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Sommaire 

Le caractère familial de la lithiase rénale calcique est depuis longtemps suspecté. Par 

contre, les gènes de susceptibilité n'ont pas encore été identifiés. L'objectif à long 

terme du laboratoire est donc de caractériser les variations génétiques qui influencent 

la susceptibilité à la lithiase calcique familiale et à son plus important facteur de 

risque, l'hypercalciurie idiopathique. 

Plusieurs évidences suggèrent que les anomalies héréditaires de métabolisme du 

calcium peuvent contribuer à la formation des lithiases, incluant la fréquence élevée 

de lithiases de calcium et d'hypercalciurie dans les parents de premier degré de 

patients lithiasiques, l'expression phénotypique similaire d'hypercalciurie absorptive 

dans plusieurs membres d'une même famille et l'accouplement sélectif de rats 

hypercalcimiques augmente l'ampleur et la fréquence de l'hypercalciurie parmi la 

descendance. 

Dans cette thèse, l'hypothèse que des variations génétiques à des locus associés au 

métabolisme du calcium cause une augmentation de son excrétion urinaire et, par 

conséquent, la néplarolithiase calcique, a été testée. Ces locus incluent les gènes qui 

codent pour la la-hydroxylase rénale; le récepteur de la vitamine D et le récepteur 

sensible au calcium. 

Des familles lithiasiques canadiennes-françaises ont été recrutées à partir de 

proposants rencontrés à des cliniques spécialisées dans le traitement des lithiases 

rénales. Le diagnostic a été confirmé par l'analyse chimique du calcul, lorsque 

disponible, et/ou par les évidences radiologiques. Une évaluation métabolique 

standard a été effectuée afin de déterminer la présence des facteurs de risques 

urinaires associés à la lithiase calcique, en particulier l'hypercalciurie idiopathique. 

La taille importante de l'échantillon, de même que son homogénéité génétique, 

devraient faciliter l'identification des variations génétiques responsables de ces traits. 
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L'analyse de liaison non-paramétrique des paires de germains est particulièrement 

adaptée à l'étude des traits complexes puisqu'elle ne requiert aucune connaissance a 
priori du mode de transmission, largement indéfini pour les traits lithiasique et 
hypercalciurique. 

L'analyse des paires de germains a démontré un excès significatif de partage 

d'allèles avec un marqueur près du récepteur de la vitamine D (D12S339, P=0.01), 

de même qu'avec des marqueurs adjacents (D12S1663: P=0.03 et D12S368: 

P=0.01). De plus, l'analyse de liaison de la calciurie a démontrée une liaison à 

certains marqueurs. Au meilleur de notre connaissance, cette étude fut la première à 

suggérer une liaison à la formation de lithiases calciques rénales d'un locus 
génétique. 

Les analyses de liaison aux locus de la la-hydroxylase et du récepteur sensible au 

calcium se sont avérées négatives. Le locus de loc-hydroxylase a été exclu avec un Xs 

de 2 alors que le locus du récepteur sensible au calcium a été exclu avec un Xs de 

1.5. Ces résultats suggèrent que les variants de ces gènes menant à la néphrolithiase 

calcique doivent être rares dans notre population ou influencent de façon minime la 
susceptibilité au trait lithiasique. 

Les résultats préliminaires du criblage du génome, bien qu'ils n'aient pas confirmé la 

liaison au locus du récepteur de la vitamine D, suggèrent plusieurs régions 

chromosomiques potentiellement intéressantes. Ces données devront être confirmées 

par l'étude d'un second groupe d'individus. Ces études devraient permettre 

l'identification des gènes de susceptibilité à la lithiase calcique et de l'hypercalciurie, 

nécessaire à une meilleure compréhension des événements pathogéniques de ces 
désordres. 
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1 	Analyse de liaison génétique : cas de la lithiase rénale calcique 

L'analyse de liaison génétique est un puissant outil qui permet l'identification d'un ou 

des gènes contrôlant l'expression phénotypique d'un trait. Bien qu'il existe certaines 

variantes, le processus de cartographie est constitué de quelques étapes successives 

et applicables aux traits monogéniques et polygéniques. La première étape consiste à 

définir le phénotype d'intérêt. Cette définition formera la base des critères de 

sélection permettant la distinction entre les individus atteints et non atteints. La 

seconde étape consiste à démontrer que l'étiologie du trait est explicable, du moins 

en partie, par la présence d'une composante héréditaire. La présence d'une 

composante héréditaire est démontrée par les études de jumeaux, de ségrégation et 

d'adoption. Lorsque ces deux étapes auront été complétées, le recrutement des 

familles chez lesquelles se transmet le trait d'intérêt pourra débuter. Le génotypage 

des individus et l'analyse statistique complètent cette démarche. Lorsque les 

évidences statistiques sont suffisamment importantes, les techniques de la biologie 

moléculaire permettent le clonage du gène morbide et la caractérisation de ses 

variations. Les recherches ultérieures essaient de comprendre la fonction du gène. 

L'intérêt de l'analyse de liaison génétique en médecine réside dans la caractérisation 

des évènements moléculaires de pathologies humaines. Elle a permis le clonage 

d'une multitude de gènes de maladies à transmission simple. Le défi réside 

maintenant dans la caractérisation des traits dits complexes, beaucoup plus fréquents 

dans la population générale. Cette complexité provient de l'interaction entre des 

facteurs génétiques et environnementaux, mais aussi par la présence d'hétérogénéité 

génétique et de polygénie. Cette thèse s'intéresse à la cartographie des gènes de 

susceptibilité d'un tel trait, la lithiase rénale calcique, un désordre défini par la 

formation de concrétions au niveau de l'appareil urinaire. 
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2 	Généralités sur les lithiases urinaires 

Les lithiases rénales, un des désordres les plus communs du système urinaire, ont 

affecté l'humanité depuis la nuit des temps. Des évidences archéologiques suggèrent 

la présence de lithiases rénales chez une momie égyptienne âgée de plus de 7000 ans. 

De nos jours, la lithiase rénale affecte entre 5 et 10 % de la population nord- 

américaine et constitue la cause d'environ 1 % des hospitalisations 1  . Le coût total 

annuel pour les lithiases rénales aux États-Unis (évaluation, hospitalisation, 

traitement et honoraires) a été estimé à $2 milliards en 19952. Les urolithiases ont 

une incidence d'environ 12 % chez les hommes et 5 % chez les femmes avant l'âge 

de 70 ans. L'âge d'apparition du trait se situe entre 20 et 50 ans et ce, chez les deux 

sexes3'4. Ainsi, les individus atteints le sont durant les années les plus productives 

de leurs vies. Le taux de récidive est particulièrement élevé, le risque de faire un 

second épisode sur une période de 10 ans est de 50 %5. Le passage d'un calcul rénal 

cause une grande détresse chez le patient et est parmi les désordres humains les plus 

douloureux. La colique néphrétique se manifeste par une douleur soudaine et sévère, 

localisée dans le flanc, irradiant dans le bas de l'abdomen et souvent associée avec de 

l'hématuriel. Les symptômes incluent une augmentation de la fréquence urinaire, 

dysurie, nausée et vomissements. 

La formation d'une lithiase est possible lorsque la concentration des sels lithogènes 

dépasse leurs solubilités, ce qui entraînera la formation de cristaux. Si ces cristaux 

demeurent suffisamment petits, ils seront excrétés de façon normale et n'auront pas 

de conséquence clinique. Dans le cas contraire, la croissance et l'agrégation des 

cristaux entraîneront la formation de lithiases. Les principales conséquences 

cliniques des urolithiases sont l'obstruction de l'appareil urinaire, l'hématurie et une 

prédisposition aux infections. Les calculs rénaux peuvent contenir différentes 

combinaisons de sels. La fréquence des urolithiases selon la composition est 
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indiquée dans le tableau 167. Dans la majorité des cas, les calculs sont à base de 

calcium. 

Tableau 1. Types et fréquence des lithiases 

Type Fréquence (%) 
Calcium 70-88 

Oxalate de calcium 36-70 
Phosphate de calcium 6-20 
Mixte 11-31 

Struvite 6-20 
Acide urique 6-17 
Cystine 0.5-3 
Autres 1-4 

La formation des calculs commence par la germination de cristaux (cristallogenèse) 

et se poursuit avec l'agrégation et une phase de croissance8'9. Cette dernière est 

favorisée par la rétention de cristaux dans le néphron, probablement par des 

interactions avec les cellules épithéliales10. La germination est la conséquence d'un 

déséquilibre entre promoteurs et inhibiteurs de la cristallisation. Les premiers sont 

représentés par toutes les substances susceptibles, isolément ou en association, de 

cristalliser dans les urines: calcium, oxalate, phosphate... Les seconds sont des ions 

de faible poids moléculaire (citrate, magnésium) ou des macromolécules 

polyanioniques appartenant à plusieurs familles chimiques, principalement les 

glycosaminoglycanses (héparane sulfate) et les protéines (tableau 3)11-13. Les effets 

des inhibiteurs organiques ont été les plus étudiés12,14-17. Les macromolécules 

protéiques urinaires ont toutes démontré la capacité d'inhiber l'une ou l'ensemble des 

étapes de la cristallisation de l'oxalate de calcium in vitro12. 



Tableau 2. Inhibiteurs urinaires 

Inorganiques 
Citrate 
Magnésium 
Pyrophosphate 

Organiques 
Bikunine 
Lithostatine 
Néplarocalcine 
Protéine de Tamm-Horsfall (uromoduline) 
Prothrombine 
Uropontine 

4 
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3 	Étiologie de la lithiase calcique 

3.1 	Facteurs environnementaux 

Le rôle possible des facteurs environnementaux influençant l'étiologie de la lithiase a 

été évalué par de nombreuses études épidémiologiques. La distribution géographique 

des individus atteints, de même que la composition chimique du calcul et le site rénal 

de formation coïncide avec les conditions socio-économiques18. L'incidence de la 

lithiase est en progression, particulièrement dans les pays industrialisési 9'20. Les 

lithiases vésicales sont assez répandues en Asie et dans les pays en voie de 

développement, avec des calculs composés d'urate d'ammonium et d'oxalate de 

calcium. La calculose composée principalement de calcium en association avec 

l'oxalate et le phosphate est actuellement plus fréquente dans des pays 

économiquement développés. Cette distinction est généralement expliquée par les 

différentes habitudes alimentaires20. L'étude de l'incidence saisonnière d'épisodes 

lithiasiques a montré que le taux de passage de lithiase par mois était 50 % plus élevé 

en été qu'en hiver21. 

. L'influence des habitudes alimentaires sur le risque lithiasique a été évaluée 

prospectivement à partir d'une cohorte de 45,619 hommes, âgés de 40 à 75 ans, et 

sans histoire de lithiase rénale22. Une association entre la formation de lithiase et la 

consommation de calcium, de potassium, de protéines animales et de fluides a été 

démontrée. L'incidence de la lithiase rénale durant le suivi était moindre chez les 

individus ayant un apport élevé de calcium (1326mg, 5ième  quintile) par rapport à 

ceux ayant un apport moins élevé (516mg, 1 quintile). Les auteurs suggèrent que 

cette observation reflète la chélation de l'oxalate par le calcium dans l'intestin, 

diminuant ainsi l'absorption intestinale et l'excrétion urinaire de l'oxalate. La 

consommation de protéines animales était directement associée avec le risque de 

formation de la lithiase, probablement le résultat d'une augmentation de la charge 
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acide23, alors que les apports de potassium et de fluides étaient inversement 

associés22 

3.2. 	Facteurs héréditaires 

Documenter l'agrégation familiale est une étape essentielle avant d'entreprendre 

l'analyse de liaison génétique. L'étude des membres d'une famille, principalement 

les frères et sœurs mais aussi cousins/cousines et parents/enfants, constitue la base de 

la démonstration du caractère familial d'un trait. Pour ce qui est de la lithiase 

calcique idiopathique, l'agrégation familiale est depuis longtemps suspectée. Les 

premières évidences d'une composante génétique dans la formation des lithiases 

nous proviennent des travaux de McGeown qui, en examinant les parents, les frères 

et sœurs et les descendants de multiples patients avec des calculs contenant du 

calcium, a observé une fréquence plus élevée de lithiases chez les parents et les 

enfants des proposants que dans une population contrôle24. La seconde grande étude 

fut celle de Resnick et collaborateurs25. Ils ont observé, comme McGeown, un 

nombre plus grand d'individus lithiasiques chez les parents et les enfants des 

proposants que dans une population contrôle. La conclusion que les facteurs 

héréditaires jouent un rôle important dans la prédisposition à la lithiase rénale est 

aussi supportée par Ljundhall26. Abondant dans le même sens, Trinchieri et 

collaborateurs27 ont observé une fréquence plus élevée de lithiases parmi les parents 

de premier degré des individus atteints que parmi les parents d'un groupe contrôle de 

même âge et de même sexe. Plus récemment, Curhan et al. ont évalué si 

l'augmentation du risque était attribuable aux facteurs génétiques, l'exposition aux 

facteurs environnementaux ou une combinaison des deux28. Même après ajustement 

pour les facteurs environnementaux, le risque relatif de formation d'une lithiase chez 

les hommes avec une histoire familiale positive, en comparaison avec ceux sans 

histoire familiale était de 2,57 (intervalle de confiance 95%, 2,19 à 3,02). 

Collectivement, ces résultats suggèrent que l'histoire familiale positive augmente 

significativement le risque à la formation de lithiases. 
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L'évaluation de l'agrégation familiale d'un trait peut également s'effectuer par le 

calcul du ratio de la proportion de parents du proposant manifestant le trait et de la 

prévalence du trait dans la population générale29. La majorité des études s'intéresse 

au calcul du X, (lambda s, s pour sibs), le risque associé aux germains du proposant. 

Généralement, plus la valeur de 	est élevée, plus la contribution présumée des 

facteurs génétiques est importante. Il doit être noté, cependant, que plus la 

prévalence d'un trait est élevée, ce qui est généralement le cas pour les traits 

complexes, plus la valeur du diminuera. Pour le trait lithiasique24-26'3°  (tableau 

3), le X, varie entre 2,5 et 4, une valeur plus importante que celle de l'hypertension 

essentielle et le diabète de type II (2), mais plus petite que le diabète de type I (15). 

Tableau 3. Épidémiologie génétique du trait lithiasique 

McGeown (1960) 4.0 15.5 
Resnick (1968) 2.9 3.7 
Ljundhall (1979) 2.7 2.6 
Robertson (1983) 2.5 < 2.0 

f: familial 

La méthode classique pour distinguer l'importance relative entre les facteurs 

génétiques et environnementaux dans les maladies héréditaires consiste en l'étude de 

jumeaux et d'adoption. La comparaison des taux de concordance entre les jumeaux 

mono et dizygotes permet l'appréciation de l'influence des facteurs génétiques dans 

l'étiologie d'un désordre31. Les jumeaux monozygotes sont génétiquement 

identiques alors que les jumeaux dizygotes ont en commun 50% de leurs génomes. 

Si les facteurs génétiques sont important, le taux de concordance chez les jumeaux 

monozygotes sera plus élevé que les jumeaux dizygotes. Les études d'adoption 

comparent la prévalence de la maladie chez les parents biologiques (parents, frères, 

sœurs...) avec celle des parents des individus adoptés vivant dans le même 

environnement. En présence d'une prédisposition génétique, la prévalence devrait 
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être plus élevée chez les parents biologiques. Malheureusement, les résultats des 

études de jumeaux et d'adoption ne sont pas encore disponibles. 

L'étude des conjoints/conjointes d'individus atteints permet de différencier entre la 

contribution des facteurs génétiques et la contribution des facteurs 

environnementaux. Dans l'éventualité où les facteurs environnementaux seraient la 

principale cause des lithiases, la fréquence des épisodes devrait être similaire chez 

ces deux groupes d'individus. Marya et al.32 ont comparé la fréquence d'épisodes 

lithiasiques dans des familles d'individus atteints avec celle de leurs conjoints/es et 

ont observé une fréquence plus élevée chez les individus atteints. De plus, les 

parents, les frères et sœurs d'individus atteints de lithiase calcique sont affectés plus 

souvent que les parents, frères et sœurs de leurs conjoints/es correspondants27. 

Donc, la prédisposition à la lithiase rénale est beaucoup plus importante chez les 

individus ayant en commun un patrimoine génétique et ne peut s'expliquer 

uniquement par l'exposition aux facteurs environnementaux. 

L'identification des altérations moléculaires de formes rares de lithiases calciques 

constitue également des évidences en faveur d'une base héréditaire à la formation de 

la lithiase calcique idiopathique. Ces conditions monogéniques incluent 

l'hyperoxalurie primaire33, un désordre du métabolisme du glyoxylate, et l'acidose 

tubulaire rénale distale, un désordre associé avec la formation de lithiase phospho-

calcique étant donné l'environnement urinaire relativement alkalin, l'hypocitraturie 

et l'hypercalciuire qui se produit en présence de l'acidose34. La maladie de Dent, ou 

néphrolithiase liée à l'X, laquelle résulte des mutations d'un canal à ion chlore35, est 

associée avec une protéinurie de faible poids moléculaire, hypercalciurie, 

néphrocalcinose et/ou néphrolithiase. Ce canal a été découvert grâce aux efforts de 

cartographie génétique dans des familles avec cette pathologie36. 
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3.3 	Mode de transmission 

Dans le but d'élucider le mode de transmission du trait lithiasique, Resnick et al. ont 

comparé la proportion d'individus lithiasiques chez les jeunes membres de la famille 

du proposant dans lesquelles zéro, un ou deux individus plus âgés étaient atteints25. 

Ils ont observé une fréquence significativement plus élevée d'individus lithiasiques 

lorsqu'au moins un membre plus âgé était atteint, suggérant un mode de transmission 

polygénique plutôt que monogénique. Cependant, le nombre de gènes prédisposant à 

la formation de néphrolithiase calcique n'est pas connu tout comme le risque associé 

à chacun des allèles de susceptibilité. 
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4 	Régulation hormonale de l'excrétion urinaire du calcium 

Le calcium joue un rôle important dans plusieurs fonctions vitales de l'organisme de 

sorte qu'il est impératif de maintenir les concentrations ioniques du calcium à un 

niveau optima137. Ultimement, l'excrétion urinaire du calcium doit représenter la 

différence entre sa concentration dans l'espace extracellulaire et sa mobilisation via 

l'intestin et l'os. Les facteurs principaux contrôlant ces flux de calcium sont 

représentés par les hormones calciotropiques37 (figure 1), principalement la 

vitamine D3 et l'hormone parathyroïdienne (PTH). 

Figure 1. Régulation hormonale de l'homéostasie du calcium 
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Lignes pointillées indiquent actions inhibitrices. 
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4.1 	Mécanismes d'action de la vitamine D 
Les rôles classiques de la vitamine D sont de réguler l'homéostasie du calcium et du 

phosphate et de promouvoir la minéralisation de l'os38. Cette hormone agit sur l'os, 

le rein et l'intestin afm de maintenir des niveaux sériques normaux de calcium et de 

phosphate. Son rôle physiologique le plus important est la stimulation de 

l'absorption gastro-intestinale du calcium39. Indépendamment de la source, la 

vitamine D est inactive, son activation nécessite l'ajout de deux groupes hydroxyles. 

Dans le foie, la vitamine D subit une première hydroxylation en position 25 par la 

25-hydroxylase40. La seconde hydroxylation est catalysée la 1 a-hydroxylase 

, 	, renale41  , étape limitant la production de vitamine D. Le clonage récent de la 1a- 

hydroxylase42-44  a permis d'identifier cette cytochrome P450 comme étant 

responsable de la conversion de la 25(OH)D3 en 1,25(OH)2D341, la forme 

biologiquement active de la vitamine D. La PT1145, la vitamine D elle-même41, 

ainsi que le calcium et le phosphate régulent la production de vitamine D. L'action 

génomique de la 1,25(OH)2D3 est modulée par le récepteur de la vitamine D, une 

phosphoprotéine de 60kDa qui lie l'hormone avec une grande affmité4 6. La liaison 

de l'hormone entraîne la phosphorylation du récepteur47  qui, via un motif en doigt 

de zinc de liaison à 1'ADN48, régule l'expression de gènes dans les tissus cibles. La 

plupart de ces gènes ont un rôle direct dans le métabolisme du calcium. Ces gènes 

incluent l' ostéocalcine49, 1' ostéopontine50, la PTH51, les hydroxylases CYP2452  et 

CYP1a41  et les calbindines53. 

	

4.2 	Mécanismes d'action de la PTH 

Il est depuis longtemps reconnu que la glande parathyroïde est l'organe du corps qui 

jauge les niveaux de calcium sérique. En réponse à l'hypocalcémie, la glande 

parathyroïde sécrète la PTH, une hormone peptidique de 84 acides aminés37. Le 

gène qui code le récepteur de la PTH est connu et cloné54. Ce récepteur est retrouvé 
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sur toute la longueur du néphron et dans les ostéoblastes mais pas dans l'intestin55. 

Son action stimule la résorption osseuse et la réabsorption rénale du calcium. La 

PTH stimule aussi l'activité de la 1 a-hydroxylase en agissant sur son promoteur45. 

La 1,25-D3 stimule l'absorption intestinale de calcium. 

Les cellules de la glande parathyroïde sont très sensibles aux changements sériques 

de calcium, lesquels sont détectés par le récepteur sensible au calcium (RSC)56'57. 

Le RSC appartient à la superfamille de récepteurs à 7 passages transmembrarmaires 

couplés à une protéine G58. Les mécanismes par lesquels ce récepteur stimule la 

sécrétion de PTH ne sont pas encore complètement élucidés bien que la stimulation 

de la phospholipase C, menant à l'accumulation d'inositol 1,4,5-triphosphate, ait été 

démontrée59. Le RSC est exprimé à plusieurs endroits le long des tubules rénaux60 , 

dont le rôle présumé consiste à augmenter le transport du calcium (réabsorption) et à 

inhiber les mécanismes de concentration de 1,urine61. 
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5 	Hyperealciurie idiopathique 

Les vues actuelles de la pathogenèse de la lithiase calcique sont basées sur le rôle des 

anomalies métaboliques qui rendent l'urine plus susceptible à la cristallisation. 

L'approche diagnostique vise la détection de ces anomalies et le traitement médical 

suppose que l'atténuation de ces facteurs de risque aboutira à la rémission ou à 

l'amélioration de répétitions. Parmi ces facteurs, l'hypercalciurie constitue 

certainement le plus important exemple clinique. Elle constitue le facteur de risque le 

plus fréquemment rencontré chez les patients lithiasiques et se retrouve chez environ 

40 % d'entre eux1'62'63. En comparaison, le trait hypercalciurique affecte seulement 

5 % de la population générale64. Les grandes concentrations de calcium dans l'urine 

augmentent la saturation de sels d'oxalate de calcium et de phosphate de calcium. 

Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de l'hypercalciurie chez 

l'humain demeurent partiellement indéfinis. Ainsi, l'identification des gènes 

impliqués dans l'héritabilité de l'excrétion du calcium devrait permettre la 

caractérisation des événements moléculaires menant à l'hypercalciurie et, 

possiblement, à la lithiase calcique. 

L'hypercalciurie idiopathique est définie par un calcium urinaire> 7,5mmol/jour 

pour les hommes et > 6,3mmol/jour pour les femmes ou 0,1mmol/kg par jour 

indépendamment du sexe et de l'âge. Cette définition est basée sur la moyenne 

d'excrétion urinaire de calcium d'individus normaux qui se situe à 3,9 ± 

1.6mmol/kg62. Donc, la moyenne à laquelle est ajoutée 2 fois la valeur de la 

déviation standard représente la limite supérieure de 7,1mmol/jour. 

5.1 	Études familiales 

La fréquence d'hypercalciurie a été déterminée dans 9 familles de patients 

hypercalciuriques également affectés par la lithiase rénale oxalo-calcique65. 
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L'hypercalciurie idiopathique a été observée chez 26 de 73 individus apparentés, sur 

trois générations successives pour deux familles et sur deux générations successives 

pour quatre autres familles. Plusieurs membres de la famille du proposant étaient 

atteints dans les 3 familles restantes. Dix-neuf des 44 parents de premier degré (43%) 

étaient hypercalciuriques. Tous formaient des lithiases. Cette étude démontre qu'il y 

a une forme familiale d'hypercalciurie de même que l'agrégation du trait lithiasique 

avec l'hypercalciurie. 

	

5.2 	Mode de transmission 

Bien que le mode de transmission autosomique dominant65-67  ait été suggéré, la 

transmission polygénique du trait hypercalciurique68  apparaît plus probable. Les 

évidences en ce sens nous proviennent d'études sur la distribution de l'excrétion 

urinaire de calcium. Dans la population générale, la distribution de l'excrétion 

urinaire de calcium est continue69'70. Cette distribution est similaire en forme chez 

les patients lithiasiques mais dévie vers les grandes valeurs71. Ces observations ne 

suggèrent donc pas la présence d'un sous-groupe dit hypercalciurique de sorte qu'il 

apparaît plus approprié de traiter la calciurie, n'ont pas comme un trait qualitatif 

(binaire) avec des individus atteints et non atteints, mais comme l'expression d'un 

trait quantitatif (continu) comme le sont la tension artérielle et les niveaux de 

cholestérol. 

	

5.3 	Classification et diagnostique de l'hypercalciurie 

Il a été suggéré par Pak et collaborateurs6'7'72 que l'hypercalciurie pouvait être 

divisée en deux groupes majeurs : l'hypercalciurie absorptive (HA), caractérisée par 

une hyperabsorption intestinale de calcium et l'hypercalciurie rénale (HR), 

caractérisée par un défaut de réabsorption rénal du calcium (tableau 4). 

L'hypercalciurie absorptive est de plus subdivisée en deux formes, le type I et le type 

II. Le type 11 est une forme moins sévère que le type I en ce qu'elle se produit 
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uniquement avec une diète riche en calcium. Les formes mineures incluent la fuite 

rénale de phosphate avec hypophosphatémie et hypercalciurie et l'hypercalciurie à 

jeun associée avec des niveaux normaux de PTH, calcium et phosphate. 

Tableau 4. Critères diagnostiques de l'hypercalciurie idiopathique 

Condition Ca sérique P sérique PTH Ca 
24 ha  

Ca 
À jeun 

Ca 
Charge 

HA I N N N t N t 

HA II N N N N N t 

HR N N t t t Nit 

Fuite P N 1. N/4- 1.  t t 

À jeun N N N t 1.  t.  

A : diète restreinte en calcium; N : excrétion urinaire de calcium normal; T augmenté, diminué. 

Le test de Pak73 permet la différentiation de l'origine de l'hypercalciurie selon la 

réponse à une surcharge de calcium ou en sa privation. La prémisse du test est la 

suivante : durant le jeûne, le calcium urinaire sera élevé en présence d'un défaut 

rénal de réabsorption ou d'une mobilisation osseuse excessive; après la prise orale de 

1 g de calcium, le calcium urinaire sera élevé en présence d'une hyperaborption 

intestinale. La calciurie normale à jeun est < 0,11 mg de calcium par dL de filtrat 

glomérulaire et la calciurie normale après la charge calcique est de 

calcium:créatinine < 0,20 mg de calcium par mg de créatinine. 

Cependant, la pertinence de cette classification, et par conséquent, l'utilité de ce test, 

est de plus en remis en question. Cette remarque est fondée sur l'observation de la 

normalisation de la calciurie chez des patients suivis à long terme initialement 

définie comme HA ou BR74. Dans la même étude, un certain nombre de patients 

initialement HR manifestait les caractéristiques de l'HA et vice versa. Ces 

observations sur la calciurie sont plus compatibles avec l'expression d'un trait 

continu avec divers degrés de sévérité et de présentation clinique. 
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5.4 	Vitamine D et hypercalciurie 

Les patients hypercalciuriques62'63'75'76  présentent une augmentation de 

l'absorption intestinale de calcium, laquelle peut se produire par un mécanisme 

dépendant de la vitamine D ou par un défaut dans le transport du calcium 

indépendant de la vitamine D. L'absorption du calcium au niveau de l'intestin est 

régulée par la 1-25(OH)2D3 sérique37'77, quelques études ont démontré que cette 

dernière est plus élevée chez les patients hypercalciuriques par rapport à des sujets 

normaux78-81.  Le rôle de la vitamine D dans le métabolisme du calcium est 

également supportée par l'administration de vitamine D active chez des sujets 

normaux82-84,  lesquels développent les caractéristiques attendues de 

l'hypercalciurie provoquée par la vitamine D : hyperabsorption intestinale du 

calcium et la mobilisation de l'os induite par une diète restreinte en calcium. Même 

les élévations minimes de la 1,25-dihydroxyvitamine D3 pourraient causer 

l'hypercalciurie puisque la vitamine D contrôle l'expression de son propre récepteur 

in vivo85. Par contre, certains patients avec hypercalciurie absorptive ne présentent 

pas d'élévation 1,25-D3 sérique78, suggérant que la vitamine D puisse augmenter 

l'expression de son récepteur au niveau de l'intestin85  ou que les mécanismes de 

transport indépendants de la vitamine D soient responsables de l'augmentation du 

calcium et de l'hypercalciurie. 

	

5.5 	Modèle animal : le rat lithiasique hypercalciurique 

Pour étudier les mécanismes responsables de l'excrétion urinaire excessive du 

, calcium, un modèle de rat lithiasique hypercalciurique a été développe86  . Les rats 

étaient sélectionnés sur la base de la calciurie sur plus de 40 générations afin de 

produire une situation dans laquelle l'excrétion urinaire de calcium est beaucoup plus 

grande que celle des rats contrôles87. De plus, ces rats forment des calculs rénaux de 

phosphate de calcium88. Chez ce modèle, un mode de transmission polygénique du 

trait hypercalciurique est également suspecté. Les mesures du calcium urinaire ont 
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démontré que l'intensité de l'hypercalciurie augmente avec les générations 

successives d'accouplement sélectif89. La calciurie étant passée de 1.18mg/24h à 

8mg/24h sur une période de 40 générations. 

L'analyse de ce modèle a révélé que les rats ont non seulement une augmentation de 

l'absorption intestinale de calcium86, mais présentent aussi, lors d'une diète basse en 

calcium, un défaut de la résorption rénale tubulaire9°  et une tendance accrue à la 

déminéralisation de l'os91. Ces observations reflètent étroitement celles faites chez 

les patients avec hypercalciurie idiopathique. Chez ce modèle, l'excès de l'excrétion 

urinaire de calcium secondaire à l'hyperabsorption intestinale n'est pas causé par une 

élévation de la 1,25(OH)2D3 sérique, mais semble être associé à une élévation 

intestinale92, rénale et osseuse92'93  du nombre de récepteurs de la 1,25(OH)2D3 

(RVD). Ces résultats suggèrent que le rat hypercalciurique lithiasique réponde d'une 

manière anormale et exagérée à la liaison de la 1,25(OH)2D3. Cette hypothèse a été 

vérifiée et les résultats suggèrent que la sensibilité accrue à la 1,25(OH)2D3 des rats 

hypercalciuriques lithiasiques se manifeste par une élévation de la stabilité de l'ARN 

messager du RVD sans altération de la transcription, de la synthèse protéique94. 
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6 	Méthodes d'analyse en épidémiologie génétique 

6.1 	L'approche criblage du génome versus gènes candidats 

L'identification des gènes qui augmentent la susceptibilité aux traits complexes peut 

se faire selon deux approches différentes. La première, dite criblage du génome, 

analyse la liaison génétique d'un trait avec plusieurs marqueurs polymorphes répartis 

de façon plus ou moins uniforme à travers le génome. Cette démarche vise la 

localisation du gène de susceptibilité et ne requiert aucune connaissance a priori de 

sa fonction. Lorsqu'une liaison a été identifiée, le clonage du gène avec les outils de 

la biologie moléculaire et la détermination de sa fonction peut débuter. L'approche 

criblage du génome est généralement limitée par la taille de l'échantillon et les coûts 

associés au recrutement des familles et au génotypage des individus. 

L'approche dirigée, au contraire, analyse la liaison avec des marqueurs spécifiques. 

Ces marqueurs sont choisis selon leur proximité à des gènes dont l'implication dans 

l'étiologie du trait est envisageable. Par exemple, le locus HLA (Human Leucocyte 

Antigen) sur le chromosome 6p21 est une région candidate pour les maladies 

génétiques ayant une composante auto-immunitaire95'96. L'identification des gènes 

candidats, cependant, est limitée par la solidité des connaissances de la 

pathophysiologie du trait. 

6.2 	Analyse de liaison 

Deux stratégies sont couramment utilisées pour l'identification des gènes de 

susceptibilité des traits complexes97. Les études d'association comparent la 

fréquence des allèles d'un marqueur polymorphe (c.f. figure 2 pour une définition 

des marqueurs couramment utilisés aujourd'hui) dans une population d'individus 

atteints avec celle d'un groupe d'individus contrôle. Les études de liaison cherchent 

à mettre en évidence la coségrégation d'un allèle d'un marqueur polymorphe avec le 

locus maladie dans des familles comportant plusieurs membres atteints. 



22p13 

30- 

40- 

50: 

Ganelon 
F11217XF4 

22p12 - 

AFF1292VA9 
10- 

22p11.2 

et1234UH2 22p11.1 
AW1U1134YF9 
4VM183XE9 

22911.1 
20- 

FMB2942C1 
•FMA247XE1 22111*21  

AFM53602F9 
• FM23814C11 
•F11112Y1D4 22q11.22 

FM182X1:112 

FM6001VH5 

• F11261X09 
eM1652A5 

• F1163122F9 
41FM261YES 

• F115029a9 
FMA29E2E9 

FM179XA9 

22111.23 

22112.1 

22.912.2 

22112.3 

22q13.1 

22q13.2 

22113.31 

22113.32 
FM031M11 

22q13.33 

Figure 2. Carte génétique de marqueurs sur le chromosome 2298 

Les marqueurs génétiques permettent l'estimation de la liaison dans les familles; ces 

marqueurs peuvent être ordonnés pour former des cartes génétiques (pour une 

discussion des progrès générés par le Projet du génome humain voir Hudson, 1998)99. 

La première carte génétique était composée de marqueur de type RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorplaism)100. Basé sur le patron de restriction enzymatique, ces 

marqueurs peu informatifs ont été remplacés par les marqueurs microsatellites, 

habituellement des répétitions de dinucléotides, surtout CA. Ces marqueurs ont le triple 

avantage d'être fréquents, de posséder un indice d'hétérozygotie élevé et d'être 

répandus de façon uniforme à travers le génome. De plus, les différents allèles d'un 

marqueur sont facilement identifiables par la PCR. La troisième génération de carte 

génétique, en cours de développement, sera composée de polymorphismes d'un 

nucléotide unique101  (single-nucleotide polymorphism). Ces marqueurs sont moins 

informatifs que les microsatellites, cependant, ils sont beaucoup plus fréquents, 1 à 

19 



20 

toutes les 1000 paires de bases 1°2. Les technologies d'ADN sur « chip » permet déjà 

l'identification et le génotypage à grande échelle de ces marqueurs103. 

6.2.1 Étude d'association basée sur la population 

Les études d'association comparent la fréquence allélique d'un marqueur d'un 

groupe d'individus non-apparentés atteints (groupe cas) avec celle d'individus non-

apparentés et non-atteints (groupe contrôle). L'identification d'une différence 

significative entre le groupe témoin et le groupe contrôle suggère qu'un locus 

génétique à proximité du marqueur influence la prédisposition à la pathologie, 

l'association étant le résultat d'une liaison, avec un déséquilibre de liaison entre le 

locus marqueur et le locus maladie. Le déséquilibre de liaison signifie que les 

combinaisons d'allèles à deux locus sont non-aléatoires. Cependant, la méthode 

basée sur la population peut produire une fausse association lorsqu'il y stratification 

des individus échantillonnés (e.g. différence ethnique). 

6.2.2 Étude d'association familiale 

Pour éviter une association fausse résultant de l'utilisation d'un groupe témoin 

inapproprié, des méthodes d'analyse faisant usage d'un groupe contrôle interne ont 

été développées104'105. Dans ce cas-ci, la comparaison des fréquences des allèles 

transmis à l'enfant atteint et des allèles non transmis est effectuée. L'échantillon 

nécessaire est constitué des individus atteints et de leurs parents. Le test de la 

transmission du déséquilibre de liaison (TDT)106 et le test HRR107 (liaplotype 

relative risk) mesurent l'association. Un exemple du TDT est présenté à la figure 3. 
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Figure 3. Test de transmission du déséquilibre de liaison 

AA 

La statistique est calculée par le test du chi-carré selon la formule suivante : 
2 = (a-b)2/(a+b) 
	

(1) 

où a et b dénotent le nombre de fois l'allèle A et B sont respectivement transmis d'un 

parent hétérozygote à un enfant atteint. 

6.2.3 Étude de liaison paramétrique 

La méthode la plus puissante pour la détection d'une liaison génétique consiste en 

l'approche paramétrique (dépendante d'un modèle de transmission). Cette approche 

utilise la méthode du maximum de vraisemblance108. Le lod score est le logarithme 

en base 10 du ratio de deux vraisemblances - la probabilité que le locus marqueur et 

le locus maladie soient liés (0 <0.5) sur la probabilité qu'ils ne le soient pas (0 = 

0.5). Le lod score [Z(0)] est calculé selon la formule suivante : 

Z(0) = logio [oR  (1-O) 	(0.5)R(0.5)NR] 	 (2) 

où Z(0) correspond au score à une valeur de 0 ; 0 correspond à la fraction de 

recombinaison et R et NR correspondent au nombre de recombinants et non-

recombinants, respectivement. 
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Figure 4. Exemple de pedigree montrant une évidence de liaison génétique 
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La valeur du lod score pour cette famille à une valeur de 0 = 0.05 (5% de 

recombinaison) est calculé de la façon suivante : 

Z(0.05) = log10  [(0.05)1  (0.95)7] - logio  (0.5)8  

Z(0.05) = 0.9513. 

La distance exprimée en pourcentage de recombinaison la plus probable entre le 

marqueur génétique et le locus maladie est la fraction de recombinaison à laquelle le 

lod score est maximum. Traditionnellement, on considère un lod score >3 comme 

une évidence statistique significative en faveur de la liaison, ce qui correspond à un 

ratio de probabilité de 1000 contre 1, alors qu'un lod score plus petit que -2 mène à 

la conclusion d'une absence de liaisoni°8. Cette approche requiert la spécification 

d'un model ou de paramètres, tel que le mode de transmission, la fréquence allélique 

du locus maladie et la pénétrance. Ces paramètres, par contre, sont inconnus pour les 

traits complexes, les méthodes non-paramétriques, plus robustes mais moins 

puissantes, ont été développées pour parer à ce problème. 

6.2.4 Étude de liaison non-paramétrique 

La méthode non-paramétrique ne requiert pas une connaissance du modèle de 

transmission de la maladie. La liaison est mesurée par le partage d'allèles, la plus 

utilisée étant la méthode des paires de germainsl °9. Selon la ségrégation 

mendélienne pour un locus autosomique, les germains ont en commun 0, 1 ou 2 

allèles identiques-par-descendance, c'est-à-dire hérités d'un parent commun, dans les 
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proportions 25%, 50% et 25%, respectivement110. En présence d'une liaison 

génétique avec le locus maladie, ce ratio dévie et la proportion des germains atteints 

ayant en commun deux allèles au marqueur augmente. Plusieurs tests simples ont été 

développés109'110, cependant, des études ont démontré que le test de la moyenne 

(équation 3)109 s,accommode le mieux des différents modèles génétiques111. La 

statistique est calculée selon la formule suivante : 

T = (2n2  + ni  —N) (2/N)14 	 (3) 
Test unilatéral t avec N-1 degré de liberté ou N est le nombre total de paires de 

germains de l'échantillon, ni et n2  représentent les proportions des paires ayant en 

commun un et deux allèles, respectivement. 

Les traits quantitatifs que sont les mesures de la tension artérielle, la 

résistance à l'insuline et la calciurie peuvent aussi faire l'objet d'analyse par les 

méthodes basées sur le partage d'allèles. En présence d'une liaison entre un trait et 

un locus génétique, les germains ayant en commun plus d'allèles identiques-par-

descente devraient être similaires pour les mesures phénotypiques que les germains 

ayant peu d'allèles en commun. Ainsi, la régression entre la différence au carré des 

mesures phénotypiques et la proportion des allèles, sert de test pour la mesure de la 

liaison (figure 5)109. 

Figure 5. Analyse d'un trait quantitatif 

(xi -x2)2  

 

0 0 25 03 035 1 

Propottion d'allèle en commun 

Régression du carré des différences phénotypiques sur la proportion des allèles 

identiques-par descente. 
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Lorsque la pente (p) de la droite de régression est significativement négative, telle 

qu'estimée par l'équation 4, elle suggère une liaison. 

t=p / -\]variance (p) 	 (4) 
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7 	Familles lithiasiques 

7.1 	Le recrutement 

Le recrutement des familles constitue l'étape la plus longue et la plus fastidieuse 

dans l'effort de cartographie génétique. Il débute avec la rencontre du proposant qui, 

dans cette étude, est référé par le médecin dans les cliniques spécialisées pour le 

traitement des lithiases. Cette démarche permet l'évaluation du proposant 

(antécédents personnels et histoire familiale) et le contact initial avec les membres de 

sa famille. Les critères de sélection doivent être respectés afin d'éviter le recrutement 

de familles non-conformes (hyperparathyroïdie, maladie de Crohn et infections) tout 

comme les familles avec évidence de transmission bilinéaire, situation où les deux 

parents sont atteints. De plus, certaines caractéristiques du phénotype lithiasique 

limitent le recrutement des familles. Le trait lithiasique apparaissant surtout à l'âge 

adulte, entre 30 et 50 ans, les parents des individus atteints sont généralement non-

disponibles. De plus, pour les traits complexes, où le modèle génétique ne peut être 

inféré, le recrutement de familles simples, tel que sont les paires de germains, est 

favorisé. Pour cette étude, la présence d'au moins deux individus atteints de la 

lithiase calcique sert de critère d'entrée, la rencontre des participants est organisée et 

la collecte d'informations cliniques et d'échantillons biologiques s'en suit. Le 

tableau 5 présente le nombre de familles recrutées jusqu'à ce jour. 



26 

Tableau 5 Nombre d'individus atteints par fratrie concordants pour le trait 
lithiasique 

Nombre d'atteints 
par fratrie 

Nombre de fratrie 

2 40 
3 23 
4 8 
5 10 
6 7 
7 1 
8 1 
9 0 
10 0 
11 1 

Fratries (familles) 	 88 (76) 

7.2 	Évaluation des participants 

Le but de l'évaluation des participants est de rechercher la présence de facteurs 

étiologiques de la lithiase rénale. L'entrevue se fait avec l'aide d'un questionnaire 

(annexe 1). La confirmation du diagnostic est basée sur l'analyse du calcul lorsque 

celui-ci est disponible et la revue des registres médicaux et documents radiologiques. 

Les manifestations typiques d'une colique néphrétique : douleurs subites et 

localisées, hématurie et dysurie sont également recherchées. Dans les antécédents 

personnels, on recherche les causes de lithiase secondaire : malformation rénale, 

crise de goutte, infection urinaire, la prise de médicaments lithogènes et les désordres 

affectant l'intestin. 

Un bilan métabolique de base des participants est également effectué afin de 

déterminer la présence de désordres associés à la lithiase. Pour ce faire, différents 

paramètres sériques et urinaires sont mesurés (tableau 6). Ces mesures permettent en 

autre le calcul de l'excrétion urinaire du calcium et la confirmation de 

l'hypercalciurie lorsque supérieur à 0.1mmol/kg par 24h. Le tableau 7 présente les 

résultats de comparaisons intra-familiales entre individus lithiasiques et individus 

contrôles. Des différences significatives ont été observées uniquement pour 

l'excrétion urinaire de calcium et de magnésium. 



Tableau 6. Bilan métabolique 

Sérique 	 Urine des 24h 
Ca, PO4 	 Ca, PO4  
Mg 	 Mg 
Na, K, HCO3 	 Na, NH3  
Cl 	 Oxalate 
Urate 	 Urée, urate 
Créatinine 	 Citrate 
PTH 	 Acidité titrable 
1,25(OH)2D3 	 Volume 

Créatinine 
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8 	Évaluation de gènes candidats de la lithiase calcique 

8.1 	La la-hydroxylase 

Hypothèse : Un polymorphisme du gène qui code pour la 1-ct hydroxylase rénale est 

associé à la néphrolithiasique calcique et/ou l'excrétion urinaire excessive de 

calcium. 

Rationnelle : L'hypercalciurie observé chez une majorité de patients lithiasiques 

pourrait être causée par une variation génétique dans le gène qui code pour la 1 a-

°Hase. La perte de contrôle dans la régulation de son expression aurait pour 

conséquence d'augmenter la production de vitamine D active (1,25D3) et ainsi 

augmenter l'absorption intestinale de calcium. La régulation anormale de la 

1,25(OH)2D3  constitue l'hypothèse la plus attrayante. Avancée par Coe et 

collaborateurs (1982)81, cette hypothèse suggère que l'hypercalciurie familiale soit 

causée par une anomalie héréditaire du tubule proximal qui mène à la régulation 

anormale de la 1,25(OH)2D36381. La production excessive de vitamine D induit 

l'absorption intestinale de calcium et réduit la réabsorption tubulaire de calcium 

résultant en l'hypercalciurie normocalcémique. 

Conclusion : Cette étude, telle que publiée dans le «Journal of the American Society 

of Nephrology » (9; p425-432 (1998)), a démontré l'absence de liaison entre le locus 

qui code pour la 1-a hydroxylase rénale et le trait lithiasique et hypercalciurie dans 

des familles québécoises. 
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The Putative la-hydroxylase Locus is not Linked to Calcium Stone Formation 

or Calciurie Phenotypes in French-Canadian Famines 

Authors: 	Patrick Scott, Denis Ouimet, Yanick Proulx, Marie-Lucie Trouvé, 
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ABSTRACT 

Calcium urolithiasis is frequently associated with increased intestinal absorption and 

urine excretion of calcium, and has been suggested to result from increased vitamin 

D production. The role of the enzyme 1 a-hydroxylase, the rate-limiting step in 

active vitamin D production, was evaluated in 36 families, including 28 sibships with 

at least a pair of affected sibs, using qualitative and quantitative trait linkage 

analyses. Sibs with a verified calcium urolithiasis passage (n=117) had higher 24-

hour calciuria (P=0.03), oxaluria (P=0.02), fasting and post-calcium loading urine 

calcium/creatinine (Ca/cr) ratios (P=0.008 and P=0.002, respectively), and serum 

1,25(OH)2  vitamin D levels (p=0.02), compared to non-stone forming sibs (n=120). 

Markers from a 9 cM interval encompassing the VDD1 locus on chromosome 

12q13-14 (putative la-hydroxylase) were analyzed, in 28 sibships (146 sib-pairs) of 

single and recurrent stone formers, and 14 sibships (65 sib-pairs) with recurrent-only 

(?_.3 episodes) stone-forming sibs. Two-point and multipoint analyses did not reveal 

excess in alleles shared among affected sibs at the VDD1 locus. Linkage of stone 

formation to the VDD1 locus could be excluded respectively with a kd  of 2.0 (single 

and recurrent stone-formers) and 3.25 (recurrent stone-formers). Quantitative trait 

analyses revealed no evidence for linkage to 24-h calciuria and oxaluria, serum 

1,25(OH)2  vitamin D levels, and Ca/cr ratios. This study shows absence of linkage 

of the putative la-hydroxylase locus to calcium stone formation or to quantitative 

traits associated with idiopathic hypercalciuria. In addition, there is co-aggregation 

of calciurie and oxaluric phenotypes with stone formation. 
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INTRODUCTION 

The passage of a kidney stone is a common and recurrent disorder affecting 1 to 5% 

of the Caucasian population, and has important economic and medical consequences. 

It is usually associated with intolerable pain and can result in loss of renal function 

and/or infection. 	Calcium stones constitute the most prevalent type of 

nephrolithiasis, and are thought to result from a combination of metabolic factors of 

environmental and genetic origin. Recognized urinary factors which may predispose 

to stone formation include increased urinary excretion of calcium and oxalate 1'2. 

Dietary risk factors include decreased fluid, calcium and potassium intake as well as 

increased protein intake 3. 

Large epidemiological surveys have demonstrated familial aggregation for kidney 

stone formation 4-6  with an increased risk for first-degree relatives. From such 

studies, one can derive indices of family clustering, termed factors 7, by extracting 

the ratios between the prevalence of the disease in relatives of an affected proband 

(parent, sibling, offspring), and the population prevalence. For stone passage, the 

lifetime X factor for male siblings (Xs) can be estimated to vary from 2.5 to 4, a value 

higher than essential hypertension and non-insulin dependent diabetes mellitus (2), 

but lower than insulin-dependent diabet mellitus (15). A polygenic model of 

inheritance has been proposed by Resnick et al based on the observation that there is 

a higher proportion of affected younger siblings in sibships where one of 2 oldest 

siblings is affected, than when both are unaffected 5. However, little is known about 

the number of genes predisposing to calcium stone formation, or about the relative 

contribution of environmental and genetic factors. The elucidation of the molecular 

bases of monogenic disorders associated with the formation of calcium 

nephrolithiasis such as primary hyperoxaluria 8  and Dents disease, a rare X-linked 

hypercalciuric nephropathy resulting from inactivating mutations in a renal chloride 

charnel termed CLC-5 9'1°, also indicates that genetic factors are likely to play a 

significant role in common calcium stone formation. In addition, stone formation is 
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observed in monogenic disorders such as cystinuria 11, Lesch-Nyhan syndrome 

(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase deficiency) 12, and adenine 

phosphoribosyltransferase deficiency 13. 

Numerous studies have attempted to define the causes of calcium stone formation by 

analyzing in vivo and in vitro biochemical markers related to calcium and oxalate 

metabolism, and to inhibition of crystallization. Perhaps the most consistently 

reported anomaly is increased urinary calcium excretion (>0.1 mmol/Kg/24 hours). 

Hypercalciuria without a lcnown systemic cause, i.e. idiopathic hypercalciuria, is 

present in approximately 40% of stone formers compared with only 5% in the 

general population, and is usually associated with increased intestinal calcium 

absorption. Sporadic reports have suggested that idiopathic hypercalciuria is 

heritable and transmitted as an autosomal dominant trait 14'15, but this hypothesis 

has not been rigorously tested using standard segregation analysis. Further 

investigations 16 have proposed that idiopathic hypercalciuria is heterogeneous and 

results from a variety of causes including dietary excess of calcium, idiopathie 

intestinal calcium hyperabsorption, renal calcium leak (leading to secondary 

hyperparathyroidism), and renal phosphate leak (leading to hypophosphatemia, 

increased vitamin D production and hypercalciuria). However, these categories of 

idiopathic hypercalciuria might not represent specific entities but rather the extremes 

of a continuous spectrum 17. This is also suggested by the fact that a significant 

proportion of hypercalciurics are now deemed "unclassifiable" 18, and present with 

various degrees of fasting hypercalciuria and intestinal calcium hyperabsorption. 

Although controversy persists regarding the primary event(s) responsible for 

idiopathic hypercalciuria, the vitamin D pathway, which is the only known hormonal 

stimulus for intestinal calcium absorption, is a preeminent hypothesis to explain this 

trait. Among the candidate genes that could contribute to hypercalciuria, and hence 

to the formation of calcium stones, a disordered 1 a—hydroxylase activity is perhaps 

the most attractive for the following reasons: 1) 1 a-hydroxylation of vitamin D3 is 
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the rate-limiting step in the formation of active vitamin D3 (1,25(OH)2D3). 2) 

Subjects with idiopathic hypercalciuria maintain a calcium balance that is very much 

similar to control subjects given 1,25(OH)2D3, showing a combination of increased 

intestinal absorption of calcium and increased urinary fasting calcium excretion 19- 

22. 3) Hypercalciuric subjects may have increased plasma levels of 1,25(OH)2D3 

• 1723-25 under a free die ' 	. Moreover, 1,25(OH)2D3 production rates, as measured 

by the equilibrium infusion of tritium-labeled 1,25(OH)2D3, are increased without 

changes in metabolic clearance rates 26. 4) Ketoconazole, an inhibitor of 

1,25(OH)2D3 synthesis, induces a reduction in intestinal calcium absorption and 

renal excretion when administered to hypercalciuric subjects 27. 

To test whether genetic variation at the la—hydroxylase locus might be associated 

with calcium stone formation, renal calcium excretion, intestinal calcium absorption 

as well as plasma 1,25(OH)2D3 levels, we performed genetic linkage studies in large 

families of French Canadian descent with multiple affected members. Our results 

suggest that the putative la-hydroxylase locus on chromosome 12q is neither linked 

to calcium stone formation nor to intermediate phenotypes relevant to calcium 

metabolism and vitamin D homeostasis. 
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METIIODS 

Family ascertainment 

Pedigrees. This study was approved by institutional review committees and all 

subjects gave informed consent. Probands with at least one episode of renal stone of 

predominant calcium-oxalate content as determined by crystallographic analysis 

(Louis C. Herring & Co., Orlando, Florida) and with a family history of 

nephrolithiasis (at least one affected sibling), were interviewed by a clinical research 

nurse and asked to contact affected and unaffected siblings and parents, or 

intervening relatives when parents were deceased. We ascertained 36 French-

Canadian sibships from probands recruited at several urology and nephrology clinics 

in the Montréal and Québec city regions. After interviews and reviewing hospital 

records, 26 of 36 families (28 sibships) comprised at least one pair of affected 

siblings with one or more verified episodes of nephrolithiasis. 

Phenotypic traits 

Affection status for renal stones. Age, sex, weight, height and sitting blood 

pressure were obtained in each relative participating in the study. Episodes and 

onset age of stone passage for sibs and probands were confirmed by a detailed 

review of all the records available from the respective hospitals where clinical 

assessments were made. All affected siblings had at least one definite stone episode 

verified by either: 1) stone passage; 2) intravenous pyelogram (radio-opaque stone) 

with suggestive symptoms when absence of passage; 3) surgery. If at least one 

episode could be verified, the total number of episodes was determined according to 

the patients description (stone passage and renal colic with spontaneous resolution). 

Crystallographic analysis was performed on all stones available from the siblings and 

biochemical analyses of stones from hospital records were retrieved. We also 

reviewed the hospital records from unaffected siblings (abdominal ultrasounds and 

X-rays) when possible, to confirm an unaffected status. We assigned the unaffected 

status when no previous passage of stone and/or suggestive symptoms were elicited 

on interview. Unaffected sibs with evidence of a stone on an abdominal ultrasound 

or plain X-ray film, and sibs with suggestive symptoms (renal colic, hematuria and 

no passage of stone) but no concomittant radiologie evidence, were considered as 
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unknown for the trait. Siblings with a history of stone passage and with clinical 

evidence of infection (fever, leukocyturia, positive urine culture), chronic diarrhea, 

primary hyperparathyroidism, inflammatory bowel disease or small bowel resection, 

were also assigned an undetermined affection status. 

24-h urine collection. The phenotyping protocol entailed a single 24-hour urinary 

collection under a moderately-restricted calcium diet. Calcium and vitamin 

supplements, as well as diuretics, were stopped 1 week prior to sampling. Patients 

were instructed (verbal and written) to avoid dairy products (i.e. milk, yogourt, 

cheese) for 5 days prior to the collection. Urines were collected in 4-liter disposable 

collection bags containing thymol. Family members were instructed by a clinical 

research nurse, in writing and verbally, to initiate the collection at 7 AM in the 

morning after the first void and collect the urine (including urine voided during 

defecation) until the next morning (including the first morning void). 

Calcium loading test. All family members were ascertained concomittantly by a 

clinical research nurse with a nephrologist (A.B.) or a Ph.D. student responsible for 

the project (P.S.) on the moming ending the 24-hour urine collection. A supervised 

calcium loading test was performed according to the following protocol: a 2-hour 

fasting urine collection (from 7 AM to 9 AM) was obtained, followed by a 4-hour 

collection (9 AM to 13 PM) after the ingestion of 1 g effervescent elemental calcium 

(Novartis, Montreal, Canada). A light breakfast (2 toasts, black coffee) was allowed, 

and 2 glasses (300 ml) of water given at 9 AM and 11 AM. Lunch was delayed until 

after the final urine was collected (13 PM). Urine samples were transported to our 

institution on the same day, and biochemical analyses performed on the following 

day. 

Biochemical analyses. Biochemical analysis of urine and serum samples was 

performed by an autoanalyzer. Urine oxalate levels were determined by an 

enzymatic assay (Sigma Diagnostics, St Louis, Missouri). Serum 1,25(OH)2D3 

levels were measured by a radioimmunoassay (Incstar, Stillwater, Minnesota). Inter-

assay variation coefficient was 24.4% on a control test sample and 11.2% on a 

sample with increased (+50%) levels. Serum intact parathyroid (PTH) levels were 
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assessed using a radioimmunoassay kit (Nicholls histitute, San Juan Capistrano, 

California). 

Genotyping 
DNA was extracted from peripheral leukocytes or from established lymphoblastoid 

cell lines. We used a polymorphic marker (D12S90) in linkage disequilibrium with 

the putative la-hydroxylase gene on chromosome 12q (VDD1 locus 28), as well as 

centromeric (D12S368) and telomeric (D12S83) markers to D12S90 from the 

Généthon map spanning a 9 cM region. We enzymatically amplified the 

dinucleotide repeats from genomic DNA in 96-well plates using a thermal cycler 

(PTC-100; MJ Research Inc., Watertovvn, Massachussets) in 30 cycles of PCR with 

one of 2 primers end-labeled (7P32) under standard conditions. PCR products were 

submitted to denaturing gel electrophoresis (6% polyacrylamide, 7M urea, 1X TBE) 

and genotypes were determined from reading the major bands for each subject. 

Allele numbers were assigned starting at 1 for the shortest allele, and increasing by 1 

for each step of 1 dinucleotide repeat. 

Linkage analyses 
All genetic analyses were performed using programs compiled on a Sun ULTRA 1 

workstation. The MULTIIVIAP and CRIIVIAP programs 29 were used to order the 

markers and calculate genetic distances on our pedigrees. The most likely order 

(with a likelihood ratio at least 1000:1 over the next best order) was (D12S368-

D12S90-D12S83) with sex-averaged intervals of 6.7 and 2.3 cM. This is similar to 

data published by Généthon. 

Affected sib-pair method. Genetic linkage between markers and traits was 

analyzed with parameter-free methods. For qualitative traits, the number of alleles 

shared identical-by-descent in affected pairs of a sibship was compared to the 

proportion expected under the hypothesis of independent segregation of marker and 

trait using the STBPAIR program (ANALYZE package) and SIBPAL programs 

(version 2.6) from the S.A.G.E. package 30. We also used the MAPMAKER/SIBS 



38 

program (version 2.1) 3 1 to calculate multipoint Lod scores (MLS or maximum 

likelihood scores) and allele sharing with all 3 markers. To extract all of the pair 

data available, we used all pairs available from a sibship, weighted according to the 

number of independent pairs, i.e. number of sibs minus 1. Allele frequencies were 

estimated from founders in the families. We used 2 affection status in pairs of 

siblings, according to the severity of the disease (sibs concordant for at least one 

episode of stone passage, and for at least 3 episodes). An age-of-onset covariate 

computed with the subroutine program AGEON (version 2.2) of S.A.G.E. was 

included, based on the information available in the pedigrees. This program uses 

maximum likelihood methods to estimate parameters of the distribution of age of 

onset in 6 different classes, determined by each parent s affection status (affected, 

unaffected, unknown). Quantitative linkage analyses were performed using the 

squared sib-pair trait difference regressed on the number of alleles shared identical-

by-descent. Urine collections with 24-hour creatinine excretions within 20% of that 

predicted by the Cockcroft-Gault formula 32  were used. Regressions were 

performed under 3 scales of measurements (untransformed, square root, and log-

transformed). 

Transmission disequilibrium test. We used the TDTLIKE program of the 

ANALYZE package as an intrafamilial association test on multiplex as well as 

simplex pedigrees 33. This test has been shown to be a powerful alternative to sib-

pair analysis in detecting genes in gametic disequilibrium, and evaluates all affected 

offspring of heterozygous parents for a given allele, comparing the frequency with 

which they transmit this allele with the frequency with which they transmit the other 

allele to their affected children 34. In this program, exact P values from a binomial 

distribution are computed looking at the probability of the allele under analysis 

transmitted X or more times to affected offspring of heterozygous parents out of 

(X+Y) opportunities. To reduce the number of necessary tests one should correct for 

in an unbiased way, only alleles which have at least five opportunities to be 

transmitted were considered, and P values were corrected for multiple testing. A 

likelihood-ratio based TDT test which considers all alleles jointly and allows that 
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one allele be transmitted to affected offspring but not the other alleles, was also 

performed, as implemented in the TDTLIKE program 33. Missing parental 

genotypes were completed when genetic information in the pedigree allowed 

unequivocally to reconstruct parental haplotypes. 
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RESULTS 

Sibships and siblings 
Table 1 describes the pedigrees as well as the number of corresponding sibships and 

their sizes. The pedigrees comprised 469 individuals (including intervening deceased 

relatives) and DNA was available for 342 of them. A total of 237 same-generation 

siblings (affected and unaffected) underwent clinical evaluation that included a 24-

hour urine collection, a calcium loading test and serum biochemical analyses. 

Clinical characteristics are shown in table 2. There were no differences in, body 

mass index, height or weight in affected versus unaffected male or female sibs (not 

shown). There was a significant difference in unaffected/affected ratios between 

male and female siblings (P(0.001) in complete sibsihps. Three sets of identical 

twins were phenotyped (only one twin included in the analyses). Two were 

concordant for the presence of kidney stones and were recurrent stone-formers (> 3 

episodes), and one pair was discordant, with the affected twin having passed a single 

stone during pregnancy. Crystallographic or biochemical analysis of stones was 

available for all probands and in 22 affected siblings from 14 sibships (27 stones). 

Of those, 24 were predominantly calcium stones (18 predominantly calcium-oxalate, 

4 calcium-phosphate, 1 mixed calcium-phosphate and oxalate), 3 were ammonium 

magnesium phosphate, and 1 uric acid (spouse with a known history of uric acid 

nephrolithiasis). Relatives with the latter 2 types of stones were assigned an 

undetermined affection status, as were 2 other siblings (affected) with inflammatory 

bowel disease and previous parathyroidectomy for hyperparathyroidism, 

respectively. 

Intermediate phenotypes in siblings 

Phenotype characteristics are also included in table 2. There were significant 

differences in 24-h calciuria corrected for body weight betvveen affected and 

unaffected siblings. However, this difference was only significant in females. There 

were also significant increases in fasting and net (A) calcium/creatinine ratios in 

affected compared to unaffected siblings. 24-h urinary oxalate excretion was 

increased in stone-forming siblings compared to non stone-formers. Serum 
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1,25(OH)2D3 levels were slightly increased in affected siblings. No significant 

differences in serum phosphate, calcium and intact PTH levels were noted between 

stone-forming and non stone-forming sibs (data not shown). 

Genetic linkage analysis of the I a-hydroxylase locus with stone passage 

We identified 9, 9, and 13 alleles respectively, for the D12S368, D12S90, and 

D12S83 dinucleotide markers. Marker allele frequencies were not significantly 

different from those published by the Genethon (wwvv.genethonfr). Table 3 

describes the allele sharing among sibs, as well as corresponding significance values, 

and shows no evidence for excess in alleles shared at the D12S90 locus. No linkage 

was present when male-male or female-female pairs were considered independently 

(data not shown). Multipoint analysis enabled to extract 94% of the inheritance 

information, and also confirmed the lack of linkage at the D12S90 locus. The 

exclusion routine (LOD score < -2.0) of MAPMAKER/SIBS excluded the D12S90 

locus at Xd values of 2.0 and 3.25, for the single and recurrent, and the recurrent 

stone passage phenotypes, respectively. The TDTLIKE program of the ANALYZE 

package was also used on multiplex as well as simplex pedigrees. As shown in table 

4, no evidence for segregation distortion in allele transmission was present in this 

subset of pedigrees, confirming the absence of linkage to the D12S90 locus. 

Therefore, the results suggest that allelic variation at the putative la-hydroxylase 

locus is not associated with susceptibility to calcium kidney stone formation. 

Genetic linkage analysis of the 1 a-hydroxylase locus to vitamin D levels and 

calciurie phenotypes 
Given the possibility that sibships might include phenocopies, which would decrease 

the power of our study, it is appropriate to determine whether genetic variation at the 

VDD1 locus is linked to intermediate phenotypes relevant to calcium handling and 

idiopathic hypercalciuria. This is particularly justified since affected sibs in our 

pedigrees demonstrate several characteristics related to idiopathic hypercalciuria. 

We performed genetic linkage analyses on serum 1,25(OH)2D3 levels, 24-hour 

calciuria and oxaluria (since intestinal oxalate absorption is indirectly coupled to 

calcium absorption) on complete urine collections, and calcium/creatinine ratios 
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before and after an oral calcium load. As demonstrated in table 5, no evidence for 

linkage to any of the quantitave traits was obtained under 3 scales of measurements 

(untransformed, square root, and log-transformed). Multiple test-corrected, 

marginally significant P values were noted for 24-hour oxaluria, but when the 

analyses were carried on the entire sib-pair group (and not the smaller group were 

genotypes are available for all 3 markers), no significant values were noted (not 

shown). This suggests that, in addition to the lack of linkage of D12S90 to the 

discrete traits (with relaxed and stringent definitions), no linkage to quantitative traits 

relevant to vitamin D physiology and hypercalciuria is present in these sibships. 
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DISCUSSION 

We have conducted genetic linkage studies of the putative 1 a-hydroxylase locus in 

sibling pairs from large pedigrees of French Canadian descent, a genetically 

homogeneous population with an elevated birth rate until recently, and located 

within a well-defined geographic area because of linguistic barriers. Geographic and 

genetic homogeneity have the advantages of potentially reducing variability due to 

environmental factors, as well as the size of the oligogenic pool contributing to the 

disease, thus increasing the power to detect major susceptibility loci. We have used 

markers at close proximity with the putative locus of the la-hydroxylase gene 

(VDD1 locus). Pseudovitamin D deficiency rickets type 1 (VDD1) is associated 

with decreased plasma calcium, phosphate and 1,25(OH)2D3 levels, and with severe 

skeletal changes. The specific response to physiologic doses of la(OH)D3, but not 

to 25(OH)D3, strongly suggests that it is secondary to decreased 1 a—hydroxylase 

activity (likely its p450 component), or to dysfunction of a regulatory protein 35. 

Proof that the basic defect involves 1 a-hydroxylation has been obtained by direct 

assay on decidual cells from patients with the disease 36. In addition, the specific 

enzyme deficiency has been confirmed in kidneys from pigs with the analogous 

disorder 37. These results strongly indicate that 1 a-hydroxylase or one of its co-

factors is the defective protein, and that markers linked to VDD1 can be analyzed to 

evaluate whether genetic variation at this locus, presumably through a gain of 

function, is linked to calcium stone disease and idiopathic hypercalciuria. The 

analyses linking D12590 to VDD1 have been performed, in part, on an isolated 

population of French-Canadians with a founder effect dated 12 generations ago, and 

all affected individuals from the same region carried the same allele 28, implying not 

only linkage, but also linkage disequilibrium. This suggests that the genetic distance 

between the D12590 and VDD1 loci is likely to be in the infra-centiMorgan range 

38, and that maximal power is achieved for linkage analyses when using this marker. 

We have excluded the putative 1 a-hydroxylase gene as a susceptibility locus that 

predisposes to calcium kidney stone formation in our group of multiplex sibships 
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using a relaxed (at least one stone passage) and a more stringent (recurrent stone-

formers) affection status. Moreover, we have not found evidence that this locus 

explains any of the variance of intermediate phenotypes relevant to la-hydroxylase 

activity, including serum 1,25(OH)2D3 levels, urinary calcium excretion and 

intestinal absorption (24-hour and following an oral calcium load), as well as 24-

hour urine oxalate excretion, adding further evidence that allelic variation at this 

locus is not associated with relevant phenotypes. This is particularly important since 

a disordered reg-ulation of 1,25(OH)2D3 production has been proposed as a 

preeminent hypothesis to explain idiopathic hypercalciuria, a major trait contributing 

to calcium stone formation 22. These results obviously apply to the families studied 

here and although they do not completely rule out the possibility that genetic 

variation at the 1 a—hydroxylase locus has major effects on kidney stone formation, 

or on intestinal and/or renal calcium handling in certain individuals, they do indicate 

that hypothetical mutations of this gene must be uncommon in our stone-forming 

population. 

We have used an affected sib-pair design, as it is well suited to situations where 

inheritance of the trait is complex or unknown. To our knowledge, this is the largest 

collection of multiplex sib-pair pedigrees with calcium kidney stone disease gathered 

so far. Presently, the number of pairs available for this study allows the exclusion of 

major loci contributing to the traits considered () d  of 2.0 and 3.25, respectively for 

status 	and 	episodes, at a recombination fraction of 0%). Additional families, 

or altematively, parametric linkage analysis would be required to detect weaker 

genetic effects. However, kidney stone passage is a late-onset trait, and it has not 

been possible to phenotype both parents in all of our pedigrees to conduct 

segregation analyses which would indicate genetic parameters (penetrance function 

and gene frequency) to use in traditional parametric analyses. For intermediate 

quantitative traits related to calcium stone formation, no data is available on the 

proportion of phenotypic variability that would result from genetic effects. 

Segregation analyses on quantitative traits in nuclear families, as well as twin studies 

should be performed to provide this information. In the event that a segregation 

pattern consistent with that of a major gene effect is obtained (for example, well- 
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knovvn major gene effects have been described for the red blood cell sodium-lithium 

countertransport 39, and the serum angiotensin I-converting enzyme 40, and 

immunoglobulin E levels 41), parametric linkage analyses using the inferred genetic 

parameters (gene frequencies and corresponding phenotype levels), could be 

performed to corroborate our findings. This would also be valuable to demonstrate 

homogeneity of the results across families. 

As for any study, certain notes of caution must be provided. First, the present 

findings only apply to the D12S90 region, and it is possible that other 1 cc- 

hydroxylases are present in the kidney 42, which we are not able to investigate at the 

moment. Second, it is also possible that this locus encodes a co-factor and not the P-

450 component of the enzyme, although this study would still be of significant 

scientific interest even if that would be the case. 

We have also shown that there is familial co-aggregation of calciurie and oxaluric 

phenotypes with the passage of calcium and/or radio-opaque Icidney stones. 

Although this was not the primary purpose of the study and is an expected finding 

considering a number of studies that have been published so far, the use of family-

based controls provides a more homogeneous study design than simple case-control 

analysis. Affected sibs, particularly males have increased 24-hour urinary excretion 

of oxalate over unaffected ones, and this confirms previous case-control studies 2  in 

suggesting that mild hyperoxaluria might be an important risk factor for stone 

formation. Affected sibs also have increased 24-hour urine calcium excretion 

(particularly females), and demonstrate increased calcium absorption following a 

calcium loading test and increased fasting calciuria. This pattern is compatible with 

both increased intestinal absorption and renal excretion of calcium, and is the most 

frequent finding in hypercalciuric calcium stone formers. In our group of families, 

hypercalciuric phenotypes (24 hour calcium excretion under a moderately-restricted 

calcium diet, calcium loading tests) have been found to be particularly prevalent in 

women, with male subjects showing only a modest trend towards increased baseline 

24-hour and after-loading urine calcium excretion. This was not associated with 
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menopause, since affected and unaffected female sibs were of comparable ages. 

Similar findings have been described previously 43, and could reflect a decreased 

susceptibility for kidney stone formation in females, which would depend more on 

calciurie risk factors than males. Finally, we have found slightly higher serum 

1,25(OH)2D3 levels in stone-formers compared to controls. This is similar to some 

studies 23-25,  but at variance with others 17. In view of the present linkage findings, 

the significance of these results is undetermined. 

This study is not the first one on the analysis of candidate genes in idiopathic 

hypercalciuria and calcium-oxalate nephrolithiasis. A previous case-control study 

has demonstrated a lack of association of the vitamin D receptor locus (on the same 

chromosome and centromeric to the D12S90 locus) with absorptive hypercalciuria 

and stone formation 44. Combined with our study, this suggests that neither 

increased vitamin D production (from increased la—hydroxylase activity), nor action 

(from increased vitamin D receptor expression) is implicated in hypercalciuria and/or 

calcium stone formation. Other loci encoding proteins involved in calcium handling 

by the kidney and the intestine, in the metabolism of oxalate, or in crystallization 

inhibition of urine, would be interesting candidates. It will also be particularly 

important to look at the corresponding (syntenic) human loci of genes linked to renal 

calcium excretion in the genetic hypercalciuric rat. Such studies are being performed 

at the moment 45. As further candidate genes are identified through subsequent 

investigations, genome-wide approaches should provide a first estimation of the 

number and respective weights of genetic loci linked to calcium oxalate stone 

formation and idiopathic hypercalciuria. However, the optimal family structure and 

linkage approaches remain to be defined. Ultimately, these studies should elucidate 

the pathophysiology of calcium stone formation and hypercalciuria. 
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NOTE ADDED IN PROOF 

Since submitting this manuscript, the cDNA for 25-hydroxyvitamin D3 1 alpha-

hydroxylase has been cloned in the mouse (1) and the human cDNA and genomic 

DNA have also been published (2). Therefore, we enzymatically amplified a 

sequence tag from the 3 region of the gene on a low resolution radiation hybrid 

panel (GB4, Research Genetics) to locate the gene respective to the sequence tag site 

framework map of the Whitehead Institute (3). We determined that the gene is 

located between markers D12S90 and D12S83 used in this study (Lodscore > 15), in 

agreement with recent findings (4). This confirms that we have excluded the la-

hydroxylase as a major gene for calcium oxalate kidney stone formation. 

1. Takeyama K, Kitanaka S, Sato T, Kobori M, Yanagisawa J, Kato S: 25-

Hydroxyvitamin D3 1 alpha-hydroxylase and vitamin D synthesis. Science 277: 

1827-1830, 1997 

2. Monkawa T, Yoshida T, Wakino S, Shinki T, Anazawa H, Deluca RF, Suda T, 

Hayashi M, Saruta T: Molecular cloning of cDNA and genomic DNA for human 25-

hydroxyvitamin D3 1 alpha-hydroxylase. Biochem Biophys Res Commun 239: 527-

533, 1997 

3. Hudson T, Stein L, Gerety S, Ma J, Castle A, Silva J, Slonim D, Baptista R, 

Kruglyak L, Xu S-H, Hu X, Colbert A, Rosenberg C, Reeve-DAly M, Rozen S, Hui 

L, Wu X, Vestergard C, Lander E: An STS-based map of the human genome. 

Science 22: 1945-1954, 1995 

4. St-Arnaud R, Messerlian S, Moir JM, Omdahl JL, Glorieux FH: The 25-

hydroxyvitamin D 1-alpha-hydroxylase gene maps to the pseudovitamin D-

deficiency rickets (PDDR) disease locus. J Bone Miner Res 12: 1552-1559, 1997 
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Table 1 Number of Calcium Stone-Forming Families and Sibships According to 
Disease Status 

No. of Affected 
Siblings per Sibship 

No. of Sibships 
Status la 	Status 2b  

1 24 10 
2 13 6 
3 6 6 
4 2 1 
5 3 0 
6 3 0 
7 0 0 
8 1 1 

Total No. of Sibshins 52 24 
Total No. of Families 36 20 

a: Affected individuals with at least one episode of stone passage; 
b: Affected individuals with at least three episodes of stone passage. 
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8.2 	Le récepteur de la vitamine D 

Hypothèse : Une variation génétique au ou près du locus du récepteur de la vitamine 

D est liée à la néphrolithiasique calcique et/ou aux phénotypes intermédiaires 

associés. 

Rationnelle : Comment expliquer que certains patients avec hypercalciurie 

absorptive ne présentent pas d'élévation de vitamine D78. Les résultats obtenus chez 

le rat lithiasique hypercalciurique86 et chez les patients avec calculs rénaux112 

suggèrent que des mécanismes autres que la régulation anormale de la vitamine D 

sont responsables de l'hypercalciurie puisqu'une augmentation intestinale de 

l'absorption de calcium s'effectue même lorsque les niveaux sériques de 

1,25(OH)2D3  sont normaux. Ceci suggère une régulation anormale du récepteur de 

la vitamine D dans les cellules intestinales113, soit par une sensibilité accrue du 

récepteur ou soit par un contenu plus élevé. L'amplification de la réponse du 

récepteur expliquerait l'hypercalciurie lorsque les niveaux de vitamine D sont 

normaux. 

Conclusions : Cette étude, telle que publiée dans le «Journal of the American 

Society of Nephrology » (10 : pl 007-1013 (1999)), a démontré une liaison à la 

néphrolithiase avec un marqueur près du récepteur de la vitamine D (D12S339, 

P=0.01), aussi bien qu'avec des marqueurs adjacents (D12S1663: P=0.03 et 

D12S368: P=0.01). Par contre, ces résultats n'ont pas été confirmés par le criblage 

du génome (c.f. section 9.6). L'analyse de la calciurie suggère une liaison positive 

avec quelques marqueurs. Au meilleur de notre connaissance, cette étude est la 

première à établir une liaison d'un locus génétique à la formation d'urolithiases 

calciques. 
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ABSTRACT 

Calcium is the principal crystalline constituent in up to 80% of kidney stones. 

Epidemiological studies have suggested that genetic predisposition plays a major 

role in the etiology of this condition. We have evaluated by a candidate-gene 

approach whether the vitamin D receptor (VDR) locus on chromosome 12q12-14 is 

implicated in idiopathic hypercalciuria and calcium nephrolithiasis in a cohort of 47 

French Canadian pedigrees. These comprised 54 sibships with a total of 303 pairs of 

siblings concordant for 	stone episodes. We provide evidence for linkage to 

nephrolithiasis with microsatellite marker D12S339 (near the VDR locus, P=0.01) as 

well as with fianking markers (D12 S1663 : P=0.03 and D12 S368 : P=0.01). Inclusion 

of unaffected sibs in the analyses also supported evidence for linkage. Quantitative 

trait linkage analysis of urinary calcium excretion yielded linkage to some but not all 

markers. To our knowledge, this is the first study to suggest linkage for idiopathic 

calcium stone formation. 
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INTRODUCTION 

Calcium stone passage is a frequent event that can have important consequences for 

patients and health care systems. Large epidemiological studies have shown familial 

clustering of idiopathic calcium nephrolithiasis passage 1-4. A positive family 

history is the single most important risk factor, after controlling for known dietary 

factors 5. Thus, idiopathic calcium stone formation is thought to require the 

interaction of genetic and/or environmental factors 6. The trait is suspected to be 

polygenic 2, and related in part to the excretion of excessive amounts of calcium in 

the urine, or idiopathic hypercalciuria. Hypercalciuria is present in up to 40% of 

stone-formers 7, and less than 10% in the general population 8. 

Several lines of evidence suggest that allelic variation at the vitamin D receptor 

(VDR) locus could be linked to hypercalciuria and hence, to the formation of 

calcium stones. First, hypercalciuria is frequently associated with increased 

intestinal absorption of calcium 7. The only known hormonal stimulus for intestinal 

absorption of calcium is via the 1,25(OH)2  vitamin D3 and its receptor. Second, a 

previous study has suggested that activated lymphocytes from patients with 

hypercalciuria have increased VDR number 9. Third, hypercalciuric calcium stone-

formers have reduced vertebral mineral density 10-12,  and genetic variation at the 

VDR locus has been associated with bone mineral density in some 13-16,  but not all 

studies 17-21. Finally, VDR genotypes have been associated with intestinal 

absorption of calcium in women 2223. 

Here we present the results of a sib-pair linkage study performed in large sibships of 

French Canadian descent in which we tested for potential linkage of the VDR locus 

to idiopathic calcium stone formation and relevant quantitative traits. The French 

Canadian population, due to its demographic history, is relatively homogeneous, and 
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represents an interesting population to map complex traits, as the oligogenic pool 

contributing to a given trait is likely to be smaller. 
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SUBJECTS AND METHODS 

Pedigrees 
All families were recruited from several specialized renal stone clinics and a 

lithotripsy unit in Montreal and Quebec City. The study was approved by 

institutional research ethics boards and informed consent was obtained from each 

subject. Affected and unaffected siblings and parents, or intervening relatives when 

the parents were deceased, were interviewed as previously described 24. Families 

were ascertained through a single proband with at least one calcium stone episode 

verified by: crystallographic or biochemical analysis when available, or intravenous 

pyelogram (radiodense stone). Overall, crystallographic analysis was available for 

57% of probands (27/47), biochemical analysis for 26% (12/47) and radiodense 

stone for 17% (7/47). Available hospital records (abdominal ultrasounds and x-rays) 

were reviewed to confirai unaffected status for healthy relatives. Individuals with a 

history of urinary tract infection or with any secondary condition that might 

predispose to kidney stones (i.e. inflammatory bowel disease, hyperparathyroidism) 

were attributed an undetermined affection status. After carefully reviewing hospital 

records, and verification for potential paternity and mishandling problems, 47 

pedigrees comprising 569 founder and non-founder subjects, totaling 54 sibships and 

303 pairs of siblings concordant for 1 stone episode, were included in the study 

(table 1). Both parents were available in 12 sibships, one parent in 24 sibships and 

no parent in 18 sibships. Affected males passed, on average, 4.9±11.7 stones 

whereas affected females passed 4.0±10.0 stones. Age of onset for males was 

34.2±11.8 year and for females 31.5±12.5. 

Intermediate Phenotypes 
Age, sex, weight, height and sitting blood pressure were obtained in each relative 

parficipating in the study. The phenotyping protocol 24 entailed a single 24-hour 

urinary collection and a supervised calcium loading test. Standard biochemical 

analysis of urine and serum samples was performed by an autoanalyzer. 

Radiation Hybrid (RH) Mapping 
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A sequence tag (STS) of the coding region of the VDR gene 25 was enzymatically 

amplified in triplicate on a low-resolution RH panel (GeneBridge 4 panel, Research 

Genetics, Huntsville, ALA) according to standard methods. This allowed to map the 

VDR gene relative to the human genome RH map 26  using the Whitehead 

Institute/MIT server (URL: http://wwvv-genome.wi.mitedu). We then amplified 

fianking, highly polymorphic markers on a high-resolution RH panel (TNG3 panel, 

Research Genetics, Huntsville, ALA) and mapped marlcers relative to the VDR 

locus. We used the RHMAP program to order STSs relative to each other 27. 

Single Strand Conformation Polymorphisms (SSCP) and DNA Sequencing 

The entire VDR coding region DNA (4.6 Kb) was enzymatically amplified in 10 

overlapping segments (see Table 2) from peripheral monocyte cDNA of 15 unrelated 

subjects with a history of calcium stone formation. RNA was first extracted from 

peripheral monocytes of heparinized whole blood samples using the TRIzol LS 

Reagent protocol (GibcoBRL, Gaithersburg, MD), and reverse-transcribed with the 

M-MLTV reverse transcriptase (GibcoBRL, Gaithersburg, MD). The detection of 

DNA variants was performed by single stranded conformational polymorphism of 

enzyme-restricted fragments (size approximately 150 bp) under 3 different 

conditions as described 28. Direct DNA sequencing was performed on double-

stranded gel-purified variant PCR products (silicagel procedure, QIAGEN, Valencia, 

CA) using a standard sequencing Kit (New England Biolabs, Beverly, MA). 
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Genotyping 

Hi/11y polymorphic markers from Généthon 29 were selected to encompass the 

VDR locus. Genotypes were determined following 32P-dATP or Cy5 end-labeled 

PCR amplification of genomic DNA extracted from peripheral leukocytes 30 and 

submitted to denaturing gel electrophoresis (ALF express DNA SEQUENCER, 

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 

Individuals were also genotyped with two restriction fragment length polymorphisms 

(RFLP) of the VDR gene located at cDNA nucleotide positions 117 of exon 2 and 

3302 of exon 9. Primer sequences (5 to 3') for amplification of exon 2 were: VDR2a 

AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT 
	 and 	 VDR2b 

ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC 31; and for exon 9: VDRS3229 

TGTATTGGTCCAGCTTGCTCT 	 and 	 VDRR3482: 

CAGGGTTTCTCCATGTTGGT. Amplified products from exon 2 and exon 9 were 

respectively digested with the restriction enzymes FokI (New England Biolabs, 

Beverly, MA) and Tru9I (Boehringer Mannheim, Laval, Canada) overnight at 37°C 

and electrophoresed in a 2% agarose gel containing ethidium bromide. The 

undigested allele was termed allele 1 and the digested allele 2. To increase 

polymornhic content, the genotypes for these two RFLPs were combined for each 

individual. The most likely haplotype was determined using the SIMWALK2 

program 32. 

Linkage Analysis 
Genetic distances between the markers were computed using the CRINIAP and 

MULTIMAP programs 33'34  from our data. Genetic linkage analysis was 

performed using the affected sib-pair method. Allele frequencies were estimated 

from founders of the pedigrees 35. Linkage analyses were performed using affected 

siblings with at least one verified episode of stone passage. Statistical analysis 

between the disease and the panel of markers in the VDR region was performed with 

the SIBPAIR program of the ANALYZE package 35. This program performs a sib-

pair analysis on all sib-pairs in the data set. When there are multiple sibs in a 
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36 sibship, it weighs the pairs according to the sibship size . When the parents are 

untyped at the marker locus, the program computes the likelihood of each possible 

genotype, and calculates the number of alleles shared identical-by-descent (I.B.D.) in 

a sib-pair as the average over all possible parental genotype combinations, weighted 

by their conditional probabilities given the lcnown data. 

The Sib-Pair Linkage Analysis Program (SI13PAL) was also used to detect linkage 

between the putative trait loci and microsatellite markers in the VDR region 37. For 

dichotomous traits, a test is performed to determine if the mean I.B.D. is greater than 

50% for full-sibs (mean I.B.D. for half-sibs was also included in the test). This 

information is then used to regress the squared sib-pair trait difference over mean 

I.B.D 38. The SIBPAL program was also used for quantitative trait mapping. The 

aim was to identify whether a genetic locus at or near the VDR gene contributes to 

the variation of several biochemical parameters relevant to calcium nephrolithiasis. 

Parental data and complete sibship data were used. 
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RESULTS 

Intermediate Phenotypes 
The 24-hour urine excretion of calcium and oxalate as well as fasting and net delta 

calcium/creatinine ratios (delta Ca/cr: difference between post-calcium load ratio and 

fasting ratio) are shown in table 3. These results have been updated using newly 

ascertained kindreds 24. Affected siblings in this group of families excreted 

significantly more calcium in their urine than unaffected ones. Gender-specific 

comparisons revealed that affected female sibs excreted significantly more calcium 

per 24-h (0.086±0.051 vs 0.063±0.037mmol/kg per 24h, p=0.008) and had higher 

fasting (0.47±0.40 vs 0.35±0.21mmol/mmol, p=0.01) and net delta (0.77±0.76 vs 

0.47±0.32mmol/mmol, p=0.002) urine calcium/creatinine ratios. Affected male sibs 

excreted significantly more calcium per 24-h (0.084±0.043 vs 0.067±0.026mmol/kg 

per 24h, p=0.04). However, no significant difference was observed for fasting and 

delta calciumkreatinine ratios. 

RH Mapping 
A sequence tag of the VDR gene was assigned to chromosome 12q12-14 confirming 

previously published data 39. We next mapped a highly polyrnorphic marker from 

Généthon (D12S339) close to the tag as well as 2 flanking markers (D12S1663 and 

D12S368). We established a radiation hybrid map that contains 4 STS. The order of 

loci was the following: D12S1663-VDR-D12S339-D12S368 with a lod score of 2.3 

over the next best order that would place VDR between D12S339 and D12S368. 

Linkage Analysis 
A total of five microsatellite markers spanning the candidate region (12q12-14) and 

two combined RFLPs (Fold-Tru91) located in the coding region of the VDR gene 

were used for linkage analysis. Map position and sex-averaged genetic distances 

between markers are described in table 4. Locus order and distances are in 

accordance with those of Généthon 29. Results of linkage analyses between these 

markers and nephrolithiasis are also summarized in table 4. Affected sib-pair 
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analysis provided some evidence for linkage of markers D12S1663, D12S339, and 

D12S368 to calcium stone passage. Inclusion of unaffected individuals in the 

analyses also showed evidence for linkage to markers D12S1663, FokI-Tru9I, 

D12S339 and D12S368. This excess in allele sharing over a large region (11.2cM) 

containing 4 highly polymorphic markers suggests the presence of a susceptibility 

gene between the D1251663 and D12S368 markers in this dataset. 

Since incorrect assumptions about marker allele frequencies can substantially affect 

the significance of linkage results, we determined the effect of systematically 

perturbing allele frequencies at all marker loci. We used allele frequencies: 1) 

estimated by Généthon, 2) based on all individuals from our database, 3) equal 

frequencies, 4) inverted frequencies between 2 to 3 pairs of alleles, and 5) doubling 

of frequencies for the 2 most common alleles. P-value ranges for linkage (SIBPAIR 

program only) to stone passage were: 1) D12S1663 [0.009-0.03], 2) D12S339 

[0.005-0.01] and 3) D12S368 [0.002-0.02]. P-value ranges for affecteds and 

unaffecteds were: 1) D12S1663 [0.03-0.05], 2) D12S339 [0.03-0.05] and 3) 

D12S368 [0.01-0.02], but was constant at 0.0004 for FokI-Tru9I. Thus, the results 

are robust to allele frequency misspecification. 

Quantitative Trait Locus Mapping 
Given the presence of suggestive linkage to this region, we then performed linkage 

analysis on traits relevant to calcium oxalate stone formation. Results of the linear 

regressions between the sib-pair squared differences and the proportion of genes 

I.B.D. at the marker loci are summarized in table 5. Suggestive linkage was found 

between marker D12S368 and 24-h urine calcium excretion and between marker 

D12S339 and calcium absorption (delta Ca/cr). The effect of incorrect assumptions 

of marker allele frequencies was assessed as above. P-values for QTL linkage 

analyses ranged from 0.004 to 0.007 for 24-h calciuria and marker D12S368, and 

from 0.001 to 0.003 for delta Ca/cr and marker D125339. Since linkage to flanking 

markers was not present, these results are inconclusive at the moment and we cannot 

confirm that this locus would be linked to 24h calciuria or intestinal calcium 

absorption. 
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SSCP analysis and exonic polymorphisms of the vitamin D receptor sequence 

SSCP analysis and DNA sequencing were performed on 15 affected unrelated 

probands in an attempt to identify functional polymorphisms of the coding region of 

the VDR gene that could explain the trait. Nine single-base pair polymorphisms were 

detected, and located in the untranslated region except for T117—>C and T1171—>C 

which were conservative substitutions located in the coding region (table 6). One 

polymorphism resulted in a T to C transition, which abolished the first putative start 

codon. This polymorphism has been previously described 16,40,41. 
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DISCUSSION 

We have evaluated whether the VDR locus on chromosome 12q12-14 is implicated 

in idiopathie calcium nephrolithiasis in a cohort of large French Canadian pedigrees 

with idiopathic hypercalciuric calcium stone formation. The results suggest the 

presence of a susceptibility locus, sinee there was significant allele-sharing excess 

with 4 markers in a region spanning 11.2 cM. Moreover, P-values were robust to 

misspecification of allele frequencies. This is expected to reduce the probability of 

obtaining spurious results. 

Although there is a possibility that the predisposing gene mig1ht be the VDR gene 

itself, confirmation of this hypothesis is not possible given the study design and 

results. Quantitative trait analysis of urinary calcium excretion values provided 

inconclusive evidence for linkage in our population, since some but not all markers 

showed linkage. A careful search for polymorphisms has shown conservative 

substitutions within the coding region. The role of these polymorphisms, as well as 

that of a frequent transition leading to the loss of the first putative initiation codon 

40, on VDR structure and fimction and on the pathogenesis of hypercalciuria, are 

unknown. A case-control study in hypercalciuric nephrolithiasis subjects has 

revealed the absence of association between hypercalciuria or stone formation with 

VDR genotypes in a Caucasian American population 42. This might suggest that a 

putative susceptibility locus on chromosome 12q12-14 is not the VDR gene itself. A 

gene relevant to nephrolithiasis in this region, the 1,a-hydroxylase gene, which maps 

between markers D12S90 and D12S83 by radiation hybrid mapping, has been 

excluded in a previous study 24. Further analysis of the genes located in this region 

does not reveal obvious candidates. 

Interestingly, preliminary results of genetic linkage studies in crosses of an 

experimental rat model of genetic hypercalciuria and calcium stone formation have 

provided evidence for the presence of a quantitative trait locus at the telomere of rat 

chromosome 7q 43. This region comprises a synteny group that includes genes 
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encoding the vitamin D receptor and the SP1 transcription factor 44, phenylalanine 

hydroxylase 45'46  and the retinoic acid receptor-y 47. The genetically hypercalciuric 

rat model shows several features present in human hypercalciuric stone-formers and 

might be a relevant model. These include: 1) increased intestinal calcium absorption 

48; 2) a defect in renal calcium reabsorption 49; and 3) an increased number of 

vitamin D3 receptors in the g-ut 50. 

To our knowledge, this is the first study to suggest linkage for idiopathic calcium 

stone formation. However, the statistical significance of our results is still relatively 

modest, considering that many regions with nominal P-values of 0.05 are expected to 

occur by chance if one would perform a genome-wide scan 51. In contrast to simple 

Mendelian traits, the identification of susceptibility loci by linkage analysis for most 

complex traits has proven difficult. One explanation is that the power of linkage 

analysis is influenced by the relative contribution of a susceptibility gene to the 

disease. It has been argued that linkage analysis using sib-pairs has limited power 

for loci with weak effects, i.e. s<1.5 52 (1s: a ratio of the risk for sibs compared 

with population prevalence 53). This is well exemplified by two recent reports on 

type 1 diabetes (IDDM) 54'55. Despite very large sample sizes, only the well-

established linkage to the HLA region (1s=3.2) has been confirmed by both studies, 

but not a dozen or so previously reported hits 54. This suggests that even for loci 

with a moderate effect (Is between 1.5 and 2.0), highly significant evidence for 

linkage will be difficult to obtain given a practical number of pedigrees. Therefore, 

independent confirmation of our results at the VDR locus will be important to 

support its main conclusion. Further studies should also focus on using more 

powerful intrafamilial association methods 56. 



72 

ACKNOVVLEDGEMENTS 

This study was supported by the kidney Foundation and the Medical Research 

Council of Canada. A.B. is a scholar of the Fonds de la Recherche en Santé du 

Québec. We would like to thank Kenneth Morgan, PhD, for helpful discussions. 

Some of the results of this paper were obtained by using the program S.A.G.E., 

which is supported by a U.S. Public Health Service Resource Grant (1 P41 

RR03655) from the National Center for Research Resources. 



Table 1 Number of calcium stone-forming familles and sibships. 

No. of Affected 
Siblings per Sibship No. of Sibships 

2 23 
3 14 
4 4 
5 6 
6 5 
7 1 
11 1 

Total No. of Sibships (families) 54 (47) 

73 
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Table 2 Primers for SSCP analysis of the cDNA sequence of the vitamin D receptor 

gene and the respective restriction enzymes used for generating smaller fragments 

(-15 Obp). 

Sense primera 
	

Reverse primer 	 Restriction enzyme 

29: ccagaagcctttgggtctgaa 

491: gaggagcagcagcgcatcatt 

910: aagtgccattgaggtcat 

1338: ctgagtgcagcatgaagctaa 

1829: tctcctgccttactccagata 

2235: ctcctcggatcaccgagagta 

2706: tgtgegggaccggtacagaaa. 

3191: tctagggagagacccttgttt 

3615: gatcgtgccgttactctccaa 

4048: ctteggggaactcctgaaata 

554: aggtggggtcgtaggtcttat 

970: ggacatgtcgtccatggtgaa 

1405: tcctagtcaggagatctcatt 

1902: gggatgttggtgggcactgaa 

2324: agaagatgeggctcactgctt 

2764: atctgaagaagcctctgtgat 

3251: gaagagcaagctggaccaat,a 

3683: cctgtectggtccacttctaa 

4118: ttcctttggaggagtggccta 

4581: cagcagtacttgcaaacaaag 

BstyI/StyI 

EarI/SexAI 

Mboll/SmaI 

HphI/StuI 

StynamHI 

Hindf1/13g1I 

StyI/KpnI 

MspI/MspI 

Sau3AI/StuI 

BanI/Asp700 

a: The number gives the 5 '-nucleotide position according to the published 
cDNAsequence of the VDR gene on the respective strand 25. 
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Table 3 Clinical characteristics of siblings in 47 pedigrees with calcium and/or 
radioopaque stones. 

Status Unaffected Affected P-values 

*Calciuria 0.065±0.033 0.085±0.047 0.0005 

(mmol/Kg/d) n=91 n=139 

*Oxaluria 4.84±1.42 5.05±1.72 0.33 

(mmol/Kg/d) n=90 n=137 

Fasting Ca/cr 0.36±0.23 0.43±0.33 0.01 

(mmol/mmol) n=159 n=205 

Delta Ca/cr 0.48±0.35 0.60±0.65 0.05 

(mmol/mmol) n=128 n=174 

All values mean±SD; Affected individuals with at least one verified stone passage. 
Delta Ca/cr: difference between post-calcium load ratio and fasting ratio. 
* 24-hour urine collections with creatinine excretion within 20% of predicted value 
(Cockcroft-Gault estimation 57). 
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Table 5 Quantitative trait linkage analysis of the VDR region with phenotypic traits 

relevant to calcium nephrolithiasis*. 

UCa/kg per day U0x/kg per day UCa/cr(fast) Delta Ca/cr 

D12587 0.94 0.40 0.24 0.58 

D1251663 0.33 0.50 0.75 0.94 

FokI-Tru9I 0.26 0.91 0.69 0.99 

D125339 0.96 0.25 0.10 0.002 

D125368 0.006 0.42 0.96 0.96 

D12590 0.62 0.55 0.61 0.54 

*P-values corrected for multiple testing. Trait values untransformed. 



Table 6 Polymorphisms in the coding region of the vitamin D receptor gene. 

Polymorphism Position Frequency RFLP 
T-C 117a  0.55/0.45 Fok I 
T-C 1171a  0.55/0.45 Sau 3A 
C-G 1850 0.70/0.30 BssSI 
+/- A 2190 0.50/0.50 None 
A-G 2728 0.75/0.25 None 
+/- A 3260 0.55/0.45 None 
A-C 3302 0.55/0.45 Tru 91 
A-T 3540 0.55/0.45 Nla III 
+/-C 3727 0.55/0.45 None 

a: Polymorphisms of the translated region 
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8.3 	Le récepteur sensible au calcium 

Hypothèse : Une variation génétique au ou près du locus du récepteur sensible au 

calcium est liée à la néphrolithiasique calcique et/ou à l'excrétion urinaire de 

calcium. 

Rationnelle : Le récepteur sensible au calcium régule la sécrétion de l'hormone 

parathyroïdienne en réponse à des changements des concentrations de calcium 

extracellulaire114. Les mutations de ce récepteur qui entraînent un gain de fonction 

, mènent à l'hypercalciurie familiale avec hypocalcemie115  .11 est possible qu'une 

variation génétique entraînant un faible gain de fonction du récepteur engendre une 

élévation de l'excrétion urinaire de calcium par l'intermédiaire d'une fuite rénale. 

Conclusion : Les résultats de cette étude, telle que publiée dans « Kidney 

International» (58: p38-42 (2000)), suggèrent que les variations génétiques du 

récepteur sensible au calcium ne sont pas liées à l'hypercalciurie idiopathique de 

même qu'à la formation de lithiase calcique dans des familles québécoises. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Calcium urolithiasis is in part genetically determined and 

associated with idiopathic hypercalciuria. METHODS: We have used a candidate 

gene approach to determine whether the calcium sensing receptor (CaR) gene is 

linked to idiopathic hypercalciuria and calcium urolithiasis in a cohort of French 

Canadian sibships with multiple affected members (64 sibships from 55 pedigrees 

yielding 359 affected sibling pairs with 1 stone episode). RESULTS: Using non-

parametric linkage analysis with various intragenic and flanking markers, we show 

that the CaR can be excluded as a major gene for hypercalciuric stone formation. We 

have excluded the CaR (lodscore < -2) at Xs values of 1.5, 1.68 and 2.6 for sib pairs 

concordant for at least 1 stone passage, at least 2 stone passages and at least 1 stone 

passage and calciuria above the 75th  percentile, respectively. Quantitative trait 

linkage analyses do not suggest that the CaR gene is linked to biochemical markers 

of idiopathic hypercalciuria. CONCLUSIONS: This study shows that genetic 

variants of the CaR gene are not associated with idiopathic hypercalciuria and 

calcium nephrolithiasis in this population of French Canadians. 
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INTRODUCTION 

The passage of a kidney stone (nephrolithiasis) is a common event that will affect 5 

to 15% of the North American population. In the United States, complications 

related to nephrolithiasis represent 1% of all hospitalizations and have an important 

economic impact 1. The most common type of nephrolithiasis is composed of 

calcium, either as an oxalate or phosphate salt, or a combination. Familial 

aggregation studies suggest that genetic factors underlie stone formation 2-6. A 

positive family history is a strong risk factor 6  and the passage or formation of 

3 calcium stones is probably a polygenic trait 	associated with increased urine 

calcium excretion (idiopathic hypercalciuria, IH) in up to 40% of stone formers. The 

genetic basis of IH is largely unlmown. 

The calcium-sensing receptor (CaR) is a candidate gene for IH. This G protein 

coupled receptor is expressed in parathyroid glands and kidneys and is a key 

regulator of parathyroid hormone (PTH) secretion and renal tubular calcium 

reabsorption according to extracellular calcium concentration 7. In the parathyroid 

gland, the CaR induces inhibition of parathyroid hormone secretion upon binding of 

calcium. In the lddney, the CaR is highly expressed in multiple nephron segments 

including medullar and cortical thick ascending limbs, proximal and distal 

convoluted tubule and inner medullary collecting duct 8, where it regulates renal 

tubular calcium reabsorption. In addition, the CaR is involved in urine concentration 

and dilution as it inhibits the action of vasopressin to balance the need for excreting 

calcium and conserving water 9. Genetic variation at the CaR locus is linked to urine 

calcium excretion in rare monogenic traits including familial benign hypercalcemia, 

neonatal severe hyperparathyroidism and in an autosomal dominant form of 

hypocalcemia 10-13. 
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We present the results of a sib pair linkage analysis of the CaR locus in a large group 

of French Canadian sibships. We tested this locus for linkage to calcium stone 

formation and quantitative phenotypes relevant to calcium metabolism. 
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MATERIAL AND METHODS 

Pedigrees and Phenotyping 

All families in the study were of French Canadian descent and recruited from several 

specialized stone clinics and lithotripsy units as described 14. Ail subjects gave 

informed consent and were interviewed by a member of the study. Urine sampling 

consisted in a single 24-hour urine collection under a free diet, as well as a calcium-

loading test. Standard biochemical analyses on urine and serum samples were 

performed, as described 14. Each affected proband had at least one calcium stone 

episode verified by crystallographic (pure calcium oxalate or combined calcium 

oxalate-calcium phosphate) or biochemical analysis when available. Overall, 

crystallographic analysis was available for 56% of probands (31/55), biochemical 

analysis for 25% (14/55). In 10 of the 55 patients (18%) no stone analysis was 

available so calcium stone episodes were verified by intravenous pyelogram 

(radiodense stone). Available hospital records (abdominal ultrasounds and x-rays) 

were reviewed to confirm unaffected status for healthy relatives. Individuals with a 

history of urinary tract infection or with any secondary condition that might 

predispose to kidney stones (i.e. inflammatory bowel disease, hypetparathyroidism) 

were attributed an undetermined affection status. 

The cohort consisted in 55 pedigrees (64 sibships) comprising 359 pairs of affected 

siblings with at least one stone episode (table 1). We defined "more severe" (at least 

2 stone passages) and semi quantitative (at least 1 stone passage with calciuria above 

the 75th  percentile, trait "T75") affection statuses, yielding 196 and 52 pairs of 

affected siblings, respectively (table 1). For the second affection status (at least 2 

stone passages) subjects with only 1 stone episode were assigned an undeterinined 

affection status. We used "more severe" phenotypes to enhance the putative genetic 

susceptibility in affected pairs of siblings. For the trait T75 every affected sib in a sib 

pair had at least 1 stone episode and a 24-h calciuria above 0.102 mmol/Kg/d (urine 

collections with 24-h creatinine excretion within 20% of that predicted by the 

Cockcroft-Gault formula 15). When 24-h collections were inadequatcly performed 



90 

we used fasting urine calcium/creatinine ratios (T75 = value above 0.513 

mmol/mmol). Table 2 shows clinical characteristics of affected and unaffected 

siblings for all three traits. 

Molecular and Statistical Genetics 

We physically mapped the CaR gene and three flanking highly polymorphic markers 

from Genethon (D3S1278, D3S3515 and D3S1551) by radiation hybrid mapping 

using a commercially available panel (GeneBridge 4 panel, Research Genetics, 

Huntsville, ALA) and PCR methods. The RHMAP program was used to order all 

sequence tag sites 16. 

Genotyping was performed on genomic DNA extracted from peripheral leukocytes 

by a salting out procedure 17. Amplifications of 3 multiallelic markers spanning the 

CaR gene locus and 2 intragenic markers of the CaR gene were performed by 

PCR/electrophoresis methods. The intragenic markers consisted in 2 biallelic 

polymorphisms, A986S and G990R 18, amplified in a single fragment using primers 

CaR3343 S (5 '-CAGCCCAGATGCAAGCAGAA-3 ') and CaR3500R (5 ' - 

TGGTGTCGGGTCAGCGTAT-3'). We used single-strand conformation 

polymorphism (SSCP) to resolve genotypes. The construction of genetic maps was 

carried out with the CRIMAP and MULT1MAP programs 19,20. 

Genetic and quantitative trait linkage analyses on intermediate phenotypes relevant 

to calcium homeostasis were performed with the MAPMAKER/SIBS program 

version 2.1 21  with the "all pairs" option weighted by sibship size. The aim was to 

determine whether common genetic variations at the CaR locus specify particular 

quantitative phenotypes. 
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RESULTS 

Mapping 

A sequence tag of the CaR gene was assigned to chromosome 3q13.3-q21, 

confirming previous results 22. The D3S3515 marker was closest to the CaR gene. 

The distance between both sequence tag sites was 0.105 rays (approximately 3.15 

cM) with a lodscore > 17. The genetic map constructed spanned an 11.8 cM region 

with the following order: D3 S1278-D3 S3515-(A986S-G990R)-D3 S1551 at distances 

of 5.4, 3.5 and 2.9 cM, respectively. The support for this order (lodscore) was 2.99 

log above the next best order. 

Linkage Analysis 

Multipoint sib pair linkage analyses did not show evidence for linkage between the 

CaR gene and calcium stone passage (at least 1 stone passage and at least 2 stone 

passages) in the total group. Furthermore, affected pairs of siblings concordant for 

calciuria above the 75th  percentile (traits T75) did not show evidence for linkage. The 

option "estimate" of MAPMAKERS/SIBS was used to determine allele sharing in 

affected sib pairs. The proportion of affected sib pairs sharing 0, 1 and 2 alleles at the 

CaR loci was identical to theoretical values under the null hypothesis (0.25, 0.50 and 

0.25) for all three traits studied (data not shown). The "exclude" option of 

MAPMAKERS/SIBS was used to determine the sibling relative risks (ks) for which 

we have excluded (lodscore < - 2.0) the CaR gene in our population (graph 1). The 

ks ratios were 1.50, 1.68 and 2.6, respectively for the aforementioned affection 

statuses. This suggests that the CaR gene is neither linked to urine calcium excretion 

nor to calcium stone passage in our hypercalciuric sibships. Finally the option 

"infomap" was used to calculate the information content mapping. The information 

contents of the loci were above 0.85 for all three traits. 

Quantitative trait locus mapping 
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To detertnine whether genetic variation at the CaR locus might modulate 

intermediate phenotypes related to calcium metabolism, we performed quantitative 

trait linkage (QTL) analyses on serurn calcium, PTH and 1,25(OH) 2D3, fasting and 

post-loading calciuria (before and after the ingestion of lg of elemental calcium) and 

24-h urine calcium excretion. Table 3 shows the results of QTL analyses in our 

families. No significant linkage was detected for any of the quantitative traits 

considered. 
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DISCUSSION 

We have used a candidate gene approach to determine whether the CaR gene on 

chromosome 3q is linked to urinary calcium excretion phenotypes and/or calcium 

stone formation in a group of French Canadian pedigrees. We analyzed the genetic 

data with the affected sib pair method, as it is well suited to situations where 

inheritance is complex or unknown. The results suggest that genetic variation at or 

near the CaR locus is not associated with hypercalciuric urolithiasis, using the entire 

group of stone-forming sibs, or a subgroup with more severe idiopathic 

hypercalciuria. In addition, the CaR locus is not associated with intermediate 

phenotypes of calcium homeostasis including serum calcium, urine calcium 

excretion, PTH and 1,25(OH)2D3 levels. 

These results provide evidence that the CaR locus can be excluded as a major gene 

for nephrolithiasis of ls ratios (defined as the ratio of the prevalence in siblings of 

affected individuals and the population prevalence 23) of 1.50 and 1.68, respectively 

for 	1 and ?_ 2 stone episodes, and 2.60 for stone-forming sib pairs concordant for 

hypercalciuria. Such results apply to the families studied here, and do not completely 

rule out the possibility that genetic variations of the CaR gene have major effects on 

kidney stone formation, or on intestinal and/or renal calcium handling in other 

populations. Also, we mulot exclude that rare mutations of the CaR gene are 

associated with stone formation 13. However, hypothetical variations of this gene 

predisposing to kidney stone formation must be uncommon in our stone-forming 

population. 

In the present study, we have also found that urinary calcium excretion is increased 

in stone forming versus non-stone forming sibs. Affected sibs have increased 24-

hour and fasting urine calcium excretion, as well as increased urine calcium 

following a calcium load. This is the first study to statistically show that 

hypercalciuria segregates with stone formation using family-based controls. Previous 

studies analyzing in vivo and in vitro biochemical markers in stone formers have 
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used a case-control design subject to bias from unrecognized stratification of 

populations. 

Although there has been progress in identifying monogenic disorders associated with 

hypercalciuria 24-26,  as well as delineating the "environmental" factors associated 

with stone formation 27, the genetic basis of IH is still obscure. We have previously 

excluded CYP 1 cc (1 a hydroxylase) as a major gene for calcium stone formation 14  

but have recently suggested that a gene at or near the vitamin D receptor on 

chromosome 12 might be linked to this trait 28. As the list of relevant candidate 

genes decreases, further studies should involve a more comprehensive "genome 

wide" approach. 
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Table 3. Quantitative trait linkage analysis of the CaR locus with phenotypic traits 

relevant to calcium nephrolithiasis 

QTL P-valuesa  

Serum Ca 0.133 

PTH 0.632 

1,25 (OH)2D3  0.995 

UCa/cr (fasting) 0.836 

Delta Ca/cr 0.142 

UCa/kg/d 0.637 

a  P values for the traditional Haseman-Elston analysis. 
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Figure 1: Exclusion mapping of the CaR loci. Lod scores obtained with the 

"exclude" option of MAPMAKER/SIBS at specific 2,,s values for which maximum 

lod score does not exceed —2.0 over the interval. 
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9 	Discussion 

9.1 	Sommaire des résultats 

Les caractéristiques pathophysiologiques de la néphrolithiase calcique pointent vers 

plusieurs anomalies qui peuvent être d'importance pour la susceptibilité de ce trait. 

L'augmentation de la saturation de l'oxalate de calcium causée par l'hypercalciurie 

est sans doute l'observation la plus constante7. 

Dans cette thèse, la liaison génétique a été analysée à des loci candidats suspectés 

être à l'origine de l'hypercalciurie et, potentiellement, de la lithiase calcique. Ces 

gènes incluent ceux qui codent pour la 1a-hydroxylase rénale, le récepteur de la 

vitamine D et le récepteur sensible au calcium. Les analyses de liaison génétique ont 

été effectuées à partir d'une population relativement homogène de descendance 

canadienne-française et à partir de marqueurs polymorphes. La cartographie 

physique, d'après les panels d'hybrides d'irradiation, a permis la localisation de 

marqueurs près des gènes d'intérêts. De plus, des marqueurs bi-alléliques ont été 

identifiés dans la séquence codante des gènes. Les données ont été analysées à partir 

de méthodes basées sur le partage d'allèles parce qu'elles ne dépendent pas de la 

spécification d'un modèle de ségrégation, imprécis pour les traits complexes. Le 

phénotype lithiasique a été défini parle passage d'une lithiase calcique déterminé par 

l'analyse cristallographique et/ou les évidences radiologiques. L'excrétion urinaire 

de calcium a été mesurée chez la majorité des participants et le trait hypercalciurique 

a été défini comme l'excrétion urinaire de calcium égale ou supérieure à 0.1mmol/kg 

par jour. Les analyses génétiques ont mis en évidence la liaison du trait lithiasique 

seulement avec le locus du récepteur de la vitamine D. 
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9.2 	Vers le gène de la lithiase calcique : Rôle du récepteur de la vitamine D 

La liaison au locus du récepteur de la vitamine D demande à être approfondie. Les 

évidences les plus probantes de l'implication du récepteur dans l'étiologie de 

l'hypercalciurie proviennent de l'étude du rat lithiasique hypercalciurique86  chez 

lequel une augmentation du nombre de récepteurs dans l'intestin lorsque comparé à 

des contrôles normocalciuriques92. L'amplification de la réponse à la vitamine D qui 

en résulte pourrait expliquer l'augmentation de l'absorption de calcium. Bien qu'ils 

n'aient pas encore été confirmés, des résultats préliminaires suggèrent une évidence 

de liaison avec la calciurie au locus du récepteur de la vitamine D chez le rat116. 

Chez l'humain, cependant, les concentrations du récepteur de la vitamine D ainsi que 

la réponse à la vitamine D sont normaux dans les fibroblastes de patients 

hypercalciuriques117. De plus, l'association entre un polymorphisme neutre du VDR 

, 118 et l'hypercalciurie absorptive n'a pu être démontre 	. Parce qu'elles permettraient 

l'établissement d'un lien fonctionnel avec l'hypercalciurie absorptive, de telles 

études devraient être réalisées avec des polymorphismes qui affectent la structure de 

la protéine. De plus, ces variations permettraient l'analyse de liaison génétique avec 

un allèle mutant et non un marqueur anonyme adjacent. Un tel variant pour le VDR 

existe (FokI)119. La transition T ---> C entraîne l'abolition du premier codon putatif 

d'initiation et la production d'une protéine avec 3 acides aminés en moins. La 

recherche de polymorphismes de la région codante du VDR dans notre population a 

permis l'identification de nombreux variants, incluant ce dernier. Le rôle de ce 

polymorphisme dans notre population est inconnu, bien qu'il ait été associé avec une 

faible densité minérale osseuse chez des femmes ménopausées d'origine mexicaine- 

américaine120. Étonnamment, des études fonctionnelles ont démontré que 

l'isoforme tronqué du VDR interagit de façon plus efficace avec TFIIB et possède 

une activité transcriptionnelle plus élevé que l'isoforme pleine longueur121,122. De 

plus, une altération de l'activité transcriptionnelle du VDR a été observée chez le rat 

hypercalciurique, laquelle résulte en une augmentation des niveaux d'ARNm des 

calbindines 9k et 28k94. Selon ce modèle, les fluctuations même minimales de la 
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vitamine D résulteraient en une augmentation de l'activité transcriptionnelle du VDR 

ayant pour conséquence l'apparition de l'hypercalciurie et la néphrolithiase. 

En principe, la liaison peut être due à un gène à proximité du récepteur de la 

vitamine D. Hypothétiquement, tous les gènes candidats de la région pourraient être 

étudiés pour la liaison à la lithiase calcique. La cartographie du véritable locus de 

susceptibilité pourrait être réalisée avec des méthodes plus puissantes comme le test 

de transmission du déséquilibre de liaisonl °6. 

Les analyses de liaison aux locus de la 1 a-hydroxylase et du récepteur sensible au 

calcium se sont avérées négatives. Les résultats négatifs sont significatifs seulement 

lorsque la puissance de détection de la liaison est élevée, la puissance étant définie 

par la probabilité de détection d'un gène de susceptibilité à partir d'un marqueur lié. 

Le locus de la-hydroxylase a été exclu avec un Xs de 2 alors que le locus du RSC a 

été exclu avec un ks de 1.5. Ces résultats suggèrent donc que les variants de ces 

gènes menant à la néphrolithiase calcique doivent être rares dans notre population 

et/ou ont un effet minime sur la susceptibilité au trait lithiasique. 
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9.3 	Puissance de l'étude 

Pour les traits complexes, les discussions sur la puissance se résument à 

l'approximation de la taille de l'échantillon nécessaire à la détection d'une liaison 

génétique. La puissance de l'échantillonnage des paires de germains a été examinée 

par Risch123. Il a été démontré que la puissance est dépendante du 24123, définie par 

le ratio du risque d'un frère ou d'une sœur du proposant sur la prévalence de la 

population générale29. 

Les calculs théoriques de Risch123  indiquent que pour identifier un locus avec un 24 

de 2 avec une puissance de détection de 80 %, il faut 200 paires de germains. Par 

contre, ces estimations assument une fréquence de recombinaison (0) de 0 et un 

marqueur complètement informatif123,124.  La non-conformité à ces conditions 

entraîne une diminution de la puissance de détection. Par exemple, pour un 74 = 2 et 

300 paires de germains, la puissance diminue de plus de la moitié lorsque la distance 

est de 10cM (0 = 0.10), passant de 0.95 à 0.40 %. Il est cependant possible de 

diminuer l'effet de la distance et l'effet de la perte d'information en effectuant des 

analyses multipoints125  et en utilisant des marqueurs hautement polymorphes 

(indice d'hétérozygotie > 0.75)124. Pour l'étude des gènes candidats, la perte de 

puissance est minime puisque nous avons utilisé plusieurs marqueurs polymorphes 

(indice d'hétérozygotie moyenne de 0.76) et effectué des analyses multipoints, donc 

couvrant entièrement la région candidate. 
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9.4 	Étude du trait lithiasique: problèmes et solutions 

En général, la cartographie des traits complexes est possible lorsqu'il y a (1) de 

nombreux marqueurs polymorphes bien espacés, (2) un grand nombre de familles, 

(3) peu hétérogénéité génétique et (4) des méthodes statistiques performantes. Les 

points 1 et 4 ne présentent pas de limitations sérieuses puisque le Projet du génome 

humain, donnant accès à une abondance de marqueurs polymorphes et de cartes 

génétiques99  et le développement de méthodes multipoints126, permettent 

l'extraction d'une plus grande quantité d'information génétique (presque 100 %). La 

collecte des familles est l'étape la plus difficile et est celle qui ralentit généralement 

les progrès127. À la soumission de l'article portant sur le RSC, un total de 359 paires 

de germains concordantes pour le trait lithiasique avait été recruté (point 2). La 

probabilité de trouver une liaison génétique dépend aussi de l'hétérogénéité de 

l'échantillon. Le gène qui contribue à la susceptibilité chez un sous-groupe de 

patients peut ne pas être détecté par l'examen de l'ensemble de l'échantillon. En ce 

qui concerne la lithiase calcique, l'hétérogénéité est probable. D'abord, la présence 

chez un patient, de plus d'un état hyperexcrétoire de solutés lithogènes6'7. Lorsqu'il 

est similaire, il peut varier d'intensité. De plus, il s'avère que quelques patients n'ont 

aucune anomalie métabolique identifiable selon les standards diagnostiques actuels. 

Des défauts dans la production d'inhibiteurs peuvent expliquer la présence de 

lithiases chez ces patients11'12. Le suivi clinique à long terme nous indique que 

certains patients classifiés hypercalciuriques au bilan initial ne le sont plus quelques 

années plus tard74. Il est reconnu que l'excrétion urinaire du calcium n'est pas 

constante et varie avec l'âge. La calciurie diminue chez les hommes vers l'âge de 60 

alors qu'elle diminue chez les femmes vers l'âge de 50 ans69'70. On ne peut 

également exclure de la question les anomalies anatomiques rénales, non décelables 

en radiologie, et qui favorisent la stase et/ou la rétention des cristaux nouvellement 

formés. Finalement, le trait lithiasique, tout comme le trait hypercalciurique, ne 

résultent probablement pas des variations génétiques d'un seul gène, mais plutôt de 

l'interaction de multiples gènes et de facteurs environnementaux68. 
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9.4.1 Stratification basée sur les données cliniques 

Lorsque l'hétérogénéité étiologique est causée par l'hétérogénéité génétique, la 

stratification peut mener à une augmentation de la puissance de détection de la 

liaison128. L'examen d'entités cliniques sous-jacentes ou l'étude d'une population 

isolée constitue des exemples de stratification. Il est cependant nécessaire de 

procéder avec précaution puisque tester plusieurs hypothèses nécessite une 

correction129 alors que la réduction de la taille de l'échantillon diminue la 

puis sance123,124 

La stratification basée sur les données cliniques a été utilisée avec succès pour la 

cartographie des gènes de la maladie d'Alzheimer à déclaration précoce130, le 

cancer du sein et de l'ovaire131,132 et 1'hypertension133. Pour ces études, la 

stratification fut basée sur l'âge d'apparition de la maladie et/ou la sévérité du trait. 

Par exemple, Jeunemaitre et coll. (1992)133 ont défini le statut d'affection de 

l'hypertension de la façon suivante : déclaration avant 60 ans et nécessitant un 

traitement chronique. Comme il le sera démontré plus loin, une approche similaire 

pour la définition du phénotype a été employée pour le criblage du génome (section 

9.6). 

Les études épidémiologiques tendent à démontrer que la lithiase rénale est un trait 

récurrent. Environ 50 % des patients feront l'expérience de plus d'un épisode 

lithiasique3'30. La récidive est plus fréquente chez les individus avec une histoire 

familiale positive ou d'apparition précoce5, mais aussi chez les individus ayant une 

histoire de lithiases bilatérales134. Un autre aspect important de la lithiase est la 

présence de l'hypercalciurie. L'homogénéité, et par conséquent le gain de puissance, 

peut être forcée par la stratification basée sur la sévérité du trait lithiasique et la 

présence concomitante de l'hypercalciurique. 
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9.4.2 Étude de populations isolées 

Une autre façon de diminuer l'hétérogénéité consiste à sélectionner des individus 

ayant une origine ethnique commune. Vraisemblablement, les variations génétiques 

menant au désordre sont moindres dans ces populations et proviennent plus souvent 

du même haplotype ancestral. Un tel mode d'échantillonnage forme la base de 

l'analyse du déséquilibre de liaison dans les populations ancestrales (e.g. population 

finlandaise)135 136 ' 	. Les populations isolées dont l'origine est plus récente ont 

également démontré leurs utilités137, bien que le déséquilibre de liaison se retrouve 

sur une plus grande distance. Les groupes d'immigrants français ont contribué à. 

l'établissement de telles populations en terre d'Amérique. La population québécoise, 

suivant l'établissement des premières colonies, est demeurée relativement isolée, 

principalement à cause de considérations géographiques et linguistiques179. De plus, 

l'observation de familles avec de multiples enfants, idéale pour les analyses de 

liaison, n'est pas rare. Il est cependant nécessaire de réaliser que l'étude des 

populations homogènes pose le risque que les variations génétiques identifiées dans 

ces groupes peuvent ne pas être retrouvées dans une population métissée. 
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9.5 	Autres gènes candidats 

La pathophysiologie de la lithiase calcique pointe vers d'autres facteurs 

potentiellement impliqués dans la susceptibilité de ce trait. Il est possible qu'un 

polymorphisme dans l'un de ces gènes affecte la néphrolithiase et/ou l'excrétion 

urinaire du calcium. 

9.5.1 Métabolisme du calcium 

Le transport du calcium, tant au niveau de l'intestin que le long du néphron, résulte 

de l'action de multiples facteurs protéiques138-140.  L'absorption du calcium par les 

cellules est un processus trans-cellulaire à deux étapes dans lesquelles le calcium 

entre la cellule à travers la membrane apicale et est sécrété à la membrane 

basolatérale. L'entrée du calcium dans la cellule se fait par l'entremise de canaux 

calciques141. La sortie du calcium est modulée par la Ca2+(Mg2+)-ATPase142-144 et 

par l'échangeur Na+/Ca2+145,146. Le transit du calcium entre les deux membranes 

s'accomplit par l'entremise des protéines liant le calcium, la calbindine 9k et 

28k147,148.  

L'étude de ces gènes n'est possible qu'à partir du moment où ils aient été assignés à 

un chromosome. L'identification récente d'un canal calcique devrait permettre 

l'identification du gène codant pour lequel l'expression a été retrouvée dans le rein et 

dans l'intestin149. Deux gènes codant pour la Ca-ATPase ont été localisés au 

chromosome 1q25-32 et 12q21-2315°  alors que le cDNA de l'échangeur Na/Ca a été 

,146 clone 	. La démonstration d'une augmentation de l'activité de la Ca(Mg)-ATPase 

chez des patients hypercalciuriques font de ce dernier un candidat intéressant151. Le 

cDNA pour les calbindines a été cloné152'153  et les gènes respectivement assignés 

au chromosome Xp22.2-tel pour la calbindine 9k154  et au chromosome 8q21.3- 

155  q22.1 pour la calbindine 28k. 
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9.5.2 Inhibiteurs de la cristallisation 
L'évaluation métabolique des patients, même exhaustive, ne révèle pas toujours la 

présence des facteurs de risque habituels dans environ 15% des lithiasiques oxalo- 

calciques6'7'156. De plus, la relation entre les anomalies d'excrétions et la calculose 

est embrouillée par l'existence de nombreux sujets hypercalciuriques exempts de 

lithiase et par la proportion élevée de patients (environ 2/3) qui produisent des 

cristaux dans leurs urines contre seulement un sujet sain sur cinq157. La présence 

d'une anomalie des inhibiteurs urinaires apparaît comme une hypothèse attrayante 

pour la lithiase calcique, en particulier celle dite idiopathique. Cette affirmation est 

objectivée par la proportion importante de sujets lithiasiques qui présente une 

altération qualitative ou quantitative de l'inhibition cristalline, tel que démontré par 

• les travaux portant sur la néphrocalcine14'158, 1'uromoduline159'160 et la protéine 

riche en acide uronique162  . La présence de l'uropontine et de la prothrombine a été 

- 	161 163 	,• 	• 	• démontrée dans les lithiases d' oxalate de calcium 	' 	. L implication a la 

susceptibilité de la lithiase calcique de trois de ces gènes, la néphrocalcine, 

l'uromoduline et l'ostéopontine, a été réalisé par notre laboratoire (Cailhier et al., 

soumis à Kidney Int, Annexe 2). 

La néphrocalcine (14kDa), une glycoprotéine riche en acide y-carboxy-glutamique, 

est synthétisée dans le tubule proximal et l'anse ascendante de Henlé. Elle semble 

être capable d'inhiber tous les processus de cristallisation de l'oxalate de 

calcium158. La néphrocalcine urinaire de certains patients lithiasiques est anormale 

dans l'urine en ce qu'elle manque les résidus d'acide glutamique14'158, nécessaire à 

la liaison du calciumi 64. Cette anomalie structurale de la néphrocalcine pourrait 

expliquer la perte d'inhibition contre la germination observée chez des patients 

lithiasiques165. 

L'uromoduline (84kDa) est la protéine la plus abondante de l'urine humaine17. Cette 

protéine est synthétisée et sécrétée par les cellules épithéliales de l'anse ascendante 

de Henlé et la partie proximale du tubule contourné distal. L'activité la plus 
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importante de l'uromoduline est d'inhiber l'agrégation des cristaux d'oxalate de 

calcium12. Certains patients avec récurrence du trait lithiasique excrètent une forme 

anormale de la protéine, laquelle polymérise à des conditions de pH et de force 

ionique sous lesquels la forme normale demeure à l'état de monomère166,167. Cette 

diminution d'activité semble être directement reliée à une augmentation de la 

viscosité de l'uromoduline causée par l'auto-agrégation167. L'importance du lien 

entre cette anomalie et les traitements qui provoquent une diminution du contenu en 

acide sialique de l'uromoduline168  reste à déterminer. 

L'uropontine (32kDa), riche en acide aspartique présumé important pour la liaison 

du calcium, est abondante dans la matrice de lithiases d'oxalate de calcium161 169  ' 

L'uropontine et l'ostéopontine semblent être codées par le même gène mais peuvent 

différer l'une de l'autre par leurs modifications post-transeriptionnelles 

(glycosylation et phosphorylation)170. L'uropontine peut inhiber la germination et la 

croissance des cristaux d'oxalate de calcium171  alors que son rôle dans la calculose 

oxalo-calcique demeure inconnu. 

Tel que mentionné précédemment, l'analyse de liaison génétique à ces trois locus, la 

néphrocalcine, l'uromoduline et l'ostéopontine, a été examiné dans une cohorte de 

64 fratries canadiennes-françaises comprenant 356 paires de germains avec au moins 

un épisode lithiasique (tableau 1, annexe 2). Les analyses de liaison non-

paramétriques ont été réalisées à partir du programme MAPMAKER/SIBS avec 

l'option "all pairs" 126. Trois statuts d'affection ont été analysés, le passage d'au 

moins une lithiase (1), le passage d'au moins une lithiase concomitant avec une 

excrétion urinaire de calcium sous le 25th  (0.054mmol/kg par jour) (2) et sous le 50th  

(0.076mmol/kg par jour) (3) afin d'exclure la présence de l'hypercalciurie. Puisqu'il 

y a formation de lithiases même en absence d'augmentation de la saturation, il est 

postulé que la réduction de l'inhibition de la cristallisation explique la calculose chez 

ces patients. Le lod score pour les trois gènes était moins de 0.3 et ce, pour les 3 

statuts d'affection (données non présentées). 11 a été conclu que les locus codant pour 
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ces trois inhibiteurs de la cristallisation ne sont pas impliqués dans la formation de 

lithiase calcique dans notre population. Pour cette étude, il a été admis que la 

diminution de l'activité d'inhibition était présente chez les individus lithiasiques 

normocalciuriques. Cependant, elle n'exclue pas la possibilité que le défaut 

d'inhibition soit présent plutôt chez les individus lithiasiques hypercalciuriques. 

Dans cette éventualité, le groupe contrôle devrait être constitué de patients 

hypercalciuriques non-lithiasiques. 
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9.6 	Criblage du génome 

Contrairement à l'approche des gènes candidats qui s'intéresse à un endroit 

particulier du génome, l'approche criblage du génome teste tous les chromosomes. 

Cette approche possède l'avantage de ne nécessiter aucune connaissance sur la 

fonction des gènes recherchés. Cette approche permet aussi une estimation du 

nombre de locus de susceptibilité. La cartographie des traits complexes tels que le 

diabète de type 1172, la sclérose en plaques173, le glaucome à angle ouvert174 et la 

schizophrénie175  démontre la faisabilité de cette approche. 

Un premier criblage du génome a été complété utilisant un total de 96 individus 

représentant 67 paires de germains. Parce qu'ils augmentent la puissance de 

détection d'une liaison123, les parents de second degré ont été inclus dans les 

analyses. Le génotype de 378 marqueurs, avec une résolution moyenne de 9 cM, a 

été déterminé. Le statut d'affection a été déterminé à partir d'une grille de pointage 

(tableau 8). Pour être considéré atteint, un individu doit avoir un total de 4 points, ce 

qui exclue la possibilité d'incorporer des individus non-lithiasiques. 

Tableau 8. Critères diagnostiques pour le criblage du génome 
1 point 2 points 

Nombres d'épisode 1 > 2 

Âge au l' épisode ... 35 ans 25 ans 

Calciurie des 24h 5  oième 

(0.069mmol/lcg/j) 

751ème 

(0.098mmol/kg/j) 

Pour cette étude, l'analyse des paires d'individus atteints a été effectuée par le calcul 

de la statistique NPL (all) du programme GENEHUNTER176. Cette analyse permet 

l'utilisation de toutes les paires d'individus atteints d'une même famille sans assumer 

un modèle génétique et corrige pour la taille de la fratrie. Les résultats rapportés 

proviennent de l'analyse multipoint des chromosomes entiers. Tous les graphes 
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représentent la mesure de la statistique NPL (all) sur la distance relative en cM 

(figure 6). 

Figure 6. Criblage du génome 
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Ces résultats représentent le premier criblage du génome à être complété visant 

l'identification des gènes de susceptibilité de la lithiase calcique. Les résultats 

prometteurs (NPL > 2) proviennent des chromosomes 6 (NPL = 4.1), 10 (NPL 

2.2), 14 (NPL = 2.4) et 20 (NPL = 2.8). L'hypercalciurie absorptive a été 

précédemment liée à une région de 4.3Mb sur le chromosome 1 (1q23.3-q24)177. 

Les résultats introduits précédemment ne suggèrent pas la présence de ce locus dans 

notre échantillon de patients lithiasiques. Des divergences dans la définition du 

phénotype et des populations étudiées peuvent expliquer l'apparente contradiction 

des résultats. La seconde étape du criblage consiste à confirmer ces résultats afin de 

distinguer les faux positifs des vrais. Le criblage du génome en deux étapes178 

stipule qu'en plus des marqueurs du premier passage, un second groupe de 

marqueurs localisés dans les régions candidates (e.g. NPL > 1, 8 régions au total), 

sera employé. Comme pour toutes les études génétiques, il sera nécessaire de 

répliquer ces résultats dans des échantillons indépendants avant de conclure 

définitivement. Les résultats de ces études devraient permettre l'identification des 

gènes de susceptibilité à la lithiase calcique et/ou à l'hypercalciurie. 
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10 	Conclusions 

Dans cette étude, nous avons effectué des analyses de liaison génétique avec des 

gènes candidats de la lithiase calcique et de l'hypercalciurie idiopathique. Des 

évidences de liaison ont été observées avec le trait lithiasique et la calciurie au locus 

du récepteur de la vitamine D. Des études supplémentaires sont nécessaires avant de 

conclure de façon définitive, particulièrement à la lumière des résultats préliminaires 

du criblage du génome, négatifs pour cette région. 

Nous avons exclu les locus de la la-hydroxylase et du récepteur sensible au calcium 

dans notre échantillon de familles lithiasiques hypercalciuriques d'origine 

canadienne-française. Ces résultats ne supportent pas un rôle majeur pour ces locus à 

la susceptibilité de la néphrolithiase calcique et l'hypercalciurie dans notre 

population. 

Les résultats préliminaires du criblage du génome suggèrent plusieurs régions 

chromosomiques potentiellement intéressantes. Il est cependant nécessaire de 

confirmer ces résultats par l'étude d'un second groupe indépendant d'individus. Ces 

études devraient permettre l'identification des gènes de susceptibilité à la lithiase 

calcique et de l'hypercalciurie, nécessaire à une meilleure compréhension des 

évènements pathogéniques de ces désordres. Ce n'est qu'à ce moment que nous 

pourrons envisager la caractérisation du rôle étiologique présumé des facteurs 

environnementaux de même que les interactions gène-gène et gène-environnement. 
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12 	Appendices 
12.1 Appendice 1 : Questionnaire, évaluation des participants 

QUESTIONNAIRE PERSONNEL - ETUDE DES LITHIASES URINAIRES 

Nom: 

      

Adresse: 

     

            

Prénom: 

            

              

Sexe: MD FD 

Date de naissance: 	/ 	 / 
Nom du père: 

Nom de la mère: 

      

Tél.: ( 	) 

    

          

           

           

1) NOM DU PROPOSANT: 

2) PRENEZ-VOUS DES MEDICAMENTS (NOM ET POSOLOGIE) 

3) PRENEZ-VOUS UN DES MEDICAMENTS SUIVANTS 

1) Vitamine D, C ou tout autre supplément vitaminique 
2) Suppléments de calcium 
3) Antiacides comme Maalox, Diovol 
4) Diurétiques ou "pilules pour l'eau" 
5) Médicaments pour les ulcères d'estomac: Zantac, Tagamet 

Si oui, durant les collectes urinaires  

OUI NON 
D 
O D 
O D 
O D 
D 0 

III 

4) ANTECEDENTS PERSONNELS 

a) Opération(s): 

Age/année 	Type d'opération 	 Médecin 	 Hôpital 

b) Médicaux (Hypertension, diabète, cholestérol...): 

5) EXAMEN 

Date de visite: 	 / 	/ 	Poids: 	 Taille: 	 



(e
sn

ei
?o

in
  e

lll
oo

  'u
go

io
)  

D EIDEICIO () 

EILIDOCIO 
0 

rii cn 
o 

0 

0 

rn 
0 
0 
rrl 

ITI 
'0 
fli 
o 
o 

z  
se

l  n
o  
—

 

ep
os

!cl
e  2

.9
 np

  e
le

a  
ep

os
id

e  
«19

1,
  n

e  
e6

e  

eg
on

e6
 :(

s)
es

se
Je

lu
i  (

s)
ul
e
i  

se
po

s!
cle

,p
  je

;c
le

xp
lo

N
 	

!S
  6)

 AV
EZ-VO

U
S  D

EJA
 FA

IT D
ES PIERRES

 AU
X

 REIN
S: 

0E11E10 ODE tJD  oo c 
(17>  CD C 

D ci ci Cl El 111 

c 
111 El ci EDO DOW -1. C D (.0 crs 

" C • 

ci 111 ci  CI ci  C3 El 0 7L1«='*' 
C 
• • • D) 0 

(ß D 

Ci) 
o 

UDDLD Dg 
D 
CD- 

EIDDIMITIc  

w o 
o E 

CIECIEDUCO,;)  
o 
-o.  

0 
O CD. 

E cicicicicicia&> 
3 El" cT) z  

O 
0E11100E10m. 

01 	G.) I 
(D CD (D CD (D (D CD 

(D,  
(i) 
0 

o 



136 

12.2 Appendice 2 : Rôle des inhibiteurs de la cristallisation 

Exclusion Mapping of Three Crystallization Inhibitor Genes in Calcium 

Urolithiasis 

Authors: 	Jean-François Cailhier, Martin Petrucci, Patrick Scott, Marie-Lucie 

Trouvé, Denis Ouimet, Alain Bonnardeaux. 

Article soumis à la revue "Kidney hitemational", Mai 2000. 
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ABSTRACT 

We used a candidate gene approach to determine whether 3 genes coding for putative 

crystallization inhibitors are linked to stone formation in a cohort of 64 French-

Canadian sibships with multiple recurrent calcium stone formers. This comprised 

356 pairs of siblings with at least one stone episode. Physical and meiotic mapping 

of the genes coding for osteopontin and uromodulin (Tamm-Horsfall protein) as well 

as the osteocalcin-related gene (ORG or putative nephrocalcin) was performed and 

microsatellite and biallelic markers identified. We used non-parametric linkage 

analyses on the entire affected sib-pair cohort as well as in affected pairs without 

apparent hypercalciuric risk factors for calcium stone formation, i.e. concordant for 

urine calcium excretion below the 25th  and 50th  percentiles, respectively. LOD scores 

were less than 0.3 for all 3 loci using the aforementioned affection statuses. Further 

analyses allowed to exclude uromodulin at Às values of 3.9 and 2.5, osteopontin at 2‘..s 

values of 2.7 and 1.6, and ORG at Xs values of 5.5 and 3.7, respectively for affected 

sib-pairs concordant for urine calcium excretion below the 25th  and 50th  percentiles. 

We conclude that loci encoding these 3 crystallization inhibitors are unlikely to have 

major gene effects on calcium stone formation in our population. 
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INTRODUCTION 

The urine of normal subjects is naturally supersaturated with respect to calcium 

oxalate, yet only a small proportion will form and pass a stone. A fundamental 

reason is that the urine is inhibitory to calcium oxalate crystal formation. An 

important part of this inhibitory activity lies in non-dialyzable urinary protein 

macromolecules rich in acidic amino acid residues (reviewed in (1)) such as 

uromodulin (Tamm-Horsfall protein, THP) (2), osteopontin (3, 4) and nephrocalcin 

(5), that impart variable effects on the nucleation, aggregation and growth of crystals. 

Such proteins might also favor a shift in the preferred crystalline form of calcium 

oxalate from monohydrate to dihydrate, the latter crystal having less affinity to attach 

to epithelial cell surfaces (6). Non-protein molecules such as citrate and magnesium 

also contribute to the inhibitory activity. 

It has long been suspected that impaired crystallization inhibitory activity in 

human urine predisposes to common calcium urolithiasis. Low excretion of urinary 

citrate, a non-protein inhibitor of both crystallization (reviewed in (7)) and adhesion 

of crystals to renal epithelial cells (8), contributes to stone formation in primary renal 

tubular acidosis. In recurrent stone formers with no apparent biochernical 

abnormality conducive to stone formation, some (9-12), but not all studies, (13, 14) 

have reported lower in vitro inhibitory activity of either nucleation, aggregation or 

growth of calcium oxalate crystals. Also, some studies have shown that stone-

forrners had less crystallization inhibitors in their urine compared to normal subjects 

(15, 16), and specific biochemical anomalies of inhibitors have been described for 

nephrocalcin (17-19), osteopontin (20) as well as THP (21-26). Genes coding for 
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these proteins have been cloned, including nephrocalcin, encoded by the osteocalcin- 

related gene or ORG (27). 

To determine whether genetic variation of the osteopontin, uromodulin and the 

osteocalcin-related genes cause simple and/or recurrent stone formation, we genetic 

linkage analyses in French-Canadian sibships with and without hypercalciuria. 
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MATERIAL AND METHODS 

Sibships and Phenotypes 

French Canadian pedigrees were recruited from several specialized stone clinics and 

lithotripsy units in the province of Quebec as described previously (28, 29). All 

subjects gave informed consent and were personally interviewed. In addition, 

medical records were retrieved from appropriate institutions. Probands were included 

in the study if at least one stone episode could be confirmed by crystallographic 

(31/55 families) or biochemical (15/55 families) analysis of a calculus, or by the 

presence of a radio-dense stone (9/55 families) verified by an imaging modality. 

Urine sampling consisted of a single 24-hour urine collection under a free diet, as 

well as a calcium loading test (30). Urines with 24-h creatinine excretion outside a 

20% limit of that predicted by the Cockcroft-Gault formula (31) were excluded. 

Standard biochemical analyses on urine and serum samples were performed, as 

previously described (28). 

We used 3 binary phenotypes for the study: 1) passage of a urolithiasis, irrespective 

of urine calcium excretion; and 2) stone passage with urinary calcium excretion 

below either the 25ffi  (T25) or the 50ffi  (T50) percentiles of the siblings sampled. 

Corresponding 24-h urine calcium excretion values were 0.054 and 0.076 

mmol/Kg/d for the T25 and T50 traits, respectively. When 24-h urine collections 

were incomplete, we used the fasting urine calcium/creatinine ratio values of 0.242 

and 0.365 mmol/mmol, respectively for traits T25 and T50. Table 1 describes the 

sibships available for each trait, and table 2 shows the clinical characteristics of 

affected and unaffected siblings. Comparisons between different phenotype 

categories (table 2) in unpaired siblings were performed with Student's t-test. 

Molecular and Statistical Genetics 

We physically mapped uromodulin, the osteocalcin-related gene (ORG) and the 

osteopontin (OPN) gene by radiation hybrid mapping using a commercially available 

panel (GeneBridge 4 panel, Research Genetics, Huntsville, ALA) and PCR methods. 
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With the help of the Whitehead Institute/MIT server 

(http://www.genome.wi.mitedu), we were able to map the three genes and select 3 

flanking highly polymorphic markers. Siblings were then genotyped by standard 

PCR/electrophoresis methods on genomic DNA extracted from peripheral 

leukocytes. We used the CRIIVIAP and MULTIMAP programs (32, 33) to construct a 

genetic map for each locus. Genetic linkage analysis was performed with the 

MAPMAKER/SIBS program version 2.1 (34) with the "all pairs" option weighted 

by sibship size. The exclude option was used to determine the relative risks (1s) at 

which we have excluded (lodscore < -2.0) each gene in our sibships. 
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RESULTS 

Mapping 
Sequence tags of the THP, ORG and OPN genes were assigned to chromosomes 

16p12 .2, 1q21.2-q21.3 and 4q21.1-q21.21, respectively, in accordance with 

previously published data (35-37). The genetic distances between multiallelic 

markers for ORG were 7.3 cM and 14.0 cM. For OPN, distances between D4S2922, 

D4S1534 and D4S423 were 9.9 cM and 7.4 cM. For the uromodulin, distances of 

6.5 cM and 9.8 cM were obtained between and D16S3103, D16S3041 and D16S420 

(figure 1). 

Linkage analyses 
Sib-pair linkage analyses showed no evidence for linkage between the THP, ORG 

and OPN genes and stone passage in the entire cohort of stone-forming sibs (at least 

one stone episode). Furthermore, sib-pairs concordant for at least one stone passage 

and urine calcium excretion below the 25th  (T25) and 50th  (T50) percentiles did not 

show evidence for linkage. The "exclude" option of MAPMAKERS/SIBS was used 

to determine the relative risks (ls) at which we have excluded (lodscore < -2.0) the 

different genes in our population. For THP (figure 2), the Xs ratio was 1.53 for 356 

pairs of siblings concordant for at least 1 episode (irrespective of the presence of 

hypercalciuria and age of onset). When affected pairs concordant for below average 

urine calcium excretion (T25 or T50) were considered, ls ratios were 3.9 and 2.55 

(24 and 74 pairs of affected siblings, respectively). For ORG (figure 3), the ls ratio 

was 2.2 for 333 sib-pairs concordant for at least 1 episode. The ratios were 5.5 and 

3.65 for the T25 and T50 traits (24 and 72 pairs of affected siblings), respectively. 

For OPN (figure 4), the Xs ratio was 1.52 for sib-pairs concordant for at least 1 

episode (353 pairs of affected siblings), and 2.7 and 1.57 (24 and 77 sib-pairs, 

respectively) for traits T25 and T50. This suggests that genes coding for the Tamm-

Horsfall protein, nephrocalcin and osteopontin are not linked to calcium stone 

passage in our pedigrees. 
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DISCUSSION 

We have used a candidate gene approach for 3 putative crystallization inhibitors to 

determine whether genetic variation is likely to contribute to urolithiasis. Using the 

entire group of affected sibs as well as subgroups with below average urine calcium 

excretion, we have demonstrated that these genes are unlikely to contribute to stone 

formation in our population. This suggests that if genetic variation at loci coding for 

crystallization inhibitors is implicated in stone formation, it is unlikely to be caused 

by these 3 genes. Such results do not completely rale out the possibility that genetic 

variations of these loci have major effects on kidney stone formation in certain cases 

or in other populations. However, hypothetical variations of these genes predisposing 

to kidney stone formation must be uncommon in our stone-forming population. 

There are additional crystallization inhibitors such as prothrombin fragment 1 (38) 

and uronic acid-rich protein (bikunin) (39) that have not been investigated in the 

present study. Although we have restricted analyses to candidate genes for which 

phenotype data suggested potential implication (17-26), studies of other 

crystallization inhibitors would be justifiable. In addition to crystallization inhibition, 

other processes unrelated to hypercalciuria may be implicated in stone formation, 

such as renal epithelial cell-crystal interaction (40, 41), perturbation of crystal 

removal from the lumen by renal cells (42) or inorganic crystallization inhibitors (7). 

However, valid candidate genes remain to be defined for these processes. 

One of the candidate genes that we have studied, the osteocalcin-related gene, is 

located on chromosome 1, near a susceptibility locus recently identified in 3 families 

with absorptive hypercalciuria (43). Our results do not suggest that this locus is 

linked to stone formation using the entire database. However, genetic analysis on 

hypercalciuric sibships will be required to confirm or infirm this hypothesis. Other 

susceptibility genes for hypercalciuric stone formation include C1CN5, as it was 

found that an attenuated form of Dent disease in one case resulted from a mutation in 

this gene (44). We have previously found modest evidence for a susceptibility gene 

near the vitamin D receptor locus, but did not find a quantitative trait locus in the 

region, which suggests that the linkage requires confirmation (29). Our previous 
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studies have excluded the calcium sensing receptor (45) and CYP la (28), the rate-

limiting enzyme in the synthesis of 1,25 vitamin D3. Ultimately, genome-wide 

screens and candidate gene analyses will identify susceptibility loci involved in 

urolithiasis and idiopathic hypercalciuria. 
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Figure 1. Markers and Genetic Distances 

Chromosome 1: Osteocalcin-related gene (ORG) 

7.3 cM 	 14.0 cM 

D1S2696 
	 D1S305 	 D1S263 

Chromosome 4: Osteopontin gene (OPN) 

9.9 cM 	 7.4 cM 

D4S2922 	 D4S1534 	 D4S423 

Chromosome 16: Uromodulin (THP) 

6.5 cM 	 9.8 cM 

D16S3103 
	

D16S3041 	 D16S420 

The closest marker to ORG was Dl S305 with the flanking markers Dl S2696 and D1S2635 spanning a 21.3 cM 
region with the order DIS2696-DIS305-DIS2635 supported by a lodscore of 13.9. The marker closest to OPN was 
D4SI534, flanked by D4S2922 and D4S423 in a region spanning a 17.3 cM region with the order D4S2922-D4S1534-
D4S423 supported by a lodscore of 16.2. The D1653041 marker was the closest to the THP gene with the flanking markers 
being D16S3103 and D16S420, spanning a 16.3 cM region with the order D16S3103-DI6S3041-D16S420 being supported 
by a lodscore of 16.2. 
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