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Sommaire:

La formation de lithiases oxalo-calciques est une affection courante qui
entraine souvent des complications au niveau rénal. Ce trait est déterminé en partie
par des facteurs génétiques et est fréquemment associé avec une excrétion urinaire
élevée de calcium (hypercalciurie). Le récepteur au calcium (CaR), protéine de la
famille des récepteurs couplés aux protéines G, joue un rdle majeur dans le
métabolisme du calcium. Il régule la sécrétion de PTH et contréle la réabsorption
tubulaire rénale de calcium. II est donc possible qu’un polymorphisme du CaR puisse
mener a la formation d’une néphrolithiase calcique et/ou & I’hypercalciurie

idiopathique.

Nous avons vérifié cette hypothése a I’aide d’une approche de géne candidat
dans un groupe de familles canadiennes-frangaise comprenant plusieurs individus
atteints de lithiase avec ou sans hypercalciurie (64 fratries provenant de 55 familles
donnant 359 paires de germains atteints avec au moins 1 épisode lithiasique). A
’aide d’une analyse de liaison non-paramétrique avec des marqueurs intragéniques
et des marqueurs flanquants, nous avons démontré que des variations génétiques au
locus du CaR ne sont pas associées au développement de lithiases hypercalciuriques.
Nous avons exclu le locus du geéne du CaR (lodscore inférieur & —2) & une valeur de
As de 1.5, 1.68 et 2.6 pour des paires de germains concordantes pour au moins un
épisode lithiasique, au moins deux épisodes lithiasiques et au moins un épisode
lithiasique et une calciurie au dessus du 75°™ centile, respectivement. De plus, les
analyses de liaison des traits quantitatifs ne suggérent pas de liaison entre le locus du
CaR et les marqueurs biochimiques de I’hypercalciurie idiopathique ou du

métabolisme du calcium.

En conclusion, cette étude démontre que des variations génétiques au locus
du géne du CaR ne sont pas associées avec I’hypercalciurie idiopathique et la

formation de néphrolithiases calcique dans une population canadienne-francaise.
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Introduction:

1. Les lithiases rénales

1.1 Généralités sur les lithiases rénales

L’homme est depuis longtemps affecté par un désordre du systéme urinaire
que I’on appel la lithiase rénale. Le résultat de recherches archéologiques, sur une
momie égyptienne 4dgée de plus de 7000 ans, a démontré la présence de
néphrolithiases. Aujourd’hui ce désordre du systéme urinaire touche entre 5 et 10 %

de la population nord-américaine et représente environ 1 % de toutes les

hospitalisations!. On a estimé aux Etats-Unis, que les colts rattachés au traitement

de la lithiase rénale se sont élevés a environ 2 milliards de dollars pour I’année
19952. Le passage d’une lithiase survient généralement entre I’4ge de 20 et 50 ans,

tant chez les hommes que chez les femmes3:4. Par contre, 'incidence avant I’age de
70 ans chez les hommes est plus élevée que chez les femmes, soit une incidence de

12 et 5 % respectivement. Pour ce qui est du taux de récidive, il est de 50 % pour une

période de 10 ans suivant le premier épisode?.

Une lithiase rénale, aussi appelée calcul wurinaire, est souvent
asymptomatique. Sa présence sera découverte fortuitement lors de ’examen d’une
infection urinaire ou lors d’un examen radiologique effectué pour d’autres raisons.
La colique néphrétique correspond a I’engagement et a la descente de la lithiase dans
les voies urinaires (uretére, vessie, urétre). Lors de sa migration dans les voies
urinaires, le calcul urinaire peut s’arréter a trois sites principaux ou le diamétre

rétrécit: a la jonction urétéro-pelvienne, au croisement de 1'uretére et des vaisseaux

iliaques et & la jonction urétéro-vésicale®. Il est aussi possible que le calcul s’arréte
au croisement de 'uretére avec les vaisseaux pelviens et le ligament large ou a
Porifice de la vessie. Cependant, le site d’arrét du calcul, le plus fréquent est la
jonction urétéro-vésicale. La présence d’une lithiase dans les voies urinaires peut

entrainer 1’obstruction partielle ou compléte, intermittente ou constante du flot de
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P'urine. La douleur intense produite par le blocage est d’abord de type “colique”,
mais elle devient constante avec le temps. En ce qui concerne la localisation de la
douleur, elle varie en fonction du site de blocage. Lorsque la lithiase est bloquée
haute, la douleur sera davantage ressentie a I’hypochondre et au flanc. Par contre,
lorsque le blocage est au niveau de la jonction urétéro-vésicale, la douleur est
ressentie au bas de I’abdomen et irradie vers la région inguinale et les organes
génitaux. Lorsque le calcul est arrété dans la portion de I’uretére qui traverse la paroi
de la vessie, les symptomes peuvent alors mimer ceux d’une cystite (ténesme,

pollakiurie ou urgence mictionnelle). Finalement, cette douleur est fréquemment

accompagnée d’hématurie microscopique ou macroscopique! et occasionnellement

de nausées et de vomissements.

La formation d’une lithiase rénale se produit lorsque I’urine devient
sursaturée en ions lithogénes, ce qui entraine la formation de cristaux. Si les cristaux
demeurent suffisamment petits, ils n’ont pas de conséquence clinique et sont excrétés
tout 4 fait normalement dans I’urine. Cependant, si la taille des cristaux augmente et
que ceux-ci forment des agrégats, il y a formation d’une lithiase. La formation d’une
lithiase a comme conséquence clinique, 1’obstruction des voies urinaires, I’hématurie

et une prédisposition aux infections urinaires. Les calculs rénaux peuvent se former

et croitre & partir d’un noyaux homogéne ou hétérogéne’. Durant la formation d’un
noyau homogéne, I’augmentation des ions libres méne a une sursaturation. Cette
sursaturation permet la formation spontanée d’un amas qui grossit et forme une
phase solide permanente. Pour le noyau hétérogeéne, la croissance des cristaux se
produit sur une surface cristalline différente, mais complémentaire, ou sur une
substance étrangére. In vivo, la formation de noyaux hétérogénes prédomine sur la
formation de noyaux homogenes, car la présence d’une phase solide permet la
croissance des cristaux a un niveau moins élevé que la sursaturation. Les calculs
rénaux peuvent contenir différentes combinaisons de sels. Cependant, la majorité

sont formés de calcium ou d’une combinaison de calcium et d’oxalate. Le tableau 1

montre la fréquence des néphrolithiases selon leur composition8.9.



Tableau 1: Fréquence des lithiases selon le type

Composition 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 lithiases commence par la germination de cristaux
(cristallogenése) et est suivie de 1’agrégation et de la croissance des cristaux’. Les
cristaux semblent adhérer aux cellules tubulaires ce qui permet une croissance

supplémentairel0. Le phénoméne de la cristallogenése résulte d’un déséquilibre, au
niveau du rein, entre les agents promoteurs et les agents inhibiteurs de Ia
cristallogenese. Parmi les agents promoteurs, on retrouve tous les sels lithogeénes tel
que: le calcium, le phosphate, 1’oxalate, ’acide urique... Le groupe des inhibiteurs se
divise en deux sous groupes soit les inhibiteurs organiques et les inhibiteurs

inorganiques (tableau 2)11-13, Parmi les inhibiteurs, ceux qui furent les plus étudiés
g p

sont les inhibiteurs organique512>l4‘17. D’ailleurs tous les inhibiteurs organiques

démontrent, in vitro, la capacité d’inhiber une ou toutes les étapes de la

cristallisation!2,



Tableau 2: Inhibiteurs de la cristallisation

Organiques Inorganiques
Bikunine Citrate
Lithostatine Magnésium
Néphrocalcine Pyrophosphate
Protéine Tamm-Horsfall

(uromoduline)
Prothrombine
Uropontine

1.2 Etiologie de la lithiase calcique

1.2.1 Facteurs diététiques, métaboliques et climatiques
Jusqu’a ce jour, plusieurs études se sont penchées sur I'impact de
I’environnement sur 1’étiologie de la lithiase. Il a été démontré que les conditions

socio-économiques et I’emplacement géographique des individus atteints sont en

relation avec la composition de la lithiase et le site d’obstruction8. De plus, on
remarque une progression de I’incidence et une fréquence plus élevée des lithiases

composées d’oxalate et de phosphate de calcium dans les pays industrialisés tel que

le Canada et les Etats-Unis19. Par contre, dans les pays en voie de développement et
en Asie, on observe une plus grande incidence des calculs vésicaux composés

d’oxalate de calcium et d’urate d’ammonium. Cette distinction s’explique en général

par une différence au niveau de la diéte des individus atteints20. Finalement, une
étude sur I’incidence saisonniére d’épisode lithiasique a démontré que le taux de

coliques néphrétiques par mois est supérieur durant 1’été de 50 % comparativement &

I’hiver2!,

L’influence de la di¢te a d’ailleurs été étudiée chez des gens agés entre 40 a

75 ans qui n’avaient pas d’histoire de lithiase urinaire22. Cette étude démontre une
association entre la consommation de certains nutriments et le développement de

lithiases. Dans cette étude, on y apprend qu’une diéte riche en protéines animales est
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directement associée au risque de former des néphrolithiases. Cette association

s’explique probablement par une augmentation de la charge acide dans I'urine?23.
Cette surcharge acide entralne une augmentation de I’excrétion du calcium et du
phosphore et une diminution de I’excrétion du citrate. L hypercalciurie qui en résulte

s’explique par une diminution de la réabsorption tubulaire du calcium causée par
I’acidose24. En ce qui concerne 1’apport liquidien et de potassium, il semble qu’il

soit inversement associé a la susceptibilit¢ de développer une lithiase rénale2
Finalement, cette étude démontre que les gens ayant une diéte riche en calcium (>
1326 mg) développent moins de calculs rénaux que les gens qui ont un faible apport
en calcium (516 mg). Le mécanisme suggéré par les auteurs pour expliquer ce
phénoméne est une augmentation de la chélation de 1’oxalate par le calcium dans

I’intestin, ce qui diminue son absorption intestinale et son excrétion urinaire.

1.2.2  Facteurs génétiques
En plus des facteurs environnementaux, certains chercheurs ont tenté de
démontrer le role des facteurs génétiques dans le développement de lithiases. Ainsi,

on croit que les facteurs héréditaires jouent un rdle important dans la prédisposition a

la lithiase rénale25-28. Pour ce qui est de Curhan et al, ils ont évalué si

I’augmentation du risque peut étre attribuée aux facteurs génétiques, a 1’exposition

aux facteurs environnementaux, ou a une combinaison des deux2?. Méme en
effectuant une correction pour les facteurs environnementaux, le risque relatif de
formation d’une lithiase chez les hommes avec une histoire familiale positive
comparativement a ceux sans histoire familiale est de 2,57 avec un intervalle de
confiance de 95 % (2,19 a 3,02). Toutes ces études proposent qu’une histoire
familiale positive augmente de fagon significative le risque de la formation de

néphrolithiases.

Une autre approche qui fut utilisée pour déterminer I’importance de I’hérédité
dans le développement de lithiases rénales est le calcul du ratio de la proportion des

germains du proposant manifestant le trait et de la prévalence du trait dans la

population générale30. L’intérét de ces études se situe dans le calcul du risque
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associ¢ aux germains du proposant (As). En général, plus le As est élevé, plus la
contribution des facteurs génétiques est importante. Cependant, plus la prévalence
d’un trait est élevée, plus le As diminue. Il est a noter, que généralement, les traits

complexes, comme la lithiase rénale, ont une prévalence élevée. Les études ont

démontré que le As du trait lithiasique varie de 2,5 4 425-27,31 ce qui représente une
valeur plus importante que celle de I’hypertension essentielle et du diabéte de type II

(As = 2) mais, moins grande que le diabete de type I (As = 15).

Troisiemement, un autre type d'étude qui permet la différentiation des
facteurs  génétiques des facteurs environnementaux est l'étude  des
conjoints/conjointes. Dans ce type d’étude, lorsque les facteurs environnementaux
sont la principale cause du développement d’un trait, la prévalence de celui-ci est
semblable dans les deux groupes d’individus. C’est ce type d’approche qui fut utilisé

pour démontrer que la fréquence d’épisode lithiasique dans les familles des individus

atteints est plus élevée que la fréquence dans les familles des conjoints(es)28-32. Ces
études démontrent bien qu’il existe une prédisposition au développement de
néphrolithiases qui ne s’explique pas seulement par ’exposition aux facteurs

environnementaux.

Finalement, I’identification de mutations dans des formes rares de lithiase
calcique constitue une autre évidence en faveur de facteurs génétiques responsables

de la formation de lithiases calciques. Parmi ces traits monogéniques, on observe
I’acidose tubulaire rénale distale33, la maladie de Dent34 et I’hyperoxalurie

primaire35. En ce qui concerne I’acidose tubulaire rénale distale, il s’agit d’un
désordre dans lequel I’épithélium du tubule distale du rein est incapable de
maintenir le gradient d’hydrogéne normal entre la lumiére du tubule et les cellules. Il
en résulte une augmentation de I’excrétion urinaire du calcium et du phosphate, un
pH urinaire élevé, une diminution de I’excrétion du citrate et en la formation de
lithiases phospho-calciques. La maladie de Dent résulte d’une mutation d’un canal &
ions chlore et est associée a une hypercalciurie, une protéinurie de faible poids
moléculaire, a une néphrocalcinose et/ou & la formation de lithiases. Finalement,

I’hyperoxalurie primaire découle d’un désordre du métabolisme du glyoxylate qui



7

entraine une surproduction d’oxalate et par conséquent une hyperoxalurie qui

entraine la formation de lithiases oxalo-calciques.

1.2.3  Transmission du trait lithiasique
Une étude a comparé la proportion des individus lithiasiques chez les jeunes

membres de la famille du proposant dans laquelle aucun, un ou deux individus plus

Agés étaient atteints20. Les résultats de Resnick ef al. démontrent une fréquence plus
élevée d’individus lithiasiques lorsqu’au moins un membre plus 4gé est atteint. Ces
résultats suggérent donc, un mode de transmission polygénique plutdt que
monogénique. Cependant, pour bien démontrer cet aspect, il faudrait des études de
ségrégation. Jusqu’a ce jour, les geénes qui prédisposent a la formation de lithiase
calcique ne sont pas connus tout comme le risque relatif associé a chacun des alléles
de susceptibilité. Certains candidats tel que les génes de la la-hydroxylase30, la
néphrocalcine, 1’'uromoduline et I’uropontine (Appendice I) furent exclus par des
¢tudes de liaison génétique. Récemment, une région située prés du géne du récepteur

de la vitamine D3 semble démontrer une certaine susceptibilité au développement de

lithiases oxalo-calciques dans des familles canadiennes-frangaises3”.



2. Régulation de I’homéostasie du calcium

Puisqu’une quantité importante de calcium est entreposée dans les os, le
calcium est I’ion le plus abondant de I’organisme. Au niveau des liquides corporels,
il est principalement un électrolyte extracellulaire. Environ 98 % du calcium chez
’adulte se trouve dans le squelette et les dents, combiné au phosphate afin de former
un réseau cristallin de sels minéraux. Le reste du calcium se trouve dans le liquide
extracellulaire, de méme qu’a l'intérieur des cellules de divers tissus, surtout ceux
des muscles squelettiques. Outre sa contribution a la dureté des os et des dents, le
calcium est également nécessaire a la coagulation, a la libération des
neurotransmetteurs, au maintien du tonus musculaire et a ’excitabilité des tissus
nerveux et musculaires. Il est donc impératif que les concentrations ioniques du
calcium soit maintenues a un niveau optimal. Les principaux facteurs qui controlent
les flux de calcium sont les hormones calciotropiques38 (figurel). Parmi ces agents

on retrouve la parathormone (hormone parathyroidienne, PTH), la vitamine D; et la

calcitonine.



Intestin

Foie

Os
A ,PO4 LEC  Ca €
§ Cat+
N
Calcitonine PTH
« b«

8e
= 3
Thyroide Parathyroide

Figure 1: Contrdle hormonal de I’homéostasie du calcium.

Dans cette figure, les fleches bleues indiquent un effet activateur et les
fleches rouges un effet inhibiteur. LEC: liquide extracellulaire, Ca:

calcium, PO4: phosphate

2.1 Meécanisme d’action de la PTH

On sait depuis longtemps, que I’un des organes les plus importants dans la
régulation du niveau de calcium sérique sont les glandes parathyroides. Ce sont ces
glandes qui, en réponse & une diminution de la calcémie, sécrétent la PTH, une
hormone peptidique de 84 acides aminés38. Plus précisément, ce sont les cellules
principales, que !’on retrouve dans ces glandes, qui sont responsables de la
production de la PTH. Les cellules principales sont trés sensibles aux variations de

calcium dans le sang. Cette sensibilité est la conséquence de la présence, au niveau

de la membrane cellulaire, d’un récepteur sensible au calcium (CaR)39:4O. Le

mécanisme utilisé par le CaR pour stimuler la sécrétion de la PTH n’est pas encore
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complétement élucidé. Cependant, il a été démontré que le CaR stimule la

phospholipase C, ce qui entraine une accumulation intracellulaire d’inositol 1,4,5-

triphosphate4 1

La PTH qui se retrouve dans le flot sanguin agit seulement sur les cellules

osseuses et sur les cellules du néphron, car ce sont les deux seuls endroits o ’on

retrouve une expression du récepteur de la PTH (PTHr)42. Au niveau des os, la PTH
a pour effet de stimuler les ostéoclastes afin qu’ils libérent du calcium et du
phosphate de la matrice osseuse. Pour ce qui est des effets produits au niveau du
rein, la PTH 1) augmente la réabsorption du calcium et du magnésium; 2) inhibe la
réabsorption du phosphate et 3) favorise la formation de la forme active de la
vitamine Ds (calcitriol, 1,25-dihydroxy-vitamine Ds). En ce qui concerne la

formation du calcitriol, la PTH agit en stimulant le promoteur de la lo-

hydroxylase3, ’enzyme responsable de I’activation de la vitamine Dj. La calcitriol
a donc pour effet d’augmenter ’absorption intestinal du calcium, du phosphate et du
magnésium. Ainsi, la PTH agit sur 'homéostasie du calcium en augmentant la

résorption osseuse et en augmentant I’absorption intestinale et rénale du calcium.
2.2 Mécanisme d’action de la calcitonine

La calcitonine est une hormone sécrétée par les cellules parafolliculaires
(cellules C) de la glande thyroide. Cette hormone réduit la quantité de calcium et de
phosphate dans le sang en inhibant la résorption osseuse et en augmentant la
réabsorption du calcium et du phosphate par les os. Cependant, méme si la

calcitonine agit rapidement, chez le rat, en condition expérimentale, son importance

dans la physiologie n’est pas trés évidente44. Sur le plan clinique, la calcitonine ne
cause aucun symptdme qu’elle soit absente ou présente en excés. Elle joue
probablement un role plus important dans les situations ou ’on observe une
résorption osseuse exagérée comme dans I’hypercalcémie ou la maladie de Paget.
Ainsi, les individus qui subissent une ablation de la glande thyroide maintiennent
I’homéostasie du calcium, tant que leurs glandes parathyroides sont fonctionnelles.

La sécrétion de la calcitonine est directement régulée par le taux de calcium sanguin
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via un systéme de rétroaction négative44. L’augmentation de la calcémie entraine
’activation du CaR, qui par un systeme de second messager active la production de

la calcitonine.
2.3 Mécanisme d’action de la vitamine D

Les roles associés a la vitamine D sont de réguler I’homéostasie du phosphate

et du calcium et de stimuler la minéralisation des os#>. Cependant, lorsque la
vitamine D est initialement produite, elle se retrouve sous une forme inactive et
nécessite [’ajout de deux groupements hydroxyles. La premiére modification se

produit dans le foie. A cet endroit la vitamine D3 subit une hydroxylation en position

25 par P’enzyme 25-hydroxylase#0. La seconde hydroxylation, étape limitant la
formation de calcitriol, transforme la 25-hydroxy-vitamine D3 en 1,25-dihydroxy-

vitamine D3 (1,25(OH),Ds) et est effectuée par une enzyme rénale qui appartient a la
famille des cytochromes P450, la la-hydroxylase (CYP1a)47. Divers facteurs

comme la PTH43, le calcium, le phosphate et la vitamine D47 régulent la production
du calcitriol. Un fois sous sa forme active, la vitamine D peut agir sur les os, le rein
et U'intestin afin de maintenir un niveau adéquat de calcium et de phosphate sérique.
Son r6le physiologique le plus important est la stimulation de 1’absorption intestinale
du calcium. Son mécanisme d’action nécessite la liaison du calcitriol avec le
récepteur de la vitamine D (RVD). Le RVD est une phosphoprotéine de la famille

des facteurs de transcription a doigt de zinc qui lie ’hormone avec une grande
affinité48. Un liaison avec I’hormone entraine une phosphorylation du récepteur? et

permet & celui-ci d’aller se lier ’ADN50 avec son domaine en doigt de zinc, et ainsi
réguler I’expression de certains génes dans les tissus cibles. Les génes régulés par le

RVD sont pour la majorité impliqués dans I’homéostasie du calcium. Parmi ceux-ci
on y retrouve l’ostéocalcinedl, I’ostéopontined2, la PTHS3, les hydroxylases

CYP2454 et CYPla#47 et les calbindinesd. Les calbindines sont des protéines

cytosoliques, ayant une forte affinité pour le calcium, dont le rdle est de faciliter le

transport du calcium dans le cytoplasme.
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3. L’hypercalciurie

3.1 Généralités sur ’hypercalciurie

L’hypercalciurie se définit comme une augmentation de 1’excrétion urinaire

du calcium; elle constitue le facteur de risque le plus fréquemment associé au

développement de lithiases rénales et se retrouve chez environ 40 % des casl1,56.57.
On dit d’un individu, qu’il est hypercalciurique si son taux de calcium urinaire est
supérieur a 7,5 mmol/24h (300 mg/jour), s’il est un homme, et supérieur a 6,3
mmol/24h (250 mg/jour), s’il s’agit d’une femme. On peut aussi utiliser I’excrétion
de calcium corrigé par le poids; dans ce cas on dit d’un individu qu’il est
hypercalciurique lorsque son excrétion de calcium urinaire excede 0,1 mmol/kg (4
mg/kg) et ce peu importe son sexe et son dge. Cette définition se base sur une valeur

moyenne d’excrétion urinaire de calcium obtenue chez des individus dits normaux

(3,9 + 1,6 mmol/24h)36. Cette valeur permet d’affirmer qu’une excrétion urinaire de

calcium entre 0,7 et 7,1 mmol/24h est considérée comme normale.

L’hypercalciurie idiopathique est une affectation qui touche environ 5 % de
la population>8. Elle est plus fréquente chez les hommes, apparait aux environs de

30 ans et semble démontrer une tendance familiale®. Généralement, les patients
hypercalciuriques ne présentent pas de désordre défini pouvant expliquer 1’élévation
de D’excrétion urinaire du calcium observé. Les mécanismes moléculaires
responsables de I’hypercalciurie sont encore inconnus. Cependant, on suppose que

celle-ci résulte de désordres dans la régulation des échanges des ions calciques au

niveau de certains sites ou 1’on retrouve des flux importants de calcium00,61, Ces
désordres se produisent fort probablement dans les intestins, les reins ou dans les os
et se traduisent par une augmentation de I’excrétion urinaire de calcium. Ainsi,
I’identification des facteurs génétiques responsables de 1’excrétion du calcium dans
I'urine permettra la caractérisation des mécanismes moléculaires conduisant a

I’hypercalciurie et au développement de lithiases calciques.
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3.2 Génétique de Phypercalciurie

Certaines études ont présenté des familles dans lesquelles I’hypercalciurie

semble étre transmise comme un trait autosomal?9:62-64 cependant, il existe des
évidences qui portent a croire que I’hypercalciurie n’est pas une entité
physiopathologique simple transmise comme un trait monogénique. Ces évidences
proviennent d’une étude réalisé par Hodgkinson ef al. qui démontre que la courbe de
distribution de I’excrétion urinaire du calcium chez les patients lithiasiques a une

forme similaire a celle observée chez les gens normaux, sauf que I’on observe une

déviation de la courbe vers les grandes valeurs chez les patients Iithiasiques65. Ce
type de résultats démontre que ’excrétion du calcium est un trait complexe auquel
plusieurs facteurs contribuent. Ces observations suggérent, aussi, qu’il serait
beaucoup plus approprié de traiter la calciurie non pas comme un trait qualitatif mais
comme un trait quantitatif comme le sont la tension artérielle et les niveaux de

cholestérol.

Finalement, les résultats obtenus par la création du modele de rat

hypercalciurique suggerent également un mode de transmission polygénique du trait

hypercalciurique®0. Ce modéle de rat fut obtenu par concentration génétique en
croisant, sur plus de 40 générations, des rats dont la calciurie était élevée, afin

d’obtenir un rat dont I’excrétion urinaire de calcium soit beaucoup plus élevée que

celle d’un groupe de rats contrdles®©. Des mesures de la calciurie démontrent que

Iintensité de I’hypercalciurie augmente avec les générations successives

d’accouplement sélectif (de 1.18 mg/24h & 8 mg/24h sur 40 générations)07.
L’analyse de ce mod¢le démontre qu’il refléte bien les observations faites chez des

patients hypercalciuriques. Tout comme chez les patients hypercalciuriques, le
modéle présente une hyperabsorption intestinale du calcium®0, mais aussi un défaut
de la réabsorption rénale tubulaire®8 et une tendance accrue a la déminéralisation des

0509 lors d’une diéte faible en calcium. II fut démontré, quoique non confirmé, que

ces observations sont le résultat d’une augmentation de la stabilité de I’ARN
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messager codant pour le récepteur de la vitamine D3, ce qui a pour effet de rendre les

rats plus sensible a la 1,25(0H),D;70.

33 Classification de I’hypercalciurie

Il existe 4 grandes classes d’hypercalciurie tel que défini par Pak soit :
I’hypercalciurie absorptive (HA), rénale (HR), résorptive (HRé€) et non-classée
(HNC).

3.3.1 L’hypercalciurie absorptive

Dans ’'HA, on observe une augmentation de 1’absorption intestinal du
calcium qui résulte en une hypercalcémie transitoire qui inhibe la sécrétion de la
PTH. La diminution de la PTH sérique entraine une diminution de la réabsorption
rénale et une augmentation de I’excrétion urinaire du calcium, ce qui a pour effet de
normaliser le calcium sérique. On peut observer deux formes d’HA soit le type I
(HA-I), une forme sévere, et le type II (HA-II), une forme plus légére de la maladie.
L’HA-I se produit en présence ou en absence d’une diéte avec apport élevé de
calcium. Par contre, 'HA-II se produit seulement en présence d’une diéte riche en

calcium.

3.3.2  L’hypercalciurie rénale

Dans ce type d’hypercalciurie, I’événement initiateur est un trouble de la
réabsorption tubulaire rénale du calcium. Cela résulte en une diminution de la
calcémie, ce qui stimule la sécrétion de la PTH. L’hyperparathyroidie secondaire
provoque un augmentation de la mobilisation du calcium par les os, une
augmentation de la synthése de la 1,25(0OH),D; par les reins et un augmentation de

I’absorption intestinale du calcium. Tous ces facteurs ménent a I’hypercalciurie.

3.3.3  L’hypercalciurie résorptive
Cette forme d’hypercalciurie résulte d’une mobilisation excessive du calcium

ar les os causée par une hyperparathyroidie primaire. L’HR¢é est aussi associée avec
p



15
une augmentation de 1’absorption intestinale du calcium causée par une synthése
anormalement élevée de la 1,25(OH),D; Dans ce type d’hypercalciurie,
I’hypercalcémie est une caractéristique du diagnostique. L’HR¢ est donc causé par

I’augmentation de la charge calcique filtrée.

3.3.4 Les hypercalciuries non-classées
Cette catégorie inclue 1) la fuite rénale de phosphate avec hypophosphatémie
et hypercalciurie(HNC-I) et 2) ’hypercalciurie a jeun associée a des taux sériques

normaux de PTH, de calcium et de phosphate(HNC-II).

3.3.5 [Test diagnostique des hypercalciuries

Le test de Pak’l est un test diagnostique qui permet la différentiation de
I’origine de I’hypercalciurie selon la réponse de I’organisme lors d’une surcharge ou
d’une privation de calcium. Ce test est basé sur le fait 1) que durant le jelne, le
calcium urinaire sera €élevé en présence d’un défaut rénal de réabsorption ou d’une
mobilisation osseuse excessive; 2) qu’aprés la prise orale de 1 g de calcium, le
calcium urinaire sera élevé en présence d’une hyperabsorption intestinale. Une
calciurie a jeun est considérée normale lorsque celle-ci est inférieure a 0,11 mg de
calcium/dL de filtrat glomérulaire et la calciurie normale aprés I’ingestion de 1 g de
calcium est inférieure a 0,20 mg de calcium/mg de créatinine. Le tableau 3 résume
les caractéristiques physiologiques et les critéres diagnostiques associés a chacune

des classe d’hypercalciuries.
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Tableau 3: Critéres diagnostiques des hypercalciuries

Ca PO4 PTH UCa UCa UCa
Sérique | Sérique | Sérique | 24h® | ajeun | post-charge

HA-I N N N T N 1
HA-II N N N N N )
HR N N )l T T N/t
HRé l N T T T i
HNC-I N \ NA l T 1
HNC-II N N N T T 1

Ca: calcium, PO4: phosphate, UCa: calciurie, N: normal, T: augmenté, ¥ diminué.

 diéte restreinte en calcium

Par contre, Iutilisation du test de Pak et de cette classification est de plus en
plus remise en question. Cette remise en question se base sur le retour a la normale

de la calciurie chez des patients suivis a long termes initialement diagnostiqués HA

ou HR72. Dans cette méme étude, certains patients qui initialement étaient
diagnostiqués HR manifestaient les caractéristiques cliniques de I’HA et vice versa.

D’autres résultats en ce sens sont ceux obtenus avec la souris transgénique servant de

modéle pour la maladie de Dent’3. Les résultats de ce modéle démontrent que le
profile d’hypercalciurie varie entre résorptive et absorptive selon la diéte en calcium.
Ces observations sur la calciurie sont beaucoup plus en accord avec I’expression

d’un trait continu avec divers degrés de sévérités et de présentations cliniques.
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4. Le récepteur au calcium

4.1 Clonage moléculaire du récepteur au calcium

4.1.1 Récepteur au calcium de la parathyroide bovine

Racke et al. 74 et Shoback et collaborateurs’> ont démontré que des ovocytes
de Xenopus laevis acquiérent une sensibilité aux agonistes du récepteur au calcium

(CaR), lorsque ceux-ci sont injectés avec des extraits d’ARNm provenant des

glandes parathyroides. Par la suite, Brown ef al.70 ont utilisé le méme genre
d’approche dans le but d’isoler, d’'une banque d’ADNc provenant de la parathyroide
d’un bovin, un clone pleine longueur et fonctionnel du récepteur au calcium. Ces

travaux ont men€ a I’isolement d’un clone de 5,3 kb qui contient, en totalité, la

séquence codant pour le CaR [CaR de la parathyroide bovine (BoPCaR)76].

La séquence d’acides aminés déduite du BoPCaR prédit trois domaines

majeurs (figure 2)77: 1) Un large domaine extracellulaire hydrophile a I’extrémité
amino-terminale constituée de 613 acides aminés; 2) un domaine transmembranaire
hydrophobe comprenant sept segments intramembranaires, caractéristique de la
famille des récepteurs couplés aux protéines G, constitué¢ de 250 acides aminés; 3)
une queue carboxy-terminale située dans le cytosol et constituée de 222 acides
aminés. De plus, le BoPCaR a une séquence qui prédit neuf sites favorables a une n-
glycosylation des acides aminés dans le domaine extracellulaire, ce qui suggére que
la protéine native soit exprimée comme une glycoprotéine. De plus, les boucles
intracellulaires et la queue carboxy-terminale de la protéine contiennent cing sites,
potentiels, de phosphorylation par la protéine kinase C (PKC). Ces sites contribuent

probablement au découplement du récepteur médié par la PKC, suite a [’activation

de la phospholipase C (PLC) dans les cellules de la parathyroide bovine”$.
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Figure 2: Prédiction de la structure du BoPCaR

Structure du BoPCaR illustrant les mutations activatrices et

inhibitrices79-87. sp correspond au peptide signal prédit, HS

correspond a un segment hydrophobique.

Le BoPCaR partage une homologie de séquence avec un seul membre de la

famille des récepteurs couplés aux protéines G, il s’agit du récepteur métabotropique
du glutamate (mGluR)76. Les mGluRs sont présents dans le systéme nerveux central

et répondent au glutamate, le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau$8.
Bien que I’homologie de séquence des acides aminés entre le BoPCaR et les mGluRs
soit seulement de 18 & 24 %, ils partagent une impressionnante similarité
topologique. Les deux classes de récepteurs possédent un grand domaine
extracellulaire ainsi que 20 résidus cystéines hautement conservés (17 dans le
domaine extracellulaire et trois dans les segments transmembranaires ou dans les
boucles extracellulaires). Des études ont démontré que c’est le grand domaine

extracellulaire qui est responsable de la liaison du ligand dans ces deux types de

récepteurs9,90.  Les cystéines conservées contribuent, probablement, a
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’organisation, du domaine extracellulaire, en une pochette favorisant les interactions
avec les ligands a faible charge tel que le Ca®** le Mg2+ ou tout autres cations
polyvalents. De plus, il est intéressant de constater que le domaine extracellulaire du
BoPCaR contient plusieurs régions constituées en majorité d’acides aminés acides.
Ces régions sont similaires a d’autres régions retrouvées sur des protéines liant le

calcium avec une faible affinité, tel que la calsequestrine et la calreticuline, mais que

I’on ne retrouve pas chez les mGluRs’9. Finalement, la séquence ne prédit pas de
motif ayant une forte affinité pour le calcium. Ce genre de motif serait inopportun
pour la détection du calcium dans un fluide, car le site de liaison serait constamment

utilisé et le récepteur serait incapable de détecter des variations.

4.1.2  Clonage chez les autres espéces

Plus récemment, deux clones (4,0 et 5,2 kb) ont été isolés a partir d’une

banque d’ADNc provenant d’un adénome d’une glande parathyroide humaine?!.
Des études d’expressions dans des ovocytes confirment que les deux clones codent

pour un CaR fonctionnel (HuPCaR). De plus, une forme essentiellement identique a

subséquemment été isolée a partir d’une banque d’ADNc de reins humains?2. De

plus, des formes hautement similaires ont été clonées chez le rat, a partir de la
médulla externe du rein (RaKCaR)93, du striatum du cerveau?4 et d’une ligné de

cellules C (rtMTC 44-2) dérivée des cellules d’un carcinome de la glande thyroide9?.
Toutes ces formes dérivent certainement d’un seul et unique géne. De plus, les CaRs
isolés chez les différentes especes ont tous une forte homologie de séquence (> 90 %
des acides aminés sont identiques), ce qui suggere fortement qu’ils sont homologues
et dérivent du méme geéne ancestral. La majorité des différences inter-especes
résident dans la queue carboxy-terminale de la protéine et se situent au niveau des
sites de glycosylation. La signification fonctionnelle et les différences inter-espéces

de ces sites sont encore inconnues.
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4.2 Couplage récepteur-effecteur

Dans les cellules bovines de la parathyroide, un taux élevé de calcium

extracellulaire entraine I’activation de la PLC via un mécanisme non-sensible a la
toxine pertussis%, contrairement au mécanisme menant a 1’accumulation
d’AMPc97. Ces résultats suggérent que le CaR est couplé a la PLC par une protéine

de la famille Gq98. Cependant, d’autres études sur des ovocytes exprimant le CaR

ont démontré qu’une concentration élevée de calcium extracellulaire augmente

’accumulation d’inositol 1,4,5-triphosphate et de calcium intracellulaire/® via un
mécanisme sensible a la toxine pertussis. Ce qui suggére que la spécificité de la

protéine par laquelle le CaR est couplé avec la PLC varie selon la nature de la cellule

dans laquelle le récepteur est exprimé?9,100,

I a aussi ¢été démontré que des concentrations élevées de calcium

extracellulaire inhibent 1’accumulation d’AMPc dans des cellules rénales

embryonnaires humaines (HEK293) exprimant le CaR101, Cependant, le mécanisme
par lequel les concentrations élevées de calcium inhibent la production d’AMPc reste

encore a déterminer.
4.3 Distribution tissulaire

On retrouve une transcription du gene du CaR dans une multitude de tissus.
Certains de ces tissus jouent un rdle important dans le contrdle de I’homéostasie du
calcium et sont reconnus pour leur habileté a détecter des variations dans la
concentration de calcium extracellulaire, ces tissus inclus la glande thyroide et

parathyroide ainsi que certaines régions du rein. Dans la parathyroide, on retrouve le

CaR a la surface des cellules principales!O2. Au niveau de la parathyroide, on

retrouve le CaR en abondance au niveau de la membrane plasmatique des cellules C.

La localisation de I’ARNm et de la protéine du CaR, au niveau du rein, a

récemment €té clarifiée non seulement par I’utilisation de I’hybridation in situ et de
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I’immunohistochimie, mais aussi par une étude de RT-PCR sur de I’ARN isolé a

partir de microdissection du néphronl03. Cette étude a démontré que I’on retrouve
I’ARNm du CaR dans tous les segments du néphron, incluant le glomérule, le tubule
contourné proximal, I’anse ascendante large, le tubule contourné distal et le tubule
collecteur. Dans I’anse ascendante large, le CaR a une distribution similaire a celle
du PTHr et est principalement présent au niveau de la membrane basolatérale des
cellules. Puisque l'on sait qu’une forte concentration de calcium extracellulaire
inhibe la production d’AMPc induit par la PTH ainsi que la réabsorption du calcium
par le néphron, la présence du CaR et du PTHr dans I’anse ascendante large et dans

le tubule contourné distal supporte fortement 1’évidence d’un r6le crucial du CaR

dans la régulation, par les hormones calciotropiques, de I’homéostasie des ions’9.
De plus, il est implicite que le CaR accomplie cette fonction non seulement par la
régulation de la sécrétion de la PTH, mais aussi en modulant ’action de celle-ci sur

le rein.

Dans le cerveau, I’immunolocalisation du CaR a révélé la présence du
récepteur au niveau du systéme nerveux central avec une abondance particuliére dans

le cervelet et I’hippocampe, le bulbe olfactif, la zone épendymal des ventricules

cérébraux et dans les artéres cérébrales?4. Son expression au niveau des cellules du
cervelet (cellules de Purkinje et granuleuses) suggére qu’il joue un rdle dans la
coordination des mouvements, et sa présence au niveau de 1’hippocampe souléve la

possibilit¢ que le CaR joue un rdle dans certaines fonctions cognitives, tel que

I’apprentissage et la mémoire94:104, Finalement, la localisation du CaR, au niveau
des artéres cérébrales ainsi qu’au niveau des fibres et des terminaisons nerveuses et
des corps neuronaux des cellules pyramidales de I’hippocampes, suggére que celui-ci
joue un role dans la régulation du relachement des neurotransmetteurs ou dans un
autre aspect de la fonction neuronale. Finalement, il est possible que le CaR, dans le
cerveau, réponde a d’autres ligands que le calcium, tel que les polycations, et ainsi

joue un rdle plus général de détecteur d’ion qu’au niveau de la parathyroide.
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4.4  Régulation du récepteur au calcium

A ce jour, il existe trés peu d’études sur la régulation de la fonction et/ou
I’expression du CaR. Les activateurs de PKC émoussent considérablement
I’augmentation de l'accumulation d’inositol phosphate et de calcium intracellulaire

causé par les fortes concentrations de calcium extracellulaire dans les cellules

parathyroidiennes bovines’8,105,106 1 4 présence des sites de phosphorylation de la
PKC, prédit, sur le domaine intracellulaire du CaR suggeére que les effets altérants

’activité de la PKC dans les cellules de la parathyroide sont probablement le résultat

de la phosphorylation d’un ou de plusieurs de ces sites?6,92-95, Cependant, des
études démontrant, de fagon directe, une phosphorylation du CaR par la PKC et la
conséquence fonctionnelle de I’élimination des ces sites permettront une dissection
plus détaillé du mécanisme impliqué. De plus, ces études établiront I’importance de
ces sites dans la régulation de la fonction du récepteur. En ce qui concerne les
activateurs de PKA via un mécanisme dépendant de I’AMPc, contrairement aux
activateurs de PKC, ils n’ont pas d’effets apparents sur 1’augmentation d’inositol

phosphate et de calcium intracellulaire dans les cellules parathyroidiennes

bovines107.

Les études sur le niveau d’expression du CaR sont eux aussi a un stade trés
précoce. Le traitement de rats avec de la 1,25(OH),Ds entraine une trés faible

augmentation du niveau d’expression de ’ARNm du CaR dans la parathyroide dans

une étudelog, mais non dans une autrel09. Par contre, une augmentation ou une
diminution du calcium sérique n’a aucun effet sur le niveau d’expression du CaR
dans ces deux études. Cependant une autre étude démontre qu’une concentration

élevée de calcium extracellulaire augmente de deux fois I’expression de ’ARNm du

CaR dans des cellules AtT-20100, Ce résultat souléve la possibilité que la régulation
du récepteur dans des tissus responsables de ’homéostasie du calcium, tel que la
parathyroide, est différente de celle dans des tissus qui ne sont pas directement liés
au métabolisme des ions, tel que le cerveau. Fait intéressant, une infusion de calcium

entraine une augmentation du niveau d’ACTH in vivo, ce qui suggére que la
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présence du CaR dans les cellules AtT-20 n’est pas simplement due a une expression

ectopique du récepteur dans une lignée tumorale.

Des cellules parathyroidiennes bovines misent en culture subissent une
diminution rapide et marquée de I’expression de I’ARNm et de la protéine du CaR,

une diminution de 75 a 80 % pour les deux paramétre en 18h et 36 a 48h,

respectivementh. Ceci est accompagné d’une augmentation du seuil d’activation
de la sécrétion de PTH par la concentration de calcium extracellulaire, suivie d’une
perte de la suppression de la sécrétion de la PTH médié par une forte concentration
de calcium sérique. Par conséquent, le niveau d’expression du CaR joue
probablement une role important dans le contrdle de la sécrétion de la PTH régulée
par la concentration du calcium extracellulaire. Contrairement a ce qui a été observé
au niveau de la parathyroide, on observe une augmentation dramatique de la

régulation de I’expression de I’ARNm et de la protéine du CaR dans les reins de rat

durant la premiére semaine de viellO. Ceci correspond dans le temps avec le
développement de I’anse ascendante large et refléte 1’expression tissue spécifique du
récepteur dans le rein. Ces grands changements dans I’expression du CaR peuvent se
produire autant in vivo qu’in vitro, cependant les mécanismes responsables de ces
changements, ainsi que la détermination de I’expression tissue spécifique du CaR

sont encore trés nébuleux.
4.5  Le géne du récepteur au calcium

Le gene codant pour le CaR est localisé, chez I’humain, sur le chromosome
311111 est composé de six exons codant pour la protéinego et au moins un exon

non-codant supplémentaire situé en 5°82. Les cinq premiers exons codent pour le
domaine extracellulaire du CaR et le sixiéme codent pour le domaine
transmembranaire et la queue carboxy-terminale. Cette structure exonique suggére
que le CaR est le résultat d’une fusion entre sept domaines transmembranaires, un
motif de transduction de signal et un exon ayant la propriété de détecter les taux de

calcium extracellulaire. En ce qui concerne les séquences situés en 5’ de la région
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codante responsables du niveau et de la spécificité tissulaire de ’expression du CaR,

peu de choses sont connus a ce jour.
4.6  Maladies associées au récepteur au calcium

Depuis son clonage chez ’humain, le CaR a fait ’objet de plusieurs études
qui ont tenté¢ d’associer des modifications génétiques du récepteur a des traits
pathologiques liés au métabolisme du calcium. Parmi ces traits, on retrouve
I’hypocalciurie hypercalcémique familiale (HHF, aussi appeler hypercalcémie
familiale bénigne, HFB) et ’hyperparathyroidisme néonatal sévére (HPTNS), deux
syndromes de résistance au calcium extracellulaire. Ces deux syndromes sont le
résultat d’une diminution de la détection du calcium extracellulaire. L’HHF est un

désordre transmis de fagon autosomal dominant et le locus maladie, chez I’humain, a

été localisé sur le chromosome 3111, plus précisément sur la bande 3q21-24112. A
ce jour, nombreuses mutations inactivatrices du CaR ont été associées a ’HHF, la

majorité étant située dans le domaine extracellulaire de la protéine du CaR (figure 2).

En ce qui concerne 'HPTNS, il est fortement suggéré par Marx et al. 113,114 qu’il
s’agit de la forme homozygote de ’HHF. De plus, Pollak ef al. ont démontré, pour

les deux traits, que le géne maladie est situé sur le chromosome 3q2 dans quatre
familles ayant des individus atteints de HHF et des individus atteints d’HPTNS!15,

Finalement, Pollak er al.8] ont identifié des mutations du CaR menant & une
activation constitutive du récepteur. Ces mutations, dans le domaine extracellulaire
(figure 2), sont associées a un syndrome familiale, I’hypocalcémie autosomale

dominante (HAD).
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5. Meéthodes d’analyse en épidémiologie génétique
5.1 Types d’approche

5.1.1 Etude des génes candidats

L’approche de I’étude des génes candidats consiste a cibler quelques génes
d’intérét pour un trait particulier et d’en faire 1’étude a ’aide de marqueurs
génétiques. Les marqueurs génétiques sont alors choisis selon leur informativité et
leur proximité¢ du géne d’intérét. On peut donc parler de I’étude d’une région
candidate et non seulement de I’étude d’un géne candidat. A titre d’exemple on peut

parler du locus HLA (Human Leucocyte Antigen) sur le chromosome 6p21, qui est

une région candidate pour les maladies auto-immunes! 16,117 11 est primordial, pour
ce type d’étude, d’avoir un minimum de connaissances sur la physiopathologie du
trait d’intérét, car les génes qui sont choisis doivent susciter un certain doute quant 4
leur possible implication dans le développement du trait. Ce type d’approche est
donc limité par la solidité des connaissances de la physiopathologie du trait et du

geéne d’intérét.

5.1.2 Criblage du génome

La deuxieme approche consiste en une analyse de liaison génétique 4 I’aide
de plusieurs marqueurs génétiques qui, contrairement & I’étude des génes candidats,
sont uniformément distribués a travers le génome. Cette approche a pour but
d’identifier une ou des régions qui contiennent des éléments génétiques responsables
du développement d’un trait. Contrairement a I’autre type d’approche, le criblage du
génome ne requiert aucune connaissance a priori quant au rdle du géne ou au
mécanisme de développement du trait. Par contre, ce type d’étude nécessite des

colits tres élevés associés au génotypage des individus.
5.2 Analyse de liaison génétique

Les études de liaison génétique sont couramment utilisées dans

Iidentification des genes responsables du développement d’un trait complexell8.
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Ce type d’étude tente de mettre en évidence la co-ségrégation d’un marqueur
polymorphe avec un trait chez des familles comportant plusieurs membres atteints. I
existe deux types d’analyse de liaison variant selon qu’on précise a priori

(paramétrique) ou non (non-paramétrique) le mode de transmission.

5.2.1 Etude paramétrique

La méthode paramétrique est sans aucun doute la méthode la plus puissante
pour la détection d’une liaison génétique. On dit de cette méthode qu’elle est
paramétrique car elle est dépendante d’un modele de transmission. Ce type

d’approche, tout comme [’approche non-paramétrique, utilise la méthode du
maximum de vraisemblance!19. On peut calculer le lod score en calculant le
logarithme en base 10 du ratio de deux vraisemblances soit: la probabilité que le
locus et le trait soient liés (fraction de recombinaison (0) entre 0 et 0,49) sur la

probabilité qu’ils ne le soient pas (6 = 0,5). On peut donc calculer le lod score a

’aide de la formule qui suit:

Z(0) = logjo [6" (1-6)"* 7 (0,5)% (0,5

dans laquelle Z(0) correspond au lod score pour une fraction de recombinaison 6, R
correspond au nombre d’individus recombinants et NR correspond au nombre

d’individus non-recombinants.

On considére qu’une valeur de lod score supérieure a 3 constitue une

évidence en faveur de la liaison et qu’une valeur inférieure a (-2) constitue une

évidence contre une liaison entre les marqueurs et le trait étudié!19. On retient donc
la distance de recombinaison, exprimée en pourcentage (0), pour laquelle on obtient
le lod score maximum, comme étant la distance la plus probable entre le marqueur et
le trait étudié. Le point faible de la méthode paramétrique est qu’elle requiert la
spécification des parametres de transmission, la pénétrance et la fréquence allélique
du trait. Dans le cas d’un trait complexe, comme la lithiase rénale, ces paramétres

sont inconnus.
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5.2.2  Etude non-paramétrique
La méthode non-paramétrique est moins puissante mais beaucoup plus
robuste que la méthode paramétrique et ne requiert pas de connaissances a priori du

mode de transmission. L’étude des paires de germains est sans aucun doute la

méthode non-paramétrique la plus répanduel20. Selon la ségrégation mendélienne
pour un locus autosomique, les germains ont en commun 0, 1 ou 2 alléles identiques

par descendance (identical by descent, IBD) dans les proportions respectives de 25:

50: 25 %121, Cette méthode d’analyse est basée sur le fait qu’en présence d’une
liaison génétique entre un marqueur et un trait, le ratio change et la proportion chez

les germains atteints ayant deux alléles en commun augmente. Il existe plusieurs
tests simples qui ont été développés!120,121 par contre, celui qui s’adapte le mieux

aux différents modes de transmission est celui du test de la moyennel22. Le test de
la moyenne consiste en un test unilatéral t avec N -1 degrés de liberté. Il se résume

par la formule qui suit:
T = (2np+ n; — N) (2/N)”

dans laquelle, N correspond au nombre total de paires de germains, n; correspond a
la proportion des paires ayant un alléle en commun et n, correspond & la proportion

des paires ayant deux all¢les en commun.

De plus, il est possible, a I’aide de la méthode non-paramétrique, de faire une
analyse de liaison génétique pour des traits quantitatifs, comme par exemple: la
tension artérielle, la calciurie ou la résistance a I’insuline. Dans ce type d’analyse, on
considere que les germains qui sont semblables pour un trait quantitatif devraient
avoir plus d’alleles IBD que les germains qui sont différents. Lors de ce type
d’analyse, on utilise la régression entre la différence au carré des mesures

phénotypiques et la proportion des alléles, comme test pour identifier une liaison

génétique entre le locus marqueur et le trait!20. On estime qu’il y a possibilité de
liaison entre un locus marqueur et trait lorsque la pente de la régression est
significativement négative. Pour déterminer si la régression d’une pente est

significative, on utilise la formule qui suit:



t=p/\/v (»)

dans la quelle, p correspond a la valeur de la pente et v a la variance de celle-ci.

28
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Corps du mémoire:

6. Etude du géne du récepteur au calcium dans I’hypercalciurie

idiopathique et la néphrolithiase calcique

Hypothése: Une variation génétique au locus du CaR est liée a I’hypercalciurie
idiopathique et/ou la néphrolithiase calcique dans des familles canadiennes-

frangaises.

Rationnelle: Le CaR joue un rdle important dans le métabolisme du calcium en
régulant la sécrétion de la PTH en réponse aux variations du taux de calcium
extracellulaire. De plus, des variations génétiques entrainant un gain de fonction du
CaR ménent a I’hypocalcémie autosomale dominante, un trait pathologique associé a
une hypercalciurie. Par conséquent, il se peut qu’une variation génétique au locus du
CaR entraine un faible gain de fonction résultant une hypercalciurie, causé par une

fuite rénale de calcium.

Conclusion: Cette étude suggere que des variations génétiques au locus du CaR ne
sont pas liées a D’hypercalciurie idiopathique ainsi qu’a la formation de

néphrolithiases oxalo-calcique dans des familles canadiennes-frangaises.
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6.1  Article: Evaluation of the Calcium Sensing Receptor Gene in Idiopathic
Hypercalciuria and Calcium Nephrolithiasis
Martin Petrucci B.Sc., Patrick Scott M.Sc., Denis Ouimet MD, Marie-Lucie Trouvé
RN, Yanick Proulx B.Sc., Luc Valiquette MD, Gérald Guay MD, Alain Bonnardeaux
MD, Ph.D. Kidney Int 2000 Jul; 58(1): 38-42.

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 As 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 75™ 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 calcium stones is probably a polygenic trait [3] associated with increased urine
calcium excretion (idiopathic hypercalciuria, IH) in up to 40% of stone formers. The

genetic basis of IH is largely unknown.

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 kidney, 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].

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]. All 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, hyperparathyroidism)

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 75" 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
undetermined 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

inadequately performed we used fasting urine calcium/creatinine ratios (T75 = value
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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 CaR3343S (5’-CAGCCCAGATGCAAGCAGAA-3’) and CaR3500R
(5’-TGGTGTCGGGTCAGCGTAT-3"). We wused single-strand conformation
polymorphism (SSCP) to resolve genotypes. The construction of genetic maps was
carried out with the CRIMAP and MULTIMAP 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: D3S1278-D3S3515-(A986S-G990R)-D3S1551 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 75™ 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 (As) for which we have excluded (lodscore < - 2.0) the CaR gene in our
population (graph 1). The As 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

To determine whether genetic variation at the CaR locus might modulate
intermediate phenotypes related to calcium metabolism, we performed quantitative
trait linkage (QTL) analyses on serum calcium, PTH and 1,25(OH) ,D3, fasting and

post-loading calciuria (before and after the ingestion of 1g of elemental calcium) and
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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),Ds levels.

These results provide evidence that the CaR locus can be excluded as a major
gene for nephrolithiasis at As 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 21 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 cannot 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
used a case-control design subject to bias from unrecognized stratification of

populations.
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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 CYPla (1 o 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-values®
Serum Ca 0.133
PTH 0.632
1,25(0OH),Ds 0.995
UCa/cr (fasting) 0.836
Delta Ca/cr 0.142
UCa/kg/d 0.637

* P values for the traditional Haseman-Elston analysis.
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Discussion:

7. Synthése des résultats

Dans cette étude, nous avons utilisé une approche de géne candidat pour
déterminer I’implication éventuelle du géne du CaR dans 1’excrétion urinaire du
calcium et/ou dans le développement de lithiases urinaires oxalo-calciques. Cette
étude a été effectuée sur un groupe de familles multigénérationnelles d’origine
canadienne-frangaise, ayant plusieurs individus atteints. Nous avons réalisé un
analyse multipoints a I’aide de la méthode de comparaison des paires de germains
atteints. Ce type d’analyse est trés approprié dans I’étude d’un trait dont le mode de
transmission est complexe ou inconnu. Les résultats de cette étude suggérent que des
variations génétiques au locus, ou prés du locus du géne CaR ne sont pas associées
au développement de néphrolithiases hypercalciuriques dans notre groupe de famille,
ou dans un sous-groupe d’individus hypercalciuriques. De plus, le locus du CaR
n’est pas associé a des phénotypes intermédiaires liés & I’homéostasie du calcium tel

que la calcémie, la calciurie, le taux sérique de PTH et de 1,25(0H),Ds.

Ces résultats suggerent que le locus du CaR peut étre exclu comme un gene
principal pour la néphrolithiase & un ratio As (défini comme le ratio de la prévalence

chez les enfants de parents atteints et de la prévalence dans la population en

général30) de 1,50 et 1,68, pour les traits >1 et >2 é&pisodes lithiasiques
respectivement. De plus, le locus du CaR est exclu, avec un As de 2,6, pour le trait
lithiasique hypercalciurique (au moins un épisode lithiasique concordant pour une
calciurie au-dessus du 75°™ centile). Ces résultats sont applicables pour les familles
¢tudiées ici et n’excluent pas la possibilité qu’une variation du géne du CaR soit
impliquée dans I’hypercalciurie idiopathique ou dans le développement de lithiases
rénales, dans une autre population. De plus, nous ne pouvons pas exclure que des

mutations rares du geéne du CaR soient associées avec la formation de
néphrolithiases!23. Cependant, des variations de ce gene prédisposant a la formation

de lithiases rénales sont probablement peu communes dans notre population

lithiasique.
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De plus, cette étude démontre que 1’excrétion urinaire du calcium est
augmentée chez les individus lithiasiques, comparativement a ceux ne formant pas
de lithiases. Les individus atteints ont une calciurie de 24 heures et a jeun
augmentée, ainsi qu’une augmentation de I’excrétion de calcium suite & I’ingestion
de 1g de calcium. Cette €étude est la premiére a démontrer, statistiquement, que
I’hypercalciurie peut étre isolée avec la formation de lithiases en utilisant des
controles familiaux. Les études antérieures utilisaient des sujets contrdles non

apparantés, ce qui peut conduire a une stratification de la population.

Malgré les récents progres réalisés dans I’identification des traits
monogéniques associés a I’hypercalciurie34:124,125 ainsi que dans I’identification

des facteurs environnementaux associés au développement de lithiases rénales22, les

bases génétiques responsables de ’hypercalciurie idiopathique demeurent obscures.

A ce jour, les génes de la lo-hydroxylase39, la néphrocalcine, 1’uromoduline et
l'uropontine (Appendice I) furent exclus comme des génes principaux pour
formation de lithiases calciques. Cependant, Scott ef al. ont récemment suggéré

qu’un geéne situé pres du locus du récepteur de la vitamine Ds, sur le chromosome 12

soit lié a la formation de néphrolithiases37. Etant donné une liste assez restreinte de
geénes candidats, 1’équipe du Dr Bonnardeaux a complété son approche de génes

candidats par un criblage du génome, étude présentement en cours.
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8. Etude du géne du CaR : Forces et faiblesses

8.1 Puissance de ’étude

Dans I’étude des traits complexes, la puissance de 1’étude est directement
reliée a la taille de I’échantillon nécessaire a la détection d’une liaison génétique.
Risch a démontré que la puissance est dépendante du As du trait!20. Le calcul de
Risch prédit qu’il faut 200 paires de germains afin d’identifier, avec une puissance
de 80 %, un locus maladie ayant un As de 2. Cependant, ce calcul sous entend que la

fraction de recombinaison est de 0 et que le marqueur utilisé est complétement

informartif126,127  Ces conditions sont purement théoriques et sont pratiquement
irréalisables. Il est possible de minimiser la perte de puissance causée par une

augmentation de la fréquence de recombinaison et/ou par une diminution de

I’informativité des marqueurs, en effectuant une analyse multipoint!28. Dans 1’étude
du géne du CaR la perte de puissance a été limitée par I’utilisation de plusieurs
marqueurs hautement polymorphes (indice d’hétérozygotie > 0.85) et couvrant toute

la région candidate.
8.2  Approche par génes candidats

Ce type d’approche fut tres efficace dans Iidentification du réle du géne de
I’insuline dans le diabéte mellitus insulino-dépendant129 et d’un facteur HLA dans

la sclérose en plaquemo. Cependant, ’approche des genes canditats, tel qu’utilisée
dans I’étude du CaR, est une méthode trés limitée. Elle devient beaucoup plus
efficace, lorsque I’étude des candidats est concentrée dans une région préalablement
identifiée par des études de liaison préalables sur I’ensemble du génome. Il est donc
préférable d’effectuer, au préalable, une étude plus générale d’un chromosome ou du
génome entier a I'aide de marqueurs génétiques dispersés uniformément dans la
région d’intérét. Par la suite, on focalise sur les génes candidats situés dans le ou les
locus positifs, en ajoutant d’autres marqueurs dans ces régions. Ce type d’approche

est beaucoup plus efficace pour I'identification des facteurs génétiques. Cependant
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elle est aussi plus cofiteuse et plus longue. Elle n’est donc pas a la portée de tous les

groupes de recherche.

8.3  Ktude d’une population isolée

Le choix d’une population, dans laquelle I’origine ethnique est commune, est
trés important dans une étude génétique, car elle permet de diminuer I’hétérogénéité
génétique. Dans ce type de population, les variations génétiques responsables du
développement d’un trait sont moins nombreuses et proviennent souvent d’un
nombre limité d’haplotypes ancestraux. La population canadienne-francaise refléte
bien le profil d’une population homogene, car depuis le début de la colonie la
population québecoise est demeurée relativement isolée, principalement & cause de
considérations géographiques et linguistiques. De plus, il est trés fréquent de
retrouver des familles avec de multiples enfants dans cette population, ce qui est
idéal pour les analyses de liaison. Le seul probleme, dans 1’étude de ce type de
population, est que les variations génétiques identifiées dans ces groupes peuvent ne

pas €tre retrouvées dans une population plus hétérogéne.
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9. Perspectives

Plusieurs génes candidats potentiellement responsables du développement de
lithiases rénales et de I’hypercalciurie idiopathique ont été étudiés. Cependant, aucun
de ceux-ci ne démontre un role important dans la pathogenése du trait lithiasique
associé a DI’hypercalciurie. L’identification et le clonage récent d’autres geénes

potentiellement impliqués dans le métabolisme du calcium tel que les canaux

calciquesl31, les Ca-ATPasesl32, I’échangeur Na/Ca133, fait de ceux-ci des
candidats pour la formation de lithiases. De plus, la démonstration d’une

augmentation de Iactivité de la Ca(Mg)-ATPase chez les patients hypercalciuriques

fait aussi de celui-ci un candidat intéressant134, Cependant, la récente découverte du

role de la sous unité y de la pompe Na’, K*-ATPase dans les fuites rénales de

magnésium133 souléve un doute quant au lien évident entre le facteur génétique
responsable du trait lithiasique et le métabolisme du calcium. Ce résultat suggére que
les mécanismes moléculaires responsables des échanges ioniques dans le néphron
sont trées complexes et probablement inter-reliés d’un ion & un autre. Cette
découverte rend donc la liste des génes, potentiellement, candidats pour la
néphrolithiase tres longue. C’est pour cette raison et étant donné le faible rendement
de I’approche par géne candidats, que nous croyons que I’identification des facteurs
geénétiques responsables du développement de lithiases oxalo-calcique passe
inévitablement par un criblage du génome humain. Des travaux en ce sens sont
présentement en cours dans le laboratoire du Dr Bonnardeaux. Cependant, les
résultats se situent a un stade partiel. Par contre, a la lumiére des résultats obtenus
jusqu’a maintenant, certains locus du chromosome 6, 10, 14 et 20 semblent
démontrer une liaison (NPL >2). Cependant, I’étude doit étre approfondie avant de

conclure & une liaison génétique entre ces locus et la formation de néphrolithiases.
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ABSTRACT

We used a candidate gene approach to determine whether 3 genes coding for major
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 25" and 50™ percentiles, respectively. LOD scores
were less than 0.3 for all 3 loci using the aforementioned affection statuses. Further
analyses allowed the exclusion of uromodulin at As values of 3.9 and 2.5,
osteopontin at As values of 2.7 and 1.6, and ORG at As values of 5.5 and 3.7, for
affected sib-pairs concordant for urine calcium excretion below the 25" and 50%
percentiles, respectively. We conclude that loci encoding 3 major crystallization

inhibitors are unlikely to be involved in 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 (43)) including
uromodulin (Tamm-Horsfall protein, THP) (9), osteopontin (1, 39) 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 (42). 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, and this has been the focus of
numerous studies. Low excretion of urinary citrate, a non-protein inhibitor of both
crystallization (reviewed in (26)) and adhesion of crystals to renal epithelial cells
(19), contributes to stone formation in primary renal tubular acidosis. In recurrent
stone formers with no apparent biochemical abnormality conducive to stone
formation, some (15, 24, 32, 41), but not all studies, (29, 34) have reported lower in
vitro inhibitory activity of either nucleation, aggregation or growth of calcium
oxalate crystals. Also, some studies have shown that stone-formers had less
crystallization inhibitors in their urine compared to normal subjects (23, 44), and
specific biochemical anomalies of inhibitors have been described for nephrocalcin
(10, 21, 22), osteopontin (3) as well as THP (7, 11-13, 33, 36). Genes coding for
these proteins have been cloned, including nephrocalcin, which is probably encoded

by the osteocalcin-related gene or ORG (6).

To determine whether genetic variation of major crystallization inhibitors, namely

THP, osteopontin and nephrocalcin cause simple and/or recurrent stone formation,
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we performed 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 (37, 38). 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
(intravenous pyelogram, abdominal X-ray). Subjects with uric acid stones on
crystallographic/biochemical analyses were not considered affected. Urine sampling
consisted of a single 24-hour urine collection under a free diet, as well as a calcium-
loading test (25). Urine samples with 24-h creatinine excretion outside a 20% limit
of that predicted by the Cockcroft-Gault formula (4) were excluded. Standard
biochemical analyses on urine and serum samples were performed, as previously

described (37).

We used 3 binary phenotypes for the study: 1) passage of a stone, irrespective of
urine calcium excretion; 2) stone passage with urinary calcium excretion below the
50" percentile (T50) of the siblings sampled; and 3) stone passage with urinary
calcium excretion below the 25" percentile (T25). Thus, the T50 group includes the
T25 group. Corresponding 24-h urine calcium excretion values were 0.054 and 0.076
mmol/Kg/d for the T25 and TS50 traits, respectively. When 24-h urine collections
were incomplete, we used the fasting urine calcium/creatinine ratio, with
corresponding values of 0.242 and 0.365 mmol/mmol for traits T25 and TS50,
respectively. 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.
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Molecular and Statistical Genetics

We physically mapped uromodulin (THP), 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. We used the Whitehead Institute/MIT server

(http://www.genome.wi.mit.edu) to map the three genes and selected 3 flanking

highly ~polymorphic markers. Siblings were then genotyped by standard
PCR/electrophoresis methods on genomic DNA extracted from peripheral
leukocytes. We used the CRIMAP and MULTIMAP programs (8, 20) to construct a
genetic map for each locus. Genetic linkage analysis was performed with the
MAPMAKER/SIBS program version 2.1 (16) with the “all pairs” option weighted
by sibship size. The exclude option was used to determine the relative risks (As) 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, 1g21.2-21.3 and 4q21.1-q21.21, respectively, in accordance
with previously published data (28, 30, 45). The genetic distances and order for
multiallelic markers for ORG were D1S2696-D1S305-D1S263 at 7.3 ¢cM and 14.0
cM. For OPN, order was D4S2922-D4S1534-D4S423 with distances of 9.9 ¢M and
7.4 cM. For uromodulin, order was D16S3103-D16S3041-D16S420 with distances
of 6.5 cM and 9.8 cM (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 25™ (T25) and 50" (T50) percentiles
did not show evidence for linkage. The “exclude” option of MAPMAKERS/SIBS
was used to determine the relative risks (As) at which we have excluded (lodscore < -
2.0) the different genes in our population. For THP, the As 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 (125 or T50) were considered, As ratios were 3.9 and 2.55
(24 and 74 pairs of affected siblings, respectively). For ORG, the As 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, the
As 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 major crystallization inhibitors to
determine whether genetic variation is likely to contribute to urolithiasis. These
genes have been previously the focus of many studies that have suggested a potential
role in stone formation. Using the entire group of affected sibs as well as subgroups
with below average urine calcium excretion, we have demonstrated that none of
these genes are likely to contribute to stone formation in our population. Such results
do not completely rule 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.

Our results suggest that if genetic variation at loci coding for crystallization
inhibitors is implicated in stone formation, it is unlikely to result from defects in
THP, osteopontin or nephrocalcin. There are additional crystallization inhibitors such
as prothrombin fragment 1 (40) and uronic acid-rich protein (bikunin) (2) that have
not been investigated in the present study. Although we have restricted analyses to
candidate genes for which phenotype data suggested potential implication (3, 7, 10-
13, 21, 22, 33, 36), 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 (17,
18), perturbation of crystal removal from the lumen by renal cells (14) or inorganic
crystallization inhibitors (26). 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 (31). 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 refute this hypothesis. Other

susceptibility genes for hypercalciuric stone formation include CICNS, as it was
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found that a subject with apparent idiopathic hypercalciuria but without low
molecular weight proteinuria carried a mutation in the gene (35). 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 needs confirmation (38). Our previous studies have excluded the calcium
sensing receptor (27) and CYPla (37), 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, but

this will require larger cohorts of densely affected families.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.

The closest marker to ORG was D1S305 with the flanking markers D1S2696 and
D1S2635 spanning a 21.3 c¢cM region with the order D1S2696-D1S305-D1S2635
supported by a lodscore of 13.9. The marker closest to OPN was D4S1534, flanked
by D4S2922 and D4S423 in a region spanning a 17.3 ¢cM region with the order
D4S2922-D4S1534-D45423 supported by a lodscore of 16.2. The D16S3041 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-D16S3041-D16S420
being supported by a lodscore of 16.2.
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