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Liste des abréviations

FHH : Familial Hypercalcemia hypocalciuria (Hypercalcémie Hypocalciurie Familiale)
PTH : Parathormone

DMO : Ostéodensitométrie

Ca : Calcémie

CaU : Calciurie

Creat : Créatitinémie

CICa/ClCreat : Clairance du calcium / clairance de la créatinine

CaSR : Récepteur sensible au Calcium

CASR : Geéne du récepteur sensible au Calcium

(Ca++)i : Calcium intracellulaire

BPC : Bilan PhosphoCalcique
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RESUME

Les mutations inactivatrices du CASR sont susceptibles de causer un syndrome hypercalcémie
hypocalciurie familiale (FHH), une hyperparathyroidie néonatale sévére et une hyperparathyroidie
primaire. La FHH est caractérisée par une hypercalcémie modérée, une hypocalciurie, une clairance
calcium/créatinine (CaCl/CrCl) <0,01, une PTH normale ou élevée. Cependant le phénotype est
variable. Le but de notre travail était de comparer les phénotypes des patients porteurs ou non d’une
mutation inactivatrice du CASR.

Les patients inclus (118 dont 86 femmes, age médian 63 (40-77)), suivis pour une perturbation du
bilan phosphocalcique non expliquée par une hyperparathyroidie, avaient bénéficié d’un séquencage
du géne CASR apres consentement éclairé. Les patients sous diurétiques, bisphosphonates, lithium,
présentant une insuffisance rénale, des anticorps antiCASR ou une mutation activatrice étaient exclus.
Le sexe, 1’age, les lithiases rénales, 1’ostéodensitométrie, la calcémie, phosphatémie, créatininémie,
250HvitD, PTH, calciurie des 24h et CaCl/CrCl étaient comparés selon la calcémie<100, 100-105,
>105 mg/L et selon le génotype du CASR.

Les patients mutés pour le CASR (21) avaient une PTH plus basse (50 (32-91) vs. 83 (52-107) pg/mL)
que les non mutés, sans différence de 250HvitD (27 (21-35) vs. 23 (15-33) ng/mL), calciurie (120
(45-183) vs 123 (65-188)mg/24h) et CaCl/CrCl (0,01 (0-0,02) vs. 0,01 (0,01-0,02)). Les patients non
mutés incluaient 45 patients normaux pour CASR, 44 avec variant hétérozygote, 8 avec variant
homozygote ou hétérozygote composite. La comparaison de ces 3 sous-groupes montrait aussi une
différence concernant la PTH (0,0188). Une mutation du CASR et un variant étaient identifiés
respectivement chez aucun et 53% des patients avec calcémie inférieure a 100mg/L, 14 et 50% des
calcémies entre 100 et 105mg/L et 23 et 40% des calcémies>105mg/L.

Conclusion : 50% des patients avec calcémie<105mg/l présentaient un variant du CASR et 22% des
patients avec calcémie>105mg/L avaient une mutation du CASR, avec une PTH plus faible, mais sans
différence de calciurie ou de CaCl/CrCl, en présence d’une 250HvitD similaire. Le rapport
Calcium/PTH pourrait étre un meilleur marqueur de la présence d’une mutation du CASR que

CaCl/CrClL
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INTRODUCTION

Le calcium est un métal bivalent, alcalino-terreux, présent en grande quantité dans le tissu osseux.
C’est I’¢lectrolyte le plus abondant de 1’organisme. Il est indispensable au développement normal du
squelette, et joue un réle important a 1’état ionisé¢ dans la perméabilité cellulaire, I’excitabilité neuro-
musculaire et I’activation de certains systémes enzymatiques, notamment la coagulation.

Sa régulation est trés fine et passe par un acteur majeur de I’homéostasie calcique : le Récepteur

sensible au Calcium (CASR), découvert il y a presque 20 ans.

I. HOMEOSTASIE CALCIQUE

. Répartition du calcium dans 1’organisme

L’organisme contient 1 kilogramme de calcium, dont 99% se trouve dans 1’os (hydroxyapatite et
phosphate calcique). Les 11 grammes restants sont situés dans les tissus mous (10 grammes
intracellulaire et 1 gramme extracellulaire).

1. Le calcium osseux

Il est présent principalement sous forme de cristal d’hydroxyapatite. Chaque jour 500 milligrammes
sont échangés entre I’os et le milieu extracellulaire. L’ostéogenese est due aux ostéoblastes qui
synthétisent la trame protéique de I’os, matrice ensuite minéralisée. L’ostéolyse est due a ’action des
ostéoclastes, I’hydroxyprolinurie en étant le témoin.

2. Le calcium intracellulaire

La pénétration intracellulaire du calcium est sous dépendance hormonale et vitaminique (PTH-VIT D).
Le calcium intracellulaire joue un rdle dans la perméabilité membranaire aux ions, la libération des

médiateurs chimiques dans les relais synaptiques, la contraction musculaire.
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3. Le calcium extracellulaire
a) Le calcium sanguin.
Le calcium sanguin a un taux stable ; il est réparti sous 2 formes :
- le calcium ultra filtrable (60%), dont
o 47% est ionisé (fraction biologiquement active, intervenant dans 1’excitabilité
neuro-musculaire et comme cofacteur dans de nombreuses réactions) et
o 13% est non ionisé (complexé a des anions), et
- le calcium non ultra filtrable (40%), 1ié aux protéines et surtout a 1’albumine, restant dans

le compartiment vasculaire et constituant une réserve.

CALCIUM

u Calcium ionisé

& Calcium non
ionisé
Lié aux
protéines

Figure 1. Répartition du calcium sanguin
Le calcium ionisé correspond donc a 50% du calcium sanguin, sauf dans 3 cas :
- L’acidose qui augmente la proportion calcium ionisé/calcium total (1’alcalose ayant
I’effet inverse)
- L’hyperprotidémie qui augmente la calcémie totale mais diminue la part respective de
calcium ionisé (I’hypoprotidémie exergant I’effet inverse)
- L’hyperphosphorémie qui diminue le calcium ionisé et augmente la proportion du

calcium complexé
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b) Le calcium des autres liquides extracellulaires. Le taux de calcium dans les espaces interstitiels est

de 60 mg/L et celui des autres liquides (LCR, LYMPHE) inférieur a celui du sang.

. Le bilan calcique

Les apports et les besoins sont variables selon les individus, environ 1 gramme/24H chez 1’adulte. Les
besoins sont augmentés lors de la grossesse, de 1’allaitement et de la croissance. Le taux d’absorption
intestinale du calcium varie de 30 & 50% et est dépendant du 1,25dihydrocholécalciférol ou vitamine
D3. L’absorption s’effectue dans le duodénum et le jéjunum sous forme de calcium ionisé. Les pertes

sont de 3 types : fécales (400-500mg /24h), urinaires (100-250mg/24h) et sudorales (50-100mg/24h).

. Régulation du calcium

La régulation dépend de 3 principales hormones : parathormone (PTH), 1,25dihydrocholecalciférol

(calcitriol), calcitonine.

1.. Parathormone

La PTH une hormone polypeptidique hypercalcémiante sécrétée par les cellules principales des
parathyroides. Elle stimule la résorption osseuse par les ostéoclastes. Elle se fixe sur un récepteur
membranaire, favorisant I’entrée de calcium dans la cellule et activant 1’adénylcyclase (d’ou formation
d’AMP cyclique et inhibition de I’entrée du calcium dans la mitochondrie). De plus, elle augmente la
réabsorption du calcium au niveau du tubule distal et elle diminue la réabsorption du phosphore. Elle
stimule au niveau intestinal une lalphahydroxylase rénale et transforme le calcidiol en calcitriol
augmentant indirectement 1’absorption intestinale de calcium. La sécrétion de PTH est corrélée de
maniére négative avec la concentration sérique du calcium ionisé, par le biais de récepteurs
membranaires sensible au calcium (65). Il existe une relation sigmoide entre la calcémie et la
libération de PTH, ce qui explique que pour de faibles variations de la calcémie, il existe une
libération rapide et ample de PTH. Cette perception du calcium extracellulaire se fait par

I’intermédiaire du CaSR (Calcium Sensing Receptor).
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Figure 1. Principales hormones et tissus impliqués dans la régulation de la calcémie.

La diminution du calcium ionisé extracellulaire (LEC Ca**) augmente le sécrétion de PTH par
les cellules parathyroidiennes. La PTH stimule (1) la réabsorption rénale de calcium, (2) la
résorption osseuse et (3) I'alpha-hydroxylation de la vitamine D qui accroit I'absorption digestive

de calcium.
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Figure 2. Régulation du calcium (1)
2.. Le calcitriol

Le calcitriol est un métabolite actif formé aprés transformation du déhydrocholestérol

cn

cholécalciférol (vitamine D3) au niveau de la peau grace aux rayons UV, puis la vitamine D3 est

transformée en 25(0OH) vitD3 (calcidiol) par une 25hydroxylase hépatique et enfin la 25(OH) vitD3 est

transformée en 1,25(OH)2vitD3 (calcitriol) par une lalphahydroxylase rénale stimulée par la PTH et

I’hypocalcémie.
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Figure 3. Action du calcitriol (2)
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Le calcitriol a
- une action intestinale en augmentant en fonction des besoins 1’absorption intestinale de calcium
et du phosphore,
- une action osseuse en stimulant la résorption osseuse ostéoclastique et
- une action rénale en favorisant la réabsorption du calcium par le tubule distal et en augmentant
la tmPOA4.
La PTH stimule la production de calcitriol et ’hypocalcémie entraine une augmentation de sa

production directement et indirectement par la PTH.

3. La calcitonine

La calcitonine est un polypeptide sécrété par les cellules claires des parafollicules thyroidiens, seule
hormone hypocalcémiante. Elle a une action sur I’os en inhibant la résorption osseuse ostéoclastique et
en transformant les ostéocytes en ostéoblastes, induisant ainsi une fixation du calcium sur 1’os. Ella a
également une action rénale en diminuant la réabsorption tubulaire du calcium. Sa régulation se fait en
fonction de la calcémie. Cette fonction hypocalcémiante de la calcitonine est modeste chez ’Homme
et n’a été vérifiée que chez les cartilagineux (comme le saumon). Elle a cependant été utilisée dans le

traitement des hypercalcémies modérées.

II. LE RECEPTEUR DU CALCIUM

* (CASR (Récepteur Sensible au Calcium)

Le géne du CASR a été cloné pour la premiere fois en 1993 (3) (4).

Le géne du CASR est localisé en 3q21-24. Il est composé de 7 exons, dont seuls les 6 derniers codent
pour le récepteur. Ce récepteur fait partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Le
CaSR est constitué de 1078 acides aminés (aa). Structurellement, ces récepteurs s’expriment toujours
sous forme de dimeres (d’homodimeéres dans le cas du CaSR). Chaque monomere se caractérise par un

grand domaine extracellulaire N-terminal (612 aa), relié a une partie composée de 7 domaines
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transmembranaires (250 aa) (5) (6). Les domaines transmembranaires sont impliqués dans I’interaction
avec les protéines G et donc dans la transmission de I’information vers 1’espace cytosolique.
L’extrémité cytosolique C-terminale (216 aa) du CaSR posséde 5 sites de phosphorylation par les
protéine kinases C (PKC) et 2 sites de phosphorylation par les protéine kinases A. Il existe 93%
d’homologie entre les CaSR humains, bovins et de souris (7) (8) (9). Le récepteur du calcium pergoit
la concentration du calcium dans le milieu extracellulaire et répond aux variations de cette
concentration, exercant ainsi un rdle majeur dans le contrdle du métabolisme du calcium
extracellulaire (10). La liaison du ligand au CaSR a pour conséquence la stimulation de la protéine G
dépendante (par I’intermédiaire de Galphaq/11-) de I’activité de la phospholipase C. Elle détermine
une accumulation de I’inositol 1.4.5-triphosphate (IP3) et la libération rapide des ions de calcium
(Cat++)i de leurs sites de stockage intracellulaire, suivie d’un influx des ions de calcium
extracellulaires (Cat++). L‘augmentation du (Cat++)i a pour conséquence ’activation de la protéine
kinase C (PKC), qui active en retour la voie de la mitogene-activated protein kinase (MAPK). Le
CaSR active également la voie MAP kinase par l'intermédiaire d'une isoforme de Gi (protéine G ayant
une sous-unité o i, présentant plusieurs isoformes) qui inhibe ’adénylate cyclase et active la famille

des Src tyrosine kinases.

Aecaptaur couplé Mpmbrane
aux prolgines G nourongle

i
Vil

ST

Protélne G
actives

FAétioulum
andoplasmigue
lissa

Figure 4: L'activation de la protéine G stimule la phospholipase C (PLC), enzyme membranaire
qui agit au niveau des phospholipides. La PLC transforme le PIP2 (Phosphatidyl-inositol 4,5
biphosphate) en DAG (diacyl glycérol) et IP3 (Inositol 2, 4, 5 triphosphate). Le DAG stimule la
protéine kinase C (PKC). L'IP3 agit au niveau des compartiments de stockage intracellulaire de
calcium pour libérer le calcium. Le calcium agit a son tour sur différentes enzymes (11).
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La concentration extracellulaire de calcium libre (ionisé€) est un parameétre étroitement régulé : elle est
normalement comprise entre 2,10 et 2,50 mmol/L (84-100mg/L) dans un groupe de sujets normaux,

mais chez un individu donné, elle ne varie jamais de plus de 5 % autour de sa valeur d’équilibre.

VFT

CRD

(o) 852
O 000 Int

980

Figure 5. Le récepteur du calcium (12)
Le controle a court terme de la calcémie fait essentiellement intervenir une hormone peptidique,
I’hormone parathyroidienne (PTH) : son bref délai d’action sur le tubule rénal et 1’os autorise une
correction rapide de tout écart de la calcémie a sa valeur d’équilibre (13). En situation aigué, la
sécrétion de PTH apparait donc étre le déterminant primordial de la calcémie qui est, elle méme, le
déterminant principal de la sécrétion de PTH. La calcémie affecte un grand nombre d’autres fonctions
cellulaires, en particulier dans le rein mais également dans la thyroide (cellules C), les ostéoclastes et

les ostéoblastes, le tube digestif.
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e Localisation et action du CaSR

1. Tissus participant a ’homéostasie calcique

Parathyroides (cellules principales) : L hypocalcémie stimule production de PTH

Thyroide (cellules C) : L’hypocalcémie diminue la calcitonine et la gastrine/acidité gastrique,

Rein (dans tous les segments) : L hypocalcémie favorise la réabsorption du calcium par le tube
contourné distal (diminue la calciurie) et augmente 1’excrétion du phosphore par le tube contourné
proximal

. Os (ostéoblastes et clastes) : L’hypocalcémie favorise la libération de calcium par les
ostéoclastes et leur différenciation + inhibe la différenciation/prolifération des ostéoblastes

. Intestin : absorption du calcium

2. Tissus ne participant pas a ’homéostasie calcique

. Fibroblastes et kératinocytes

. Cellules épithéliales ovariennes, Cellules G gastriques
. Cellules hypophysaires somatotropes et corticotropes,
. Cellules placentaires, Cellules hématopoiétiques,

. Systéme nerveux central

. Cellules entéroendocrines, adipocytes, cellules myocardiques (A)
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Type cellulaire Action

Cellules principales parathyroidiennes Réduction de libération et de synthése de PTH

Cellules C thyroidiennes Augmentation de libération et de synthése de
calcitonine

Tubule rénal Diminution de réabsorption de calcium

Ostéoblastes, ostéoclastes Action inconnue

Fibroblastes Action inconnue

Systéme nerveux central Action inconnue

Cellules G gastriques Action inconnue

Cellules épithéliales ovariennes Action inconnue

Cellules ovariennes, placentaires Action inconnue

Cellules hématopoiétiques Action inconnue

Cellules hypophysaires 8 GH, ACTH Action inconnue

Figure 6 : Fonctions tissulaires du CaSR (14)

* Hypercalcémie familiale bénigne (hypercalcémie hypocalciurie familiale, syndrome

de Marx-Auerbach)

1. Définition
L’hypercalcémie familiale bénigne est une maladie autosomique dominante avec un haut degré de
pénétrance, décrite pour la premiere fois en 1966 (15). Elle est caractérisée par une hypercalcémie le
plus souvent asymptomatique qui dure toute la vie, associée a une excrétion rénale de calcium
comparativement basse. Elle est principalement due a une mutation inactivatrice du récepteur du
calcium (16). La mutation du géne du CASR rend celui-ci moins sensible a la calcémie et diminue son
effet inhibiteur sur la sécrétion de PTH au niveau des parathyroides, ainsi que sur la réabsorption du
calcium au niveau rénal. Les cellules per¢oivent donc un niveau de calcémie plus bas qu’elles ne le
devraient et répondent en conséquence. Une fois ce seuil dépassé, la moindre variation de la calcémie

aura les mémes conséquences que sur le récepteur normal.



VAHE Claire Introduction

Typiquement, la concentration circulante de parathormone est normale, inappropriée a
I’hypercalcémie, et la magnésémie est modérément élevée ou dans les valeurs hautes de la normale.
Néanmoins, la concentration de PTH est élevée chez 20 % des sujets rendant alors le diagnostic
différentiel avec une hyperparathyroidie primitive plus délicat, surtout s’il existe une carence en
vitamine D susceptible de majorer 1’hyperparathormonémie. Les seuls symptdmes parfois observés
sont une pancréatite (17) (18) (19) (20) (21), une chondrocalcinose (22). La calciurie est basse ou
normale, mais jamais aussi élevée qu’on pourrait ’attendre compte tenu de la valeur de la calcémie.
Cette hypocalciurie (relative ou absolue) se traduit biologiquement par une excrétion fractionnelle du
calcium inférieure a 1 % (clairance calcium/créatinine : [(Calciurie 24 h (mmol/L) x Volume urinaire
24 h (L)/ Calcémie (mmol/L)) % (Créatininémie (mmol/L)// (Créatininurie 24 h (mmol/L) x Volume
urinaire 24 h (L))]). Elle est indépendante de la présence de la PTH, puisqu’elle persiste chez les sujets
ayant eu une parathyroidectomie totale. Il n’y a en principe pas d’augmentation du volume
parathyroidien (23), bien que cela ait été décrit.

Tableau 1 : 6 études reliant mutation du CASR et augmentation du volume parathyroidien

Auteur, publication, Nombre cas Parathyroides Nombre mutés
année
Catani F, J Bone 20 20 adénomes 0
Miner Res,1999 (24) parathyroidiens
Burski, JCEM 2002 1 Adénome 1
25) parathyroidien
Brachet, JCEM 2009 1 Adénome 1
(26) parathyroidien
Yabuta T, Asian Adénome
J.Surg 2009 (27) 1 parathyroidien 1
Frank-Raue, Clin. 4 adénomes
Endocrinol. 2011 (28) 139 parathyroidiens ]
Eldeiry, Endocr. Adénomes
Pract. 2012 (29) ) parathyroidiens )
Forde, BMJ Case rep. Adénome
2014 (30) { parathyroidien {
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En effet, dans une étude réalisée en 2011 en Allemagne (28), la mutation a été recherchée chez 139
patients présentant une hypercalcémie et suspects d’avoir une hyperparathyroidie primaire. Sur 8
patients atteints de 6 mutations différentes du gene du CASR, 4 avaient été opérés
d’hyperparathyroidie, et chez chacun d’entre eux un adénome parathyroidien a été confirmé
histologiquement ; chez tous ces patients la calcémie a diminué en postopératoire jusqu’a devenir
normale chez 3 d’entre eux.

De plus, a été publié en 2002 le cas d’une patiente présentant une hypercalcémie séveére persistante
sans réels symptomes. Une mutation du CASR a été identifiée, ainsi qu’un adénome parathyroidien
coexistant. Apres parathyroidectomie, il persistait une hypercalcémie modérée. Ceci était donc un cas
ou 2 pathologies endocriniennes coexistaient (25).

Dans une étude parue en 1999, I’étude du CASR par séquencage direct sur 20 pi¢ces opératoires
correspondant & un adénome parathyroidien n’a mis en évidence aucune mutation. Cette étude
concluait qu’une mutation somatique du géne du CASR ne jouait pas de roéle majeur dans ’apparition
d’adénomes parathyroidiens sporadiques (24).

Cependant il existe une baisse de 1I’expression parathyroidienne du CASR dans les hyperparathyroidies
primaires et secondaires dont I’importance est corrélée au pouvoir de prolifération du tissu. La
conséquence de cette baisse d’expression du CASR est une ¢lévation du seuil de régulation calcique de
la PTH a un méme niveau. Ce serait donc le degré d’expression du CASR qui serait abaissé, la
transduction du signal du CASR s’avérant normale (31).

Il n’a pas été montré de lien entre carcinome parathyroidien et mutation du CASR.

2. Génotype
Une mutation inactivatrice présente a 1’état hétérozygote engendre un syndrome d’hypercalcémie
hypocalciurie familial, tandis qu’a I’état homozygote elle engendre une hypercalcémie néonatale
sévere, avec engagement du pronostic vital. Il existe cependant quelques cas décrits dans la littérature
(32) (33) (34), comme celui d’une jeune fille de 16 ans présentant une mutation inactivatrice du
récepteur du calcium a I’état homozygote avec un phénotype d’hypercalcémie familiale bénigne

masqué par une carence en vitamine D jusque la (35).



VAHE Claire Introduction

3. Causes du syndrome d’hypercalcémie-hypocalciurie

-FHH1:

L’hypercalcémie hypocalciurie familiale de type 1 correspond a des mutations inactivatrices du gene
du CASR, dont la signalisation passe par une sous-unité de protéine G all (Gall), entralnant une
réduction de la sensibilité des cellules parathyroidiennes et rénales au calcium. Les FFH1 représentent
65% des FFH. 64 mutations ont été identifiées dont 17 récurrentes. La majorité de ces mutations,
situées dans les exons 3, 4 et 7, concerne la portion extracellulaire du récepteur. De nombreuses
mutations ont été découvertes ces dernieres années (36) (37). La transmission se fait sur un mode
autosomique dominant.

Aucune différence de phénotype n’a été identifiée. Seul le site R227 pourrait étre le siege d’une
relation génotype/phénotype. A 1’état hétérozygote, la mutation R227Q, moins inactivatrice in vitro est
responsable d’une HHF, alors que R227L est plus inactivatrice et responsable d’hyperparathyroidie

néonatale (38).

-FHH2:

L’hypercalcémie hypocalciurie familiale de type 2 correspond a une mutation de GNA11 codant pour
Gall (situé sur le chromosome 19p13.3). Elle représente 10% des FFH.

GNA11 a 7 exons codants qui englobent une sous-unité alpha d’une protéine G. Les patients avec un
défaut de cette protéine ont une diminution de la sensibilité¢ au calcium extracellulaire. Il existe une

hypocalciurie importante. La transmission est autosomique dominante.

-FHH3:
L’hypercalcémie hypocalciurie de type 3 résulte de mutations d’AP2S1 (Argl5) (situé sur le

chromosome 19q13.3).

— Mutation de 1’Adaptor protein complex 2 sub-unit sigma altérant 1’endocytose du CASR.
— 1l existe une ¢lévation de la PTH avec 1’4ge, une hypophosphorémie et une ostéomalacie.

- L’AP2 est un hétérotétramere de sous-unités alpha,B, p et sigma, liant la clathrine a la
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membrane des vésicules. Les mutations d’AP2 sigma subunit diminuent la sensibilité¢ des cellules
exprimant le CaSR au calcium extracellulaire et réduit ’endocytose du CASR, en raison d’une perte
d’interaction avec I’extrémité C-terminale (dileucine), ce qui diminue la signalisation intracellulaire.

- Un travail récent du JCEM (39) a étudié¢ la prévalence des mutations du géne AP2SI et le
phénotype de la FHH3 dans une cohorte avec hypercalcémie hypocalciurie familiale sans mutation du
CASR. Cinq des 39 patients avaient une mutation (p.R15) de AP2S1 et le phénotype ne différait pas de

FHH1.

FHH

& mutations du CaSR
u mutations de GNA11
mutations d’'AP2S1

Figure 8. Cause du syndrome d’hypercalcémie hypocalciurie familiale
On note que I’hypercalcémie hypocalciurie induite par des anticorps anti-CASR peut mimer ce tableau
clinique. Il n’existe en revanche pas d’antécédents familiaux d’hypercalcémie, mais on trouve
fréquemment une association a d’autres maladies auto-immunes. Aucune mutation du CASR n’est
alors identifiée, mais des anticorps bloquants le CASR sont trouvés.

¢ Polymorphisme du géne du CASR

- Un polymorphisme du CASR est identifié¢ chez 50 a 70% des patients hypercalcémiques.

- Les polymorphismes A986S mais aussi R990G et Q1011E sont associés a une calcémie plus élevée.
- La répartition des polymorphismes differe selon les populations (40).

- Le polymorphisme A986S s’avere étre corrélé au niveau de la calcémie qui est plus élevé tout en
restant dans les limites de la normale, selon Cole dans une étude parue en 2001 qui portait sur 387
femmes saines. Il existait une fréquence de 15% de polymorphisme A986S. La calcémie était

significativement plus haute chez ces patientes que chez les patientes non porteuses d’un variant
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(p=0,0001) (41).

- Dans une méta-analyse publiée en 2011 (42), et portant sur 2820 patients, les patients avec un
polymorphisme A986S avaient une calcémie significativement plus élevée que les patients sans
anomalie génétique. Il n’y avait pas de différence significative concernant le taux de PTH.

- Il existe une association hypercalciurie et polymorphisme Arg990gly (43) (44).

Dans une étude parue en 2007 (45), les femmes porteuses du variant R990G avaient un risque
significativement accru d’avoir une excrétion de calcium plus importante par rapport aux femmes non
porteuses. La calciurie était plus importante en cas de présence de R990G a 1’état hétérozygote (7.3
mmol/24h, soit 280 mg/24h) et & I’état homozygote (10,7 mmol/24h, soit 428 mg/24h) qu’en cas
d’absence de ce polymorphisme (5.8 mmol/24h, soit 232 mg/24h) (p=0.005).

- L’intervention du polymorphisme A986S dans la détermination de la densité osseuse n’est pas
certaine, mais il serait plus fréquent chez les femmes ménopausées ostéoporotiques (46) sans
qu’aucune relation avec la densité minérale osseuse n’ait été relevée chez les femmes jeunes (47). La
prévalence des fractures chez les patients atteints d’hyperparathyroidie primaire serait accrue en cas de
polymorphisme A986S (p<0.05) (48).

- Le polymorphisme R990G semble associé a un risque plus élevé d’hypertriglycéridémie et pourrait
étre un prédicteur génétique potentiel d’hypertriglycéridémie. Par ailleurs il a été montré que
I’hypercalciurie augmente avec 1’hyperinsulinisme, ce qui pourrait constituer un biais (49).

Dans une étude chinoise (50), 972 sujets avec hypertriglycéridémie et 1197 sujets sans étaient inclus.
Il n’y avait pas de différence significative de prévalence des variants A986S et Q1011E entre les 2
groupes. Il existait significativement plus de variants R990G dans le groupe avec
hypertriglycéridémie. Le variant R990G était significativement plus fréquent chez les patients obeses
dans le groupe hypertriglycéridémie que dans le groupe sans hypertriglycéridémie.

- Une étude publiée en 2001 par une équipe japonaise portant sur 105 patients atteints
d’hyperparathyroidie primaire mettait en évidence pour la premiere fois un lien entre la présence du
polymorphisme R990G et la sévérité de I’hyperparathyroidie primaire (51), et une autre étude parue en
2000 et portant sur 122 japonais dialysés montrait une relation avec I’ hyperparathyroidie secondaire

de I’insuffisance rénale (52).
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- Une étude parue en Octobre 2013 montrait une prévalence plus importante du polymorphisme
R990G chez les patients avec hyperparathyroidie primaire dans une population chinoise comportant

164 personnes atteintes d’hyperparathyroidie primaire et 230 témoins (53).

III. BUT DU TRAVAIL

De nouvelles mutations inactivatrices du gene du CASR ont été découvertes récemment.

La principale difficulté tient au diagnostic différentiel entre un syndrome hypercalcémie-hypocalciurie
dont 20% ont une PTH accrue, avec les 10 % des hyperparathyroidies 8 PTH normale (54).

Le phénotype des patients mutés est variable (55). Compte-tenu de ces avancées récentes, il paraissait
utile d’analyser rétrospectivement une cohorte de patients présentant un profil biologique compatible
avec un syndrome hypercalcémie-hypocalciurie afin de confirmer les éléments biologiques les plus
prédictifs d’une mutation devant une hypercalcémie atypique et d’identifier d’éventuelles corrélations
génotype/phénotype.

L'objectif principal était de comparer le génotype des patients selon leur niveau de calcémie.

L'objectif secondaire était de comparer le phénotype des patients selon leur génotype.
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PATIENTS ET METHODES

I. PATIENTS

L’¢étude du CASR a été réalisée chez 165 patients dans 3 centres (Amiens 30, Nimes 2, Lille 133).
L’étude était rétrospective multicentrique. Le critére d’inclusion était la recherche d’une mutation du
geéne du récepteur du calcium au laboratoire d’oncogénétique du CHRU de Lille. Cette recherche était
effectuée chez des patients ayant eu un trouble du métabolisme phosphocalcique non expliqué par une
authentique hyperparathyroidie primaire. Treize patients ont été exclus des analyses statistiques : il
s’agissait des patients témoins du service de pneumologie, chez qui il n’existait pas d’antécédent
d’anomalie du bilan phosphocalcique mais qui avaient eu une analyse du CASR en raison d’un
apparenté ayant une mutation de 1’alphalantitrypsine. Trente-quatre patients ont été secondairement
exclus pour les raisons suivantes : hypocalcémie et mutation activatrice du récepteur du CASR (n=11),
insuffisance rénale définie par une créatininémie supérieure a 15 mg/L (n=4), traitement par lithium,
bisphosphonates ou diurétiques (n=1), patients avec anticorps antiCASR, données d’anamnése
insuffisantes (n=13), hyperparathyroidie opérée quel que soit le génotype (n=5).

recherche mutation
165

hypocalcémie
11

insuffisance rénale
4

manque de données
13

hyperparathyroidie
5

témoins
13

inclus
118

Figure 9 : inclusion des patients dans notre étude
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I1. DESIGN DE L’ETUDE
Il s’agit d’une étude rétrospective de cohorte. Les patients ayant bénéfici¢ d’une étude du geéne du
CASR ont été comparés selon leur niveau de calcémie et selon leur génotype pathogéne ou non. Les
patients ayant une hyperparathyroidie ont été exclus.
L’analyse statistique a d’abord été effectuée en groupant les patients
. Selon la calcémie : 3 groupes ont été effectués :
— calcémie inférieure & 100 mg/1 et antécédent d’anomalie du bilan phosphocalcique
- calcémie entre 100 et 105 mg/l

— calcémie supérieure ou égale a 105 mg/1
Pour nous assurer que notre groupe témoin (calcémie < 100 mg/L mais avec anomalie du bilan
phosphocalcique) était satisfaisant, nous 1’avons comparé en termes de calcémie et de génotype a un
groupe de témoins dont le génotype avait été¢ étudi¢ pour une raison autre qu’un trouble du bilan
phosphocalcique.
Ce groupe présentait une calcémie inférieure a 100 mg/L et n’avait pas d’antécédent d’anomalie du
bilan phosphocalcique. Il s’agissait d’apparentés de patients de pneumologie (service du Pr
Scherpereel, CHRU Lille) ayant une mutation de I’alphal-antitrypsine, chez qui la recherche de cette
méme mutation mais aussi celle des mutations du CASR qui modulent I’expression de la maladie
avaient été effectuées.
Les calcémies et la répartition du génotype ne différant pas entre les 2 groupes, seul le groupe témoin

initial dont 1’étude pouvait étre compléte notamment en termes de calciurie et de PTH a été conservé.
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. Selon le génotype : 4 groupes ont ét¢ effectués

- absence de mutation du gene CASR

— présence d’un variant a 1’état hétérozygote (A986S, R990G, ou Q1011E)

— présence d’un variant a 1’état homozygote ou de 2 variants a I’état hétérozygote (hétérozygote
composite)

- présence d’une mutation du CASR

Puis nous avons effectué des regroupements afin de réaliser d’autres analyses statistiques sur des
groupes de taille suffisante :

. Absence de mutation pathogene et présence d’'une mutation pathogene

. Réalisation de courbes ROC concernant le rapport calcium/PTH et calcium/phosphore

III. PARAMETRES ANALYSES

Pour chaque patient, 33 données ont été initialement retranscrites : nom, age, sexe, génotype, présence
d’autres anomalies géniques susceptibles d’expliquer la calcémie, calcémie ionisée, antécédents
personnels de lithiases rénales, protidémie, albuminémie, calciurie, phosphaturie, TRP (Taux de
Réabsorption du Phosphore), créatinine, créatininurie /24h, clairance du calcium, clairance du
phosphore, clairance de la créatinine, clairance calcium/créatinine, magnésiémie, magnésurie, PTH,
250HvitD, phosphatases alcalines osseuses, télopeptide, cross laps sanguin, hydroxyprolinurie,
ostéocalcine, ostéodensitométrie, échographie, scintigraphie, , antécédents familiaux, traitements
interférents. Ces données ont permit de ne pas méconnaitre une calcémie faussée, d’exclure les
patients avec traitement interférent.

Onze criteres ont été finalement pris en compte pour I’analyse de la cohorte, ceux-ci étant jugés les
plus discriminants et avec le moins de données manquantes : calcémie, calciurie, créatininémie,
clairance de la créatinine, clairance calcium/clairance créatinine, PTH, 250HvitD, DMO, lithiases

rénales, age, sexe pour 1’objectif principal, et 12 pour 1’objectif secondaire (critére calcémie en plus).
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* Techniques de dosages et d’analyse

Concernant les critéres pris en compte, les techniques de dosages étaient les suivantes :

- calcémie : colorimétrie sur tube hépariné

- créatinine : colorimétrie et test enzymatique sur tupe hépariné

- créatininurie : test colorimétrie sur tube plastique a fond rond, sur 24h

- calciurie : test colorimétrique sur tube plastique & fond rond, sur 24h

- PTH : test par immuno-chimiluminescence sur tube EDTA, sur ’automate Architect (Abbott) (réactif
PTH référence 8k25)

- 250HvitD : test par immuno-chimiluminescence sur tube sec, dosage sur 1’automate Liaison
(DiaSorin) (réactif 25 OH Vitamine D référence 310600).

La recherche de la mutation du récepteur du calcium avait été effectuée au centre de biologie et
pathologie du CHRU de Lille, a partir d’un prélévement sanguin sur tube EDTA, obtenu apres
consentement éclairé du patient. Il s’agissait, a partir du sang recu, d’extraire I’ADN des leucocytes.
Puis une amplification par PCR des zones d’intéréts (les différents exons du géne CASR) est réalisée.
Les fragments amplifiés correspondent environ a 400 paires de bases. Puis une nouvelle étape
d’amplification est réalisée a partir de produits déja amplifiés : c’est I’étape d’extension, dans laquelle
sont utilisés des didéoxyDNTP marqués par des fluorophores. Un séquengage selon la méthode de
Sanger est réalis¢ sur un séquenceur capillaire automatique, 3730 XL (Applied Biosystem) par
électrophorese capillaire.

Puis la séquence trouvée est comparée a la séquence connue du géne, NM 000388.3 a Lille. Le

logiciel d’analyse utilisé était SEQSCAPE.

* Ostéodensitométrie

Les ostéodensitométries étaient réalisées dans le service de médecine nucléaire du CHRU sur un

appareil de marque Hologic 81360, modele Discovery A et avec le logiciel 12.6 :3.
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Un Tscore supérieur a -1 correspondait a une densité minérale osseuse normale, un Tscore entre -1 et
-2.5 a une ostéopénie, et un Tscore inférieur a -2.5 & une ostéoporose. Les valeurs étudiées au niveau
du col fémoral et du rachis. Les données concernant le poignet étaient trop peu souvent mesurées.

46 patients avaient des donnés manquantes soit, 38,9% de la population totale.

e Lithiases
Pour chaque patient nous avons cherché un antécédent de colique néphrétique ou la présence de
lithiases rénales a 1I’échographie.

Ces données manquaient pour 8 patients, soit 6,8% de la population totale.

IV. RECUEIL DES DONNEES
Les données relevées provenaient des dossiers informatiques ou papiers, aussi bien a Lille qu’a

Amiens et Nimes.

V. LES TESTS STATISTIQUES

La population totale a été décrite avec 1’aide du logiciel SAS (Statistical Analysis System) 9.3.

Pour I’étude descriptive, la normalité a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk.

Les patients ont été dans un premier temps répartis en 3 groupes selon la calcémie. L analyse du sexe,
de I’ostéodensitométrie, s’est faite en comparaison de fréquence.

L’analyse de la présence de lithiase suivait une loi normale. Un test paramétrique de Fisher en
comparaison de moyenne a été fait, avec analyse de la variance.

L’analyse des autres données suivait une loi non normale. Un test non paramétrique de Kruskal-Wallis
a été réalisé, en comparaison de distribution.

Les patients ont ensuite été répartis en 4 groupes selon leur génotype et les mémes analyses ont été
réalisées.

Les résultats avec p<0,05 étaient considérés comme statistiquement significatifs.

Lorsque le résultat était significatif en comparant les 3 groupes, une analyse des groupes 2 a 2 était

réalisée.
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RESULTATS

I. DESCRIPTION DE LA COHORTE

La cohorte comportait 118 patients : 86 femmes et 32 hommes.

Tableau 2 : Descriptif de la population totale

Groupes selon calcémie Fréquence Pourcentage (%)
Ca < 100 et anomalies 15 12,7
Ca 100-105 28 23,7
Ca=>105 75 63,5
Total 118 100
Sexe féminin 86 72,8
Groupes selon génotype

Normal 45 38,1
Variant hétérozygote 44 37,3
Dont A986S 35 29,7
R990G 5 4,2
QIOI1E 4 3,4
Variant homozygote ou hétérozygote composite 8 6,8
Mutés 21 17,8
Total 118 100

DMO
Normale 20 16,9
Ostéopénie 34 28,8
Ostéoporose 18 15,2
Non documentée 46 38,9
Total 118 100
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Lithiases
Présence
16 13,5
Non documenté
8 6,8
Total
118 100

Le tableau 2 ci-dessus représente la composition de la population totale.

*  Comparaison du groupe témoin de pneumologie et du groupe témoin avec antécédent

d’anomalie du bilan phosphocalcique

Tableau 3. Comparaison des phénotypes et des génotypes entre les témoins du

service de pneumologie et ceux avec antécédent d’anomalie du bilan phospho-

calcique
<100 et pas d’anomalie <100 et anomalie p
du BPC du BPC
Age 37 (36,39) 62 (45,74) 0,0001
Calcémie (mg/L) 92 (91,94) 95 (92,98) 0,0566
Créatininémie (mg/L) 8(7,9) 8,5 (8,9) 0,3473
Phosphore 29 (26,37) 35 (30,49) 0,0670
Sexe masculin 23,1% 33,3% 0,2763
Génotype 1
- Normal 46% 46%
- Variant hétéro 46% 46%
- Variant homo ou 8% 7%
hétéro compo
- Mutés 0% 0%

Les autres parametres n’ont pas été étudiés entre ces deux groupes en raison de 1’absence de différence

significative entre les 4 sous-groupes de calcémie pour ceux-ci. La différence significative concernant

I’age est liée au motif de consultation en pneumologie (infertilité possiblement liée a une maladie

pulmonaire). Par ailleurs, les effectifs sont faibles. Le génotype ne différait pas entre ces 2 groupes. En
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effet, au sein du groupe témoin de pneumologie, 7 patients n’avaient pas d’anomalie du geéne du
CASR, 5 patients avaient un variant a I’état hétérozygote (3 variants A986S et 2 variants R990G), et 1
patient avait un variant a I’état homozygote (A986S).

Notre groupe témoin était donc satisfaisant en raison de I’absence de différence significative entre ces
2 groupes, hormis ’age qui n’influe pas sur le génotype. Notre groupe témoin avec calcémie inférieure
a 100 mg/L et anomalie transitoire du bilan phosphocalcique pourrait donc étre assimilé a la

population générale.

I1. OSTEODENSITOMETRIE

Tableau 4 : Comparaison de la densité minérale osseuse selon la calcémie

% de patients

ayant une Normale Ostéopénique Ostéoporotique p
DMO
Calcémie
(mg/L)
<100 11.1 222 66.7
100-105 16.7 61.1 22.2 0,0351
>105 35.6 46.7 17.8

La prévalence de I’ostéoporose était plus importante dans le groupe de patients ayant une calcémie
<100 mg/l que dans le groupe de patients ayant une calcémie >105 mg/L et celle de 1’ostéopénie
significativement (p=0.0351) plus fréquente dans le groupe ayant une calcémie comprise entre 100 et
105 ou > 105 mg/l que dans le groupe ayant une calcémie <100 mg/L.

En comparant les groupes 2 a 2 (tableau 5 ci-dessous) on remarquait une différence significative
(p=0,0438) entre les groupes de calcémie <100 mg/L et > 105 mg/L avec respectivement 66,7 et
17,8% d’ostéoporose et 22,2 et 46% d’ostéopénie, 1’ostéoporose étant paradoxalement plus fréquente

dans le groupe calcémie<100 mg/L.
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Tableau 5 : Comparaison de la densité minérale osseuse selon la calcémie en comparaison 2 a 2.

% de patients

ayant une
DMO Normale Ostéopénie Ostéoporose p
Calcémie
(mg/L)
<100 11,1 22,2 66,7
0,2301
100-105 16,7 61,1 22,2
% de patients
ayant une
DMO Normale Ostéopénie Ostéoporose p
Calcémie
(mg/L)
<100 11,1 22,2 66,7
0,0438
> 105 35,6 46,7 17,8
% de patients
ayant une
DMO Normale Ostéopénie Ostéoporose p
Calcémie
(mg/L)
100-105 16,7 61,1 22,2
0,3614
>105 35,6 46,2 17,8

La comparaison des ostéodensitométries selon le génotype (tableau 6) montre une prévalence
d’ostéoporose et d’ostéopénie significativement différente (p=0,03) selon le génotype avec une
prévalence importante d’ostéopénie chez les sujets non mutés et I’absence d’anomalie osseuse chez les
mutés, confirmant I’absence de caractére délétére des anomalies du géne du CASR sur le plan

osseux dans cette cohorte.

Tableau 6 : Comparaison de la densité minérale osseuse selon le génotype

Normale (%) Ostéopénie (%) Ostéoporose (%)
Normal 19.35 61.29 19.35
Variant hétéro 20.69 44,83 34.48
Variant homo ou 75 0 25
composite
Muté 62.5 25 5.56
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La comparaison de la distribution des résultats de DMO chez les mutés et les non mutés (absence
d’anomalie génétique, variant hétérozygote, homozygote ou hétérozygote composite) n’était pas
significative (p=0,10) mais on observait la encore une fréquence plus élevée d’ostéodensitométrie

normale chez les mutés que chez les non mutés, comme le montre le tableau 7 (ci-dessous).

Tableau 7 : Comparaison de la densité minérale osseuse selon la présence ou non d’une mutation

du CASR
Normale Ostéopénie Ostéoporose p
Non mutés 234 50 26,5
0,10
Mutés 62,5 25 12,5

II1. LITHIASES RENALES

Tableau 8 : présence de lithiases rénales selon la calcémie

Calcémie (mg/1) Pas de lithiase Lithiase P
<100 76.9 23.1
0,3614
100-105 80.8 19.2
>105 88.7 11.3

La prévalence des néphrolithiases n’était pas différente (p=0,3614) en fonction de la calcémie malgré
une prévalence 2 fois plus élevée dans le groupe ayant une calcémie < 100 mg/I.

Les lithiases ne difféerent pas (p=0.6737) selon le type d’anomalie du CASR dans cette cohorte
(Tableau 9). Cependant, elles sont présentes dans tous les groupes, la prévalence la plus basse étant
observée comme attendu chez les sujets mutés (6%), deux fois plus basse que chez les sujets non
mutés. Paradoxalement les sujets hétérozygotes isolés ou composites ont une prévalence de lithiases
similaire ou légeérement plus élevée que les non mutés, reflétant probablement 1’effet hypercalciuriant

des variants hétérozygotes les plus connus.
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Tableau 9 : présence de lithiases selon le génotype

% de patients montrant une absence de lithiase lithiase p
Normal 89.05 13.95
Variant hétéro 80.95 19.05 0,6737
Variant homo ou hétéro 87.5 12.5
compo
94.12 5.88
Muté

La comparaison a également été faite en groupant les non mutés (absence d’anomalie génétique,
variant hétérozygote, homozygote ou hétérozygote composite) et les mutés, et n’a pas montré de

différence significative (p=0,4582).

IV. COMPARAISON DES PARAMETRES BIOLOGIQUES SELON LA CALCEMIE

Tableau 10 : Comparaison des paramétres biologiques selon la calcémie

Médiane <100mg/L 100-105 mg/L > 105 mg/L p
IQR

Age 62 (45-74) 67,5 (44-79) 64 (53-79) 0,7748
Phosphore 35(30-49) 33(26,5-39) 28(24-32) 0,0001
CaU 128(80-255) 111(62-177) 118,5(61-188) 0,7616
Creat 8,5(8-9) 9(8-10,9) 9(7-11) 0,6931
Clcreat 77(63-86) 74,5(64,5-107) 85,2(66-121) 0,4998

PTH 73(43-91) 39(22,5-85) 88(56-110) 0,002
250HvitD 25(18-40) 18,5(13,5-24,5) 26(17-34) 0,0856
Ca/PTH 1,3(1-2,3) 2,6(1,2-4,5) 1,22(1-2) 0,0107
Ca /Phosphore 2,6(1,9-3,2) 3,1(2,6-3,9) 3,9(3,4-4,8) <0,0001
ClCaCreat 0,01(0,01-0,02) 0,01(0,01-0,02) 0,01(0,01-0,02) 0,3787

La comparaison des parametres biologiques entre les 3 groupes selon le niveau de calcémie (tableau
10) mettait en évidence une différence significative de PTH, de rapports calcium/phosphore et
calcium/PTH avec des valeurs respectivement plus élevées chez les patients avec calcémie > 105

mg/L.
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* Comparaison des parameétres biologiques 2 a 2 selon la calcémie

Tableau 11 : Paramétres biologiques comparés 2 a 2 selon la calcémie

<100 100-105 p
Phosphore 35(30-49) 33(26-39) 0,1890
PTH 73(43-91) 39(22,5-85) 0,0482
Ca/PTH 1,31(1,03-2,28) 2,64(1,22-4,54) 0,0233
Ca/Ph 2,65(1,88-3,23) 3,11(2,64-3,86) 0,0303

<100 >105 p
Phosphore 35(30-49) 28(24-32) 0,0003
PTH 73(43-91) 88(56-110) 0,1139
Ca/PTH 1,31(1,03-2,28) 1,22(1,03-2) 0,8413
Ca/Ph 2,65(1,88-3,23) 3,95(3,45-4,79) <0,0001

100-105 >105 p
Phosphore 33(26-39) 28(24-32) 0,0038
PTH 39(22,5-85) 88(56-110) 0,0010
Ca/PTH 2,64(1,22-4,54) 1,22(1,03-2) 0,0041
Ca/Ph 3,11(2,64-3,86) 3,95(3,45-4,79) <0,0001

Ces tableaux montrent une différence significative de PTH entre les 3 groupes avec une PTH plus
¢levée dans le groupe de calcémie supérieure a 105 mg/L et le groupe de calcémie inférieure a
100mg/L que dans le groupe de calcémie entre 100 et 105 mg/L. De plus le rapport calcium/PTH est
significativement différent entre les patients avec calcémie supérieure a 105 mg/L et 100-105 mg/L et
entre les groupes de patients avec calcémie 100-105 mg/L et inférieure a 100 mg/L.

¢ Distribution du génotype selon la calcémie

Tableau 12 : Génotype selon la calcémie

% de patients

résentant un Variant homo

énotype  Normal  Variant hétéro ou hétéro Muté p
Calcémie composite
(mg/
<100 46,67 46,67 6,67 0
100-105 35,71 50 0 14,29 0,1273
=105 37,33 30,67 9,33 22,67

Ce tableau 12 montre la répartition des génotypes selon la calcémie de nos patients. La différence de
génotype entre ces groupes n’était pas significative mais on remarque que 50% des patients ayant une

calcémie entre 100 et 105mg/L étaient porteurs d’un variant a 1’état hétérozygote et que 23% des
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patients avec calcémie supérieure ou égale a 105mg/L avaient une mutation inactivatrice du récepteur
du calcium. Une mutation du CASR et la présence d’un variant du geéne a I’état hétérozygote ont été
trouvés respectivement chez aucun et 46% des patients avec calcémie inférieure a 100 mg/l ; 14% et
50% des patients avec calcémie entre 100 et 105mg/L et 22% et 20% des patients avec calcémie

supérieure ou égale a 105mg/L.

V. COMPARAISON DES PARAMETRES SELON LA PRESENCE OU NON D’UNE
MUTATION DU CASR

Tableau 13 : Comparaison des paramétres biologiques selon la présence ou non d’une mutation

du CASR

Non mutés Mutés p
Age 68(55-79) 61(35-71) 0,0915
Phosphore 29(24-35) 28(27-34) 0,9151
CaU 123(65-188) 120(45-183,2) 0,7365
Creat 9(8-10) 8(6-7,1) 0,3410
Clcreat 77,5(64-108) 105(76,4-127) 0,0594
Calcium 106(102-112) 108(105-116) 0,0539
PTH 83(52-107) 50(32-91) 0,0348
250HvitD 23(15,5-33) 27(21-35) 0,2072
Ca/PTH 1,32(1-2,18) 2,2(1,2-3,2) 0,0158
Ca/Phosphore 3,7(2,9-4,5) 3,8(3,1-4,4) 0,6041
ClCaCreat 0,01(0,01-0,02) 0,01(0-0,02) 0,2743

Le tableau 13 (ci-dessus) montre la comparaison des parameétres biologiques entre le groupe des
patients ayant une mutation du CASR et ceux sans mutation. Il n’existait pas de différence significative
entre les deux groupes pour 1’age, la phosphatémie, la calciurie, la créatininémie, la clairance de la
créatinine, la clairance calcium/créatinine et la 250HvitD.

Il existait une concentration de PTH statistiquement plus ¢élevée chez les patients ne présentant pas de
mutation du CASR que chez ceux ayant une mutation. De plus, le rapport calcium/PTH était
significativement (p=0,0158) plus ¢élevé chez les patients avec une mutation du CASR que chez les

patients non mutés. Il n’y avait pas de différence significative de la calcémie entre les deux groupes.
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VI. COMPARAISON DES PARAMETRES PHENOTYPIQUES SELON LE GENOTYPE

. Distribution de la calcémie selon le génotype

Le tableau 14 rapporte la distribution de la calcémie selon le génotype :

Tableau 14 : comparaison de la calcémie selon le génotype

Médiane (mg/L) p
Normal 106 (102,110)
Variant hétérozygote 105 (100,111)
Variant homozygote
ou hétérozygote 115 (111,118) 0,1273
composite
Muté 108 (105,116)

Il n’existait donc pas de différence significative du taux de calcémie selon le génotype des patients.

Calcemie (en mg/l)

x
™ol pneu OF
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w rozy vanan
P
x
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Figure 10: Distribution de la calcémie selon le génotype
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* Distribution de la PTH selon le génotype
Tableau 15 : PTH selon le génotype
Variant
Variant homozygote ou
Normal hétérozygote hétérozygote Mutés p
composite
PTH 91(52-133) 74,5(38-96) 85(64,5-146,5) 50(32-91) 0,0188

(pg/mL)

Ce tableau 15 montre une valeur de PTH plasmatique significativement plus faible (50(32,91)) chez

les patients mutés que chez les patients ayant un variant a 1’état hétérozygote, un variant a 1’état

hétérozygote composite ou homozygote ou I’absence d’anomalie de CASR.

. Distribution de la calcémie/PTH selon le génotype

Tableau 16 : Comparaison du rapport calcium/PTH selon le génotype

Ca/PTH p
Normal 1.2 (0,8-1,9)
Variant hétérozygote 1.4 (1,1-2,8)
Variant homozygote 1.2 (0,8-1,8) 0,0078
et hétéro composite
Mutés 2.2 (1,2-3,2)

Il existait une différence significative du rapport calcium/PTH selon le génotype (p=0,0078) avec

un rapport plus élevé chez les mutés (2,16(1,19 ; 3,19)) que chez les personnes avec un géne CASR

sans anomalie.

Les patients non mutés (gene CASR sans anomalie ou variant) et mutés ont été comparés selon ce

rapport et il existait une différence significative (p=0,0158) avec un rapport calcium/PTH plus élevé

chez les mutés que chez les non mutés.
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Figure 11 : distribution du rapport calcémie/PTH selon le génotype
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Figure 12 : Détermination de la sensibilité et la spécificité du rapport calcémie/ PTH par une
courbe ROC pour identifier les mutés

Cette courbe ROC montre que le rapport calcémie/PTH est un test diagnostique moyennement

performant mais intéressant pour identifier les patients ayant une mutation du CASR.
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L’aire sous la courbe est de 0,67. Le meilleur seuil de la courbe semblait étre 1,7. Ce point a une

sensibilité de 0,67 et une spécificité de 0,68.

* Comparaison des valeurs selon le génotype

Tableau 17 : Comparaison des paramétres biologiques selon le génotype

Variant
Variant homozygote ou
Normal hétérozygote hétérozygote Mutés p
composite
Age 62(53-79) 68(52-79) 77(65-88) 61(35-71) 0,1802
Phosphore 29(24-35) 29,5(25,5-37) 28(25-32,5) 28(27-34) 0,9545
CalU 148(80-215) 95(58-153) 89(44,7-160,8) 120(45-183,2) 0,1434
Creat 9(8-11) 9(8-10) 8,5(7-9,5) 8(6,7-11) 0,6144
Clcreat 79(66-107,5) 74,5(64-110) 84(66,7-118,5) 105(76,4-127) 0,2835
ClCaCreat 0,01(0,01-0,03) 0,01(0,01-0,02) 0,01(0-0,02) 0,01(0-0,02) 0,0571
250HvitD 23(14,5-32,5) 23(15,5-32,5) 27(20-34,7) 27(21-35) 0,5473
Ca/Phosphore 3,7(2,9-4,5) 2,8(2,8-4,1) 4,2(3,5-4,7) 3,8(3-4,4) 0,6433

Il n’y avait statistiquement pas de différence entre les groupes pour 1’age, la phosphatémie, la
calciurie, la créatinine, la clairance de la créatinine et la 250HvitD. Il n’y avait également pas de
différence entre les groupes pour le clairance du calcium/créatinine.

La calcémie n’était pas statistiquement différente entre le groupe sans mutation, les hétérozygotes pour
un variant, les hétérozygotes composites pour des variants et les homozygotes et les mutés.

La PTH était statistiquement différente entre le groupe sans mutation, les hétérozygotes pour un
variant, les hétérozygotes composites et les homozygotes pour des variants et les mutés.

Il existait une différence significative du rapport calcium/PTH entre le groupe sans mutation, les
patients porteurs d’un variant du CASR a I’état hétérozygote, les patients porteurs d’un variant a I’été

homozygote et hétérozygote composite et les patients porteurs d’'une mutation.
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Figure 13 : Détermination de la sensibilité et la spécificité du rapport Calcémie/Phosphore par
une courbe ROC pour identifier les mutés

Cette courbe ROC montre que le rapport calcémie/phosphore est un test médiocre pour
diagnostiquer les patients ayant une mutation du CASR.
L’aire sous la courbe est de 0,53. Le meilleur seuil de la courbe semble étre 3,78. Ce point a une

sensibilité de 0,52 et une spécificité de 0,53.
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¢ Comparaison de la calcémie, la PTH et du rapport calcémie/PTH selon le génotype, 2

a2.

Tableau 18 : Comparaison 2 a 2 selon le génotype

Normal Variant hétéro P
PTH 91(52-133) 74,5(38-96) 0,0287
Ca/PTH 1,17(0,79-1,93) 1,40(1,15-2,79) 0,0171
Ca 106(102-110) 105,5(100-111,5) 0,7609
Normal Variant homo ou p
hétéro compo
PTH 91(52-133) 85(64,5-146,5) 0,6818
Ca/PTH 1,17(0,79-1,93) 1,20(0,82-1,85) 0,8619
Ca 106(102-110) 115,5(111,5-118,5) 0,0152
Normal Mutés p
PTH 91(52-133) 50(32-91) 0,0091
Ca/PTH 1,17(0,79-1,93) 2,16(1,19-3,19) 0,0033
Ca 106(102-110) 108(105-116) 0,0569
Variant hétéro Variant homo ou P
hétéro compo
PTH 74,5(38-96) 85(64,5-146,5) 0,1517
Ca/PTH 1,40(1,15-2,79) 1,20(0,82-1,85) 0,1789
Ca 105,5(100-111,5) 115,5(111,5-118,5) 0,0175
Variant hétéro Mutés p
PTH 74,5(38-96) 50(32-91) 0,3295
Ca/PTH 1,40(1,15-2,79) 2,16(1,19-3,19) 0,2170
Ca 105,5(100-111,5) 108(105-116) 0,0241
Variant homo ou Mutés p
hétéro compo
PTH 85(64,5-146,5) 50(32-91) 0,0454
Ca/PTH 1,20(0,82-1,85) 2,16(1,19-3,19) 0,0404
Ca 115,5(111,5-118,5) 108(105-116) 0,2217
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Ces tableaux montrent qu’il existe une différence significative du rapport calcium/PTH entre les
patients mutés pour le CASR et les patients témoins (p=0,0033) mais que cette différence n’est pas
significative entre les patients mutés et ceux présentant un variant de CASR a 1’état hétérozygote.

De plus, on ne mettait pas en évidence de différence significative de la calcémie entre les patients

mutés et normaux pour CASR.
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DISCUSSION

I. DISCUSSION METHODOLOGIQUE : FORCE ET LIMITES DE L’ETUDE

Dans ce travail, nous avons colligé les données phénotypiques et génotypiques des patients
ayant bénéficié d’une analyse du géne CASR, au CHRU de LILLE. Le nombre de patients de notre
série n’est pas négligeable. L’étude minutieuse des dossiers a permis d’en extraire des informations
importantes, tant au niveau clinique, biologique, que morphologique, afin de mieux identifier les
corrélations génotype-phénotype de ces patients.

Cependant, notre étude était rétrospective et des données manquaient dans certains dossiers,
pouvant biaiser le résultat. Les données de 1’ostéodensitométrie étaient manquantes dans 38% des cas.
La calciurie était peu renseignée dans les courriers, mais retrouvée la plupart du temps dans les
dossiers papiers (5% de données manquantes).

Nous aurions aimé exploiter d’autres données, mais, I’étude étant rétrospective, les données
¢taient trop peu recherchées ou renseignées dans les dossiers : ¢’était le cas pour la magnésémie et la
magnésurie, les marqueurs de remodelage osseux (64,5% de données manquantes pour le cross laps
sanguin par exemple), la phosphaturie (manquait dans plus de 50% des cas).

Les patients ayant été opérés d’une hyperparathyroidie primaire ont été exclus.

Les antécédents familiaux, bien que recueillis dans les dossiers, n’ont pas été pris en compte en
raison du caractere rétrospectif de 1’étude et de 1’absence de vérification de symptdmes pouvant faire

évoquer dans la famille une anomalie du bilan phosphocalcique ou une mutation du CASR.
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I1. DISCUSSION DES RESULTATS EN REGARD DES DONNEES DE LA

LITTERATURE

* calcémie

Notre population avait une calcémie globalement élevée puisque 87,3% des patients avaient une
calcémie supérieure a 100mg/L au moment du prélevement. Ceci s’explique par le fait
qu’actuellement la recherche d’une mutation du CASR est demandée devant une hypercalcémie et une
hypocalciurie principalement. Cette hypercalcémie est bien décrite dans la littérature sans qu’une
calcémie moyenne ne soit clairement identifiée. 13% des patients, non hypercalcémiques, avaient eu
antérieurement une hypercalcémie ou des anomalies phosphocalciques.
Dans notre travail il n’existait pas de différence significative de la calcémie selon le génotype, que ce
soit chez les patients sans mutation ou avec un variant a [’état homozygote, hétérozygote ou
hétérozygote composite. Ceci nous amenerait a dire que le niveau d’hypercalcémie n’est pas un bon
critere pour identifier une mutation inactivatrice du récepteur du CASR.
On notera tout de méme que la médiane de calcémie chez les patients mutés est de 108 mg/L, ce qui
correspond a ce qui est décrit dans la littérature. De plus, les génotypes pathogénes n’ont été identifiés
que chez les patients dont la calcémie était supérieure a 100 mg/L.

50% des patients dont la calcémie est <100mg/L présentent des variants.

* Variants
On remarque que parmi les 44 patients portant un variant a 1’état hétérozygote, 35 présentaient
un variant A986S, soit 79,5%.
La fréquence plus élevée de ce variant est concordante avec les données de la littérature.
Selon la dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism Database), le variant A986S est trouvé chez
14,8% des occidentaux et 4% des africains. Le variant A990G est trouvé chez 7,3% des occidentaux et
4,3% des africains. Selon la méme source, le variant Q1011E est trouvé chez 7% de la population

générale.
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Dans notre population témoin du service de pneumologie, sur 13 patients, 5 patients avaient un
variant A986S, soit 38% de la population, et 2 avaient un variant R990G, soit 15% d’entre eux.

Une étude parue en 2001 étudiait la fréquence du polymorphisme A986S chez 97 jeunes
suédoises (dge moyen 16,9 ans). Il existait ce polymorphisme chez 26% d’entre elles (56).

Une étude canadienne parue en 2000 trouvait une prévalence de 15,4% du polymorphisme

A986S chez 387 témoins (57).

* Ostéodensitométrie

- Densitométrie normale

Ce travail a montré chez les patients mutés 1’absence d’atteinte osseuse accrue, avec une
ostéodensitométrie montrant une fréquence plus élevée d’ostéodensitométrie normale chez les mutés
que chez les non mutés.

Une étude parue en 2014 a permis d’étudier les densités osseuses chez 50 patients ayant une
hypercalcémie hypocalciurie familiale de type 1. Comparé au groupe contrdle, ces patients avaient des
chiffres de densité minérale osseuse plus ¢élevés (58). Il apparaissait que le volume trabéculaire était
diminué mais la densité osseuse augmentée. Cela pourrait étre dii @ une détérioration de la résorption
endostéale ou a une corticalisation d’os trabéculaire. Le volume osseux diminué suggérait un
accroissement de la détérioration périostée, mais la résistance osseuse n’est pas détruite.

La relation entre atteinte osseuse et mutation inactivatrice du récepteur du calcium n’est donc
pas prouvée, contrairement aux cas d’hyperparathyroidie primaire.

Une étude avait identifié 1’action d’antagonistes allostériques du CASR chez des animaux et

trouvait une augmentation de la densité minérale osseuse (59).

EmET £TUDIE MODELES EXPERIMENTAUX Howmue
ANTAGONISTES ALLOSTERIQUES

Sécrétion de PTH Augmente Augmente

Calcémie Augmente Augmente

Densité minérale osseuse Augmente ?
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Le CASR est impliqué dans le développement osseux mais n’altére pas le métabolisme du calcium.
L’inactivation compléte du CASR est 1étale : les animaux privés des deux copies du géne du CASR
meurent dans les 2 semaines suivant leur naissance dans un tableau de désordre majeur du
métabolisme calcique, associant une hypercalcémie sévere due a une hypersécrétion considérable
d’hormone parathyroidienne et une déminéralisation osseuse. En utilisant une stratégie de double
inactivation du CASR et soit du geéne de la PTH, soit d’un géne majeur du développement
parathyroidien, Gcm2, deux groupes ont indépendamment montré en 2003 que, lorsque
I’hyperparathyroidie est prévenue, l’inactivation compléte du CASR n’est plus létale et que le
phénotype osseux disparait. Ces résultats suggérent que le CASR, exprimé dans 1’0s, n’est important ni
pour le développement osseux ni pour le métabolisme du calcium. Néanmoins, ces résultats sont a
considérer avec prudence puisque le modele d’inactivation du CASR utilisé s’est révélé n’étre que
partiel, plusieurs organes exprimant une protéine tronquée, dépourvue des acides aminés codés par
I’exon 5 mais pouvant néanmoins étre partiellement fonctionnelle. L’inactivation du CASR restreinte
aux cellules de la lignée ostéoblastique a été étudiée récemment. Les souris n’exprimant plus le CASR
dans les ostéoblastes ont un retard de croissance, une déminéralisation et un défaut de formation
osseuse marqués, ces effets étant attribués a une augmentation de ’apoptose des ostéoblastes. En
revanche, aucune anomalie de la calcémie n’a été décrite chez ces animaux. L’invalidation spécifique
du CASR dans les chondrocytes est 1étale chez 1’animal, responsable d’un rachitisme trés évolué,
attribué a un blocage de la différenciation des chondrocytes et a un défaut secondaire de leur
minéralisation (60).

- Prévalence de I’ostéoporose et de 1’ostéopénie

La comparaison des ostéodensitométries selon le génotype montrait que la prévalence de 1’ostéoporose
et de ’ostéopénie était significativement différente.

Il existait une ostéoporose plus importante chez les patients avec un variant a I’état hétérozygote
(34%) et hétérozygote composite ou homozygote (25%) que chez les mutés (6%) (p=0,03). Ces
résultats laissent penser que I’anomalie clinico-biologique ayant amené a étudier le CASR n’avait pas
de lien avec les variants qui sont d’ailleurs présents dans 50% de la population ou qu’ils sont en

rapport avec la calciurie plus élevée associée a certains de ces variants. L’age des patients, la
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prédominance des femmes contribuent également a 1’introduction de biais susceptibles d’expliquer ces
différences d’autant que la réalisation d’une DMO n’était pas systématique.

Une étude italienne parue en 2003 avait étudi¢ le profil osseux de 164 femmes ménopausiques sans
fracture et 55 femmes avec fracture. Le polymorphisme A986S était constaté chez 28% d’entre elles
(R990G chez 9% et Q1011E chez 5,5% des patientes). Le polymorphisme A986S et la durée de la
ménopause n’étaient pas des facteurs prédictifs individuels de la densité minérale osseuse. Il n’y avait
pas de différence significative de survenue de fracture entre les patientes porteuses d’un variant A986S

et les autres (61).

e Lithiases rénales

Notre travail ne montrait pas de différence significative entre les mutés et les non mutés pour le géne
CASR concernant la survenue de néphrolithiases. Ceci était attendu en raison de 1’absence
d’hypercalciurie, en dehors des variants R990G, qui ne concernaient que 5 patients.

La méme étude que ci-dessus mettait en évidence I’absence d’effet d’antagonistes allostériques sur la

calciurie dans des modeles expérimentaux.

EFET ETUDH MODELES EXPERIMENTAUX Honv

ANTACONISTES ALLOSTERIQUES

Sécrétion de PTH Augmente Augmente
Calcémie Augmente Augmente
Densité minérale osseuse Augmente 7
Calciurie Sans effet ?

La prévalence des néphrolithiases n’était pas différente (p=0,3614) en fonction de la calcémie malgré
une prévalence 2 fois plus élevée dans le groupe ayant une calcémie < 100 mg/l. Ces résultats
pourraient suggérer une pathologie de type tubulopathie avec fuite urinaire de calcium dans ce groupe,
ou le réle de certaines mutations non pathogénes du récepteur sensible au Calcium favorisant

I’hypercalciurie, puisque les diagnostics d’hyperparathyroidie ont été éliminés.
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* PTH

Dans cette étude, les valeurs de PTH chez les mutés étaient moins élevées que chez les non mutés. Les
comparaisons étaient possibles car il n’existait pas de différence significative de la 250HvitD entre les
groupes. Ce niveau de PTH plus bas est compatible avec 1’effet calcisensibilisant des mutations. On
notera toutefois que dans tous les groupes les valeurs de PTH atteignaient deux fois la limite
supérieure de la norme, peut-étre en raison d’une supplémentation insuffisante en vitamine D ou d’une
calciurie variable selon d’autres facteurs.

Une étude publiée en Janvier 2015 analysait le génotype CASR chez 140 femmes carencées en
vitamine D. Les patientes présentant un variant R990G avaient une PTH plus élevée et une calcémie
plus faible que les patientes avec un variant A986S (62). Chez les mutés, il est décrit dans la littérature
une PTH normale ou légérement élevée (63), ce que nous constatons également dans notre étude

(50(32 ; 91)) pour une norme du laboratoire entre 10 et 60 pg/mL.

e (lairance calcium/créatinine

Nous n’avons pas trouvé de différence significative du rapport clairance calcium/clairance créatinine
entre les mutés et les non mutés. Ce rapport est habituellement décrit comme discriminant pour le
diagnostic, étant <0,01 dans les FHH et plus élevé dans les hyperparathyroidies primaires qui étaient
ici exclues. Par ailleurs la fiabilit¢ de la mesure de la calciurie, dépendant de la bonne réalisation du
recueil urinaire, est variable.

Dans cette étude, ce critére, jusqu’alors mis en avant pour le diagnostic de FHH, ne semble pas

discriminant.

¢ Rapport calcium/PTH

En revanche, ce travail a permis de montrer une différence significative du rapport calcémie/PTH
entre les patients porteurs d’une mutation du CASR et les patients non mutés, avec un rapport
significativement plus élevé chez les mutés.

Ce critere biologique apparait étre pertinent pour la recherche d’une mutation du CASR, d’autant qu’il

est simple. Il serait nécessaire de comparer ce rapport entre les patients mutés pour le CASR et les
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patients souffrant d’hyperparathyroidie primaire afin de définir s’il existe une différence significative

de ce rapport et définir une valeur seuil.

Il n’existe pas d’étude dans la littérature de ce rapport concernant les mutations du CASR, chez des

patients hypercalcémiques non hyperparathyroidiens.
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CONCLUSION

Dans cette étude, la moiti¢ des patients avec une calcémie inférieure & 105mg/L présentaient un
variant du CASR et un peu plus d’un patient sur cinq avec une calcémie supérieure ou égale a 105mg/L
une mutation du CASR. Les valeurs de PTH du groupe muté étaient plus faibles que le groupe non
muté mais sans différence de calciurie ou de rapport clairance calcium/créatinine en présence d’un
taux de 250HvitamineD similaire.

Finalement si I’on tient compte du groupe témoin « vrai » étudié en dehors de toute anomalie du
métabolisme phosphocalcique, la moitié de la population générale présente un variant du CASR. Le
pourcentage de patients présentant une mutation pathogene croit avec le niveau de calcémie de 0%
pour une calcémie < 100 mg/L a 14% entre 100 et 105 mg/L et 22% au-dela de 105 mg/L.

Une calcémie > 100 mg/L en regard d’une PTH < 100 pg/mL en I’absence de carence
vitaminique D (concentration > 20 ng/mL) constitue pour le clinicien le meilleur marqueur orientant
vers une anomalie du CASR. Un rapport calcémie/PTH > 2 est la médiane du groupe de patients
mutés, les différents groupes de variants ayant une médiane < 1.5 bien que le groupe des hétérozygotes
puisse étre plus élevé.

Dans ce travail, le rapport calcium/créatinine, de calcul complexe, n’est pas discriminant
compte-tenu de I’effet aujourd’hui connu de certains variants du CASR sur la calciurie d’une part et
d’une meilleure couverture vitaminique D de la population d’autre part.

Ce travail confirme le phénotype variable des patients porteurs d’une anomalie du CASR.

Il serait intéressant d’étudier le génotype et le rapport calcium/PTH des patients opérés d’une

hyperparathyroidie et qui ont été exclus de 1’analyse dans ce travail.
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concernant la PTH (0,0188). Une mutation de CASR et un variant étaient identifiés
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Conclusion : 50% des patients avec calcémie<105mg/l montraient un variant du CASR et
22% des patients avec calcémie>105mg/L avaient une mutation de CASR, avec une PTH
plus faible mais sans différence de calciurie ou de CaCl/CrCl en présence d’'une 250Hvit D
similaire. Le rapport calcium/PTH pourrait étre un meilleur marqueur de la présence d’'une
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