plasmatique en 25(OH)D était
disponible. Nous avons exclu les participants ayant déclaré : une prise de médicaments contenant
de la vitamine D au moment de linclusion (N=12), des antécédents d’épilepsie (N=3) ou des
antécédents d’insuffisance rénale (N=3) et les participants agés de moins de 45 ans (N=275),
conduisant a 1557 participants pour les analyses. Les participants agés de moins de 45 ans ont été
exclus pour prendre en compte le différentiel d’age a I'inclusion dans la cohorte SU.VI.MAX entre
les hommes (45 ans) et les femmes (35 ans).

L’échantillon issu de la cohorte NutriNet-Santé était composé des 860 participants pour lesquels la
concentration plasmatique en 25(OH)D était disponible. Nous avons exclu les participants ayant
déclaré une prise de compléments alimentaires a base de vitamine D (N=79), conduisant a 781
participants pour les analyses.

B) Analyses statistiques

Pour le développement du score VDIP, un modeéle de régression logistique multivarié a été utilisé
sur les données de la cohorte SU.VI.MAX pour modéliser le risque de présenter une insuffisance
en vitamine D (concentration plasmatique en 25(0OH)D < 20ng/ml). Le modéle était ajusté sur I'age
et incluait (sur la base du travail précédent, Partie 1. Il.): le sexe, I'IMC, le niveau d’activité
physique, la latitude du lieu d’habitation, le mois de préléevement sanguin, I'exposition solaire
habituelle autoévaluée et le phototype de Fitzpatrick. Le méme modele de régression logistique
multivariée a été utilisé pour I’échantillon de validation issu de la cohorte NutriNet-Santé.

Pour construire le score VDIP, des points ont été attribués pour toutes les caractéristiques
associées avec le risque d’insuffisance en vitamine D en utilisant la valeur de I'OR correspondant
dans le modéle de régression logistique de I’échantillon SU.VI.MAX arrondie a 0,5 pres pour
faciliter le calcul. Les points attribués ont ensuite été sommeés pour chaque participant. Un score
plus élevé reflétait ainsi un plus grand risque d’étre en insuffisance de vitamine D.

Dans I’échantillon SU.VI.MAX, des analyses de sensibilité ont été conduites en introduisant des
points pour les apports alimentaires en vitamine D et pour les deux SNPs du gene GC dans le score
VDIP, et en excluant les participants diagnostiqués avec une maladie cardiovasculaire ou un
diabéte a l'inclusion.
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Lorsque plus de 5% des données étaient manquantes, une « classe manquante » a été introduite
dans le modele.

Dans les deux échantillons, des courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) ont été obtenues
(sensibilité vs. 1-spécificité) a partir d’'un modele de régression logistique visant a prédire
I'insuffisance en vitamine D a partir du score VDIP (variable explicative). La sensibilité, la
spécificité, les valeurs prédictives positives et négatives (VPP, VPN) ont été calculées pour chaque
valeur du score (Tableau 19) et I'aire sous la courbe ROC a été estimée.

Tableau 19 Sensibilité, spécificité, VPP et VPN du score VDIP pour prédire une insuffisance en
vitamine D

25(0OH)D < 20ng/ml 25(0OH)D > 20ng/ml
I+ -
Score VDIP 2 seuil choisi  Sensibilité : P(T+ sachant |+)

T+ VPP : P(I+ sachant T+)
Score VDIP < seuil choisi Spécificité : P(T- sachant I-)
T- VPN : P(l- sachant T-)

Pour une valeur seuil de score donnée, la sensibilité correspond a la probabilité d’identifier
correctement un individu avec une insuffisance en vitamine D (vrais positifs) et la spécificité
correspond a la probabilité d’identifier correctement un individu ne présentant pas une
insuffisance en vitamine D (vrais négatifs). La valeur prédictive positive correspond a la probabilité
gu’un individu ayant un score 2 seuil présente effectivement une insuffisance en vitamine D et la
valeur prédictive négative correspond a la probabilité qu’un individu ayant un score < seuil ne
présente pas d’insuffisance en vitamine D. L'AUC représente la capacité du test a mesurer la
réalité, un test idéal ayant une AUC de 1. Dans notre étude, I’AUC refléte la capacité du score VDIP
a identifier correctement les individus présentant une insuffisance en vitamine D.

C) Résultats

La concentration plasmatique moyenne en 25(0OH)D était de 20,2+10,4ng/ml dans notre
échantillon SU.VI.MAX de développement (N=1557) et de 24,1+11,7ng/ml dans notre échantillon
NutriNet-Santé de validation (N=781). Plus de la moitié (57,0%) des participants de I’échantillon
SU.VI.LMAX présentait une concentration plasmatique en 25(0OH)D <20ng/ml (40,8% dans
I’échantillon NutriNet-Santé).

Une description des deux populations et les résultats des modeles de régression logistique
multivariés sont présentés dans la Tableau 20. Comme attendu au vu des résultats obtenus lors de
I’étude des déterminants du statut en vitamine D (Partie 1. Il.), I'insuffisance en vitamine D dans la
cohorte SU.VI.MAX (age médian a l'inclusion : 53 ans) était associée avec le fait d’étre une femme,
d’étre en surpoids ou obeése, de pratiquer une activité physique irréguliere ou <1h/jour
d’équivalent marche, de vivre a des latitudes plus élevées (Nord), d’avoir été prélevé en hiver ou
au début du printemps, d’estimer avoir une exposition solaire habituelle modérée ou faible et
d’avoir une peau claire (phototype de Fitzpatrick | ou Il).

Dans la cohorte NutriNet-Santé (dge médian a l'inclusion : 47 ans), les mémes caractéristiques
(incluant également les phototypes de Fitzpatrick de type peau foncée, V et VI) étaient associées
au risque de présenter une insuffisance en vitamine D exceptés le niveau d’activité physique et le
sexe. Ces résultats étaient similaires aprés exclusion des participants avec des données
manquantes (N=470).
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Tableau 20 Associations entre le risque d’insuffisance en vitamine D et des facteurs individuels
obtenues a partir de modeéles de régression logistique non conditionnelle®, cohortes SU.VI.MAX
et NutriNet-Santé, France

SU.VI.MAX NutriNet-Santé
N=1557 N=781
<20 vs >20ng/ml’ <20 vs >20ng/ml’*
N OR IC95% P’ N OR IC95% p’
Sexe <0,0001° 0,4°
Homme 833 1 337 1
Femme 724 1,81 1,43-2,29 444 0,88 0,62-1,24
Indice de Masse Corporelle (kg/m?) 0,007° 0,0009°
<18,5 (sous-poids) 27 1,86 0,77-4,48 24 0,27 0,08-0,96
>18,5-<25 (poids normal) 889 1 529 1
>25-<30 (surpoids) 537 1,34 1,04-1,71 182 1,58 1,07-2,32
>30 (obésité) 104 1,99 1,23-3,22 46 2,72 1,37-5,39
Activité physique <0,0001 0,3°
Irréguliere - Faible 364 1,74 1,31-2,32 170 1,33 0,86-2,06
<1lh/jour d’équivalent marche -Modérée 438 1,43 1,10-1,85 291 1,08 0,74-1,58
>1h/jour d’équivalent marche -Forte 755 1 182 1
Classe manquante / / 46 0,76 0,42-1,36
Latitude® <0,0001 0,0001
Quartile 1 394 1 218 1
Quartile 2 416 1,07 0,78-1,48 190 1,16 0,75-1,82
Quartile 3 355 1,79 1,29-2,48 171 1,41 0,86-2,29
Quartile 4 392 2,00 1,45-2,77 202 2,44 1,57-3,82
Période de prélevement <O,0001§ 0,001§
Octobre-Novembre 265 1 129 1
Décembre-Janvier 520 1,56 1,11-2,18 217 1,91 1,10-3,34
Février-Mars 604 2,68 1,96-3,69 341 2,91 1,70-4,99
Avril-Mai 168 2,21 1,42-3,46 94 2,03 1,04-3,98
Exposition solaire habituelle <0,0001 0,06§
(Tres) faible 458 3,01 2,02-4,50 83 2,21 0,98-4,98
Modérée 931 1,51 1,06-2,16 380 1,45 0,73-2,88
Forte 168 1 54 1
Classe manquante / / 264 1,04 0,50-2,17
Phototype de Fitzpatrick5 0,06 0,003°
| 62 1,41 0,74-2,67 34 1,11 0,48-2,58
1] 335 1,39 0,97-1,97 166 1,70 1,03-2,80
] 877 1,21 0,91-1,62 286 1,12 0,71-1,76
\ 283 1 149 1
V / / 38 5,40 2,32-12,6
Vi / / 25 1,24 0,49-3,17
Classe manquante / / 83 1,56 0,80-3,03

! Modeles de régression logistique non conditionnelle multivariée ajustés sur I'age (<40/40-44/45-49/50-54/55-65ans)
et incluant tous les facteurs individuels présents dans la table (sexe, IMC, activité physique, latitude, période de
préléevement, exposition solaire habituelle et phototype de Fitzpatrick).

2 Nombre de participants avec une concentration en 25(0OH)D <20ng/ml / >20ng/ml dans les cohortes SUVI.MAX :
888/669 et NutriNet-Santé : 319/462.

* p global (§) ou P de tendance linéaire.

* Seuils pour les quartiles de latitude (°) : 45,3/48,0/48,5 (SUVI.MAX) et 43,4/45,5/48,5 (NutriNet-Santé)

1 Brile toujours, ne bronze jamais; Il : Brile facilement, bronze difficilement; Ill : Brlle parfois, bronze assez
facilement ; IV : Brile rarement, bronze facilement ; V: Brlle rarement, bronze intensément ; VI: Ne brile jamais,
fortement pigmentée.

Un systéme de score a ensuite été développé a partir de parameétres estimés dans la régression
logistique conduite sur I'échantillon SU.VI.MAX (Tableau 21). Des points ont été attribués aux
caractéristiques associées au risque d’étre en insuffisance de vitamine D (ORs arrondis a 0,5 pres,
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sauf pour le fait d’étre obése pour lequel 0,5 points supplémentaires ont été attribués car I'obésité
est un déterminant majeur de l'insuffisance en vitamine D [247]). Comme évoqué ci-dessus, les
phototypes de Fitzpatrick de type V et VI (peaux foncées) n’étaient pas représentés dans
I’échantillon SU.VI.MAX. Nous avons donc extrapolé les points attribués aux phototypes | et Il pour
les phototypes V et VI afin de valider le score dans la cohorte NutriNet-Santé, dans laquelle ces
phototypes étaient présents.

Tableau 21 Calcul du score : points attribués aux caractéristiques individuelles*

Caractéristiques Points
Sexe
Homme 0
Femme 1,5
Statut pondéral (IMC, kg/m?)
<25 (poids normal) 0
>25-<30 (surpoids) 1,5
>30 (obésité) 2,5
Activité physique
Irréguliere 1,5
<1h/jour d’équivalent marche 1,5
>1h/jour d’équivalent marche 0
Latitude du lieu d’habitation
<48°N 0
(en France : Sud d’une ligne Bretagne-Alsace)
>48°N )

(en France : Nord d’une ligne Bretagne-Alsace)
Période de prélevement sanguin

Juin-Novembre 0
Décembre-Janvier 1,5
Février-Mars 2,5
Avril-Mai 2
Exposition solaire habituelle
(Tres) faible 3
Modérée 1,5
Forte 0
Fitzpatrick phototype
| : Brlle toujours, ne bronze jamais 1,5
Il : Brale facilement, bronze difficilement 1,5
Il : Brale parfois, bronze assez facilement 0
IV : Brlile rarement, bronze facilement 0
V : Brale rarement, bronze intensément’ 1,5
VI : Ne brile jamais, forte pigmentation2 1,5
Total’

! Les caractéristiques individuelles avec des points >0 sont celles pour lesquelles une augmentation de risque
d’insuffisance en vitamine D était observée dans le modele de régression logistique a partir des données SU.VI.MAX
(Table 19). Les points étaient attribués en fonction de la valeur de I'OR obtenu dans la régression logistique SU.VI.MAX
(Table 19) arrondies a 0,5 pres pour faciliter le calcul du score. 0,5 points supplémentaires ont été attribués a la
caractéristique « obésité » étant donnée I'influence majeure de cette caractéristique sur le statut en vitamine D.

? Les phototypes de Fitzpatrick V et VI n’étaient pas représentés dans la cohorte SU.VI.MAX. Nous avons donc extrapolé
les points attribués aux phototypes « peau claire » (I et Il) aux phototypes « peau foncée » (V et VI) afin de valider le
score dans la cohorte NutriNet-Santé, dans laquelle ces phototypes V et VI étaient représentés.

® Le score final est compris entre 0 et 14,5.

Les informations nécessaires au calcul du score VDIP pourraient étre récoltées a I'aide d’une
checklist simple complétée en 5 minutes (voir Tableau 22).
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Tableau 22 Proposition de checklist pouvant étre utilisée pour collecter les données individuelles nécessaires au calcul du score VDIP
Pour les patients Pour les praticiens
Questions Réponses Interprétation Points
Date : Juin-Novembre 0
Décembre-Janvier 1,5
Février-Mars 2,5
Avril-Mai 2
Sexe : Homme O 0
Femme O 1,5
Taille : IMC<25kg/m? 0
Poids : IMC entre 25 et 30kg/m? 1,5
IMC >30kg/m? 2,5
Code postal : Latitude <48°N" 0
Latitude 248°N 2
Pratiquez-vous une activité physique réguliére ? Non ] Irréguliere 1,5
- Si oui, estimez-vous cette activité physique Non O <1h/jour d’équivalent marche 1,5
équivalente a plus d’1 heure de marche par ) ) )
jour ? Oui ] >1h/jour d’équivalent marche 0
c ¢ esti . " i (Tres) faible ] 3
h:tr:i\:l]:ne (;s imez-vous votre exposition solaire Modérée 5 15
Forte O 0
Brile toujours, ne bronze jamais ] Phototype de Fitzpatrick | 1,5
Brile facilement, bronze difficilement O Phototype de Fitzpatrick Il 1,5
Quellfe\ estla réayc.tion de vot‘re pe,atf aprés une Brdle parfois, bronze assez facilement ] Phototype de Fitzpatrick Il 0
premiére exposition au soleil en été en I'absence ) . . .
de toute protection solaire ? Brlle rarement, bronze facilement O Phototype de Fitzpatrick IV 0
Briale rarement, bronze intensément ] Phototype de Fitzpatrick V 1,5
Ne briile jamais, forte pigmentation O Phototype de Fitzpatrick VI 1,5
Total’

1 . . er A . s . . . N . . N
Ce seuil pour la latitude doit étre traduit en région en fonction des pays. En France, ce seuil correspond a une ligne reliant la Bretagne a I'Alsace.
2 . . . . s . . . . . , , . N .. N . s
Un score compris entre 7 et 9 peut indiquer un risque modéré d’insuffisance en vitamine D et un 29 un risque élevé. D’autres seuils peuvent étre choisis, a la discrétion du

praticien.
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En Tableau 23, nous présentons la distribution du score VDIP dans I’échantillon SU.VI.MAX avec
les valeurs de sensibilité, spécificité, VPP et VPN correspondantes. Le score médian était de 7,0
(min=0;Q1:5,5;Q3:9,0; max=14,0). Un score >7 était observé dans 54,3% de |'échantillon avec
les propriétés suivantes : sensibilité=0,67, spécificité=0,63, VPP=0,70 et VPN=0,59. Au total, pour
8,9% des participants ayant un score >7, la concentration en 25(OH)D était >30ng/ml, et pour 1,8%
elle était >40ng/ml. Parmi ceux ayant un score >9, les proportions correspondantes étaient de
4,3% et 1,0%.

Tableau 23 Sensibilité et spécificité de la détection d’une insuffisance en vitamine D (25(OH)D
<20ng/ml) pour chaque valeur du score VDIP, N=1557, cohorte SU.VI.MAX, France

Vrai Faux Valeur Valeur

Score N % Sensibilité  Spécificité . . Prédictive Prédictive

positifs positifs L1 (e 2

Positive Négative
214 1 0,06 0,00 1,00 0 1 / 0,43
213,5 7 0,4 0,01 1,00 5 2 0,71 0,43
213 13 0,8 0,01 1,00 10 3 0,77 0,43
212,5 24 1,6 0,02 0,99 19 5 0,79 0,43
212 57 3,7 0,06 0,99 49 8 0,86 0,44
211,5 79 5,1 0,08 0,99 69 10 0,87 0,45
211 111 7,1 0,10 0,97 93 18 0,84 0,45
210,5 181 11,6 0,17 0,95 148 33 0,82 0,46
210 237 15,2 0,22 0,94 195 42 0,82 0,48
29,5 290 18,6 0,27 0,92 236 54 0,81 0,49
29 396 25,4 0,36 0,88 316 80 0,80 0,51
28,5 492 31,6 0,43 0,84 385 107 0,78 0,53
28 569 36,6 0,49 0,80 433 136 0,76 0,54
27,5 725 46,6 0,59 0,69 520 205 0,72 0,56
27 845 54,3 0,67 0,63 595 250 0,70 0,59
26,5 926 59,5 0,72 0,57 635 291 0,69 0,60
26 1086 69,8 0,81 0,45 719 367 0,66 0,64
25,5 1178 75,7 0,86 0,38 765 413 0,65 0,68
25 1226 78,8 0,89 0,34 787 439 0,64 0,69
24,5 1360 87,4 0,94 0,22 835 525 0,61 0,73
24 1387 89,1 0,95 0,19 845 542 0,61 0,75
23,5 1410 90,6 0,96 0,17 854 556 0,61 0,77
23 1514 97,3 0,99 0,05 880 634 0,58 0,81
22,5 1520 97,7 0,99 0,04 880 640 0,58 0,78
22 1522 97,8 0,99 0,04 881 641 0,58 0,80
21,5 1555 99,9 1,00 0,00 888 667 0,57 1,00

20 1557 100 1,00 0,00 888 669 0,57 /

Vrais positifs (individus avec un scorezseuil et une 25(0H)D<20ng/ml) N .
, correspond a la proportion

1 T e
Valeur prédictive positive =
p p Total positifs (individus avec un score=seuil)

de participants présentant une insuffisance en vitamine D parmi les individus ayant un score supérieur au seuil choisi

Vrais négatifs (individus avec un score<seuil et une 25(0OH)D>20ng/ml)

2 P T PO .
Valeur prédictive négative = , correspond a la

Total négatifs (individus avec un score<cut—off)
proportion de participants ne présentant pas une insuffisance en vitamine D parmi les individus ayant un score

inférieur au seuil choisi
25(0OH)D, 25-hydroxivitamine D.

La courbe ROC associée est présentée en Figure 9. L'AUC était de 0,70+0,01. Des résultats
similaires ont été observés aprés exclusion des participants ayant déclaré une maladie
cardiovasculaire ou un diabéte a l'inclusion (N=1476, AUC=0,70+0,01). De méme, une AUC
similaire a été observée avec un score VDIP modifié incluant les SNPs GC rs4588 (0 point pour le
génotype GG, 1,5 pour GT et 2 pour TT) et rs7041 (0 point pour le génotype CC, 1,5 pour AC et AA)
(AUC=0,71+0,01) ou avec un score VDIP modifié incluant les apports alimentaires en vitamine D (0
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point pour les quartiles 3 et 4, 1,5 pour les quartiles 1 et 2; AUC=0,7010,01) [données non
tabulées].

Figure 9 Courbe ROC pour la détection d’une insuffisance en vitamine D (25(0OH)D <£20ng/ml)
avec le score VDIP, N=1557, cohorte SU.VI.MAX, France
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Légende : Sur cette figure, la courbe ROC du score VDIP (ligne pleine) représente la sensibilité en fonction de (1-
spécificité). On peut y lire qu’un score VDIP >7 correspond a une sensibilité de 0.67 et une spécificité de 0.63. La
premiére bissectrice (ligne en pointillés) représente la courbe ROC d’un test dont les résultats ne seraient pas meilleurs
gue le hasard. Plus une courbe ROC est éloignée de cette premiére bissectrice en direction du coin supérieur gauche,
meilleure est la capacité de détection du test.

25(0OH)D, 25-hydroxivitamine D ; ROC, Receiver Operating Characteristic ; AUC, Aire sous la courbe ROC.

Dans I’échantillon de validation issu de la cohorte NutriNet-Santé (Tableau 24), le score médian
était de 6,0 (min=0; Q1: 4,5; Q3: 8,0; max=14,5). Un score >7 était observé dans 45,2% de
I’échantillon, avec les propriétés suivantes: sensibilité=0,61, spécificité=0,66, VPP=0,55 et
VPN=0,71. Au total, pour 19,3% des sujets avec un score 27, la concentration en 25(0OH)D était
>30ng/ml, et pour 7,6% elle était >40ng/ml. Parmi les sujets avec un score VDIP 29, les proportions
correspondantes étaient 17,9% et 6,4%. La courbe ROC associée est présentée en Figure 10. 'AUC
était de 0,6710,02.

Tableau 24 Sensibilité et spécificité de la détection d’une insuffisance en vitamine D (25(0OH)D
<20ng/ml) pour chaque valeur du score VDIP, N=781, cohorte NutriNet-Santé, France

Vrai Faux Valeur Valeur

Score N % Sensibilité  Spécificité . . Prédictive Prédictive

positifs positifs 1 (e 2

Positive Négative
=14,5 1 0,1 0,00 1,00 0 1 0,00 0,59
213 2 0,3 0,00 1,00 1 1 0,50 0,59
212,5 3 0,4 0,01 1,00 2 1 0,67 0,59
212 12 1,5 0,03 0,99 8 4 0,67 0,60
211,5 22 2,8 0,05 0,99 16 6 0,73 0,60
211 27 3,5 0,07 0,99 21 6 0,78 0,60
210,5 53 6,8 0,12 0,97 38 15 0,72 0,61
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210 76 9,7 0,17 0,95 54 22 0,71 0,62
29,5 88 11,3 0,19 0,94 62 26 0,70 0,63
29 140 17,9 0,27 0,88 85 55 0,61 0,63
28,5 181 23,2 0,33 0,83 104 77 0,57 0,64
28 208 26,6 0,38 0,81 121 87 0,58 0,65
27,5 288 36,9 0,51 0,73 162 126 0,56 0,68
27 353 45,2 0,61 0,66 194 159 0,55 0,71
26,5 382 48,9 0,64 0,61 204 178 0,53 0,71
26 470 60,2 0,74 0,50 237 233 0,50 0,74
25,5 532 68,1 0,80 0,40 256 276 0,48 0,75
25 558 71,5 0,82 0,36 261 297 0,47 0,74
24,5 631 80,8 0,88 0,24 280 351 0,44 0,74
24 667 85,4 0,93 0,20 296 371 0,44 0,80
23,5 673 86,2 0,93 0,19 297 376 0,44 0,80
23 729 93,3 0,98 0,10 312 417 0,43 0,87
22,5 737 94,4 0,98 0,08 314 423 0,43 0,89
22 741 94,9 0,99 0,08 315 426 0,43 0,90
21,5 774 99,1 1,00 0,01 318 456 0,41 0,86
20 781 100 1,00 0,00 319 462 0,41 /

Vrais positifs (individus avec un scorezseuil et une 25(0H)D<20ng/ml)

1 T s N .
Valeur prédictive positive = , correspond a la proportion

Total positifs (individus avec un scorezseuil)
de participants présentant une insuffisance en vitamine D parmi les individus ayant un score supérieur au seuil choisi

Vrais négatifs (individus avec un score<seuil et une 25(0OH)D>20ng/ml)

Valeur prédictive négative = , correspond a la

Total négatifs (individus avec un score<cut—off)
proportion de participants ne présentant pas une insuffisance en vitamine D parmi les individus ayant un score

inférieur au seuil choisi
25(0H)D, 25-hydroxivitamine D.

Figure 10 Courbe ROC pour la détection d’une insuffisance en vitamine D (25(0OH)D<20ng/ml)
avec le score VDIP, N=781, cohorte NutriNet-Santé, France
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Légende : voir Figure 1

25(0OH)D, 25-hydroxivitamine D ; ROC, Receiver Operating Characteristic ; AUC, Aire sous la courbe ROC.
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D) Discussion et mise en regard de la littérature

Dans cette étude, un systeme de score simple d’utilisation basé sur des caractéristiques
individuelles facilement accessibles a été mis au point dans une population d’adultes francais
d’age moyen non-supplémentés afin de prédire I'insuffisance en vitamine D. Le calcul du score
VDIP s’appuie sur des caractéristiques individuelles associées avec le statut en vitamine D (sexe,
IMC, activité physique, latitude du lieu d’habitation, saison, exposition solaire habituelle et
phototype de Fitzpatrick) qui pourraient étre facilement collectées en pratique clinique en utilisant
une courte checklist (Tableau 22). Le score VDIP montre de bonnes performances avec une AUC
de 0,70+0,01 (0,67+0,02 dans I’échantillon de validation). Ce score constitue ainsi un outil qui
pourrait étre intégré en pratique clinique afin de limiter les dosages et supplémentations non
nécessaires.

Comme indiqué par la VPP, 70% des participants avec un score 27 présentaient une insuffisance
en vitamine D (80% de ceux avec un score >9). Ainsi, tout patient avec un score VDIP compris
entre 7 et 9 pourrait étre considéré comme étant a risque modéré d’étre en insuffisance de
vitamine D et tout patient avec un score 29 pourrait étre considéré comme étant a risque élevé.

En pratique, si un patient présente un score supérieur au seuil choisi, une complémentation en
vitamine D pourrait lui étre recommandée. Le choix de ce seuil dépend du contexte et des
objectifs cliniques et/ou de santé publique et devrait étre validé en laboratoire. C'est pourquoi
I’'ensemble des caractéristiques (sensibilité, spécificité, VPP et VPN) associées a chaque valeur du
score sont fournies en Tableau 23 et Tableau 24. Un seuil de 7 représente un certain équilibre
entre sensibilité élevée et spécificité élevée. Si I'objectif est de détecter un maximum d’individus
avec une insuffisance en vitamine D (sensibilité plus importante), alors des seuils moins élevés
comme 5,5 ou 6 pourraient étre choisis. Cependant, cette stratégie conduirait également a une
plus grande proportion d’individus détectés a tort (faux positifs) du fait d’'une moindre spécificité.
Au contraire, si I'objectif est de minimiser la proportion d’individus détectés a tort (spécificité plus
importante), alors des seuils plus élevés comme 9 pourraient étre choisis. Cependant, cette
stratégie conduirait également a une diminution de la sensibilité et donc a une diminution du
nombre d’individus détectés parmi ceux présentant une insuffisance en vitamine D.

Parmi les individus qui seraient détectés avec une insuffisance en vitamine D en utilisant le score
VDIP, une proportion faible mais toutefois non négligeable (en particulier dans I’échantillon de
validation) présentait une concentration en 25(0OH)D >40ng/ml. Des recommandations prudentes
de complémentation sont donc de rigueur a I'image de celles proposées par I'lOM [22, 73].

Un nombre limité d’études précédentes a déja proposé des systemes de score pour prédire le
statut en vitamine D, soit en tant que proxy pour la concentration en 25(OH)D dans de larges
cohortes [75] soit avec pour objectif de détecter des individus a risque en pratique clinique [92-
96]. Toutefois, la plupart de ces études : (1) étaient conduites sur des échantillons relativement
réduits [93, 95, 96] ou sur des sous-groupes spécifiques de population [93], (2) incluait un nombre
tres limité de caractéristiques [92, 96] ou des caractéristiques qui ne sont pas mesurables de
maniére simple et rapide (comme les apports alimentaires en vitamine D ou une exposition UV
précise) [75, 95], (3) utilisait des coefficients complexes ou difficiles a interpréter [75], (4) n'ont
pas réalisé de validation dans un échantillon indépendant [92, 93, 95, 96]. Sohl et al. [94] sont les
premiers a avoir développé des modeles pour prédire une insuffisance en vitamine D dans une
population européenne agée. Cette étude portait néanmoins sur des sujets agés (dge moyen : 76
ans) et de fait incluait des indicateurs de fragilité associé au déclin cognitif et physique lié a I'age,
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contrairement au score VDIP qui a été construit pour étre mis en place dans une population non-
supplémentée d’adultes d’age moyen non-institutionnalisés.

Ces scores précédents présentaient des performances similaires au notre pour la prédiction de
Iinsuffisance en vitamine D (25(0OH)D < 20ng/ml). Nabak et al. [93] ont observé une
sensibilité/spécificité de 89%/35% au seuil sélectionné ; Lopes et al. [92] ont observé une AUC de
0,68 ; Tran et al. [95] ont observé une AUC de 0,73 ; Bolek-Berquist et al.[96] ont observé une
sensibilité/spécificité de 79%/78% au seuil sélectionné (détection des individus avec une 25(0OH)D
<l16ng/ml) ; enfin Sohl et al. [94] ont observé une AUC de 0,78 (0,71 pour la validation externe).

Ainsi, le score VDIP développé ici prend en compte un nombre relativement faible de
caractéristiques individuelles qui pourraient étre collectées facilement avec une checklist simple.
Ce systéeme de score constitue donc une méthode non-invasive pour estimer de maniére simple et
rapide la susceptibilité de présenter une insuffisance en vitamine D. Nos analyses ont en effet
montré que l'inclusion de caractéristiques qui nécessiteraient des mesures longues, colteuses
et/ou invasives comme les apports alimentaires en vitamine D ou les génotypes des SNPs GC
rs4588 et rs7041 n’ont pas permis d’améliorer significativement les performances du score.

L'utilisation du score VDIP dans d’autres populations non-supplémentées habitant dans des pays
développés nécessite de prendre en compte le fait qu’en France I'amplitude des latitudes de lieu
d’habitation est relativement réduite et que les apports alimentaires en vitamine D sont
relativement faibles et ne sont donc pas un déterminant majeur du statut en vitamine D [146].
Ceci pourrait étre différent dans des pays avec des apports alimentaires en vitamine D plus élevés.
Par ailleurs, ce score a été construit sur une population non-supplémentée en vitamine D (prise
spontanée de compléments alimentaires proscrite au cours de I'essai SU.VI.MAX et exclusion des
participants ayant déclaré prendre des médicaments a base de vitamine D). La
complémentation/supplémentation en vitamine D est supposée avoir un impact important sur le
statut en vitamine D. Cependant, 'objectif de cette étude était de fournir un outil permettant de
détecter des individus a risque d’insuffisance en vitamine D avant toute décision médicale (et donc
avant toute prise de compléments alimentaires ou médicaments).

Le score VDIP, développé et validé dans cette étude, a montré de bonnes performances pour
identifier des adultes non-supplémentés d’age moyen a risque d’insuffisance en vitamine D et qui
pourraient bénéficier d’'une complémentation.

Ce score a été construit pour pouvoir étre utilisé facilement en pratique clinique en étant basé sur
une checklist rapide pouvant étre complétée dans les salles d’attente. Le calcul du score est donc
simple et gratuit, ainsi, son potentiel comme premier outil de détection devrait étre considéré.

Ce score pourrait permettre de mieux cibler les individus a risque d’insuffisance en vitamine D et
ainsi de limiter la supplémentation systématique ou les dosages.
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IV. Seuils de référence pour la PTH

Touvier M, Deschasaux M, Montourcy M, Sutton A, Charnaux N, Kesse-Guyot E, Fezeu LK, Latino-
Martel P, Druesne-Pecollo N, Malvy D, Galan P, Hercberg S, Ezzedine K, Souberbielle JC.
Interpretation of plasma PTH concentrations according to 250HD status, gender, age, weight
status, and calcium intake: importance of the reference values. J Clin Endocrinol Metab. 2014
Apr;99(4):1196-203.

L'article issu de ces résultats est présenté en
Annexe 4.

A) Population d’étude

Cette étude portait sur I"échantillon de témoins de I'étude cas-témoin nichée dans la cohorte
SU.VI.LMAX. Parmi les 1850 participants éligibles, les individus suivants ont été exclus : ceux
prenant un médicament contenant de la vitamine D (N=12), du phosphore (N=1) ou un diurétique
(N=1), ceux présentant des antécédents d’épilepsie (N=3), d’insuffisance rénale (N=3) ou de
maladie cceliaque (N=2) ou ceux ayant fourni moins de 2 enregistrements alimentaires de 24h
valides au cours des deux premiéres années (N=4). Ainsi, 1824 sujets ont été utilisés pour les
analyses

B) Analyses statistiques

La distribution de la concentration en PTH a été déterminée dans |'échantillon global, chez les
individus avec une concentration en 25(OH)D >20ng/ml et chez les individus avec une
concentration en 25(0OH)D >30ng/ml.

La moyenne et I"écart type de la concentration en PTH ont été calculés en fonction du statut en
vitamine D. Enfin, les percentiles extrémes (2,5 et 97,5émes) ont été calculés au global et en
fonction du statut en vitamine D (220ng/ml et 230ng/ml), du sexe, de I'dge, du statut pondéral, et
de I'apport en calcium. La concentration en PTH ne pouvant étre considérée comme strictement
normale selon les résultats des tests de Shapiro-Wilk et de Kolmogorov-Smirnov, des méthodes
non-paramétriques ont donc été utilisées.

Le coefficient de corrélation de Pearson entre les concentrations en PTH et en 25(0OH)D a été
également calculé puis I'association non-linéaire entre les concentrations plasmatiques en
25(0OH)D et PTH a été modélisée en utilisant la procédure SAS NLIN.

C) Résultats

Les caractéristiques de cette population sont présentées dans la Tableau 25. Les participants
étaient des hommes et des femmes de type Caucasien et d’dge moyen. La concentration
plasmatique moyenne (+SD) en PTH était de 26,2+9,3ng/I.

Tableau 25 Caractéristiques de la population d’étude, N=1824, cohorte SU.VI.MAX, France, 1994-
2007

N % Moy SD

Sexe
Homme 833 45,7
Femme 991 54,3
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Age

35-45 ans 287 15,7

45-49 ans 481 26,4

50-54 ans 463 25,4

55-65 ans 593 32,5
Indice de Masse Corporelle (IMC, kg/m?)

Sous-poids, <18,5 37 2,0

Poids normal, >218,5-<25 1100 60,3

Surpoids, 225-<30 569 31,2

Obésité, 230 118 6,5
Nombre d’enregistrements de 24h 10,1 3,1
Apports alimentaires en calcium (mg/jour) 951,1 323,8
Période de prélevement

Octobre-Novembre 303 16,6

Décembre-Janvier 586 32,1

Février-Mars 731 40,1

Avril-Mai 204 11,2
Concentration plasmatique en PTH (ng/l) 26,2 9,3
Concentration plasmatique en 25(0OH)D (ng/ml) 20,0 10,3

250HD, 25-hydroxyvitamine D ; PTH, hormone parathyroidienne

Comme observé sur la Figure 11, la distribution des concentrations en PTH était légerement
décalée sur la droite pour I’échantillon au global mais ne I'était plus chez les individus présentant
un statut suffisant en vitamine D. Neuf individus présentaient une concentration 265ng/| (limite
supérieure des valeurs normales selon le fabricant du kit). Les proportions d’individus présentant
des concentrations en 25(0OH)D <20ng/ml ou <30ng/ml étaient respectivement de 57,8% et 83,9%.

Figure 11 Distribution de la concentration plasmatique en PTH (a) dans l’échantillon total
(N=1824), (b) chez les individus avec une concentration plasmatique en 25(OH)D >20ng/ml
(N=770) et (c) chez les sujets avec une concentration plasmatique en 25(0OH)D =30ng/ml (N=293),
cohorte SU.VI.MAX, France, 1994-2007
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La Tableau 26 présente les concentrations en PTH en fonction des concentrations en 25(0OH)D.

Tableau 26 Concentration plasmatique moyenne en PTH en fonction de la concentration en
25(0OH)D, N=1824, cohorte SU.VI.MAX, France, 1994-2007

Concentration en PTH

250HD (ng/ml) N (Moy5D)
<10 270 30,3+11,4
>10 - <20 783 26,419,3
220-<30 478 25,318,2
>30 - <40 209 23,917,3
240 84 23,1+7,8

Le coefficient de corrélation de Pearson entre les concentrations plasmatiques en 25(0OH)D et PTH

était de -0,20 (P<0,0001). La relation entre ces concentrations n’était pas linéaire et pouvait étre

modélisée par I'équation suivante : PTH = 23,7 + 13,7exp~%1%25(0MD (yoir Figure 12). Cette

équation a permis de suggérer que la concentration en PTH atteignait un plateau a environ 24ng/|
et que ce plateau était atteint pour une concentration en 25(0OH)D d’environ 30ng/ml. Nous avons
également observé que lorsque la concentration en 25(0OH)D devenait inférieure a 30ng/ml, la
concentration plasmatique en PTH commengait a augmenter.

Figure 12 Concentration plasmatique en PTH en fonction de la concentration plasmatique en
25(0OH)D, N=1824, cohorte SU.VI.MAX, France, 1994-2007
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La Tableau 27 présente les percentiles extrémes (2,5 et 97,5°™F) de la distribution des
concentrations en PTH dans I'échantillon global et en fonction du statut en vitamine D, du sexe, de
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I’age, du statut pondéral, et de I'apport alimentaire en calcium. Parmi les individus avec une
concentration en 25(0OH)D >20ng/ml, le 97,5éme percentile des concentrations en PTH était de
45,5ng/l et il était similaire (45,3ng/l) chez les individus avec une concentration en 25(OH)D
>30ng/ml. Cette valeur était inférieure de 30% a la limite supérieure des valeurs normales telle
que fournie par le fabricant du kit (65ng/l) et était légérement inférieure a la valeur du 97,5°me
percentile observé dans I’échantillon total sans prendre en compte le statut en vitamine D. En
utilisant 45,5ng/l comme valeur limite supérieure pour les valeurs de PTH, 4,8% des individus avec
une concentration plasmatique en 25(0OH)D <20ng/ml présentaient une concentration
plasmatique élevée en PTH, reflétant une hyperparathyroidie secondaire. Ceci pourrait étre
manqué lorsque les valeurs de référence de PTH sont obtenues sur le groupe en entier, comme ce
qui est habituellement fait.

eme

Parmi les individus avec une concentration en 25(0OH)D >20ng/ml, la valeur du 97,5 percentile
pour les concentrations en PTH était modifiée par le statut pondéral et les apports alimentaires en
calcium. Cependant, la différence en fonction des apports alimentaires en calcium n’était plus
observée chez les individus avec un statut élevé en vitamine D alors que la différence en fonction
du statut pondéral persistait.
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Tableau 27 Percentiles extrémes de la concentration plasmatique en PTH en fonction du statut en vitamine D, du sexe, de I’age, du statut pondéral
et des apports en calcium, N=1824, cohorte SU.VI.MAX, France, 1994-2007

. Sujets avec une concentration plasmatique en Sujets avec une concentration plasmatique en
Echantillon total

25(0OH)D =20ng/ml 25(0OH)D =30ng/ml

Concentration plasmatique en PTH N Moy SD P;;i?,,gtlles ex;;e,;renz N Moy  SD P;'rsiir:tlles ex;r;:;']ei: N Moy  SD Pzrscfn:tlles ex;r;rSneii
Echantillon total 1824 26,2 9,3 14,3 50,8 771 24,7 7,9 13,5 45,5 293 23,7 7,4 13,3 45,3
Sexe

Hommes 833 27,1 9,6 14,6 53,0 412 25,3 8,0 13,5 49,1 167 243 7,3 13,3 45,3

Femmes 991 25,5 9,0 14,1 48,5 359 239 79 12,6 44,3 126 22,8 7,5 11,7 46,7
Age

35-45 ans 287 25,0 8,9 14,3 50,1 111 23,9 8,6 13,1 50,1 43 24,4 8,3 14,7 49,1

45-49 ans 481 26,0 9,9 13,7 50,6 190 249 383 11,6 45,3 63 24,5 8,2 9,4 45,4

50-54 ans 463 26,2 9,0 14,4 49,1 193 23,7 6,8 13,1 44,3 66 21,9 5,7 9,7 38,1

55-65 ans 593 27,1 9,2 14,6 53,9 277 25,5 8,1 14,0 50,8 121 243 74 13,8 45,5
Statut pondéral

IMC <25kg/m? 1137 25,6 9,1 13,9 48,5 510 23,8 7,2 13,3 43,5 199 233 71 13,3 43,5

IMC >25kg/m? (surpoids) 687 27,9 9,6 15,2 53,9 261 26,4 9,0 13,5 51,9 94 24,5 8,1 11,3 50,8
Apports en calcium'

<1,2g/jour 1467 26,4 94 14,5 51,0 619 25,0 38,1 14,4 49,1 235 238 7,6 13,5 45,5

>1,2g/jour 353 25,5 8,7 11,5 48,7 152 233 7,1 9,7 39,6 58 23,1 6,6 9,7 49,1

1 . s . . Rt .
4 sujets ont été exclus car ils prenaient des médicaments contenant du calcium.

250HD, 25-hydroxyvitamine D ; PTH, hormone parathyroidienne ; IMC, indice de masse corporelle ; Moy, moyenne ; SD, écart-type.
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D) Discussion et mise en regard de la littérature

Dans cette étude conduite sur un large échantillon d’adultes frangais de type Caucasien, nous
avons investigué les valeurs de concentration plasmatique en PTH en fonction non seulement du
statut en vitamine D mais aussi de I’dge, du sexe, du statut pondéral et des apports alimentaires
en calcium, respectant ainsi les recommandations pour établir les valeurs de référence pour les
concentrations en PTH proposées par un panel d’expert (recommandations portant sur le
diagnostic d’'une PHPT asymptomatique) [110].

La premiére étape pour établir des valeurs de référence pour un biomarqueur donné est de
recruter une population de référence en bonne santé. Dans le cas de la PTH, toute situation
pouvant induire une augmentation ou une diminution de la PTH devient un critere d’exclusion.
Certaines de ces conditions, comme ['utilisation d’un traitement ou la présence de symptémes liés
a une maladie sont facilement détectables au moment de l'inclusion. En revanche, les autres
conditions étant principalement asymptomatiques, elles seront ignorées si elles ne sont pas
précisément recherchées. Parmi ces conditions, la carence et/ou I'insuffisance en vitamine D sont
courantes dans la population francaise, comme confirmé par nos résultats. Cependant, bien que le
fait que la concentration en PTH augmente lors d’une insuffisance en vitamine D soit bien
documenté [107], la concentration en 25(0OH)D en-dessous de laquelle cette augmentation
commence a étre observée est tres différente selon les études. Ainsi, cette concentration seuil en
25(0OH)D variait entre 10 et 49ng/ml dans une revue systématique [248]. Dans notre étude, nous
avons observé une augmentation de la concentration plasmatique en PTH lorsque la concentration
plasmatique en 25(0OH)D était en-dessous d’un seuil de 30ng/ml, ce qui est cohérent avec les
résultats d’une précédente étude menée dans un échantillon de 1569 participants issus de la
cohorte SU.VI.MAX (échantillon indépendant de celui utilisé ici), dans laquelle la concentration en
PTH atteignait un plateau pour une concentration en 25(OH)D autour de 31ng/ml, peu importe
I’age ou le sexe [101]. Bien qu’une partie des différences entre les seuils PTH-25(0OH)D observée
peut étre liée a un manque de standardisation et a une variabilité opérationnelle entre les
différents kits de dosage pour la 25(0OH)D [249], il est également important de noter que les kits de
dosages utilisés pour mesurer les concentrations en PTH et 25(0OH)D dans cette étude étaient
différents de ceux utilisés dans la précédente étude menée dans la cohorte SU.VI.MAX [101].

Nous avons observé que la valeur du 97,5°m¢ percentile de la distribution de la concentration
plasmatique en PTH dans notre population mesurée par le kit Roche Cobas était de 50,8ng/I, ce
qui est 22% inférieur a la limite supérieure des valeurs normales de 65ng/l proposée par le
fabricant du kit. Cette valeur diminuait pour atteindre 45,5ng/I (30% inférieur a 65ng/l) chez des
sujets ne présentant pas d’insuffisance en vitamine D. Ces résultats sont cohérents avec
différentes études menées sur de plus petits échantillons conduites précédemment [104, 105]. Par
exemple, en excluant les sujets avec des concentrations basses en 25(0OH)D d’un échantillon de
280 adultes de type Caucasien agés de 60 a 79 ans et en bonne santé, la limite supérieure de
I'intervalle de référence pour la PTH diminuait de 29% et 23% respectivement avec les kits Nichols
Allegro et Scantibodies CAP [105]. Plus récemment, la valeur du 97,5‘\eme percentile des
concentrations sériques en PTH mesurée avec le méme kit que dans la présente étude était de
50ng/l dans un échantillon de 240 adultes en bonne santé présentant des concentrations en
25(0OH)D =30ng/ml et un taux de filtration glomérulaire >60ml/min pour 1,73m? [104]. Bien que
proche de la valeur observée dans la présente étude, cette valeur du 97,5‘\Eme percentile est
néanmoins légerement supérieure, ce qui peut étre expliqué par l'utilisation du sérum [104] alors
gue le plasma était utilisé ici. En effet, avec le kit de dosage de la PTH utilisé dans ces 2 études, les
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valeurs obtenues avec du plasma sont légérement inférieures a celles obtenues avec du sérum
[250].

D’autres auteurs ont récemment publié des valeurs de référence pour la PTH en utilisant ce méme
kit de dosage dans des populations ne présentant pas d’insuffisance en vitamine D et ont obtenu
des résultats contrastés [251, 252]. La’alu et Roberts [251] ont observé que la limite supérieure de
référence pour la concentration sérique en PTH était de 73,5ng/l dans un échantillon de 252 sujets
apparemment en bonne santé et de 60,3ng/l dans un échantillon de 133 sujets avec une
concentration en 25(0OH)D 230ng/ml. Rejnmark et al. [252] ont quant a eux observé que la limite
supérieure pour la concentration plasmatique en PTH était de 81ng/l dans un échantillon de 2316
femmes apparemment en bonne santé agées de 17 a 84 ans. Cette valeur diminuait légérement
pour atteindre 72,6ng/l et 67ng/l chez les femmes présentant une concentration en 25(0OH)D
respectivement >32ng/ml (N=525) et 240ng/ml (N=182). Aucune explication simple ne peut étre
avancée pour expliquer les différences de résultats observées entre notre étude et ces 2 études,
en particulier I'étude bien menée de Rejnmark et al. En effet, le fait de n’avoir inclus que des
femmes dans leur étude ne devrait pas induire de telles différences puisqu’aucune différence n’a
été observée entre hommes et femmes dans notre cohorte [104]. De maniere similaire, la plus
grande fourchette d’age incluse dans I'étude de Rejnmark et al. ne permet pas non plus
d’expliquer les différences observées car I'dge n’était pas un facteur déterminant de la
concentration en PTH dans notre étude. Cependant, ceci demande de plus amples investigations
étant donné que I'age était (faiblement) corrélé a la concentration en PTH dans leur étude. La
probabilité que les différences observées soient liées a des différences inter-laboratoires est
également basse car le kit utilisé présente une variabilité inter-laboratoire relativement faible
(9,7% pour une concentration en PTH de 53ng/l et 7,3% pour une concentration en PTH de
20ng/l). L’explication la plus probable a ces différences de résultats peut étre la maniére dont ont
été obtenus les prélevements sanguins (le matin aprés une nuit a jeun dans notre étude et entre
8h00 et 13h00 non a jeun dans I'étude de Rejnmark et al.). En effet, les variations circadiennes de
la concentration en PTH sont bien documentées, avec des concentrations en PTH plus élevées en
fin de matinée/début d’aprés-midi comparées au début de matinée [253-255]. Contrairement a
notre étude dans laquelle la distribution des concentrations en PTH n’était pas décalée pour les
individus ne présentant pas d’insuffisance en vitamine D, cette méme distribution était décalée
vers la droite dans I’étude de Rejnmark et al. Il est ainsi possible qu’un sous-échantillon de leur
population dont le prélevement sanguin aurait été réalisé tardivement ait pu influencer la
distribution des concentrations en PTH et soit donc responsable de la limite supérieure plus élevée
pour la PTH. Il est toutefois intéressant de noter que, dans I'étude de Rejnmark et al., la
concentration en 25(0OH)D en-dessous de laquelle la concentration en PTH commencait a
augmenter était de 33ng/ml, ce qui est cohérent avec la valeur observée dans notre étude. Dans
I’étude de La’alu et Roberts [251], la limite supérieure pour la PTH chez des sujets présentant une
concentration en 25(0OH)D >30ng/ml se situait entre la valeur obtenue dans notre étude et la
valeur obtenue dans I'étude de Rejnmark et al. Dans cette étude, la concentration en PTH a été
mesurée a partir de sérum (concentrations observées légerement supérieures comparées a celles
mesurées dans du plasma avec le kit Roche Cobas) et aucune information n’était fournie sur les
heures de préléevement sanguin ou I'état a jeun ou non des sujets au moment du prélévement. Par
ailleurs, lintervalle de confiance pour la limite supérieure était large, ce qui implique que leurs
résultats sont compatibles avec notre étude et celle de Rejnmark et al.

D’autre part, outre la prise en compte du statut en vitamine D, nous avons également stratifié nos
analyses sur d’autres modificateurs potentiels de la concentration en PTH. Comme discuté
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précédemment, le sexe et I'dge n’avaient pas d’influence sur les valeurs de PTH. Cependant, cette
étude n’incluait que des sujets d’age moyen. Ainsi I'intervalle d’age considéré peut avoir été trop
restreint pour permettre I'observation de différences. Nos résultats suggerent que la définition
des valeurs limites pour la concentration en PTH devrait intégrer le statut pondéral et
éventuellement les apports en calcium. Chez les sujets en surpoids ne présentant pas
d’insuffisance en vitamine D, la limite supérieure pour la PTH était supérieure a celle observée
chez des sujets ne présentant pas de surpoids et chez des individus avec une concentration en
25(0H)D >20ng/ml, la valeur du 97,5%™ percentile pour la concentration en PTH était plus élevée
chez ceux avec de faibles apports en calcium (différence toutefois non-observée chez ceux avec
une concentration en 25(0OH)D =30ng/ml).

D’un point de vue clinique, la pertinence de diminuer la limite supérieure de référence pour la PTH
peut étre débattue. En effet, le fait d’abaisser cette limite pourrait entrainer la détection d’un plus
grand nombre de sujets avec une concentration en PTH potentiellement élevée. Il faudra alors
évaluer s'il existe des explications plausibles a cette élévation de la concentration en PTH chez ces
patients, ce qui conduira a de plus amples explorations. En 2003 [256], une limite supérieure a
46ng/| a été validée chez 708 patients bien décrits présentant une ostéopénie (comparée a la
valeur de 65ng/l proposée par le fabricant) mais un statut suffisant en vitamine D (kit Nichols
Allegro) [105]. L'utilisation de ces valeurs de référence conduisait a augmenter la détection de
concentrations en PTH élevées chez des patients normocalcémiques ayant des raisons pour une
potentielle sécrétion anormale de PTH (meilleure sensibilité). Seuls 3% des patients pour lesquels
la concentration en PTH était 246ng/| ne présentaient aucune raison pour une sécrétion élevée de
PTH (pas de perte de spécificité). Le gain de sensibilité était important puisque parmi 348 patients
présentant des causes potentielles d’élévation de la concentration en PTH, 46 (13,2%) avaient une
concentration en PTH >65ng/l alors que 126 (36,2%) présentaient une concentration en PTH
>46ng/l. De fagon similaire, dans une étude précédente investiguant les effets d’une
parathyroidectomie sur la densité minérale osseuse, plus de la moitié des 39 patients avec une
PHPT normocalcémique confirmée chirurgicalement et 40% de ceux avec une forme
hypercalcémique et asymptomatique de PHPT présentaient une concentration en PTH inférieure a
la limite supérieure de 65ng/| proposée pour le kit utilisé (méme kit que dans notre étude) [257].
Tous les prélevements sanguins utilisés dans ces études [104-106, 256, 257] ont été réalisés apres
une nuit de jedne.

Il est important de noter qu’un seul kit a été utilisé ici pour mesurer la concentration en PTH dans
des échantillons de plasma obtenus en début de matinée aprés une nuit de jeline. Etant donnée
I'importante variabilité existante entre les différents kits de dosage [104, 250, 258], ce type
d’étude devrait également étre conduit pour d’autres kits. De plus, étant donné que les
concentrations en PTH mesurées dans du sérum ou du plasma sont généralement différentes
(certains kits donnant des concentrations supérieures avec du plasma et certains kits avec du
sérum [250, 259]) et étant donné que la concentration en PTH est influencée par le timing du
préléevement sanguin et le statut a jeun ou des sujets, un consensus clair (panel d’experts) est
nécessaire concernant les conditions pré-analytiques requises (plasma ou sérum, a jeun ou non)
pour le dosage de la PTH.
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Pour conclure, étant donné que de faibles augmentations de la concentration en PTH pourraient
avoir des effets déléteres au niveau osseux mais aussi non-osseux, une détection correcte des
valeurs anormales pour la PTH présente un enjeu clinique majeur.

Ce travail donne de nouvelles pistes pour fixer les valeurs de références pour la PTH dans une
population d’adultes francais d’adge moyen et de type Caucasien avec un statut suffisant en
vitamine D, en prenant en compte d’autres modificateurs potentiels de la concentration en PTH
comme recommandé [110]. Nos résultats suggérent que la limite supérieure pour la concentration
plasmatique en PTH mesurée avec le kit Roche Cobas chez des sujets a jeun devrait étre d’environ
45ng/l au lieu de 65ng/l, valeur limite de référence actuellement proposée par le fabricant. lls
suggerent également que les valeurs de référence pour la PTH pourraient différer selon le statut
pondéral et les apports en calcium.

Ces résultats devraient ainsi contribuer a I"'amélioration du diagnostic de PHPT et SHPT et des
indications thérapeutiques en résultant. De plus amples études sont nécessaires pour évaluer la
limite supérieure de référence pour la PTH dans des populations de patients (ex. patients avec une
PHPT).
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Partie 2 - Vitamine D et risque de cancer (aspects
étiologiques)

Dans cette partie, sont présentés les travaux étiologiques réalisés dans le cadre de cette these :
étude des associations entre la vitamine D (statut et polymorphismes génétiques) et le risque de
cancer du sein, de cancer de la prostate et de cancers liés au tabac, en prenant en compte
d’éventuelles modifications par des facteurs individuels.

Les expositions suivantes ont été systématiquement testées pour ces 3 études: concentration
plasmatique en 25(0OH)D, concentration plasmatique en PTH, apports alimentaires en vitamine D
et polymorphismes génétiques (10 SNPs: VDR rs1544410, VDR rs2228570/10735810, VDR
rs11568820, CYP24A1 rs4809958, GC rs4588, GC rs7041, RXR rs7861779, RXR rs12004589, CaSR
rs1801725 et CaSR rs4678174). Toutefois, afin de ne pas surcharger le manuscrit et les articles,
seuls les résultats les plus pertinents sont présentés ici. Sauf mention contraire, les autres
résultats étaient non significatifs.

[. Vitamine D et risque de cancer du sein

Deschasaux M, Souberbielle JC, Latino-Martel P, Sutton A, Charnaux N, Druesne-Pecollo N, Galan
P, Hercberg S, Le Clerc S, Kesse-Guyot E, Ezzedine K, Touvier M. Weight Status and Alcohol Intake
Modify the Association between Vitamin D and Breast Cancer Risk. J Nutr. 2016 Mar;146(3):576-
85.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 5.

A) Population d’étude

Dans la cohorte SU.VI.MAX, 277 cas de cancer du sein ont été diagnostiqués au cours du suivi
(1994-2007). Parmi ceux-ci, les cas diagnostiqués au cours des deux premiéres années de suivi
(N=44) ont été exclus afin d’éviter tout biais préclinique (i.e. causalité inverse : influence d’un état
précancéreux sur la concentration en 25(0OH)D et sur d’autres facteurs alimentaires ou de mode de
vie). 233 cas de cancer du sein ont donc été inclus dans cette étude et appariés a 466 témoins.
L’age moyen au diagnostic était de 56,3 ans et la durée moyenne entre l'inclusion et le diagnostic
était de 7,0 ans.

B) Analyses statistiques

Les associations entre le risque de cancer du sein, la concentration plasmatique en 25(0OH)D et les
SNPs ont été étudiées a I'aide de modéles de régression logistique conditionnelle multivariés. Les
cas et les témoins étaient appariés sur I'dge a l'inclusion, le groupe d’intervention de |'essai
SU.VI.MAX, la saison de préléevement, le statut ménopausique, et I'utilisation de THM. Les modeéles
étaient en sus ajustés sur les niveaux d’éducation et d’activité physique, la consommation d’alcool,
le tabagisme, la taille, I'IMC, les antécédents familiaux de cancer du sein et le nombre d’enfants
biologiques.

Les modeles utilisés dans les analyses SNPs étaient également ajustés sur la concentration
plasmatique en 25(OH)D afin d’étudier I'effet des polymorphismes génétiques a statut en vitamine
D équivalent.
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Des ajustements supplémentaires sur l'apport énergétique sans alcool (continu, kcal/jour),
I’apport en lipides (continu, g/jour) et 'utilisation de contraceptifs oraux a I'inclusion (oui/non) ont
également été testés.

La concentration plasmatique en 25(0OH)D a été codée en quartiles et selon les seuils de carence
(<10ng/ml) et d’insuffisance (<20ng/ml). Les SNPs ont été étudiés selon 3 modalités : codominant,
dominant et récessif. De plus, afin de pouvoir comparer nos résultats avec ceux d’études
précédentes [123, 143], nous avons combiné les deux polymorphismes du gene GC pour
correspondre aux formes les plus courantes de la VDBP [260]: Gcls ou Gel (rs4588 G et rs7041 C),
Gclf ou Gel (rs4588 G et rs7041 A) et Ge2 (rs4588 T et rs7041 A).

Des interactions deux a deux ont été testées entre la concentration plasmatique en 25(OH)D, les 4
SNPs étudiés, I'IMC (seuil a la médiane), la consommation d’alcool (seuil a la médiane), I'apport en
calcium (seuil a la médiane) et la prise d’'un THM a l'inclusion (oui/non). Des analyses stratifiées
ont ensuite été conduites : |'association entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D et le
risque de cancer du sein a été étudiée séparément dans les deux strates d’IMC et dans les deux
strates de consommations d’alcool. Pour chaque SNP, des analyses stratifiées ont également été
conduites selon I'lMC, la consommation d’alcool et la concentration plasmatique en 25(0OH)D. Des
seuils a la médiane ont été utilisés afin de maximiser la puissance dans chaque strate. Les seuils de
concentration en 25(OH)D correspondant aux quartiles ont été déterminés sur la population
entiere puis conservés dans les analyses stratifiées.

Dans les analyses stratifiées sur I'IMC et la consommation d’alcool et dans toutes les analyses
génétiques, des modeles de régression logistique non conditionnelle ajustés sur les facteurs
d’appariement et les autres facteurs de confusion potentiels ont été utilisés afin d’éviter une perte
artificielle de sujets (ex. quand les cas et leurs témoins respectifs n’appartiennent pas a la méme
strate) et de maintenir la puissance statistique, comme fait précédemment [166].

Des analyses supplémentaires ont également été conduites en fonction du statut ménopausique
au moment du diagnostic, du caractére invasif/in situ du cancer et de la présence ou non de
récepteurs aux estrogénes (ER+/ER-). Le statut ménopausique au moment du diagnostic a été
déterminé en comparant I'dge au diagnostic avec I'dge a la ménopause déclaré par les
participantes.

L’'ensemble des P-values (P-interaction et P-trend) obtenues dans les analyses ont été ajustées
pour prendre en compte les tests multiples (SAS PROC MULTTEST [261]) en contrélant le taux de
fausses découvertes (False Discovery Rate [262]).

C) Résultats

La Tableau 28 résume I'ensemble des caractéristiques des cas et des témoins. Comparés aux
témoins, les cas de cancer du sein étaient plus susceptibles de fumer et d’avoir des antécédents
familiaux de cancer du sein.

Tableau 28 Caractéristiques a I’inclusion des cas de cancer du sein et de leurs témoins', cohorte
SU.VI.MAX, France (1994-2007)

Cas de cancer du Témoins p2
sein (N=233) (N=466)
Age (années) 49,3+6,2 49,1+6,1 0,8
Indice de Masse Corporelle (IMC, kg/m?) 23,2 ¥4,0 23,5+3,8 0,3
Distribution de I'lMC 0,7
<18,5kg/m? (sous-poids) 11 (4,7) 14 (3,0)

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 103



>18,5 - <25kg/m? (poids normal) 164 (70,4) 328(70,4)

>25 - <30kg/m? (surpoids) 41 (17,6) 91 (19,5)
>30kg/m? (obésité) 17 (7,3) 33(7,1)

Taille (cm) 162,7+6,4 162,0+6,3 0,2

Groupe d’intervention de I'essai 1

SU.VI.MAX
Antioxydants 119 (51,1) 238 (51,1)

Placebo 114 (48,9) 228 (48,9)

Statut tabagique 0,001
Non fumeuse 133 (57,1) 290 (62,2)
Ex-fumeuse 50 (21,5) 124 (26,6)

Fumeuse 50 (21,5) 52 (11,2)

Activité physique 0,2
Irréguliére 68 (29,2) 106 (22,8)
<1h/jour d’équivalent marche 81 (34,8) 173 (37,1)
>1h/jour d’équivalent marche 84 (36,1) 187 (40,1)

Niveau d’étude 0,8
Primaire 48 (20,6) 89 (19,1)

Secondaire 88 (37,8) 187 (40,1)
Supérieur 97 (41,6) 190 (40,8)

Nombre d’enfants biologiques 1,9+1,2 2,0+1,1 0,3

Prise d’'un THM (oui) 91 (39,1) 182 (39,1) 1

Statut ménopausique a l'inclusion 1
Non ménopausée 139 (59,7) 278 (59,7)
Ménopausée 94 (40,3) 188 (40,3)

,(B;nl;csgcedents familiaux de cancer du sein 34 (14,6) 45 (9,7) 0,05

Consommation d’alcool (g/jour) 11,0+ 11,6 11,2 +13,9 0,8

Dllstrlbutlon de la consommation 0,02

d’alcool
<10g/jour 125 (53,6) 286 (61,4)
>10 - <20g/jour 69 (29,6) 93 (20,0)
>20g/jour 39 (16,7) 87 (18,7)

Concentration en 25(0OH)D 18,9+11,3 18,8 +10,2 0,9
>10ng/ml 190 (81,6) 385 (82,6) 0,7
>20ng/ml 88 (37,8) 170 (36,5) 0,7

Période de prélevement 0,4
Octobre-Novembre 36 (15,5) 67 (14,4)
Décembre-Janvier 62 (26,6) 152 (32,6)
Février-Mars 105 (45,1) 196 (42,1)

Avril-Mai 30(12,9) 51 (10,9)

VDR Bsml rs1544410"° 0,3
CC (WT, bb) 89 (40,6) 157 (36,3)

CT (HT, bB) 96 (43,8) 189 (43,8)
TT (MT, BB) 34 (15,5) 86 (19,9)

VDR Fokl rs2228570"° 0,7
GG (WT, FF) 78 (35,0) 174 (37,9)

GA (HT, fF) 102 (45,7) 204 (44,4)
AA (MT, ff) 43 (19,3) 81(17,7)

GCrs4588" 0,2
GG (WT) 101 (45,9) 227 (50,4)

GT (HT) 89 (40,5) 181 (40,2)
TT (MT) 30(13,6) 42 (9,3)

GCrs7041" 0,8
AA (WT) 46 (20,7) 91 (20,1)

AC (HT) 110 (49,6) 216 (47,8)
CC (MT) 66 (29,7) 145 (32,1)

' Moyennes + SDs ou N (%)
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’p pour la comparaison des caractéristiques entre cas de cancers du sein et témoins, obtenus a partir de tests du x?
(variables catégorielles) ou de tests de Fisher (analyses de la variance, variables continues).

*Parmi les proches au premier degré.

*Données mangquantes: 48 (rs1544410), 17 (rs2228570), 29 (rs4588), 25 (rs7041).

> Equivalence de nomenclature avec des études précédents pour VDR Bsml et Fokl: les génotypes B et F correspondent
a I'absence des sites de restriction Bsml et Fokl (dans notre cas, correspond aux alléles T et G respectivement), et les
génotypes b et f correspondent a la présence des sites de restriction Bsml et Fokl (dans notre cas, correspond aux
alleles C et A respectivement).

IMC Indice de Masse Corporelle ; WT homozygote sauvage, HT hétérozygote; MT homozygote muté ; SD, écart-type;
SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants ; THM, traitement hormonal de la ménopause.

La Tableau 29 présente les associations entre concentration plasmatique en 25(0OH)D et le risque
de cancer du sein au global et stratifiées selon I'IMC et la consommation d’alcool (seuils aux
médianes : 22,4kg/m? et 7,1g/jour respectivement). Au global, aucune association n’a été
observée entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D et le risque de cancer du sein (P>0,6).
Aucune interaction n’a été détectée entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D et l'utilisation
de THM a linclusion (P-interaction>0,5) ou les apports en calcium (P-interaction>0,2). En
revanche, les associations étaient modifiées par I'IMC (P-interaction=0,002 pour les différents
codages) et la consommation d’alcool (210 vs. <10ng/ml : P-interaction=0,03).

Chez les femmes avec un IMC < médiane, le statut en vitamine D était associé avec une diminution
de risque de cancer du sein (P-trend : 0,01 (Q4 vs. Q1), 0,004 (210 vs. <10ng/ml) et 0,06 (=20 vs.
<20ng/ml)) alors que chez les femmes avec un IMC = médiane, le statut en vitamine D était associé
a une augmentation de risque de cancer du sein (P-trend: 0,02 (Q4 vs. Q1), 0,02 (=10 vs.
<10ng/ml) et 0,003 (=20 vs. <20ng/ml)). Des résultats similaires ont été observés lorsque le seuil
d’IMC a 25kg/m? (surpoids) a été retenu au lieu du seuil a la médiane (P-interaction=0,02 (>10 vs.
<10ng/ml) et 0,0003 (=20 vs. <20ng/ml)), avec une puissance statistique limitée dans le groupe de
femmes en surpoids.

Une concentration plasmatique en 25(0OH)D >10ng/ml était associée a une diminution de risque de
cancer du sein chez les femmes ayant une consommation d’alcool > médiane (P=0,03) alors
gu’aucune association n’était observée chez les femmes avec une consommation d’alcool <
médiane.

La Tableau 30 montre les associations entre les 4 SNPs étudiés et le risque de cancer du sein au
global et stratifiées selon la concentration plasmatique en 25(OH)D, I'IMC et la consommation
d’alcool (seuils aux médianes : 16,6ng/ml, 22,4kg/m? et 7,1g/jour respectivement).

Le génotype GC rs4588 TT était associé a une augmentation de risque de cancer du sein (modeéle
récessif, P=0,03), en particulier chez les femmes avec un IMC < médiane (modele récessif, P=0,004,
P-interaction=0,05). Une association directe a également été observée avec le génotype combiné
Gc2-Ge2 comparé aux deux génotypes combinés les plus communs Gcls-1s (OR=1,98 (1,04-3,75))
et Gc1-Gel (OR=2,02 (1,10-3,70)) [données non tabulées].

Le génotype VDR Bsml TT était associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les
femmes avec une concentration plasmatique en 25(0OH)D > médiane (modele récessif, P=0,02, P-
interaction=0,03) et chez les femmes avec une consommation d’alcool > médiane (modeéle
récessif, P=0,007, P-interaction=0,01).

Tous les résultats portant sur les SNPs étaient similaires avec ou sans ajustement sur la
concentration plasmatique en 25(0OH)D (données non présentées).

L'ensemble des résultats ci-dessus étaient similaires avec un ajustement sur des périodes de
préléevement sanguin de 2 mois, sur des variables alimentaires (énergie, lipides, 190 cas/380
témoins) ou sur l'utilisation d’une contraception orale a linclusion (193 cas/359 témoins)
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[données non présentées]. Des tendances similaires ont été également observées lorsque les
analyses étaient restreintes aux femmes ménopausées (160 cas/320 témoins), aux cas de cancer
du sein invasif (206 cas/412 témoins) ou aux cas de cancer du sein de type ER+ (130 cas/260
témoins) [données non présentées]. La puissance statistique était trop limitée pour réaliser des
analyses restreintes aux femmes non-ménopausées, aux cas de cancer du sein de type ER- ou aux
cas de cancers du sein in situ. Les résultats des analyses stratifiées et des analyses génétiques
étaient similaires avec I'utilisation de modeles de régression logistique conditionnelle [données
non présentées].

Les associations entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D et le risque de cancer du sein (au
global et stratifiées par I'IMC et la consommation d’alcool) étaient globalement stables aprés avoir
réalisé un ajustement sur les tests multiples. Cependant, toutes les analyses exploratoires
impliquant les SNPs (au global et stratifiées par I'IMC et la consommation d’alcool) n’étaient plus
significatives.
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Tableau 29 Association entre la concentration plasmatique en 25-hydroxyvitamine D et le risque de cancer du sein, régression logistique multivariée®’ —
Interactions avec I'IMC et la consommation d’alcool et analyses stratifiées, cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

25(0OH)D x IMC

25(0OH)D x Consommation d’alcool

25(0H)D Global IMC <22,4kg/m? IMC >22,4kg/m? Alcool <7,1g/jour Alcool 27,1g/jour
OR IC95% P-trend OR IC95% P-trend OR IC95% P-trend P-interaction OR IC95% P-trend OR IC95% P-trend P-interaction
Quartiles” 0,7 0,01 0,02 0,002 0,4 0,2 0,1
cas/témoins 58/117 35/34 23/83 27/80 31/37
Q1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 63/111 33/49 30/62 27/50 36/61
Q2 1,18 0,73-1,91 0,62 0,31-1,22 2,24 1,11-4,52 1,69 0,85-3,34 0,73 0,38-1,41
cas/témoins 55/120 28/64 27/56 31/52 24/68
Q3 0,88 0,53-1,47 0,40 0,20-0,79 2,66 1,26-5,61 1,85 0,94-3,64 0,38 0,19-0,78
cas/témoins 57/118 34/72 23/46 23/59 34/59
Q4 0,98 0,60-1,61 0,46  0,23-0,89 2,45 1,13-5,28 1,23 0,60-2,55 0,69 0,35-1,39
Carence 0,6 0,004 0,02 0,002 0,3 0,03 0,03
cas/témoins  43/81 27/22 16/59 19/56 24/25
<10ng/ml 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 190/385 103/197 87/188 89/185 101/200
>10ng/ml 0,88 0,57-1,38 0,38 0,20-0,74 2,22 1,12-4,40 1,39 0,74-2,61 0,50 0,26-0,95
Insuffisance 0,7 0,06 0,003 0,002 0,6 0,8 0,8
cas/témoins 145/296 82/112 63/184 68/157 77/139
<20ng/ml 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 88/170 48/107 40/63 40/84 48/86
>20ng/ml 1,06 0,75-1,50 0,63 0,39-1,01 2,32 1,34-4,03 1,14 0,67-1,91 1,06 0,65-1,73

! Cas et témoins étaient appariés sur I’dge a l'inclusion [<40/40-44/45-49/50-54/55-65 ans], le groupe d’intervention de I'essai SU.VI.MAX [Antioxydants/Placebo], la période de prélevement
[Octobre-Novembre/ Décembre-Janvier/ Février-Mars/ Avril-Mai], la prise de THM a l'inclusion [oui/non], le statut ménopausique a I'inclusion [non ménopausée/ménopausée]. Les modeles
étaient ajustés sur le niveau d’éducation [primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique [irréguliere /<1h/jour d’équivalent marche />1h/jour d’équivalent marche], la
consommation d’alcool [g/jour, continu], le statut tabagique [non-fumeurs/ ex-fumeurs/ fumeurs], la taille [cm, continu], I'IMC [kg/m?, continu], les antécédents familiaux de cancer du sein
[oui/non] et le nombre d’enfants biologiques [continu]. Des modéles de régression logistique conditionnelle ont été utilisés dans les analyses globales tandis que des modéles de régression
logistique non conditionnelle ajustés sur les facteurs d’appariement (et autres facteurs de confusion potentiels) ont été utilisés dans les analyses stratifiées afin de limiter la perte de sujets
appartenant a des paires discordantes. Les tests de tendance linéaire ont été réalisés en utilisant le score ordinal des quartiles de concentrations plasmatique en 25(0OH)D.

%Seuils pour les quartiles de concentrations plasmatiques en 25(0H)D (ng/ml) : 11,4/16,6/23,5.

250HD, 25-hydroxyvitamine D ; IMC, Indice de masse corporelle ; IC, intervalle de confiance ; OR, odds ratio ; Q, quartile ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants ;

THM, traitement hormonal de la ménopause.
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Tableau 30 Associations entre polymorphismes des génes GC et VDR et risque de cancer du sein, régression logistique multivariée' — Interactions avec la

concentration plasmatique en 25(0OH)D, I'IMC et la consommation d’alcool et analyses stratifiées, cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

SNP x Concentration en 25(0OH)D SNP x IMC SNP x Consommation d’alcool
SNPs Overall - -
25(0OH)D <16,6ng/ml 25(0OH)D 216,6ng/ml IMC <22,4kg/m? IMC >22,4kg/m? Alcool <7,1g/jour Alcool 27,1g/jour
- P- P- P-

OR IC95% trend OR 1C95% trend OR 1€ 95% trend inter OR 1€ 95% trend OR 1C95% trend inter OR IC95% trend OR 1C95% trend inter
GCrs4588
Codominant 0,04 0,07 0,4 0,6 0,1 0,3 0,8 0,03 0,3 0,5
cas/témoins 101/227 45/107 56/120 60/108 41/119 44/115 57/112
GG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 89/181 55/88 34/93 40/83 49/98 44/93 45/88
GT 1,16 0,81-1,66 1,70 1,00-2,88 0,76 0,44-1,29 0,79 0,46-1,35 1,55 0,91-2,65 1,54 0,90-2,65 0,96 0,57-1,62
cas/témoins  30/42 16/26 14/16 22/19 8/23 15/23 15/19
TT 1,90 1,10-3,29 1,68 0,78-3,62 2,25 0,98-5,19 2,58 1,20-5,56 1,05 0,41-2,72 2,22 0,99-4,95 1,86 0,83-4,17
Dominant 0,1 0,04 0,8 0,1 0,8 0,1 04 0,047 0,7 04
cas/témoins 101/227 45/107 56/120 60/108 41/119 44/115 57/112
GG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 119/223 71/114 48/109 62/102 57/121 59/116 60/107
GT+TT 1,29 0,92-1,80 1,69 1,03-2,79 0,95 0,58-1,55 1,05 0,65-1,71 1,46 0,87-2,43 1,67 1,01-2,78 1,11 0,68-1,80
Récessif 0,03 0,5 0,02 0,3 0,004 0,7 0,05 0,1 0,1 09
cas/témoins 190/408 100/195 90/213 100/191 90/217 88/208 102/200
GG+GT 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins  30/42 16/26 14/16 22/19 8/23 15/23 15/19
TT 1,78 1,06-2,99 1,29 0,63-2,62 2,53 1,13-5,68 2,88 1,40-5,96 0,85 0,34-2,10 1,82 0,85-3,86 1,90 0,88-4,10
GCrs7041
Codominant 0,4 0,5 0,2 01 0,2 0,3 0,2 0,07 06 0,1
cas/témoins 46/91 23/54 23/37 31/46 15/45 25/44 21/47
AA 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 110/216 60/108 50/108 57/87 53/129 53/118 57/98
AC 0,98 0,63-1,51 1,33 0,72-2,47 0,69 0,36-1,33 0,89 0,48-1,62 1,49 0,73-3,08 0,68 0,36-1,27 1,35 0,70-2,60
cas/témoins 66/145 33/59 33/86 36/78 30/67 27/72 39/73
CcC 0,83 0,51-1,34 1,29 0,64-2,58 0,62 0,31-1,24 0,69 0,36-1,32 1,53 0,69-3,40 0,51 0,25-1,05 1,23 0,62-2,45
Dominant 0,7 0,4 0,2 01 0,4 0,2 0,2 0,1 0,4 0,1
cas/témoins 46/91 23/54 23/37 31/46 15/45 25/44 21/47
AA 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 176/361 93/167 83/194 93/165 83/196 80/190 96/171
AC+CC 0,92 0,61-1,38 1,32 0,73-2,37 0,66 0,36-1,22 0,80 0,45-1,40 1,51 0,75-3,02 0,61 0,34-1,12 1,30 0,70-2,39
Récessif 0,4 0,8 0,4 0,3 0,3 0,7 0,3 0,2 09 0,3
cas/témoins 156/307 83/162 73/145 88/133 68/174 78/162 78/145
AA+AC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cas/témoins 66/145 33/59 33/86 36/78 30/67 27/72 39/73
CcC 0,84 0,59-1,21 1,05 0,61-1,81 0,81 0,48-1,36 0,75 0,45-1,24 1,12 0,64-1,96 0,68 0,39-1,19 1,00 0,60-1,66
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VDR Bsml

Codominant 0,1 0,9 0,1 04 0,3 0,2 0,8 0,4 0,002 0,01
cas/témoins 89/157 50/80 39/77 48/78 41/79 38/89 51/68

CcC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins 96/189 39/91 57/98 59/89 37/100 43/95 53/94

CT 0,85 0,59-1,23 0,68 0,39-1,20 1,13 0,66-1,92 1,03 0,61-1,74 0,72 0,40-1,29 1,03 0,59-1,80 0,67 0,40-1,14
cas/témoins 34/86 24/40 10/46 16/35 18/51 22/38 12/48

TT 0,67 0,41-1,09 1,06 0,54-2,07 0,43 0,19-0,97 0,59 0,29-1,23 0,69 0,34-1,40 1,37 0,69-2,74 0,30 0,14-0,65

Dominant 0,2 0,4 0,7 0,5 0,6 0,2 04 0,6 0,02 0,08
cas/témoins 89/157 50/80 39/77 48/78 41/79 38/89 51/68

CcC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins 130/275 63/131 67/144 75/124 55/151 65/133 65/142

CT+TT 0,79 0,56-1,12 0,79 0,48-1,32 0,91 0,55-1,51 0,89 0,55-1,46 0,71 0,42-1,21 1,13 0,68-1,89 0,55 0,33-0,90

Récessif 0,2 0,4 0,02 0,03 0,1 0,5 0,7 0,3 0,007 0,01
cas/témoins 185/346 89/171 96/175 107/167 78/179 81/184 104/162

CC+CT 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins  34/86 24/40 10/46 16/35 18/51 22/38 12/48

TT 0,73 0,47-1,15 1,29 0,71-2,36 0,40 0,19-0,85 0,58 0,30-1,15 0,82 0,43-1,55 1,35 0,73-2,51 0,38 0,19-0,77

VDR Fokl

Codominant 0,8 0,8 09 0,8 0,3 05 0,2 0,4 0,3 0,2
cas/témoins 78/174 40/86 38/88 43/90 35/84 37/82 41/92

GG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins 102/204 56/103 46/101 52/88 50/116 49/112 53/92

GA 0,99 0,69-1,44 1,06 0,63-1,79 0,90 0,52-1,56 1,12 0,65-1,91 0,97 0,56-1,68 0,85 0,49-1,47 1,19 0,70-2,02
cas/témoins 43/81 21/36 22/45 30/39 13/42 18/44 25/37

AA 1,08 0,67-1,74 1,08 0,54-2,18 1,07 0,55-2,09 1,41 0,75-2,66 0,72 0,33-1,59 0,75 0,37-1,53 1,38 0,71-2,72

Dominant 0,9 0,8 0,8 0,7 0,4 0,7 0,3 0,4 04 0,2
cas/témoins 78/174 40/86 38/88 43/90 35/84 37/82 41/92

GG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins 145/285 77/139 68/146 82/127 63/158 67/156 78/129

GA+AA 1,02 0,72-1,44 1,06 0,65-1,75 0,95 0,57-1,58 1,21 0,74-1,98 0,90 0,54-1,53 0,82 0,49-1,37 1,24 0,76-2,04

Récessif 0,7 0,9 0,7 0,9 0,3 0,4 0,2 0,5 05 04
cas/témoins 180/378 96/189 84/189 95/178 85/200 86/194 94/184

GG+GA 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

cas/témoins 43/81 21/36 22/45 30/39 13/42 18/44 25/37

AA 1,09 0,71-1,66 1,05 0,55-1,97 1,14 0,62-2,07 1,33 0,75-2,34 0,74 0,36-1,51 0,82 0,43-1,57 1,25 0,69-2,29

! Les modéles de régression logistique non conditionnelle étaient ajustés sur les facteurs d’appariement: age a l'inclusion [<40/40-44/45-49/50-54/55-65 ans], groupe d’intervention de I'essai
SU.VI.MAX [Antioxydants/Placebo], période de prélevement [Octobre-Novembre/ Décembre-Janvier/ Février-Mars/ Avril-Mail, prise de THM a l'inclusion [oui/non], statut ménopausique a
I'inclusion [non ménopausée/ménopausée] et étaient également ajustés sur la concentration plasmatique en 25(OH)D a linclusion [ng/ml, continu], le niveau d’éducation
[primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique [irréguliére /<1h/jour d’équivalent marche />1h/jour d’équivalent marche], la consommation d’alcool [g/jour, continu], le statut
tabagique [non-fumeurs/ ex-fumeurs/ fumeurs], la taille [cm, continu], 'IMC [kg/m?, continu], les antécédents familiaux de cancer du sein [oui/non] et le nombre d’enfants biologiques
[continu]. Des tests de tendance linéaire ont été réalisés pour le modele codominant en utilisant le score ordinal des 3 génotypes.

250HD, 25-hydroxyvitamine D ; IMC, Indice de masse corporelle ; IC, intervalle de confiance ; OR, odds ratio ; SNP, Single Nucleotide Polymorphism ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines
et Minéraux Antioxydants ; THM, traitement hormonal de la ménopause.
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D) Discussion et mise en regard de la littérature

Dans cette étude cas-témoin nichée, I'IMC et la consommation d’alcool étaient des modificateurs
de I'association entre la vitamine D et le risque de cancer du sein. La concentration plasmatique en
25(OH)D était en effet associée a une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes
avec un IMC < médiane alors qu’une augmentation de risque était observée chez les femmes avec
un IMC > médiane. Une concentration plasmatique en 25(0OH)D >10ng/ml était associée a une
diminution de risque de cancer du sein chez les femmes avec une consommation d’alcool >
médiane alors qu’aucune association n’était observée chez les femmes avec une consommation
d’alcool < médiane. Les résultats observés avec les SNPs des génes VDR et GC étaient cohérents
avec ceux observés avec le statut en vitamine D.

L’absence d’association entre le statut en vitamine D et le risque de cancer du sein au global était
cohérent avec une récente méta-analyse de 14 études prospectives [138], en dépit d’hypotheses
mécanistique suggérant que la vitamine D pourrait jouer un réle protecteur dans la carcinogenése
du sein [118, 137]. Dans notre étude, des interactions entre la vitamine D et I'IMC et la
consommation d’alcool ont été observées et pourraient constituer des hypothéses intéressantes
pour expliquer cette absence d’association au global.

L'interaction entre la concentration en 25(0OH)D et I'|MC a déja été observée dans de précédentes
études prospectives portant sur de larges échantillons (EPIC, NHS) avec des résultats conformes
aux notres [148-150], a savoir une association inverse entre la vitamine D et le risque de cancer du
sein chez les femmes minces et/ou une association directe chez les femmes avec un IMC plus
élevé. La diminution de risque de cancer du sein observée chez les femmes avec un IMC < médiane
peut s’expliquer par différentes propriétés de la vitamine D observées dans des études
expérimentales : régulation du cycle cellulaire, régulation des estrogenes circulants ou implication
dans des voies anti-inflammatoires [118, 137]. A l'inverse, quelques hypothéses peuvent étre
avancées pour expliquer I'association directe entre la concentration en 25(0OH)D et le risque de
cancer du sein chez les femmes avec un IMC > médiane. Une augmentation de I'lMC a été associée
a de moindres concentrations sanguines en 25(OH)D [75, 146], probablement du fait d’une
dilution de la 25(OH)D lipophile dans la masse grasse. De plus, certaines données suggérent que
des concentrations plus faibles en 25(0OH)D (telles qu’observées chez des individus avec un IMC
plus élevé), généralement décrites comme ayant des conséquences néfastes chez des individus de
poids normal (ex. élévation de la concentration en PTH) pourraient ne pas avoir les mémes
conséquences chez des individus en surpoids ou obéses et pourraient en réalité étre considérées
comme « normales » [263]. Par ailleurs, la synthese de 1,25(0OH),D dépend d’un ratio entre
I'activité de ses enzymes de dégradation et de production. Ce ratio serait positivement corrélé
avec la concentration sanguine en 25(OH)D, avec une dégradation plus importante des 25(OH)D et
1,25(0H),D lorsque le statut en vitamine D est élevé [264, 265]. De plus, dans le tissu adipeux des
personnes obéses, ce ratio serait altéré, avec une diminution de I'activité de lI'enzyme de
production mais aucune différence pour I'activité de I'enzyme de dégradation [147]. Ceci suggere
donc que, chez les individus en surpoids ou obéses, une concentration plus élevée en 25(0OH)D
pourrait étre associée a une dégradation plus importante de la 1,25(0H),D et donc a un moindre
signal antiprolifératif dans le tissu adipeux et son environnement. Ce mécanisme pourrait donc
impacter les cellules mammaires étant donné que la glande mammaire est entourée de tissu
adipeux [266].

A notre connaissance, cette étude était la premiére cohorte prospective a observer une
interaction significative entre la concentration plasmatique en 25(OH)D et la consommation
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d’alcool vis-a-vis du risque de cancer du sein (interaction testée précédemment dans des études
cas-témoins non prospectives [267, 268]). L'absence de carence en vitamine D était associée a une
diminution de risque de cancer du sein chez les femmes avec une consommation d’alcool 2
médiane. La consommation d’alcool a été associée a une augmentation de risque de cancer du
sein [145], y compris dans la cohorte SU.VI.MAX [269]. Différents mécanismes ont été proposés
pour expliquer cette association directe entre consommation d’alcool et risque de cancer du sein,
par exemple : augmentation de la concentration en estrogénes circulants [153] et du stress
oxydant [154]. A contrario, la vitamine D a été associée a une diminution du signal estrogene [118,
137] et jouerait un rdle dans des voies anti-inflammatoires [38, 118]. Le fait d’éviter une carence
en vitamine D pourrait donc contribuer a contrer certains effets délétéres de la consommation
d’alcool sur la carcinogenése mammaire. Contrairement a l'interaction avec I'IMC, l'interaction
avec la consommation d’alcool n’était observée qu’avec le codage « carence » (</210ng/ml) et
nécessite donc de plus amples confirmations dans d’autres cohortes.

La littérature traitant des polymorphismes GC rs4588 et rs7041 en relation avec le risque de
cancer du sein est limitée avec, a notre connaissance, seulement trois études cas-témoins. Le
polymorphisme GC rs4588 n’était pas associé au risque de cancer du sein dans ces trois études ; le
génotype GC rs7041 CC était associé a une augmentation de risque de cancer du sein [143] ou non
associé [144] ; I'haplotype Gc2-Gc2 (GC rs4588 TT/rs7041 AA) était associé a une diminution de
risque de cancer du sein [123] ou non associé [143]. Dans notre étude, le génotype GC rs4588 TT
et I'haplotype Gc2-Gc2 étaient associés a une augmentation de risque de cancer du sein. Des
hypothéses mécanistiques sont en accord avec ces résultats. D’une part, les génotypes GC rs4588
TT et rs7041 AA ont été associés a un moindre statut en vitamine D [82, 85] (voir Partie 1. Il.). Par
ailleurs, la forme Gc2 de la VDBP a une plus faible affinité pour la 25(0OH)D [270], ce qui pourrait
avoir un impact sur I’endocytose active du complexe VDBP-25(0OH)D dans les cellules mammaires
[33] et ainsi pourrait conduire a une réduction du signal de la 1,25(0OH),D. La forme Gc2 de la VDBP
serait également associée a une diminution de la production et/ou de I'activité du VDBP
macrophage activating factor qui présente des propriétés anti-tumorales [27, 124, 125, 271, 272].

L'absence d’association au global entre le polymorphisme VDR Bsml et le risque de cancer du sein
est cohérente avec les résultats de récentes méta-analyses [139, 140] mais pourrait également
étre en partie expliquée par des interactions avec le statut en vitamine D et la consommation
d’alcool, comme observées dans notre étude. Certaines études ont suggéré que I'alléle VDR Bsml
B pourrait étre associé a une expression accrue de '’ARNm du VDR par rapport a 'allele b [120].
Ceci pourrait donc résulter en une augmentation du signal de la 1,25(0OH),D et ainsi a une
réduction de risque de cancer du sein, en particulier dans certains groupes « a risque » (en lien
avec nos résultats montrant une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes avec une
consommation d’alcool > médiane), a condition d’une présence suffisante du précurseur de la
1,25(0OH),D (en lien avec nos résultats montrant une diminution de risque de cancer du sein chez
les femmes avec une concentration plasmatique en 25(OH)D > médiane).
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Dans cette étude prospective, des interactions avec I'I[MC et la consommation d’alcool ont été
observées dans les analyses portant sur I’association entre le statut en vitamine D et le risque de
cancer du sein et également dans les analyses génétiques.

Nos résultats ont montré qu’un statut plus élevé en vitamine D était associé a une diminution de
risque de cancer du sein chez les femmes minces alors qu’il était associé a une augmentation de
risque chez les femmes avec un IMC plus élevé. Un statut en vitamine D plus élevé était également
associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes avec des consommations
d’alcool modérées a élevées, alors qu’aucune association n’était observée chez celles avec de
faibles consommations d’alcool. Ces effets modificateurs pourraient contribuer a expliquer les
contrastes observés dans les précédents résultats épidémiologiques.
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[I. Vitamine D et risque de cancer de la prostate

Deschasaux M, Souberbielle JC, Latino-Martel P, Sutton A, Charnaux N, Druesne-Pecollo N, Galan
P, Hercberg S, Le Clerc S, Kesse-Guyot E, Ezzedine K, Touvier M. A prospective study of plasma 25-
hydroxyvitamin D concentration and prostate cancer risk. Br J Nutr. 2016 Jan 28;115(2):305-14.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 6.

A) Population d’étude

Dans la cohorte SU.VI.MAX, 184 cas de cancer de la prostate ont été diagnostiqués au cours du
suivi (1994-2007) et ont été appariés a 384 témoins. Dans cette étude, un appariement
supplémentaire a été réalisé sur I'lMC (<25/ >25kg/m?). Ainsi, 'analyse a été conduite sur 129 cas
de cancers de la prostate et 167 témoins appariés. L’age moyen au diagnostic était de 63,0 ans et
la durée moyenne entre 'inclusion et le diagnostic était de 8,3 ans. 43,2% des cas présentaient un
score de Gleason 27, indiquant une forme plus agressive de cancer de la prostate.

B) Analyses statistiques

Les associations entre le risque de cancer de la prostate et les concentrations plasmatiques en
25(OH)D et PTH, les apports alimentaires en calcium et vitamine D et les 10 SNPs sélectionnés ont
été étudiées a I'aide de modeles de régression logistique conditionnelle multivariés. Ces modéles
étaient ajustés sur différents facteurs de confusion potentiels : (1) facteurs liés a I'étude — groupe
d’intervention de I'essai SU.VI.MAX et saison de prélevement (périodes de 2 mois) ; (2) facteurs de
risque de cancer — caractéristiques sociodémographiques (age a l'inclusion (continu) et niveau
d’étude), facteurs liés au mode de vie (activité physique, consommation d’alcool et statut
tabagique), caractéristiques anthropométriques (taille et IMC), facteurs reflétant une plus forte
sensibilité au risque de cancer de la prostate (antécédents familiaux de cancer de la prostate et
concentration sérique en prostate-specific antigen (PSA) a l'inclusion). Les modéles portant sur les
SNPs étaient également ajustés sur la concentration plasmatique en 25(0OH)D.

Des ajustements supplémentaires ont été testés sur I'apport énergétique sans alcool (continu,
kcal/jour) et certains facteurs nutritionnels pour lesquels une association avec le risque de cancer
de la prostate a été rapportée [158] (i.e. apports alimentaires en calcium (continu, mg/jour) et
produits laitiers (continu, g/jour), concentrations plasmatiques en sélénium (continu, umol/l) et a-
tocophérol (continu, pmol/l)). Enfin, un ajustement mutuel sur les concentrations en 25(0OH)D et
PTH a été réalisé.

Pour tous les modeles incluant des données alimentaires, seuls les participants ayant fourni au
moins 3 enregistrements de 24h valides au cours des 2 premiéres années de suivi étaient inclus
(96 cas/123 témoins). Pour les analyses portant sur leur association avec le risque de cancer de la
prostate, les apports alimentaires en vitamine D et calcium ont été ajustés sur |'apport
énergétique en utilisant la méthode des résidus [273].

La concentration plasmatique en 25(0OH)D a été codée comme une variable continue, en quartiles
et selon le seuil d’insuffisance (<20ng/ml). La concentration plasmatique en PTH a été codée
comme une variable continue et en quartiles. Les SNPs ont été étudiés selon 3 modalités :
codominant, dominant et récessif.
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Par ailleurs, considérant les relations existant entre la vitamine D, la PTH et le calcium [29, 32,
274], des interactions deux a deux ont été testées entre d’une part la concentration plasmatique
en 25(0OH)D, la concentration plasmatique en PTH et I'apport alimentaire en calcium et d’autre
part entre les 10 SNPs sélectionnés et la concentration plasmatique en 25(0OH)D.

C) Résultats

La Tableau 31 regroupe I'ensemble des caractéristiques des cas et des témoins. Comparés aux
témoins, les cas de cancers de la prostate étaient plus susceptibles de présenter un plus faible
statut en vitamine D et d’étre plus éduqués. Une carence en vitamine D (<10ng/ml) était observée
chez 14% des cas et 13,8% des témoins et une insuffisance en vitamine D (<20ng/ml) était
observée chez 62,8% des cas et 54,5% des témoins, sans différence significative entre cas et
témoins. Une fluctuation saisonniere du statut en vitamine D était observée chez les témoins avec
une diminution du statut entre Octobre et Mars et une augmentation du statut en Avril-Mai.

Tableau 31 Caractéristiques a l'inclusion des cas de cancer de la prostate et de leurs témoins,
cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

Cas de cancer de la

Prostate TfITlo 6"; s
(N=129) (N=167)
N % Moy SD N % Moy SD pt
Age (années) 54,7 4,7 54,6 4,5 0,9
Indice de Masse Corporelle (IMC, kg/m?) 25,8 3,2 25,6 3,1 0,6
0,9

<25 55 42,6 70 41,9

>25 74 57,4 97 58,1
Taille (cm) 173,5 6,6 172,8 6,7 0,4
Groupe d’intervention de I’essai SU.VI.MAX 0,9

Antioxydants 55 42,6 72 43,1

Placebo 74 57,4 95 56,9
Statut tabagique 0,8

Non-fumeurs 54 41,9 65 38,9

Ex-fumeurs 59 45,7 78 46,7

Fumeurs 16 12,4 24 14,4
Activité physique 0,7

Irréguliere 28 21,7 36 21,6

<1h/jour d’équivalent marche 37 28,7 41 24,6

>1h/jour d’équivalent marche 64 49,6 90 53,9
Niveau d’étude 0,03

Primaire 26 20,2 56 33,5

Secondaire 44 34,1 54 32,3

Supérieur 59 45,7 57 34,1
Concentration en Prostate Specific Antigen (PSA, ug/l) 3,4 3,6 1,3 1,3 <,0001

PSA >3ug/I 42 32,6 14 8,4 <,0001
Antécédents familiaux de cancer de la prostate (oui)> 14 10,9 9 54 0,1
Score de Gleason >7° 60 49,2
Consommation d’alcool (g/jour) 28,5 21,4 28,5 23,6 0,98
Apports énergétiques (sans alcool, keal/jour)* 2187,2 608,4 2293,9 480,0 0,1
Apports alimentaires en calcium (mg/jour)4 1002,7 394,0 1052,8 331,2 0,3
Apports alimentaires en vitamine D (ug/jour)4 2,9 2,0 3,2 2,1 0,3
Période de prélevement 0,2

Octobre-Novembre 10 7,8 26 15,6

Décembre-Janvier 38 29,5 47 28,1

Février-Mars 62 48,1 69 41,3

Avril-Mai 19 14,7 25 15,0
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Concentration en 25(0OH)D (ng/ml) 18,7 8,9 20,5 9,7 0,1

Octobre-Novembre 22,5 10,8 24,2 8,1
Décembre-Janvier 20,2 10,4 23,5 11,3
Février-Mars 17,9 7,9 17,4 8,4
Avril-Mai 16,5 6,7 19,5 8,6
Concentration en PTH (ng/l) 26,4 7,4 27,3 9,6 0,4
VDR Bsml rs1544410° 0,6
CC (WT) 45 36,3 53 33,8
CT (HT) 62 50,0 75 47,8
TT (MT) 17 13,7 29 18,5
VDR Fokl rs2228570° 0,1
GG (WT) 45 35,4 75 45,7
AG (HT) 64 50,4 62 37,8
AA (MT) 18 14,2 27 16,5
VDR Cdx2 rs11568820° 0,3
CC (WT) 75 60,5 86 54,1
CT (HT) 41 33,1 66 41,5
TT (MT) 8 65 7 44
CYP24A1 rs4809958° 0,7
GG (WT) 84 67,7 110 67,9
GT (HT) 39 31,5 49 30,3
TT (MT) 1 08 3 19
GC rs4588° 0,3
GG (WT) 71 57,3 82 49,7
GT (HT) 43 34,7 63 38,2
TT (MT) 10 81 20 12,1
GCrs7041° 0,2
AA (WT) 19 15,0 39 23,6
AC (HT) 63 49,6 76 46,1
CC (MT) 45 35,4 50 30,3
RXR rs7861779° 0,7
CC (WT) 93 73,8 116 73,9
CT (HT) 31 246 40 25,5
TT (MT) 2 16 1 06
RXR rs12004589° 0,5
GG (WT) 104 81,9 129 78,7
GT (HT) 21 16,5 34 20,7
TT (MT) 2 16 1 06
CaSR rs1801725° 0,4
GG (WT) 91 72,8 114 70,4
GT (HT) 29 232 45 27,8
TT (MT) 5 4,0 3 19
CaSR rs4678174° 0,8
TT (WT) 62 50,8 76 47,2
CT (HT) 52 42,6 72 44,7
CC (MT) 8 66 13 8,1

'p pour la comparaison des caractéristiques entre cas de cancers de la prostate et témoins, obtenus a partir de tests
du ¥? (variables catégorielles) ou de tests de Fisher (analyses de la variance, variables quantitatives).

2 Parmi les proches au premier degré.

*Données disponibles pour 122 cas.

4 Moyenne des apports alimentaires déclarés sur I'ensemble des enregistrements alimentaires de 24h des deux
premiéres années du suivi, données disponibles pour 167 témoins et 122 cas.

>Données manquantes : 15 (rs1544410), 5 (rs2228570), 13 (rs11568820), 10 (rs4809958), 7 (rs4588), 4 (rs7041), 13
(rs7861779), 5 (rs12004589), 9 (rs1801725), 13 (rs4678174).

WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté ; SD, écart-type ; SU.VI.MAX, Supplémentation
en Vitamines et Minéraux Antioxydants.
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La concentration plasmatique en 25(0OH)D était inversement associée au risque de cancer de la
prostate (OR per 1ng/ml=0,96 (0,93-1,00), P-trend=0,04; OR Q4 vs. Q1=0,30 (0,12-0,77), P-
trend=0,007; OR >20 vs. <20ng/ml=0,44 (0,23-0,85), P=0,01, Tableau 32; OR per 30nmol/I=0,64
(0,42-0,97), P-trend=0,04, données non tabulées).

Des résultats similaires ont été observés suite a I'exclusion des cas diagnostiqués au cours des 5
premiéres années de suivi (109 cas/140 témoins, OR per 1ng/ml=0,96 (0,93-1,00), P-trend=0,04 ;
OR Q4 vs. Q1=0,33 (0,12-0,86), P-trend=0,01; OR 220 vs. <20ng/ml=0,45 (0,23-0,89), P=0,02,
données non tabulées).

Aucune interaction n’a été observée entre la concentration en 25(OH)D et le groupe
d’intervention de I'essai SU.VI.MAX (P-interaction>0,1 pour tous les codages).

La concentration plasmatique en PTH n'était pas associée au risque de cancer de la prostate (OR
Q4 vs. Q1=0,66 (0,28-1,55), P-trend=0,4) (Tableau 32). Ce résultat était similaire aprés exclusion
des participants avec une possible concentration anormale en PTH pouvant suggérer une
hyperparathyroidie (i.e. PTH >50,8ng/l pour une 25(OH)D <20ng/ml, PTH >45,5ng/l pour une
20ng/ml< 25(0OH)D <30ng/ml et PTH 245.3ng/l pour une 25(0OH)D 230ng/ml, comme présenté
dans la Partie 1. IV.).

Les apports alimentaires en calcium (96 cas/123 témoins, OR Q4 vs. Q1=0,83 (0,20-3,43), P-
trend=0,5, données non tabulées) et en vitamine D (96 cas/123 témoins, OR Q4 vs. Q1=1,05 (0,40-
2,81), P-trend=0,7, données non tabulées) n’étaient pas associés avec le risque de cancer de la
prostate.

Tous les résultats étaient similaires lorsque les résultats étaient ajustés sur les variables liées a
I’alimentation (bien que certains résultats n’étaient qu’a la limite de la significativité étant donnée
la perte de puissance statistique : 96 cas/123 témoins), I'apport alimentaire en calcium et
I’'ajustement mutuel entre concentrations en 25(0OH)D et PTH. Les interactions deux a deux entre
25(0OH)D, PTH et apports alimentaires en calcium n’étaient pas significatives (tous P>0,1, données
non présentées).
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Tableau 32 Associations entre les concentrations plasmatiques en 25(OH)D et PTH et le risque de cancer de la prostate, régression logistique
conditionnelle, cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

Pour une augmentation d’1 unité Quartiles’ Insuffisance
Q1 Q2 Q3 Q4 <20ng/ml  >20ng/ml
OR IC 95% P-trend OR OR IC 95% OR IC 95% OR IC 95% P-trend OR OR IC 95% P
25(OH)D (ng/ml)
cas/témoins 129/167 42/32 31/43 25/49 31/43 81/91 48/76
Modéle 1t 0,96 0,93-1,00 0,04 1,00 0,44 0,19-1,04 0,18 0,07-0,49 0,30 0,12-0,77 0,007 1,00 0,44, 0,23-0,85 0,01
cas/témoins 96/123 27/20 23/35 20/35 26/33 57/66 39/57
Modéle 2t 0,95 0,91-1,00 0,06 1,00 0,35 0,12-1,07 0,13 0,04-0,49 0,25 0,08-0,81 0,02 1,00 0,43 0,19-1,00 0,05
cas/témoins 96/123 27/20 23/35 20/35 26/33 57/66 39/57
Modéle 3t 0,96 0,91-1,01 0,08 1,00 0,33 0,11-1,03 0,12 0,03-0,46 0,28 0,08-0,95 0,03 1,00 0,43 0,18-1,01 0,05
PTH (ng/l)
cas/témoins 129/167 31/43 34/40 34/40 30/44
Modéle 1t 0,97 0,94-1,01 0,1 1,00 0,90 0,40-2,05 095 0,40-2,27 0,66 0,28-1,55 0,4
cas/témoins 96/123 20/35 30/26 27/30 19/32
Modéle 2t 0,96 0,91-1,01 0,09 1,00 1,72 0,60-490 195 0,62-6,18 0,77 0,25-2,36 0,6
cas/témoins 96/123 20/35 30/26 27/30 19/32
Modéle 3t 0,96 0,91-1,01 0,1 1,00 1,63 0,56-4,77 2,25 0,67-759 0,81 0,25-2,62 0,8

"Modele 1: seuils pour les quartiles de concentrations plasmatiques en 25(OH)D (ng/ml) et PTH (ng/l) : respectivement, 12,9/18,2/24,7 et 20,9/26,0/30,6.

Les modeles 2 et 3 sont restreints aux hommes ayant fourni au moins 3 enregistrements de 24h valides au cours des deux premiéres années de suivi (96 cas/123 témoins). Les seuils
pour les quartiles de concentrations plasmatiques en 25(OH)D (ng/ml) et PTH (ng/l) deviennent donc respectivement 13,7/18,5/25,2 et 20,9/25,9/30,2.

’Le modele 1 était ajusté sur I'dge a l'inclusion [continu, facteur d’appariement], le groupe d’intervention de I'essai SU.VI.MAX [Antioxydants/Placebo, facteur d’appariement], la
période de préléevement [Octobre-Novembre/ Décembre-Janvier/ Février-Mars/ Avril-Mai], le niveau d’éducation [primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique
[irréguliére /<1h/jour d’équivalent marche />1h/jour d’équivalent marche], la consommation d’alcool [g/jour, continu], le statut tabagique [non-fumeurs/ ex-fumeurs/ fumeurs], la
taille [cm, continu], I'IMC [kg/m?, continu, facteur d’appariement], les antécédents familiaux de cancer de la prostate [oui/non] et la concentration sérique en prostate-specific
antigen (PSA) a I'inclusion [<3/23ng/I]

Le modele 2 correspond au modeéle 1 avec un ajustement supplémentaire sur I'apport énergétique (sans alcool) [continu, kcal/jour], les apports alimentaires en calcium [continu,
mg/jour] et en produits laitiers [continu, g/jour], les concentrations plasmatiques en sélénium [continu, umol/I] et en a-tocophérol [continu, umol/I].

Le modéle 3 correspond au modeéle 2 avec un ajustement mutuel sur les concentrations plasmatiques en 25(0OH)D et PTH [continu].

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamine D ; IC, intervalle de confiance ; OR, odds ratio ; PTH, hormone parathyroidienne ; Q, quartile ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux
Antioxydants
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Aucune association n’était observée entre les 10 SNPs étudiés et le risque de cancer de la prostate
dans les modeles codominants (Tableau 33), dominants et récessifs (données non tabulées).
Aucune interaction n’était observée entre la concentration en 25(0OH)D et les 10 SNPs (tous P>0.1,
données non présentées). Puisqu’aucune association n’était détectée entre les 10 SNPs et le
risque de cancer de la prostate avec un seuil de significativité a 5%, aucune association n’est
détectée aprés correction pour tests multiples (Bonferroni) [données non présentées].

Tableau 33 Associations entre 10 polymorphismes de genes impliqués dans le métabolisme de la
vitamine D et le risque de cancer de la prostate, régression logistique conditionnelle?, cohorte
SU.VI.MAX, France (1994-2007)

WT HT MT
OR OR IC 95% OR IC 95% P-trend

VDR Bsml rs1544410
cas/témoins2 42/52 60/73 16/27

1,00 1,13 0,57-222 081 034-1,92 0,8
VDR Fokl rs2228570
cas/témoins’ 43/74  64/61 18/26

1,00 1,86 0,98-3,52 1,06 0,46-2,48 0,5
VDR Cdx2 rs11568820
cas/témoins’ 72/83  38/62 8/7

1,00 0,52 0,27-1,01 061 0,17-220 0,1
CYP24A1 rs4809958
cas/témoins’ 82/106  39/46 1/3

1,00 0,79 0,40-1,57 0,25 0,02-3,56 0,3

GCrs4588
cas/témoins2 70/79  42/59 10/20

1,00 0,90 0,47-1,70 0,69 0,24-196 0,5
GCrs7041
cas/témoins’ 19/38  61/75 45/49

1,00 1,34 0,54-3,33 1,39 0,60-326 0,5
RXR rs7861779
cas/témoins’ 87/114 30/38 2/1

1,00 1,19 0,59-2,41 4,49 0,21-950 0,5
RXR rs12004589
cas/témoins’ 102/128 21/32 2/1

1,00 0,71 0,34-1,52 2,76 0,14-52,9 0,6
CaSR rs1801725
cas/témoins’ 86/111 29/43 5/3

1,00 0,72 0,35-1,46 2,47 0,36-168 0,9
CaSR rs4678174
cas/témoins’ 60/72  49/67 7/12

1,00 0,74 0,440-1,39 0,37 0,09-1,43 0,1

! Ajusté sur la concentration plasmatique en 25(OH)D [continu, ng/ml], 'dge a linclusion [continu, facteur
d’appariement], le groupe d’intervention de I'essai SU.VI.MAX [Antioxydants/Placebo, facteur d’appariement], le
niveau d’éducation [primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique [irréguliére /<1h/jour d’équivalent
marche /21h/jour d’équivalent marche], la consommation d’alcool [g/jour, continu], le statut tabagique [non-
fumeurs/ ex-fumeurs/ fumeurs], la taille [cm, continu], I'IMC [kg/m?, continu, facteur d’appariement], les antécédents
familiaux de cancer de la prostate [oui/non] et la concentration sérique en prostate-specific antigen (PSA) a I'inclusion
[<3/=3ng/I].

>Données manquantes : 15 (rs1544410), 5 (rs2228570), 13 (rs11568820), 10 (rs4809958), 7 (rs4588), 4 (rs7041), 13
(rs7861779), 5 (rs12004589), 9 (rs1801725), 13 (rs4678174). Du fait du modele de régression logistique conditionnelle
(analyses appariées), les cas sans témoins et les témoins sans cas ont été supprimés des analyses.

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamine D; IC, intervalle de confiance; OR, odds ratio; WT, homozygote sauvage; HT,
hétérozygote ; MT, homozygote muté ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants
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D) Discussion et mise en regard de la littérature

Dans cette étude prospective, la concentration plasmatique en 25(OH)D était inversement
associée au risque de cancer de la prostate. Aucune association n’a été détectée pour la
concentration plasmatique en PTH ou les SNPs étudiés.

Nous avons observé une association inverse entre concentration en 25(OH)D et risque de cancer
de la prostate. Récemment, une méta-analyse de type « élevé vs faible » par Xu et al. [275] (OR
élevé vs. faible=1,17 (1,05-1,30)) et une méta-analyse de type dose-réponse par le WCRF [158] (RR
per 30mmol/I=1,04 (1,00, 1,07)) ont suggéré une augmentation de risque de cancer de la prostate
associée a une concentration en 25(0OH)D plus élevée. Par ailleurs, dans une précédente étude
menée par Tuohimaa et al. [276], des concentrations en 25(0OH)D a la fois élevées et faibles étaient
associées a une augmentation de risque de cancer de la prostate : une augmentation de risque a
en effet été observée pour une concentration en 25(0OH)D 232ng/ml ou <15,6ng/ml comparé a 16-
23,6ng/ml. Cette « courbe en U » pour I'association entre la concentration en 25(0OH)D et le risque
de cancer de la prostate est également supportée par la non-linéarité observée dans la méta-
analyse dose-réponse du WCRF [158].

Dans notre étude, [I'amplitude des concentrations en 25(OH)D observée (95éme
percentile=36,3ng/ml) pourrait étre positionnée dans la partie gauche de cette « courbe en U », ce
qui pourrait expliquer pourquoi une diminution de risque a été observée pour des concentrations
en 25(0OH)D >20ng/ml ou >18,2ng/ml (médiane) comparées a des concentrations respectivement
<20ng/ml (insuffisance) ou <12,9ng/ml (quartile 1). Ces résultats sont cohérents avec une étude
précédente menée par Kristal et al. [277] ayant observé une diminution de risque de cancer de la
prostate associée a des concentrations en 25(0OH)D entre 23,3 et 29,2ng/ml (3éme quartile)
comparées a des concentrations <17,7ng/ml (ler quartile). Au contraire, certaines études ayant
observé une augmentation de risque pourraient faire intervenir des concentrations en 25(0OH)D
qui se situeraient dans la partie droite de la courbe. Par exemple, Brandstedt et al. [166] ont
observé une augmentation de risque pour des concentrations en 25(0OH)D >34ng/ml comparées a
des concentrations <27,2ng/ml, et Meyer et al. [278] ont observé une augmentation de risque
pour des concentrations en 25(0H)D >28ng/ml comparées a des concentrations situées entre
20ng/ml et 28ng/ml. Enfin, d’autres études n’ayant observé aucune association pourraient
impliquer des concentrations situées au milieu de la courbe (comme I'étude par Skaaby et al.
[279]). Toutefois, ce point reste a éclaircir puisque certaines études menées dans des populations
présentant des concentrations élevées en 25(0OH)D n’ont également observé aucune association
[280, 281] et d’autres ont observé une augmentation de risque avec des concentrations
relativement basses [282]. Ainsi, il serait nécessaire de réaliser d’autres études prenant en compte
la distribution des concentrations en 25(0OH)D dans la population étudiée et la position de cette
distribution sur la potentielle « courbe en U ». De plus, de larges fluctuations saisonniéres du
statut en vitamine D pourrait également contribuer a expliquer I'association directe avec le risque
de cancer de la prostate observée dans certaines études [264], ce qui ajoute un degré de
complexité supplémentaire dans I'étude de cette association. Dans la cohorte SU.VI.MAX (voir la
Partie 1. Il. et Tableau 31), les fluctuations saisonniéres du statut en vitamine D étaient modérées
avec les plus faibles statuts en vitamine D observés en fin d’hiver/début de printemps (jours plus
courts), ce qui a déja été observé précédemment en France [68] et dans d’autres pays comme les
USA [5, 77, 228].

Le rble potentiellement protecteur de la vitamine D vis-a-vis du risque de cancer de la prostate
observé dans notre étude est supporté par des hypotheses mécanistiques. En effet, les cellules de
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la prostate peuvent exprimer I’'enzyme de conversion de la 25(OH)D en 1,25(0OH),D et le récepteur
a la vitamine D [155] permettant ainsi a la vitamine D d’exercer son possible réle dans la
régulation cellulaire (pro-différenciation, pro-apoptose, anti-prolifération, contréle de Ia
croissance cellulaire) [118, 156, 157].

Jusqu’a présent, de potentielles différences d’effet de la vitamine D en fonction du stade et grade
du cancer de la prostate restent incertaines. La méta-analyse du WCRF [158] n’a en effet montré
aucune différence entre les cancers de la prostate de type avancé/haut grade et non-avancé/faible
grade (résultats non significatifs pour les deux types) et une étude récente menée par Kristal et al.
[277] a montré une diminution de risque de cancer de la prostate peu importe le score de
Gleason.

Le fait qu’aucune association n’ait été observée entre les 10 SNPs étudiés dans notre étude et le
risque de cancer de la prostate ne semble pas, a premiére vue, corroborer le role potentiellement
protecteur de la vitamine D dans la carcinogenése prostatique suggéré par nos résultats sur la
concentration en 25(0OH)D. Cependant, dans cette étude, la puissance statistique était limitée dans
les analyses génétiques, en particulier pour les génotypes « homozygote muté ». Ceci pourrait
donc expliquer I'absence d’association. De maniére cohérente, plusieurs méta-analyses [159-161]
et une étude prospective récente [162] n’ont observé aucune association entre les
polymorphismes VDR Bsml, Fokl et Cdx2 et le risque de cancer de la prostate. Une autre étude
(non incluse dans les méta-analyses) a observé une augmentation de risque de cancer de la
prostate associée au génotype VDR Bsml GG chez les hommes appartenant au premier tertile de
concentration plasmatique en 25(0OH)D [127]. Les études épidémiologiques s’étant intéressées a
d’autres polymorphismes génétiques sont plus rares. Une étude [162] a observé une
augmentation de risque de cancer de la prostate associée aux alleles GC rs4588 T et GC rs7041 A.
Dans la cohorte SU.VI.MAX (voir Partie 1. 1l.), ces alleles étaient associés a un plus faible statut en
vitamine D. Une autre étude [164] a observé une diminution de risque de cancer de la prostate
fatal associée au polymorphisme CaSR rs1801725 chez les hommes présentant une faible
concentration en 25(OH)D. A notre connaissance, aucune étude n’a investigué les autres SNPs
sélectionnés dans notre étude (CYP24A1 rs4809958, RXR rs7861779 et rs12004589, et CaSR
rs4678174) en lien avec le risque de cancer de la prostate. Par ailleurs, d’autres SNPs de genes
impliqués dans le métabolisme de la vitamine D que ceux étudiés ici pourraient également étre
impliqués dans la carcinogeneése de la prostate, comme observé dans I'étude menée par Mondul
et al. [163] et méritent de plus amples recherches.

La concentration plasmatique en PTH n’était pas associée au risque de cancer de la prostate dans
notre étude. A notre connaissance, notre étude était seulement la deuxieme a investiguer cette
association, la premiere étude n’ayant observé aucune association [166]. Dans la Partie 1. IV., nous
avons observé une corrélation inverse entre les concentrations en 25(0OH)D et PTH avec une valeur
seuil pour la PTH lorsque la concentration en vitamine D était autour de 30ng/ml. Ainsi, on peut
s’attendre a une diminution de la concentration en PTH lorsque la concentration en 25(0OH)D
augmente. Les données mécanistiques sont incertaines quant au réle potentiel de la PTH dans la
carcinogeneése de la prostate. Alors que certaines données suggerent un role pro-carcinogene de la
PTH [283-285] (activité potentiellement mitogene dans des lésions paranéoplasiques), d’autres
suggerent au contraire un réle potentiellement protecteur. En effet, une concentration élevée en
PTH pourrait diminuer la sécrétion d’hormones de croissance, diminuant ainsi la concentration
circulante en insulin-like growth factor-1 (IGF-1) [286, 287] ; I'IGF-1 étant considéré comme un
facteur de risque potentiel pour le cancer de la prostate [288, 289]. Ainsi, de plus amples études
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sont nécessaires pour investiguer la relation entre la concentration en PTH et le risque de cancer
de la prostate.

Dans cette étude prospective, I'association entre la vitamine D et le risque de cancer de la prostate
a été étudiée a travers la concentration plasmatique en 25(OH)D et différents polymorphismes de
genes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D.

Nos résultats montrent que, pour des concentrations en 25(OH)D faibles a modérées telles
gu’observées dans la cohorte SU.VI.MAX, le risque de cancer de la prostate était inversement
associé avec le statut en vitamine D.
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[II. Vitamine D et risque de cancers liés au tabac

Deschasaux M, Souberbielle JC, Latino-Martel P, Sutton A, Charnaux N, Druesne-Pecollo N, Galan
P, Hercberg S, Le Clerc S, Kesse-Guyot E, Ezzedine K, Touvier M. Prospective associations between
vitamin D status, vitamin D-related gene polymorphisms, and risk of tobacco-related cancers. AmJ
Clin Nutr. 2015 Nov; 102(5):1207-15.

L'article issu de ces résultats est présenté en Annexe 7.

A) Population d’étude

Dans cette étude, nous avons défini les cancers liés au tabac comme I'ensemble des localisations
de cancer pour lesquelles une association avec le tabagisme a été établie avec un niveau de
preuve suffisant selon le CIRC/IARC [168]. Dans la cohorte SU.VI.MAX, 209 cas de cancers liés au
tabac ont ainsi été diagnostiqués au cours du suivi (1994-2007), en prenant en compte les
localisations suivantes : poumon (N=32), cavité orale (N=9), pharynx (N=2), larynx (N=6),
cesophage (N=9), pancréas (N=14), vessie (N=12), uretere (N=1), rein (N=15), sinus nasaux (N=2),
estomac (N=4), foie (N=4), col de I'utérus (N=24), ovaire (N=15), leucémie myéloide (N=4), colon-
rectum (N=52) et anus (N=4). Ces cas ont été appariés a 418 témoins. L’age moyen au diagnostic
était de 57,7 ans et le temps moyen entre I'inclusion et le diagnostic était de 6,3 ans.

B) Analyses statistiques

Les associations entre la concentration plasmatique en 25(OH)D, les apports alimentaires en
vitamine D, les 10 SNPs sélectionnés et le risque de cancers liés au tabac ont été étudiées a I'aide
de modeéles de régression logistique conditionnelle multivariés. Tous les modeéles étaient
conditionnels sauf les modeéles utilisés pour les analyses stratifiées et les analyses génétiques.

Les participants étaient appariés sur le sexe, I'age a l'inclusion, le groupe d’intervention de I'essai
SU.VI.MAX, la saison de préléevement, le statut ménopausique (femmes), et I'utilisation de THM
(femmes). Les modeles étaient en sus ajustés sur les niveaux d’éducation et d’activité physique, la
consommation d’alcool, le tabagisme, la taille, I'|MC et les antécédents familiaux de cancer. Les
modeles utilisés dans les analyses SNPs étaient également ajustés sur la concentration
plasmatique en 25(0OH)D.

Des ajustements supplémentaires ont été testés sur les apports énergétiques (sans alcool) ou sur
la catégorie socioprofessionnelle.

Pour tous les modeles incluant des données alimentaires, seuls les participants ayant fourni au
moins 3 enregistrements de 24h valides au cours des deux premiéres années étaient inclus.

La concentration plasmatique en 25(OH)D a été codée en utilisant le seuil de « statut optimal »
(30ng/ml). Les sujets ont été classés en 5 catégories selon leur statut tabagique a l'inclusion : non-
fumeurs, ex-fumeurs avec une consommation passée <10 ou >10 cigarettes par jour, fumeurs avec
une consommation <10 ou >10 cigarettes par jour. Les SNPs ont été étudiés selon 3 modalités :
codominant, dominant et récessif.

Une variable combinant statut tabagique (non-fumeurs / (ex-)fumeurs) et statut en vitamine D
(<30 / 230ng/ml) a également été construite. Un test de tendance linéaire sur les 4 catégories a
alors été réalisé en utilisant la valeur ordinale de cette variable combinée : (1) 250HD <30ng/ml et
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(ex-)fumeurs, (2) 250HD >30ng/ml et (ex-)fumeurs, (3) 250HD <30ng/ml et non-fumeurs, (4)
250HD 230ng/ml et non-fumeurs.

Des interactions deux a deux ont été testées entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D, les
10 SNPs et le statut tabagique. Les analyses stratifiées correspondantes ont été réalisées.

C) Résultats

La Tableau 34 regroupe les caractéristiques des cas et des témoins. Comparés aux témoins les cas
étaient plus susceptibles de fumer, d’étre obeéses, d’avoir des apports alimentaires moindres en
vitamine D et de posséder l'alléle T (génotypes CT et TT) du polymorphisme RXR rs7861779.

Tableau 34 Caractéristiques a inclusion des cas de cancers liés au tabac et de leurs témoins?,
cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

Cas de cancers liés au

tabac Témoins
(N=209) (N=418)
N % Moy + SD N % Moy * SD 3
Age (années) 51,416,2 51,2+6,4 0,6
Sexe 1
Hommes 106 50,7 212 50,7
Femmes 103 49,3 206 49,3
Indice de Masse Corporelle (IMC, kg/m?) 24,7+4,2 24,2+3,4 0,09
Distribution de I'lMC 0,02
<18,5kg/m? (sous-poids) 8 3,8 8 1,9
>18.5 - <25kg/m? (poids normal) 113 54,1 257 61,5
>25 - <30kg/m? (surpoids) 64 30,6 130 311
>30kg/m? (obésité) 24 11,5 23 5,5
Taille (cm) 167,9+8,0 167,4+8,4 0,5
Groupe d’intervention de I’essai SU.VI.MAX 1
Antioxydants 105 50,2 210 50,2
Placebo 104 49,8 208 49,8
Statut tabagique <,0001
Non-fumeurs 73 34,9 193 46,2
Ex-fumeurs (<10 cigarettes/jour) 29 13,9 61 14,6
Ex-fumeurs (>10 cigarettes/jour) 54 25,8 114 27,3
Fumeurs (<10 cigarettes/jour) 15 7,2 31 7,4
Fumeurs (>10 cigarettes/jour) 38 18,2 19 45
Activité physique 0,5
Irréguliere 45 21,5 108 25,8
<1h/jour d’équivalent marche 67 32,1 121 29,0
>1h/jour d’équivalent marche 97 46,4 189 45,2
Niveau d’étude 0,3
Primaire 39 18,7 91 21,8
Secondaire 90 43,1 152 36,3
Supérieur 80 38,3 175 41,9
Antécédents familiaux de cancer (oui)2 75 35,9 155 37,1 0,8
Consommation d’alcool (g/jour) 22,6+25,0 19,5+20,5 0,09
Apports énergétiques (sans alcool, kcal/jour)? 1919,54553,3 2019,1+562,7 0,05
Apports alimentaires en vitamine D (ug/jour)3 2,611,7 3,1+2,3 0,03
Concentration plasmatique en 25(0OH)D (ng/ml) 20,4+10,5 21,0+11,3 0,5
Période de prélevement 0,8
Octobre-Novembre 40 19,1 79 18,9
Décembre-Janvier 59 28,2 134 321
Février-Mars 84 40,2 156 37,3
Avril-Mai 26 12,5 49 11,7
VDR Bsml rs1544410* 0,2
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CC(WT) 69 36,3 150 38,2

CT (HT) 96 50,5 171 43,5
TT (MT) 25 13,2 72 18,3

VDR Fokl rs2228570* 0,08
GG (WT) 69 32,5 168 40,9
AG (HT) 98 50,5 193 46,9
AA (MT) 33 17,0 50 12,2

VDR Cdx2 rs11568820" 0,2
CC (WT) 108 55,1 221 54,8
CT (HT) 83 42,3 159 39,5
TT (MT) 5 26 23 57

CYP24A1 rs4809958" 0,8
GG (WT) 132 69,8 285 70,7
GT (HT) 51 27,0 109 27,1
TT (MT) 6 3,2 9 22

GCrs4588" 0,5
GG (WT) 100 50,2 198 49,0
GT (HT) 77 38,7 171 42,3
TT (MT) 22 11,1 35 87

GCrs7041" 0,5
AA (WT) 42 21,2 72 17,5
AC (HT) 92 46,5 208 50,5
CC (MT) 64 32,3 132 32,0

RXR rs7861779" 0,04
CC (WT) 136 68,3 307 77,7
CT (HT) 58 29,2 82 20,8
TT (MT) 5 25 6 1,5

RXR rs12004589" 0,6
GG (WT) 149 76,4 317 78,7
GT (HT) 45 23,1 82 20,3
TT (MT) 1 05 4 1,0

CASR rs1801725" 0,8
GG (WT) 140 70,7 292 71,4
GT (HT) 53 26,8 103 25,2
TT (MT) 5 25 14 3,4

CASR rs4678174" 0,3
TT (WT) 98 51,3 184 46,4
CT (HT) 81 42,4 174 43,8
CC (MT) 12 63 39 9,8

! Cancers liés au tabac: poumon, cavité orale, pharynx, larynx, cesophage, pancréas, vessie, uretére, rein, sinus
nasaux, estomac, foie, col de I'utérus, ovaire, leucémie myéloide, colon-rectum et anus

2 Parmi les proches au premier degré.

3 Moyenne des apports alimentaires déclarés sur I'ensemble des enregistrements alimentaires de 24h des deux
premiéres années du suivi, données disponibles pour 418 témoins et 168 cas.

* Données manquantes : 44 (rs1544410), 22 (rs2228570), 28 (rs11568820), 35 (rs4809958), 24 (rs4588), 17 (rs7041),
33 (rs7861779), 29 (rs12004589), 20 (rs1801725), 39 (rs4678174).

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamine D ; WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté ; SD, écart-
type ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants.

Une concentration plasmatique en 25(0OH)D >30ng/ml était associée a une diminution de risque de
cancers liés au tabac (Tableau 35, OR 230 vs. <30ng/ml=0,59 (0,35-0,99), P=0,046). Cette
association était observée chez les fumeurs (ex ou actuels) (OR =30 vs. <30ng/ml=0,43 (0,23-0,84),
P=0,01) mais pas chez les non-fumeurs (OR =30 vs. <30ng/ml=1,01 (0,50-2,42), P=0,8). Toutefois,
le P du test d’interaction entre le statut en vitamine D et le tabagisme n’était pas significatif (P-
interaction=0,2).
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Tableau 35 Associations entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D et le risque de cancers
liés au tabac au global et en fonction du statut tabagique®, régression logistique®, cohorte
SU.VI.MAX, France (1994-2007)

<30ng/ml  >30ng/ml

25(0H)D OR OR IC 95% P
Global
cas/témoins 182/335 27/83
1,00 0,59 0,35-0,99 0,046

Non-fumeurs’
cas/témoins 62/163 11/30

1,00 1,10 0,50-2,42 0,8
Fumeurs®
cas/témoins 120/172 16/53

1,00 0,43 0,23-0,84 0,01

! Cancers liés au tabac : poumon, cavité orale, pharynx, larynx, cesophage, pancréas, vessie, uretere, rein, sinus
nasaux, estomac, foie, col de I'utérus, ovaire, leucémie myéloide, colon-rectum et anus.

? Les participants étaient appariés sur le sexe, I'dge a l'inclusion [<40/40-44/45-49/50-54/55-65 ans], le groupe
d’intervention de l'essai SU.VI.MAX [Antioxydants/Placebo], la période de prélévement [Octobre-Novembre/
Décembre-Janvier/ Février-Mars/ Avril-Mai], la prise de THM a l'inclusion [oui/non], le statut ménopausique a
I'inclusion [non ménopausée/ménopausée]. Les modeles de régression logistique étaient également ajustés sur le
niveau d’éducation [primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique [irréguliere /<1h/jour d’équivalent
marche />1h/jour d’équivalent marche], la consommation d’alcool [g/jour, continu], le statut tabagique [non-fumeurs
/ex-fumeurs <10 cigarettes par jour /ex-fumeurs >10 cigarettes par jour /fumeurs <10 cigarettes par jour /fumeurs
>10 cigarettes par jour], la taille [cm, continu], I'IMC [kg/m?, continu] et les antécédents familiaux de cancer [oui/non].
® P du test d’interaction entre la concentration plasmatique en 25(0OH)D (< /230ng/ml) et le statut tabagique (non-
fumeurs/fumeurs [actuels et anciens fumeurs])=0,2.

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamine D; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants; THM,
traitement hormonal de la ménopause.

Les résultats étaient similaires apres exclusion des cas de cancers colorectaux (N=52),
représentant 24,9% des cas de cancers liés au tabac dans cette étude, bien que la P-value
n’atteignait pas le seuil de significativité du fait de la perte de puissance statistique (tous, OR =30
vs. <30ng/ml=0,56 (0,30-1,05), P=0,07; (ex-)fumeurs, OR =30 vs. <30ng/ml=0,48 (0,23-1,00),
P=0,05 ; non-fumeurs, P=0,6 ; données non tabulées).

Les résultats étaient également similaires lorsque les modeles étaient ajustés sur l'apport
énergétique ou sur la catégorie socioprofessionnelle [données non présentées].

En utilisant la variable combinant statut tabagique et statut en vitamine D, nous avons observé
que, comparés aux fumeurs avec une concentration en 25(0OH)D <30ng/ml (référence), le risque le
plus faible de cancers liés au tabac étaient observés chez les non-fumeurs avec une concentration
en 25(0OH)D 230ng/ml (OR=0,13 (0,05-0,35)), avec un P de tendance de 0,046 sur les 4 catégories.
Ce résultat était similaire aprés exclusion des cas de cancers colorectaux (OR=0,09 (0,03-0,29), P-
trend=0,07).

Les associations entre les 10 SNPs et le risque de cancers liés au tabac sont présentés dans la
Tableau 36. Le génotype VDR Fokl AA (OR MT vs. WT=1,87 (1,08-3,23), P-trend=0,02) ainsi que le
génotype RXR rs7861779 TT (OR HT+MT vs. WT=1,60 (1,07-2,38), P=0,02) étaient associés a une
augmentation de risque de cancers liés au tabac. Aucune association n’était observée avec les
autres SNPs étudiés. Des résultats similaires ont été observés aprés exclusion des cas de cancers
colorectaux (VDR Fokl, OR MT vs. WT=1,99 (1,04-3,83), P-trend=0,02 ; RXR rs7861779, OR HT+MT
vs. WT=1,64 (1,02-2,64), P=0,04). Aucune interaction n’a été détectée entre les SNPs et le statut
en vitamine D ou le statut tabagique.
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Tableau 36 Associations entre 10 polymorphismes de génes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D et le

régression logistique?, cohorte SU.VI.MAX, France (1994-2007)

risque de cancers liés au tabac?,

Codominant Dominant Récessif
SNPs WT HT MT WT HT+MT WT+HT MT

OR OR 1C95% OR 1C95% P-trend OR OR 1C95% P OR OR 1C95% P
VDR Bsml rs1544410
cas/témoins3 69/150 96/171 25/72 69/150 121/243 165/321 25/72

1,00 1,15 0,77-1,70 0,73 0,42-1,27 0,5 1,00 1,02 0,71-1,49 0,9 1,00 0,67 0,40-1,12 0,1
VDR Fokl rs2228570
cas/témoins3 63/168 98/193 33/50 63/168 131/243 161/361 33/50

1,00 1,42 0,96-2,10 1,87 1,08-3,23 0,02 1,00 1,51 1,04-2,19 0,03 1,00 1,53 0,93-2,51 0,09
VDR Cdx2 rs11568820
cas/témoins’ 108/221 83/159 5/23 108/221 88/182 191/380 5/23

1,00 1,04 0,72-1,50 0,46 0,16-1,28 0,5 1,00 0,97 0,68-1,38 0,9 1,00 0,45 0,16-1,24 0,1
CYP24A1 rs4809958
cas/témoins’ 132/285 51/109 6/9 132/285 57/118 183/394 6/9

1,00 1,01 0,67-1,52 1,33 0,44-4,00 0,8 1,00 1,03 0,70-1,53 0,9 1,00 1,33 0,45-3,97 0,6
GCrs4588
cas/témoins’ 100/198 77/171 22/35 100/198 99/206 177/369 22/35

1,00 0,84 0,57-1,22 1,17 0,63-2,16 0,9 1,00 0,89 0,63-1,27 0,5 1,00 1,27 0,71-2,29 0,4
GCrs7041
cas/témoins3 42/72 92/208 64/132 42/72 156/340 134/280 64/132

1,00 0,80 0,50-1,28 0,91 0,55-1,51 0,8 1,00 0,84 0,54-1,31 0,4 1,00 1,07 0,73-1,56 0,7
RXR rs7861779
cas/témoins3 136/307 58/82 5/6 136/307 63/88 194/389 5/6

1,00 1,60 1,06-2,41 1,61 0,45-5,76 0,03 1,00 1,60 1,07-2,38 0,02 1,00 1,43 0,40-5,08 0,6
RXR rs12004589
cas/témoins3 149/317 45/82 1/4 149/317 46/86 194/399 1/4

1,00 1,22 0,80-1,86 0,52 0,06-4,84 0,5 1,00 1,18 0,78-1,80 0,4 1,00 0,49 0,05-4,61 0,5
CASR rs1801725
cas/témoins3 140/292 53/103 5/14 140/292 58/117 193/395 5/14

1,00 1,07 0,72-1,60 0,85 0,29-2,50 0,9 1,00 1,05 0,71-1,55 0,8 1,00 0,83 0,29-2,43 0,7
CASR rs4678174
cas/témoins3 98/184 81/174 12/39 98/184 93/213 179/358 12/39

1,00 0,91 0,62-1,32 0,56 0,27-1,21 0,2 1,00 0,84 0,59-1,21 0,3 1,00 0,59 0,29-1,17 0,1

1 .z P , . N . . . , . , . sy e
Cancers liés au tabac : poumon, cavité orale, pharynx, larynx, cesophage, pancréas, vessie, uretéere, rein, sinus nasaux, estomac, foie, col de I'utérus, ovaire, leucémie myéloide,

colon-rectum et anus.

? Les participants étaient appariés sur le sexe, 'age a I'inclusion, le groupe d’intervention de I'essai SU.VI.MAX, la période de prélévement, la prise de THM 2 I'inclusion, le statut
ménopausique a I'inclusion. Les modeles de régression logistique étaient également ajustés sur la concentration plasmatique en 25(0OH)D, le niveau d’éducation
[primaire/secondaire/supérieur], la pratique d’activité physique [irréguliere /<1h/jour d’équivalent marche />1h/jour d’équivalent marche], la consommation d’alcool [g/jour,
continu], le statut tabagique [non-fumeurs /ex-fumeurs /fumeurs], , la taille [cm, continu], 'IMC [kg/m?, continu] et les antécédents familiaux de cancer [oui/non].

® Données manquantes : 44 (rs1544410), 22 (rs2228570), 28 (rs11568820), 35 (rs4809958), 24 (rs4588), 17 (rs7041), 33 (rs7861779), 29 (rs12004589), 20 (rs1801725), 39 (rs4678174)

25(0H)D, 25-hydroxyvitamine D ; WT, homozygote sauvage ; HT, hétérozygote ; MT, homozygote muté ; SU.VI.MAX, Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants ; THM,

traitement hormonal de la ménopause.

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 126



D) Discussion et mise en regard de la littérature

Dans cette étude cas-témoin nichée, un statut plus élevé en vitamine D (230ng/ml) était
inversement associé au risque de cancers liés au tabac, en particulier chez les fumeurs. Deux
polymorphismes de genes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D (VDR Fokl allele A et
RXR rs7861779 allele T) étaient directement associés au risque de cancers liés au tabac.

A notre connaissance, une seule étude récente a investigué une association potentielle entre le
statut en vitamine D et le risque de cancers liés au tabac [173]. Ses résultats sont cohérents avec
ceux obtenus dans notre étude, a savoir une augmentation de risque de cancers liés au tabac
associée a un statut plus faible en vitamine D, en particulier observée chez les fumeurs. Nos
résultats sont également cohérents avec des études menées séparément sur différentes
localisations de cancers liés au tabac et ayant observé une association inverse entre ces cancers et
le statut en vitamine D, modulée par le statut tabagique [178, 185]. Zheng et al. [185] ont en effet
observé une diminution de risque d’adénome colorectal associée a un statut plus élevé en
vitamine D chez les fumeurs uniqguement et Amaral et al. [178] ont observé une augmentation de
risque de cancer de la vessie associée a un plus faible statut en vitamine D chez les fumeurs
uniguement. Ces résultats suggérent que la vitamine D pourrait contribuer a prévenir les cancers
liés au tabac, ce qui est en accord avec des données expérimentales. Le tabagisme est un facteur
de risque majeur connu pour plusieurs localisations de cancers via la libération de carcinogenes
[167]. Plusieurs études expérimentales ont montré que la vitamine D pourrait étre impliquée dans
la prévention des tumeurs chimio-induites et en particulier des tumeurs induites par les
carcinogénes du tabac [119, 170-172]. En effet, la vitamine D régulerait d’une part le processus
d’apoptose permettant ainsi une meilleure suppression des cellules endommagées par les
carcinogénes et limitant la progression tumorale [118, 290], serait d’autre part un facteur de
détoxification [291] et enfin permettrait de réduire la susceptibilité des cellules vis-a-vis des
carcinogenes [290].

D’un point de vue de santé publique, nos résultats liés a la variable combinant statut en vitamine
D et statut tabagique indiquent que le risque maximal de cancers liés au tabac est observé chez les
fumeurs, en particulier si leur statut en vitamine D est inférieur a 30ng/ml.

A notre connaissance, notre étude était la premiére a investiguer une association entre différents
SNPs de genes impliqués dans le métabolisme de la vitamine D et le risque de cancers liés au
tabac. Les résultats des études épidémiologiques portant sur la relation entre le polymorphisme
VDR Fokl et différentes localisations de cancers liés au tabac sont contrastés. Dans notre étude,
nous avons observé une augmentation de risque de cancer associée a l'allele A (f) (comparé a
I'allele G (F)), ce qui est en accord avec des études ayant observé une association directe entre
I'allele f et une augmentation de risque de cancer du colon [292] ou de cancer du foie chez des
sujets porteurs du virus de I’"hépatite B [188]. Au contraire, d’autres études ont montré soit une
association entre ce méme alléle et une diminution de risque de cancers de la téte et du cou [293]
ou du poumon [294] soit aucune association avec le risque de cancer colorectal [174, 186], de
cancer du rein [187] ou de la vessie [191]. Nos résultats sont néanmoins supportés par des études
expérimentales ayant montré que l'allele f du VDR Fokl conduirait a la synthése d’une forme plus
longue de la protéine (récepteur a la vitamine D, VDR), entrainant une interaction moins efficace
entre le VDR et les facteurs de transcription et donc une activité moindre de la vitamine D [120,
295]. Ceci, associé au fait que la vitamine D pourrait jouer un role protecteur vis-a-vis du risque de
cancers liés au tabac, est donc cohérent avec 'augmentation de risque associée a cet alléle
observée dans notre étude.
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Dans la littérature, il existe trés peu d’information sur le RXR rs7861779 pour lequel nous avons
observé une association positive entre I'allele T et le risque de cancers liés au tabac. Une étude a
précédemment observé une augmentation de risque de cancer du cOlon proximal associé a cet
allele [121]. Le RXR forme un hétérodimeére avec le VDR permettant son interaction avec les genes
cibles [118]. On peut ainsi émettre I’hypothése que I'alléle T du RXR rs7861779 conduirait a la
synthése d’'une forme de RXR induisant un dimére RXR-VDR moins efficace et limitant ainsi
I'activité de la vitamine D dans la prévention des cancers.

Aucune association n’a été observée avec les autres SNPs testés. La littérature disponible
concernant la relation entre ces SNPs et différentes localisations de cancers liés au tabac est
inégale et contrastée. La plupart des études s’intéressent aux VDR Bsml et Cdx2, en particulier en
association avec le risque de cancer colorectal pour lequel une association inverse avec les alléles
respectivement B et c a été observée [174, 186]. Peu d’études ont investigué ces SNPs du VDR
avec d’autres localisations de cancer comme les cancers de la téte et du cou (aucune association)
[189], du poumon (diminution de risque avec I'alléle A) [184] ou du rein (aucune association) [187]
et de plus rares études ont investigué d’autres polymorphismes génétiques comme GC rs4588, GC
rs7041, CaSR rs4678174, CaSR rs1801725, encore une fois le plus souvent en association avec le
risque de cancer colorectal (aucune association) [121, 190, 296, 297].

En conclusion, cette étude prospective a observé une diminution de risque de cancers liés au
tabac associé a des concentrations plasmatiques en 25(0OH)D >30ng/ml, en particulier chez les
fumeurs. De maniere cohérente, deux polymorphismes génétiques (allele A du VDR Fokl et allele T
du RXR rs7861779) induisant potentiellement une activité moindre de la vitamine D étaient
associés a une augmentation de risque de cancers liés au tabac.

Nos résultats concernant le statut en vitamine D sont cohérents avec l'unique étude prospective
s’étant intéressée aux cancers liés au tabac et, a notre connaissance, notre étude est la premiere a
avoir investigué des polymorphismes de genes liés a la vitamine D et le risque de cancers liés au
tabac.
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Bilan des parties 1 et 2 : forces, limites et
résultats clés

I. Aspects méthodologiques et limites

A) Des spécificités liées aux populations d’étude

Les travaux descriptifs et étiologiques menés dans ces deux parties portaient sur des sous-
échantillons des cohortes SU.VI.MAX (témoins seuls ou cas et témoins de I'étude cas-témoin
nichée « vitamine D et cancer ») et NutriNet-Santé (participants ayant répondu au questionnaire
« connaissances lies a la vitamine D » et/ou ayant une mesure de leur statut en vitamine D). Ces
sous-échantillons présentent des spécificités (forces et limites) qui ont pu influencer les résultats
obtenus.

Dans ces deux cohortes, de nombreuses données ont été collectées auprés des participants,
notamment des données sociodémographiques, des informations liées au mode de vie, une
estimation des consommations alimentaires usuelles établie a partir d’enregistrements de 24h
répétés, des données biologiques (en particulier mesure des concentrations plasmatiques en
25(0OH)D et PTH et génotypage pour 10 SNPs de genes liés au métabolisme de la vitamine D), des
informations liées au comportement vis-a-vis de I'exposition solaire et au phototype. Ceci nous a
donc permis de caractériser finement les individus de notre population, de prendre en compte de
nombreux facteurs de confusion potentiels et de tester des modifications d’effet selon ces
caractéristiques individuelles.

De plus, la disponibilité de ces deux cohortes indépendantes permettait de réaliser une validation
externe des résultats obtenus, en particulier dans le cadre du développement du score VDIP.

Par ailleurs, I’étude cas-témoin nichée mise en place au sein de la cohorte SU.VI.MAX a permis
d’étudier le lien entre la vitamine D et le risque de différents cancers de maniere prospective
(mesure des concentrations plasmatiques en 25(0OH)D réalisées a l'inclusion avant tout diagnostic
de cancer) en bénéficiant d’une durée de suivi importante (jusqu’a 13 ans).

Les participants aux deux cohortes ont été recrutés au sein de la population générale, ce qui
permettait d’obtenir des profils diversifiés. Toutefois, ces participants étaient des volontaires
impliqués dans des études sur le long terme portant sur la nutrition et la santé. Ils ne sont donc
pas totalement représentatifs de la population frangaise dans son ensemble, avec en particulier,
un niveau d’éducation et une catégorie socio-professionnelle plus élevés, une plus forte
proportion de femmes (NutriNet-Santé) et un niveau de connaissances et/ou d’intérét plus élevés
pour les sujets liés a la nutrition et/ou la santé. En particulier, certains profils de participants
n’étaient pas représentés dans ces cohortes. En effet, une grande majorité des participants étaient
de type Caucasien et, dans la cohorte SU.VI.MAX, les femmes étaient agées de plus de 35 ans et
les hommes de plus de 45 ans (4ge minimal de recrutement).

Ainsi, une prudente extrapolation des résultats, notamment descriptifs, doit étre conduite en
prenant en compte les éléments évoqués ci-dessus. En particulier, les résultats liés a I'évaluation
des connaissances sur la vitamine D dans la cohorte NutriNet-Santé ont pu surestimer ces
connaissances par rapport a 'ensemble de la population francaise. Néanmoins, dans cette étude,
I’échantillon a été pondéré pour étre représentatif de la population frangaise du point de vue des
caractéristiques sociodémographiques et économiques. D’autres études menées dans des
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populations différentes sont donc nécessaires pour reproduire les résultats obtenus (ex. autres
groupes ethniques, individus plus jeunes et plus agés, autres pays).

Les concentrations plasmatiques en 25(0OH)D étaient par ailleurs relativement basses dans les 2
échantillons (SU.VI.MAX : moyenne = 20,2 + 10,5ng/ml, 758me percentile = 25,6ng/ml ; NutriNet-
Santé : moyenne= 24,3 + 11,8ng/ml, 75¢6me percentile = 31,9ng/ml), en particulier dans SU.VI.MAX
(probablement du fait d’'une moyenne d’age plus élevée par rapport a NutriNet-Santé). Nos
conclusions sont ainsi restreintes a des concentrations de cette amplitude. Ceci est
particulierement important dans le cadre des analyses étiologiques étant donnée la potentielle
« courbe en U » observée pour la relation entre le statut en vitamine D et le risque de cancer
(notamment cancer de la prostate, voir Partie 2. Il.). Néanmoins, les concentrations plasmatiques
moyennes en 25(0OH)D observées dans les 2 échantillons étaient proches de celle observée dans
une étude représentative de la population frangaise conduite en 2006-2007 (ENNS) sur des adultes
agés de 18ans et plus (23,2ng/ml) [298].

La taille des échantillons disponibles dans les deux cohortes a permis de conduire de nombreuses
analyses et ainsi de tester nos hypotheses. En effet, les échantillons utilisés dans les différentes
études descriptives étaient de taille relativement importante, permettant de disposer d’une
puissance statistique adéquate et de réaliser des analyses stratifiées selon différentes
caractéristiques et, pour les analyses étiologiques (SU.VI.MAX), le nombre de cas diagnostiqués
pour les différents cancers étudiés (cancers du sein : N=233, cancers de la prostate : N=129 et
cancers liés au tabac : N=209) était approprié pour conduire les analyses principales. Toutefois, ce
nombre de cas peut avoir limité la puissance statistique dans certaines analyses et ainsi notre
capacité a détecter certaines associations, en particulier pour les analyses stratifiées en fonction
de caractéristiques individuelles ou pour les analyses étudiant les polymorphismes génétiques
(notamment lorsque le génotype « homozygote muté » était trés peu fréquent dans I’échantillon).
Cependant, le nombre limité de cas ne peut pas expliquer les associations observées dans ces
travaux, qui étaient significatives en dépit de la puissance limitée. Ce nombre de cas a également
limité notre capacité a réaliser des analyses séparées dans certains sous-groupes d’intérét :
analyses chez les femmes en surpoids et obéses, non-ménopausées ou présentant un cancer de
type ER- (cancer du sein); analyses en fonction du grade de cancer (cancer de la prostate);
analyses en fonction du statut tabagique considéré de maniére plus fine (en particulier en
différenciant les fumeurs actuels des ex-fumeurs ou en prenant en compte le nombre de
cigarettes fumées par jour), analyses stratifiées simultanément sur le statut tabagique et sur
d’autres caractéristiques comme le statut pondéral ou la consommation d’alcool (cancers liés au
tabac) ; analyses en fonction des génotypes (tous les cancers étudiés).

A noter également que, dans la cohorte SU.VI.MAX, les principaux cancers diagnostiqués étaient
les cancers du sein, de la prostate et du colon-rectum. Si le nombre de cas pour les deux premiéres
localisations était suffisant pour conduire des analyses étiologiques, il était limité pour les autres
localisations. Ainsi, pour les cancers liés au tabac, des analyses séparées par localisations n’étaient
pas possibles. De plus, dans cette étude des cancers liés au tabac, les cas de cancers colorectaux
étaient majoritaires. Etant donné que |'association inverse entre le statut en vitamine D et le
risque de cancer colorectal est bien établie, elle pourrait avoir largement influencé I'association
observée entre la vitamine D et le risque de cancers liés au tabac. Toutefois, tous nos résultats
étaient similaires, bien qu’a la limite de la significativité, dans des analyses de sensibilité excluant
les cas de cancers colorectaux. Ceci indique que bien que le cancer colorectal ait contribué a nos
résultats, les associations observées ne sont pas entierement expliquées par cette localisation.
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B) Limites liées aux données collectées

Les travaux menés dans le cadre de cette thése sont, comme tout type d’étude, dépendants des
données collectées (en particulier des données non disponibles) et de la méthode de collecte.

1. Données non disponibles

Certaines données n’étaient pas disponibles dans nos cohortes en particulier certaines
informations pertinentes dans le cadre d’études portant sur le statut en vitamine D et son
association potentielle avec le risque de cancer. Ces données non disponibles peuvent avoir
empéché 'étude de certains parameétres et hypotheses et avoir été une source de confusion
résiduelle.

C’est le cas par exemple :

— De données sociodémographiques ou liées au mode de vie comme le type de vétements
habituellement portés par les individus (couvrant ou non) ou les doses et durées d’utilisation de
THM et de contraception orale au cours de la vie (seulement utilisation a I'inclusion oui/non).

— De données biologiques ou cliniques :
e Génotypes pour d’autres genes pouvant influencer le statut en vitamine D, comme le
CYP2R1 ou le NADSYN1 [76, 80-82, 299].

e Concentration en calcium circulant : la mesure du statut en calcium aurait été utile d’une
part pour étudier de potentiels PHPT (en particulier dans le cadre de I’étude portant sur les
valeurs de référence pour la PTH). La prévalence de cette pathologie est toutefois en général
plus importante (environ 2-3%) chez les femmes agées de plus de 50 ans [300], représentant
seulement 43% de I’échantillon SU.VI.MAX pris en compte dans cette étude. Le nombre de
sujets présentant un PHPT était donc probablement trés faible. D’autre part cette
concentration en calcium aurait fourni des informations supplémentaires quant a la relation
entre 25(0OH)D, PTH, calcium et risque de cancer de la prostate. Les apports alimentaires en
calcium étaient disponibles mais, lorsque ces apports se situent dans un ordre de grandeur
normal, ils ne sont que faiblement corrélés a la concentration en calcium [301] (contréle
homéostatique).

e Taux de créatinine: la connaissance du taux de créatinine aurait permis de détecter
d’éventuelles insuffisances rénales. Cette information était néanmoins disponible pour un
sous-échantillon de 274 sujets de I'étude SU.VI.MAX pour lesquels nous avons vérifié
gu’aucun taux de filtration glomérulaire (formule issue de la Modification of Diet in Renal
Disease) n’était <60ml/min pour 1,73m2?. De plus, 3 sujets ayant auto-déclaré une
insuffisance rénale diagnostiquée par un médecin (question posée a lI'ensemble de la
cohorte) ont été exclus des différentes études descriptives portant sur la cohorte SU.VI.MAX.

e Densité mammaire ou quantité de tissu adipeux au niveau mammaire : dans I'étude portant
sur le lien entre la vitamine D et le risque de cancer du sein, nous avons mis en évidence une
augmentation de risque de cancer du sein chez les femmes avec un IMC plus élevé. Les
hypothéses émises pour I'expliquer ont conduit a utiliser 'lMC comme proxy de la quantité
de tissu adipeux présent au niveau mammaire, alors que la corrélation entre les deux n’est
pas parfaite. Ainsi, ces informations auraient permis de préciser nos hypothéses.

Par ailleurs, les événements de santé hors cancers et pathologies cardiovasculaires n’ont pas tous
été validés, ce qui a ainsi limité la possibilité de réaliser des analyses de sensibilité en excluant des
sujets présentant par exemple certaines maladies auto-immunes.
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2. Données manquantes

Certaines données collectées étaient parfois manquantes pour les individus. La stratégie adoptée
pour gérer ces données manquantes était d’imputer a la valeur modale si la proportion de
données manquantes représentait moins de 5% de I’échantillon (donc un faible impact potentiel
au global sur la totalité des données). Cependant, dans le cadre de la validation du score VDIP
dans I'’échantillon NutriNet-Santé, certaines données étaient manquantes dans une proportion
supérieure a 5%, en particulier I'exposition solaire, le phototype de Fitzpatrick et I'activité
physique. Dans ce cas, une classe de « manquants » a été introduite dans les modeles statistiques
utilisés afin de conserver les individus concernés. Toutefois, étant donné qu’aucun point n’était
accordé aux données manquantes, il est possible que cela ait conduit a des erreurs de
classification et donc a une diminution des performances du score. Des analyses de sensibilité ont
cependant été conduites en excluant les participants présentant des données manquantes
(résultats similaires mais perte de puissance statistique dans les analyses).

3. Format des questionnaires

La structure des questionnaires permettant de collecter les données d’intérét est cruciale car elle
va déterminer le type de réponses obtenues et la compréhension des questions par les
participants.

En particulier, le questionnaire portant sur les connaissances liées a la vitamine D posé dans le
cadre de I'étude NutriNet-Santé était un questionnaire a choix multiples sans possibilité de
réponse libre, du fait du grand nombre de sujets auxquels il était adressé (plusieurs dizaines de
milliers). Ce type de questionnaire a réponses « guidées » peut donc conduire a un biais de
connaissances a posteriori et donc a une surestimation des connaissances [54, 63]. En outre, étant
donné que les participants n’avaient pas la possibilité de répondre librement, certaines modalités
non proposées n’ont pas pu étre étudiées. Par exemple, pour ce qui est des sources d’information
concernant la vitamine D, la réponse « Internet » n’était pas proposée alors que son importance
comme source d’information sur la nutrition et la santé a été démontrée [302].

4. Mesure des concentrations plasmatiques en 25(0OH)D et PTH

Dans les deux cohortes, les mesures des concentrations en 25(0OH)D et PTH (SU.VI.MAX
uniquement) n’ont pu étre réalisées que sur un seul échantillon sanguin par individu. Si une seule
mesure du statut en vitamine D peut étre jugée satisfaisante pour refléter un statut moyen sur
I'année et permettre des analyses étiologiques [228], des mesures répétées sur plusieurs saisons
ou plusieurs années auraient pu présenter un intérét certain pour étudier I'évolution de ces
concentrations au cours du temps.

Les mesures de la concentration en 25(0OH)D ont été réalisées avec la technique Roche Cobas
d’électrochimioluminescence et non en utilisant la spectrométrie de masse. Par ailleurs, aucune
information n’était disponible sur la VDBP. La méthode d’analyse utilisée a cependant été jugée
fiable [303] mais devrait étre définitivement calibrée avec une méthode de référence basée sur la
dilution isotopique et la spectrométrie de masse [304].

La concentration en PTH a été mesurée par la technigue Roche Cobas d'immunométrie
électrochimioluminescente dans des échantillons de plasma obtenus en début de matinée aprés
une nuit de jedne. Ainsi, la concentration en PTH a été mesurée par un seul kit et dans une seule
situation physiologique. Etant donnée I'importante variabilité existante entre les différents kits de
dosage [104, 250, 258], I'étude des seuils de référence pour la PTH devrait étre également
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conduite en utilisant d’autres kits. Par ailleurs, la stabilité temporelle de la PTH conservée dans de
I’azote liquide n’a pas été testée. L’azote liquide est toutefois considéré comme particulierement
approprié pour la cryopréservation des biofluides et tissus, les températures trés basses inhibant
fortement I'activité des enzymes. De plus, les concentrations en PTH et la valeur seuil de PTH en
fonction du statut en vitamine D observées dans la Partie 1. IV. étaient cohérentes avec celles
observées dans une précédente étude menée par Chapuy et al. [101] sur un autre échantillon issu
de I'’étude SU.VI.MAX. Dans cette étude, les concentrations en PTH avaient été mesurées entre
1995 et 1997 (20 ans plus tot), ce qui suggere que la PTH est stable au cours du temps. Ceci devrait
néanmoins étre confirmé dans des études de validation ad hoc.

C) Causalité

Les différentes études menées dans le cadre de cette thése étaient de type observationnelles.
Ainsi, contrairement aux études d’intervention, ces études ne permettent pas d’affirmer de
maniere certaine que les associations observées sont effectivement causales et ne sont pas dues a
un effet résiduel non mesuré. Certains éléments tendent toutefois a étayer la causalité des
associations observées: design prospectif des études permettant d’établir une certaine
temporalité, prise en compte de nombreux facteurs de confusion potentiels dans nos analyses
(appariement et ajustement) pour limiter les biais de confusion résiduelle, plausibilité biologique
des associations observées.

En outre, dans les études portant sur le lien entre le statut en vitamine D et le risque de cancer, les
associations observées pourraient en partie étre expliquées par un effet de causalité inversée. En
effet, le développement du cancer peut se faire sur une période longue et il existe généralement
un temps de latence pendant lequel un cancer est présent mais n’est pas encore diagnostiqué
(notamment dans le cas du cancer de la prostate). Or, la présence sous-jacente d’un cancer peut
influencer le fonctionnement de l'organisme et pourrait donc avoir un impact sur différents
parameétres biologiques et notamment sur le statut en vitamine D. Une récente revue de la
littérature a méme émis I’"hypothése que le statut en vitamine D serait un marqueur de mauvaise
santé (plus gu’une cause de pathologie) [305]. C'est pourquoi nous avons conduit des analyses
excluant les cas de cancers diagnostiqués au début du suivi (deux premieres années), individus
pour qui le cancer était potentiellement déja présent au moment de I'inclusion et donc de la prise
de sang. Les analyses avec et sans exclusion de ces cas présentaient des résultats similaires.

D) Tests multiples

De nombreux tests ont été réalisés au cours des différents travaux présentés. On peut alors se
demander si certains des résultats observés ne seraient pas liés au hasard. En effet, la
multiplication des tests augmente le risque d’observer une association par hasard (erreur de Type
[). Cependant, bien qu’ajuster sur les tests multiples permette de diminuer le risque d’erreur de
Type |, cela augmente également le risque d’erreur de Type Il (risque de « faux négatifs »), cet
ajustement sur les tests multiples est donc débattu [306].

Par exemple, dans le cadre de I'étude des connaissances liées a la vitamine D, de nombreuses
comparaisons ont été effectuées pour étudier linfluence de différentes caractéristiques
individuelles sur ces connaissances. Ces comparaisons multiples ont été prises en compte en
effectuant une correction de Bonferroni dans le cadre d’analyse de sensibilité. L’ensemble des
résultats était conservé.

De méme, dans le cadre de I'étude de I'association entre la vitamine D (statut et polymorphismes)
et le risque de cancer du sein, de multiples analyses stratifiées ont été réalisées pour investiguer
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les interactions significatives observées (modificateurs potentiels). Bien que les associations entre
la concentration plasmatique en 25(OH)D et le risque de cancer du sein (au global et stratifiées par
I'IMC et la consommation d’alcool) étaient globalement stables aprés avoir réalisé un ajustement
sur les tests multiples, toutes les analyses exploratoires impliquant les SNPs (au global et
stratifiées par I'IlMC et la consommation d’alcool) n’étaient plus significatives. Toutefois, il est tres
peu probable que ces résultats soient uniquement le fait du hasard puisque ces résultats sont
supportés par des données expérimentales et sont cohérents avec de précédentes études
épidémiologiques. Les résultats sur le statut en 25(0OH)D et sur les SNPs étaient par ailleurs tres
cohérents.
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[I. Résultats clés

A) Partie 1 - Vitamine D : connaissances et statut (aspects descriptifs)

Les travaux descriptifs menés dans le cadre de cette thése révelent que :

— Dans un contexte ou la vitamine D suscite un intérét marqué de la part du public et de la
communauté scientifique et médicale, la quasi-totalité de notre échantillon (92%) avait déja
entendu parler de la vitamine D. Les principales sources d’information pour la vitamine D
étaient les médecins et les médias. Si les sources de vitamine D n’étaient pas toujours citées
(ex. exposition solaire : 72%, poissons gras : 61%), tout comme les effets santé établis de la
vitamine D (santé osseuse : 62 a 78%), une certaine confusion a pu étre observée puisque les
participants ont également cité des sources incorrectes pour la vitamine D (ex. huile d’olive) et
des effets santé pour lesquels un consensus n’est pas établi (ex. cancer de la peau, maladies
psychiatriques), soulignant ainsi I'importance de fournir au public mais aussi aux professionnels
de santé des éléments d’information sur la vitamine D. Globalement, de meilleures
connaissances étaient observées chez les femmes, les individus ayant un niveau d’éducation
plus élevé et les individus ayant un revenu plus élevé. Enfin, une importante incohérence a été
observée entre ce que les individus pensent de leur statut en vitamine D et leur statut
effectivement mesuré.

— Si certains des facteurs influencant le statut en vitamine D ne sont pas modifiables (sexe, age,
polymorphismes du gene GC), d’autres pourraient étre modifiés (légere exposition solaire dans
la vie quotidienne, pratique d’une activité physique, maintien d’un poids normal), et pourraient
donc faire I'objet d’actions de santé publique visant a améliorer le statut en vitamine D de la
population.

— Sur la base des déterminants du statut en vitamine D, il est possible d’identifier des adultes a
risque d’insuffisance en vitamine D qui pourraient bénéficier d’une prise en charge en se basant
sur un systeme de score simple (le VDIP) utilisant les informations suivantes : sexe, saison, lieu
d’habitation, activité physique, exposition solaire, statut pondéral et phototype.

— Les seuils de référence pour les concentrations en PTH devraient prendre le compte le statut en
vitamine D et d’autres facteurs modificateurs comme le statut pondéral et les apports en
calcium et devraient ainsi étre revus a la baisse, ce qui permettrait une meilleure détection de
possibles hyperparathyroidies.

Ces résultats fournissent donc des pistes pour formuler des recommandations en santé publique,
visant notamment a améliorer le statut en vitamine D de la population.
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B) Partie 2 - Vitamine D et risque de cancer (aspects étiologiques)

Les travaux étiologiques prospectifs menés dans le cadre de cette these suggerent que :

— Un statut plus élevé en vitamine D (parmi des concentrations plasmatiques en 25(OH)D faibles
a modérées telles qu’observées dans cette étude) pourrait étre associé a une diminution de
risque de cancers du sein, de la prostate et de cancers liés au tabac (notamment chez les
fumeurs).

— Des facteurs individuels pourraient modifier les associations observées entre le statut en
vitamine D et le risque de cancer du sein, pouvant contribuer a expliquer les résultats
contrastés dans la littérature épidémiologique: un statut en vitamine D plus élevé était en effet
associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes minces alors qu’il était
associé a une augmentation de risque chez les femmes avec un IMC plus élevé. Il était
également associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes avec des
consommations d’alcool modérées a élevées, alors qu’aucune association n’a été observée
chez celles avec de faibles consommations d’alcool.

— Les polymorphismes génétiques supportent les associations observées entre statut en vitamine
D et risque de cancer :

e Le polymorphisme GC rs4588 (allele T, activité moindre de transport de la vitamine D) était
associé a une augmentation de risque de cancer du sein, en particulier chez les femmes de
poids normal et le polymorphisme VDR Bsml (allele T, expression plus importante de la
vitamine D) était quant a lui associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les
femmes avec un statut en vitamine D plus élevé et chez les femmes avec des
consommations d’alcool modérées a élevées (plus a risque de cancer du sein).

e Les polymorphismes VDR Fokl et RXR rs7861779 (alleles A et T respectivement, expression
moindre de la vitamine D) étaient associés a une augmentation de risque de cancers liés au
tabac.

Ces résultats sont supportés par des données mécanistiques provenant d’études expérimentales
et fournissent de nouvelles informations quant au réle de la vitamine D dans la prévention des
cancers et l'impact de potentiels facteurs modificateurs. Ces résultats nécessitent d’étre
reproduits et validés dans de futures larges études prospectives d’observation et d’intervention,
afin d’accroitre (ou d’infirmer) les niveaux de preuve des relations vitamine D — cancers. A terme,
ils pourraient contribuer a améliorer les recommandations concernant la vitamine D.
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Autres travaux étiologiques dans le cadre de la
thématique nutrition - cancer

Dans le cadre de mon projet de poursuite de carriére de recherche en épidémiologie nutritionnelle
sur la thématique nutrition-cancer et plus généralement sur les liens entre la nutrition et la santé,
je me suis impliquée au cours de ma these dans d’autres travaux présentés brievement ci-dessous.

[. Association entre un score reflétant la qualité globale de
I’alimentation (FSA-NPS DI) et le risque de cancer du sein (cohorte
NutriNet-Santé)

Deschasaux M, Julia C, Kesse-Guyot E, Gourlet V, Lécuyer L, Méjean C, Ducrot P, Péneau S, Latino-
Martel P, Fezeu L, Fassier P, Hercberg S, Touvier M. Prospective association between an individual
dietary index based on the British Food Standard Agency nutrient profiling system (FSA-NPS DI)
and breast cancer risk: results from the NutriNet-Santé study. Submitted.

Ce travail s’inscrit dans une série d’analyses conduites au sein de I'EREN portant sur I'utilisation du
FSA-NPS DI pour caractériser la qualité nutritionnelle globale de I'alimentation. Il fait notamment
suite a I'article de Mathilde Donnenfeld au cours de son stage que j’ai co-encadré [307], portant
sur I'association entre le FSA-NPS DI et le risque de cancer dans la cohorte SU.VI.MAX.

RESUME

Introduction : En France (et en Europe), les autorités de santé considerent la possibilité
d’'implémenter un systéme d’étiquetage simplifié a apposer en face avant des emballages des
produits alimentaires afin d’aider les consommateurs a effectuer des choix alimentaires plus sains.
Une des propositions actuellement a I'étude serait un logo a 5 couleurs, reflétant la qualité
nutritionnelle du produit en se basant sur le systeme de profilage nutritionnel des aliments de la
British Food Standard Agency (FSA-NPS) pour déterminer la couleur associée a chaque
aliment/boisson. Au niveau individuel, un score (FSA-NPS DI) a été dérivé. Ce score validé
correspond a la moyenne pondérée par l'apport énergétique de tous les scores FSA-NPS des
aliments habituellement consommés par un individu, reflétant ainsi globalement la qualité
nutritionnelle de son alimentation.

Afin d’évaluer le potentiel impact de l'utilisation de ce logo, différents travaux ont été conduits
dans la cohorte SU.VI.MAX pour étudier la qualité nutritionnelle globale de I'alimentation telle
gu’estimée par le FSA-NPS DI en association avec la prise de poids et le risque d’obésité, de
syndrome métabolique, de maladies cardiovasculaires et de cancer. Nos résultats ont notamment
montré qu’un FSA-NPS DI reflétant une moindre qualité nutritionnelle de I'alimentation était
associé a une augmentation de risque de cancer au global, mais les résultats pour le cancer du sein
n’étaient pas significatifs dans cette cohorte, probablement du fait d’'un manque de puissance.

Ainsi, I'objectif de la présente étude était d’investiguer I'association entre le FSA-NPS DI (score
reflétant la qualité nutritionnelle de I'alimentation) et le risque de cancer du sein dans la cohorte
NutriNet-Santé (large population d’étude et données de consommation alimentaires récentes).

Méthodes : Cette étude a été conduite sur la cohorte NutriNet-Santé (2009-2015, voir la
description de la cohorte). 46 864 femmes agées de plus de 35 ans et ayant fourni au moins 3
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enregistrements alimentaires de 24h au cours des deux premiéres années de suivi ont été incluses
dans les analyses, parmi lesquelles 555 cas incidents de cancer du sein ont été diagnostiqués (suivi
médian : 4,0 ans). Les associations entre le FSA-NPS DI (continu et quintiles) et le risque de cancer
du sein ont été étudiées a I'aide de modeles de Cox multivariés.

Résultats: Un FSA-NPS DI plus élevé, reflétant une moindre qualité nutritionnelle de
I’alimentation) était associé a une augmentation de risque de cancer du sein (RR pour 1 point
d’incrément = 1,06 (1,02-1,11), P-trend=0,005; RR Q5 vs. Q1 = 1,52 (1,11-2,08), P-trend=0,002).
Ces associations étaient similaires aprés exclusion des cas diagnostiqués au cours de la premiére
année de suivi.

Conclusions : Dans cette étude, un FSA-NPS DI plus élevé était associé a une augmentation de
risque de cancer du sein. Ces résultats suggerent que des choix alimentaires de moindre qualité
nutritionnelle pourraient conduire a une augmentation de risque de 52% (FSA-NPS DI 27,7 (Q5) vs.
<4,1 (Q1)) et supportent ainsi le développement d’un systeme d’étiquetage nutritionnel basé sur
ce systeme.

II. Apports alimentaires en fer et risque de cancer du sein - modulation
par une supplémentation en antioxydants et par l'apport en lipides
(cohorte SU.VI.MAX)

Ce travail a été coréalisé avec Abou Diallo dans le cadre de ma participation a 'encadrement de sa
premiére année de thése.

Deschasaux M*, Diallo A*, Partula V, Latino-Martel P, Hercberg S, Galan P, Fassier P, Guéraud F,
Pierre FH, Touvier M (*equally contributed). Dietary iron and breast cancer risk — modulation by
an antioxidant supplementation in the SU.VI.MAX randomized controlled trial. Submitted.

RESUME

Introduction : Des études épidémiologiques ont suggéré que la consommation de viandes rouges
et charcuteries pourrait étre associée a une augmentation de risque de cancer du sein, faisant
ainsi écho a leur récent classement comme « (probablement) carcinogéne pour les humains » par
le CIRC/IARC, basé principalement sur le risque de cancer colorectal. Des résultats expérimentaux
ont par ailleurs suggéré que, parmi les composés pro-carcinogenes contenus dans les viandes
rouges et les charcuteries, le fer (composé pro-oxydant) pourrait étre particulierement impliqué
dans l'initiation de la carcinogenése, notamment a travers un phénoméne de peroxydation
lipidique (stress oxydant). Ainsi, on pourrait émettre I’hypothése que les apports en fer pourraient
étre associés a une augmentation de risque de cancer du sein, en particulier si I'apport
concomitant d’antioxydants est faible et si I'alimentation est par ailleurs riche en lipides.

La littérature épidémiologique disponible concernant la relation entre les apports en fer et le
risque de cancer du sein est limitée et, a notre connaissance, aucune étude n’a investigué une
potentielle modification de cette association par la consommation d’antioxydants ou l'apport
lipidigue. En revanche de précédentes études ont montré que la consommation d’antioxydants
modifiait I'association entre la consommation de charcuterie et le risque de cancer du sein
(SU.VI.MAX) et entre les apports en fer et le risque de cancer colorectal (E3N). Dans ces études,
des associations directes étaient observées dans le cas de moindres apports en antioxydants.
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Ainsi, I'objectif de cette étude était d’investiguer I'association entre les apports en fer le risque de
cancer du sein en considérant une modification de cette association par une supplémentation en
antioxydants (dans le cadre de I'essai contr6lé randomisé SU.VI.MAX) et par les apports en lipides.

Méthodes : Cette étude a été conduite sur la cohorte SU.VI.MAX (1994-2007) en utilisant le design
d’essai contrélé randomisé en double aveugle contre placebo (voir la description de la cohorte).
4646 femmes ayant fourni au moins 3 enregistrements alimentaires de 24h au cours des deux
premieres années de suivi ont été incluses dans les analyses, parmi lesquelles 188 cas incidents de
cancer du sein ont été diagnostiqués (suivi médian : 12,6 ans). Les associations entre les tertiles
d’apports alimentaires en fer et le risque de cancer du sein ont été étudiées a I'aide de modeles de
Cox multivariés.

Résultats : Des apports en fer plus élevés étaient associés a une augmentation de risque de cancer
du sein (HR T3 vs. T1=1,67 (1,02-2,71), P-trend=0,04), association qui n’était plus observée chez les
participants ayant recu une supplémentation en antioxydants a dose nutritionnelle (P-trend=0,7).
En revanche, une association directe entre apports en fer et risque de cancer du sein était
observée dans le groupe non-supplémenté (HR T3 vs. T1=2,80 (1,42-5,54), P-trend=0,003, P-
interaction=0,1), en particulier chez les femmes consommant plus de lipides (= médiane, HR T3 vs.
T1=2,57 (0,86-7.69), P-trend=0,046, P-interaction=0,3), de DHA (acide docosahexaénoique, HR T3
vs. T1=3,67 (1,30-10,33), P-trend=0,01, P-interaction=0,3) ou d’EPA (acide eicosapentaénoique, HR
T3 vs. T1=4,38 (1,58-12,1), P-trend=0,004, P-interaction=0,04)

Conclusion : Dans cette étude prospective, les apports alimentaires en fer étaient associés a une
augmentation de risque de cancer du sein. Cette association était modifiée par la supplémentation
en antioxydants de I'essai SU.VI.MAX et par I'apport lipidique. Les apports en fer étaient en effet
associés a une augmentation de risque de cancer du sein chez les femmes non-supplémentées en
antioxydants, en particulier si I'apport en lipides était plus élevé. Ces résultats sont donc cohérents
avec les hypotheses mécanistiques suggérant que le fer pourrait induire une augmentation de
risque de cancer du sein, notamment a travers un phénoméne de peroxydation lipidique.

[II. Autres travaux

Au cours de ma thése, j'ai eu l'opportunité de co-encadrer 4 stages de Master 2 et ainsi de
collaborer aux travaux étiologiques suivants portant sur les liens entre la nutrition et le risque de
cancer (cohorte SU.VI.MAX) :

— Association prospective entre la consommation d’alcool et le risque de cancers hormono-
dépendant — modulation par les apports en fibres alimentaires (Chhim AS et al. Prospective
association between alcohol intake and hormone-dependent cancer risk — modulation by
dietary fiber intake. Am J Clin Nutr. 2015 Jul;102(1):182-9.)

— Association prospective entre les apports en vitamine B9 (folates) et le risque de cancers de la
peau (Donnenfeld M et al. Prospective association between dietary folate intake and skin
cancer risk: results from the Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants cohort.
Am J Clin Nutr. 2015 Aug;102(2):471-8.)

— Association prospective entre un score individuel mesurant la qualité globale de I’alimentation
(score FSA-NPS DlI) et le risque de cancer (Donnenfeld M et al. Prospective association between
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cancer risk and an individual dietary index based on the British Food Standard Agency nutrient
profiling system. Br J Nutr. 2015 Nov;114(10):1702-10.)

Association entre un score mesurant le potentiel pro/anti-inflammatoire de I'alimentation (Dll)
et la mortalité — modulation par la supplémentation en antioxydants de I'essai SU.VI.MAX
(Graffouillere L et al. Prospective association between the Dietary Inflammatory Index and
mortality — modulation by an antioxidant supplementation in the SU.VI.MAX cohort study. Am J
Clin Nutr. 2016 Mar;103(3):878-85.)

Association entre un score mesurant le potentiel pro/anti-inflammatoire de I'alimentation (DII)
et le risque de cancer (Graffouillere L et al. The Dietary Inflammatory Index (DIl) is associated
with prostate cancer risk in French middle-aged adults in a prospective study. J Nutr. 2016
Apr;146(4):785-91.)
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Perspectives de recherche

[. Vitamine D et santé : de nombreux points restant a élucider

La vitamine D a été tres étudiée au cours des derniéres décennies. Les connaissances produites
ont notamment permis de mieux comprendre le réle joué par la vitamine D dans différents
processus physiologiques. Cependant, de nombreux points restent a élucider aussi bien au niveau
des associations entre la vitamine D et la santé (cancer et autres pathologies ou états de santé)
gu’au niveau de la détermination des seuils « optimaux » pour le statut en vitamine D.

A) Vitamine D, cancer et autres maladies chroniques/états de santé

Comme évoqué en introduction, la vitamine D est impliquée dans la régulation de trés nombreux
génes au niveau de différents tissus de I'organisme (expression du VDR, conversion 25(OH)D-
1,25(0H),D), ce qui a conduit a de nombreuses hypotheses associant la vitamine D a la prévention
de différentes maladies chroniques.

Cette theése portait notamment sur les liens entre la vitamine D et le risque de cancer avec I'étude
de trois types de cancer : cancer du sein, cancer de la prostate et cancers liés au tabac. Toutefois,
les hypothéses mécanistiques soutenant la possibilité d’'un réle de la vitamine D dans la
prévention de ces cancers peuvent également s’appliquer a d’autres localisations. Il serait donc
intéressant d’étudier ces autres localisations, plus rares, dans des échantillons de grande taille
dans lesquels un nombre suffisant de cas aurait été diagnostiqué. De plus, il est également
intéressant d’étudier les associations entre la vitamine D et d’autres maladies chroniques/états de
santé (ex. maladies cardiovasculaires, diabéete, syndrome métabolique, hypertension artérielle,
obésité, infections, santé mentale). Dans la cohorte SU.VI.MAX, deux études ont été réalisées en
ce sens (voir la liste des publications), I'une portait sur les relations entre le statut en vitamine D et
les performances cognitives (Assmann KE et al. [40]) et I'autre sur les relations entre le statut en
vitamine D et les symptomes dépressifs (Collin C et al. Under review).

Par ailleurs, les travaux étiologiques présentés dans cette thése ont mis en évidence que les
relations entre vitamine D et cancer étaient complexes. En effet, différents parameétres sont
susceptibles de modifier ces associations, et pourraient également modifier les relations entre la
vitamine D et d’autres maladies chroniques/états de santé.

D’une part, nous avons vu que la relation entre la vitamine D et le risque de cancer était modifiée
par des caractéristiques individuelles. Dans notre étude nous avons notamment observé une
modification de la relation entre la vitamine D et le risque de cancer par le statut pondéral et Ia
consommation d’alcool. Ces parameétres individuels peuvent en effet modifier le métabolisme et
donc la réponse a la vitamine D (ex. statut pondéral: possible modification du ratio
synthése/dégradation dans le tissu adipeux et références de « statut en vitamine D normal »
potentiellement différentes) et/ou étre des facteurs de risque dont la vitamine D pourrait contrer
certains effets déléteres (ex. consommation d’alcool). Cette possible modification des relations
entre la vitamine D et le risque de cancer par des facteurs individuels telle qu’observée dans nos
différents travaux étiologiques pourrait s’appliquer a d’autres états de santé ou d’autres
parameétres (ex. la prise de THM) et constitue une hypothése intéressante pouvant contribuer a
expliquer les contrastes entre les résultats observés dans la littérature.

De plus, a linverse, la vitamine D pourrait également étre envisagée comme un facteur
modificateur des relations entre différents paramétres individuels et le risque de cancer (et autres
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états de santé). En effet, une interaction observée signifie qu’un facteur a modifié I'effet potentiel
de I"autre vis-a-vis de lissue considérée. Dans notre étude portant sur le risque de cancer du sein,
nous avons ainsi mis en évidence des interactions entre vitamine D et statut pondéral (IMC) d’une
part et consommation d’alcool d’autre part vis-a-vis du risque de cancer du sein. Si nous avons
considéré que le statut pondéral et la consommation d’alcool modifiaient la relation entre le
statut en vitamine D et le risque de cancer du sein, il pourrait aussi étre intéressant d’étudier
I'effet potentiellement modificateur de la vitamine D sur la relation entre ces deux facteurs de
risque reconnus de cancer du sein et le risque de cancer du sein. Plus largement, il pourrait alors
étre intéressant d’envisager la vitamine D comme un facteur modificateur des relations entre
d’autres parameétres individuels et le risque de cancer (ou autres maladies chroniques) afin
d’investiguer la possibilité que I'effet de la vitamine D ne soit pas entierement un effet « propre »
mais soit lié a un cumul de différents facteurs de risque (facteurs individuels et insuffisance en
vitamine D) ou soit lié au fait que la vitamine D pourrait agir de maniére bénéfique en « contrant »
certains effets déléteres induits par les facteurs individuels étudiés.

D’autre part, dans les pays situés a des latitudes élevées, la vitamine D ne peut étre synthétisée
entre Octobre et Mars. Ainsi, hors prise de compléments alimentaires ou de médicaments a base
de vitamine D, l'organisme dépend de ses réserves et des rares apports alimentaires pour
maintenir un statut adéquat en vitamine D durant cette période. De fait, il est généralement
observé que les concentrations en 25(0OH)D diminuent au cours des mois d’hiver. Dans la Partie 1.
Il., nous avons montré que les individus pour lesquels le prélevement sanguin avait été réalisé en
fin d’hiver/début de printemps présentaient des concentrations plus faibles en 25(0OH)D. Certaines
hypothéses se basent méme sur ces fluctuations saisonniéres pour expliquer les relations
déléteres observées entre des concentrations en 25(0OH)D élevées et le risque de cancer. En effet,
d’importantes variations saisonniéres du statut en vitamine D pourraient étre a l'origine de
perturbations de I'équilibre entre production et dégradation de la 1,25(OH),D dans le sens d’une
trop forte dégradation des 25(OH)D et 1,25(0OH),D [264, 265], ce qui pourrait induire des
conséquences au niveau local, notamment pour la régulation cellulaire. Ainsi, méme s’il a été
montré qu’une seule mesure de la concentration en 25(0OH)D pouvait étre considérée comme
appropriée dans le cadre d’études prospectives [228], il pourrait étre pertinent d’étudier de
maniére plus poussée I'impact de I'amplitude des fluctuations saisonniéres sur le risque de cancer
ou d’autres maladies chroniques/états de santé a I'aide de mesures répétées de la concentration
en 25(0H)D au cours des saisons.

B) Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques, apports et supplémentation

Pour étudier les liens entre la vitamine D et différents états de santé, la vitamine D devrait étre
envisagée a la fois comme le statut en vitamine D, les polymorphismes de géenes impliqués dans le
métabolisme de la vitamine D, les apports alimentaires en vitamine D et la prise de compléments
alimentaires ou de médicaments a base de vitamine D. Si le statut en vitamine D et les
polymorphismes génétiques sont des parametres biologiques pouvant étre mesurés, |'estimation
des apports alimentaires en vitamine D et de la prise de compléments alimentaires ou
médicaments a base de vitamine D dépendent de la déclaration réalisée par les individus et des
outils disponibles dans les cohortes.

Dans la cohorte SU.VI.MAX, les apports alimentaires en vitamine D n’étaient ni associés au statut
en vitamine D ni au risque de cancer. Toutefois, les apports observés étaient faibles. En effet,
ceux-ci ont été estimés a partir d’enregistrements alimentaires effectués au début du suivi (1994-
1997). Or, a cette époque en France, les produits alimentaires enrichis en vitamine D n’étaient pas
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aussi courants gu’ils ne le sont aujourd’hui et la table de composition SU.VI.MAX ne prenait que
partiellement en compte le caractere enrichi ou non des produits. Dans d’autres cohortes (ex. la
cohorte NutriNet-Santé), le différentiel entre des produits « classiques » ou enrichis en vitamine D
pourrait étre fait au moment de la déclaration des consommations alimentaires. Il serait alors
possible de prendre en compte cette consommation de produits enrichis pour étudier plus
finement les apports alimentaires en vitamine D et ses sources, notamment en lien avec le statut
en vitamine D ou avec différentes maladies chroniques/états de santé.

De plus, dans la cohorte SU.VI.MAX, la prise de compléments alimentaires était limitée pendant la
durée de I'essai d’intervention et peu d’information était disponible concernant la période de suivi
post-essai. Il pourrait étre intéressant d’étudier (au niveau qualitatif et quantitatif) les pratiques de
prise de compléments alimentaires ou médicaments a base de vitamine D (ex. doses, fréquence,
interaction avec d’autres vitamines/minéraux ou médicaments, automédication) et leur relation
avec le statut en vitamine D ou différents états de santé. Pour cela, des informations détaillées
doivent étre collectées sur la consommation de compléments alimentaires et de médicaments a
base de vitamine D, avec I'implémentation d’une table de composition pour ces produits. Ce
travail a notamment été réalisé dans la cohorte NutriNet-Santé : collecte de données sur la
consommation de compléments alimentaires (substance, produits, fréquence, nombres
d’unités/jour) et mise en place d’une table de composition des compléments alimentaires (projet
QUANTICA financé par le Cancéropole lle-de-France).

Dans notre étude sur les connaissances liées a la vitamine D dans la cohorte NutriNet-Santé, nous
avons pu mettre en lien le statut en vitamine D mesuré avec I'opinion des individus sur leur statut.
Dans l'optique d’une confrontation entre connaissances/croyances des participants et
comportements effectifs observés, une estimation plus précise des apports en vitamine D
provenant de l'alimentation ou de compléments alimentaires pourrait étre mise en regard des
connaissances des participants, notamment concernant les sources de vitamine D.

C) De nouvelles études nécessaires

Pour élucider ces questions, de nouvelles études sont donc nécessaires. Ces nouvelles études
pourraient notamment permettre de vérifier les résultats obtenus dans le cadre des travaux
présentés ici (résultats principaux et interactions) dans d’autres populations (autres pays, autres
habitudes alimentaires, autres latitudes, etc.) mais également de tester d’autres hypothéeses.

Différents types d’études complémentaires peuvent ainsi étre envisagées :

— Des études d’observation menées dans des cohortes incluant un grand nombre de participants
bien caractérisés permettant d’avoir une puissance statistique adéquate dans les analyses
descriptives et les analyses étiologiques. En particulier, les études portant sur le statut en
vitamine D devrait bien préciser la distribution des concentrations en 25(0OH)D au sein de la
population d’étude et les concentrations comparées (utilisation de seuils de référence :
carence/insuffisance et/ou de seuils propres a chaque cohorte : percentiles).

— Des analyses poolées” permettant de regrouper les données obtenues dans différentes
populations.

* ’EREN, dans le cadre de la cohorte SU.VI.MAX, participe au Endogenous Hormones, Nutritional Biomarkers and Prostate
Cancer Collaborative Group. Différentes études ont été réalisées a ce jour, notamment une étude portant sur la
concentration en IGFs en lien avec le risque de cancer de la prostate (Travis RC et al., voir la liste des publications). Une
étude est en cours de préparation sur les liens entre le statut en vitamine D et le risque de cancer de la prostate pour
laguelle nous avons fourni les données de dosages obtenues dans le cadre du projet IRESP « vitamine D et cancer ».
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— Des études d’intervention menées sur une durée suffisamment longue, avec des doses
appropriées, des issues principales d’intérét bien définies et des populations d’étude
diversifiées et bien caractérisées (prenant notamment en compte le statut en vitamine D a
I'inclusion).

— Des méta-analyses permettant d’agréger les différents résultats disponibles.

Enfin, un travail d’expertise collective permettra de faire le point sur les différentes études
réalisées et sur les niveaux de preuve associés aux différentes facettes des relations entre la
vitamine D et la santé.

D) Détermination du statut sanguin « optimal » pour la vitamine D

Une fois que des niveaux de preuve auront été établis pour les différents états de santé
potentiellement associés a la vitamine D, il pourra étre envisagé d’établir des recommandations
consensuelles sur le statut « optimal » en vitamine D, en prenant en compte I'ensemble des
informations disponibles. Le statut « optimal » en vitamine D (limites inférieures et supérieures
associées a un bon état de santé) est dépendant des seuils de concentration pour lesquels un effet
potentiellement bénéfique de la vitamine D serait observé (seuil « efficace ») mais aussi des seuils
de concentration au-dela desquels cet effet pourrait étre potentiellement délétére. En effet, un
phénoméne de « courbe en U » a déja été observé pour la vitamine D (notamment en lien avec le
risque de cancer de la prostate) et devait étre pris en compte.

Avec la définition d’un statut « optimal » pour la vitamine D, des politiques de santé publique
peuvent étre établies dans 'optique d’améliorer le statut en vitamine D de la population. Ces
politiques peuvent notamment prendre en compte les résultats descriptifs obtenus dans nos
travaux (et dans d’autres cohortes) pour cibler les profils d’individus a risque de présenter un
statut trop bas et les déterminants modifiables du statut en vitamine D (leviers d’action) et pour
adapter les messages et les informations a mettre a disposition du public en fonction des
connaissances (et lacunes) de la population sur la vitamine D.

II. Perspectives de recherche en épidémiologie nutritionnelle

De maniere « classique », I'épidémiologie nutritionnelle étudie les liens entre la nutrition
(notamment I'alimentation) et la santé en utilisant des outils de collecte de données de type
guestionnaires (notamment alimentaires). Si ces outils ont permis d’étudier un grand nombre
d’associations, I'émergence d’outils innovants permet aujourd’hui d’ouvrir de nouvelles
perspectives.

A) Epidémiologie nutritionnelle et nouvelles technologies : collecte des données

L'étude NutriNet-Santé est pionniere dans I'utilisation d’Internet pour la recherche en
épidémiologie nutritionnelle [206]. L'utilisation d’Internet a permis de faciliter le contact avec les
participants (site internet, mails) et constitue un intérét important pour le traitement des
informations (réponses aux différents questionnaires rapidement mises a disposition dans des
bases de données informatiques, co(t et logistique allégés, etc.).

Au-dela de l'utilisation d’Internet, I'épidémiologie pourrait maintenant bénéficier des nouvelles
technologies disponibles dans le domaine de |’e-santé, notamment les smartphones ou les
différents appareils connectés développés ces derniéres années. Ces appareils permettraient en
effet de recueillir de nombreuses informations comme I'alimentation (application téléphone
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dédiée), le niveau d’activité physique, le poids, la tension artérielle mais également des
parametres biologiques comme le taux sanguin de glucose par exemple. Ces appareils connectés
constituent ainsi un fort potentiel pour la recherche en santé en facilitant la collecte de données
pour lesquelles une visite clinique (et donc un déplacement) était jusqu’a présent nécessaire. De
méme, certains kits ont été développés pour permettre de récolter a distance des échantillons
biologiques (ex. selles, salive) par un échange postal.

B) Vers une épidémiologie nutritionnelle plus mécanistique

Les liens entre la nutrition et la santé sont complexes et peuvent étre influencés par de nombreux
parametres. Les travaux étiologiques menés dans le cadre de cette thése avaient pour vocation
d’apporter certains éléments pour mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la relation
entre la nutrition et le risque de développer des maladies chroniques (ici, le cancer).

Ainsi, une grande partie des travaux menés dans cette thése était basée sur un marqueur
biologique du statut nutritionnel en vitamine D (concentration plasmatique en 25(0OH)D) et sur des
données de génotypage et ont permis de montrer I'importance de l'interaction de I'individu avec
son environnement.

D’autres types d’études épidémiologiques mécanistiques peuvent également étre conduits,
notamment en testant des hypothéses mécanistiques provenant directement d’études
expérimentales. Ceci était I'objet de I'étude portant sur I'association entre les apports en fer et le
risque de cancer du sein en considérant une modification éventuelle par des apports en
antioxydants et en lipides. Cette étude est née d’une collaboration dans le cadre du réseau NACRe
(réseau National Alimentation Cancer Recherche) avec une équipe menant des travaux
expérimentaux sur des modeles animaux (INRA Toxalim, Toulouse). La collaboration entre
recherche épidémiologique et expérimentale est importante et indispensable, elle permet en effet
d’établir des échanges mutuels entre proposition et vérification d’hypothéses.

Par ailleurs, cette collaboration de I'épidémiologie avec des domaines de recherche plus
« mécanistiques » ouvre un champ de recherche important en particulier avec l'utilisation de
nouvelles technologies :

— Métabolomique : pour étudier la relation entre la nutrition et le risque de développer des
maladies chroniques, il pourrait étre intéressant d’utiliser des biomarqueurs nutritionnels
reflétant un certain type d’alimentation, ou plus généralement des biomarqueurs reflétant
un certain profil a risque de développer ces pathologies. Si certains biomarqueurs sont
connus, la recherche de nouveaux biomarqueurs plus spécifiques et/ou plus prédictifs est
nécessaire. Ceci souligne I'intérét d’utiliser la métabolomique dans le cadre de I'étude des
liens entre la nutrition et la santé. La métabolomique permet en effet d’obtenir une vision
de l'ensemble des métabolites présents dans un compartiment biologique donné (en
particulier dans un échantillon sanguin). La mise en relation de ces profils de métabolites
avec l'alimentation et/ou la santé permet donc la découverte de nouveaux biomarqueurs.
C'est notamment I'objet de deux projets en cours au sein de I'EREN pilotés par le Dr
Mathilde Touvier : Métabo-KS et Métabo-KP (découverte de biomarqueurs prédictifs pour le
cancer du sein et de la prostate respectivement) dans lesquels j'ai eu I'opportunité de
m’impliquer dans le cadre de ma these (participation a la mise en place des projets, réunion
avec les différents partenaires, co-encadrement d’un stage de Master 2).

— Caractérisation du microbiote intestinal : ce domaine de recherche a l'interface entre la
nutrition et le développement de maladies chroniques est particulierement intéressant et
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est source de nombreuses pistes de recherche. En effet, le microbiote présent dans notre
intestin serait influencé par la nutrition et, différentes études montrent que sa composition
(abondance, diversité) pourrait étre liée au développement de nombreuses pathologies.
C’est pourquoi j’ai choisi d’étudier cette thématique dans le cadre d’un projet de recherche
postdoctoral a I’Academisch Medisch Centrum (AMC), Université d’Amsterdam, a partir de
I'automne 2016.
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Conclusion générale

Ce travail de these s’inscrit dans un contexte ou la vitamine D suscite une attention grandissante
de la part de la communauté scientifique et médicale mais aussi du public. Il a permis d’étudier
cette vitamine-hormone sous différents angles : un aspect descriptif portant sur I'’étude du statut
en vitamine D et ses déterminants, et sur les connaissances liées a la vitamine D en population
générale, et un aspect étiologique portant sur I'étude prospective de I’association entre la
vitamine D (statut et polymorphismes génétiques) et le risque de différents cancers.

Les travaux descriptifs menés ont bénéficié des données collectées dans le cadre de deux
cohortes : la cohorte SU.VI.MAX et la cohorte NutriNet-Santé.

L’étude des connaissances liées a la vitamine D de 60 000 participants de la cohorte NutriNet-
Santé a permis de mettre en évidence que les médecins mais aussi les médias étaient les
principales sources d’information concernant la vitamine D et qu'’il existait une certaine confusion
par rapport aux effets santé établis ou non de la vitamine D mais aussi concernant ses sources. Ces
résultats étaient clairement modifiés par un effet d’age/de génération et de facteurs
socioéconomiques. Ainsi, globalement, une meilleure connaissance de la vitamine D était
observée chez les femmes, les individus ayant un niveau d’éducation plus élevé et chez ceux ayant
un revenu plus élevé. Une importante incohérence a été par ailleurs observée entre ce que les
individus pensent de leur statut en vitamine D (trop bas ou non) et leur statut effectivement
mesuré. Ces observations soulignent I'importance d’une communication claire concernant la
vitamine D et suggerent que des éléments d’information sur la vitamine D devraient étre mis a
disposition du public mais aussi des professionnels de santé.

Dans la cohorte SU.VI.MAX, I’étude simultanée de différents déterminants du statut en vitamine D
sur 1850 participants a permis de mettre en évidence que bien que certains facteurs influengant le
statut en vitamine D ne soient pas modifiables (sexe, age, polymorphismes du géne GC), d’autres
pourraient étre modifiés, comme le fait de s’exposer au soleil de fagon modérée (compatible avec
les recommandations associées a la prévention des cancers de la peau), de pratiquer une activité
physique réguliere et de maintenir un poids normal, et pourraient donc faire I'objet de
recommandations de santé publique. L'identification de ces déterminants du statut en vitamine D
a conduit a I'élaboration d’un score simple qui pourrait étre utilisé en pratique clinique pour
détecter des individus a risque d’insuffisance en vitamine D (score VDIP). Ce score a été construit
sur 1557 participants de la cohorte SU.VI.MAX en se basant sur 7 caractéristiques individuelles
facilement accessibles lors d’un examen clinique (sexe, statut pondéral, activité physique usuelle,
latitude du lieu d’habitation, période de prélevement sanguin, exposition solaire usuelle et
phototype) et sur un systeme de calcul simplifié. Le score VDIP a montré de bonnes performances
et a été testé sur 781 participants de la cohorte NutriNet-Santé. Ainsi, ce score, dont
I'implémentation en pratique nécessite une courte checklist et une feuille de calcul, pourrait servir
de premier outil de détection permettant de mieux cibler les individus a risque d’insuffisance en
vitamine D et donc de limiter la supplémentation systématique ou les dosages.

Ainsi, ces travaux permettant d’avoir a la fois un meilleur apercu des connaissances et des
croyances concernant la vitamine D en population générale et une meilleure connaissance des
facteurs influengant le statut en vitamine D devraient contribuer a améliorer le statut en vitamine
D de la population. De plus, la prise en compte du statut en vitamine D a permis de définir des
valeurs de références plus appropriées pour la concentration en PTH, ce qui devrait contribuer a
I'amélioration du diagnostic d’une hyperparathyroidie.
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Les travaux étiologiques menés sur I'association entre la vitamine D et le risque de cancer dans le
cadre d’une étude cas-témoin nichée dans la cohorte SU.VI.MAX ont mis en évidence qu’un statut
plus élevé en vitamine D (parmi des concentrations plasmatiques en 25(0OH)D faibles a modérées
telles qu’observées dans cette étude) pourrait étre associé a une diminution de risque de cancer
du sein (233 cas), de cancer de la prostate (129 cas) ou de cancers liés au tabac (209 cas).

Ces associations seraient toutefois modifiées par différents facteurs individuels. En effet, un statut
plus élevé en vitamine D était associé a une diminution de risque de cancer du sein uniquement
chez les femmes minces, et chez celles présentant des apports en alcool modérés a élevés, et a
une diminution de cancers liés au tabac plus particulierement chez les fumeurs (anciens fumeurs
et actuels). Ceci suggere que la vitamine D pourrait contrer certains effets déléteres liés a des
comportements a risque : alcool et risque de cancer du sein, tabac et risque de cancers liés au
tabac. Par ailleurs, dans notre étude (et d’autres études précédentes), un statut plus élevé en
vitamine D était associé a une augmentation de risque de cancer du sein chez les femmes en
surpoids ou obéses.

Les résultats obtenus pour les polymorphismes génétiques soutiennent les résultats observés avec
le statut en vitamine D. Le polymorphisme GC rs4588 (allele T, activité moindre de transport de la
vitamine D) était associé a une augmentation de risque de cancer du sein, en particulier chez les
femmes de poids normal. Le polymorphisme VDR Bsml (allele T, expression plus importante de la
vitamine D) était quant a lui associé a une diminution de risque de cancer du sein chez les femmes
avec un statut en vitamine D plus élevé et chez les femmes avec des consommations d’alcool
modérées a élevées (donc étant plus a risque de cancer du sein). Enfin, les polymorphismes VDR
Fokl et RXR rs7861779 (alléles A et T respectivement, expression moindre de la vitamine D) étaient
associées a une augmentation de risque de cancers liés au tabac.

Ces résultats fournissent donc des pistes intéressantes et novatrices sur des facteurs modificateurs
potentiels (statut pondéral, consommation d’alcool, tabagisme) des relations entre le statut en
vitamine D, les polymorphismes génétiques et le risque de cancers du sein, de la prostate et de
cancers liés au tabac, et pourraient ainsi contribuer, a terme, a [I'‘optimisation des
recommandations nutritionnelles de santé publique pour la prévention primaire des cancers.
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ABSTRACT

Importance: Recently, people have been exposed to a lot of information regarding vitamin D, with
evidence suggesting that vitamin D may be involved in numerous health conditions and concerns
towards the high prevalence of vitamin D insufficiency.

Objective: Our objective was to assess knowledge and beliefs regarding vitamin D in a large adult
sample.

Design: Cross-sectional study (2009-2015)
Setting: Population-based study, general community
Participants: 59,273 French participants from the NutriNet-Santé cohort

Exposure: A questionnaire was administered starting 2012 to investigate several aspects of vitamin
D-related knowledge (e.g. source of information, sources, health effects, opinion regarding vitamin
D status).

Main Outcome(s) and Measure(s): Answers (N, %) were weighted according to the French socio-
demographic distribution and were compared across individual characteristics (e.g. sex, age,
educational level, income, measured vitamin D status), using x? tests.

Results: While virtually all participants heard of vitamin D (92%), they did not always correctly
cited vitamin D sources (e.g. sun exposure: 72%, fatty fish: 61%) or established health effects (bone
health: 62-78%) but still mentioned incorrect sources and unproven health effects (e.g. cancer,
cardiovascular or cognitive diseases). Besides, 6% considered tanning booths/sunbeds as sources of
vitamin D. Overall better knowledge was observed in women, better educated and higher income
individuals and when physicians were the source of information. Concern with vitamin D status and
actual insufficiency were largely inconsistent: e.g. only 16% of those with insufficient vitamin D
status thought they were insufficient.

Conclusions and relevance: This study was the first in Europe in a large adult sample to provide
detailed information on vitamin D-related knowledge and beliefs. Our results highlighted physicians
and media as information-providers, confusion regarding proven/unproven health effects and
sources of vitamin D, and a strong inconsistency between participants’ vitamin D status and their
opinion about it. These results stress the need for guide books regarding vitamin D for the public
but also for health care professionals and could contribute to improve the communication regarding
vitamin D from practitioners and public health institutions.
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INTRODUCTION

What do people know or think they know about vitamin D? Recently, a lot of attention has been
given to vitamin D (VitD). VitD has been known for a long time in the scientific community for its
involvement in calcium homeostasis and bone health but the discovery that a vast majority of
tissues are responsive to this molecule led to consider that VitD may play a key role in numerous
health conditions. VitD is synthesized endogenously following skin exposure to the sun (UVB, 290-
315 nm) and may also be provided by dietary sources, drugs and supplements*=.

With the increasing indoor lifestyle in developed countries, VitD insufficiency (VitD status
<20ng/ml*) has become a great public health concern since its prevalence is quite high: 42.5% in
France®, around 35-70% in Europe® and 36% in the US?. Numerous studies have been carried out
regarding VitD (30,000+ hits on Pubmed for the last decade) and its association with multiple
health outcomes, as illustrated in a recent “umbrella review”’ that identified 137 health outcomes
covered by systematic literature reviews (n=107) and meta-analyses of observational studies (n=74)
and of randomized controlled trials (n=87). However, thus far, health outcomes for which a role of
VitD has been clearly established are limited: the US Institute of Medicine considered that the only
established association is between VitD and bone health*, and the European Commission authorized
claims mostly linking VitD® to calcium homeostasis, cell division, immune system and bone-related
outcomes. The levels of proof regarding other health outcomes (e.g. cancer, cardiometabolic
diseases, cognitive disorders) remain insufficient’. In contrast, Caulfield et al.? recently showed
that, in the media, VitD has mostly been considered as a “miracle vitamin” and associated with a
wide variety of health outcomes, regardless the actual level of evidence.

People are exposed to a lot of information from several sources, thus, one may wonder what they
really know about VitD and how they understand its role in health. Such information would be of
interest for practitioners and public health institutions to improve the communication regarding
VitD. Previous studies performed in several countries (mostly targeting specific groups) showed
that VitD-related knowledge was limited'®?’. To our knowledge, no study was performed in Europe
in a large sample from the general population and few linked VitD-related knowledge to various
individual characteristics (including measured VitD status).

Thus, the objective of the present work was to assess several aspects of VitD-related knowledge
(VitD sources, health effects, source of information...) in 60,000 French adults, across a wide range
of individual characteristics.

METHODS
Study population

The NutriNet-Santé study is a large ongoing web-based cohort launched in France in 2009 focusing
on the associations between nutrition and health and involving participants aged 18+ with Internet
access recruited from the general population®®. All questionnaires are completed online using a
dedicated website (www.etude-nutrinet-sante.fr). The NutriNet-Santé study is conducted according
to the Declaration of Helsinki guidelines and was approved by the Institutional Review Board of the
French Institute for Health and Medical Research (IRB Inserm n°0000388FWAQ00005831) and the
"Commission Nationale de 1I’Informatique et des Libertés" (CNIL n°908450/n°909216). Electronic
informed consent is obtained from each participant (EudraCT no. 2013-000929-31).

Data collection

At baseline and each year thereafter, participants completed a set of five questionnaires on socio-
demographic and lifestyle characteristics, anthropometrics, dietary intake, physical activity, and
health status. Drugs and/or dietary supplement use (including those containing VitD) was assessed
in a detailed questionnaire 2 months after baseline and in all yearly health questionnaires. As
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described elsewhere?®, a detailed questionnaire collected information on usual sun exposure and
Fitzpatrick phototype, and VitD status (total 25-hydroxyvitamin D concentration) was measured for
a subsample of 860 participants.

A specific questionnaire was sent to all participants starting May 2012 to assess their VitD-related
knowledge. Participants were asked if they ever heard of VitD, what were their sources of
information, what were the sources of VitD, what were the health effects of VitD and whether they
thought that their VitD status was too low (complete questionnaire in eTablel).

Statistical analyses

Data were weighted in order to obtain a representative sample of the French population in terms of
socio-demographic distribution. Sex-specific normalized weighting was calculated using the SAS
macro %CALMAR and the 2009 national Census INSEE data® on age, educational level, area of
residence, occupational category, marital status and presence of children in the household.

Answers to the VitD questionnaire (N, %) were compared (x? tests) according to sociodemographic
characteristics (sex, age, educational level, monthly income per household unit, living area
(Northern or Southern France), size of the urban unit), VitD supplement/drug use, sources of
information regarding VitD, VitD status, declared sun exposure and Fitzpatrick phototype. For all
analyses (except those for the comparison according to age and sex), unconditional logistic
regression models adjusted for age and sex were used.

Given the size of the study sample, even small differences were found to be of statistical
significance. Therefore, for interpretation purposes, we considered inter-groups differences >5%. P-
value<0.05 was considered statistically significant. All tests were two-sided. Analyses were carried
out with SAS 9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTS

116,018 participants received the non-mandatory VitD questionnaire online until January 2015
among whom 60,825 answered it (response rate: 52%). 1552 participants were excluded because of
missing/unsuitable data in variables used for statistical weighting, leaving 59,273 participants for
analyses. Individual characteristics’ distribution in our population (before and after weighting) is
shown in Table 1.

VitD knowledge and sources of information (Table 2, eTable 2)

Overall, 92% of participants declared that they already heard of VitD. This proportion was higher in
women, in older participants, in those with a higher educational level and a higher monthly income.

Main sources of information were physicians (41%), television (39%) and magazines (39%).
Physicians were more cited by women, older participants and those with a lower educational level.
The media were more cited by men and a distinction was observed between television (more cited
by younger individuals and those with lower education or income) and newspapers and radio (more
cited by older subjects and those with higher income). School/university was more frequently
quoted by younger, better educated subjects and those with higher income.

Opinion regarding VitD status

24% of participants were concerned that their VitD status may be too low (Table 2). This
proportion was higher in women, in participants living in Northern France (25% vs. 19% in
Southern France, P<0.0001, not tabulated), in urban communities, (28% vs. 20% in rural
communities, P<0.0001, not tabulated) and in those reporting (very) low sun exposure (27% vs.
19% for high sun exposure, P<0.0001, not tabulated). This proportion reached 47% in those who
ever took VitD supplements/drugs. Participants with a fair skin (phototype I/1l) were more
concerned regarding their VitD status than those with a darker skin (phototype V/VI, 30% vs. 17%,
P<0.0001, not tabulated).

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 169



Among participants with available plasma 250HD concentration (N=700, Table 3, mean 250HD
concentration=24.5+11.8ng/ml), only 30% of those who believed that their VitD status was too low
did have an insufficient VitD status (<20ng/ml) and only 16% of those with an actual VitD
insufficiency were concerned with their VitD status.

VitD sources (Table 4, eTable 3)

Sun exposure was cited by 72% of participants. This source was better known by women,
participants with higher educational level and income, and with adequate VitD status (83% vs. 75%
in those with insufficient status, P=0.01, not tabulated).

62% cited drugs containing VitD, 61% fatty fish, 55% cod liver oil and 51% VitD-fortified dairy
products. Women had a better knowledge of these sources. Younger participants, those with a
higher educational level and income were more likely to cite fortified dairy products and
supplements/drugs containing VitD and less likely to mention traditional dietary sources.
Participants who ever took VitD supplements/drugs had a better knowledge of VitD sources overall,
so did participants who were concerned that their VitD status was too low.

While the main sources of VitD were insufficiently known, participants also cited olive oil (18%),
white fish (11%), antioxidant supplements (7%) or chicken (4%), showing some existing confusion.

Overall, 6% of participants agreed that tanning booths/sunbeds from tanning salons can provide
VitD and especially younger participants, those with a higher educational level and participants who
declared a high usual sun exposure (9% vs. 5% for moderate or low sun exposure, P<0.0001, not
tabulated).

Role of VitD in several health conditions (Table 5, eTable 4)

Only 78% of participants associated VitD to healthy bones, 74% to osteoporosis and 62% to rickets.
These proportions were higher in women, older participants and those who already took VitD
supplements/drugs. Participants who acknowledged a role of VD in pregnancy were only 40%, and
especially women, younger participants, those with a higher educational level, and those who took
VitD supplements/drugs.

While these established roles of VitD were not well known, a substantial proportion of participants
associated VitD with several other health conditions for which a consensus has not been reached
such as skin cancers (33%), skin diseases (26%), other cancers (25%), infections (25%), or
psychiatric diseases (11%).

Knowledge/beliefs regarding VitD according to the source of information (eTable 5)

Participants who learnt about VitD with their physician were more likely to have a better
knowledge of VitD sources and proven health effects. Participants who learnt about VitD with
another health care professional (e.g. pharmacist, dietitian, dentist, nurse, etc.) or at
school/university also answered correctly for VitD sources and proven health effects but also tended
to associate VitD to other health conditions with no consensus. Finally, participants who learnt
about VitD in the media were also more likely to believe in a role of VitD in health conditions with
No CoNnsensus.

All results remained statistically significant after Bonferroni correction to take into account multiple
testing.

DISCUSSION

To our knowledge, this study was the first in Europe to assess VitD-related knowledge in a large
sample from the general population. While sources and established health effects of VitD were not
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always cited by participants, substantial proportions of subjects mentioned incorrect sources and
unproven health effects. Knowledge was strongly influenced by the source of information and
sociodemographic and economic factors. Interestingly, a high inconsistency was observed between
what people think about their VitD status and their actual status.

Although 30% of participants did not mention sun exposure (primary source of VitD"), this source
was the most frequently cited, consistently with previous studies in which high proportions of
people associated sunshine to VitD1015119:202325:26

Tanning booths/sunbeds have been promoted by the industry as a VitD provider®’. 6% of our
population agreed with this argument, especially the youngest. This is of concern since these
devices also are strongly associated with skin aging/skin cancer risk®4%. Thus, they should not be
recommended as a way to get VitD, with an additional caution for young people (susceptible group
for skin cancer)**.

Dietary sources of VitD mainly include cod liver oil, fatty fish, eggs, offal, dairy products
(especially if fortified) and some mushrooms although the contribution of these sources to VitD
status is low compared to sun exposure**. In our population, as in previous studies'®41920:23-27
knowledge regarding VitD dietary sources was insufficient and contrasted, depending on the
sources. Fatty fish, cod liver oil or fortified dairy products were known by 50-60% of our
participants while regular dairy products, offal or eggs were only known by 20-30%. Some
confusion was also observed since 18% of participants cited olive oil and 5-10% lean fish or
chicken while they contain no/very few VitD. Incorrect VitD sources such as fruits, vegetables,
soya or rice were also cited in previous studies™®?%%7,

Thus far, even though results from observational studies have been promising (yet inconsistent)
regarding non-musculoskeletal effects of VitD, results from randomized controlled trials have failed
to confirm them’, leaving musculoskeletal health as the only established health effect (US Institute
of Medicine®). This was questioned by the US Endocrine Society which considered that the role of
VitD in other health conditions should be taken into account when formulating
recommendations®®®’. Besides, in this context of rapid growth of knowledge, media have circulated
a lot of information on VitD and often failed to balance their assertions according to the current
level of evidence®. This has resulted in some confusion regarding VitD health effects, in both the
public and health professionals***®, as reflected by the present study.

The established role of VitD in bone health was known by a majority of participants but ignored by

22-38% of them. These were also identified as main VitD health effects in previous studies™®™"
17;19;20;25;27

Although VitD effects on pre-eclampsia and gestational diabetes are still under research, its role in
the prevention of neonatal hypocalcaemia has been recognized and VitD supplementation of
pregnant women is recommended in France®®*°. However, in our population only 40% of
participants knew about the role of VitD in pregnancy.

Participants also attributed a role to VitD in other health conditions such as cancers, cardiovascular
or cognitive diseases, as observed in previous studies’®'%2>?" \yhereas the current level of
evidence does not allow definite answers.

Believing that VitD is involved in all sorts of health conditions may lead participants to search for
VitD supplementation which should only target at-risk individuals**

About a quarter of our population thought they had an insufficient VitD status. Corresponding
proportions in previous studies were 9% (Australia) and 6% (New Zealand). Surprisingly, while
participants with darker skin are more at risk of insufficiency™°, they were the least concerned with
their VitD status in our study, consistently with an Australian study on general practitioners®® in
which dark skin was not considered as a main risk factor for VitD insufficiency.
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Prevalence of VitD insufficiency (250HD <20ng/mL) was about 40% in our subsample.
Interestingly, concern with VitD status and actual insufficiency were largely inconsistent: only 16%
of those with an insufficient VitD status thought they were insufficient, and 30% of those who were
concerned with their VitD status were actually insufficient.

Physicians were the first source of information in our population, especially for women and older
participants, i.e. two groups at higher risk for VitD insufficiency or bone-related disorders. This
source was associated with better knowledge regarding VitD. Previous studies have shown that
physicians are a major source of VitD-related information'%#1%222¢ Thjs highlights the important
role played by physicians (trusted source of information) in the education of their patients*#1¢7,

However, people usually rely on diversified sources of information**. When all types of media were
grouped, they were cited by 63% of our participants (men especially), becoming the leading source
of information, as observed in previous studies***%?%%"In our study, participants who learnt about
VitD in the media (all types) were more likely to associate VitD with unproven health effects. This
may result from the confusing message expressed by some media®**.

In this study, women had a more accurate knowledge than men regarding VitD sources and the role
of VitD in bone health and pregnancy. They were also more concerned with their VitD status. This
was previously observed'”*?" and may be due to the fact that women usually show more interest
in nutrition-and-health-related issues but also that, as an “at-risk” group for VitD insufficiency and
bone-related disorders, they may be more informed by their physicians, as observed in our study.

In addition, an age and/or generational effect were observed in our study as in previous
ones' %22 "O|der participants had a better knowledge of cod liver oil and rickets, in line with a
London study™ and consistent with the fact that, as children, older people used to receive cod liver
oil at school to prevent rickets, whereas the term “rickets” may not even be known by younger
participants. Older participants (“at-risk” group) were also more likely to have heard of VitD with
their physician which may have resulted in their better knowledge regarding its role in bone health.
In contrast, younger participants (and especially women) as expected knew better about a role of
VitD in pregnancy. They were also more likely to have heard of VitD at school/university. Older
participants more frequently cited classic dietary sources of VitD and younger ones cited
supplements and fortified dairy products.

As in previous studies*”’, a higher socio-economic position was also associated with a better VitD-

related knowledge overall.

Some limitations should be acknowledged. First, our population was composed of volunteers
involved in a nutrition-and-health cohort. Therefore, the extrapolation of our results to the entire
French population needs caution since our results may overestimate VitD-related knowledge.
However, this large and diverse population sample was weighted to be representative of the French
adult population in terms of socio-demographic and economic characteristics. Second, this was a
multiple-choice questionnaire so that all answers were prompted. This may have induced some
hindsight bias and an overestimation of VitD-related knowledge'’?°. Last, participants did not have
the opportunity to freely answer. For example, in the sources of information regarding VitD,
“Internet” was not a proposed choice whereas it has been shown to be an important source of
information on nutrition and health®".

In a context where VitD arouses considerable interest in the public and the medical and scientific
community, this study, the first in Europe in such a large sample, provided detailed information on
knowledge and beliefs of a general adult population regarding this particular nutrient. These results
highlighted the physicians, but also the media as key information-providers on this topic, and
existing confusion regarding proven/unproven health effects and sources of VitD. These findings
were clearly modulated by age/generational and socioeconomic factors (overall better knowledge in
women, better educated and higher income individuals). Besides, a strong inconsistency was
observed between participants’ opinion on their VitD status and actual insufficiency.
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Guide books regarding VitD should be made available for the public and for health care
professionals. They should include VitD basics (sources, role in calcium homeostasis), its health
effects (weighting according to the current scientific consensus), duration of sun exposure needed to
produce VitD (compatible with skin cancer prevention), and risk factors for insufficiency (which
can be summarized with a VitD insufficiency prediction score?®). This could contribute to improve
the VitD status in the population.
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Table 1 Characteristics of the study population before and after statistical weighting, NutriNet-
Santé cohort, 2009-2015

Unweighted  Weighted
N % N %

Sex
Men 13237 22.3 26834 46.7
Women 46036 77.7 30675 53.3
Age,y
Mean, SD 485 145 483 159
<35 13625 23.0 14747 25.6
35-55 22920 38.7 21226 36.9
>=55 22728 38.3 21536 37.5
Educational level
< high-school degree 11308 19.1 33589 58.4
< 2 years after high-school degree 8937 151 9164 159
> 2 years after high-school degree 39028 65.8 14755 25.7
Monthly income per household unit
<1200€ 8445 14.3 15434 26.8
1200 to 1800€ 14940 25.2 16856 29.3
1800 to 2700€ 15662 26.4 12625 22.0
>2700€ 16457 27.8 8086 14.1
Did not wish to answer 3769 6.4 4507 7.8
Phototype (Fitzpatrick classification)
I, always burns easily, never tans 3776 6.4 3557 6.2
I1, burns easily, tans minimally 18195 30.7 15621 27.2
I11, burns moderately, tans gradually 21136 35.7 19364 33.7
IV, burns minimally, tans well 10800 18.2 11742 20.4
V, burns rarely, tans profusely 3695 6.2 4342 7.6
VI, never burns, deep pigmentation 1670 2.8 2883 5.0
Living area

Northern France
(North, Paris Basin, East, Centre-East, West)
Southern France
(South-West, Mediterranean Basin)
Size of the urban unit

45296 76.4 44022 76.6

13977 23.6 13486 234

Rural community 12995 21.9 14607 25.4

Urban community < 200 000 inhabitants 19277 32.6 20170 35.1

Urban community > 200 000 inhabitants 26952 455 22686 39.5
Vitamin D supplement or drug use”

Yes 7622 12,9 6087 10.6

" Participants were considered to already have taken a vitamin D supplement/drug if they declared taking a vitamin D
supplement or a drug containing vitamin D in the dietary supplement questionnaire or in any health questionnaire prior
to the questionnaire investigating vitamin D knowledge.
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Table 2 Sources of information regarding vitamin D and concerns regarding vitamin D status overall and according to age, sex and educational level, NutriNet-

Santé cohort, France 2009-2015

Sex Age Educational level
. <2 years > 2 years
Overall Women Men < 35y 35-55y >55y <h'§]h'50h00l after high-  after high-
egree
school degree school degree
N % N % N % P’ N % N % N % P’ N % N % N % P

Have you ever heard of vitamin D? <.0001 <.0001 <.0001
Yest 52873 91.9 29111 949 23762 88.6 13334 90.4 19191 90.4 20347 945 30451 90.7 8490 92.6 13932 94.4
No 2942 51 987 32 1955 7.3 852 5.8 1422 6.7 668 3.1 1927 57 460 50 555 338
I don’t know 1693 3.0 576 19 1117 4.2 560 38 612 29 521 24 1212 36 213 23 268 138
Where/with whom did you heard of
vitamin D? (multiple choices)
At your physician’s 21467 40.6 14787 50.8 6680 28.1 <.0001 4052 30.4 7758 40.4 9658 475 <.0001 13519 44.4 2985 352 4963 35.6 <.0001
At another health care professional’s 7357 13.9 4623 159 2734 115 <0001 2174 16.3 2594 135 2590 12.7 <.0001 3982 13.1 1231 145 2145 154 <.0001
In newspapers 13842 26.2 6675 22.9 7168 30.2 <.0001 3076 23.1 4928 257 5839 28.7 <.0001 8201 26.9 2206 26.0 3435 24.6 <.0001
In magazines 20438 38.7 11245 38.6 9192 38.7 0.9 4196 315 7197 375 9044 444 <0001 12208 40.1 3246 38.2 4984 35.8 <.0001
At the radio 9765 18.5 4136 14.2 5629 23.7 <.0001 2028 15.2 3611 18.8 4126 20.3 <.0001 5863 19.2 1500 17.7 2402 17.2 <.0001
At the television 20746 39.2 10396 35.7 10350 43.6 <.0001 5936 445 7346 383 7464 36.7 <.0001 12380 40.7 3655 43.0 4712 33.8 <.0001
At relatives’ or friends’ 7412 14.0 3428 11.8 3984 16.8 <.0001 2168 16.3 2841 14.8 2403 11.8 <.0001 4021 13.2 1188 140 2202 15.8 <.0001
At School/University 9853 18.6 5677 19.5 4176 17.6 <.0001 4530 34.0 3048 159 2275 11.2 <.0001 2868 9.4 2386 28.1 4598 33.0 <.0001
Elsewhere 5471 104 2215 7.6 3256 13.7 <.0001 1731 13.0 2296 12.0 1443 7.1 <0001 2762 9.1 1113 131 1595 11.4 <.0001
I don’t remember 4589 8.7 1960 6.7 2628 11.1 <.0001 1255 9.4 1942 101 1392 6.8 <.0001 2557 8.4 598 7.1 1434 10.3 <.0001
:Oghllgvl\(/ that my vitamin D status is <.0001 <.0001 <0001
Agree 12576 23.8 9069 31.2 3507 14.8 3010 22.6 4298 224 5268 259 7620 25.0 1722 20.3 3233 23.2
Disagree 15449 29.2 8045 27.6 7404 31.2 4432 332 5311 27.7 5706 28.0 7875 259 3129 36.9 4444 319
I don’t know 24849 47.0 11998 41.2 12851 54.1 5893 44.2 9583 49.9 9373 46.1 14956 49.1 3638 42.8 6254 44.9

P for the comparison of answers between categories using x? tests

T P for the comparison of answers between categories using 2 tests from unconditional logistic regression models adjusted for age (< 35y, 35-55y, >55y) and sex. When 3 answers were
possible (ex: “Agree / Disagree / I don’t know”), polytomous unconditional logistic regression models adjusted for age and sex were used.

¥ Only participants who answered “Yes” to this question had access to the other questions

Bold values are the ones for which >5% difference was observed between categories
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Table 3 Opinion regarding vitamin D status and measured vitamin D status, NutriNet-Santé cohort,
France 2009-2015

| think that my vitamin D status is too low

Overall Agree Disagree I don’t know
5

Vitamin D status 0.005
< 20ng/ml
(insufficiency)

N 276 45 75 156

% (line) 100 16.3 27.2 56.5

% (column) 39.4 30.4 35.1 46.2
> 20ng/ml

N 424 103 139 182

% (line) 24.3 32.8 42.9

% (column) 60.6 69.6 64.9 53.8
Overall

N 700 148 214 338

% (line) 100 21.1 30.6 48.3

" P for the comparison of answers between measured vitamin D status and opinion regarding vitamin D stats using 2
tests from unconditional logistic regression models adjusted for age (< 35y, 35-55y, >55y) and sex. When 3 answers
were possible (ex: “Agree / Disagree / I don’t know”), polytomous unconditional logistic regression models adjusted for
age and sex were used.

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 178



Table 4 Knowledge regarding sources of vitamin D overall and according to sex, age and educational level, NutriNet-Santé cohort, France 2009-2015

Sex Age Educational level
. < 2 years > 2 years
Overall Women Men < 35y 35-55y >55y <h'3h-SChOOI after high-  after high-
egree
school degree school degree
N % N % N % P N % N % N % P N % N % N % P
Where do you think the body
can obtain vitamin D?
(multiple choices)
Fatty fish 32476 61.4 19125 65.7 13351.2 56.2 <.0001 6938 52.0 11403 59.4 14136 69.5 <.0001 19223 63.1 4965 585 8288 59.5 <.0001
Lean fish 5587 10.6 2808 9.7 2778.71 11.7 <.0001 1504 11.3 2131 11.1 1952 9.6 <.0001 3324 109 878 104 1385 9.9 0.006
Cod liver oil 28930 54.7 17241 59.2 11689.7 49.2 <.0001 5557 41.7 9898 51.6 13476 66.2 <.0001 17162 56.4 4406 51.9 7362 52.8 <.0001
Dairy productst 16654 31.5 9525 32.7 712954 30.0 <0001 4350 32.6 5495 28.6 6809 33.5 <0001 9566 31.4 2826 33.3 4262 30.6 0.0001
Dairy products fortified with
L <.0001 <.0001 <.0001
vitamin D¥ 27063 51.2 15995 54.9 11067.6 46.6 7834 58.8 9138 47.6 10091 49.6 14587 47.9 4678 55.1 7798 56.0
Chicken 2291 43 959 3.3 1331.67 56 <.0001 891 6.7 648 3.4 752 3.7 <.0001 1367 45 504 59 419 3.0 <.0001
Red meat 3425 65 2026 7.0 1399.17 59 <.0001 774 58 1368 7.1 1283 6.3 <.0001 2200 7.2 529 62 695 50 <.0001
Offal 12347 23.4 7760 26.7 4586.95 19.3 <.0001 2027 152 4566 23.8 5753 28.3 <.0001 7459 245 1872 22.0 3016 21.7 <.0001
Eggs 12109 229 7116 245 4992.83 21.0 <.0001 2487 18.7 4255 22.2 5368 26.4 <.0001 7158 235 1908 225 3044 219 0.0003
Olive oil 9730 18.4 5283 18.2 4447.12 18.7 0.09 2121 159 3214 16.7 4395 216 <0001 6035 19.8 1651 19.4 2044 14.7 <.0001
Antioxidant supplements 3850 7.3 2299 79 155148 65 <.0001 935 7.0 1421 7.4 1494 7.3 04 2500 82 574 68 776 56 <.0001
Vitamin supplements 14089 26.7 8358 28.7 5731.02 24.1 <.0001 5155 38.7 5042 26.3 3891 19.1 <.0001 6660 21.9 2653 31.3 4775 34.3 <.0001
Drugs containing vitamin D 32623 61.7 19730 67.8 12893.7 54.3 <.0001 8248 619 11311 58.9 13065 64.2 <.0001 17879 58.7 5421 63.9 9323 66.9 <.0001
Sun exposure 37910 717 22662 77.9 15248.1 64.2 <.0001 9742 73.1 13422 69.9 14747 725 <0001 20674 67.9 6349 748 10886 78.1 <.0001
I don’t know 4443 84 1432 49 301112 12.7 <.0001 1413 106 1711 89 1319 6.5 <0001 2956 9.7 599 7.1 889 6.4 <.0001
Tanning booths and sunbeds
from tanning salons can get me <.0001 <0001 <.0001
vitamin D during winter
months
Agree 3107 59 1508 5.2 1600 6.7 1060 8.0 1097 57 950 47 1505 49 626 74 976 7.0
Disagree 29565 55.9 17551 60.3 12015 50.6 7705 57.8 10341 53.9 11520 56.6 16565 54.4 5145 60.6 7855 56.4
I don’t know 20200 38.2 10053 34.5 10147 42.7 4569 34.3 7754 40.4 7878 38.7 12381 40.7 2719 32.0 5101 36.6

P for the comparison of answers between categories using x* tests

T P for the comparison of answers between categories using 2 tests from unconditional logistic regression models adjusted for age (< 35y, 35-55y, >55y) and sex. When 3 answers were
possible (ex: “Agree / Disagree / I don’t know”), polytomous unconditional logistic regression models adjusted for age and sex were used.

¥ In France, fortification of foodstuffs with vitamin D is allowed but not mandatory

Bold values are the ones for which >5% difference was observed between categories
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Table 5 Beliefs regarding the role of vitamin D in health conditions, overall and according to sex, age and educational level, NutriNet-Santé cohort, France
2009-2015

Sex Age Educational level
. < 2 years after > 2 years after
Overall Women Men < 35y 35-55y >55y < h'gh'SChoo' high-school high-school
egree de f
gree egree
N % N % N % P’ N % N % N % P’ N % N % N % P
According to you, is
vitamin D relevant for
the following health
conditions?
Bone health <.0001 <.0001 <.0001
Yes 41311 78.1 24761 85.1 16551 69.7 9945 74.6 14146 73.7 17220 84.6 23937 78.6 6633 78.1 10741 77.1
No 1942 37 777 27 1165 4.9 621 47 854 45 468 2.3 1001 33 421 5.0 521 3.7
I don’t know 9619 18.2 3574 123 6046 25.4 2768 20.8 4192 218 2659 13.1 5513 18.1 1436 169 2670 19.2
Osteoporosis <.0001 <.0001 <.0001
Yes 39166 74.1 24386 83.8 14780 62.2 9030 67.7 13374 69.7 16762 82.4 22825 75.0 6153 725 10188 73.1
No 1695 32 694 24 1001 4.2 392 29 836 44 467 23 890 29 337 40 468 34
I don’t know 12012 22.7 4032 13.9 7981 336 3913 29.3 4981 26.0 3118 15.3 6736 221 2000 236 3276 235
Rickets <.0001 <.0001 0.4
Yes 32906 62.2 20502 70.4 12404 52.2 6418 48.1 11612 60.5 14876 73.1 18972 623 5285 623 8649 62.1
No 2785 53 1298 45 1488 6.3 693 52 1289 6.7 803 4.0 1645 54 419 49 721 5.2
I don’t know 17182 32,5 7312 25.1 9870 415 6223 46.7 6291 32.8 4668 22.9 9834 323 2786 328 4562 327
Cancer <.0001 <.0001 0.0006
Yes 13081 24.7 6942 23.8 6140 25.8 3335 25.0 4990 26.0 4756 23.4 7445 245 2238 26.4 3397 244
No 7840 14.8 4363 15.0 3477 14.6 2095 157 2531 13.2 3214 1538 4474 147 1297 153 2069 149
I don’t know 31952 60.4 17807 61.2 14145 59.5 7904 59.3 11671 60.8 12377 60.8 18531 60.9 4955 584 8466 60.8
Skin cancers <.0001 <.0001 <.0001
Yes 17375 329 8849 304 8527 359 4645 34.8 6208 324 6522 32.1 9986 32.8 2874 339 4516 324
No 6640 12.6 3652 125 2988 12.6 1583 119 2440 127 2617 129 3976 131 931 110 1733 124
I don’t know 28858 54.6 16611 57.1 12247 515 7106 53.3 10544 54.9 11208 55.1 16489 542 4685 552 7684 552
Skin diseases <.0001 <.0001 0.4
Yes 13727 26.0 7136 245 6592 27.7 3811 28.6 5156 26.9 4760 23.4 7847 258 2214 26.1 3666 26.3
No 6536 124 3740 129 2796 11.8 1573 11.8 2341 122 2622 129 3830 126 1011 119 1695 12.2
I don’t know 32610 61.7 18235 62.6 14375 60.5 7949 59.6 11695 60.9 12965 63.7 18774 617 5265 620 8571 615
Kidney diseases <.0001 <.0001 <.0001
Yes 3423 65 1808 6.2 1615 6.8 1353 10.2 1124 59 945 4.6 1566 5.1 746 88 1110 8.0
No 11062 20.9 6356 21.8 4706 19.8 2475 18.6 4019 209 4568 225 6570 21.6 1697 20.0 2796 20.1
I don’t know 38388 72.6 20947 72.0 17441 73.4 9506 71.3 14048 73.2 14834 72.9 22315 733 6047 712 10026 72.0
Alzheimer’s <.0001 <.0001 0.0001
Yes 3566 6.7 2126 7.3 1440 6.1 984 74 1211 6.3 1370 6.7 2137 70 580 6.8 849 6.1
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No 12306 23.3 7118 245 5188 21.8 3048 22.9 4336 226 4922 24.2 6957 229 2079 245 3270 235

I don’t know 37002 70.0 19868 68.3 17134 72.1 9302 69.8 13645 71.1 14055 69.1 21357 70.1 5832 687 9813 704
Diabetes <.0001 <.0001 <.0001

Yes 4617 8.7 2331 8.0 2287 9.6 1264 95 1467 7.6 1886 9.3 2821 9.3 743 8.8 1054 7.6

No 13966 26.4 7883 27.1 6083 25.6 3840 28.8 4912 256 5214 25.6 7640 25.1 2493 294 3833 275

I don’t know 34290 64.9 18898 64.9 15392 64.8 8230 61.7 12813 66.8 13247 65.1 19989 65.7 5255 619 9045 64.9
Heart diseases 0.0009 <.0001 <.0001

Yes 4104 78 2167 7.4 1937 8.2 1048 79 1371 7.1 1685 8.3 2461 8.1 672 7.9 971 7.0

No 13795 26.1 7732 26.6 6063 255 3687 27.7 4748 247 5360 26.3 7619 25.0 2420 285 3756 27.0

I don’t know 34974 66.2 19212 66.0 15762 66.3 8599 64.5 13073 68.1 13302 65.4 20370 66.9 5398 63.6 9205 66.1
Psychiatric diseases 0.0023 <.0001 <.0001

Yes 5755 10.9 3280 11.3 2475 104 1880 14.1 2194 114 1680 8.3 3020 9.9 1041 123 1694 122

No 14053 26.6 7779 26.7 6274 26.4 3698 27.7 4909 25.6 5447 26.8 8064 26,5 2322 27.4 3667 26.3

I don’t know 33065 62.5 18052 62.0 15013 63.2 7757 58.2 12089 63.0 13220 65.0 19367 63.6 5127 604 8571 615
Infections <.0001 <.0001 <.0001

Yes 13439 25.4 7540 25.9 5899 24.8 3260 245 5093 265 5085 25.0 7859 258 2294 27.0 3285 236

No 9904 18.7 5577 19.2 4326 18.2 2448 18.4 3453 18.0 4003 19.7 5646 185 1576 18.6 2681 19.2

I don’t know 29531 559 15994 549 13537 57.0 7626 57.2 10645 55.5 11260 55.3 16945 557 4620 544 7966 57.2
Pregnancy <.0001 <.0001 <.0001

Yes 21109 39.9 14294 49.1 6815 28.7 6467 485 7982 416 6661 32.7 11326 37.2 3736 440 6048 434

No 6328 12.0 3058 105 3270 13.8 1482 11.1 2040 10.6 2805 13.8 3865 12.7 1016 12.0 1447 104

I don’t know 25436 48.1 11760 40.4 13677 57.6 5385 40.4 9170 47.8 10881 53.5 15261 50.1 3738 440 6438 46.2
No health effect <.0001 <.0001 <.0001

Yes 3314 6.3 2087 7.2 1228 5.2 322 24 900 47 2093 10.3 2645 8.7 324 3.8 346 2.5

No 34989 66.2 19741 67.8 15248 64.2 10317 77.4 12576 65.5 12096 59.5 17695 58.1 6336 74.6 10958 78.7

I don’t know 14570 27.6 7284 25.0 7286 30.7 2696 20.2 5716 29.8 6159 30.3 10111 332 1831 216 2629 18.9

* . . .
P for the comparison of answers between categories using y? tests

T P for the comparison of answers between categories using 2 tests from unconditional logistic regression models adjusted for age (< 35y, 35-55y, >55y) and sex. When 3 answers were
possible (ex: “Agree / Disagree / I don’t know”), polytomous unconditional logistic regression models adjusted for age and sex were used.

Bold values are the ones for which >5% difference was observed between categories.
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Annexe 2 Texte intégral, article « Déterminants du statut en vitamine D »

ORIGINAL ARTICLE

Determinants of Vitamin D Status in Caucasian
Adults: Influence of Sun Exposure, Dietary Intake,
Sociodemographic, Lifestyle, Anthropometric, and
Genetic Factors

Mathilde Touvier', Mélanie Deschasaux', Marion Montourcy”, Angela Sutton®, Nathalie Charnaux”,
Emmanuelle Kesse-Guyot', Karen E. Assmann’, Léopold Fezeu', Paule Latino-Martel’,

Nathalie Druesne-Pecollo’, Christiane Guinot™*, Julie Latreille™”, Denis Malvy®, Pilar Galan',
Serge Hercberg'-®, Sigrid Le Clerc’, Jean-Claude Souberbielle® and Khaled Ezzedine'™>

Very few studies have investigated the determinants of serum vitamin D levels using a set of variables that include
simultaneously sun exposure, phototype, dietary intake, sociodemographics, anthropometric, lifestyle data, and
genetic polymorphisms. Our objective was to investigate the associations between all these pammeters and
vitamin D status in a large sample of French adults. This cross-sectional survey was based on 1,828 middle-aged
Caucasian adults from the SU.VLMAX ( SUpplémentation en Vitamines et Minéraux AntioXydants) study. Plasma
25-hydroxyvitamin D (250HD) concentration was lower among women (P<0.0001), older subjects (F=0.4),
obese/underweight (P<0.0001), those living at higher latitudes (P<0.0007), those whose blood draw occurred in
early spring (P<0.0007), less physically active (P<0.0001), with low sun exposure (P<0.0001), and with no-to-low
alcohol intake (P = 0.0001). Mutant GC rs4588 and rs7(41 single nucleotide polymorphisms were associated with
lower and higher 230HD concentrations, respectively (P<0.0001). Dietary intake was not a major determinant of
vitamin [ status (P=0.7). This study provides an overall picture of determinants of vitamin D status. Several
modifiable factors were identified, such as daily-life moderate sun exposure, physical activity, and normal-weight
maintenance, which should be targeted by public health policies in order to improve vitamin D status in the
general population, while avoiding active/intensive sun exposure, in line with recommendations for skin cancer

prevention.

Journal of kvestigative Dermatology (2015) 135, 3 78-388; doi: 10,1 0587 2074.400; publshed online 16 Oclober 2074

INTRODUCTION
Vitamin D is a pro-hormone that has a critical mole in the
phosphocalcic metabolism, and sufficient vitamin D levels are
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essential for optimal bone minerl density. Vitamin D can be
supplied from dietary sources but is mainly generated endo-
genously from skin exposure to sunlight via the epidermis,
which is the main site of vitamin D3 photosynthesis (Lehmann
et al, 2004; Reichrath, 2007). In addition, the vitamin D
receptor (VDR) located within the keratinocytes makes these
cells a unique photoendocrine vitamin D system that is
stimulated by UVB irradiation (Holick, 2007). Binding of
vitamin [ on keratinocyte VDR enhances the production of
cathelicidins, which have potent microbicidal activities and
are a major component of the innate immune system (Zasloff,
2005). This argues for an important role of vitamin D in
immune defense. Indeed, most tissues and cells in the body
express VDRs, and several tissues possess the enzymatic
machinery to convert the primary circulating form of vitamin
D, 25-hydroxyvitamin [ (250HD), to the active form, 1,25-
ditydroxyvitamin D. Besides its immune-modulatory and anti-
inflammatory properties, there is now increasing epidemio-
logical and experimental evidence for a protective effect of
vitamin D not only on the risk of fall and fracture but also on
dental health, colorectal cancer, hypertension, and cardic-

& 2015 The Society for |nvestigatve Dematology
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vascular morality (Rosen, 2011; Towvier o al, 2011;
Vimaleswaran et al, 2014). Thus, reaching and maintaining
an optimal vitamin [ status at all life stages is of major
individual and public health importance.

Some determinants of vitamin [ status are now well
established. This is the case, for instance, for sun
exposure (Holick, 2007) and physical activity (Freedman
et al, 2013), both known to be associated with increased
vitamin [ status. However, even for these later factors,
some issues remain. Indeed, the optimal level of usual
sun exposure needed to positively impact vitamin D status is
still undetermined. This question is crucial considering
that evcessive sun  exposure  is the most  established
risk factor for skin cancer and premature skin aging
(Glossmann, 2013; Petersen ef al, 2014). Regarding
physical activity, it is still unclear whether this factor
has a cawsal influence on wvitamin D status as such, or
whether the influence is only from sun exposure during
outdoor physical activity practices. Besides, other potential
lifestyle correlates of vitamin [ status, such as alcohol intake,
have been poody investigated (Bertrand et al, 2012
Engelman et al, 2013; Saquib et al, 2006; Shirazi et al,
2013; Thuesen et al, 2012).

Single nuclectide polymaorphisms (SNPs) of genes imvolved
in vitamin D and/or calcium metabolism could also influence
circulating 230HD concentrations (Himki et al, 2013; Wang
et al., 2010). Of particular interest are genes coding for the
VDR, the vitamin D-deactivating enzyme 24 hydroxylase
(CYP24AT), the calcium-sensing receptor (CASK), the retinoid
X receptor (RXE, which forms a heterodimer with the VDR
upon vitamin D activation), and the GC gene (encoding for
the wvitamin D-binding proteinl. Howewer, little is known
regarding the associations of these genes with vitamin D
status (Trummer ef al,, 2012; Bouillon, 2010; Engelman et al,
2008, 2013; Ahn et al, 2010).

Finally, to our knowledge, only one study has assessed the
co-influence of sun exposure, phototype, dietary vitamin D
intake, physical activity, anthropometry, sociodemographic
and lifestyle factors, and genetic polymorphisms on vitamin [
status, simultaneowsly in the same population, and it was
restricted to at-risk subjects—i.e, post-menopausal women
(Emgelman et af,, 2013). Thus, our objective was to investigate
the relative association of all these parameters with vitamin [
status in a large sample of French middle-aged Caucasian
adults.

RESULTS

Characteristics of the study population are described in
Table 1. Participants were Caucasian middle-aged men and
women. Mean 250HD plasma concentration was 200 ngml ™’
(50 =103); 14.8% of subjeds had a vitamin [ status
=10ngml " and 57.8% had a vitamin D status =20ngml .
Mean plasma parathyroid hormone (PTH) concentration was
263 ngl " (SD=0.4)

All studied SMNPs respected the Hardy-Weinberg equili-
brium (P=>0.05), except VOR Bsml rs1 544410 and VIR Fokl
rs2228570/10735810 (hoth P=0.01). The repartition of sub-
jects across the different genotypes was in accordance with

M Touvier et al.
Determinamts of Vitamin D Status

that observed in European reference populations (CSHL-
HapMap-CEL and 1000GENOMES-phase_1_EUR) for all
S5MPs (F=0.035).

Vitamin [ status was lower among women (P<0.0001),
older subjects (P=0.04), obese or underweight subjects
(P<0.0001), subjects who lived at  higher latitudes
(P<0.0001), and those whose blood draw occurred in early
spring (P<0.0001; Supplementary Table 1 online). Conver-
sely, vitamin [ status was higher among subjects who wene
more physically active (P<0.0001), who had higher scores of
usual sun exposure (P 0.0001), those with higher Fitzpatrick
phototype (among Caucasians, F=0.03), and those who
drank more alcohol (P=0.0001; Supplementary Table 1
online).

Among the 10 studied SNPs, mutant GO rs4588 was
associated with lower vitamin D status, whereas mutant GC
rs7041 was associated with higher vitamin [ status (both
P=0.0001; Supplementary Table 2 online).

Consistently, risk of 230HD deficiency was higher among
women (OR e ve men =2.0, 95% confidence interval
[ =(1.6-4.3), P=0.0001), obese and underweight subjects
(O ghese v, normal = 3.9 (2.2-7.0), {-}Rtmciuweigﬂ va normal = 3.1
(1.1-9.2), P=0.0001), subjects who lived at higher latitudes
(ORG4 w. g1 =32 (2.0-5.0), P<0.0001), and those whose
blood draw occurred in early spring (OR april-say vs. Octobes-
Moverdes = 3.7 (1.9-7.0), P<0.0001; Table 2). Risk of 250HD
deficiency was lower among subjects who were more
physically active (ORuqy per day va imegular =04 (0.3-0.7),
P=0.0001), who had higher scores of wsual sun exposure
(ORg4 vag1=02 (0.1-03), P=0.0001), those with higher
Fitzpatrick phototype (among Caucasians, OR o =04
(0.2-099), P=0.04), and those who drank more alcohol
(ORG4 vwon =0.5 (0.3-0.8), P=0.006; Table 2).

Mutant GC rs4588 was associated with higher risk of
250HD deficiency (ORur vs wr= 4.9 (3.0-8.1), P<0.0001),
whereas mutant GC rs7041 was associated with lower risk
[(ORr . wr=0.3 (0.2-0.5), P=0.0001: Tahle 3).

Associations were very similar regarding the risk of 250HD
insufficiency (Tables 2 and 3).

Dietary intake of vitamin [, smoking status, and educa-
tional level were not related to vitamin D status in any model
(Supplementary Tahles 1 and 2 anline), nor were menopausal
status and hormonal treatment for menopause (data not
shown.

In multivariate models, higher practice of mountain sports
(OR04 vs o1 = 0.4 (0.2-0.8), P=0.003) and outdoor hobbies
ORGy w. g =0.6 (0.4-09), P=0.01) was independently
associated with lower risk of 250HD deficiency. Mo associa-
tion was observed for nautical sports (F=0.9). The adjunction
of these outdoor sports or hobbies into the multivariate model
did not modify the findings for all other covariates (including
physical activity).

All associations between 250HD concentrations, risk of
vitamin [ deficiency, risk of vitamin D insufficiency, and
nongenetic pammeters were maintained when genetic factors
were entefed in the models (data not shown). Further adjust-
ment for energy intake did not modify the findings. When a
stepwise selection of covariates was performed, all main
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Table 1. Characteristics of the study population (N =1,828)
250HD= 10ngml ", N= 271 10<250HD = 20ngml~", N=785  250HD=20ngml~", N=772

N (%) Mean = 5D N (% Mean =50 N (%) Mean = 5D
Coimader
Men 34T 32T T 412 (534
Wioneen 177 (653 458 (583) 380 (4hE)
Age (pearn)
= 40 1244 4T (54) 48 ia32)
4048 o P ] BE(E 65 (B4
4549 T2 (3hE) bR ] 150 24.6)
S-54 &8 350 05 (B6.1) 152 243
5565 3 314 1 394 T 359
Alavhal ingike (g par ot 141 £175 183 &304 F1TEILD
Quarsike 1 1.7£29 1230 1736
Quarsile 2 FHETZ ERE S M3IETE
Quarsile 3 (LRSI 4 E120 FIAETZS
Quarsile 4 HIEIAT 0:273T 47TIETII0
Body maw indew fkgm )
<185 a9 iy 8 {1m
MBS X5 150 (55.4) 443 (57.3) B R
& 35— 30 TE (RO I3 (335 01 3@
=30 IF 3. 5T (hE) =38
Fhys @l acoviny
Irgular HI (305 T T 133 (1am
« 1h perd walking egquivalant o7 (358 47 (315 0 @73
# 1h perd walling equivalant 1 (3385 326 (41.5) 433 (548
Smoking stans
Mevar smoler 145 (53.5) 416 (530 351 455
Frarmar smoales 96 (35.4) 269 (343 330 427
Curent s oker 30 (1.1} 100 {12.7) 1 (E
Eduanonal lawel
Primary &8 51 E a3 16T E1.m
Semrdary 109 (407 IT0 34.4) 37 03
Buperion A4 334 425 3 3aTm
Fdmopausal sans
Nonmanopausal 108 (6110 80 61.1) 3 Fm
Menopaus] &3 35 78 3489 147 (408
F I for t
Yes &l (345 156 340) 144 (40
[gary intake of wisamin I3 (g per d) I7E18 rd ERE ] 29820
Lasisude 475E1E 47230 4E5ET.0
Manith of binod dew
Cyozober—owam bar N (7E 08 (13.8) 176 Q28
Decamber—fanuary TI (3aE) IS A7) =0 375
Febaary-Masch 134 4394 353 457) 33 3nm
Apwil-May Eo i L] 23 (1.8 &T (AT
Sopre: for insensity of lifesime sun exposus: 3ZE34 43134 52834
Fitnatrick p oty
1 o e ] o] 19 25
n TE (RO D6 (363) 146 (187
m 147 {52am 475 (1) 454 (FEE)
n 3 NEE 120 {153 153 (198
VI Bsmif 15344107
AT W B85 (A5 IT1 (36T) 53 (3hE)
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Table 1. (Continued)
250HD = 10ngml—", N=271 10<250HD < 20ngml —1, N=785 250HD=>20ngml ", N=772

N (%) Mean+ 50 N (%) Mean 50 N (%) Mean = 50

T HT) 111 51) 332 450 37 453

TT T 43 (19 135 (183 128 AT
VI Fold m2228570 I0TASETT

GG VT 106 (396 EYERTT 313 @2

A HT) 123 459 135 438 329 435

AJA (MT) 39 (145 123 (159 108 (14.4)
VI Ch? el 15 BE20

A T 147 (561} £34 (579 430 (587

T HT) a8 374 bl N il 153 (364)

TT AT 17 65 47 (62 40 (5.4)
CYPZ4A] rsdf D995HT

T 179 (67 8 44 T2 447 (R

T HT 77 293 194 258 270 @Oy

GG M) 8 3m 15 2 14 (13
G rsd5 A

GG VT 99 (37 5) 156 47 418 (555

T HT) 116 @01} EEV Y] | Q7T

TT T 48 (183) 71684 51 (68
GC rsAaT”

AMA DWT) 7375 167 21.8) 130 (173

AL HT) 132 (498 17T RE) 339 @51)

A iMT) &l 2x3 prages ) E 3TE)
RAR RIS

A W) 183 (T3E) 562 (TET) 556 (T7.7)

T HT) & (747 167 (326 143 07

TT T 5 2m 1003 1 s
BN sl 2 DOMSES

GG W 0 (T SEE (770 0 (7a

G HT) 55213 163 123) 139 (187

TT T L 507 10 (1.4
CAS K1807725°

GG W 174 (6641 543 (s 538 (719

T HT) o ET m @63 195 @61)

TT T 509 29 15 (2m
CAS mAETRTTS

T W 126 492 156 483 368 (509

T HT) 107 (1.8 33 425 3 3A0)

AT (M) 1 @|m &8 33 72 o
Plasma 2SI concan sasan (ngml 1) TEELE 150828 LT
Plasma FTH concensmtion (ng 1= 1) WLELT arad MTFETS

Abbreviations: HT, heterozygous type; MT, homozygous mutant type: FTH, parathyroid hormaone; WT, wild iype; 250HD, 25-hydroscyviamin D,

"l: always bums, never tans; 1l: bums easily, tans minimally; 1ll: burns moderately, tns uniformily; and W burns minimally, abvays tans well.

*Missing data were as follows: 136 (rs1544410), 30 is22265701 07356100, 77 (rs11 566820), B0 irsaBOP5 8], 54 (rs4588], 44 7041, 125 (576617 793), 70
{rs120045893), 52 {s1B017253), and 112 (rsd6781743). For nongenetic covadates, <5% of values were missing and were replaced by the mode.

associations with vitamin [ status were maintained in all  associations (for age and Fitzpatrick phototype) were nat (data
models (for gender, alcohol intake, body mass index (BMI),  not shown).

physical activity, latitude, month of blood draw, intensity of Higher PTH concentrations were associated with ol der age
sun exposure, GO red4588, and GO rs7041), whereas weaker  (P=0.008), higher BMI (P= 0.007), lower dietary vitamin D
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Table 2. Associations between 250HD status (three classes) and nongenetic factors, SU.VI.MAX cohort, France

(N=1,828)
=10 20 vs. }Mngni" =10 vs. }Mngni" o
! OR 95% CI OR 95% {1
Gender <0.0001*
Men 33 1.0 1.0
W omen 905 18 1.3-25 16 1.6-4.3
Age fears) 02t
<dl) 102 1.0 1.0
A4 187 16 0926 23 1.0-53
4549 481 1.7 1.1-29 23 1.1-4.9
50-54 465 19 1.1-3.1 2.8 1.3-6.1
5565 5493 15 0925 25 1.1-5.4
Alcohol intake 0006
Cruartile 1 a56 10 1.0
Chuartile 2 457 09 0.6-1.2 0.9 0.6-1.4
Chuartile 3 A58 [iF] 611 (1] 0.4-0.9
Chuartile 4 457 08 0Le-1.1 0.5 03-0.8
Body mass Index (kgm ™) <0.000*
<185 3z 216 1.1-6.2 3.1 1.1-9.2
=185-=25 1,103 1.0 1.0
=25-<30 570 14 1.1-1.9 1.3 08-1.8
=30 1186 20 1.2-3.3 39 22-7.0
Physical activity <00
Irregular 434 10 1.0
<1h per d walking equivalent 554 [iF:] 0611 0.9 06-1.3
=1h par d walking equivalent B840 0.6 0.4-0.7 0.4 0307
Smuking status 03
Never smoker 912 1.0 1.0
Fommer smaker 695 08 0.6-1.0 1.0 0.7-1.5
Current smoler m 1.0 0.7-1.5 1.1 07-1.9
Educational kevel 0.3
Primary 411 10 1.0
Secondary ] [ 0.5-1.0 0.7 0.5-1.1
Superior e 0498 0.7-1.3 0.7 0.5-1.1
[hetary intake of vitamin OF 07
CQuuartile 1 456 10 1.0
Chuartile 2 457 12 0.9-1.7 0.9 06-1.4
Chuartile 3 A58 1.1 0.8-1.5 1.0 0.6-1.5
Chuartile 4 457 1.0 0.7-1.3 0.8 0.5-1.2
Latituae’ < (L0
Cuarile 1 a59 10 1.0
Chuartile 2 478 1.1 0.5-1.4 1.0 0.6-1.7
Cuartile 3 424 17 1.3-2.4 13 15-31.8
Chuartile 4 A6T 2] 1.5-2.9 3.2 2.0-5.0
Month of Blood draw <{L001
Ociober—Movember 305 1.0 1.0
December—|anuary 587 13 0.9-1.8 23 1.53-4.0
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Table 2. (Continued)

=10-<20 vs. =20ngml 1
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<10 w5, =20ngml 1

] [
OR 95% C1 OR 95% O
February-March 732 24 1.8-3.3 4.8 2582
April-May 204 17 1127 a7 19-7.0
Intendty of lifetime sun eaposure” <L
Cpuartile 1 164 10 1.0
Cruartile 2 SED 0r 0510 0.4 0306
Cuartile 3 EL 05 a7 0.2 0104
Cruartile 4 ABa 05 0306 0.2 0103
Fitznatick photodype’ 004
1 73 1.0 1.0
] 428 0g 0518 a7 0315
m 1020 LAF:] 415 ar 03-1.5
I 307 0z 033 0.4 02-1.0

Abbreviations: Cl, confidence infenal; OR, odds ratio; 250HD, 25 hydroxyvitamin D.

Three dases of 250HD status: defidency, =10ngml ~ Yinsuffidency, 10<250HD =2 0ngml ~"/reference = nomal stas, 250HD >20ngml ~".

P non-irend #) or P for linear trend from a multivariate model of uncenditional polyiomous. logitic regression including all siudied nongenetic faciors and
adjusied for the number of dietary records. Polytomous logistic regression models permit estimation of simultaneows odds ina single model, The thee 2 50HD

categones were modeled & a nominal dependent variable

*Cutaifs for quaniles of oontinuous variables were as follow: aloohol intake (g perd), 11.3/240042.8 in men and 1.4/5.8/15.4 in women; viamin 0 intale g
per dl, 1.72.74.7 in men and 1.4/2.1/3.3 in women; latinsde (%), 45.448/48.5; and intensity of liletime exposure (score, 0-10], 1.74.4/6.2,
H: always bums, never tans; Il: burms easily, tans minimally; 111 bums moderately, tns unifomly; and 1V: burms minimally, always tans well. Only these four

phatotypes were represented in this Caucasian population.

intake (F=0.0003), higher latitude (P<0.0001), and blood
draw in winterfeady spring (P<0.0001; Supplementary
Table 3 online). None of the tested SMPs was associated with
PTH concentrations (data not shown).

DISCUSSION

This study imvestigated a wide range of potential determinants
of vitamin [ status simultaneously in a same data set. In this
large middleaged Caucasian population, female gender,
under- and overweight, low physical activity, low sun expo-
sure, lower alcohol intake, homozygous mutant type of the
GO rs4588, and wild type of the GC rs7041 SMPs were
independently associated with low plasma 250HD concen-
trations and thus higher risk of 250HD deficiency.

As usually observed (Hintzpeter et al, 2008; Mithal o al,
2009; van der Wielen et al, 1995), women were at higher risk
of 250HD deficiency and insufficiency. Also consistent with
previous publications (Bertrand et al, 2012; Greene-Finestone
et al, 2011; Daly et al., 2012), overweight and obesity were
associated with higher risk of vitamin D deficiency. In an
intervention study on  overweight/obese  post-menopausal
women (Mason et al, 2011), weight loss was associated
with an increase in serum 250HD concentration, strengthen-
ing the plausibility of a causal association. The relationship
between underweight (BMI<185kgm % and vitamin D
status has been poorly documented in the literature, but our
result of an inverse association is consistent with available
knowledge (Hintzpeter ef al,, 2008).

Higher latitude (associated with lower amounts of sun-
shine), winterfearly spring season, and low sun exposure
(Major et al,, 2013; Holick, 2007; Saquib et al,, 2006) have
heen associated with higher risk of 250HD deficiency in the
literature, consistent with our findings. Although many studies
used time spent exercising or outdoors in the garden (Lucas
et al., 2005) or leisuretime physical activity (Giovannucci
et al, 2006) as surrogate markers of sunshine exposure, our
study collected detailed information about wsual practices of
sun exposure (intensity, length, frequency, protection habits,
and so on) compiled into a validated score (Guinot et al,
2001; Ezzedine et al, 2008, 2013; Elfakir et al, 2010}
Interestingly, improvement of vitamin D status was observed
starting from the second quartile of the score of sun exposure
and was relatively stable over the third and fourth quartiles.
These results suggest that even low daily-life sun exposure
hehaviors contribute to increase vitamin [ synthesis and
improve 250HD concentrations. Definitely, such findings
are compatible with recommendations to avoid excessive
and active sun exposure for the prevention of UV damage
and skin cancers.

A positive linear association was observed between physical
activity and plasma 250HD concentrations in our study,
consistent with previous literature (Thuesen et al, 2012;
Engelman & al, 2013; Berger et al,, 2012). Interestingly, this
result was adjusted for sun exposure and remained statistically
significant even after adjustment for the practice of outdoor
hobbies or sports (mountain or nautical). This suggests that
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Table 3. Associations between 250HD status (three classes) and 10 selected SNPs, SU.VI.MAX cohort, France

(N=1,828)
=10 20 v, =20ngml =10 vs. =20ngml "
n P-trend"
OR 95% O OR 95% C1
VI Bemi 154447 OF LT3
wT &1 10 10
HT 764 10 LEEE] 1.1 07-135
MT anz 10 074 1.2 08139
VI Fold 2228570 I0FISATE s
wT 740 10 10
HT TET 10 (EEE] 11 0816
MT m 11 [FET 1.1 07-1.8
VIR Cioh? rsT 15 AR 03
wT 1011 10 10
HT &34 10 o812 1.1 08135
MT 104 12 EEL] ] 0623
CYFILA redB 055 oz
wT 1220 10 10
HT 431 s 0610 10 07-14
MT a7 10 0421 14 0539
G s BE « CLOGET
wT H73 10 10
HT fi| 15 1289 zn 1529
MT 170 18 1228 43 20-81
GO s « CLOKTT
wT arn 10 1.0
HT B4 os 0610 s 0410
MT 571 [T o407 n3 02-05
BB rTRETTTE o8
wT 13m 10 10
HT Th 11 o814 ] 0818
MT % 10 o424 1.2 0443
BB sl 2 OMSEF s
wT 1375 10 10
HT 3 11 oS 1.1 0816
MT m s 027 1.3 0448
CAS m1801725° 03
wT 1355 10 1.0
HT 479 11 L 15 1.0-21
MT ] 13 077 os 0315
CAR ma67EI7E ar
wT m50 10 10
HT ] 13 L& 1.3 na-18
MT 153 [E] 0614 os 014

Abbreviations: Cl, anfidence interval; HT, helerozygows type MT, homozygous muant type; OR, odds ratio; SMPs, single nudedide polymorphisms; WT,
wild type 250HD, 2 5-hydracyvitamin D,

Three classes of 250HD status: deficency, =10ngml ~ Vinsuffidency, 10<250HD=2 0ngml ~freference = nomal stas, 250HD =20 ngml ~".

"Pior linear trend from multivariate models of unconditional polylomous logistic regression adjusted for sesc, age, alcohol intake, body mass index, physical
adivity, smoking datus, educational level, number of disdary reconds, vitamin D disfary intake, latitude of the lving city, manth of blood draw, intensity of

lietime sun exposure, and Fiepatrick phototype. One model was compuied for each SMNP. Polylomows logistic regression model permit estimation of
simultaneows odds Ina single model. The: three 250HD categories were modeled 2 a nominal dependent variable

*nfor missing dats were as follows: 136 frs1544410), 30 (rs222B570/107I5610), 77 (rs11568620), B0 (rsdBOY956], 54 rsA588), 44 (rs7041), 125 §rsT8617793),
700 {rs1 20045893), 52 (rs1801 7253), and 112 irsdb781743),
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physical activity assuch (and not only via sun exposure during
such adtivities) could be cauwsally associated with better
vitamin [ status, as supported by the few studies in which
hoth exposures were measured simultaneously (Brodk et al,
2010; Bell et al., 1988).

In our population study, alcohol intake (which was moder-
ate) was positively correlated with vitamin [ status. Although
excessive alcohol intake has been associated with lower
250HD concentrations (Bjorneboe ef al, 1986), the same
positive association between moderate alcohol intake and
hetter vitamin [ status has been ohserved in several previous
studies (Bertrand et al, 2012; Saquib et al, 2006; Shirazi
et al., 2013; Thuesen et al, 2012; Engelman et al, 2013;
Larcse et al, 2014; McCullough et al, 2010; Lee et al, 2012).
Whether this relationship is causal or only due to residual
confounding remains unclear. However, it remained signifi-
cant even after extensive adjustment for potential confoun-
ders. Consistently, several studies showed that bone mineral
density was higher among moderate alcohol consumers
(Orwoll e al, 2000; Saquib et all, 2006). The hiochemical
processes underlying the relationship between alcohol and
vitamin [} concentrations are complex. One possible hypo-
thesis is that alcohol might be a suppressor of PTH secretion
and thus responsible for a decrease in serum conversion of
250HD to 1,25-dihydroxyvitamin D (Tumer ef al, 1988
McCarty and Thomas, 2003). Unconverted 250HD may be
responsible for higher serum 250HD concentrations. However,
even if a causal association is confirmed by future studies,
alcohol intake, even moderate, should evidently not be
recommended as a lever for vitamin D status improvement,
hecause of its adverse effects on other health outcomes such
as cancers (ANEWCERF, 2007).

Several methodological reasons, such as the potentially
nonlinear association of 250HD levels at the low range and
the inaccuracies inherent in assessing dietary intake, may
explain the null association between dietary vitamin D intake
and 250HD concentrations. Howewver, mean daily dietary
vitamin [} intake in our study population (2.9 pg per day) was
helow the daily recommended intake of 5pg per day for
French adults <75 years and far below international recom-
mendations  (Institute of Medicine, 2011), some groups
recommending at least 20 pg per day of dietarysupple-
mental vitamin [ intake (BrouwerBmlsma er all, 2013).
This probably largely explains why we did not observe any
assodiation between dietary vitamin D intake and 250HD
plasma concentrations, consistent with several studies in
Europe (Thuesen et al, 2012; Perna ef al., 2012; van der
Wielen et al, 1995). Indeed, in France, dietary sources of
vitamin [} are more limited than in other countries where
dietary vitamin [ intake is positively associated with vitamin
D status (Freedman et al, 2013; Snellman et al, 2009; Zgaga
et al, 2011). As some foods fortified with vitamin D (such as
vegetable oils) appeared on the French market in the last
decade, it would be useful to re-conduct this study for data
update. However, as previously underlined, mean daily
vitamin [ intake in our study was very similar to the level
observed in a recent French national survey (2.6 pg per day;
Dubuisson et al, 2010).
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Dietary supplement use was not allowed for participants of
the SULVIMAX (SUpplémentation en Vitamines et Minéraux
AntioXydants) trial; thus, an impact of the use of such products
on vitamin [ status could not be investigated. However, a few
subjects (n=12, excluded from the present analysis) took
medication containing vitamin [, Their status was substan-
tially higher than non-supplemented subjects (351 ws
200 ngml ™", data nat shown).

The GC gene contains at least six nonsynomymous SMNPs,
two with relatively common frequency (McCullough et al,
2009; rs7041 and rs4588, with respective minor allele
frequency C=0386/840 and T=021&/471 according to
the 1000GEMOMES database). These two  SMPs  were
strongly and independently associated with vitamin D status
in our population study. Both rs7041 and rs4588 were also
associated with vitamin D status in some previous studies
(Trummer et al, 2012; Engelman et al, 2008, 2013; Ahn
et al., 2010). The vitamin D-binding protein, encoded by the
GC gene, belongs to the albumin family. it greatly facilitates
vitamin [ actions by carrying vitamin D metabolites to various
sites of action, and polymaorphic vitamin D-binding proteins
differ in their affinities for 250HD (Powe ef al, 2013).

Owerall, results on PTH corelates were consistent with
those on 250HD. However, although dietary intake of
vitamin [ was poody correlated with 250HD status, the
association seemed stronger regarding FTH (inverse associa-
tion). Additional epidemiological and experimental studies ane
needed to further elucidate this result.

In terms of public health, the interest of our results is that
several modifiable risk factors of vitamin D deficiency were
identified. A substantial potential impact {4+ 32.7%) on
increasing vitamin [ status was ohserved for normal weight
compared with obese subjects. Consistently, Vimaleswaran
et al. (2013} recently demonstrated the causality of this
association by a hidirectional Mendelian randomization
analysis of multiple cohorts and concluded that population
level interventions to reduce BMI are expected to decrease the
prevalence of vitamin [ deficiency. Other potential impacts of
maodifiable risk factors were 4 15% of 250HD concentrations
for those who practiced at least 1 h per day walking equivalent
compared with imegular physical activity and + 16.3% for
low-to-moderate daily-life sun exposure (quartile 2 of the
score) compared with no sun exposure at all (quartile 1).

Some limitations should be acknowledged. First, caution is
needed when extrapolating our results to the entire middle-
aged Caucasian French population. Indeed, our subjects
were volunteers participating in a nutritional intervention
study (Hercherg et al,, 2004) who generally had a higher
educational level and occupational status compared with the
general population. However, the mean plasma 250HD
concentration observed in this study (200 ngml™ ') was very
close to the value observed in a French nationally repre-
sentative survey conduded in 2006-2007 on adults aged
=18 years (232 ngml ~'; Castetbon et al, 2009), although
slightly lower probably because of an overall older age of our
study population and the use of a different kit for the 250HD
assay. Mext, measurements of 250HD concentrations wene
not taken by a mass spectrometry method, and there were no

wwwjidonline.ong

385



M Towvier et al.
Determinants of Vitamin D Status

data available on the vitamin D-binding protein. However, the
Roche Vitamin D Total assay s judged suitable for
measurement of total 230HD in serum and  Li-heparin
plasma (Knudsen et al., 2012). Finally, other genes such as
CYPZRT or NADSYNT could also influence vitamin [ status
(Hiraki et al., 2013; Wang et al., 2010; Engelman et al,, 2013;
Ahn et al, 2000; Bu & al, 2010, for which no data were
available in our study.

In conclusion, this study provided an owverall picture of
potential determinants of vitamin [ status in the same data set,
including detailed data on sun exposure, digtary intake of
vitamin [, genetic polymorphisms, and sociodemographic
and lifestyle factors collected on a large sample of French
middle-aged adults. This approach allowed identifying several
factors that independently modulate vitamin D status. Some
key determinants pertained to non-modifiable risk factors such
as gender, age, and main polymorphisms of the GC gene
Although dietary vitamin D intake seemed to have low
influence on wvitamin [ status, several modifiable factors
were identified, such as daily-life sun exposure [efficient
even at low levels), physical activity, and normal-weight
maintenance. These factors should be targeted by public
health policies in order to improve vitamin D status of the

general  population,  while avoiding  activelintensive  sun
exposure, in line with recommendations for skin cancer
prevention.

MATERIALS AND METHODS

Study population

The SUNLMAX study is a population-based, double-hlind,
placebo-controlled, randomized trial (Trial Registration clin-
icaltrials.gov NCTO0272428) initially designed to assess the
effect of a 7.5-year daily antioxidant supplementation on the
incidence of cardiovascular disease and cancer (Hercherg
et al, 2004). A total of 13,017 paticipants were enrmlled
in 19941995, All of them provided written informed
consent. The study was conducted according to the Declara-
tion of Helsinki guidelines and was approved by the Ethical
Committee  for  Studies  with Human  Subjects at  the
Paris-Cochin Hospital (CCPPRB n*706) and the “Commission
Mationale de |'Informatique et des Libertés™ (CNIL n°334641).
Patticipants were advised not to take any spontaneous
supplementation during the study period. Health events were
self-declared by participants during fol low-up. All information
was reviewed by an independent expert committee, and cases
were validated by pathological report.

A nested case-control study was set up to investigate
the association between vitamin [ status and cancer risk
and thus included all fist primary incident cancer cases
diagnosed between 1994 and 2007 (n=928) and two
matched controls per case (n=1,850). Controls were ran-
domly selected among the participants of identical sex, age,
intervention group, and season of blood draw and withowt
cancer diagnosis by the end of follow-up. The present study
focuses on the controls of this nested casecontrol study.
Baseline data collection has been described elsewhere
(Hercherg et al., 2004) and is detailed in Supplementary
Materials and Methods 1 online.
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Plasma 250HD and PTH concentrations’ assessment
Baseline (1994) plasma samples were used to determine the
concentrations of 230HD and PTH. Total plasma 250HD
assay was performed using Roche Cobas electrochemaolumi-
nescent immunoassay (Roche Diagnostics, Meylan, France),
based on the principle of competitive hinding. Eight samples
of known 250HD concentrations were tested in 42 separate
assays to assess interassay precision. Eight samples of known
concentrations were tested 21 times in the same assay to
assess intraassay precision. The intraassay and interassay
coefficients of variation were <10%. 250HD had an intraas-
say coefficient of variation equal to 4.5% and an interassay
coefficient of variation equal to 6.6%.

Plasma FTH concentration was assessed with the Roche
Cohas electrochemoluminescent immunometric assay (Roche
Diagnostics; Rakel et al., 2005).

Genotyping and quality control

One-to-three SNPs wene seledted for each gene of interest
(VDR CYP24AT, GC, RXR, and CASK) on the hasis of two
criteria: (1) most common polymomphisms in Caucasian
populations  {httpsfwww.nchi.nlm.ni h.gow'guide/how tofview-
gen-freqy’) and (2) predicted functional effect according to
the PUPA database (hitp/snpeffect.vib.be and http/pupasui-
tehioinfo.cipf.es). Genomic DNA was extracted from each
patient’s mononuclear cells in peripheral blood wsing a
MagMA Pure Compact Instrument with a magnetic-bead
technology for the isolation process according to the manu-
facturer’s instructions (Roche Diagnostics). Genetic poly-
morphisms were assessed by allelic discrimination  using
fluorogenic probes and the 5' nuclease (TaghMan) assay
(Applied Bicsystems, Foster City, CA). Quality contml of
genotyping was camied out for each SNP by investigating
any departure from Hardy-Weinberg equilibrium and com-
paring observed distributions to those of European reference
populations: CSHL-HapMap-CEU and 1000GENCOMES-pha-
se 1_EUR (http:/www.ensembl .org) by y'tests.

Stalislical analyses
Among the 1,850 eligible participants, several were excluded
for taking a medication containing vitamin D (n=12), ante-
cedent of epilepsy (n=3), chronic renal failure (n=3), or less
than two dietary records provided within the first 2 years of the
study (n=4). Thus, 1,828 subjects remained for analysis.
The dwelling latitude of the administrative center was
retricved for each department of living (metropol itan France).
Participants completed a 14-item questionnaine on lifetime sun
exposure and protection behaviors, specifically developed in
the context of the SU.VIMAX study, with six questions investi-
gating awareness of risks related to sun exposure. Following, a
validated score of intensity of lifetime sun exposure was
computed by principal component analysis for each partici-
pant {continuows variable: Guinaot et al, 2001; Ezzedine et al.,
2008, 2013; Elfakir e al, 20100 In addition, as described in a
previous publication (Guinot et al, 2001), three additional
scores, related both to sun exposure and physical adivity dimen-
sions, were also computed (continuous varables): practice of
mountain sports, nautical sports, and outdoor hobbies.



Associations between vitamin D status and the following
pamameters were assessed: gender, age, BMI (BMI = weight/
height), physical activity, smoking status, educational level,
sex-specific quartiles of dietary intakes of vitamin [ and
aloohol, latitude, score of intensity of lifetime sun exposure,
Fitzpatrick phototype, and month of blood draw. Multivariate
models included all these wvariables and were additionally
adjusted for the number of digtary records provided by the
subjects. We verified that all tolerance measures were =0.7,
indicating no  collinearity  problem  between covariates
{Menard, 2002; ('Brien, 2007). 230HD plasma concentra-
tion was first considered as a continuous variable in mukti-
variate linear regression models. A Box—Cox transformation
was applied to the continuous 250HD variable to improve
normality. Then, the probabilities of 250HD  deficiency
(=10ngml ") and insufficiency (=10-=20ngml™ ") were
modeled by unconditional multivariate polytomous logistic
regression analysis (Engel, 1988; reference category = ‘normal”
status, i.e, =20ngml~"; 250H D status treated as a nominal
variable). These thresholds were based on the US Institute of
Medicing's recommendations for the general population
(Institute of Medicine, 2011). Odds ratics [ORs) and 95%
Clswere computed. Associations between scores of mountain
and nautical sparts and outdoor hobbies and vitamin [ status
were investigated in multivariate models that included all
previously cited variables.

Associations between each SNP (coded as wild'heterozygous!
mutant types) and vitamin [ status wene assessed separately by
linear regression and polytomous logistic regression models
adjusted for all previously mentioned nongenetic factors.

As 250HD and PTH are known to be inversely comelated
and may both be associated with the study covariates (Pilz
et al, 2012; Touwvier et al, 2014), we have also performed the
same linear regression models with PTH instead of 250HD
concentration.

All statistical tests were two sided, and P<0.05 was con-
sidered significant and was not adjusted for multiple testing. All
analyses wene performed with 345 software (v9.3, Cary, NC).
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Abstract: Vitamin D iz essential reganding several health oukcomes,
Prevention of insufficiency (25-hydroogyvitamin D concentration <20
ng/mL) generally entails blood testing and'or aspplementation, strat-
egies that should trget at-risk individuals becawse blood testing is
costly, and unwarranied supplementation could reault in vimmin D
overload with unknown long-term consegquences.

Our objective was o develop a ample score (Vitamin D Insuffi-
ciency Prediction score, VP for identifying adults at risk of vimmin
D insufficiency.

Subjects were 1557 non-vitamin D-supplementad middle-aged
adults from the SUVLMAX cohort. Scoring points comesponded to
the roumded odds ratio for each individual-level characieristic associated
with vimmin D insufficiency in a multiivarshle logistic regression
misdel. Receiver operating chamcteristic curve (area under curve),
sensitivity, specificity, and pozitive and negative predictive values werne
computed. Exiemal validation was performed in an independent oohont
{NutritNet-Santé, N = T&1).

For female sex, overweight, low physical activity, winter season,
misderate sun exposure, and very fair or dark skin 1.5 points werne
attributed; 2 points for latinede =48"N and spring season ) 2.5 points for
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ohesity and late winter; 3 points for low sun exposune. Points were then
summed wp for each participant. The VDIP =zcore had an
AUC =070 20001 { validation: 0.67 £ 0.02). With a score of 7 or more,
Tl of the participants wene v itamin D-insufficient| 80% in those with a
scone 9, sensitivity/specificity were 0670063, and positive and
negative prodictive values were 0. T0V059,

The VDIF score performed well inidentifying midde-aged adulis at
risk of vitamin D) insufficiency (score =7, moderate risk; score’=9, high
risk], usingonly simple individeal-level characteristics easily assessable in
day-to-day clinical practice. Implementation of this simple and costless
senecoukd thus obviate uwamanted su ppleme niation and'orbloed testing,.

{ Medicine 95(T)e2T53)

Abbreviations: 250HD = 25-hydrexyvitamin D, AUC = amea
under the ROC curve, BMI = body mass index, NPV = negative
predictive value, PPV = positive predictive value, ROC = receiver
operating characterisfic, SNP = sngle nucleotide polymorphism,
SUVIMAX = Supplémentation en Vitamines et Minéraux
AntioXydants, VDIP = vitamin d insufficiency prediction.

INTRODUCTION

itamnin [ seems to be the subject of remarkable mesearch

interest, as shown by the 30,0004 hits on Pubmed reganding
publications from the last decade. This probormone is provided
by an endogenous synthesis tn grered by UVE exposure and, to
a much lesser extent, by a limited number of dietary sources or
supplements. Vitamin D is converted first to 25-hydroxyvitamin
[ (250HD), its main circulating form, and then to 1,25-dihy-
droxyvitamin D, its biologically active form." = It is particularly
known for its mvolvement in calcium homeostasis and thus its
importance for bone health. However, evidence has emerged
regarding the role of vitamin D in a myriad of physiological
processes unrelated to calcium metabolism, such as immunity,
insulin secretion, neurological function, cardiovascular fime-
tion, and cell regulation. Hence, vitamin D could conceivably
play a central role in the prevention of seveml inflammatory and
chronic diseases, mlh’%u‘m% the importance of mamtaming
an adequate vitamin D status.'

WVitamin D' msufficiency (blood 250HD concentration
<20 ng/'mL*) is commaon in adults wordwide with a prevalence
amund 60% in westem Europe and 36% in the US * In France,”
this prevalence was 42.5% in 2006, It is therefore essential to
identify individuals at risk m onder to provide appropriate
trzatment options.

Prevention and treatment ofvitamin DVinsufficiency gener-
ally involves vitamin D blood testing and/or supplementation.

www md-oumal .com 1
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Existing recommendations have F.‘I-iJ'I'I:tﬂ.:l. out that both measumes
should target at-risk individuals " Indeed, vitamin D testing is
certainly not cost-efficient in the geneml population®” and
unwarranted vitamin I supplementation could lead to overload
in some individuals who are not vitamin D deficient, which
itse If has unlmown long4erm consequences, ™

In a previous study,'’ we tested a wide range of socio-
demographic, lifestvle, anthropometnc, and genetic factors in
association with plasma 250HD concentration and were thus
able to identi fr determinants of vitamin D insufficiency. Such
knowledge could serve as a basis for the implementation of
strategies to identify individuals at high sk for vitamin
[ insufficiency.

Heme, our objectives wene (1) to develop a simple score that
could be used in daily clinical practice for the detection of
middle-aged adults at nsk of vitamm D insufficiency and (2) to
validate this score in an umrelated sample of adults.

SUBJECTS AND METHODS

Study Population

For the development of the Vitamin D Insufficiency Pre-
diction (VDIF) score, we used data from the Supplémentation
en Vitamines et Minéraux Antioxydants cohot, a population-
hased, double-blind, placebo-controlled, primary prevention
randomized trial (SUVLMAX, 19942007, www.clinical-
trials gov, NCTO0272428), imitially desigmed to assess the effect
of a 7. 5-vear daily antioxidant supplementationon the incidence
of cardiovascular diseases and cancer'® The study was
approved by the Ethics Committee for Studies with Human
Subjects at the Paris-Cochin Hospital (CCPPRE no. 1 706) and
the **Commission Mationale de I"Informatique et des Libertés™
(CHIL no. 334641 ). A total of 13,017 participants were emmolled
in 1994 to 1995, All of them provided written informed consent.
Participants wene advised not to take any dietary supplement-
ation during the study period Next, a nested case-control study
was set up to investigate the association betwesn vitamin D
status and cancer risk, including all cases of first incident cancer
diagmosed between 1994 and 2007, Two cancer-fres controls
per case were randomly selected and matched on sex, age,
mtervention group, and season of blood draw. The present
analysis 15 hased exclusively on the subsample of controls
(= 1850) from this nested casecontrol study.

For the wldation of the VDIP score, we used data
from the MNutriNet-Santé cohort (approved: [RB  Inserm
o D003 BRFWANODO583] and CNIL n"908450/n"909216), a
large, ongoing, Web-based mutrition-and-health-focused cohort
launched in France in 2008 and open to volunt eers aged 184 with
Internat access.™ Electronic informed consent was obtained from
each participant (EudraCT no, 200 3-000929-31). Of the 158,429
volunteers emrolled to date, 19,600 have provided fasting blood
samples. From that pool, a random sample of 860 individuals was
selected for plasma 250HD concentration assessment.

Both studies wens conducted according to the Declaration
of Helsinki guidelines.

Baseline Data Collection

At enrollment (1994 1995), SUVIMAX participants
were invited to complete self-administered questionnaires on
sociodemographics, health’nsk behaviors and lifestyle (smok-
mg, medication use, physical activity, etc.) and health status.
Subjects self-evaluated their usual level of physical activity as
follows: imegular, < 1 hid walking equivalent or = | hid walking
equivalent. Height and weight wene measured during a haseline

rA wiww.mdjournal.com

clinical examination by study medical staff. A 35 mL venous
blood sample was collected at baseling in vacutamer tubes from
participants who had been fasting for = 12h. All blood dmaws
occurred between October and May., Blood samples were
centrifuged immediately afler blood dmw. Plasma aliquots
(preserved in sodium heparm) and buffy-coat fractions were
stored frozen in liquid nitmogen at the central biokank.

In turn, in order to be included in the NutriNet-Sants study,
participants fill an initial set of sociodemographic, lifestvle,
health, anthmopometrics, and physical activity questiormaires,
Height and weight wene selfreported, following the standardized
measurement guidelines provided to the participants. Usual level
of physical activity is assessed via the web vemion of the
“Intemational Physical Activity Questionnaine”" (PAQY* and
coded as low, moderate, or high, following the IPAC guide-
lines."® Among volmteers who had accepted the clinic visit, a 43
mL fasting (=6 h) blood sample was collected using a vacutainer
swstem. Tubes were fractioned i aliquots containing lithium-
heparin and wers stored at —B80°C at the central biohank.

In both the cohorts, the latitude of each administrative
center (comesponding to the place of residence) was rtneved.
Mext, usual sun exposure and Fitzpatrick skin phototype were
obtained through a sun exposure/sun ul"t:t? questiommaire,
which was previously described in details. "™ This question-
maite was specifically developed in the context of the SUVL-
MAX study and was wsed aguin in the NutriNet-Sante study.
Participants were asked to provide an estimation of their usual
sun exposure (high, moderate, low, none) and to describe their
skin reaction to a first sun exposure without protection, using
Fitzpatrick classification.

Assessment of Plasma 250HD Concentration and
Genotyping

In both the cohorts, concentmtions of total 250HD were
measured in baseline plasma samples usingthe same laboratory.
Measurement relied on Roche Cobas electrochemolumine scent
immunoassay (Roche Diagnostics, Mevlan, France), based on
the principle of competitive binding, as previously reported. ="
The intra-assay coefficient of variation was 4.5% and the inter-
assay coefficient of variation was 6.6%.

Finally, SUVLMAX subjects were genotyped for 2 single
mucleotide polymorphisms (SNPs) of the GC gene (m4588 and
s 71, both coding for the vitamin D-binding protein) which
have been associated with vitamin D status in previous studies,
including in the SUVIMAX cohort.”" As previously reported
in details,'’ penetic polymaorphisms were assessed by allelic
discrimination wsing fluorogenic probes and the 5° muclease
(TagMan) assav (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Statistical Analysis

From the 1850 SUNVIMAX participants with available
plasma vitamin [ concentration data, the following exclusions
were made pror to analvsis: taking medication containing
vitamin [0 (n= 12}, presence of epilepsy or renal failure
n = 5) and age <45 yvears (n =275), leaving 1557 parhcipants
for analyses (see the flow chart in Supplemental Digital Content
I, hitpe/Minks ww com/MDVAGS L), Participants aged <45
years wens excluded because of the differential age at nclusion
between men (45 vears) and women (35 vears) in the initial
SUNVIMAX trial.

For the development of the VDIF score, a multivariable
unconditional logmstic regression model was fit using the
SUNVIMAX data to mode] the risk of vitamin IV insufficiency

Copyrighs & 2006 Wolrers Kluwer Health, fne. All rights reserved.
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TABLE 1. Associations between Vitamin D Insufficiency and Individual Factors, from Unconditional Logistic Regression Models®,
SUVLMAX cohod, France, and MutriMdet-Santé cobort, France

SUVLMAX N=1557 MutriNet-Santé N = T8l

<20 vs =30 ng/mL' <M vs =20 ngml!

n OR 955% C1 P n OR 95% (1 P
Sex <0.0001F 0.4
Male 313 1 137 1
Female 724 151 143, 2249 444 1,58 062, 1.24
BMI, kg/m” 0.007* 0.0004°
<185 7 1.56 077, 448 24 0.27 0,08, 096
=18.5-<25 E&G 1 524 1
=25-< 30 537 1.34 104,171 152 1.58 1.07, 232
=30 104 1494 123,322 46 272 1.37, 539
Physical activity <0001 0.3
Irregular-Low 164 1.74 131,232 170 1.33 0,86, 206
< 1h'd walking equivalent-Moderate 438 1.43 1.10, 1 85 il 108 0,74, 1 58
=1h'd walking equivalent-High 755 1 152 1
Missing / / 46 076 42 136
Latitude® <0.0001 0.0001
Chruartile 1 04 1 218 1
Chuartile 2 416 1.07 078, 148 190 116 0.75, 1 82
Chuartile 3 155 1.79 1249, 248 171 1.41 086, 229
Chuartile 4 W2 200 145,277 02 244 1.57, 352
Month of blood draw <0.0001F oo01F
Olctober—Movember 265 1 1249 1
Diecember— Jamuary 520 1.56 111,218 217 1.91 110, 334
February—March w4 268 196, 369 M1 241 1.70, 4 99
April—May 168 22 142 346 u 203 1.04, 398
LUsual sun exposure =0.0001 0.06°
Mone-Low 458 101 202, 450 &3 22 098, 498
Moderate 431 1.51 106,216 0 1.45 0,73, 288
High 168 1 54 1
Missing / / 264 1M 050 217
Fitzpatrick phototype! 0.06 0.003*
1 2 1.41 074, 267 H 1L11 048 258
1 115 1.3 047, 197 166 1.03, 2 50
1 877 1.21 091, 162 286 1.12 071, 1.76
v 253 1 1449 1
v / / 1% 540 232 126
Vi / / 25 1.24 049,317
Missing / / &7 1.56 A0 303

EIM[ = body mas index.

Multivariable unconditional logistic regression models were adjusted for age (<40 w40 -4y 4549 wH0-54 w5565 v) and included all the
individual factors presenied in the table (sex, body mas index, physical activity, latinsde, month of blood draw, waal sun exposune, and Fitzpatrick
phointype ).

I Kumber of subject with 230HD concentration <20 ng/mL/ =20 ng/mL in SUVIMAX: EER/669 and in MutriNet-Sante: 319462,
PP nontrend.
Cut offs for quartiles of latitude were 45 34/48/48 48 in SUNVIMAX and 43,3745 46/48.52 in NutriNet-Santé,

I: always burns easily, never tans; [1; burns easily, tans minimally; 5 bums moderately, tans gradually; TV bums minimally, tans well; V: burns

rarely, tans profusely; VI never bums, doep pigmentation,

(plasma concentration <20 ng'mL). The model was age-
adjusted and included sex, body mass index, physical activity,

A higher score thus reflected higher risk of vitamin [} msuffi-
ciency. Sensitivity analyses were performed following the

residential latitude, month of blood draw, sel Festrmated usual
sun exposure, and Fitepatrick skin phototvpe. To build the
VDIP score, points wens assigned to each characteristic associ-
ated with vitamin D insufficiency wsing the odds ratio (OR)
value rounded to the closest 0.5 to facilitate computation.
Attributed points were then summed up for each participant.

Copyrighs @ 2006 Wolters Kluwer Health, fne. AN rights reserved.

introduction of dietary intakes of vitamin D, and of the 2 SNPs
of the GC gene i the scoring system, and following the
exclusion of participants diagnosed with a candiovascular dis-
ease or diabetes at baselme.

To perform an external validation of the obtained score, an
independent subsample of the MNutriNel-Santé studv was
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selected as follows: from the 860 participants with available
plasma vitamin [) concentration, participants were excluded for
taking vitamin D supplementation (n = 79), thus leaving data
from 781 participants available for analvses (see the flow chart
in Supplemental Digital Content 1). The same multivariable
unconditional logmstic regression model was fit in that sample.

If < 5% of data were missing, they were replaced by the
mode value of the respective vanable. If >5% of data were
missing, a “‘missing category " was intmoduced into the model.

In both samples, reoeiver operating characteristic (ROC)
curves wens drawn (sensitivity vs l-specificify) from a logmstic
regression model of vitamin DVinsufficiency, with the VDIP score
modeled as the explmatory variable. Sensitivity, specificity, and
positive and negative predictive values (FPV and NPV) were
calculated for each value of the score and the area under the ROC
curve { AUC) was assessed. The AUC represents the ability of the
test to measure reality, an ideal test having an AUC of 1. In our
study, the AUC shows the ability of the score to accurately
identify people with actual vitamin D insufficiency.

SAS software version 9.3 was used for the analyses (SAS
Institute, Cary, NC). All statistical tests were Z-sided and
P 0005 was considered significant.

RESULTS

Mean 250HD concentrations were 20.2+ 104 ng/mL n
our SULVEMAX analysis sample (N =1557), and 24 1+ 11.7
ngmL in our MutriNet-Santé validation sample (N =781).
More than half (57.0%) of the SUVLMAX sample had
250HD concentration <20 ng/mL (40.8% in the NutnMet-
Sante vahdation sample).

A description of the 2 study populations and results of the
logistic regression models are presented in Table 1. As
expected '’ vitemin D insufficiency in the SUVLMAX cohort
(median age at baseling = 53 vears) was associated with female
sex, bemg overweight or obese, practicing physical activity
iregularly or <1 h/d walking equivalent, living at Northern
latitudes, blood draw ocourring in winter/early spring, having
low or modemte usual sun exposure, and having a very fir skin
(Fitepatrick phototype Lor IT). In Nutn Net-Santé (median age at
haselme = 47 vears), the same charactenstics wene associated
with vitamin IV insufficiency (also including the darkest Fite-
patnick phototvpes), except for physical activity and sex. These
results wene similar when excluding subjects with missing data
(N = 470).

Mext, a sconng system was developed from the logrstic
regression  results obtained i the SUVIMAX sample
(Table Z). Points were attributed to the characteristics associ-
ated with vitamin D msufficiency (ORs rounded to the closest
0.5, except for obesity, for which an additional 0.5 was
assigned, given that obesity 15 recognized as a major determi-
mant of vitamin D insufficiency).™ As noted above, Fitepatrick
phototvpes ¥ and V1 (dark skin color) were not represented in
the SUVLMAX population. Henee, we extrapolated the points
given to the 2 fairest phototypes (Fitepatrick tvpes [ and IT) to
the 2 darkest phototypes (Fitepatrick types ¥V and VI for
validation purposes in the NutriNet-Santé sample, in which
these phototvpes were represented. In Supplemental Digtal
Content 2, http:// links . ww com/MIVAGS 1, we present a simple
checklist that could be completed in 5 minutes and can be used
in day-to-day practice to gather personal mformation needed for
computing the VDIP score.

In turn, Table 3 provides the distnbution of the VDIP score
in the SUVLMAX sample with the corresponding sensitivity,

4| www.md-journal.com

TABLE 2. Scom Loading: Attdbution of Points for Each
Selected Individual Characteristic®

Charascteristics Points
Hex
Male L]
Female 1.5
Weight status; BML kg/m*
<25 0
between 25 and 30 1.5
=30 25
Phiy=sical activity
Irmegular 1.5
< 1h/d walking equivalent 1.5
= 1h/d walking equivalent 0
Residential latitude
= 48"N {in France: South of a line 0
from mid-Brittany to mid-Alsace)
48N (i France: North of a line 2
from mid-Brittany to mid-Alsace)
Seasom
June—Movember L]
December —Jamuary 1.5
Febmary—March 15
Apnl-May 2
Usual sun exposure
Laomariwery Lonar 3
Modemte 1.5
High 0
Fitzpatrick phototype
I: always bums easily, never tans 1.5
II: burns easily, tans minimally 1.5
11 tums moderately, tans gradually 0
I'V: burns mimimally, tans well L]
V: bums rarcly, tmns ]m:iﬁm:lyr 1.5
VI: mever bums, deep pigmentation’ 1.5
Total’

BMI= baody mass index.

* The individual characieristics with points =0 were the ones for
which an increased risk of vitamin D insufliciency was observed in the
SUNIMAX logistic regression model (Table 1). Points were atiributed
acoording to the OR value in the SUVLMAX logistic regression model
{Table 1) rounded to the closest 0.5 to facilitate score computation. An
additional 0.5 was given forthe *‘obese’ characteristic because ohesity
iz a major determinant of vitamin D states,

rFitzp:ar.rk:].: phototypes V' and V1 were not represenied in the
SUNIMAX population. We extrapolated the points given to the 2
fairest phototypes (L ) 0 the 2 dardest (V, VI) for validation in the
WutriNet-Santé cohort in which these phototypes were represenied.

" Final score iz comprised between O and 14.5.

specificity, PPV, and NFV. The median score was 7.0 (min: 0,
O1:5.5,03: 9.0, max: 14.0). A score =7 was observed in 54.3%
of the sample, with the following properties: sensitivity =067,
specificity = 0,63, PPV =070, and NPV =059, In total, for
8.9% of the participants with a score =7, 250HD concentration
wis =30 ng/mL, and itwas =40 ng/mL for 1.8%. Among those
with a score =9, the comesponding proportions were 4.3% and
1.0%4, The ROC curve associated with the score is presented in
Figure la. The AUC was 0.70£001. Similar results were
ohserved after the exclusion of participants who declared a

Copyright @ 2006 Wolters Kluwer Health, fne. A rights reserved.
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TABLE 3. Sensitivity and 5pecificity for the Detection of Vitamin D Insufficiency (250HD < 20 ng/mL) for Each Value of the Score,

N =1557, SUVL.MAX cohort, France

Score N 5 Sensitivity Specificity True positives False positives PPV’ NPV
=14 1 006 0.00 1.0 0 1 / 0.43

=135 7 04 0.01 1.0 5 2 0.71 0.43

=13 13 0nx 0.01 1.0 10 3 0.77 0.43

=125 24 16 0.02 0,99 19 5 0,79 0.43

=12 57 a7 0.06 0,99 49 ] 01,56 044

=115 79 51 0.08 0,99 @9 10 0,57 0.45

=11 111 7.1 0.10 0,97 93 1% 0,54 0.45
=105 181 116 017 0,95 148 33 082 .46
=10 237 152 0.22 0,54 195 42 082 0.4%
=05 200 1% 6 0.27 0.z 236 54 0.81 0,49
=0 306 254 0.36 .58 36 &0 .50 0.51

=R5 442 £ 0.43 0,54 385 107 0.7% 0.53
=K S60 66 0.49 .50 433 136 0.76 0,54
=75 725 466 0,59 .60 520 205 0.72 0.56
=7 845 543 0.67 .63 595 250 0.70 0,59
=65 926 5 0.72 0.57 35 291 .60 .60
=6 1086 [ F] 0.81 0.45 719 367 .66 .64
=55 1178 757 .86 0,38 765 413 .65 .68
=5 1226 THE 0,59 034 787 439 .64 .60
=45 13600 874 .94 0,22 835 525 0.61 0.73
=4 1387 8.1 0.95 0,19 845 542 0.61 0.75
o 1410 901 0.96 017 854 556 0.61 0.77
=3 1514 973 0,99 0.05 RE0 634 .58 0.81

=15 1520 977 0,99 .04 REO Ty .58 0.7%
=2 1522 9T 0,99 .04 BE1 41 .58 .50
=15 1555 W e 1.0 0,00 REE 667 0.57 1.0
=0 1557 100 1.0 0,00 BEE 60 0.57 /

PPV = positive predictive value, NPV =negative predictive value.

- : i ,
* Pasitive predictive value = T—&q—'g—umﬂ—ﬁ—-ﬂu—“—"‘ '“"*UI“"J;:_:’I';:* S — ‘“'d,mem' ful) \which comesponds to the proportion of partici-
Ly ¥

pants with acneal vitamin D insufficiency among individuals with a score above the chosen cut of .

'Nc-pu'lrc- predictive value =

Tae seguws(indvidmb it 2 soecout ofl and Z50HD & 20ng/ ml.)

, which cornesponds to the proportion of partici-

Total negatves [mdhadmb with & sose <oul of )

pants withowt vitamin D insufficiency among individials with a score below the chosen cut off.

canliovascular disease or diabetes at baselme (N=1474,
AUC=07040.01). Likewise, similar AUC were observed
with a modified VDIP score that included the SNPs GO
54588 (0 point for the genotype GG, 1.5 for GT and 2 for
TT) and rs7041 (0 point for the genotype CC, 1.5 for AC and
AA) (AUC =071 £0,01) or with a modified VDIP score that
included dietary mtake of vitamin D (0 point for quartiles 3 and
4, 1.5 for quartiles | and 2) (AUC=070+0.00) [data not
tabulated].

In the MutnMet-Santé validation sample (Table 4), the
median VDIP score was 6.0 (min: 0, Q1: 4.5, 3: 8.0, max:
14.5). A score =7 was observed in 45.2% of the sample, with the
following properties:  sensitivity =0.61, specificity = 066,
PPV =055, and NPV =0.71. In total, for 19.3% of subjects
with a score =7, 250HD concentration was =30 ng/mL, and it
wis =40 ng/mL for 7.6%. Among those with a VDIP score =9,
the cormsponding proportions were 17.9% and 6.4%. The ROC
curve associated with the score is presented in Figure b, The
AUC was 067 £ 002

DISCUSSION
In this study, a simple scoring svstemn based on easy-to-
assess mdividual characteristics was developed in a population

Capyrighs & 2006 Wolters Kluwer Health, Ine. Al rights reserved

of nmsupplemented middle-aged French adults to predict
vitamin [} insufficiency. The VDIP score computation uses
information on individual chameteristics associated with vita-
min [ status (sex, BMI, physical activity, residential latitude,
season, usual sun exposure, and Fitepatrick skin phototype) that
could feasibly be mthered m clmical practics usmga S-mmute
checklist (Supplemental Digital Content 2). The VDIP score
perfommed well, with an AUC of 0.70 £0.01 (0.67 £+ 0,02 in the
validation sample). It thus constitues a useful tool to be
integrated in clinical practice to obviate umnecessary supple-
mentation and blood testing.

As indicated by the PPV, 70% of the participants with a
scome =7 wene vitamnin D-msufficient ( 80% n those witha score
=8, Any patient with a VDIP score =7 to <9 could be regarded
as moderately at risk of vitamin DVinsufficiency and any patient
with a score =9 could be regarded as being at ligh nsk.

In practice, if a patient has a VDIP score higher than a
selected cut off, a vitamin D supplement ation could be recom-
mended. The choice of the cut off depends on the context and on
the clinical and/or public health objectives, and should underzo
a vahdation m clmical labomtories. This s why all character-
istic s (sensitivity, specificity, PPV, and NPV for all cut offs are
provided in Tables 3 and 4. A cut-off score of 7 represents a
halance betwesn relatively high sensitivity and high specificity.

wiww md-joumal .com | 5
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Sensiivity = 0.81
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0.70 | 0.67
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0.40 AUC =0.70 + 0.01

0.30

0.20

Specificity = 0.45

Speclficity = 063
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0.00 T - e . . ;
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A 1-Specificity

AUC = 0.67 £0.02
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B 1-Specificity

FIGURE 1. ROC curves for the VDIP score in the detection of vitamin D insufficiency (25-hydroxyvitamin D <20 ng/mL), (A) SU.VI.MAX
cohort (N =1557), (B) NutriNet-Santé cohort (N= 781), France. The ROC curve of the VDIP score (solid line) draws the senstivity vs 1
minus the specificity. For each value of the VDIP score, the sensitivity is the probability to accurately dassify a person with vitamin D
insufficiency (true postive) and the specificity is the probability to acaurately classify a person who does not have a vitamin D insufficiency
(true ma’%aetsive). Conversely, 1 minus the specificity is the probability for a person to be classified as “vitamin D insufficient” while this
person not have vitamin D insufficiency (false positive). For instance, in (A), a VDIP score >7 comesponded to a sensitivity = 0.67, and
a spedficity = 0.63. The first bisector (dotted line) represents the ROC curve of a test that would be no better than random. The more a
ROC curve is away from the first bisector toward the upper left comer, the better the screening ability of the testis. The AUC representsthe
ability of the score to accurately identify people with actual vitamin D insufficiency. AUC=area under curve, ROC =receiver operating
characteristic, VDIP = Vitamin D Insuffidency Prediction score.

6| www.md-ournal.com Copyright © 2016 Wolters Kiuwer Health, Inc. All rights reserved.
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Vitamin D Insfficdency Prediction Score

TABLE 4. Sensitivity and 5pecificity for the Detection of Vitamin D Insufficiency (250HD < 20 ng/mL) for Each Value of the Score,

M =781, MutriMet-Santé cohort, France

Score N 5 Sensifivity Specifidty True positives False positives eV’ NPV
=145 1 0l 000 100 0 1 000 00,59
=13 2 03 000 100 1 1 050 0,59
=125 3 0.4 ool 100 2 1 067 0,59
=12 12 1.5 kS 099 ] 4 067 .60
=115 2 28 0nns 099 16 [ 073 .60
=11 27 35 007 099 21 [ 078 .60
=105 53 ] 012 a7 3% 15 072 0.61
=10 6 a7 017 095 54 22 071 .62
=05 B 11.3 019 094 62 26 070 .63
=0 140 17.9 027 058 g5 55 061 .63
=R5 151 232 033 053 104 77 057 .64
=K 208 26.6 038 nxl 121 87 058 .65
=75 288 369 051 073 162 126 056 .68
=7 353 452 061 066 194 159 055 0.71
=65 382 459 064 061 204 178 053 0.71
=6 470 6.2 0.74 050 17 233 050 0.74
=55 532 681 080 040 256 276 048 0.75
=5 558 715 052 036 261 27 047 0.74
=45 31 R0.% 058 024 280 351 044 0.74
=4 667 £5.4 093 020 296 an 044 .50
=35 673 6.2 093 019 7 376 044 .50
=3 el 4933 098 010 312 417 043 .87
=15 737 944 098 008 314 423 043 0,59
=2 741 949 099 008 315 426 043 0,50
=15 774 99,1 100 0ol 3% 456 041 01,56
=0 TH1 100 100 000 EAL 462 041 /

PPV = positive prodictive value, NPV =negative predictive value.

True poaitiweslind videab Wt o sewe > off and 250HD<0ng /ml. )

- .. P
Positive predictive value =

Total peritves [mdnedmb wih o soee ol off)

, which comesponds to the proportion of partici-

pants with acneal vitamin D insufficiency among individuals with a score above the chosen cut of .

Nepative predictive value =

Taue seguws{mdvidmb o o sowecout off and 230HD = D agfml])

Total negies [mdhvidmb Wl a sowe<oul off)

, whichcomesponds to the proportion of partici-

pants withowt vitamin D insufficiency among individials with a score below the chosen cut off.

If the objective is to detect a maximum of patients with vitamin
[ msufficienc v (increased sensitivity), then lower cut-off scores
such as 5.5 or 6 could be selected However, this strategy would
also lzad to a higher proportion of people wrongly classi fied as
vitammin DV insufficient (false positives) because of a decreased
specificity. In contrast, if the objective is to mimmize the
proportion of wrongly classified people (increased specificity),
then higher cut-off scores, such as 9, could be selected How-
wver, this strategy would also lead to a decreased sensitivity and
thus a decreased number of detected people.

Among those who would be identified as vitamin D-
insufficient based on the scome, a small vet nonneglighble
proportion (especially in the validation sample) had a
250HD concentration =40 ng'mL. Cantions dosing of vitamin
[ supplements may thus be advised, in line with the recom-
mendations made by the Institute of Medicine *'"

Admittedly, a few studies have alrady advanced scoring
puidelines to predict vitamin [ status, either in order to identify
a proxy for blood 250HD concentration in large cohorts,™ or
with the objective to detect at-risk individuals in clinical
practice. ™~ Howe ver, most of these investigations were either
based on relati vely restricted samples, *****7 ar wen focused on
specific population subgroups,”™ or included a very limited
number of individual characteristics,™ " or included charac-
tenstics that are practically impossible to assess in a quick and

Capyrighs & 2006 Wolters Kluwer Health, Ine. Al rights reserved

easy fshion (as dietary vitamin D intake and precise UV
exposure),”™™ or provided complex, hard-to-interpret coeffi-
cients,™ or did mgfcrl'urm external validation in an indepen-
dent sample®™%7 goh] et al® wer the fist who
success fully developed models to predict vitamin D deficiency
in the general elderly Eumopean population. This study focused
on older subjects (mean age =76 vears) and thus included
frailty indicators associated with cogmitive and physical decline
in the elderly. In contrast, our VDIP score is designed to be
implemented in a non—vitamin D-supplemented noninstitutio-
nalized middle-aged adult population.

These scores had similar discrimination  performances
when predicting vitamm DY msufficiency (250HD < 20 ng/
mL) compared to ours: Nabak et al** observed a sensitivity/
specificity of B%0/35% at their chosen cut off; Lopes et al
observed an AUC of 0.68; Tan et al™ observed an AUC of
0.7%; Bolek-Berguist et al™ observed a sensitivity/speci ficity of
7%/ T8% at their chosen cut off (detection of people with
250HD < 16 ng/mL); and Schl etal™ observed an AUC of 0.78
(0.71 in the external validation).

Our analyses showed that inclusion of characteristics that
would require a time-consuming, costly and/or invasive assess-
ment, such as distary vitamin D intake or GO rs4588 and ra704 1
SNPs, did not improve substantially the discriminatory per-
formance of the score.

wiww md-joumal .com | 7
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O study had several strengths such asa large sample sise
and an independent cohort available for validation purposes.
The score we developed accounts for a relatively small number
of individual-level pammeters that could be easily assessed and
computed with a simple checklist. This sconng system is
thersfore a nonimvasive method for a quick and efficient
assessment of the likelihood of vitamin D msufficiency.

However, some Inmitations should be acknow ledged. First,
in both the cohorts, subjects were volunteers patticipating in
long-term studies on matrition and health and thus may not be
representative of the French population. Also, the large majority
of the participants were non-Hispanic whites. In SUVLMAX,
people < 45 vears or those with darker slan tones were not
represented, even though these catepories were included in the
MutriMet-Sante cohort. Next, we did not have information on
individual clothing habits. Overall, the use of the VDIP scor in
other Western nonsupplemented population requites caution
given that the modeled latitudes are in a relatively narrow range,
and also that distary vitamin Dvintake in France is rather limited
and thus, is not a major determinant of vitamin D status,”" This
may be different in other countries with higher distary vitamin
D intake. Second, owr score was built in a non—vitamin [-
supplemented population. Indesd, spontaneous distary supple-
ment use was not allowed in the SUVIMAX trial and we
excluded participants who declared taking dmigs containing
vitamin D in our analvses. In the NutriNet-5anté sample, we
excluded participants using vitamin D supplements or dmigs.
Supplementation is supposed to have a great influence on
vitamin D status. However, the primary goal of our study
was to provide a tool to detect vitamin D insufficiency prior
to medical decision (ie, prior to supplementation). Third, in the
MutriMet-Santé study, there were some missing data on covari-
ates, especially for sun exposure, Fitepatrick phototvpe, and
physical activity. A missing class was entered into the logistic
regression model and individuals were kept in the sample for
spore computation, with no point attributed for the missing
chameteristics. This may have mduced some misclassification
and thus decreased the performance of the score. Exclusion of
participants with missing data provided similar results but
induced loss of statistical power in the analvses. In addition,
weight and height were self-mported in the NutriMet-Santé
cohort, thus classification bias could not be excluded. However,
in a previous validation study, we showed that self-reported
weight and height data from the NutriNet-Santé study were
valid and strongly correlated with anthropometric  data
measured by study staff ™ Fourth, although main analyses
excluded partici pants with epilepsy and renal failure at baseline
and sensitivity analyses excluded participants with candiovas-
cular diseases or diabetes at baseline, analyses that excluded
participants with other autoimmune diseases at baseline could
not be performed since this information was not validated in the
present study. Finally, vitamin D status also is likelv detenmined
by other complex biologeal parameters bevond the simple
mdividual chamcteristics included in the VDIP scom, which
could explain the remaining variability.

The simple VDIPF score, developed and externally vali-
dated in this study, performed well in identifving middle-aged
nonsupplemented adults at risk of vitarmnin D insufficiency who
might benefit from vitamin D supplementation. The score was
designed to be used in dailv clinical practice, given that it is
hased on a quick and simple checklist that could be adminis-
tered m physician watmg rooms. Computatwn of the
WDIP score is easy and costless, vet its potential as a pimary
sereening tool for vitamin D insufficiency should not be

B wisw.md-journal.com
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underestimated. This score could help to better tanget at-risk
individuals and thus to avoid ummecessary systematic supple-
mentation or blood testing.
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ORIGINAL ARTICLE

Endocrine Care

Interpretation of Plasma PTH Concentrations
According to 250HD Status, Gender, Age, Weight
Status, and Calcium Intake: Importance of the
Reference Values

Mathilde Touvier, Mélanie Deschasaux, Marion Montourcy, Angela Sutton,
Mathalie Charnaux, Emmanuelle Kesse-Guyot, Léopold K. Fezeu,

Paule Latino-Martel, Nathalie Druesne-Pecollo, Denis Malwy, Pilar Galan,
Serge Hercberg, Khaled Ezzedine, and Jean-Claude Souberbielle

Sorbonne Paris Cité Research Center (M.T., M.D., M.M., EK.-G., LEF, PL-M., N.D.-P, P.G., 5. H., K.E),
Nutritional Epidemiclogy Research Team, INSERM Unite 557, Institut National de la Recherche
Agronomique Unité 1125, Conservatoire Mational des Arts et Métiers, and INSERM Unité 698 (AS,
N.C.}, Paris 13 University, F-93017 Bobigny, France; Department Biochemistry (A.5., N.C.), Jean Verdier
Hospital, F-93143 Bondy, France; Department of Dermatology (D.M., K_E.}, 5t André Hospital, F-33000
Bordeaux, France; Department of Public Health {5.H.), Avicenne Hospital, F-93009 Bobigny, France; and
Department of Physiology {J.-C.5.), Nedwer Hospital (Assistance Publique-Hopitaux de Paris), and INSERM
Unita 845, F-75270 Paris, France

Context: Reference values for plasma PTH assessment were generally established on small samples
of apparently healthy subjects, without considering their 25-hydroxyvitamin D (250HD) status or
other potential modifiers of PTH concentration.

Objective: Our objective was to assess ranges of plasma PTH concentration in a large sample of
adults, stratifying by 250HD status, age, gender, weight status, and calcium intake.

Design, Setting, and Participants: This cross-sectional sunvey is based on 1824 middle-aged Cau-
casian adults from the Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants study (1994).

Main Outcome Measures: Plasma PTH and 250HD concentrations were measured by an electro-
chemoluminescent immunoassay. Extreme percantiles of plasma PTH concentrationswere assessed
specifically in subjects who had plasmatic values of 250HD of 20 ng/mL or greater and 30 ng/mL
aor greater.

Results: Amongsubjectswith 250HD status of 20 ng/mL or graater, the 97.5th percentile of plasma PTH
concentration was 45.5 ng/L By using this value as a reference, 5% of the subjecs with plasma 250HD
less than 20 nmolL had a high plasma PTH level, reflecting secondary hyperparathyroidism. Among
vitamin D-replete subjects (250HD status of 20 ng/mL or greater), tha 97.5th percentile of plasma PTH
was higher in overweight'obese subjects (51.9 vs 43.5 ng/L among normal weight subjects).

Conclusions: The reference value for plasma PTH defined in this vitamin D-replete population was
far below the value currently provided by the manufacturer (65 ngfL) and varied according to
ovenwveight status. These results may contribute to improve the diagnosis of primary and secondary
hyperparathyroidism and subsequent therapeutic indication. {J Oin Endodinol Meiab 99:
1196-1203, 2014)

IS5N Print DO21-972 1554 Onfine 1945-7157 Abbreviations: CI, confidence intenval; CV, cosfficent of varlation: 25040, 25-hydraxged-
Printed In US4 tamin O; PHPT, primarny hyperparathyroldism: SHPT, secondary hyperparathyroldism; SU-
Copyright © 2014 by the Endocrine Sockety MLMAX, Supplementation en Vitamines et Mindraux Antioogydants.
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xcessive PTH secretion may be due to problems in the
E parathyroid glands themselves [primary hyperpara-
thyroidism (PHPT), which lcads to hypercalcemia] or may
also occur in response to a decrease in serum ionized cal-
cium concentration, as encountered in various situations
such as vitamin D deficicney [secondary hyperparathy-
roidism (SHPT)] (1). In most cases, high PTH sccretion
maintains a normal calcemia but increases the bone turn-
over and fragility and, at least in the elderly, cnhances the
risk of osteoporotic fracture, mainly at cortical sites (2).
Furthermore, in prospective population-based studics,
PTH concentrations in the upper normal range have been
associated with an increased incidence of cardiovascular
cvents (3).

Whereas measurement of blood PTH concentration is
frequently donc in clinical practice, reference values for
blood PTH concentration provided by kit manufacturers
were generally established on small samples of apparently
healthy but poorly described subjects. In addition, al-
though low levels of 25-hydroxyvitamin D (250HD) are
common in normal people (4), vitamin I status had not
generally been taken into account in the previously pub-
lished reference values for the current PTH assays as re-
viewed clsewhere (5). MNevertheless, it is now well estab-
lished that PTH and 250HD concentrations arc inverscly
correlated (&), that PTH increases when 250HD concen-
trations arc below a certain value (7), and that PTH de-
creases when vitamin D-insufficient subjects are given vi-
tamin D supplementation. Therefore, PTH reference
values should be revised to take into consideration this
phenomenon.

We previously proposed to include only vitamin D-suf-
ficient subjects to establish a reference range for serum
PTH (8-10). By doing this with different PTH assays, we
systematically found that the upper limit of the PTH con-
centrations measured in vitamin D-replete subjects was
lower than the upper normal limit proposed by the man-
ufacturers’ kits. The difference berween our normal values
and thosc of the manufacturers varied greatly from onc kit
to another (8).

However, these studies were conducted on relatively
small samples. Inaddition, PTH concentrations have been
reported to be influenced by a number of other factors. For
example, the aldosterone and the whole renin angiotensin
aldosterone system may impact on PTH levels (11). An
increase in PTH has also been described in older individ-
uals (12}, in blacks compared with whites (13), in obesc
individuals {14}, and in those with low calcium intake (&),
However, the establishment of PTH reference ranges did
not usually take into account these other factors.

For these reasons, it was concluded in the Third Inter-
national Workshop on Asymptomatic Primary Hyper-
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parathyroidism (15) that further studies were required to
establish reference intervals using large population co-
horts of vitamin D-replete subjects with an additional
stratification by other potential PTH modificrs. Thus, our
objective was to asscss ranges of plasma PTH concentra-
tion (2.5th and 97.5th percentiles) in a large sample of
Caucasian adults by stratifying not only by 250HD status
but also by age, gender, overwcight status, and calcium
intake.

Materials and Methods

study population

The Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxy-
dants (SULVLMAX) study is a population-based, double-blind,
placebo-controlled, randomized trial (clinical trial number
NCT00272428) initially designed to assess the effect of a 7.5-
year daily antioxidant supplementation on the incidence of car-
diovascular disease and cancer (16}, Subjects were advised not to
take any spontancous supplementation during the study period.
Atotal of 13 017 subjects were enrolled in 19941995, Subjects
provided written informed consent, and the study was approved
by the Ethical Committee for Studies with Human Subjects at the
Paris-Cochin Hospital (Comité Consultatifs de Protection des
Personnes se Prétant 3 des Recherches Biomédicales number 706)
and the Commission Mationale de |'Informatique et des Libertés
{number 334641). Potential conflicts of interest have been dis-
closed to the study participants.

A nested case-control study was set up to investigate the as-
sociation between 250HD, PTH, and cancer risk and thus in-
cluded all first primary incident cancer cases diagnosed between
1994 and 2007 (n = 928) and one or two matched controls per
case (n = 1830). Controls were randomly selected among the
participants of identical sex, age, intervention group, and season
of blood draw and without cancer diagnosis by the end of follow-
up. The present study focuses on the controls of this nested case-
control study.

Baseline data collection

At enrollment, all participants had a clinical examination and
anthropometric measurements by study nurses and physicians.
They completed self-administered questionnaires on sociodemo-
graphic data, smoking, physical activity, medication use, and
health status. Dietary intake data were collected by repeated 24
hour-records (one every 2 months). Mean daily calcium intake
was estimated using a published French food composition table
(17].

A 35-mL venous blood sample was collected ar baseline in
vacutainer tubes from participants who had been fasting for 12
hours at the time of the visit. All blood draws occurred between
October and April. Blood samples were centrifuged immediately
after the blood draw, and plasma aliquots were stored in dry ice
less than 1 hour after blood draw for shipment toward the central
bichank (maximum 24 h), at which they were stored frozen in
liquid nitrogen (—196°C).
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Laboratory analyses

Baseline (1994) plasma samples were analyzed in 2012-2013
to determine the concentration of PTH and 250HD. Plasma
PTH concentrations were assessed with the Rache Cobas elec-
trochemoluminescent immunometric assay (Roche Diagnos-
tics), a second-generation PTH assay that uses two anti-PTH
antibodies, one directed toward the 26 -32 portion of the PTH
maolecule and another directed toward the $3-84 portion (18).
The reference values provided by the manufacturer for this PTH
assay are 15-635 ng/L, but no data are provided about the char-
acteristics of the reference population from which these values
are derived. We found that the interassay coefficient of variation
(CV) was less than 2.9% (three samples of various PTH concen-
trations tested in 42 separate runs), whereas the intraasay CV
was lessthan 1.4% (the same three samples tested 21 times in the
same run).

Plasma 250HD was measured with the Roche Cobas elec-
trochemoluminescent total 250HID assay, based on the principle
of competitive binding (19). We found that the interassay CV
was less than 10% (eight samples of various 250HD concen-
trations tested in 42 separate runs), whereas the intraassay CV
was lessthan 6.6 % (the same cight samples tested 21 times in the
same runj.

The Jean Verdier Hospital is member of a program developed
by the manufacturer Roche (TH}Con-) and an external quality
control of Bio-Rad Laboratories (EQAS). The performance char-
acteristics of the vitamin I) assays were as follows: target mean,
34.20 ng/ml; mean, 36.02 ng/mL; confidence interval (CI),
34.27-37.78 ng/ml; 5D, 0.59; CV, 1.63%; bias, 5.33%; Z scorc,
3.45. The performance characteristics of the PTH assays were as
follows: target mean, 197.0 pg/mL; mean, 191.5 pg/mL; CI,
167.9-215.1 pg/ml; SD, 7.9; CV, 4.10%; bias, —2.79%; Z

score, 0,32,

Statistical analyses

First, the distribution of PTH was computed overall, and in
subjects with 250HD of 20 ng/mL or greater and 30 ng/ml. or
greater, respectively. Second, the Pearson correlation coefficient
between PTH and 250HD plasma concentrations was calcu-
lated. Then the nonlinear association between plasma PTH con-
centration and 250HD status was modeled by using the SAS
MLIM Procedure. Mext, the mean and 5D of PTH concentrations
were computed by plasma 250HD status. Lastly, the extreme
percentiles (2.5 and 97.5) of plasma PTH concentrations were
computed overall and stratified by 250HD status (=20 ng/mL
and = 30 ng/mL), gender, age, overweight status, and calcium
intake. Because the distribution of PTH was not considered as
being strictly normal according to the Shapiro-Wilk and Kolm-
ogorov-Smirnov tests, the nonparametric method was applied.
All analyses were performed with SAS software (version 9.3).

Results

Among the 1850 participants to the SUVLMAX cohort
cligible for the presentstudy, several were excluded for the
following reasons: taking a medication containing vitamin
D {n = 12), phosphorus (n = 1}, or loop diuretic (n = 1),
antecedent of epilepsy (n = 3), chronic renal failure (n =
3), orceliac discase (n = 2) or less than two dictary records
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provided within the first 2 years of the study (n = 4). Thus,
1824 subjccts remained for analyses. Characteristics of
this study population are described in Table 1. Partici-
pants were Caucasian middle-aged men and women.
Mean (£5D) plasma PTH concentration was 26.2 *
9.3ng/L. As shown in Figure 1, the distribution of PTH
was slightly skewed to the right for the whole population
but was not in vitamin D-replete subjects. Nine subjects
had a PTH value above 65 ng/L. (upper normal limit of the
kit manufacturer). The proportions of subjects with
250HD concentrations of 20 ng/mL or less and 30 ng/mL
or less were 57.8% and 83.9%, respectively.

Table 2 provides values of PTH concentrations accord-
ing to the level of plasma 250HD. The linear Pearson
corrclation cocfficicnt between PTH and 250HD plasma
concentrations was —0.20 (P < .0001). However, the re-
lationship between PTH and 250HD concentration was
nonlinear and modeled by the following equation: PTH =
237 + 13.7exp! " 1=FOHD (Figure 2). This cquation
suggested a plasma PTH plateau level ar 24 ng/l. and a
250HD level in which this platcau was rcached corre-
sponding to about 30 ng/mL. When plasma 250HD val-
ucs were lower than 30 ng/mL, the plasma PTH values
becgan to increase.

Table 1. Characteristics of the Study Population (n =
1824)
n % Mean 5D
Gender
Men 833 457
Women 991 54.3
Age, ¥
35-45 287 15.7
45-49 481 264
50-54 463 254
55—65 5a3 325
Body mass index
Underweight, = 18.5 37 20
ko/m*
Mormal weight, = 185 1100 &0.3
to < 25 kgim?®
Overweight, = 25to < 569  31.2
30 kgfm?®
Obese, = 30 kg/m? 118 65
Mumber of dietary 101 31
racords
Dietary intake of calcium, 951. 3238
mg/d)
Month of blood draw
October-Novemnber 303 16.6
December-January 586 321
February-March 73 401
Apri-May 204 11.2
Flasma FTH 26.2 93
concentration, ng/L
Plasma 250HD 200 10.3

concentration, ng/mL
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Figure 1. Distribution of plasma PTH concentration In the whole
population and In subjects with 250HD of 20 ng/mL or greater and 30
ngfmiL or greater. A, Plasma PTH concentration In whole population

{n = 1824). B, Flasma PTH concentration In subjects with 250HD of 30
ngfmiL or greater (n = 293). C, Plasma PTH concentration in subjects
with 250HD of 20 ng/mL or greater (n = 770).

Table 3 provides extreme percentiles (2.5 and 97.5) of
plasma PTH concentrations overall and stratified by
250HD status, gender, age, overweight status, and cal-
cium intake. Among subjects with 250HD status of 20
ng/mL or greater, the 97.5th pereentile of plasma FTH
concentration was 45.5 ng/l. The corresponding valuc
was similar (45.3 ng/L) among subjects with 250HD sta-
tus of 30 ng/mL or greater. This value was 30% lower than
the upper normal value proposed by the kit manufacturer
(63 ng/L) and slightly lower than the 50.8 ng/L valuc of the
97.5th percentile of PTH calculated without stratification
by 250HD status.

By using the value of 45.5 ng/L as the upper limit of the
PTH reference range, 4.8% of the subjects with a plasma
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Table 2. Mean Plasma PTH Concentrations According
to 250HD Status

250HD, ng/mlL n Mean PTH + 5D
<10 270 3314

= 10to = 20 783 264 =93
=20to <= 30 478 253+ B2
=30to =40 209 23973

=40 B84 231 =78

250HD concentration of 20 ng/mL or less had a high
plasma PTH level, reflecting SHPT. This might be missed
if the reference PTH values are those obtained in the entire
group, as is usually done.

Among subjects with a 250HD concentration of 20
ng/mL or greater, the value of the 97.5th percentile of
plasma PTH concentration differed by weight status and
by calcium intake (Table 3). However, this difference in
the value of the 97.5th percentile of PTH according to
calcium intake level was no longer obscrved in subjects
with higher vitamin D status (=30 ng/mL), whereas the
difference persisted according to overweight starus.

Discussion

In this study conducted on a large population-based sam-
ple of French Caucasian adules, we investigated plasma
PTH values by stratifying not only by 250HD status but
also by age, gender, weight status, and calcium intake as
recommended for the establishment of PTH reference val-

PTH (ng/l)
120
110 .
100 .
90
a0 .
70 _: ': *
60| *or Fo "
50 &
40 =
30 |
20 L s
10 .
0 H
0 10 20 30 40 50 60 70
250HD (ng/ml)

Figure 2. Plasma PTH concentration according to 250HD status (n =
1&24). The relationship between plasma PTH concentration and
250HD status was modeled by the following equation: PTH = 23.7 +
13_?Expl'—l:|.1 ¥ EDHI:Z-_
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Table 3.
Status, and Calcium Intake

Extremne Percentiles of Plasma FTH Concentrations According to 250HD Status, Gender, Age, Weight

All Plasma 250HD =20 ng/mL Plasma 250HD =30 ng/mL
Percentiles Parcentiles Percentiles
of Plasma of Plasma of Plasma
Mean of PFTH Mean of PTH Mean of FTH

Plasma Plasma Plasma -

n PTH S 25 975 n PTH S 25 975 n PTH S 25 9715

all 1824 262 93 143 508 771 247 789 135 455 293 237 74 133 453

Subgroups
Men B33 271 96 146 530 412 253 B0 135 491 167 243 7.3 133 453
Women 991 255 90 141 485 359 239 79 126 443 126 218 75 1.7 487
Age 35-45y 287 250 29 143 501 111 239 B6 131 501 43 244 53 147 491
Age 45-49 y 431 260 99 137 506 190 249 B3 116 453 63 245 52 94 45.4
Age 50-54 y 463 262 90 144 4971 193 237 68 131 443 o666 219 57 97 381
Age 55-65 ¥ 593 271 92 146 539 277 255 81 140 508 121 243 74 138 455
Mon-overweight® 1137 256 91 139 485 510 238 7.2 133 435 199 233 7.1 133 435
Owverweight® e87 279 96 152 539 261 264 90 135 519 94 245 81 11.3 508
Calcium in‘tbake 1467 26.4 04 145 510 619 250 B1 144 491 235 238 76 135 455
= 1.2g/d
Calciumirrtbake 353 255 87 115 487 152 233 7.1 497 396 5B 231 66 97 491
= 1.2g/d

 Owenwelght was defined as body mass index [weight in kilograms{height in meters)®] = 25 kgime.
B Four subjects were excluded because they were taking a medication that contained calcium.

ues by the expert panel who published the last recommen-
dations for the diagnosis of asymptomatic PHPT (15).
The first step in establishing reference values for a given
biological marker is to recruit a healthy reference popu-
lation. Concerning PTH, exclusion criteria can be defined
as any situation possibly inducing an increasc ora decrease
in PTH concentration. Some of these conditions such as
the usc of a treatment andfor the existence of a symptom-
atic disease are easily identified at inclusion, but others are
mostly asymptomatic and are ignored if not scarched.
Among these conditions, vitamin D deficiency/insuffi-
clency is very common in the general French adult popu-
lation, as confirmed by our results. However, although an
increased secretion of PTH in subjects with vitamin D
insufficiency is well documented (12), the 250HD con-
centration below which PTH levels begin to rise varics
widely across studics. It ranged from 10 to 49 ng/mL in a
systematic review of literature reporting a PTH-250HD
threshold (20). In the present study, we found that plasma
PTH concentration increased when plasma 250HD val-
ues fell below the threshold of 30 ng/mL, a finding con-
sistent with what was previously observed in 1569 sam-
ples (different from those of the present study) of the same
SUVLMAX cohort study in which PTH reached a plateau
for a 230HD concentration of about 31 ng/mL, similarly
in all age and gender groups (7). Although part of the
discrepancics between PTH-250HD thresholds across
studies may be related to a lack of standardization and
operator variability in 250HD assays (21), it must be
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noted that the PTH and 250HD assays used in the present
study and in another published report (7) were different.

We found that the 97.5th percentile of the distribution
of the Plasma Cobas PTH values in our whole population
was 50.8 ng/L, which is 22% lower than the upper normal
valuc of 65 ng/L provided by the manufacturer of this kit.
It decreased to 45.5 ng/L (30% lower than 65) in vitamin
D-replete subjects. This is consistent with the results of
several studies on smaller samples that we previously con-
ducted (8, 9). For example, when cxcluding subjects with
low 250HD concentrations from a group of 280 healthy
Caucasians aged 6079 years, the upper limit of the PTH
reference interval decreased by 29% and 23% with the
Nichols Allegro assay and the Scantibodics CAP assay,
respectively (9). More recently, we found that the 97.5th
pereentile of serum PTH concentrations measured with
the same assay as in the present study in 240 healthy adults
with a 250HD greater than 30 ng/mL and an estimated
glomerular filtration rate greater than 60 mL/min per 1.73
m* was 50 ng/L (8). Although close to the value of 45.3
ng/L found in the present study, it is slightly higher, which
may be cxplained by the use of serum in that reported
clsewhere (8) and plasma in the present study. Indeed, we
previously showed that, with this PTH kit, plasma values
are slightly lower than serum values (22).

Other authors have recently published PTH reference
values in vitamin D-replete populations with the same
P'TH kit with contrasting results (23, 24). La"ulu and Rob-
crts (23) found that the upper reference limit of serum PTH
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values was 73.5 ng/L in 252 apparcntly healthy subjects
and 60.3 ng/L in the 133 subjects with 250HD greater
than 30 ng/ml.. Rejnmark ct al (24) found that the upper
plasma PTH limit was 81 ng/L in 2316 apparently healthy
women aged 17-84 years and slightly decreased to 72.6
ng/l.and 67 ng/L in women with 250HD greater than 32
ng/mL {n = 525) and 250HD greater than 40 ng/mL (n =
182), respectively. No obvious explanation can be pro-
posed for the differences between these results and espe-
cially those of the well-conducted study by Rejnmark et al
and our resules. Indeed, the fact that they explored only
women should not explain their higher PTH limit as in the
present study as well as in another report (8), and we did
not find different PTH levels in men and in women. Sim-
ilarly, we do not believe that the larger age range of the
population in the study by Rejnmark ct al may explain
much of the difference because age was not a significant
determinant of plasma PTH in our study. However, this
descrves further investigation becausc age was signifi-
cantly, albeit weakly, correlated with PTH in their study.
The probability that interlaboratory differences in PTH
levels would explain discrepancics between the study by
Rejnmark et al and ours is also low because the kit used in
both studies presents a relatively low interlaboratory co-
efficient of variation (9.7 % for PTH concentrations of 53
ng/L and 7.3% for PTH concentrations of 20 ng/L).

The most important reason for these different results
probably pertains to the way blood samples were obtained
[ic, in the carly morning after an overnight fast in our study
and between 8:00 aM and 1:00 PM in a nonfasting state in
the study by Rejnmark ct al (24))]. Indeed, circadian vari-
ation of PTH concentration is well documented, with a
higher concentration during the late moming-carly after-
noon period than during carly morning hours (25-27).
Contrary to our study in which the distribution of FTH in
vitamin D-replete subjects was not skewed, it was skewed
to the right in the study by Rejnmark et al. Ir is thus plau-
sible that a subsct of their population who had a blood
sample at the latest hours influenced the distribution of the
PTH values and was responsible for the higher upper limit.
Interestingly, the 250HD concentration below which
PTH startcd to increase in the study by Rejnmark et al was
33 ng/mL, consistent with ours. Inthe study by La™ulu and
Roberts (23), the upper PTH limit in subjects with a
250HD level greater than 30 ng/ml was between our
results and those of Rejnmark et al. They used serum sam-
ples (slightly higher values than with plasma with the Co-
bas kit) and provided no data on the timing and fasting/
nonfasting state of blood samples. Morcover, the CI of
their upper normal value was high, making their result
statistically compartible with both studics.
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In addition to considering the vitamin D status, we fur-
ther stratified our analyscs by other potential PTH mod-
ifiers. As discussed above, gender and age had no influence
on PTH values. However, because only middle-aged sub-
jects were included, age range may have been too narrow
to obtain a sufficient PTH contrast between age groups.
Owur results suggest that the PTH reference value definition
should integrate weight starus and possibly calcium in-
take. In overweight vitamin D-replete subjects, the upper
PTH valuc was higher than in their nonoverweight coun-
terparts. In subjects with a 250HD concentration of 20
ng/mL or greater, the 97.5th percentile for PTH was higher
in those with lower calcium intake. This difference disap-
peared in those with a 250HD status of 30 ng/mL or
greater.

The clinical importance of decreasing the upper normal
value of PTH concentrations may be questioned. The ob-
vious conscquence is that, in clinical practice, much more
paticnts will be detected as having an increased PTH. It
will be thus important to evaluate whether there are plau-
sible reasons for an increased PTH secretion in these pa-
ticnts, a question that, in many cascs, will need additional
cxplorations. In 2003 (28), we validated in 708 well-doc-
umented consccutive osteopenic patients the upper PTH
limit of 46 ng/L. (compared with the 65 ng/L valuc of the
manufacturer) that we found with the Nichols Allegro
assay in vitamin D-replete subjects (9). We showed that
our proposed reference values increased the detection of
high PTH levels in normocalcemic patients having a po-
tential reason for an abnormal PTH sceretion (better sen-
sitivity) with no more than 3% of paticnts with a PTH
above 46 ng/L and no reason for an increased PTH secre-
tion (no loss of specificity). The gain in scnsitivity was
important as among 348 patients with a potential cause of
increased PTH, 46 (13.2%) had a concentration above 85
ng/L, whereas 126 (36.2%) had a concentration above 46
ng/L. Similarly, in a recent study on the effects of para-
thyroidectomy on bone mineral density, we found that
more than half of our 39 patients with a surgically proven
normocalcemic PHPT and 40% of thosc with a hypercal-
cemic but asvmptomatic form of the disease had a PTH
concentration measured with the same assay asin the pres-
ent study below the manufacturer upper normal value of
&5 ng/L (29). All data from our previous studies (810, 28,
29) were derived from samples obtained after an overnight
fast.

Strengths of our study pertained to the large number of
subjects, the population-bascd recruitment, the ability to
stratify the PTH concentrations by 250HD status, gen-
der, age, weight status, and calcium intake. Some limita-
tions should also be acknowledged. First, this study fo-
cused on middle-aged Caucasians; thus, additional studies
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arc necded to investigate the same aspects in other cthnic
groups and younger as well as older adults. In addition,
caution is needed when extrapolating these results to the
whole French middle-aged Caucasian people because our
subjects were volunteers participating in a nutritional in-
tervention study, who gencrally had a higher education
level and occupational status. Second, information on
plasma creatinine concentration was available for only
274 subjects. We verified that nonc of them had an esti-
mated glomerular filtration rate {Modification of Dict in
Renal Disease formula) below 60 mI/min per 1.73 m”. In
addition, three subjects who self-declared a chronic renal
failure diagnosed by a physician were excluded from this
study. Our results should be confirmed in future studics
that preciscly control for plasma creatinine concentration
in all subjects. Third, measurcment of calcium status
would have been useful toinvestigate potential PHPT, but
such information was not available in this study. How-
cver, this pathology is more prevalent (2%—3%) in women
aged 50 years and older ( 30), which represent only 43% of
this study population. Thus, the numbecr of subjects with
PHPT, if any, is probably very low. Fourth, the stability
over time of FTH preserved in liquid nitrogen has not been
documented. However, liquid nitrogen is considered as
particularly appropriate for the cryopreservation of bio-
fluids or tissues because its very low temperature strongly
inhibits the activity of cnzymes. In addition, as previously
discussed, our results were very consistent with those of
Chapuy ct al (7} {on other subjects of the SUVLMAX
cohort, for whom PTH levels were assessed between 1995
and 1997} in terms of mean PTH concentrations and value
of the PTH platcau according to 250HD levels. This sug-
gests a high stability of the PTH analyte over time, which
should be confirmed in ad hoc validation studies. Next, we
used only one PTH assay to measure PTH in plasma sam-
ples obtained after an overnight fast. Because a huge in-
termethod variability in PTH results is well documented
(8, 22, 31), this study should be extended to other PTH
kits. Furthermore, because plasma and serum PTH levels
arc often different, some kits producing higher plasma
concentrations and others producing higher serum con-
centrations (22, 32), and because the timing of sampling
and the fasting/nonfasting status of the subjects/patients
influence PTH concentration, a clear consensus statement
on the preanalytical requirements for PTH testing | plasma
or serum, fasting or not) should be released by an expert
panel. Lastly, our results should be reexamined in the fu-
ture, when the assessment method used for the determi-
nation of 250HD status in this study is definitely cali-
brated against the recent reference method, based on
isotope dilution and mass spectrometry (33).
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In conclusion, because even small increasesin PTH lev-
cls may have potentially harmful bone and possibly non-
bone effects, correct detection of abnormal PTH values is
of major clinical importance. The present work provided
ncw insights for setting PTH reference values in a large
sample of vitamin D-replete middle-aged French Cauca-
sian adults, taking into account other potential modificrs,
in line with recent recommendations (15). Qurresults sug-
gest that the upper limit for plasma PTH measured by the
Roche Cobas immunoassay in fasting subjects should be
approximately 45 ng/L rather than the 65 ng/L value cur-
rently provided by the manufacturer. They also suggest
that reference values for PTH could differ according to
weight status and calcium intake. These results should
contribute to improve the diagnosis of PHPT and SHPT
and subscquent therapeutic indication. Further studies are
required to evaluate the proposcd upper limit for PTH in
paticnt populations, eg, paticnts with PHPT.
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Abstract

Background: Meachanistic hypotheses suggest that witamin D may contnbute to the pravantion ot breast cancar.
Haowevar, apidamiciogic evidance is inconsistant, suggesting a potantial etfact modification by indvidual factors.
Objective: Our objactive was to parform axplorstory analyses on the prospactive associations betwsaan the plasma
25-hydraopwitamin D [25(0H]D] concantration, polymomphisms of ganas ancoding tar the witamin D raceptar (WDF) and
witamin D-binding protein [skso known as ge-globulin or group-specific componant, G0, and brasst cancar nsk, along with
2 potantizl modiiars: body mass indax [BMI; in kg.ﬂﬂ2j and alcohal intaka.

Methods: A nestad case-contral study was sat up in the SUppldmeantation en Vitaminas at Mingraux Ant-aXydants (SU.
WL MAX]) cohart (1994-2007), imvobving 233 womean with bresst cancarand 466 matchad controls [maan = SD aga: 49 = Gy).
Tha plasma totzl 25[0H]D concantration and gena polymorphisms were assessed on samples obtaned at basaelina.
Condibional logistic regrassion modals ware computed.

Results: A higher plasma Z5[0HID concantration was associated with & decraased nsk of breast cancar for womean
with & BMI < the madan of 224 |OR quartile [Q)4 comparad with O1: 0.46; 95% Cl: 0.23, 0.89; Atrend = 0.01,
Fyintaraction = 0.002], whareas it was associated with an increased rsk for women with & BMI = the madian (OR Q4
comparad with O1: 2.45; 95% Cl: 1.13, 5.28, Ptrand = 0.02, Fintaraction = 0.002). A plasma 25(0HID concantration =
10 ng/mbwas associated with a decraasad risk of braast cancer forwomanwith alcoholintzkas = thamadian of 7.1 gid
[OR =10 compared with <10 ng/mL: 0.50; 95% Cl: 0.26, 0.95; P = 0.03, F-intarsction = 0.03). The genetic analysas
wara consistant with the rasults cbsarvad with plasma 25(0H]D.

Conclusion: In this prospective study, BMI and alcobol intake modified the association batwsean witamin D [plasma
25I0H]D and witamin D-ralated gane polymomphisms] and braast cancar nisk. Thasa effect moditications suggest ax-
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planations for discrapancies in results of pravious studies. This tnal was regstanad at cinicaltnals.gov s NCTO027 2428,
o Nutr 2016;146:576-85.

Keywords:
witamin O recaptor, witamin D binding protein, single nucleotide palymomphisms

28-tydrosywitamin D, braast cancar risk, body mass indax, alcohol intaka, nestad case-contral study,

Introduction

circulating form, which is used as a marker of vitamin I status,
and then o 1,25-dihydroxyvitamin D [1,25(0H):D], it bio-
logically active form. Vitamin I pathway relies on several genes
such as VDR, encoding for the vimmin D receptor, or group-

Experimental studies have suggested a protective role of vitamin
D in breast cancer preventon through cell regulation (anti-

proliferation, proapoptosis, and prodifferentiation), involve-

SLO0E gL oy U0 WH SN e Bioruoquinu’ ul woy pepesusmog

ment in ant -inflammatory pathways, and inhibition of estrogen
signaling (1-3). Vitamin D is endogenously synthesized from
UVE exposure or absorbed from dietary sources. k is first
converted to 25-hydroxyvitamin D [2510H)D]Y, its main

specific component (G C), encoding for the vitamin D-binding
protein (VDBP, also known as ge-globulin). Polymorphisms
of the VDR gene may modify vitamin D signaling, whereas
polymorphisms of the GC gene may influence vitamin D

& 2016 Amencan Somety for Nutrition.
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transportation. Thus, both genes and their polymor phisms could
have an impact on the potential involvement of vitamin D in
breast carcinogenesis (1).

Despite these mechanistic hypotheses, current epidemiologic
evidence about the association between vimmin D and breast
cancer risk is unclear. In 2008, the International Agency for
Research on Cancer’s report concluded that resuls on the
association between blood 25(0OHD concentraton or some
VDR gene polymorphisms and breast cancer risk were hetero-
geneous and insufficient to conclude (4). Since then, several
meta-analyses of prospective studies were conducted, among
which the most recent study by Kim et al. (5) which observed
no association between blood 25(0H)D concentration and
breast cancer risk, with heterogeneous results across the
included studies. In addition, 2 recent meta-analyses (&, 7) and
1 pooled analysis (8) found no association between VDR Bsml
and breast cancer risk, 2 meta-analyses (6, 7) found an increased
risk of breast cancer associated with VDR Fokl ff genotype,
whereas another study found no association (%), Few case-
control studies imvestigated GC polymorphisms (rs4588 and
rs 7041 ) in relation to breast cancer risk and showed inconsistent
results (10-12).

These discrepancies in previous epidemiologic findings sug-
gest that individual factors may modify the assodation between
vitamin D and breast cancer risk. Two risk factors for breast
cancer should be specifically considered: BMI (in kg.fmzj and
alcohol inmke (13). A higher BMI is associated with a lower
circulating plasma 25(0OH)D concentration in the SUVLMAX
(SUpplémentation en Viamines et Minéraux Anti-oXydants)
cohort (14) and in other studies (15), because of a dilution of the
lipophilic 25(0H)D in fat mass (16). It was suggested that 1,25
(OH D synthesis may be altered in the adipose tissue of obese
people (17). Some prospective studies conducted in large cohorts
observed that a higher vitamin I status was associated with a
decreased breast cancer risk in women with a low BMI (18)
whereas it was associated with an increased risk in women with
a high BMI (19, 20). For alcohol intakes, moderate levels were
associated with an increased vitamin D status in the SU.
VI.MAX cohort (14) and in several other studies (15, 21),
whereas high intakes are known to be related t© a lower
vitamin D status (22). Alcohol is an established risk factor for
breast cancer (13), acting through various mechanisms [e.g., a
rise in circulating estrogens or increased oxidative stress (23,
24)]. These deleterious pathways may be partly counteracted
by vitamin D, because mechanistic evidence has suggested
that vitamin [} may, among other properties, lower estrogen
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signaling (2) and decrease oxidative stress and inflammation
(1, 3). Thus, if this hypothesis is verified, the potential inverse
association between vitamin D and breast cancer would be
stronger in alcohol drinkers.

In this context, the objectives of this prospective study were
to explore the assodations between the plasma 25(0OH)D con-
centration, VDR and G Cgene polymorphisms, and breast cancer
risk and to investigate potential modifications of these associ-
ations by BMI and alcohol intake.

Methods

Subjects. The SUVLMAX sudy was initially designed as a double-
blind placebo~contralled  trial  (registered ar clinicalrrialsgov as
WCTOO272428) to investigate the influence of a daily supplementation
with nutritional doses of antioxidans [single capsule of a combination of
ascorbic acid (120 mg), vitamin E (30 mg), B-carotene (6 mg), selenium
(100 pgh, and zinc (20 mg), or placeho] on the incidence of cardiovas-
cular diseases andcancers (23). This 8-y intervention started in France in
1994-1995 with 13,017 enrolled participants (among which were 7876
women aged 35-65 v), and monitoring of health events was pursued
until September 2007; 52% of all participants were lost o follow-up.
Vitamin D' was not part of the rdal supplementarion, and participants
wem advised againa wmking any self-prescribed supplements during the
tral. All participants gave their written informed consent, The stdy was
conduced according to the Declaration of Hekinki guidelines and was
approved by the Ethics Comminee for Smdies with Human Subjects of
Paris-Cochin Hospital (CCPPRE no. 706/n0. 2364 ) and the Commission
Mationale de nformatique et des Libertés (CWIL no. 33464 1o,
907094).

Case ascertainment. Health events were selb-reported by the partic-
ipants during follow-up. Al relevant medical information and pathe-
logic reports were gathered through participants, physicians, and/
or hospitak and subsequenty reviewed by an independent physician
expert comminee. Validired cases were classified according o the
International Chronic Diseases Classification, 10th Revision (26). All
firsgt incident primary breast cancers were comsidered as cases in this

study.

Nested case-control study. All women diagnosed with a breast cancer
during follow-up (19%4-2007; Le., 13 vy of follow-up) were included in a
nested casecontrol study. Two controls per breast cancer case were
randomly selected among subjects without breast cancer at the end of
follow-upand were matched according tothe following baseline criteria:
age (<40, 4044, 4549, 50-54, and 55-63 v, intervention group in the
SUNVLMAX wial (placebo or supplement), season of blood draw
[a priori-defined periods: June-Ocrober or Movember—May), menopausal
stams (baseline premenopausal or pesmenopausal), and wse of hormonal
treatment for menopause (HTM) at baseline [ves or no).

Data collection. At enmllment, information on sociodemogephic
characteristics, smoking habirs, physical acrivity, medication use, and
health starus were collecred through self-administered questionnaires.
Participants underwent a clinical examination by the study nurses and
physicians with anthropometric measurements and a blood draw,
occurring after a 13-h fasting period. Venous blood samples (35 mL)
weme collkated in evacuated tubes and immediaely centrifuged o get
plasma aliguots [preserved in sodium heparin) and buffy-coar fractions
[allowing fure DNA extmction). Both were stored frozen in liguid
nitrogen. Dietary inake dara were collected by repeated 24-h dietary
reconds, as previously described (25, 27). The age at menopause was
collected from the participants by follow-up questionnaires.

Laboratory assay of the plasma 25OHID concentration. As
previously described in demil (14, 28), phsma samples obrained ar
baseline were wsed to determine the concentration of 23(0H)D. The
plasma 25(0H)D concentration was measured with the Roche Cobas
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electrochemoluminescent total 25 (OH D assay, based on the principle of
competitive binding (29). The intra-assay CV was 4.5% (the same 8
samples tested 21 times in the same run) and the interassay CV was 6.6 %
[& samples of varows plsma 25(0H|D concentrations rested in 42
separate runs). Phsma samples from cases or controls were analyzed in a
random order.

Genotyping. Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
selected for VDR and GO genes on the basis of 1) their relative high
frequency in Caucasian populations (30): VIR rs1 344410 [Bsml, minor
allele frequency (MAF): T = 0.2959] and rs2228570/10735810 (Fokl,
MAF: A = 0.3285), GC rs4588 [MAE: T = 0.2079), and rs7041 [MAF:
C=0.3816) and 2) their predicred funcrional effect (31, 32). As previously
described in detail (14), genetic polymorphisms were asessed by allelic
discrimination with the wse of Huorogenic probes and the 5° nuclease
[Taghan) assay [Applied Biosystems). (Quality control of genotyping was
performed for each SNP by the investigation of any depamure from the
Hardy-Weinberg equilibrium and the comparison of the observed distri-
burions with those of Eumopean reference populations: CSHL-HapMap-
CEU and 1000GENOMES-phase_1_EUR (33) by x* tests.

Statistical analysis. From the 277 eligible breast cancer cases, we
excluded those diagnosed within the first 2 y of follow-up (n = 44)
avoid preclinical bias [i.e., reverse causality: influence of the precancer-
ous condition on blood 25/ 0H)D concentration and other dietary or
lifesryle factoms). Menopansal stams ar diagnosis was determined by
comparing age at diagnosis with the age ar menopanse reported by the
participants,

Baseline characteristics were compared between breast cancer cases
and controls with the use of x° tests for categorical variables or Fisher
tests (From AMOWVA models) far continuous variables,

Associations between breast cancer risk, the plasma 25(0H)D
concentration, and the SNPs were characterized by ORs and 95% Cls
derived from multvariable logistic regression modelk. Cases and
controk were matched for age ar baseline, intervention group of the
SUNVLMAX trial, season of blood draw, wse of HTM, and menopausal
status at baseline, and models were additionally adjusted for educational
level, physical activity, alcobol inake, smoking starus, height, BMI,
family history of breast cancer, and number of biological children, SNP
maodels were further adjusted for the plasma 25(0OH)D concentration.
Furtheradjusmments formean daily energy intake (withour akcohol), lipid
intake, and oral conrraception use ar baseline were also rested.

The plasma 25(0H|D concentration was coded as quartiles, and
with the we of reference clinical cutoffs [US Instinute of Medicines
recommendations for the general population [34)] as follows: severe
deficiency (<10 ng/mL) and insufficiency [ <20 ngfml).

Because there is no established hypothesis on the dominant,
codominant, or meessive charcter of the srudied SNPs, the 3 following
codings were tested: codominant [herermzygows rype (HT) compared
with wild rype (WT) and homozygous mutantrype (MT) compared with
WTI, dominant (HT + MT compared with WT), and recessive (MT
compared with WT + HT). To compare with previous studies (10, 11},
we also combined the 2 GC genotypes o correspond to the following
most common VDBP sofoms (35): Gels or Gel (rs4388 G and rs7041
), Gelf or Gel [rs4588 G and s7041 A), and Ge2 [rs43588 T and
7041 A).

Twoefactor interactions were tested berween the plasma 25(0H)D
concentration (several codings), the 4 SWPs (codominant, dominant, and
recessive codings), BMI [median cutoff), alecohol intake (median curoff),
calcium intake [median cutoff), and baseline HTM use [yes/no ) with the
introduction of the corresponding product of 2 varables into the logistic
regmssion models [25(0HD = BML 25(0HD * alcobol intake,
25(0H)D * calcium intake, 25(0H)D x HTM use, SNPs x BML, 5NPs
* aleohol intike, SNPs * 25(0H)D]. Then, stratified analyses were
conducted, as appropriate; that i, the association between the plasma
250H)D concentration and breast cancer risk was investigated sepa-
rately in the 2 BMI strata and in the 2 akohol intake strata, Similar
steatified analyses were conducted for each SNFE, and analyses were
stratified by the plasma 25 0OH)D concentration. Median cutoffs were
used to maximize statistical power in each stratum, Quartle cutoffs for
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the plhsma 250H)D concentration were determined on the wholk
popubition and kept for stratified analyses.

Conditional logistic regression models were used in main analyses o
investigate the association berween the plasma 25(0H D concentration
and breastcancer risk. As done previowsly (36 ), o avoid amificial loss of
subjects [e.g., when cases and controls of a same pair do not belong to the
same stratum) and maintain statistical power, unconditional logistic
regression models adjusred for marching Factors were wsed in stratified
analyses by BMI and alcobol intake and in all genetic [SNPs) analyses

SAS software version 9.3 was used bor the analyses [SAS Institute).
All statistical tests were 2-sided, and P < 0,05 was considered significant.
Analyses were performed withour (main analysis) and with (sensiriviry
analysis) adjustment for mulriple resting for each exposure of interest.
All the P values (P-interaction and P-trend) that resulted from the
analyses were put in the PROC MULTTEST [SAS (37)] to perform the
false discovery rate adjustment, which controk for the expected
proportion of falsely rejected hypotheses (38)

Results

Breast cancer cases (1 = 233) were included, with a mean age at
diagnosis of 56.3 y, and a mean baseline-to-diagnosis time of 7 y.
Controls (n = 466) were randomly selected and matched to the
cases, Baseline characteristics of cases and controls are summa-
rized in Table 1. Compared with controls, breast cancer cases
were more likely to be smokers and to have a family history of
breast cancer. All studied SNPs respected the Hardy-Weinberg
equilibrium (P = 0.05), except for a small departure for VDR
Bsml (P = 0.02), but the repartition of subjecs across the
different genotypes was in accordance with that observed in
European reference populations (33) for all SWNPs (P = 0.05).

The associations between viamin D status and breast cancer
risk overall and stratified accord ing to BMI and w alcohol intake
median cutoffs: 22.4 and 7.1 g/d, respectively) are shown in
Table 2. Overall, no association was found between the plasma
25(0OH)D concentration and breast cancer risk (P = 0.6 with and
without multiple-testing adjustment). Although no interaction
was detected between the plasma 25{0H)D concentration and
HTM use at baseline |P-interaction = 0.5) or calcium intake
[ P-interaction > 0.2), associations were modified by BMI
[P-interaction = 0.002 for all; 0.02 for all after multiple-
testing adjustment) and alcohol intake (=10 compared with
<10 ng/mL: P-interaction = 0.03; 0.0% after multiple-testing
adjustment).

In women with a BMI = the median, vitamin D status was
associated with a decreased risk of breast cancer [P-trend = 0.01
(4 compared with Q1), 0.004 { =10 compared with <10 ng/ml),
and 0.06 (=20 compared with <20 ng/mL); 0,06, 0,02, and 0.1
after multiple-testing adjustment], whereas in women with a
EMI = the median, vitamin D sttus was associated with an
increased risk of breast cancer [P-trend = 0.02 (4 compared
with Q1), 0.02 (=10 compared with <10 ng/mL), and 0.003
(=20 compared with <20 ng/mL); 0.07, 0.07, and 0.02 after
multiple-testing  adjustment]. Similar results were observed
when the BMI cutoff of 25 (overweight) was retained instead
of the BMI median [P-interaction = 0,02 (=10 compared with
<10 ng/mL) and 0.0003 | =20 compared with <20 ng/mL]], with
limited statistical power in the overweight stratum.

A plasma 25(0HID concentraton = 10 ng'mL was associ-
ated with a decreased breast cancer risk in women with alcohol
intakes = the median (P = 0.03; 0.09 after multiple-testing
adjustment), whereas no association was observed for women
with alcohol intakes = the median.

The associations between the 4 studied SNPs and breast
cancer risk overall and stratified by the plasma 25(0H)D
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TAELE 1
controls, SULVI.MAX cohort, France [1994-2007)

Baseline characteristics of breast cancer cases and

Braast
CANCET CASES Controls
Characteristics {n= 23 |n= 455 p*
Agay 93+57 491 +§1 08
M, kgim’ 737 =40 735 =38 03
B3 catagany ar
<185 g/’ (undarwsight] 1147 14 ad)
=185 1 <25 ky/m® (normal weight] 164 (T0.4] 08 (70.4]
=25 o <30 kg (werweight] #1(175] a1 (135
=30 ig/m” jadess] 1773 B[
Heiight, am 1627 6.4 1620 =53 az
tsnentan group 1
Anticdd ants 119 {51.1] 38 511
Placaha 114 (439) 228 (4849
Smoking st aom
Hewar 133 (57.1] 20 (G2
Former 51i5) 124 (265]
Current 51215) 520113
Physical actiity 0z
Ir=gular 53 (292) 106 (28
=1 hwaldng aquivalant'd a1(348) 1731371
=1 h walking aquivalantd B4(3KE1) 187 (401]
Eduational leval [ik:]
By 48 [205] 83 1a1)
Sacondary 33 (378) 187 (401)
Supanor a7 (415) 190 (408
MNumber of biological dhilden 19=12 20 =11 a3
Harmanal tmatment for menopausa iyes a1631) 182 (381] 1
Mznopausal status at basaline 1
Prmeanapausal 1331537] 78547
Postmanonsu sal G4 (403) 184 (403
Family history of brasst cancer [yesf 3 [145) 1 T
Alcoha | inties, g/'d 1140 =115 112 =139 a4\’
Aol itk catagary, g'd (il
=10 125 (535) 286 (51.4)
=10 o < 53 (26) 43 (200
=70 AET) a7 am
Plagma 75-hydmoopitamin D, /L 1@ =113 1aA =102 04
=10 190 (81.5] 35 [E2E az
=20 84 (378) 170 (365 a7
Mant of blood draw 04
{Dictioihe M iowe mibar 3 55) 67 (144)
Dace miner—lanuary B2 (265) 152 (326)
Fetimuary-dardh 106 (451] 196 (42.1]
Aari-May A0n29) 511049
VDA Bard rs1544410% a3
/T iwild typa, bl & (45) 157 (33
/7T (e mzygaus typs, 53] o (438 139 (435)
/T fhomarygous mutant type, 33) 3 [155) & (124)
VDR Fold m2z2Ean0"" a7
G/G fwikd type, 7 A i) 174 (3791
G/A fhetararygaus type, 7] 12 (#57) 204 j#44)
AA homazgous mutant type, £3(183) #1177
GC mi538" az
/G wikd typa] 101 (454 7 4]
/T (hetaraygous trpel 3 405 181 (402)
/T (homezygaus mutant typs] 20 (138 23
it )

TABLE 1 Confinued
Breast
CANCEr CASES Cantrols

Characteristics |n= 23 | = 485 P
GC rs7041* [IE]

ASA (wild type] 45 (207 91 (201)

A hetemagous typs] 110 (435) G (478)

GT (homozygous mutant tips] 65 (247 145 (321]

U Nalues @ means = 505 o o (%), GG group-spedihio component gene; SULVLMAN,
SUpplérmentation an Viemnes ot Modraw Antbaiydants; VDR, wiamin D somptor
gene.

? Pior fia campaisan betwesn beast cancer cases and contrals usad ];2 tests for
aategoscal vadshins o Fshar tests ifrom ANDOVA modals) for contnuous varsbbes.
a Agmang firstdegree relves.

4 KMiz=ing data weere as olows: 48 (=15383100, 17 p=2228570), 29 r=4588), 25
{=7041).

% Eunaknoe of nomendatwre with previous sudies for VDR Bsrd and Foid:
genotypas B and F corespond to the shesnos of the Beml and Foll restriction stas
in our case, alieles T and G, respectwely), and genotypes band T carespond 1o the
pemsancs of the Bsmil and Foll resticton sites fn ow cass, alieles C oand A
respectvely.

concentration, BMI, and alcohol intake (median cotoffs: 16.6
ngimL, 22.4, and 7.1 g/d, respectively) are shown in Table 3.

GO rsd588 TT genotype was associated with an increased
breast cancer risk (recessive model, P = 0.2 after multi ple-testing
adjustment), in particular in women with a BMI = the median
(recessive model, P-interaction = 0.2 and P = 0.1 after multiple-
testing adjustment). A positive association was also observed
with the combined genotype Ge2-Ge2 compared with the more
common genotypes Gel s-1s (OR: 1.98; 95% CI: 1,04, 3.75) and
Gel-Gel (OR: 2,02; 95% CE 1.10, 3.70) (data not tabulated ).

VDR Bsml TT genotype was associated with a decreased risk
of breast cancer in women with a plasma 25(0H)D concentra-
tion = the median (recessive model, P-interaction = 0.1 and P=
0.09 after multiple-testing adjustment) and in women with
alcohol intakes = the median (recessive model, P-nteraction =
0.09 and P = 0.09 after multipletesting adjustment).

All SMPs results were similar without adjustment for plasma
25(0H)D (data not shown ).

All results mentioned above were similar when further
adjustment was performed for a 2-mo period of blood draw,
for dietary variables (190 cases/380 controls; data not shown ),
or for oral contraception use at baseline (193 cases/ 359 controls)
[data not shown). Similar trends were also observed when
analyses were restricted to postmenopausal women (160 cases/
320 controls; Sopplemental Tables 1 and 2), invasive breast
cancers (206 cases’d12 controls; data not shown), or estrogen-
dependent breast cancers [estrogen receptor (ER) positive, 130
cases/260 controls; data not shown]. Statistical power was too
limited o perform restriced analyses to premenopausal women,
ER-negative breast cancers, or breast cancers in situ. Results of
the stratified and genetic analyses were similar when matched
maodels were wed (conditional logistic regression) (data not
shown).

Discussion

In this nested caseconmol smdy, BMI and alcohol intake
modified the association between vitamin D and breast cancer
risk. The plasma 25{OH)D concentration was associated with a
decreased breast cancer risk in women with a BMI < the median,

whereas an increased risk was observed for women with a
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BMI = the median. A plasma 25(0H)D concentration = 10 ng/mL
was associated with a decreased breast cancer risk in women
with alcohol intakes = the median, whereas no association was
observed for women with alcohol intakes < the median, Results
observed with the SINPs of VDR and GC genes were consistent
with those observed with vitamin D status.

The overall null association between vitamin D status and
breast cancer risk was consistent with a recent meta-analysis of 14
prospective studies (5), despite mechanistic hy potheses sugpesting
that vitamin I} would be protective in breast carcinogenesis (1, 2).
In our study, inter actions betwemn viamin D and BMI and alcohol
intake were observed and may constitute interesting hypotheses o
explain this overall null finding,

The interaction between 25(OH D and BMI has already been
observed in previous large prospective studies (European Pro-
spectve Investigaton into Cancer and Nutrition, Murses' Health
Study) with results in line with ours (18-20), that is, a tendency
for an inverse association in lean women andlor a direct
association in women with a higher BMIL The decreased risk of
breast cancer o bserved in women with a BMI <the median could
be explained by several vitamin D properties elicited by
experimental studies, such as the following: regulation of cell
cycle, regulation of circulating estrogens, or involvement in anti-
inflaimmatory pathways (1, 2). Conversely, some mechanistic
hypotheses may be suggested to explain the direct association
observed between 25(0OH)D and breast cancer risk in women
with a BMI = the median. Increasing BMI was associated with
lower circulating 25{0H)D concentrations (14, 15), which is
probably becanse of a dilution of the lipophilic 25 (OH)D in fat
mass (16). Thus, increasing 25(0H)D blood concentration is
likely to be correlated with increasing 25(0OH)D in fat mass.
Besides, 1,25(0H);D synthesis depends on a ratio between the
activity of its degradation enzyme and its production enzyme.
This ratio may be positively associated with blood 25(0H)D
concentraton variations, with enhanced degradation when
vitamin D status is high (39). Moreover, in the adipose tssue
of obese people, this ratio may be altered, with a decreased
activity of production enzymes and no difference for degrada-
tion enzymes (17). This suggests that in overweight/obese
people, higher 25(0OH)D may be associated with a higher
1,25(0H);:D degradaton and thus a lower antiproliferative
signal in the adipose tissue and its microenvironment. Thus, this
could affect the mammary cells because the mammary gland is
surrounded by adipose tissue (40).

To our knowledge, our study is the first prospective smdy
to observe a significant interaction between 25(0OH)D and
alcohol inmke on breast cancer risk [interaction previously
tested in nonprospective case-control studies (41, 42)]. The
absence of vimmin D deficiency was associated with a decreased
breast cancer risk in women with alcohol intakes = the median.
Alcohol intake was associated with an increased breast cancer
risk (13), including in the SUVLMAX cohort (43). Several
mechanisms are proposed to explain the diresct association
between alcohol intake and breast cancer risk such as increased
circulating estrogens (23) or oxidative stress (24). In the
opposite, vitamin D is associaed to a decreased estrogen
signaling (1, 2) and is involved in anti-inflammatmory pathways
i1, 3). Avoiding vitamin D deficiency could therefore counteract
some harmful effecs of alcohol on breast carcinogenesis, Unlike
the interaction with BMI, the interaction with alcohol intake
was only observed with severe vitamin D deficiency (/=10 ng'
mL) and thus needs further confirmation.

The significant interactions between vitamin D) and BMI or
alcohol suggest that one factor modified the potential effect of

the other on breast cancer risk. Here, the objective was to assess
the potential effect of vimmin D on breast cancer risk and how it
may be modified by BMI or alcohol intake. However, it will be
interesting (beyond the scope of this article) to assess how
vitamin D may modify the effect of BMI and alcohol intake on
breast cancer risk .,

The literature dealing with GC rs4 588 and 57041 polymor-
phisms in relation to breast cancer risk is limited, with, to our
knowledge, only 3 casecontrol studies. GC r=4588 was not
associated with breast cancer risk in any of the studies; GO
rs7041 CC genotype was associated with an increased risk of
breast cancer (11) or not associated (12); Ge2-Ge2 haplotype
(GC rs4 588 TT/rs7041 AA) was associated with a decreased risk
of breast cancer (10) or not associated (11). In our study, GC
rsd588 TT genotype and Gel-Ge2 haplotype were associated
with an increased breast cancer risk. Mechanistic plausibility
supports these resules, GO rsd 588 TT and rs7041 AA genotypes
are associated with lower vitamin D status (14, 44, 45). Besides,
the Ge2 form of the VDBP has less affinity for 25(0H)D (46,
which may affect the active endocytosis of the 25(0OH)D-VDBP
complex in mammary cells (47) and thus reduce the 1,25(0H).D
signaling. The Ge2 form of the VDBP may also decrease the
production andfor activity of the antimmor VDBP macrophage-
activating factor (48-52).

Lack of overall association between VDR Bsmil and breast
cancer risk is in line with recent meta<analyses (6, 7) but could
partly be explained by the interactions observed with 25(0OH)D
and alcohol intake in our study, Some studies have sugpested
thatthe VI?R Baml B allele may be associated with higher VDR
mRMA expression than the b allele (53). This could result in
higher 1,25(0OH).D signaling and thus in breast cancer risk
reduction, in particular in at-risk subgroups (consistently with
our results of a decreased risk in women with alcohol intakes =
the median), on the condition that the 1,25(0H);D precursor is
sufficient (consistent with our result of a decreased risk in
women with a plasma 25({0H)D concentration = the median).

The strengths of our study pertain to its prospective design,
long follow-up, and simultaneous assessment of the plasma
25(0H)D concentration and vitamin D-related polymor phismes.
However, limitations should be acknowledged. Although the
number of cases was appropriate for the main analyses described
here, the relatively small number of cases may have limited our
ability to detect some of the hypothesized associations, espe-
cially in sratified and in genetic analyses, and to perform
separate analyses in specific subgroups (such as obese, premen-
opausal women, or ER-negative breast tumors ). However, this is
unlikely to explain the observed relations that were smtistically
significant, despite the potential power limitation. In this
study, multiple tests were performed to investigate potential
modifiers of the association between vitamin D and breast
cancer risk, thus increasing the risk of chance finding (type 1
error ). Although the associations between the plasma 25(OH)D
concentration and breast cancer risk (overall and stratified by
BMI and alcohol intake:; Table 2) were overall stable when
adjustment for multiple testing was performed, all the explor-
atory analyses that involved the studied SNPs (overall and
stratified by BMI and alcohol intake; Table 3) were no longer
significant. However, if adjusting for multiple testing decreases
the type I error, it also increases the type 11 error (risk of false
negative), which is why this adjustment is debawed (54). In
addition, cur main results are not likely to be entirely explained
by chance becanse they are supported by some experimental
data and are consistent with previous large epidemiclogic
studies. Furthermore, in our population, plasma 25(0HD
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concentrations were relatively low (75% of women <23.5 ngfml),
which narrows our conclusions t the range of concentra-
tions studied here. Only 1 plasma 25(0H)D measurement was
available at baseline, whereas repeated measures could have
been of interest to study plasma 25 (OH)D evolution across time.
Mo information on dosellifetime duration was available for
HTM and oral contraceptive (only use at baseline yes/no), which
may have induced some residual confounding. In this study we
investigated the association between 4 vitamin Derelated gene
polymorphisms and breast cancer risk. However, other genes
and polymorphisms may also be of inwerest because of their
influence on vitamin D metabolism and thus, potentially, on
breast carcinogenesis (55). Finally, BMI may not be perfectly
correlated to the amount of adipose tissue in the breast.
However, such data (or data on breast density) were not
available.,

In this prospective study, interactions with BMI and alcohol
intake were observed in analyses on vitamin D status and were
consistently observed in genetic analyses. Qur results showed
that vitamin D' status was associated with a decreased breast
cancer risk in lean women, whereas it was associated with an
increased risk in women with a higher BMI. Vitamin D status
was also associated with a decreased breast cancer risk in
women with moderate-to-high alcohol consumption, whereas
no association was observed among women with low aleohol
consumption. These effect modifications, supported by mecha-
nistic plausibility, suggest explanations for discrepancies in
results between previous epidemiologic studies, Confirmation by
further large prospective studies is needed.
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Abstract

Mechanistic hypotheses suggest that vitamin T and the closely related pamthyroid homone (PTH) may be involved in prostate
carcinogenesis. However, epidemiclogical evidence is lacking for PTH and inconsistent for vitamin T3, Our ohjedives were to pros pectively
investigate the association between vitamin T smms, vimmin D-rebated gene polymorphisms, FTH and prostate cancer risk. A total of 129
cases diagnosed within the Supplé mentation en Vitamines et Minéraux Anticcydants cohont were included in a nested case—caontmol study and
matched to 167 contmls (13 yeas of follow-up) 25-Hydmoyvitamin D (2500HYD) and PTH concentmations were assessed from baseline
plsma samples, Conditional logistic regression models were computed. Higher 25(0HD concentration was assochted with decreased risk of
prostate cancer (ORey o qn 030; 95% CT 012, 077, Puonu=04007). PTH wmncentrtion was not assochted with prostae cancer sk
(Pyaey =04} neither did the studied vitamin D-related gene polymorphisms, In this prospective study, prostate cancer risk was invesely
assochted with 2500H)D concentration but not with FTH concentration. These resuls bring a new contribution to the understanding of the
relationship between vitamin T and prostate cancer, which deserves further investigation.

Key words: 25-Hydrmoxyvitamin D: Parathyroid hormone: Prostate cancer risk: SNP: Nested case-control studies
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Vitamin I is a prohomone synthesised in e skin from UVE
exposure and ahsorbed from scarce dietwry sources, It is first
converted  to 25-hydroyvitamin I (25(0HMD) — its  main
circubiting form — and then to  125dibydrocyvitamin T
(12M0OHLD) - its hiologically active form. As 250OHD-o-
1, 2500H LD convemsion and 1 2500H)0 signalling can tike plice
directly in prostate tissues™” vitamin 13 is thought to play a roke
in the prevention of prostae cancer through pro-differentiation,
pro-apoptosis, anti-proliferative and growth control activities, as
suggested by experimental studied™™  However, so far,
epidemiclogical evidence regarding the melationship berween
ZSOHD concentration and  prostate cancer sk has been
inconsistent. On the basis of a dose—res ponse meta-analysis that
invobved fifteen prospective studies, the World Cancer Rescarch

Fund/American Institte for Cancer Research (WCRF/AICR T, as
part of the Continuous Update Project 2014 on prostate cancer,
stated that the level of proof for the association between 23(0H D
concentration and  prostate cancer sk was sl Climited-no
conclusion’. Most of the studies induded in this met-analysis
observed null results,

Besides, vitamin I is primarily involved in Ca homosostasis:
1,25(0H);D increases Ca concentration through  enhanced
intestinal Ca absorption, reabsorption of Ca from kidneys and
hone esorption. Renal 2500H)D40-1,2500H):D comversion is
induced by parathyroid homone (FTH) secretion in response
to low Ca concentration, 1,25(0H). D exerts in turn a negative
feedback on FTH secretion™™, Vitamin T and FTH are thus
closely related. To our knowledge, only one prospective study

Abbreviations: 250D, S-lnedroyvitamin T 1,250, 1T, 125-ditydrmoyvitamin TGSk, Cl-sensing receplon, CYP24AT, 1, 25-dilnydroxyvitomin Ty
2d-hpdroylase; GO, vitimin Debinding globulin, ge-globulin or groupespedfic componen;, MAF, minor allele Pequency; PTH, parathyroid homone,
RXR, retinoid X recepton, STLVLMAY, Supplénentation en Vitmines o Mingraux Antioxpdants; VIR, vitimin T receptor.

* Corresponding author: M. Deschasiux, fax 433 1 48 38 8931, email modes i@ ensmbhouniv-paris1 1k
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has investigated the association between PTH concentration
and prostate cancer sk, with null result™,

Sevenrl genes invobed in vitamin T metabolism, in particukar
signalling (vitimin 13 receptor (VR and refinoid X receptor
(RXFED, transponation (vitamin D-hinding protein, also known as
go-globulin or groupespecific component (G and degradation
(1 25dibydmnoyvitamin 13 24-hydronylase (CYP244 100, or in Ca
homoeostusis (Ca-sensing recepior (CaSR could also play a role
in prostie @ncer actidogy™. Recent meti-analyses found null
associaions between VIR Bsmil, Fokl and Cdb@ polymorphismes
and prostate ancer sk The epidemiological litemture
dealing with polymorphisms of other genes (G0, CHP2441, RXR
and CaSK) in rdation to prostate cancer risk is scace ™,

Thus, our ohjective was o prospectively investigate the
associations between prostate canoer risk and vitamin 1) stats
(Z3(0H)D  concentration), plasma FTH concentmtion and
polymorphisms of genes involeed in vicamin I metsbolism.

Methods
Subjects

The Suppkmentition en Vimmines of Minémux Antioxydants
(BUNVLMAX) sy was inifally designed as a double-blind
pliceho-controlled trial (Tral Registration clinicalirials goy Tdenti-
fier: NCTO0272428) with purpose 1o assess the influence of a daily
supplementation with nutitonal doses of anticoddants (single
capsuk: of 3 combinaton of asoorbic acid (120 mg), vitamin E
GF0mg, froroene (6 mg), Se(100pg and Zn 20mg o plcebo)
on the inddence of VD and cancers'™, A towl of 13017
patidpants were enmilled in 199419495 foran #yearintervention
izl and folowed up for health events until Sepiember 2007,
Patticipants wen advised against taking any  self-prescribed
supplements (vitamin 13 and others) during the trial.

Ethical approvals

This study was conducted according to the guidelines laid
down in the Declaration of Helsinki, and all procedures invol-
ving human subjects were approved by the Ethics Committee
for Studies with Human Subjects of Paris-Cochin Hospital
{CCPPRB no. 706/no. 2364) and the ‘Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés’ (CNIL no. 334641 /o, 907094).
Written informed consent was obtained from all participants,

Case ascertainment

Health events wene selfreported by the patidpants. Then, all
rekevant medical informaton and  pathological reports wens
gathered through participants, physicians and/or hospitals and
reviewod by an independent physidan expert  commitice.
Histologically validated cases were chissified according to the
Paermationgl Chrowic Diseases Classification,  10th  Revision,
linical Modification™, All fist-incident primary prostate cancers
were considered as cases in this smdy.

Nested case—control study

All prostate cancer cases disgnosed during follow-up (19943007
Le. 13year of follow-up) were inchided ina nested case—contml

study: one or two controls per case were randomly  sclected
among subjects without prostate cancer by the end of follow-up
and matched acconding to the following bascline arileda: age
(404 454950545505 years), intervention group of the
initial STUNVLMAX mial (placcbo/anticoddants), season of blood
draw (o priord defined periods: June—October/MNovernber—May)
and BMI (<25/2 25 kg/m®).

Baseline data collection

Information on socio-demographics, smoking habits, alcohol
consumption, physical adivity, medicaion use and health
status was collected at baseline  through selfad ministered
questionnaires, Participants underwent a clinical examination
by the study nurses and  physicians with  anthropometric
measurements (in particular height and weight) and 2 blood
draw occurting in the early morning after an overnight fasting
period of 12h. A wolume of 35 ml venous blood samples
was collected in vacutainer tubes (Becoon Dickinson) and
immediately centrifuged to get plasma aliquots (presenved in Ma
heeparing, and buffy-coat fractions, allowing future DNA extradion,
Both were stored frozen in liquid N». Participants were asked o
provide repeated 24 hdictary reconds every 2 months, completed
through a Fremch telephonedased  eminal  equivalent 1o
an internet prootype (Minitel), Fortion sizes were assessed by
refeming toa validaed pichure hooklet™ . The amounts consumed
from omposite dishes were estmated using French recipes
valickated by food and merition professionals. Mean daily energy
and nutrient intakes wene estimated from all available 24 h-dietiry
records completed during the fimt 2 years of follow-up, using a
published French Food Composition Table™,

Laboratory assay of plasma 25-hydroxyvitamin D
and parathyroid hormone concentrations

ZSOHD and PTH plisma concentrations were determined on
haseline samples, as previously desoibed in detail®* Plhsma
250H)) noentraton  was measured  using  the  Roche
Cobas™ elecrochemiluminescence tol 25(0HID assay {Roche
Diagnostics), based on the principle of ompettive binding™,
Inferassay O was <10% f(eight samples of various 25(0HED
concentrations tested in fortywo separate mins), whensas intra-
assay OV was <00 % (the same eight samples tesied twenty-one
times in the same rund Phsma PTH concentration was assessed
with the Roche Colas® dectmochemiliminescence immunometric
assay (Roche Diagnostics), a scoond-generation PTH assay that
uses two anttPTH antibodies — one directed towards the 26-32
portion of the PTH molecuke and another direded  owands
the 53-8 portion™, Inter-assay OV was <29 % (three samples
of vardos PTH mncentrations tested in forty-two sepamie mns),
and intrm-assay CV was <14 % (the same theee samples tested

twenty-one times in the same nn).

Genotlyping
One to three SNP were selected for each gene of interest

(VDR CYP2441, C, RXR and ¢aSH) on the basis of
their relatively  high  frequency  in Caucasian  populations
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Chttp: /e nchi.nlm nih, gov/guidehowtoviewgenfreg/s:. VOR
m 1544410 (Bsml, minor alkele frequency (MAF): T=0-2959),
®2228570/10735810 (Fokl, MAF A=0-3285) and rs11568820
(Cx2, MAF. T=0450) CYP2447 rs4809958 (MAF:
G=01907% G rs4388 (MAF: T=02079) and ms7041 (MAF:
C=0-3816); RXRE rs7861779 (MAF: T=0-2804) and rs120045589
(T=0-1304); CaSR rs1801725 (MAF, T=0-0942) and rs467H174
(MAF. C=04619, and of their predicted functional effect
(Pupasuite database, hitpy/snpeffectvib.be and hitp:// pupasuite.
hicinfo.dpfes’). Genomic DNA was extraded from each patient’s
mononuclear cells in periphenl hlood using 2 MagNA - Pune
Compad Instrument with a magnetic-bead technology for the
sohtion prooess (Roche Disgnostics). Genetic polymaorphisms
wens assessed by allelic discriminaton using fluomgenic probes
and the 5' nuclease (TagMan) assay (Applied Biosystems).
Cueality control of genotyping was camied out for cach SNF by
investigating any departure from Hardy—% einbeng’s equilibrium
and comparing ohserved distibutions with those of European
reference populations: CSHL-HapMap-CEL and 1000GENOMES-
phase_1_EUR Chitpy/merwensemblorg’) by 3° tests,

Statistical analyses

Haseline charageristics wene compared betwesn prostaie cncer
cases and contrals using ¥ tosts for categorical varables and
Fishers tests (from ANOVA models) for continuous varahles.
Associations between prostake cancer sk and 2300HEY plasma
concentration, PTH  phisma  concentration,  dictary Ca intake
and SNF were duaracersed by OR and 95% 1 derived from
multivariai: conditional logistic regression models. Models wene
adjsted for seveml porential confounders that were as follows:
(1 faciors constitutive to the study design (intervention group of the
initial SUTVIMAX trial (placebo/antioeddants) and month of hlood
draw {Z-month periods inonder to ke into acoount the seasonal
varation of 250HD concentrtion® and (2) cancer risk fuctoms:
major sodo-demographic variables (age at haseline (continuens)
and educational kevel (primarySsecondary Ssuperion, lifestyle fac-
tors (physical activity (imegular/<1 h/'d walking equivaleny’z1 h'd
walking equivalent), alcobol intike (g/d, continuous) and smoking
stans (neverfommer/furrent smoker)), anthmpometric variables
(height {cm, continuoush and BM (Iq;,-"rnz, comtinuous, Faciors
indicating higher susceptihiliny to prostite cander (family history of
prostake cancer (yes/no) and baseline serum . prostate-specific anti-
gen concentration (<3>3 pg/. SNP models were also adiusted for
25(OH concentration (ng/ml, continuous) in order to investigaie
the effect of SNP, at equal levels of 25(0HD. Further adistments
were tested: enery intake (without aeohol, klid (kcal/d), con-
tinnenes), dictary varables for which a possible association with
prostae cancer has been reported™, such as dietary inakes of Ca
(mg/d, contimons) and dainy produds (gdd, continuous), plasmea
Se (umol], continuous) and a-ocopheml (pmol/, continuons)
concentrations and a munel adiustment for 2500HD and PTH
mnoentrations, Although dietary vimmin D intke was not asso-
ciated with vitamin I status in SUVLMAX, as published pre-
viously ™", associitions between prostate cancer risk and dietary
intakes of vitamin 1 and Ca were also investigated using conditional
logistic regression models (enegy-adiusted variables and residual
method®™),

For all models involving dietary intake dats, only subjects
who provided at keast three valid 24 h-dietary records during the
fimst 2 years of follow-up (ninety-six cases and 123 matched
contmls ) were included.

Aasma 25(0HID concentration was mded as a continuous
variable, as quariles and as insufficiency (< 20ng/mD according 1o
the US Institie of Medicine's™ roommendations for the general
popuklation. Plasma PTH conoentration was ooded as a contimons
varable and as quarikes. As there s no established hypothesis on
the dominant, codominant or recessive chamcter of the studied
SNP, the three folowing codings were ested:  ocodominn
(heterozygous type (HT) v wild type (WT) and  homosygous
mutant type (MT) . WT), dominant (HT4+MT p. WT) and
recessive (MT o WT4 HT), Besides, considering the relationships
existing between  25(0HN) concentration, polymorphisms of
vitamin D-rebied genes, FTH concentration and cal oWy
interactions between 2500H)D concentration, PTH concentration
and diemry Ca intake, and between the en SNP and 25(0HID
concentration were tested by intmoducing the product of the two
varables into the main model For all covariates, missing data
represenied 5% and were replaced by the mode.

Al statistical tests were twosided and P<005 was
considered significant. Analyses were performed using SAS
software version 9.3 (SAS Institute).

Results

A wtal of 129 prostie canoer ases diagnosed within the STV
MAX cohort were included in this study. Mean age ar disgnosis was
6340 years and mean baselineto-diagnosis tme was 83 yeans, OF
the cases, 49-2% had a Gleason's score 27, A total of 167 controls
were mndomly selected and matdhed to the cases. Table 1 sum-
murises the chamcterstics of prostite cancer cases and mntmls.
Compeared with controls, prostite cancer cases were more likely o
have a lower vitamin [ status at baseline and © be betier
educated. Severe vitamin I deficiency (<10 ng/ml} was ohserved
for 140% of cases and 138% o conmols, and vitamin T
insuffidency (<20 ng/ml was observed for 62:8% of cases and
545 % of controls, with no statstically  significant difference
hemveen cases and conrols, A seasonal flucaton of vitamin T
status was observed in controls with decreasing vitamin 1) status
from Odober o March (shorening days) and increasing vitamin [
status in Aprib-May Cextending days), All studied SNP res pecied the
Hardy—Weinberg's  equilibium  (P=>0:05). The mepartition  of
subjects acmss the different genotypes was in accordance with that
ohserved in Furopean referenoe popubions (CSHL-HapMap-CEL
and H0OGENOMES-phase_1_EUR) for all SNP (P> 0405
2S0OHID concentration was invescly assodated with prostate
cancer Tisk (ORper 1agms 096 95% C1 093, 100, Prqa=004;
ORgy o, g1 0305 95% CT 012, 0:77; P = 0007; OR 120 4. 2 20mgyt
0144; 95% CI 0-23, 085; P=001, Table Z; OR ey 3000 0464; 95%
CI 042, 0497; Flena =004, dats not tabulated), Using the quarile
coding this invemse assocition was ohserved in particubr for cases
with a Gleason's score <7 (sixty-nine cases/ninety  controls,
ORgy o on 005; 95% (1 0003, 04 Paa=002; data nat
tabulated), wheneas it was not significant for ases with a Glea-
son's saore 27 (sixty cases/seventy-seven controls, OR gy .. g1 0:96;
95% CI 023, 405; Fye =05; data not tabulated), However, using



o1 iz e a1 ) v
L8 29 L] re WH) B
LGr SL rsE ir wm oo
0 OLSHZETTE PO HOA
Sgl =4 Ll Ll LTI
e SL 00 29 WH Lo
1> = £9€ St W o
&0 0 LS L B WS E HOA
L] j-1:1 ©LT [ 5254 () suow oy proufgersd awee
3] S6l 5] 59l fepy —udhy
Ln] il 6L 718 [ T=TTE - T N
>3 A SEZ il =0 A FEnuEr —ISauE0s ]
L8 ZFre g0l g QUSRNSSR
b0 L6 S0T 5 a1 {nuyBu) g v inpiy-57 BWEE
o5l 52 Lrh 1] feyy—udy
gir 59 VEr z9 B - AUETg By
VEE ir S8 g8 A PENUED —ISqUUSOS ]
@51 . gL o PR N Ty
&0 WEID POOG Jo WU
&0 T4 € [1x4 &2 SHpErl) avewn g uwews Amsg
£0 F4 Y- 2501 orree L2001 Hp/Bw) svewn vl Lmeg
b0 o-0gr GE6ET ra0e zia9i2 Epweoy joycope o) ssews Sbesug
€800 LLG56 SoPsT ZIS6 {prs ‘Joucoye noyps) sse Abssug
80 9ET S8z Fiz SEE (G s ouony
H e 09 Fi T 2008 5 UOEEHT)
% N L] 1 il i JEsk) mouen aesoud o AoE Apwey
w0000 re ri ¥ Zr £
m 000 8 £ FE e () uafique oyosds-a1BE00
k| LrE i L5k 8BS o edng
g€ s L T Apuooss
M SEE o5 02 a9z Ay
: 00 ) [BuogeInpg
= GES 05 SEbr T waeynba Bupgen pu 1<
orE 3 LET LE ey nbs Gurges puy 1>
Fic 9% LWe gz e
L0 fpnaoe e Su
L L5 rel gl 111110
L9 8L Fi- &5 Loy
68E 59 it L] J=ET
20 smEs Bupows
95 o5 rig i OO DE
LEF L FEr -4+ BB PRy
&0 dinoull wogus s
L4 L9 FELL a9 SELL {wa) ey
5] i6 ris L 5E%
&ir 0L FEr k4] ST
&0
90 Vg 5T 4 g5c [P
60 S arS iy P (sread) sy
o as LA = ) % u = UESN e u

{291 U) Sonued

(B2 U) BSEED JSOUED SIEIS0I

{BUOgEINSD pUBpUELS puE ssnpen ueaw sslieusosd pus sisquinpg)
{L00E—rE61) S0URY I0U0D EWERANOIUY MERSUIY 15 BSULEDA US Logeuswsddng 'SIouuod pUE SSEED ISoUED siEEoid |0 ENISUSOBIEYD SUNSEED | @NgEL

uonlINN o [eudnof ysniig Mz

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 223



Vitamin [ and prostawe cancer risk

Ul LRSS EL TS LL06LS) 6 T (BRSROOELS) 6 (5L LOGSS £ (LeDes) v (RRSYR £ (GSRE06FS) 0L "DZRESG |15 £ 05622250 6 0L rred 1) G1 Smoqcy 52 euow myep Bussyy |
BOSED ZT| PUE SLAUCO (G | 04 BEEJERE BE Onemo|oy 0 Sl 7 s g Bupne specces Aeeip-y g wos sew) Anep oy §

WEED 72| 0 pREeae s §
s wbopsy Buowsy |

DR dd e S8 SIS S0USH 0 R A BUSH SPAUCO PUR SHSED LG D LOSUDOLIcG g Oy BEs

Foudoces Bursues ) HEED OKom X PIOUR HXH

Susueducs agoeds-dnob © upnoe BoB s usous) o tusiced Bupug-g uiwsse e ssepdsnepdy-er T vwsese piypS )L Red A0 ol pumnw snoBirowoy gy ey snobimmee ey 1) e pe A Soeoecss () wusse HA

Vg £l &9 g ) o
Lt gL GTF 25 (UH) 1o
TiF af 805 29 LATIARTIN
&0 T LLGLGTE 4 SED
&l & or E [STTITIN
BT B T8 4 WH! Lo
FOL rik SEL 16 ) oo
0 STLI0DLE Y EED
20 I %l 4 (A L
L02 e ol Iz WH! L
LgL 621 BlE L W oo
%0 BESIO0TL B HXY
&0 ! &l z (o) L
552 ot S L& (H) b2
GEL aik BEL £6 (1w o
&0 I6LL VHBLE H XY
08 0% (& G () o
Lot o El £9 {LH} o
FE2 [ 2] 6l (L v
0 I POEES D5
12l 0z Vg ol (ST
z8e €9 v ol (WH! L
L6k ] L5 " [ATTVE T 53
&0 IgE5PE 00
&l & &0 ! (ST
£08 & =T = (WH! L
649 (1111 £49 ¥ LTIV T, 2]
20 IBSEE0GTES [ VPZdAD
rr £ 49 S [STTITIN
Siv a9 VEE i (UHY 1
LS o8 09 =1 ww o
0 OZFEIS) V8 ZXPD BOA
aid ey oL u o2 uESy el u
{£a) U} sonues (G2 U) BSEBD ISOUED SBISY

panuas °| s|qeL

uonlInN jo [euanof ysnig Mz

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 224



M. Deschasaux et al,

“[smenupes) suoeweows pused Hid U O(HOIGE p WeUSSnipe @Rl Jeen) e & PRow o spuodseuco £ Bpojy
BUOERAUEUCO (oW sonugueo) eeudooog-o pue (jows sronumes eg ewsed (B sonuguoo) sonpoed Qe pue (pEw onuLeo) e eD 0 seEu Asap (paesd pry snonugueo) (oucom iroyss) esmu dBeus
oy pogEnilpe sypng | epow o puodsaeo 7 ppoy B ES £ ) voprsueoues e opoedsayeEad whes puipseg pue [Duwsed) eoues sesoud jo Aoy Suuey o oey Bunpimy snonumcs wusfs) e Csmonugueo “us)
ey Guesroeuscgea) srims Bunows (sronueco W myeu puwor uepanbe Buyiew py | Sweesnbe Busps pay | nBeu) Geece posiyd fowdsepoosslewed g pLomonpe Tep-udy aoegy
<8 L .0 B 00 LD 08 BN LA 8 B0 FOCH MBI OO 0 L L0 (0400 Bl ool "0 00 B Gl B0 L) LS D WIN T NS IRIL B4 0 cnoul Lo uieasu * ooy Bup i "snonuuco ) suipseq ie 60 Jop pasnipe so | jepoy |
TOREEE 0T PUR 2625 BILE L Aewpedss “wow JuyBd) Logesueouco muser Hid P (uybu) wiesumeouco ewserd OIHOISE 10 SeRenh op Sgo4no (SPAU00 £ LS X5 -eun) spoos Lempy e
PP, 00 L 50 B0 O ] O/ LA O PO U PUR  SBRONY DR BB D8 PUR LRSS BLEE L Amesoecsns e [y Bd) uomeaumouco s HLd pue (uyBul uogeueoues mused (IO IGE 0 sepenh g Sg0o-no | epoy

wpEnb T
g0 29T 'ST0 120 6L 190 SEE LLy 950 £ 00l a hOrh MEO 950 {5 mpow
ZEal 0ELT T0E SE0E prd -] EJOuuon /ESEE
a0 9T ST LE0 219 290 SE1 06 080 B4 00k 00 hOrh MEO 950 1z mpow
TEIG1 ENMLE 9E0E  SEOE 21196 EJOULI00, BSEE T
0§51 ST0 990 L2200 S80 SOE w0 080 ool 2] WL e L60 41 Bpow
TROE Orive owre  ERIE L9VEEL EONUOD/ESEED)
{jus, B} HLd
500 ol 'gL-0 Er0 Oor i €00 50’900 820 a0 'e00 ZL0 £0°L L0 €20 0o 900 WOk hE O 960 4£ PO
LSEE 999 £R9e SE0E SEEE  0a@E 21196 EJOULI00, ESEE T
SO0 00l 6RO Er0 Oor i 200 180800 520 60 00 EL0 L0210 580 0ol 900 [ B 560 12 mpow
LSEE 999 £R9E SE0S SEEE  0a@E E£21/96 EJOULI00, ESEE T
W0 580 €20 o 0or i L0000 LEOEZV0 020 60 100 810 POOLEVD PO 114} o0 00k e 0 260 41 mpo
auar VELE EWIE G/SE EWIE  ZEEr L9VEEL EOUNUOD/ESEED)
{nuu) alHolsE
d 10 % 56 HO Ho M 19 % 58 HO 12 %56 HO 10 % 56 HO Ho " 19 % 56 HO
v oz < i g ] > 0 o PSS N | S
Rousyognieu| EHILEND)

(BpEASIL) SOUSPYLOD 9, 5§ PUE E00EI SPPO)
(£00Z-e61) souBy LoUod BOSINIA NS) Aueplxogwy mEsuly 18 ssuluE)s,
us uogjE uswsd dng unysssubsn dEbo) Euopipuod woy YU Soues seEod pue ‘sucgenusouco Buwsed (H -} swow oy prosiyered pue (QHOISZ) O vwepalopdu-5§ 2 US S 18q SUOIEI0ESY ‘T gL

uonINN jo |eudnof ysniig Mz

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 225



N{ British Journal of Nutrition

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 226

Vitamin ¥ and prostate cancer risk i

Table 3. Assodsations betwesn SNP of genes invohed in witamin D metabolism and prostete cancer risk, from conditiona| logistic regression,
Supplémentation en Vitamines et Mingraux Anticesyrdants (SUNMIMAX) cohort, France (1904 —2007)
(Owdds rafios and 95 % confidence inervals)

WT HT MT
OR OR 95% Cl OR 85% Ol Pl

VDR Bsml rs 1544410

Case s'controls® 42152 6073 1627

Modeh 1-00 1-13 0-57, 2-22 o081 0-34, 182 0-8
VDR Foll rs2228570

Case sfoontrols™ 43174 6461 1826

Modeh 1-00 186 0-98, 352 106 0-46, 248 05
VDR Cobe2 rs1 1568820

Cases/contrals® TE3 3862 &7

Modeht 1-00 052 0-27, 1.0 061 017, 220 01
CYP24AT 34800058

Case s'controls® 82106 3046 13

Modeh 1-00 oTa 0-40, 1-57 025 0-02, 3-56 0-3
GC rsd588

Case sfoontrols™ TTa 42/59 10220

Modeh 1-00 0480 0-47,1-70 il ] 0-24, 108 05
G rsTid 1

Cases/contrals® 1938 6175 4549

Modeht 1-00 134 0-54, 333 158 0-80, 3-28 0-5
RXRrsTBE1TTD

Case sicontrols* BT/M114 30038 21

Modeh 1-00 1-19 0-59, 2441 A48 0-21, 8950 0-5
RAX A rs 12004569

Case sfoontrols* 1027128 21132 21

Modett 1-00 o 0-34, 152 2-T6 0-14, 529 0-6
CaSArs1801725

Cases/controls® BeM111 20043 53

Modeh 1-00 0Tz 0-35, 146 247 0-36, 168 i3]
CaSArs46TE1 T4

Casesicontrols® BT AQET TH2

Modet 1-00 074 0-40, 130 037 0-09, 143 01

W, wild type; HT, hetamoygous type; MT, homaoygous mutani type; VDR, vitamin D recaplor, CYP24AT, 1, 25-dipdmxyviamin Dy 24-hydragdase; GC, vitamin D-binding pren,
also known as gogiobulin or grougrspeclic componant; AXA, minad X recepior CaSH Ca-sensing recepion.

* Missing data ware as follows: 15 (=1544210), 5 (=2290570), 13 (=11568820), 10 (=09958), 7 (=4588), 4 (=T041), 13 (=TO617749), 5 frs12004584), 9 =1801725),
13 =857 74). Becauss of $he ocondifonal logisic mgression modal imatched analyses), cases with no contrd and conimi with no case ware delated fom
the analysis.

1 Adjusted for 25-hydmuyvitarmin D concentmon ponfinuous, ngiml], aga at bassliing (confnuous, malching faclar), ntervenSon group of the inifal SUVIMAX 6l (anSaddants’
placaba, matching faciod, aducaional lavel (prirmansecondarpsupanod, physical achity frmguad<1 hid walking equivalent>1 hid walking equivalent), alcoha intake
{g/d, confinuous), smaking status (nevenormadourmnd], haight (om, continuous), BM (ky'rd, continuous, maliching Bdar), Bmily histony of postsls cancer (yasha) and basaling

safm postate-spaclc anfigen concentrafion (<33 ngl).

the continuous 25(0HEY variable or the 20ngml cut-off,
these  assochtions wene not significant in both Gleason's
subgroups. Exclusion of cases diagnosed during the first 5 years of
follow-up  provided simibr resuls (109 cases 140 controls,
ORper 1070 0-96; 95% €T 093, 1-00; Paega= 004; ORgy o g 0553
5% CT 012, 086; Paeay =001 OR 2 . 230agms 045 95% O
023, 089, P=0402; dak not mbulaed) No intcraction was
ohserved between 230HID concentration and the intervention
group of the SUVIMAX trial (Paesases ™01 for all codings),
Flasma PTH concentmtion was not associted  with
prostate cancer risk (ORgy . o 0466; 95% O 028, 155
Fuena= 040 (Table Z), This result was similar (124 cases/157

Dietary Ca intake was notassociated with prostate cancer sk
{nincty-six cases 123 controls, ORgy o g1 083 95 % CI0-20,
343; Prena= 05, data not tabulated), nor did dietary intake of
vitamin 1D (ninety-six cases/123 controls, ORoy g 105 95 %
CI 0440, 2481 P =07, data not tabulated),

All results were simikir when models were further adjusted
for dictary varables Calthough some of the results were only
borderline significant due to loss of statistical power: ninety-six
cases123 controls), dictary Ca and muteml adjustments for
25(0HMD and PTH. Two-way intemctions between 25(0H D,
PTH and dictary Ca intake wer not statistically significant
{all P>0-1, data not showm),

controls)  after  mmoving  participants  with  possibly Mo assodation was observed between the en sudied
abnormal  PTH  walues  that  may  sugmest  potential vitamin Trrelated SNP and prostaie cancer risk in the codominant
hyperpamthyroidism (e, PTHZ508 pg/ml  if 250H)ID (Tahle 3), dominant and recessive models (data not ghulaed) Mo

<20 ng/ml, FTH 2455 pg/ml if 20ng/ml £ 25(0HD < 30 ng/ml
and PTH 2453 pg/ml i Z5(0HD 2 30 ng/ml, as previously
recommended™),

inleraction  was observed between the SNP and 25(0HD
concentraton (all P> 01, data not shown), As no association was
deteded between the ten SNP and  prostate cancer with a Pvale
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threshold of 0:05, no association was deecied after adjustment for
multiple testing (Bonfermni comection) (data not shown )

Discussion

In this prospective study, plasma 25(0HD concentration was
invemsely associated with prostate cancer risk. Mo assocition
was detected for plisma PTH concentration or the studied SNP.

We observed an invemse associhton botween 230H)D
concentration and prostte anoer risk. Rocently, a high o low
meta-analysis by Xu & ol (summary ORpeg o o 117 95% O
L5, 130} and a dosc—response metz-analysis by the WCRFS
(summary BRpes naean 104; 95% O 100, 1.07) suggested an
incressod sk, However, in a previous study by Touohimaa
g al™ baoth high and low 2Z3(0HE wnoentraions wers
associated with increased prostate cancer risk: increased risk was
ochserved  for 250H)D  oncentration 232 or =154 ng'ml
compared with  16-236ng/ml. This Ushaped associaton is
supported by the evidence of nondineanty observed in the
WRF dose—response rrl:nJJ:rdJ}'ﬁieaw. In our study, the mnge of
25(0OH)ID concentrations olserved (95th percentile = 363 ng/'ml)
may be positioned in the left part of this U-shaped curve, which
may explain why a decreased prostate cancer sk was
ohserved for 2300H)D = 20ng/ml (insufficiency} or 218:2 ng'ml
(median} compeared with 2500HD < 20 or < 129 ng/ml (quarile 1
(213, respecively, Consisienty, a recent study by Kristal e al "=
ohserved a decreased  prostate  cancer sk associated  with
IHOHD  ooncentrations  between 253 and 292 ng'ml
Grd quintilel compared with 2500HD < 17-7 ng/ml (1st quintile).
In contrast, some stdies observing an increased risk may involve
ZSOHD concentrations siteted in the right pant of the U-shaped
curve, For example, Brandstedt et al® observed an increased risk
for 2500HY concentrations 234 ng'ml compared with 25(0H)T
concentrations €27 2ng/ml, and Meyer & al® observed an
incressed risk for 25(0HD concentrations =28 ng/ml compared
with 25(0H)D concentrations between 20 and 28 ng/ml. Studies
chserving  nonssignificant mesults may  invole  middle-rangs
concentrations (such as the study by Skaaby e al ™), However,
this point remains unclesr as some studies that involved  high
HOHD concentrations observed non-significant sl S22
and some other studies observed a significant direct association
between prostate cancer sk and 2500HMD concentrations, oven
at relatively low levels™?, Thus, further studies are needed that
take into account the distibution of 25(0HD concentrations in
the studied populaton and its position in the poential U-shaped
curve, In additon, it has been suggested that lage seasonal
fluctuations of vitamin I status may also contribute to explain te
positiive association betwveen 2500H)D concentration and prostate
cancer risk in some studies™™ adding to the complexity of this
relitionship, In the SUVIMAX cohort (Touvier et al®" and
Table 1), seasonal fluchetion of vitimin 1 status was modemie
with the lowest 23(0HI concentrations ohserved in late winter”
carly spring (shoner days), consistenty with the existing lite ratune
in France™ and in other countries such as the TSAST

The potentially protective mle of vimmin I in prostate
carcinogenesis  observed  in our study s supported by
mechanistic hypotheses. Indeed, prostate oclls can express the

2 OHM-to-1, 2500H). [ conversion eneyme and the vitamin T
receptor” and vitamin D is thought to be imvoled in several
cell regulation pathways:  pro<differentiation, pro-apoptosis,
anti-proliferation and cell growth®™,

In our study, when Z5(0HID was coded into quartiles, a
decreased  prostate cancer risk was observed for  Gleason's
soore <7 but not for Gleason's score 27, However, when using
the other codings (continuous and 20 ng/ml  cutoff), the
assoCition was non-significant in both cancer subgroups. As
statistical power was limited in stratified analyses, these resuls
should be considersd with caution and further explored in lange
prospective studies. Thus far, the results regarding potential dif-
ferenoes acconding o prostate cancer stagegrade are unclear, as
shown in the WCRF rru:n-ﬂ.rr.d}'.-ibi(m, where no difference was
ohserved between advanced/high-grade or non-adva noed/low-
gride prostate cancers (non-significant results in both groups), or
in a recent study by Kristal et al ™ where a decreased prostate
cancer risk was ohserved whatever the Gleason's scone,

The lack of association between the ten sudied SNP oand
prostite cancer risk in our study does not seem to support the
protectve rok of vitemin I3 in prostate cardnogenesis suggested
by our results on plisma 2500H T concentration. However, in
this study, statistical power was limited in the analyses of SNP,
especilly for the homozygote mutant genotypes, This coukd
exphlin the null assocktons observed, Consistent with our
findings, several I'rm-ﬂmj}!il‘_'iun-] ? and one recent prospective
.-it'usd'y!‘]z'J found null associations between V2R Bsml, Fold and
Cebe? polymomphisms and prostate cancer risk. Another study
(not inclided in these meta-analyses) observed an increased
prostite cancer associated with VDR Bsml GG genotype among
men in the first tertile of phsma 23(0HMD concentration. The
epidemiokogical literature dealing with the aher studied poly-
morphisms is scawe, One sudy™ ohserved an increased
prostate cancer risk associied with GO rsd588 T allele or GO
rs70d1 A alleke. In SUVLMAX®Y, these alleles were associated
with a lower vitamin [ status, Another _.,-md}ﬂir" observed a
decreased lethal prostate cancer sk associated with Casi
rs1H017 25 among men with low plsma 25(0H)D concenration,
To our knowledge, no study has investigated the other selected
SNP (CYP24AT m4809958, RXR m7H01779 and rsl 2004589 and
CaSR rs46TH174) in refation to prostite cancer risk. Besides, other
vimmin D-related SMP than the ones included in the present
study may also be associated with prostate cancer risk, as
ohserved by Mondul et @l and deserve futther investigation,

Hasma PTH concentration was not associated with the risk of
prostate cancer. To our knowledge, our stdy was only the second
o investigate this relaionship, the fimt one having observed null
results™, In a previous study performed in the SUNVLMAX
cohon™®, we ohserved an invemse comelation hetween 25(0HD
and PTH concentrations, with a threshad value for PTH when
25(0H)ND was approxdmeatehy 30 ng/ml Ths, itcould be expected
that PTH concentration would decrease as 25(0HID conoentra-
tion increases. Mechanistic data are undear regarding a potential
involvernent of PTH in prostate carcinogenesis. Alhough some
data have suggesteda potential pro-carcinogenic mle of FTHH
(potential mitogenic adivity in preneoplistic lesions), others
support @ potential protective mle. Indeed, high PTH conoenira-
tion may deaease growth hormone secretion, thereby decreasing
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circulating insulindlike growth facior-1 IGF-1) ncentraiont 3%,
IGF-1 being considersd as a potential risk factor for prostae
cancer 540 Thus, further mvestigation is noeded on the associ-
tion between PTH concentration and prostate cancer risk.

Strengths of our study penained o its prospective design, long
follore-up, simultaneous assessment of 2500HAY and PTH plsma
concenrations,  vitamin  Derelaed  gene polymorphisms and
dietary intikes, and the considertion of numerus confounding
factors. However, limitations should be aclmowdedged.  Fimt,
hleod Ca concentration was not avaibible in our study, Ca
concentration would have provided more information regarding
the association between 25(0HMD, PTH, Ca and prostate cancer
risk. Dietary Ca intabe was available, but intikes within nommel
range are poorly cormelated with blood CGa concentration™™, which
is under homoeost tic contral. Second, onby one plsma 2500HD
and PTH measurement was available at baseline, Repeaed
measures could have been of interest to study their evohition
acmss time, Third, although the number of cases was appropriate
for the amabyses described hene, it has imited our ability to perform
separate analyses in specific subgroups, in paticulr regarding
geretic polymorphisms or prostake cancer grade. Finally, the
ohserved inveme assodation between vitamin 1D status and
prostate cancer coukd be pardy explained by revemse causality,
considering the long lasting development of this cancer. However,
results were simikir when exchiding cases diagnosed within the
first 5 years of follow-up, thus arguing against reverse causality.

In this pmspeaive smdy, the associaion between vitamin 1
and prostite cancer risk was  addressed  through 2500HD
mnoentrtion, polymorphisms of vimmin D-rebated genes and PTH
oncentrtion, Prostate ancer sk was inversely associated with
25 OH)MD concentration but not with PTH coneentration. These
results, supported by mechanistic data, bring a new contribution to
the undemstanding of the rlatonship between vitimin [ oand
prostake cancer sk and desenve further explomtion.
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ABSTRACT

Background: Experimental evidence has suggested that vitamin D
may be protectve agamst tohacco-related cancers through the inhibi-
tion of the formation of tumars induced by tobacco carcinogens, To our
knowledge, only one previous epidermiologic study investigated the
association between vitamin D status and tobacoo-related cancer risk,
and no study has focused on vitamin Drelated gene polymorphisms.
Ohjective: Our objective was to prospectively study the association
betareen plasma 25-hydmooyatamm D [25(0HID] concentrations, vitamin
Drelated gene pol ymorphisms, and risk of whacco-related cancers.
Dusign: A total of 209 whacco-related cancers were diagnosed wathin
the SUVIMAX (Supplémentation en vitamines el minéraux anti-
oxvdants) cobort (1994-2007) and were matched with 418 controls as
part of a nested @se-contmol stdy, Tobaoco-related cancers (e, can-
cers for which whacon 15 one of the nsk factors) included seveml sites
in the respimtory, digestive, reproductive, and urmary systems. Total
plasma 25(0H)D was assessed with the use of an electrochemolumi
nescent assay. Polymorphisms wene determined with the use of a Tag-
Mlan assay. Conditional logstic regression models wene computed.
Results: A 2500HID concentration =30 ng/mL was assocated with
meduced nsk of whaccorebited @ncers (OR for =30 compared with
<230 ng'ml: 0.5% 95% C1 035, 099 P = 0046). This mssodation
wi observed in former and current smokers (OR for =30 compared
with <30 ngml: (.43 95% CL (.23, 0,84 P =001} but not in never
smokers (P = 08). The vitwrmin D receptor (VIER) Fold AA genotype and
retinoid X receptor (RAK) r<7861 779 TT genotype wene associated with
increased risk of wbaccorelaked cancers [(OR for homosygous mutant
type (MT) compansd with wild type (WT): 187 95% CL 108, 325 &~
trend = (L2 OR for heteroeygous type (HT) plus MT oompared with
WT: 16l 95% CL 107, 2.38; P = 002).

Conclusions: In this prospective study, high vitarmin I status
[25(OH)D concentration =30 ng/ml] was associated with decraased
risk of tobacco-melated cancers, especially in smokers. These results,
which ame supported by mechanistic plausibility, suggest that vit-
min [} may contribute to the prevention of tobacco-nduced cancers
in smokers and deserve additional investigation. The SUNVIMAX
trinl was negistered at climcaltrials, gov as NCTOO272428, Am J
Clin Nurr 200 5:102:1207-15.

Am I Clin Mure 2005:102: 1207-15. Printed in USA. @ 2015 American Society for Mutrition

Keywords:  nested case-control study, single nucleotide polymor-
phisms, smoking status, whacco-rel ated cancers, 25-hvdroxyvitamin D

INTRODUCTION

Tobacco-smoking is a major risk factor for several cancers (in
particular, respiratory, digestive, and urinary cancers) because of
many carcinogens released during cigarette combustion (1)
Experimental studies have suggested that vitamin D could be
beneficial in cancer prevention through several cell regulation
properies (e.g.. anti proliferation, pro-apoplosis, and growth control)
(2) and, especially in tobacco-related cancers, through its ability to
inhibit the fomation of chemically induced tmors that esalt from
exposure to obaceo carcinogens (3-6).

Because tobacco-related cancers [i.e., cancers for which to-
bacco s one of the risk factors (7)] are supposed to share
a common cause linked to obacco smoking, and because vitamin
D may be protective against smoking carcinogens, i1is relevant to
consider tobacco-related cancers as a single outcome when
studying their association with vitamin D (8). To our knowledge,
only one prospective siudy has previously investigated the
association between vitamin D stats (25-hydroxyvitamin D
[ZS{DH}D]"‘ plasma concentration) and risk of whacco-related

" Supponted by the French Research Institwte for Public Health (grant
AARI01I06). MD was funded by a PhD grant from the Cancéropdle Tle-
de-France {public funding from the Paris region).

“The funders had no mole in e design, implementation, analysis, or in-
terpretation of the data

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: m.deschasaus &
eren. smbh. univ- pariz 1 3. fr.

* Abbreviations used: CaSR, calcium-sensing receptor; CYP24 A1,
1. 5 -diydronyvitamin D3 24-herdroogylase; GO, vimmin [ binding protein; HT,
heteroay gous type : MAF, minar allele frequency, MT, homorygous mutant type;
RXR, retinoid X recepor; SN single nucleatide polymonizm; SUVIMAYX,
Supplémentation en vitamines et minérawx antiocydants VIR, vitamin [
receptor; WT, wild type; 25(0H)D, 25 hydroxyvitamin D,

Received March 2, 2015, Accepted for publication Sepember @, 2015,

Fira published online October 7, 2005; doi: 10.3945/ajcn. 115110510,

1207

Mélanie DESCHASAUX — These 2016 : « Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques et risque de cancer », page 230

SLOZ 'S BOWBA0N U0 Wy ISN| 1 Brouoguing uole woy pepeousmog



m The American Journal of Clinical Nurrition

1208

cancers; the study observed increased risk associated with a low
25(0H)D concentration (8). When tobacco-related cancer sites
have been considered separately, current epidemiclogic evi-
dence has supported a protective role of vitamin D in colomctal
carcinogenasis as expressed in 2008 by the International Agency
for Research on Cancer in its report on vitamin D and cancer (9)
and as observed in recent meta-analyses (10, 11). Literature that
has dealt with other tobacco-related cancer sites individually
(such as of the lung, bladder, esophagus, stomach, pharynx and
larynx, liver, kidneys, and pancreas) has been scarce and in-
consistent (12-20). However, for several of these cancer siles,
previous studies have suggested a more-pronounced protective
effect of vitamin D in smokers (8, 15, 21, 22).

FPolymorphisms of genes invelved in vitamin D metabolism
[in particular, those for signaling [vitamin D receptor (VDR)
and retinoid X receptor (RXR), transportation vitamin D
binding protein (+C), degradation 1,25-dihydroxyvitamin D3
24-hydroxvlase (CYP24A7), and calciuom metabolism calcium-
sensing receptor (CaSR)] may also be involved in carcino-
genesis through a potential influence on vitamin D activity. To
our knowledge, no previous study investigated the association
betwesn polymorphisms of these penes and tobacco-related
cancers as the overall outcome. Studies have been performed
on specific sites with inconsistent results that mainly focused
on colorectal cancer risk and VDR polymorphisms (11, 23),
sugpesting inverse associations with VDR Bsml (B allele compared
with b) and VDR Cah2 (¢ allele compared with C). Evidence for
other tobaccorelated cancer sites or other gene poly-
morphisms has been sparse (21, 24-29),

Thus, our objective was to siudy the association between
plasma 25(0H)D concentrations, 10 single nucleotide polvmor-
phism (SNPs) of genes involved in vitamin D metabolism (VDR
Bsml, Fokl, and Cdx2, CYP24AT re4B09958, O m4588 and
raT ], RAR s TR6 1779 and rs1 2004589, and CalR rs] 801725 and
rsA67R174), and risk of tobacco-related cancers.

METHODS

Subjects

The SUVIMAX (Supplémentation en vitamines et min-
éraux antioxydants) study (clinicaltrials.gov; NCTOD272428)
was initially designed as a double-blind placebo-controlled
trial with the purpose to assess the influence of a daily
supplementation with nutritional doses of antioxidants (a
daily capsule of a combination of 120 mg ascorbic acid,
30 mg vitamin E, 6 mg 8 carotene, 100 pg Se, and 20 mg Zn)
on the incidence of cardiovascular diseases and cancers (30,
310 A total of 13,017 participants were enrolled in 19941995
for an 8-y intervention trial and were followed up for health
events until September 2007, All subjects gave their writlen
informed consent o participate in the swdy. Vitamin D was
not part of the trial supplementation, and participants were
advised against taking any self-prescribed supplements (vita-
min D or others) during the trial. The study was conducted
according to the Declaration of Helsinki guidelines and was
approved by the Ethics Committee for Studies with Human
Subjects of Paris-Cochin Hospital (CCPPRB T06/2364) and
the *Commission Mationale de 1'Informatique et des Libertés’
(33464 1/907094).

DESCHASAUX ET AL.

Case ascertainment

Health events were self-reported by the participants. All rel-
evant medical information and pathologic eports were gatheraed
through participants, physicians, and hospitals and reviewed for
validation by an independent physician expert commitiee. Val-
idated cancer cases were classified according to the International
Chronic Diseases Qlassification, 10th Revision, Clinical Moddi-
fication (32). All first-incident primary tobacco-related cancers
were considered as cases in this sindy. Tobacco-related cancers
included all of the following cancer sites for which an association
with tobacco smoking has been established with sufficient evi-
dence according to the International Agency for Research on
Cancer (7): the lung, oral cavity, pharynx, larynx, esophagus,
pancreas, winary bladder, ureter, kidney, nasal sinuses, stomach,
liver, uterine cervix, ovary, myeloid leukemia, colon-rectum, and
anus,

Mested case-control study

All participants who were diagnosed with a tobacco-related
cancer during follow-up (1994-2007: i.e., 13 v of follow-up)
were included in a nested case-control study whereby 2 control
subjects per tobacco-related cancer case were randomly selected
in cancer-free subjects and were matched according to the fol-
lowing baseline criteria: sex (female or male), age (=40, 4024,
4549, 5054, or 55-65 v). intervention group of the initial ST
VIMAX trial (placebo or supplemented), season of blood draw
(June through October or Movember through May), and, for

women, menopausal satus (prementpause or postmenopause)
and use of hormonal treatment of menopanse (ves or no).

Baseline data collection

Self-aadministered questionnaires were used at baseline to get
information on sociodemographics, physical activity, medication
uge, health stams, and smoking habits,

Participants underwent a clinical examination by the smdy
nurses and physicians with anthmopometric measurements and
ablood draw that occurred in the early morning after an overnight
(12-h) fasting period. Thirty-five—milliliter venous blood sam-
ples were collected in evacuated wbes and immediately centri-
fuged to get plasma aliquots (preserved in sodium heparin) and
buffy-coat fractions, thereby allowing for future DNA exirac-
ton. Both aliquots and fractions were stored frozen in liguid
nitrogen. Dhetary intakes were collected with the use of repeatad
24h-dietary records that were completed through the Minitel
Telematic Network, which is a French telephone-based terminal
that is equivalent to an Internet prototype. Portion sizes were
assessed with the use of a validated picture booklet (33), and the
amounts consumed from composite dishes were estimated with
the use of French recipes that were validated by food and nuo-
trition professionals. Mean daily energy, alcohol, and notrient
intakes were estimated with the use of a published French food-
composition able (34).

Laboratory sssay of plasma 25(0H)D concentration

The 25(0H)D plasma concentration was determined on
baseline samples as previously described in detail (35, 36). The
plasma 25(0HID concentration was measured with the use of the
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Roche Cobas electrochemoluminescent total 25(0HID assay
(Roche Dhagnostics), which is based on the principle of com-
petitive binding (37). The interassay CV was << 10% [8 samples
of various 25(0H)D concentrations tested in 42 separate runs],
whereas the intra-assay CV was <6.6% (the same B samples
tested 21 times in the same run).

Genotyping

One to 3 SNPs were selected for each gene of interest (VDIR,
CYP24Al, GC, RXR, and CASR) on the basis of two criteria:
Iy relativel y high frequency in Cancasian populations (hip://
www . nebionlm.onih.gov/guide/howtofviewgen-freq/) and 2)
predicted functional effect according to the PUPA database
(htpefsnpefectvibbe and hipa popasuite bioinfociples/). The
selected SNPs were as follows: VDR rsl 544410 [Baml, minor
allele frequency (MAF): T, 0.2959], rs222857OV107358 10 (Fokl,
MAF: A, 0.3285) and rs1 1568820 (Cdx2, MAF: T, 0.4569),
CYP24AT rs4B09958 (MAF: G, 0.1907). GC rs4588 (MAF:
T. 0.2079) and rs7041 (MAF: C, 0.3816), RXR rsTR61779
(MAF: T, 0.2804) and rs12004589 (MAF: T. 0.1304), and
CaSRK rs1B01725 (MAF: T, 0.0942) and rsd678174 (MAF: C,
0.4619). Genomic DMNA was extracted from each patient’s
mononuclear cells in peripheral blood with the use of a MagMNA
Fure Compact Instrument with magnetic-bead technology for
the isolation process (Roche Diagnostics). Genetic polymor-
phisms were assessed by allelic discrimination with the use of
fluorogenic probes and the 57 nuclease (TagMan) assay (Applied
Biosystems ). Quality control of genotyping was camied out for
each SNP by investigating any departure from the Hardy-
Weinberg equilibrivm and comparing observed distributions o
those of European reference populations [CSHL-HapMap-CEU
and 1GENOMES-phase_1_EUR (httpaiwww.ense mblorg)]
with the use of chi-square 1esis.

Statistical analvses

Baseline characteristics were compared between tobacoo-
related cancer cases and controls with the use of chi-square tests
for categorical variables or Fisher tests (from ANOVA models)
for continuous variables.

Associations betwesn the plasma 25(0H)D concentration,
dietary vitamin D intake, smdied SNPs, and tobacco-related
cancer risk were characterized by ORs and 95% Cls that were
derived from multivariate logistic regressions. All models were
conditional except for stmtified analvses and SNPs analyses.
Participants were matched for sex, age at baseline, intervention
group of the initial SUVLMAX trial, season of blood draw,
menopausal status (women), and wse of hormonal treatment of
menopause (women), and models were further adjusted for ed-
ucational level, physical activity, aleohol intake, smoking status,
height, BMI, and famil y history of cancer, SNPs models were also
adjusted for 25(0HID concentrations. Sensitivity analyses were
carried out by further adjusting for energy intake (without al-
cohol) or for professional categories. For all models that involved
dietary intake data, only subjects who provided =3 valid 24-h
dietary records were included. Dietary vitamin D intake was
treated as an energyv-adjusted varable with the use of the re-
sidual method (38).

1200

The plasma 25(0H)D concentration was coded as =30 and
<30 ngfmL. These cutofB correspond to the threshold values
that are used to define vitamin D insufficiency and sufficiency,
respectively, according to the official recommendations of
the US Endocrine Society (39). Therefore, individuals with a
25(0H)D concertration =30 ng/mL may be considerad as having
“optimal vitamin D status™ Subjects were classified into 5
catepories according o their baseline smoking status as follows:
never smokers, former smokers with past cigarelte consumption
=10 o =10 cigareties/d, and current smokers with cigamets
consumption =10 or =10 cigartes/d. A combined variable of
vitamin D status (<230 and =30 ng'mL) and smoking status
(never smokers and ever smokes) was also computed A test for
a linear trend was performed across the £ categonies with the use
of the onlinal value of this combined variable [T} 25(0H)D
concentration =230 ng/mL and ever smokess: 2) 25(0HID con-
centration =30 ng'ml and ever smokers, 3) 25(0H)D concen-
tration <30 ngfml. and never smokers; and ) 25(0OHID
concentration =30 ng/mL and never smokers). For each SNF, the
following codings were tested: codominant [heterozygous type
(HT) compared with wild tvpe (WT) and homozygous mutant
type (MT) compared with WT), dominant (HT and MT compared
with WT), and recessive (MT compared with WT and HT).

Two-way interactions were tesied between the 25(0H)D
concentration, the 10 SMNPs, and smoking status, and stratified
analyses were performed when appropriate. All statistical tests
were 2 sided, and P - 0,05 was considered significant. A power
analysis was performed with the use of PS Power and Sample
Size calculstor (version 3.00 (40). Analyses were performed
with the use of SAS software (version 9.3; SAS Institure).

RESULTS

During the 13 y of follow-up (1994-2007), the 209 tobacoo-
related cancer cases of the following sites were diagnosed within
the SUVLMAX cohort: lung (n = 32), oral cavity (n = 9,
pharynx {n = 2), larynx (n =6), esophagus (n =9), pancreas (n =
14), urinary bladder (n = 12), ureter (n = 1), kidney (n = 15),
nasal sinuses (n = 2), stomach (n = 4), liver (n = 4), utering
carvix (n = 24), ovary (n = 15), mveloid leukemia (n = £), colon-
rectum (n = 52), and anus (n = 4). A wtal of 418 controls were
randomly selected and matched with the cases. The mean age at
diagnosis was 57.7 v, and the mean baseline-to-diagnosis time
was 6.3 v. With 209 cancer cases and 2 matched controls per
case, a type 1 error probability of 0.05, and a power of 0.8 we
were able to detect ORs =0.6 or =1.4.

Table 1 summarizes the baseline characteristics of tobacco-
related cancer cases and controls. Compared with contmols, cases
were more likely to smoke, be obese, have lower intakes of
dietary vitamin D, and possess the T allele (CT and TT geno-
types) of the RXR 57861779 polymorphism. All studied SNPs
respected the Hardy-Weinberg equilibrium (7 = 0.05). The re-
partition of subjects across the different genolypes was in ac-
cordance with that observed in European reference populations
(CSHL-HapMap-CEU and 1000GENOMES-phase_1_EUR) for
all SNPs (P = 0.05).

A 25(0H)D concentration =30 ng/ml was associated with
reducad rsk of whacco-rehited cancers (OR fir =30 compared with
<30 ngfml: 059 95% CI: 035, 0.99: P = 0.046) (Tahle 2) .
This association was observed for subjects who have ever
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TAELE 1

Baseline characteristics of tobacco-related cancers and controls {SUVLMAX cohont, France: 1994-2007)"

Tobacco-related cancer cases Controk
{n = M (=418
n (%) Mean = 8D n (%) Mean = SD P

Age, ¥ — 514 =62 51.2x 64 06

Sex 1
Men 106 {50.T) — 212(50.T) —

Women 103 {49.3) — 206 (49.3) —
BMI, kg/m* — 47 42 — 242+ 34 e
[T

< 18.5 (underweight) B8 — ETIRY) —

=18.5 to <25 (normal weight) 113 (54.1) — 257 {61.5) —

=25 to <30 {overweight) & (30U6) — 130{31.1) —

=30 {obese) 24(115) — 1355 —

Height, cm — 1679 = 8.0 — 167.4 = 84 0s

Intervention group 1
Antioxidants 1035 {50.2) — 210(50.2) —

Flaceho 104 {49.8) — 208 {49.8) —

Smoking status, cigarettes’d =01
Mever EETEC L] — 193 {46.2) —

Former, =10 (139, — 61 (14.6) —
Former, =10 54(258) — 114 (27.3) —
Current, =10 15(72) — 3174 —
Current, =10 AR (18D — 19 {4.5) —

Phiysical activity 05
Tregular 45 (215) — 108 (25.8) —
< 1-hid walking equivalen 67 (32.1) — 121 (29.0) —
= |-h'd walking equivalent o7 (46.4) — 189 {45.2) —

Educational level 03
Primary 39 (18T — 91 (21.8) —

Secondary 90 (43.1) — 152 (36.3) —
Superior B0 (383) — 175 (41.9) —

Family history of cancer” yes T5 (359 — 155 (37.1) — 131

Aloohol intake, gid — 226 =250 — 19.5 = 205 o

Energy intake without alechol,? kealid — 19195 = 5533 — 2019.1 = 5627 0ns

Dietary vitamin D intake,* po/d — 26 1.7 — 31x23 03

Flasma 25-hydrocyvitamin D, ng/mT — M4 = 105 — 200113 ns

Month of blood draw 0g
October through Movember 40 {19.1) — To(18.9 —

December through Janwary 59(282) — 134 (32.1) —
Febnary through March B4 (402) — 156 (37.3) —
April through May 26 (125) — 49(11.T —

VDR Bsml rsl 544410 nz
CIC (WT) 69 {363) — 150 (38.2) —

T (HT) 96 (505) — 171 (43.5) —
T/T {(MT) 25(133) — T2{I18.3) —

VDR Foll s2X228570 00g
GG {WT) 69 (3135) — 168 (40.9) —

ANG (HT) 9F (505) — 193 (46.9) —
ASA (MT) 3317 — 50012.23) —

VDR G2 =1 1568820 — — nz
CiIC (WT) 108 (55.1) — 221 (54.8) —

T (HT) B3 {423) — 159 (39.5) —
T/T {MT) 5(28) — 15N —

CYP24AT rsdB00958 0g
GG {WT) 132 (69.8) — 285 (70T —

GTHT) 514270 — 108 (27.1) —
TIT {(MT) 6{312) — 923 —

GO 4588 ns
GG (WT) 100 {50.2) — 198 (49.0) — —
GTHT) TT{IRT — 171 (42.3) — —
T/T {MT) 22(1L — 58T — —

{If'r.MJ’J'Jr.l.rﬂH
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TABLE 1 (Covrirued )

Tobacoo-related cancer cases Caontrols
{n =20 {n=418)
(%) Mean = 8D n (%) Mean = 8D P

GO =T ns
AMA(WT) 42 (212) — T2(17.5) — —
ASNC (HT) 92 (465) — 208 (50.5) — —
CIC (MT) 64 (323) — 132 (32.0) — —

RXR rsTRO1TTS — — — — 00
CIC(WT) 136 (6R3) — AT (T —

T (HT) 58 (29.2) — B2 (20.8) —
TT (MT) 5(15) — 6(1.5) —

RXR 21 2004589 — — — — 06
G/G (WT) 149 (T64) — 31T (TR.T) — —
GTHT) 45 (23.1) — B2 (20.3) — —
T/T (MT) 1 {0.5) — 4 (1. — —

CASR =1801725 [1F:]
G/G (WT) 140 {TOT) — 202 (T1.4) — —
GTHT) 53 (268) — 103 (25.2) — —
T/T (MT) 5(25) — 14 (3.4) — —

CASR =A6TR1TY ni
TIT{WT) 98 (513) — 184 (46.4) — —
O'T (HT) B1 (424) — 174 (43.8) — —
CIC (MT) 12 {6.3) — 39 (9.8) — —

‘Tobacco-relaied cancer stes were as follows: lung, oral cavity, pharynx, larynx, esophagus, pancreas, urinary bladder, wrewer, kidney, nasal sinuses,
stomach, liver, wierine cervix, ovary, myeloid leukemia, colon-rectum, and anus, Missing data were as follows: n =44 for 215494410, n=22 for rs2228570, 1 =
28 forra | 156RR20, n= 35 for rs4B09958, n = 24 for rs4 588, n= 17 for sTM1, 2 =33 for sTRG1TTY, o =29 for =1 2004589, 1 =20 for 1801725, and n =39
for 46TRI T4, CASR, calcium-senzing receptor, CYP2PAT, 125-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase; (¢, vitamin I binding protein; HT, heterozygous
type: MT, homozygous mutant fype: RXR, retinoid X receptor; SUNVTMAX, Suppémentation en vitamines et minéraux anticeydants; VDR, vitamin I

recepior; WT, wild type.
In first-degree relatives

*Dietary intakes from 24-h dietary records during the firat 2 v of follow-up; data were available for 418 controk and 168 cases.

smoked (former or curment smokers) (OR for =30 compared with
<30 ngfml: 043; 95% (1: 023, 0.84; F = 001) but not in never
smokers (OR for =30 compared with <30 ngfmL: 1.01; 95% CI:
050, 2.42; P = 08). However, the P-interaction between 25
(OH)D and smoking was NS (P-interaction = 0.2).

Similar results were obtained when we excluded colomectal
cancer cases (n= 52), which represented 24.9% of all whacco-
related cancer cases in the study, although the P value did not
reach significance because of a loss of statistical power [ORs for
=30 compared with <230 ngfml.: overall, 0.5 (95% CI: 0.30,
1.05; P =0.07); for ever smokers, 0.48 (95% CI: 0.23, 1L.00; P=
0.05); and for never smokers, P = 06 (data not tabulated)].
Results were also similar when we adjusted for energy intake or
for professional categories (data not shown).

Stratified analvses on the average baseline-to-diagnosis
time (<06 and =6 v) were performed. Similar trends were ob-
served for cancer cases diagnosed <26 and =6 vy after base-
line although the rends were NS or were borderline significant
because of restricted statistical power (ORs for =30 com-
pared with =30 ng/mlL—baseline-to-diagnosis time <6 y:
overall (102 cases and 204 controls), 0.58 (95% CI: 0.27, 1.22;
FP=0.1)and in ever smokers (70 cases and 113 controls), 0.49
(95% CI: 0.19, 1.25; P = 0.1}, baseline-to-diagnosis time =6
v: overall (107 cases and 214 contrels), 0,67 (95% CI: 0.31,
1.45; P =0.3) and in ever smokers (66 cases and 112 controls),
0.35 (95% CIOU3, 0.94: P = 0.04).

With the use of a combined variable of vitamin D stas and
smoking status, we observed that, compared with smokers with 25
(OHYD concentration =—30ngfml. (reference), lowest sk of -
baceorelated cancer was observed for never smaokers with 25(0H)
D concentrations =30 ng/mL (OR: 0.13; 95% CI: 0.05, 035),
with an overall P-trend = 0.046 across the 4 categonies (data not
tabulated). This result was similar after the exclusion of co-
lorectal cancers (OR: 0.009: 95% (1: 0.03, 0.29; P-trend = 007).

Mo association was observed between dietary vitamin D intake
and risk of tobacoo-related cancers [143 cases and 286 controls;
OR for Quartile 4 compared with Quartile 1: 0.84; 95% CI:
0.46, 1.51; P-rend = 0.8 (data not tabulated)].

Associations between the 10 studied SNPs and risk of tobacco-
related cancers are presented in Table 3. The genotype AA of the
VIR Fokl polymorphism was associated with increased risk of
tobacco-related cancers (OR for MT compared with WT = LET:
95% CI: 1.08, 3.23; P-trend = 0.02) as was the genotype TT of
RXR tsTB6ITTS (OR for HT plus MT compared with WT: La0:
95% CI: 1.07, 2.38; P = 0.02). Mo association was observed for
the other smdied SNPs. Similar results were obtained when
colorectal cancer cases were excluded [VDOR Fokl: OR for MT
comparad with WT, 1.99 (95% CI: 1.04, 3.83; Prend = 0.02):
RXR w7861779: OR for HT plus MT compared with WT, 1 .64
@5% CI: 1.02, 2.64; P = 0.04)]. No 2-way intéraction was
detected between the SNPs and the 25(0H)D concentration
of smoking status.
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TABLE 2

Associations between 25(0H)D concentrations and risk of tobacoo-related
cancers from logistic regression madels overall and acoording to smoking
status (SUVIMAX cohont, France; 1994-2007)"

25(0H)D, ng/ml
<30 =30 P

All

Casesfoontrols, o 1824335 283 —

OR (95% (1) 1.0 059 (035, 099 0046
Wever smoker”

Cases/controls, o 616 11430 —

OR (95% 1) L0 L0 {050, 242) 08

Ever smoker (former and cument)*
Casesfoontrols, 12v172
OR {95% (1) 100

1653 —_
043 (023, 084 001

‘Tobacco-relaed cancer sites were as follows: lung, oral cavity, phar-
ynx, laryn, esophagus, pancreas, urinary bladder, weter, kidney, nasal si-
nuses, sinmach, liver, wierine cervix, ovary, myeloid leukemia, colon-nectum,
and anus Paicipants were mached for sex, age at baseline, inerventon
group of the initial SUNTMAXY tral, season of blood draw, menopansal
status, and wse of homonal treatment of menopause, and models were
further adjusted for educational level (primary, secondary, and superiorn),
physical activity (imegular, <= 1-h'd walking equivalent, and =1-hid walking
equivalent), alcohal intake (continuous; in gfd), smoking status {never; for-
mer, =10 cigarettes/d; former, =10 cigarettes’d; curment, == 10 cigaretesid;
and current, =10 cigarettes/d), height {continuous; in cm), BMI { continwous;
in kgim®), and family hstory of overall cancer {yes or no). STULVLMAX,
Supplémentation en vitamines et minéraux anticecydants; 25(0H D, 25-
hydroeoyvitamin D

p_interaction = 0.2 between 250OH)D plasma conoe ntration and smok-
ing status {never or ever).

DISCUSSION

In this nested case-control study, higher vitamin D status
[25(0OH)D concentration =302/mL] was inversely associatad with
risk of tobacco-related cancers, particularly in smokers. Two
polymorphisms of genes involved in vitamin D metabolism
(VDR Fodd A allele and RXR s7861779 T allele) were positively
associated with tobacco-related cancer risk

To our knowledge, only one recent prospective study in-
vestigated a possible association between vitamin D status and
tobacco-related cancer risk (B). Its results were in line with ours
(e, increased risk associated with low vitamin D statos, es-
peciall y in smokers ). Our results werealso consistent with seveml
studies on wbacco-related cancer sites considered separatel v that
showed an inverse association with vitamin D status that was
mdulated by smoking status (15, 22). Zheng et al. (22) observed
reduced risk of colorectal adenoma with vitamin D states that was
only significant for active smokers. Consistently, Amaral et al.
(15} observed increased bladder cancer risk associated with low
vitamin D status in smokers only.

These results sug gest that vitamin D could contribute to the
prevention of wbacco-related cancers, which is supported by
experimental data. Smoking i a known risk factor for many
cancers becanse of released carcinogens (1), Several experi-
menial siudies have shown that vitamin D may be involved in
the prevention of chemically indoced tmors and tumors that
are induced by tobaceo carcinogens in particular (3—6). In-
deed, vitamin D is supposed to enhance apoptosis, thereby
suppressing cells that are damaged because of carcinogens

DESCHASAUX ET AL.

and limiting tumor progression (2, 41), © be a factor of de-
toxification (£2), and to reduce the susceptibility to carcino-
gens (41

From a public health standpoint, our results on the combined
25(0H)D concentration—smoking status variable indicated that
tobacco-related cancer risk was maximal in smokers, especially
if their vitamin D status was =230 ng/mlL, and was minimal in
nonsmaokers with vitamin D stus =30 ngfml. To the best of
our knowledge, our study is the first one o investigate the re-
lation between several SNPs of genes involved in vitamin D
metabolism and tobacco-related cancer risk.

Epidemiologic evidence regarding the association between
VOR Fokl polymorphisms and separate cancer sites has been
ingonsistent. In our swdy, we observed increased risk of
tbacco-related cancers with the A (f) allele [compared with the G
(F) allele], which was consistent with some studies that observed
a direct association between the T allele and increased risk of
colon (43) or liver cancer in patients with hepatitis B (25),
whereas other studies showed decreased risk of head and neck
cancer (44} or lung cancer (45) with this same allele or no as-
sociation with colorectal cancer (11, 23), renal cell carcinoma
(24), or bladder cancer (29). Experimental studies have provided
support for our results becanse they sugpesied that the T allele
produces a longer form of the VDR pmtzin, which leads to
a less-effective interaction of this receptor with transcription
factors and results in a less-effective activity of vitamin D (6,
47). This less-effective activity of vitumin D 18 consistent with
increased risk of tobacoo-related cancers when the potentially
protective effect of vitamin D that has been suggestad for these
cancers is considered.

Very limited information exists regarding the SNF RXR
57861779 for which a positive association was observed be-
tween the T allele and tobacco-related cancer risk in our anal-
vaes, One previous epidemiologic study observed increased risk
of proximal colon cancer that was associated with this same
allele (27). RXR forms a heterodimer with VDR that enables the
latter to interact with target genes (2). It may be hypothesized
that the T allele of RXR rs7TB61779 resulis in a less-effective
RXR-VDR dimer, which hinders a proper vitamin D action in
cancer prevention.

There was no association observed with the other studied
SMPs. The literature re garding these SNPs and separate tobacoo-
related cancer sites has been uneven and inconsistent: most
studies dealt with VDR Baml or Cdx2, especially as they relate to
risk of colorectal cancer for which an inverse association has
been observed with the B allele and a direct association with the
C allele, rspectively (11, 23). Few stmdies have investigated
these SNPs of VIR with other cancer such as head and neck
cancer (null result) (26), lung cancer (decreased risk with the A
allele) (21). or renal cancer (null result) (24), and even fewer
studies have investigated other gene pol vmorphisms such as GC
rsd588, GCOrs 7041, CaSR rs4678174, and CaSR rs 1801725, and,
again, most of these studies investigated these polymorphisms in
association with colorectal cancer risk and observed null results
(27, 28, 48, 49).

Strengths of our study permined o its prospective design and
a well-characterized population with available plasma 25(0H)D
concentrations and genotypes for 10 vitamin D—related SNPs.
However, some limitations should be acknowledged. First, al-
though the number of cases was sufficient o perform analyses
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Asspciations between single nucleotide polymonphisms of genes involved in vitamin [ metabolism and risk of tobacco-related cancers, from logistic

regression (SUNVIMAX cohort, France; 1904-2007)"

Ciosdomninant Daominant Recesive
WwT HT MT Piarend WT HT + MT F WT+HT MT F
VDR Baml rsl 544410
Casesfoontrols, n G150 91T 5T G150 121243 — 1654321 572 —

OR (95% (T) 1.0
VDR Fokl s2228570

L15 (077, 1700

Casesfoontrols, n 63168 o193 3350

OR {(95% (1) 1.00 142 {096, 2.100 1.87 (1.08, 3.23)
VDR G2 =1 1568820

Casesfoontrols, n 108221 BV159 51

OR 95% CT) ()] Lod (072, 1500 Q.46 (016, 1.28) 0.5
CYPIHAD radR00058

Caszesfoontrols, n 132285 51010 (2]

OR (95% CT) 100 101 {067, 1.52) 133 (044, 4000 0.8
GC 4588

Casesfoontrols, s 10v198 THIT 22135

OR (95% 1) 10D 084 {057, 1.22) 1L17(0.63,216) 0.9
GO =041

Casesfoontrols, n 4472 9208 64132

OR (95% (T) LoD 080 (050, 1.28) 0.91 {0.55, 151) 0.8
RXR rsTRG1TTO

Casesfoontrols, n 136307 58/82 546

OR (95% (1) 100 160 {106, 2.41) 1.61 {0.43, 5.76)
RXR rs12004589

Casesfoontrols, n 149317 45/82 14

OR 95% CT) ()] 122 (080, 1.86) 0.52(0.06 484) 0.5
CASR 1801725

Casesfoontrols, o 14202 53103 5M14

OR (95% CT) 100 107 {072, L0y Q.85 (0.29, 2500 0.9
CASR 4678174

Casesfoontrols, s Q8184 R1/174 1239

OR (95% 1) LOD 091 {062, 1.32) 0.56(0.27,121) 0.2

0.73 (042, 12T 0.5

L. L2 (071, 149y 09 100 067 (0,40, 1.12) 0.1

63168 1317243 —_ 161361 3350 —_
LD 151 (104, 219 Q03 100 1.53 (0,93, 251) 009
108221 RRAR2 —_ 191380 51 —_

LoD 097 (068, 1.38) 09 ()] 045016, 1.24) 0.

132285 5718 — 183,304 L) —
L. L3 (070, 1.53) 09 10D 1.33 {045, 397) 06

100v198 90206 —_ 177369
LoD 089 (063, 1.2T) 035 100

2435 —_
L2771, 229) 04

4272 156340 —_ 134280 64132 —_
LD (B4 (054, 1.31) 04 100 LOT {073, 156) 0.7
136307 G3EE —_ 194389 506 —_
LoD 10 (107, 2.38) Q02 100 1.43 (040, 5.08) 06
149317 466 194390 1/4 —_

LoD 118 (0.7, LBOD) 04 ()] 0.49 {0.05, 461) 05

1422 58117 — 193,305 5114 —
L. LO5 (071, 1.55) 08 10D 0.83 (029, 243) 07

QR84 93213 —_ 179358
LoD B4 (059 1.21) 03 100

12439 —_
0.590.29, 1L.IT) 01

"Tobaceo-relaied cancer sites were as follows: lung, oral cavity, pharynx, larynx, esophagus, pancreas, urinary bladder, ureier, kidney, nasal sinuses,
swomach, liver, werine cervix, ovary, myekid leukemia, colon-rectum, and anus. Paticipants were matched for sex, age at baseline, inerventon growp of the
initial SILVIMAX trial, season of blood draw, menopasal staius, and wse of homaonal teatment of menopause, and models were furdwer adjusied for the
25-hydroxyvitamin [ concentration af baseline (continwous: in ng/mlL), educational level {primary, secondary, and superior), physical activity (irnegular,
< |-h'd walking equivalent and == |-hi walking equivalent), aloohd intake {continuous; in gfd), smoking status (never, fomer, and curment), height (continwous;
in cm), BMI {continuous: in, kgfm® , and family history of overall cancer (yes or no). Missing data were as follows: = 44 for rsl 544410, 1 = 22 for m22H8570,
=28 for ral 1568820, n =35 for rsdB0005E, n =24 for =458, n= 17 for rsT041, 1 =33 for sTRE1TTY, 1= 29 for rsl 2004589, & = 20 for 1801725, and n =39
for rsd6TRITY. CASR, calcium-sensing receptor, CYP24AT, 1,25-dihpdroocyvitamin D3 24-hydrongylase; GO, vitamin [ hinding pratein; HT, heterozygous type:
MT, homozygous mutant type; BXR, retinoid X receptor; SULVIMAXN, Suppémentation en vitamines et minéraw: antioxydants; VDR, vitamin I necepior,

WT, wild type.

on tobacco-related cancers overall, the number of cases for each
site was limited so that satstcal power was not sufficient to
allow separate amalyses by cancer sites. Furthermore, colomectal
cancer was the most-representad site in our sample, and because
of the established inverse association between vitamin D status
and colorectal cancer risk, it could be hypothesized that our
results were driven by this site. However, because all results
were similar when colorectal cancer cases were excluded but
became borderline significant, the results suggest that, although
colorectal cancer did contribute to the findings, the observed
associations were not entirely explained by this cancer site.
Statistical power was also limited in the stratified and in genetic
analyses. Although this limitation may have restricted our
ability 1o detect some of the associations, this drawback was
unlikely to explain the observed relations that were significant
despite this potential power limitation. Additional levels of

stratifications (e.g.. by BMI or alcohol intake) were also not
possible in this study because of the limited sample size. Finally,
smoking staus was only assessed at baseline, and no detailed
information was available on the duration of smoking or the
tme since former smokers quit smoking,

In conclusion, this prospective study observed decreased
risk of tobacco-related cancers for 25(0H)D concentrations
=30 ng/mL, particularly in smokers. Consistently, 2 genetic poly-
morphisms were shown o be associated with increased risk of
twhacco-related cancers (i.e., the A allele of VDR Fold and the
Tallele of RXR rs7861779), which could reflect the less-effective
activity of vitamin D induced by these polvmomphisms. Our
results on vitamin D status were consistent with the only existing
prospective siudy that has dealt with tobacco-related cancers,
and 1o our knowledge, our study is the first to invest gate the link
between vitamin D—related gene polymorphisms and risk of
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tobacco-related cancers. These results, which are supported by
mechanistic data from expenmental studies, provide insight into the
mle of vitamin [ in the prevention of wbacco-relted cancers and
deserve additional explocation in future large prospective studies.
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Annexe 8 Questionnaire « Connaissances de la vitamine D »,
d’écran, cohorte NutriNet-Santé, 2012-2015

retranscription et captures

Avez-vous déja entendu parler de la vitamine D ?

Oui*
Non
Je ne sais pas

O

* Seuls les participants ayant répondu “Oui” a cette premiére question avaient accés aux questions suivantes

Chez qui ou comment en avez-vous entendu parler ?

(choix multiples)

Chez votre médecin O
Chez un autre professionnel de la santé O
Dans un quotidien d’information O
Dans un magazine O
A la radio O
A la télévision O
Chez des amis ou des proches O
A l'école ou a I'Université O
Ailleurs m]
Je ne me souviens plus O

Selon vous, la vitamine D a-t-elle un intérét dans les états de santé suivants ?

Avoir des os sains

(choix unique) Oui O
Non m]
Je ne sais pas O

L’ostéoporose

(choix unique) Oui O
Non O
Je ne sais pas O

Le rachitisme

(choix unique) Oui O
Non m]
Je ne sais pas O

Le cancer en général

(choix unique) Oui m)
Non O
Je ne sais pas O

Les cancers de la peau

(choix unique) Oui O
Non O
Je ne sais pas O

Les autres maladies de la peau

(choix unique) Oui m)
Non m]
Je ne sais pas O

Les maladies du rein

(choix unique) Oui m
Non |
Je ne sais pas O

La maladie d’Alzheimer

(choix unique) Oui m
Non O
Je ne sais pas O

Le diabete

(choix unique) Oui O
Non [
Je ne sais pas O
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Les maladies du cceur

(choix unique) Oui O
Non O
Je ne sais pas O

Les maladies psychiatriques

(choix unique) Oui |
Non O
Je ne sais pas O

Les infections en général

(choix unique) Oui O
Non m]
Je ne sais pas O

La grossesse

(choix unique) Oui O
Non O
Je ne sais pas O

Aucun effet sur la santé

(choix unique) Oui |
Non O
Je ne sais pas O

D’ou pensez-vous que I'organisme puisse obtenir de la vitamine D ?
(choix multiples)

Le poisson gras (hareng, maquereau...) O
Le poisson maigre (colin, cabillaud, lieu...) O
L’huile de foie de morue O
Les produits laitiers® O
Les produits laitiers enrichis en vitamine D' O
Le poulet O
La viande rouge O
Les abats d’animaux (foies de veau ou de boeuf par exemple) O
Les ceufs m]
L’huile d’olive o
Les suppléments antioxydants O
Les suppléments vitaminiques O
Les médicaments a base de vitamine D O
L’exposition de la peau au soleil O
Je ne sais pas O

Etes-vous d’accord avec les affirmations suivantes :

Je pense que mon taux de vitamine D est trop bas

(choix unique) D’accord O
Pas d’accord O
Je ne sais pas |

Les cabines et bancs solaires artificiels des salons de bronzage me permettent d’avoir de la vitamine D

pendant les mois d’hiver

(choix unique) D’accord m
Pas d’accord O
Je ne sais pas O

1 . . . . . . . .
En France, I’enrichissement en vitamine D des aliments est autorisée mais facultative
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Connaissances lides a lavitamine D

Aver- vous daja entendu parler de lavitamine D 2

® i
O non

O Jere sais pas

Chez qui o comiment en avez-vous entendu parler 2
(Pivsienrs choly possihies)

Chezwotre medacin

[¥] Cher un autre professionnel de la sants (pharmacien, digtéticien, kinésithérapents, dentiste, infirmier. )
[¥] Dans un guotidien d'information

DIans Un racazing

Alaradio

A3 talvision

Cher des amis ou des proches

&'8cole ol & I'Université

[#] mileurs

Je ne me sowviens plus

Selon vous, lavitaming D a-t-elle unintérét dans les états de santé suivants ?

Oui Non Je ne sais pas

o O O]

Avelr des os salns

L ostéoporose

(]
)

Le rachmisme

®
®

Le cancer en géneral

Les cancers de la peau

o O
@ ®

Les autres maladies de la peau

Les maladies durem

®
®

La maladie & Alzheimer

Le diabata

0o O 0 o o0 0 C
)
@.

0o O
® ®
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Les maladies du caur

Les maladies psychiatrifues

Les infections en génaral

@

La grossesse

o o| oo
o 0o/ 0o o0
® @

®

Aucun effet sur la santé (] (] &

D" odl pensozvous que Porganisme puisse obtenir de la vitamine D 2
[Fluaieurs hoix possiDies)

Le poizsan aras (hareng, magueread.. .
Le poissan maiare {colin, cabillaud, ligu.. )
L'huile ce fole de rrore
Les produits |zitiers
Les prodults [siters enrichls enviaming 0
Le poulet
La viande rouge
Les abats d'animaux (foies de veau ou de boedfpar exzmple)
Les ceufs
L'hile o' olive
Les suppléments anticodanis
Lez gupplaments vitaminiques
Lec médicaments 4 bace devilamine O
L'evposition de la peau au soleil
Jene =sis pas
Etes-vous d'accerd avec les affirmations suivantes :
Faccord  Pas daccord Je ne sais pas

Sije protége tout le temps ma peau du soled, j2 n°aurais pas
agsel de vitamine D O O &

Je pense gque men taux de vitamine D est rop bas [ & [ ) 0]

Les cabines ef les bancs solaires artificiels des salons de
bronzage me permettemnt avoir de kb vitaming D pendant les O D @
mois d'hiver

et | S
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Résumé - Vitamine D : statut, polymorphismes génétiques, risque de cancer et
modulation par des facteurs individuels

Ce travail de thése s’articule en deux parties. Dans une premiére partie (aspects descriptifs, cohortes
SU.VI.LMAX et NutriNet-Santé), nous avons mis en évidence différents facteurs influencant le statut en
vitamine D, parmi lesquels certains sont modifiables et pourraient ainsi faire I'objet de recommandations de
santé publique (exposition solaire modérée, activité physique, maintenance d’un poids normal). Sur la base
de ces déterminants, nous avons développé le score VDIP permettant d’identifier de maniere simple en
pratique clinique des adultes a risque d’insuffisance en vitamine D. Enfin, I’étude des connaissances liées a la
vitamine D dans un large groupe d’adultes issus de la population générale a mis en évidence une certaine
confusion par rapport aux sources de vitamine D et a ses effets santé établis ou non.

Dans une seconde partie (aspects étiologiques, étude cas-témoin nichée dans la cohorte SU.VI.MAX), nous
avons mis en évidence qu’un statut plus élevé en vitamine D (parmi des concentrations plasmatiques en
25(0OH)D faibles a modérées telles qu’observées dans cette étude) pourrait étre associé a une diminution de
risque de cancer du sein, de cancer de la prostate et de cancers liés au tabac. Ces associations seraient
toutefois modifiées par différents facteurs individuels comme le statut pondéral ou la consommation
d’alcool (cancer du sein en particulier). L'étude des différents polymorphismes génétiques a permis de
confirmer les résultats observés avec le statut en vitamine D.

Dans un contexte olu la vitamine D suscite une attention grandissante, les résultats de cette these
contribuent a mieux connaitre les facteurs influencant le statut en vitamine D, a fournir un apergu détaillé
des connaissances/croyances concernant la vitamine D en population générale et fournissent de nouveaux
éléments pour une meilleure compréhension du réle de la vitamine D dans I'étiologie des cancers. Ces
travaux pourraient ainsi participer, a terme, a l'optimisation des recommandations de santé publique pour
I’'amélioration du statut en vitamine D de la population et pour la prévention primaire des cancers.

Abstract — Vitamin D: status, genetic polymorphisms, cancer risk and modulation by
individual characteristics

Two main parts structured this PhD thesis. In the first part (descriptive work, SU.VI.MAX and NutriNet-Santé
cohorts), we identified factors that influenced vitamin D status, some of which being modifiable (e.g.
moderate sun exposure, physical activity, normal weight) and as such constitute interesting targets for public
health policies. Using these determinants, we developed the VDIP score in order to simply identify adults at
risk of vitamin d insufficiency. Finally, the study dealing with vitamin D-related knowledge showed that the
primary sources of vitamin D-related information were the physicians and the media and that some
confusion existed regarding the sources and the proven/unproven health effects of vitamin D.

In a second part (etiological work, nested case-control study, SU.VI.MAX cohort), we showed that a higher
vitamin D status (within the low-to-moderate range of plasma 25(OH)D concentrations observed in this
study) may be associated with a decreased risk of breast, prostate and tobacco-related cancers. These
associations were modified by individual factors such as weight status and alcohol intake (in particular breast
cancer). The studied genetic polymorphisms confirmed the associations observed with vitamin D status.

In a context where vitamin D arouses considerable interest, these results may contribute to a better
understanding of the factors that influence vitamin D status, to a better insight of what people know and
believe regarding vitamin D and to a better understanding of the role of vitamin D in the etiology of cancer.
These PhD findings could eventually contribute to the optimization of public health nutritional
recommendations for the improvement of vitamin D status in the population and for cancer primary
prevention.

Mots-clés: vitamine D, statut, polymorphismes génétiques, déterminants, connaissances/croyances, cancer, sein,
prostate, tabac, alcool, statut pondéral, interaction, études prospective
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