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Résumé 
L’hypertension essentielle étant un facteur majeur de morbidité, la compréhension de 

son l’étiologie est prépondérante. Ainsi, la découverte de nouvelles composantes ou 
mécanismes de régulation de la PA par l’identification de QTL et l’étude de leurs interactions 
s’avère une approche prometteuse. L’utilisation de souches congéniques de rats pour l’étude 
de l’hypertension est une stratégie payante puisqu’elle permet de masquer les effets de 
l’environnement, tout en gardant le caractère polygénique de la PA.  

Longtemps conçu comme un trait issu de l’accumulation des effets minimes des QTL, 
la PA est régulée par une architecture basée sur l’existence d’interactions épistatiques. 
L’analyse par paires de QTL individuels a permis d’établir une modularité dans l’organisation 
des QTL chez le rat Dahl Salt-sensitive en fonction de la présence ou de l’absence d’une 
interaction épistatique entre eux. Ainsi, deux modules épistatiques ont été établis; EM1 et 
EM2 où tous les QTL appartenant à EM1 sont épistatiques entre eux et agissent de façon 
additive avec les membres de EM2. Des hiérarchies dans la régulation peuvent alors être 
révélées si les QTL d’un même EM ont des effets opposés.  

L’identification de la nature moléculaire des candidats C18QTL4/Hdhd2 et 
C18QTL3/Tcof1, membres du EM1, et de l’interaction épistatique entre ces deux QTL, a 
permis, en plus, d’élucider une régulation séquentielle au sein du module. Hdhd2 pourrait agir 
en amont de Tcof1 et réguler ce dernier par une modification post-traductionnelle. Cette 
interaction est la première évidence expérimentale de la prédiction des relations entre QTL, 
phénomène établi par leur modularisation.  

Le dévoilement du fonctionnement de l’architecture génétique à la base du contrôle de 
la PA et la découverte des gènes responsables des QTL permettrait d’élargir les cibles 
thérapeutiques et donc de développer des traitements antihypertenseurs plus efficaces.  
Mots-clés : Hypertension, QTL, épistasie, modularisation, génétique épistatique, DSS, Hdhd2, 
Tcof1, Alpk2, gène candidat, module épistatique, congénique 
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Abstract 
Essential hypertension is a major risk factor for cardiovascular diseases. Understanding 

the etiology of this pathology is of the outmost importance. Thus, unraveling novel genetic 
components and mechanisms regulating blood pressure (BP) via QTL identification and QTL-
QTL interaction analysis is a promising strategy. Congenic strains establishment is a common 
and fruitful means for achieving such goal.  

A quantitative trait, such as BP, has long been thought to result from the accumulation 
of infinitesimal effects exerted by multiple QTL. Nevertheless, BP is controlled by an 
epistasis-based architecture. Pair-wise comparisons of individual QTL based on the existence 
or lack-of epistatic interaction between them allowed us to establish a modularized 
organization of BP QTL in the Dahl Salt-sensitive model. Hence, two epistatic modules, 
namely EM1 and EM2 were constituted. In this fashion, any member of the EM1 is epistatic to 
all the other members of the same module and is additive to those of EM2. Regulatory 
hierarchies among BP with paradoxical effects can be revealed within each EM.  

The molecular identification of EM1 members, C18QTL4/Hdhd2 and C18QTL3/Tcof1, 
as well as the revelation of the molecular basis for their epistatic interaction enabled us to 
suggest a sequential regulation within this EM. Hdhd2 could act upstream of Tcof1 and 
regulate it by post-transcriptional modification. This interaction is the first experimental 
evidence derived from the predictive model of QTL modularization.  

The elucidation of the molecular mechanisms underlying the genetic architecture of 
BP, as well as the identification of the causal genes for QTL will lay the grounds for 
expanding therapeutic targets and for developing more efficient antihypertensive treatments.     
Keywords : Hypertension, QTL, epistasis, modularization, epistatic genetics, DSS, Hdhd2, 
Tcof1, Alpk2, epistatic module, congenics 
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1. La pression sanguine 
 

1.1 Définition et mesures 
La pression sanguine ou pression artérielle (PA) est définie comme la force 

hydrostatique exercée par le sang sur la paroi vasculaire et son unité de mesure est le 
millimètre de mercure (mmHg).  

Chez l’humain, chaque contraction cardiaque, appelée systole,  propulse environ 70mL 
de sang vers les organes à travers le réseau artériel qui revient vers le cœur via le réseau 
veineux. Cette circulation effectue une pression sur la paroi des artères qui atteint son 
maximum lors du passage du sang,  c’est la pression systolique (PAS) dont la valeur optimale 
se situe autour des 120mmHg. La pression diastolique (PAD) est définie comme la pression 
entre deux contractions ventriculaires et est à sa valeur optimale aux alentours de 80mmHg. 
La pression artérielle moyenne (MAP) est, comme son nom l’indique, la moyenne pondérée 
des PAD et DAP et est l’indicateur de la pression à laquelle sont soumis vaisseaux 
continuellement. Ses valeurs devraient se situer entre 70 et 110 mmHg. Elle se calcule comme 
suit : 

MAP =  [(2 X PAD) + PAS] / 3 
La PA dépend principalement du débit cardiaque et de la résistance vasculaire. En 

effet, le débit cardiaque est dépendant de la fréquence cardiaque et du débit systolique ainsi 
que du volume sanguin total. La résistance vasculaire dépend du rayon des vaisseaux et de la 
viscosité du sang [1-3]. 
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1.2 Régulation de la pression artérielle 
La régulation de la PA est assurée par un système complexe de contrôle du débit et de 

la fréquence cardiaques, du volume sanguin ainsi que de la résistance vasculaire. Cette 
régulation est à la fois neuronale et hormonale; la première agissant surtout à court-terme, la 
deuxième engagée pour un contrôle à plus long-terme grâce à l’intermédiaire de la régulation 
du volume sanguin par les reins [1, 2].  

 

1.2.1 Régulation neuronale 
Le système nerveux joue un rôle majeur dans le contrôle de la PA. Son action au 

niveau du système cardiovasculaire requière de l’intégration par le système nerveux central 
(SNC) des signaux afférents provenant des différents organes ainsi que de différentes parties 
du cerveau. La réponse à ces signaux sera transmise par les voies efférentes du système 
nerveux autonome (SNA).  
1.2.1.1 Voies afférentes  

Le contrôle continu du système cardiovasculaire est assuré par l’hypothalamus ainsi 
que par deux types de récepteurs capables de détecter des changements au niveau de la PA : 
les barorécepteurs et les chimiorécepteurs. L’hypothalamus est la région du cerveau qui fait le 
pont entre le contrôle neuronal et endocrinien de l’homéostasie de l’organisme [4].  

Les barorécepteurs, situés notamment au niveau du sinus carotidien et la crosse 
aortique, sont sensibles aux étirements des parois vasculaires. Les chimiorécepteurs sont situés 
à proximité des barorécepteurs est sont stimulés par des changements dans les niveaux de 
CO2, O2 et du pH dans le sang.  

Les signaux afférents sont traités au niveau du bulbe rachidien et la réponse résulte en 
l’activation ou inactivation des voies efférentes du SNA, à savoir les systèmes nerveux 
sympathique (SNS) et parasympathique (SNPS) [5-7].  
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1.2.1.2 Voies efférentes 
Les divisions sympathiques et parasympathiques du SNA sont responsables de la 

réponse neuronale aux changements de PA. Ces deux systèmes présentent deux types de 
neurones : un neurone préganglionnaire qui conduit le signal du CNS vers les ganglions et un 
neurone postganglionnaire chargé du relais du signal vers l’organe cible. Les neurones 
préganglionnaires des deux divisions sont cholinergiques, relâchant l’acétylcholine (Ach) 
comme neurotransmetteur, qui se lie aux récepteurs nicotiniques des fibres postganglionnaires.  

Les fibres postganglionnaires du SNPS, innervent le cœur et les vaisseaux sanguins, et 
leur contrôle est donc limité à la fonction cardiaque. En contrepartie, le SNS est responsable 
de l’innervation du cœur, des vaisseaux, des reins et des glandes surrénales.  

La stimulation parasympathique a comme résultat prédominant une baisse de la PA, 
tandis que la stimulation sympathique est le plus souvent liée à une hausse de la pression 
sanguine [4, 5, 7]. 
1.2.1.2.1 Le SNPS   

La stimulation parasympathique via le nerf vague entraine une diminution de la 
fréquence cardiaque ainsi qu’une vasodilatation. Les neurones postganglionnaires du SNPS 
libèrent l’Ach, qui lie les récepteurs muscariniques des organes cibles [4, 7].  
1.2.1.2.2 Le SNS 

Le SNS est composé de neurones postganglionnaires de type adrénergique. Ainsi, la 
transmission du signal se traduit par la libération de la noradrénaline (ou norépinephrine) qui 
lie deux types de récepteurs adrénergiques, soit les  et . Le tonus sympathique provoque une 
augmentation de la fréquence cardiaque via les récepteurs 1-adrénergiques, une 
vasoconstriction via les récepteurs du type 1 et mène à une vasodilatation et à la sécrétion de 
la rénine via les récepteurs du type 2 [8, 9].  

Le SNS est soumis à son tour à de nombreux mécanismes d’activation ou d’inhibition 
ce qui permet d’exercer un contrôle rigoureux sur la PA. En effet, certains neurotransmetteurs 
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comme l’Ach, la sérotonine et la dopamine ainsi que certaines hormones comme les 
prostaglandines et l’histamine exercent une régulation négative tandis que la bradykinine, 
l’angiotensine II (ANGII), l’hormone adrénocorticotrope et la leptine sont impliquées dans la 
régulation positive de la neurotransmission par le SNS [10]. 

En plus de son action sur la fonction cardiaque et musculaire, le SNS est responsable 
d’une régulation indirecte et plus prolongée du système cardiovasculaire par l’activation de 
certaines voies humorales. En effet, l’innervation des glandes surrénales par les fibres du SNS 
conduit à la libération des catécholamines (épinéphrine et norépinéphrine) dans le sang. De 
même, les neurones qui innervent les cellules juxtaglomérulaires du rein stimulent l’activation 
du système rénine-angiotensine (RAS) [4, 5, 7-10].  

 

1.2.2 Régulation hormonale 
La régulation de la PA à long terme est assurée par les voies hormonales visant au 

maintien de l’homéostasie du volume sanguin et du système vasculaire, et ce grâce en grande 
partie aux systèmes rénaux.  
1.2.2.1 Système rénine-angiotensine  

Le système humoral régulant la PA le mieux caractérisé est sans doute le système 
rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS). Cependant, la découverte d’autres composantes du 
RAS, telles que l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 (ACE2), ont permis d’établir 
l’existence d’une autre branche du RAS qui agit de façon locale au niveau de différents 
organes tels que le cœur, le rein, le cerveau, les poumons et les glandes surrénales [11, 12]. La 
Figure 1. (p.8) résume ce système.  
1.2.2.1.1 Système rénine-angiotensine-aldostérone 

L’activation du RAAS endocrine aboutit à l’augmentation de la PA par l’intermédiaire 
d’une hausse de la rétention d’eau et de sodium par les reins, ainsi que par la vasoconstriction 
et ceci grâce à l’action de l’ANGII et de l’aldostérone.   
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La génération de l’ANGII commence par le clivage l’angiotensinogène (AGT) 
plasmique par la rénine pour donner l’ANGI, un polypéptide de 10 a.a. L’AGT est une -
globuline constitutivement produite et secrétée dans le sang par le foie qui, dans des 
conditions normales, existe sous des concentrations proches de son Km. La rénine est une 
protéine synthétisée à partir du clivage de la prorénine, une pré-proenzyme constitutivement 
secrétée dans le plasma. En effet, une baisse de PA, de la concentration de Na+ et/ou du 
volume sanguin entraînent, via une stimulation sympathique, la sécrétion de la rénine par les 
cellules juxtaglomérulaires du rein. Il est à noter que la situation opposée, i.e, lors d’une 
hausse de la PA, la sécrétion de la rénine sera inhibée, entre autres par la présence du produit 
de la cascade, l’ANGII, permettant ainsi une régulation par rétroaction négative [12].  

Lorsque le produit biologiquement inactif du clivage de l’AGT par la rénine, l’ANGI, 
parvient au niveau de la circulation pulmonaire il est clivé par l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine (ACE) pour donner le polypeptide (8 a.a) actif ANGII.  L’ACE est une enzyme 
secrétée par les cellules endothéliales faisant partie des métalloprotéinases qui, en plus de son 
rôle dans le RAAS, est aussi, comme on le verra plus tard, une kininase responsable de 
l’inhibition de la bradykinine [12, 13]. 

L’action de l’ANGII se fait par l’intermédiaire de sa liaison à deux types de récepteurs, 
AT1R et AT2R, tous deux couplés à des protéines G (GPCRs). Chez les rongeurs, deux sous-
types de récepteurs AT1R, AT1Ra et AT1Rb,  ont été identifiés qui diffèrent au niveau de leur 
régulation et distribution dans les tissus, contrairement à l’humain où seulement un type est 
présent [14].   

Au niveau moléculaire, lors de sa liaison aux récepteurs de type AT1R, l’ANGII active 
plusieurs cascades de signalisation comme celle de la phospholipase D (PLD), la 
phospholipase A2 et la phospholipase C (PLC/IP3/DG) qui permet la mobilisation du Ca2+ 
intracellulaire résultant en la contraction des cellules musculaires lisses, la production d’acide 
arachidonique (AA), l’activation des MAP kinases (MAPK), ainsi que l’inhibition de 
l’adénylate cyclase. Au niveau physiologique, l’activation des AT1R au niveau du cerveau 
provoque la libération de l’hormone antidiurétique (ADH ou vasopressine) ainsi que de 
l’ACTH et stimule la voie sympathique qui, couplée à l’activation de ces mêmes récepteurs 
dans le système vasculaire, mène à une vasoconstriction. Au niveau rénal, la stimulation des 
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AT1R entraîne la rétention de Na+ et d’eau par activation des canaux ioniques tels que les 
échangeurs Na+/H+ et les canaux sodium épiteliaux (ENaC). Plus encore, l’ANGII déclanche 
la sécrétion d’aldostérone par les surrénales, qui se liant à des récepteurs minéralocorticoïdes 
(MR) est responsable de l’activation de gènes encodant certaines protéines régulatrices des 
ENaC et des pompes Na+/K+ ATPase, et module ainsi la réabsorption du sel au niveau rénal 
[12, 14-18].  
1.2.2.1.2 Autres composantes du RAS 

Bien qu’il n’y ai pas un effet prouvé sur la PA, dans la plupart des cas, la liaison de 
l’ANGII aux récepteurs de type AT2R a des effets opposés à ceux de l’activation des AT1R. 
Ainsi, l’activation de ce type de récepteurs entraîne un effet vasodilatateur, une natriurèse 
accrue et l’activation la voie bradykinine-monoxyde d’azote (NO). Cependant, il a été 
récemment prouvé qu’au niveau rénal, ce serait l’activation des AT2R par l’ANGIII, un 
héptapeptide dérivé de l’ANGII, qui serait responsable de la natriurèse [14, 17].   

De plus, il existe une autre voie, l’axe ACE2/ANG-(1-7)/Mas, qui aurait un rôle 
compensatoire par rapport à l’activation du RAAS classique. L’ANG(1-7) est un peptide 
résultant du clivage de l’ANGII par ACE2. Il avait était stipulé que la fonction primaire de 
cette molécule était d’activer la sécrétion de la vasopressine par l’hypophyse. Cependant, il a 
été récemment démontré que l’activation par ANG(1-7) du récepteur Mas induit une baisse 
dans la vasoconstriction, de la rétention d’eau et de sel en activant les voies bradykinine-NO, 
ce qui entre autres prévient les dommages rénaux. Ainsi, l’activation de l’axe ACE2/ANG-(1-
7)/Mas contre les effets de la voie RAAS, entre autres par la dégradation de l’ANGII par 
ACE2, et c’est pour cette raison qu’elle est souvent appelée la branche protectrice du RAS 
[11, 12, 14-17, 19].  
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Figure1. Schéma simplifié du système rénine-angiotensine (RAS). L’angiotensinogène (AGT) est 
clivé par la rénine pour donner l’angiotensine I (ANGI). L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) clive 
l’ANGI pour donner l’angiotensine II (ANGII) qui se liant aux récepteurs AT1R induit une vasoconstriction et la 
sécrétion d’aldostérone et des catécholamines par les glandes surrénales ainsi que de la vasopressine (ADH) par 
l’hypophyse provoquant ainsi une augmentation du volume sanguin. L’ANGII est transformée en ANG(1-7) par 
l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 (ACE2). L’ANG(1-7) lie les récepteurs Mas et provoque une diurèse 
et natriurèse accrues, et active la voie bradykinine-NO provoquant ainsi une vasodilatation.  

 
1.2.2.2 Autres voies de régulation endocrine  

Il existe plusieurs autres facteurs responsables de la régulation de la pression artérielle. 
Il s’agit de facteurs qui peuvent agir au niveau du système vasculaire ou au niveau du contrôle 
de la volémie. 
1.2.2.2.1 L’endothéline 

Lors d’un stress mécanique ou d’une stimulation hormonale dus à une variation de la 
PA, les cellules endothéliales vont secréter l’endothéline (ET). Il existe trois types 
d’endothéline, ET-1, ET-2 et ET-3, ET-1 étant le plus abondant.  
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Ces peptides de 21 a.a sont tous des vasoconstricteurs puissants et leur action 
physiologique majeure se traduit par une augmentation du tonus vasculaire et de la PA. ET-1 
lie principalement deux types de récepteurs de la famille des GPRCs, soit ETA et ETB, qui se 
différencient par leurs propriétés moléculaires et pharmacologiques ainsi que par leur 
distribution tissulaire. La liaison de ET-1 aux récepteurs ETA et ETB présents au niveau des 
cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) entraîne une vasoconstriction et la croissance 
et adhésions cellulaires. Par ailleurs, la liaison de ET-1 aux récepteurs ETB des cellules 
endothéliales produit la libération de la prostacycline et du NO ainsi qu’une vasodilatation 
subséquente [20, 21].  
1.2.2.2.2 Le monoxyde d’azote 

Les cellules endothéliales produisent le monoxyde d’azote (NO), une substance 
vasoactive gazeuse via la conversion de la L-arginine par la synthase du monoxyde d’azote 
(NOS) en L-citrulline. Il existe trois isoformes de NOS, soit NOS1 ou nNOS présente au 
niveau des cellules neuronales, NOS2 ou iNOS activée par les cytokines et NOS3 ou eNOS 
présente dans les cellules endothéliales; les isoformes 1 et 3 étant constitutivement exprimées. 
La diffusion du NO vers les VSMC adjacentes provoque la stimulation de la guanylate cyclase 
pour augmenter la production intracellulaire du guanosine monophosphate cyclique (cGMP). 
Parmi les effets de cette cascade, on trouve la vasodilatation au niveau des VSMC, ainsi 
qu’une inhibition de la réabsorption du NaCl et une action natriurétique au niveau du rein [22, 
23].  
1.2.2.2.3 L’adrénomedulline 

L’adrénomedulline (ADM) est une hormone circulante excrétée par les cellules de la 
paroi vasculaire suite à une stimulation par l’ANGII, la norépinephrine et la bradykinine. Sa 
liaison aux récepteurs CRLR (calcitonin receptor like receptor) provoque, par la production de 
cAMP, une vasodilatation, une stimulation de la production de NO, une inhibition de la 
sécrétion d’ACTH et d’aldostérone, ainsi qu’une diurèse et natriurèse accrues. En plus de son 
action au niveau du système cardiovasculaire, l’ADM est aussi impliquée dans la réponse 
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inflammatoire et l’immunité ainsi que dans la régulation du taux de glucose dans le sang [24-
26].  
1.2.2.2.4 Les kinines  

Les kinines sont des peptides formés à partir du clivage des kininogènes par les 
kallikréines. Ces peptides sont de puissants vasodilatateurs et ont un rôle protecteur du 
système vasculaire opposé au RAS. La kallikréine plasmatique est responsable de la 
production de la bradykinine, peptide responsable de la libération de NO par les cellules 
endothéliales, ainsi que de la perméabilité capillaire. La bradykinine lie deux types de 
récepteurs les B1 et les B2. Il s’agit de récepteurs couplés aux protéines G, qui sont 
constitutivement exprimés dans la presque totalité des tissus dans les cas de récepteurs B2, et 
transitoirement lors de l’apparition de signaux pro-inflammatoires dans le cas des B1. Les 
kinines jouent aussi un rôle important dans le processus inflammatoire et dans la stimulation 
des récepteurs de la douleur. Ces peptides sont dégradés par les kininases, dont l’ACE fait 
partie [13, 27].  
1.2.2.2.5 Les prostaglandines 

Les prostaglandines, dont la prostacycline (PGI2) fait partie, sont synthétisées à partir 
d’acides gras insaturés dérivés de l’AA appelés eicosanoïdes par la voie de la cyclooxygénase 
2 (COX2). La prostacycline est impliquée dans la vasodilatation, la diminution de l’activité 
sympathique, l’excrétion d’eau et de sel ainsi que dans la sécrétion de rénine dans le rein [28].  
1.2.2.2.6 Les hormones natriurétiques 

Les hormones natriurétiques peuvent être divisées en trois groupes : les peptides 
natriurétiques (NP), les peptides gastriques (GP) et les stéroïdes cardiaques (CS). La famille 
des NP inclue le facteur natriurétique atrial (ANP), et le facteur de type B (BNP) qui sont tous 
deux produits au niveau cardiaque. ANP lie les récepteurs NPR-A et NPR-B ayant un domaine 
guanylate cyclase intracellulaire qui catalyse la formation de cGMP dont les cibles sont les 
kinases cGMP-dépendantes ainsi que certains canaux ioniques. En plus de son effet 
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vasodilatateur, ANP stimule la diurèse et natriurèse et contre les actions du RAS en inhibant la 
sécrétion de rénine par le rein et de l’aldostérone par les glandes surrénales.  

Les GP sont produits au niveau de l’intestin à partir de pré-prohormones suite à un 
apport alimentaire en sodium. Lors de la liaison des GP à leurs récepteurs, la production de 
cGMP provoque une excrétion de biocarbonate et d’ions chlorure dans l’intestin et inhibe la 
réabsorption des ions sodium. Dans le rein, elle est responsable d’une augmentation de la 
diurèse et natriurèse.  

Les CS sont des molécules stéroïdiennes, dont la ouabaïne fait partie, qui lient et 
inhibent les pompes Na+/K+ ATPase provoquant ainsi une natriurèse accrue. Cependant, en 
faibles doses continues, la ouabaïne peut avoir un effet vasoconstricteur et ce en inhibant la 
production de NO par l’endothélium [29-31].  

 

1.2.3 Le rôle des ions dans l’homéostasie de la pression artérielle 
La régulation à long terme de la PA est étroitement liée au maintien de la volémie, 

résultant de l’équilibre dans le transport ionique. Il a été stipulé que le rein est l’organe le plus 
important dans la régulation des électrolytes, et par conséquent de la PA [32].  

Lors de la filtration glomérulaire, le sodium diffuse librement et c’est un système 
d’échangeurs, transporteurs et canaux ioniques qui seront responsables de la réabsorption  au 
long du néphron du 99% du Na+ filtré. La majorité de cette réabsorption est effectuée par les 
échangeurs sodium-hydrogène (NHE3) situés dans le tubule proximal du rein. Les pompes 
Na+/K+ ATPases sont aussi importantes dans le maintien de la balance ionique intracellulaire 
responsable de l’efflux d’autres ions et d’eau au niveau rénal. Au niveau de la branche 
ascendante large (TAL), le sodium est réabsorbé par les cotransporteurs Na+/K+/2Cl- 
(NKCC2) qui opère en synérgie avec les canaux ROMK. Les cotransporteurs NaCl sensibles 
aux thiazides (NCC) sont à la base du retour de Na+ au niveau du tubule distal, tandis que ce 
sont les ENaC qui régulent le réglage fin de cette réabsorption. En effet, l’activité de ces 
canaux est assurée notamment par leur taux d’expression, des interactions protéine/protéine et 
des mécanismes de modifications moléculaires dont les réactions de phosphorylation et 
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ubiquitination font partie. Plus encore, l’ANGII, l’aldostérone, l’ADH et les catécholamines 
sont des facteurs déterminants dans la fonction de ces canaux ioniques [1, 31, 33-35].  

Lors d’un apport alimentaire riche en sel, le rein ne parvient pas à excréter le Na+ 
excédentaire ce qui provoque, dans certains cas, une rétention d’eau et une augmentation 
subséquente de la PA [31]. Cependant, ce panorama n’est pas toujours vrai et il existe des cas 
où la pression reste inchangée quelle que soit l’apport exogène en sel. Ces observations ont 
mené au concept de sensibilité au sel. Les mécanismes de la sensibilité ou résistance au sel 
sont mal compris, mais des altérations de la fonction rénale et des systèmes endocrinien et 
sympathique semblent jouer un rôle important. Plus encore, il a été suggéré qu’un apport 
important en sel induit la vasoconstriction via l’intermédiaire de la ouabaïne endogène sur les 
échangeurs Na+/Ca2+ (NCX1) provoquant ainsi une résistance vasculaire accrue [36-39].  

 

1.2.4 Caractère quantitatif et polygénique de la pression artérielle 
Comme exposé dans la discussion précédente, la PA est un trait qui varie 

continuellement et dont la régulation étroite est assurée par plusieurs voies interconnectées.  
Le maintien de cet équilibre est le résultat de l’interaction et de la fonctionnalité des 
différentes composantes de ces cascades. Il s’en suit que la PA soit un trait phénotypique 
quantitatif à caractère polygénique. Par conséquent,  la perturbation d’une des composantes de 
ces voies résulte en un déréglage de la PA et à l’hypertension. 
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2. L’hypertension      
 

2.1 Définition et concepts épidémiologiques 
L’hypertension est définie comme une élévation persistante de la PA. Les mesures de 

pression sanguine (PAS/PAD en mmHg) dites optimales se situant en dessous des 120/80 
mmHg, les individus qui présentent des mesures supérieures ou égales aux 140/90 mmHg sont 
considérés comme hypertendus [40].  

L’hypertension artérielle est le facteur de risque le plus fréquent (environ 50%) dans le 
développement des maladies cardiovasculaires. Ainsi, l’impact majeur de cette pathologie se 
traduit par des lésions aux organes cibles provoquant des accidents vasculaires cérébraux, des 
anévrismes, des insuffisances cardiaques, des infarctus du myocarde et des maladies rénales. 
Les statistiques démontrent que les maladies cardiovasculaires expliquent 20% des causes de 
mortalité à l’échelle de la planète et que l’hypertension touche près d’un milliard de personnes 
à l’échelle mondiale et affecte de façon non proportionnelle différents groupes 
démographiques, sociaux et ethniques. Pour les services de santé publique ceci se traduit par 
un fardeau budgétaire d’environ 3.7 milliards de dollars, selon les données de l’OMS. 
Cependant, étant donné qu’il s’agit d’une maladie le plus souvent asymptomatique, seulement 
70% des patients sont conscients de leur maladie, 60% sont traités et uniquement 35% sont 
contrôlés Ainsi, des efforts majeurs sont réalisés pour combattre cette maladie [40, 41]. 

En effet, il a été démontré que des changements dans les habitudes de vie, tels qu’un 
mode de vie actif, une réduction dans la consommation de sel, de graisses, d’alcool et de tabac 
peuvent réduire les PAS et PAD. Il existe aussi plusieurs agents pharmacologiques comme les 
diurétiques, les vasodilatateurs directs, certains inhibiteurs du RAS ou les bloqueurs des 
récepteurs -adrénergiques qui pris seuls ou en combinaison peuvent réduire la PA. 
Néanmoins, les traitements ne sont pas toujours efficaces et l’étiologie de l’hypertension 
demeure largement méconnue. Pour cette raison, l’étude de cette maladie est d’une importance 
majeure [40, 42-45] 
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2.2 La génétique de l’hypertension 
L’hypertension est une maladie complexe résultant de l’interaction de facteurs 

environnementaux, démographiques et génétiques et ontogéniques. 95% des cas 
d’hypertension sont d’origine multifactorielle dont l’étiologie est mal établie et cette forme de 
la maladie est désignée comme hypertension essentielle. Dans le 5% des cas restants, 
l’hypertension est la résultante d’autres pathologies dont la cause est identifiable [1, 2, 31, 35, 
46].  

 

2.2.1 L’hypertension secondaire 
Les formes d’hypertension sous-jacentes à d’autres pathologies sont définies comme 

les formes d’hypertension secondaire. A la base de ce type d’hypertension on peut retrouver 
des maladies rénales, endocrines, ou encore d’origine toxique [47, 48].  

Au niveau rénal, des anomalies dans le maintien de la balance du sodium et de la 
volémie et mènent à l’hypertension systémique. Parmi ces altérations rénales on retrouve les 
maladies du parenchyme, la maladie rénale polycystique, la sténose qui peut découler d’une 
athérosclérose de l’artère rénale ou encore d’anomalies fibro-musculaires [49].    

Les causes principales de l’hypertension secondaire endocrine sont 
l’hyperaldostéronisme primaire, le syndrome de Cushing, les maladies thyroïdiennes et le 
phéochromocytome. L’hyperaldostéronisme primaire représente  jusqu’à 10% des patients 
hypertendus et est la première cause de l’hypertension secondaire. Il se caractérise par une 
production excessive d’aldostérone pouvant être causée par un adénome du cortex surrénalien 
ou par une hyperplasie congénitale [50].    

Le syndrome de Cushing est très rare et seuls de 5 à 25 cas par million par an sont 
diagnostiqués dans la population. Il résulte de la production accrue de cortisol par les 
surrénales causée soit par une tumeur au niveau de ces organes ou par une sécrétion excessive 
d’ACTH, résultant d’un adénome au niveau de l’hypophyse [51]. 



15 
 

 

Le phéochromocytome est une tumeur des cellules chromaffines surrénaliennes assez 
rare (1% des cas d’hypertension) qui entraîne une sécrétion accrue des catécholamines [52].  

En outre, certaines substances exogènes peuvent être à la base de l’hypertension 
secondaire. C’est le cas de certains médicaments comme les anti-inflammatoires non 
stéroïdiens, des corticostéroïdes, des contraceptifs oraux et de vasoconstricteurs nasaux. On 
retrouve aussi des substance comme le réglisse, la cocaïne, la caféine et l’alcool [53].  

Il existe aussi des formes d’hypertension dues à des mutations au niveau d’un seul gène 
qui sont transmises de façon mendélienne; il s’agit des formes Mendéliennes d’hypertension.  
 
2.2.1.1 Formes Mendéliennes d’hypertension 

Ces formes d’hypertension sont attribuables à la mutation au niveau d’un seul gène et 
sont transmises de façon mendélienne au sein d’une famille. Il s’agit donc de formes 
monogéniques d’hypertension affectant presque invariablement les mécanismes de transport 
d’eau de et sel par les reins. Bien que les formes mendéliennes de l’hypertension soient plus 
rares et plus sévères que l’hypertension essentielle, leur étiologie a été largement étudiée dans 
le but de découvrir des pistes qui pourraient mener à la compréhension de celle de 
l’hypertension essentielle.  
2.2.1.1.1 L’aldostéronisme remédiable par les glucocorticoïdes  

L’aldostéronisme remédiable par les glucocorticoïdes (GRA) est une maladie 
autosomique dominante caractérisée par une synthèse élevée d’aldostérone malgré des faibles 
taux de rénine plasmatique, une hypokaliémie et une alcalose métabolique. Une duplication 
génique est à la base de cette forme d’hypertension et elle survient lors d’un cross-over inégal 
des gènes encodant l’aldostérone synthase (CYP11B2) et l’enzyme 11-hydroxylase 
(CYP11B1), impliquée dans la synthèse du cortisol. À noter que les gènes CYP11B2 et 
CYP11B1 situés au niveau du chr. 8 chez l’humain, comportent tous les deux 9 exons 
identiques à 95% dans leur séquence. Il en résulte un gène chimère contenant la région 
promotrice de CYP11B1, sous contrôle de l’ACTH, liée à la partie codante de l’aldostérone 
synthase. Le produit ainsi généré cause une expression ectopique d’aldostérone, liée avec la 
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production de cortisol par la zone fasciculée des surrénales. La production excessive 
d’aldostérone mène à une rétention d’eau, une augmentation du volume plasmatique et à 
l’hypertension. Ainsi, la suppression de la production des stéroïdes par l’administration de 
glucocorticoïdes exogènes supprime l’hypertension [1, 35, 54, 55]. 
2.2.1.1.2 Le syndrome d’excès apparent en minéralocorticoïdes 

Les patients atteints du syndrome d’excès apparent en minéralocorticoïdes (AME) 
présentent une hypertension accompagnée d’hypokaliémie, d’alcalose métabolique, de 
l’inactivation de la rénine plasmatique et de très faibles taux d’aldostérone circulante. La PA 
peut être diminuée lors de l’administration d’antagonistes des MR, ce qui suggère qu’un 
minéralocorticoïde, autre que l’aldostérone est en circulation. En effet, les MR ont une affinité 
similaire pour le cortisol et l’aldostérone. Étant donné que le cortisol circule avec un ration 
1000:1 par rapport à l’aldostérone, et que l’activation des MR est effectuée par cette dernière,  
l’AME est le résultat de l’inctivation de l’enzyme 11-hydroxystéroïde déhydrogènase 
(11HSD) responsable de la conversion de cortisol en cortisone. Cette molécule, 
contrairement au cortisol, n’active pas les MR, et les patients atteints de AME, maladie 
autosomique récessive, présentent des mutations dans le gène encodant 11HSD qui 
l’inactivent [1, 35, 54, 55].  
2.2.1.1.3 Le syndrome d’hyperkaliémie et d’hypertension de Gordon 

Le syndrome d’hyperkaliémie et d’hypertension de Gordon, aussi appelé hypertension 
hyperkaliémique familiale (FHHt) est essentiellement de type autosomique dominant. Les 
sujets atteints présentent une hyperkaliémie, hyperchlorémie, une acidose métabolique et sont 
hypertendus malgré le faible taux de rénine, d'aldostérone plasmatique et l'absence 
d'insuffisance rénale [56]. Le phénotype est réversible par l'administration de diurétiques 
thiazidiques et dans certains cas le syndrome découle de l'existence de mutations au niveau des 
sérine-thréonine kinases WNK1 et WNK4 [57]. En effet, les kinases WNK (With no Lysine 
Kinases) régulent le cotransporteur Na-Cl sensible au thiazides (NCC) exprimé au niveau du 
néphron distal. A noter que la forme de type sauvage (wt) de WNK4 (wtWNK4) inhibe le 
cotransporteur NCC en diminuant son expression à la surface cellulaire. De même, cette 
protéine inhibe le canal ROMK responsable de l’excrétion du potassium. Par ailleurs, 
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wtWNK1, inhibe WNK4 relâchant ainsi l'effet inhibiteur de ce dernier sur NCC. Les 
mutations de WNK1 associées au PHAII sont notamment des délétions au niveau du premier 
intron qui entraînent une augmentation de l'expression de cette protéine. Plusieurs mutations 
ont étés trouvées au niveau du gène encodant WNK4 causant l'hypertension et l'hyperkaliémie. 
Ces mutations ont pour effet de supprimer l'effet inhibiteur de WNK4 sur l'expression de NCC 
au niveau de la membrane et, parallèlement, elles inhibent d'avantage le canal ROMK [34, 54, 
56, 57]. Plus récemment, il a été démontré que des mutations au niveau des gènes KHLH3 et 
CUL3 sont aussi à la base de cette maladie. En effet, l'expression de NCC au niveau 
membranaire est plus importante lorsqu'il y a une perte de fonction de KLHL3 suggérant ainsi 
une régulation de ces transporteurs dépendante de son ubiquitination par le complexe CUL3-
RING-KLHL3 [58, 59].     
2.2.1.1.4 Le syndrome de Liddle 

Cette forme d’hypertension est de type dominant et se caractérise par une rétention de 
sodium accrue, des niveaux plasmatiques d’aldostérone bas, l’inactivation de la rénine 
plasmatique, hypokaliémie et une alcalose métabolique. Les patients atteins sont sensibles à 
l’amiloride étant donné que cette pathologie est causée par des mutations dans les sous-unités 
β et/ou γ  des ENaC qui entraînent augmentation de l’activité de ces canaux. En effet, les 
ENaC sont composés de trois sous-unités homologues α, β et γ chacune comprenant un grand 
domaine extracellulaire, deux domaines transmembranaires et de courts domaines 
cytoplasmiques. Les motifs PY de ces sous-unités sont mutés ou délétés dans le syndrome de 
Liddle ce qui empêche l’ubiquitination par Nedd4 et l’internalisation subséquente des canaux. 
Il existe aussi des mutations aux niveau des ENaC entraînant une perte de fonction, et donc 
une hyponatrémie, perte d’eau et un hyperaldostéronisme subséquent [1, 54, 60]. 

 

2.2.2 L’hypertension essentielle  
Contrairement à l’hypertension monogénique, l’hypertension essentielle est d’origine 

multifactorielle et elle représente 95% d’hypertension. Elle résulte de l’interaction entre 
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plusieurs gènes, et est ainsi appelée hypertension polygénique et dépend aussi de facteurs 
environnementaux et démographiques.  
2.2.2.1 Les facteurs génétiques 

Il est bien connu de nos jours que les facteurs génétiques contribuent de 30% à 60% 
aux variations de PA. Plusieurs études d’agrégation familiale montrent une corrélation entre la 
similarité de PA et le lien de parenté. En effet, même s’ils sont séparés, les membres 
apparentés d’une famille conservent une fréquence similaire de cas d’hypertension. Ceci est 
attribué non seulement à l’héritabilité génétique, mais aussi à un mode de vie semblable. 
Cependant, il a aussi été remarqué que les conjoints et les cas d’adoption, qui partagent le 
même environnement mais dont le patrimoine génétique est différent, n’ont pas une tendance 
plus grande à développer la maladie. Plus encore, des études sur des jumeaux montrent une 
très grande corrélation parmi les jumeaux monozygotes, qui est moindre lorsqu’il s’agit de 
jumeaux dizygotes [1, 2, 61, 62].  
2.2.2.2 Les facteurs environnementaux 

L’apparition de l’hypertension essentielle est étroitement liée à des facteurs 
démographiques et des habitudes vie. En effet, il a été démontré que la prévalence de 
l’hypertension est plus importante dans les pays développés. Ceci est vrai entre les populations 
urbaines comparées aux populations rurales.  

De plus, des facteurs comme l’âge, le niveau d’activité physique, le régime, le stress, la 
consommation d’alcool et le tabagisme sont aussi reliés à l’apparition de l’hypertension [1, 2, 
44, 61, 63]. 
2.2.2.3 Les interactions gènes-environnement 

Comme discuté dans la section 1.2.3, le sodium joue un rôle prépondérant dans 
l’homéostasie de la PA. En effet, plusieurs études ont montré une corrélation entre l’apport 
exogène en sodium et l’hypertension. Plus encore, l’importance des facteurs démographiques 
et ethniques jouent un rôle important dans l’apparition de la pathologie. Ainsi, certains 
haplotypes reliés au RAS seraient liés à l’hypertension dans les familles de descendance 
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africaine [46, 63]. Du point de vue évolutif, la sensibilité au sel dériverait de variantes 
génétiques prédisposant les populations vivant dans les climats chauds et arides à une 
rétention accrue en eau et en sodium, ce qui expliquerait une fréquence plus importante de ce 
phénotype chez les individus de descendance africaine [44]. De plus, il a été stipulé que les 
oestrogènes auraient un effet protécteur sur la sensibilité au sel chez les femmes et ce en 
augmentant la production de NO et en contrant l’activité du RAAS; plus encore, il a été 
démontré que la prévalence de l’hypertension sensible au sel chez les femmes est plus 
importante après la ménopause [64].  

Par ailleurs, les apports nutritionnels ont une influence très marquée dans le 
développement de l’hypertension [38]. À titre d’exemple, une consommation riche en réglisse 
mime les symptômes du syndrome AME, puisqu’il inhibe l’enzyme 11HSD.  

L’obésité, la résistance à l’insuline et le syndrome métabolique sont impliqués dans la 
pathogénèse de l’hypertension. Tous ces facteurs activent le RAAS. À noter qu’une la 
prévalence de l’hypertension chez les patients diabétiques de type II est de l’ordre de 80%. 
Plus encore, l’hypertension et le diabète sont les principales causes d’insuffisance rénale [65, 
66]. En effet, des régimes riches en glucides (fructose et glucose) induisent une élévation de la 
PA et des symptômes du syndrome métabolique. Une des bases génétiques de cette 
observation seraient des variantes d’épissage du gène codant pour le transporteur de l’acide 
urique et du glucose/fructose GLUT9 associées à un niveau élevé d’acide urique sérique qui 
inhibe, entre autres la production de NO. De plus, l’insuline et des hauts niveaux de glucose 
sanguins activent le système sympathique provoquant une activation du RAAS et des 
récepteurs mineralocorticoïdes par le cortisol qui aboutit à une hausse de la PA [38, 44, 63, 
65-67].  

D’un autre côté, la théorie du «Thrifty phenotype» [68] propose que la programmation 
intra-utérine du génome, par l’intermédiaire de modifications épigénétiques, serait aussi à la 
base d’une prédisposition du nouveau-né à développer ou résister certaines pathologies. À titre 
d’exemple, une contrainte dans la croissance in utero causerait des anomalies dans le nombre 
et la taille des glomérules et donc dans le mécanisme de pression-natriurèse. Plus encore, il a 
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été démontré qu’il existe une corrélation inverse entre le poids à la naissance et l’incidence de 
maladies cardiovasculaires à l’âge adulte.  

Les modifications épigénétiques (La méthylation de l’ADN, la modification des 
histones, les inactivations chromosomiques) ainsi que des facteurs comme les ARN 
interférence et les microARNs régulent l’expression des gènes sans changer la séquence 
d’ADN tout en étant stables et héritables [63]. Il a récemment été démontré que le niveau de 
méthylation de la séquence des gènes 11HSD, ACE, ADD1, ADRB1 et ENaC, candidats à 
l’hypertension, corrèle de façon directe avec l’incidence de la maladie [69-72]. De plus, il a 
été suggéré qu’un régime riche en sel déclenche la suppression par l’intermédiaire des 
récepteurs -adrénergiques de l’expression du gène de WNK4 au niveau du rein. Cette 
régulation négative est due à la modulation du promoteur du gène par l’acétylation des 
histones dépendante de cAMP [73]. Actuellement, l’attention est portée sur la régulation de 
l’expression génétique par les microARNs, et il s’avère que plusieurs de ces molécules 
agissent sur des gènes impliqués dans le contrôle de la PA. À titre d’exemple, les microARN 
miR-584, -31, -181a et -663 sont impliqués dans la régulation de l’expression de certaines 
composantes du RAS. La voie de maturation des microARN implique les protéines Drosha, 
Dicer et RNAse III; des études sur des modèles murins démontrent que les souris knock-out 
pour la protéine Dicer spécifique au muscles lisses ont une PAS plus basse que les contrôles 
qui ont, eux, une contractilité vasculaire diminuée [45, 63, 74].  

Le caractère polygénique et l’existence des interactions à la base de l’hypertension 
essentielle en font une maladie complexe. Ceci, ajouté à l’hétérogénéité génétique et de mode 
de vie des populations humaines, pose un défi majeur dans l’étude et la compréhension de 
l’étiologie de l’hypertension. Ainsi, l’utilisation de modèles animaux pour l’identification des 
composantes génétiques de cette pathologie est une stratégie de choix.   
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3. Les modèles animaux 
 

3.1 Utilisation de modèles murins pour l’étude de l’hypertension 
Étant donné le caractère multifactoriel de l’hypertension essentielle, la complexité de 

son étude chez l’humain réside, entre autres, dans l’impossibilité de contrôler les facteurs 
environnementaux sur le trait étudié. Ainsi, pour contrecarrer le problème que pose 
l’hétérogénéité des populations humaines, des modèles murins, qui imitent certaines 
caractéristiques des traits complexes chez l’humain comme l’hypertension, ont été développés 
[75-77].  

Les avantages des études génétiques sur les modèles murins consistent principalement 
à faciliter le contrôle de l’environnement, l’homogénéité génétique et la possibilité d’analyses 
sur une grande progéniture due à la facilité des croisements et à une courte durée 
gestationnelle.  En ce qui concerne l’étude de l’hypertension, le rat est le modèle de choix; sa 
taille par rapport à la souris facilitant les études physiologiques [61, 78, 79].  

De nos jours, nombreuses souches consanguines de rats pour l’étude de l’hypertension 
ont étés créées. La création de lignées consanguines consiste à faire des croissements sélectifs 
d’individus portant le trait phénotypique d’intérêt jusqu’à ce qu’il soit fixé et à effectuer 
ensuite des croissements frère-sœur pendant au moins 20 générations pour obtenir 
l’hétérogénéité génétique. De nombreux contrôles normotendus ont été créés parallèlement 
aux modèles hypertendus en suivant cette méthode [75].  

Les souches hypertendues peuvent être divisées en deux catégories; d’un côté il existe 
des modèles dont l’hypertension est spontanée et apparaît sans l’intervention des facteurs 
environnementaux. Les souches Spontaneously Hypertensive Rat (SHR)[80], Lyon 
Hypertensive (LH)[81] et Milan Hypertensive (MHS)[82] sont de bons exemples. D’un autre 
côté, on trouve les souches dont le phénotype est induit par un stimulus environnemental dont 
la souche Dahl Salt-Sensitive (DSS)[36] fait partie. En contrepartie, les contrôles normotendus 
le plus souvent utilisés sont Milan Normotensive (MNS)[82], Dahl Salt-Resistant (DSR)[36], 
Wystar Kyoto (WKY)[83], Lewis (Lew)[84] et Lyon Normotensive (LN)[81]. 
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3.2 Le modèle Dahl Salt-Sensitive  
Les souches DSS et DSR ont étés développées en parallèle à partir de rats Sprague-

Dawley par l’équipe du Dr Dahl, suivant les variations de PA observées lorsque les rats étaient 
soumis à un régime riche en sel. La création de ces souches repose donc sur leur sensibilité ou 
résistance au sel. 

3.2.1 Pression artétielle 
Contrairement au rats DSR,  les rats DSS soumis à un régime de 8% NaCl à partir de 3 

semaines d’âge développent une hypertension sévère qui atteint les 200 mmHg et provoque la 
mort de l’animal au cours de 16 semaines. Cependant, si le régime riche en sel est administré à 
partir des 12 semaines d’âge, l’hypertension apparaît plus lentement et les mesures de PA 
restent autour des 185 mmHg. Même si les animaux sont soumis à un régime en sel à teneur 
normale (1% NaCl), il developpent l’hypertension graduellement.  

Un régime riche en sel depuis les premières semaines mène à une volémie et un débit 
cardiaque accrus dont les valeurs retournent à la normale après 8 semaines, et c’est la 
resistance vasculaire qui fait que l’hypertension soit maintenue. Cependant, lorsque le régime 
en sel est normal (1% NaCl), la resistance vasculaire augmente sans que le débit et/ou la 
volémie soient affectés [36, 85, 86].  

3.2.2 Fonction rénale 
Les études effectuées par Dahl et ses collaborateurs ont démontré que la transplantation 

de reins de DSS chez DSR était suffisante pour induire une hypertension. L’opération inverse 
mène à une baisse de PA chez DSS. La souche DSS se caractérise par un mécanisme 
pression/natriurèse anormal. En effet, l’excrétion d’eau et de sodium chez cette souche est 
moindre que chez DSR, phénomène qui s’explique par une dérégulation dans la réabsorption 
des ions au niveau du néphron. Il a été démontré que lorsque le régime est riche en sel, il y a 
une augmentation de l’expression des ARNm des sous-unités des ENaC au niveau rénal. Plus 
encore, une augmentation de l’expression de SGK1, kinase responsable de l’activation des 
ENaC, a été remarquée. La régulation des ENaC et SGK1 induite par l’aldostérone diffère 
entre les deux souches. En effet, l’administration d’aldostérone diminue l’expression des 
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ARNm des sous-unités des ENaC chez DSR, contrairement à DSS. Par ailleurs, une activité 
accrue des cotransporteurs NKCC2 a été détectée chez les rats sensibles au sel. L’activité des 
pompes Na+/K+ ATPases est réduite au niveaux rénal et cardiaque. Cette souche démontre de 
plus une prédisposition au développement d’une insuffisance rénale [85-89].    

3.2.3 Balance des systèmes vasoconstricteur et vasodilatateur 
La contraction vasculaire dépend de la concentration intracellulaire de Ca2+; chez DSS, 

l’activité des échangeurs NCX1 est augmentée au niveau des vaisseaux. Par ailleurs, bien que 
les taux de rénine et d’ANGII circulants sont bas, l’activité du RAAS au niveau du cerveau et 
du rein est accrue. Cette souche démontre une activité sympathique accrue, une atténuation au 
niveau du baroreflexe et une production de NO diminuée. Plus encore, DSS présente une 
excrétion et une expression de kallikréine diminuées [22, 86, 90-93].  
 

   



 

 

4. Études génétiques et identification de QTL 
 

4.1 Principes d’identification de QTL influençant la PA:  
Le défi majeur dans l’étude de l’étiologie et la pathogenèse de l’hypertension est 

l’identification des mécanismes qui la causent. Ainsi l’identification des composantes 
génétiques à la base de la maladie et la compréhension des interactions entre ces dernières sont 
d’une importance capitale. 

 

4.1.1 Définition de QTL 
Comme discuté auparavant, la PA varie continuellement et son homéostasie est sous 

contrôle de plusieurs gènes; ainsi, il s’agit d’un trait quantitatif et polygénique. Les loci de 
traits quantitatifs (QTL) sont définis comme unités génomiques responsables de la différence 
du phénotype observé entre deux souches contrastantes ou entre individus. Ainsi, un QTL 
influençant la PA serait un gène identifié au niveau d’une région génotypique définie par des 
analyses génétiques et dont l’expression influence la PA [77, 79, 94].  

 

4.1.2 Approche gène candidat 
L’approche gène candidat pour l’hypertension repose sur les bases biochimiques et 

physiologiques de la régulation de la PA. Ainsi, un gène est considéré comme candidat si sa 
fonction est reliée au phénotype étudié ou s’il est localisé dans une région détectée par une 
analyse de balayage du génome (étude de liaison ou d’association). Cette approche sous-
entend une connaissance préalable de la pathologie du trait en question et/ou de la fonction du 
gène candidat. Pour cette raison, dans l’étude de l’hypertension, les premières analyses ont 



    25 
 

 

étés effectuées sur des gènes impliqués dans la régulation des systèmes vasculaires, cardiaque, 
nerveux et rénal. 

Bien que cette approche s’est avérée très efficace dans l’étude des formes 
monogéniques de l’hypertension, elle comporte plusieurs désavantages. Comme discuté 
précédemment,  elle est dépendante des connaissances de la maladie et ne permet pas toujours 
de découvrir de nouvelles composantes qui n’ont pas été associées au trait. Plus encore, le 
choix préalable du gène à étudier exclut des composantes pouvant se trouver en amont ou en 
aval de la cascade qui est analysée [43, 61, 77, 95, 96]. 

 

4.1.3 Outils génétiques 
Étant donné les limitations de l’approche gène candidat dans l’étude de l’hypertension 

essentielle et dans le but d’identifier des QTL de PA de façon plus efficace et assertive, 
plusieurs outils génétiques sont utilisés.  
4.1.3.1 Marqueurs génétiques 

Le premier pas dans l’analyse génétique d’un trait complexe est l’établissement de 
marqueurs génétiques reliés au trait en question et dont la position au niveau chromosomique 
et l’héritabilité peuvent être retracées. L’ADN eucaryote présente plusieurs polymorphismes 
pouvant servir comme marqueurs génétiques.  

Tout d’abord, il existe tout de courtes répétitions en tandem de 1 à 5 paires de bases 
répandues dans le génome. Ces séquences sont transmisses entre générations et le nombre de 
répétitions peut varier d’un individu à l’autre permettant ainsi le génotypage par une simple 
réaction de PCR. Ce même type de génotypage est possible grâce à d’autres variantes 
structurelles de l’ADN parmi lesquelles on retrouve des insertions ou des délétions, ainsi que 
des duplications géniques. 

Les polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs, pour single nucleotide 
polymorphisms)  sont des substitutions d’une seule base et se présentent avec une fréquence 
d’environ 1/1000 bp. Le génotypage peut alors être effectué par séquençage de l’ADN 
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entourant le SNP, une simple réaction de restriction, l’utilisation de SNP microarrays (pouvant 
interroger < 5 000 000 de variantes à la fois), ou des balises moléculaires [41, 43, 97]. 
4.1.3.2 Analyses génétiques 

La découverte de QTL influençant la PA par des analyses génétiques peut être 
effectuée au niveau pangénomique en utilisant des marqueurs génétiques étalés sur tout le 
génome ou par approche gène candidat qui, comme discuté auparavant, requière une 
connaissance préalable de la fonction du gène et de la pathologie étudiée [77].    
4.1.3.2.1 Analyses de liaison génétique 

Les analyses de co-ségrégation ont souvent été utilisées pour l’identification de QTL 
influençant la PA. Cette stratégie est basée sur la fréquence de recombinaison entre deux loci; 
ainsi, plus la distance chromosomique entre les deux est courte, plus la probabilité qu’il 
ségrégent ensemble lors de la méiose est grande. En d’autres termes, la probabilité de 
recombinaison entre un marqueur et le QTL d’intérêt est proportionnelle à la distance qui les 
sépare.  

Les études de liaison génétique visent à établir s’il existe une co-ségrégation entre un 
marqueur génétique et la maladie étudiée lors de leur transmission d’une génération à la 
suivante. Elles reposent sur le principe que les allèles d’un QTL influençant un trait donné 
doivent être liés aux variations de ce dernier au sein de la population étudiée. Ainsi, ces études 
sont basées sur l’analyse des événements de recombinaison entre le locus causant la maladie 
dont la position génomique n’est pas établie et un marqueur de position connue, impliquant 
ainsi un lien physique entre les deux et requière donc d’une cartographie génétique. [77, 79]. 
De cette façon, les études de liaison reposent sur la probabilité d’avoir une co-ségrégation plus 
importante que celle pouvant être expliquée par le hasard. Le LOD score est la mesure de la 
probabilité de liaison entre le marqueur génétique et le locus causant le trait d’intérêt. Un LOD 
score est le logarithme du ratio de la probabilité que deux loci soient liés sur la probabilité que 
leur ségrégation soit purement due au hasard. Ainsi, un LOD score  ≥ 3 est significatif et 
indique que deux loci sont 1000 fois plus susceptibles d’être liés que de ne pas 
l’être. Lorsqu’il s’agit de lignées consanguines, un LOD  ≥ 2 est considéré comme suggestif 
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de la présence de liaison [98].  Ce type d’analyse est utilisé pour l’analyse des variantes 
génétiques au sein d’une famille et nécessite donc des informations génotypiques et 
phénotypes de plusieurs générations d’individus. Elle s’est avérée fort utile dans la détection 
de variantes rares dont l’effet sur le trait étudié est majeur. Bien que son application soit 
avantageuse dans la découverte de gènes à la base de l’hypertension chez des modèles 
animaux consanguins, elle comporte certains désavantages vu que la relation entre le génotype 
et le phénotype qu’elle suggère est de nature corrélative.  De plus, cette approche permet 
d’identifier des régions chromosomiques souvent trop larges pouvant contenir des centaines de 
gènes. Ainsi, la présence de QTL influençant la PA déterminée par cette approche doit être 
confirmée et une cartographie fine de ce dernier doit être effectuée [43, 77, 79]. 
4.1.3.2.2 Genome-wide association studies (GWAS) 

Les avances technologiques permettent, de nos jours, de génotyper un nombre 
considérable de SNPs à des coûts raisonnables. Les GWAS permettent d’associer 
simultanément un grand nombre de variantes génétiques et un trait donné et visent à établir 
une corrélation entre ce dernier et les fréquences alléliques dans les populations humaines. Il 
s’agit donc d’une étude de cas-contrôles au sein d’une population où l’on compare la 
fréquence allélique des variantes entre les sujets présentant le phénotype d’intérêt et les 
témoins. Ainsi, si le marqueur étudié est à proximité d’un locus causant la maladie, la 
fréquence allélique observée devrait être significativement différente entre les cas et les 
témoins [41, 43, 99]. 

 Étant donné le pouvoir statistique que confère l’association entre une variante 
génétique et un trait quantitatif dans un grand échantillon de la population, cette approche est 
devenue l’approche génétique la plus utilisée dans l’étude de l’hypertension essentielle. 
Jusqu’à date, la contribution la plus grande dans la découverte de nouveaux loci influençant la 
PAS et la PAD a permis d’identifier 29 SNP dans 28 loci associés à ces phénotypes, parmi 
lesquels 13 étaient déjà connus [100]. Plus encore, cette stratégie, étant effectuée à l’échelle du 
génome complet, permet d’identifier des loci pouvant ne pas être préalablement associés au 
phénotype étudié et dont l’effet est discret. Il est à noter que les variantes communes 
identifiées ont un impact <1mmHg sur la variance de la PA [43, 96]. Cependant, bien que 
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plusieurs loci aient été identifiés de cette façon, les désavantages majeurs de cette stratégie 
reposent sur le fait que les marqueurs génétiques se trouvent souvent au niveau de régions 
intergéniques et le lien entre ces derniers et le locus responsable du phénotype reste obscure. 
Néanmoins, les analyses d’association permettent généralement une cartographie plus fine du 
locus causant le trait que les analyses de liaison (10-100Kb pour les GWAS vs. 2-10Mb pour 
les études d’association) [99]. De plus, étant donné le seuil élevé de fréquences alléliques 
(MAF>5%), certains loci peuvent passer inaperçus en utilisant cette approche. Ceci est 
particulièrement important étant donné que certaines variantes rares, pouvant expliquer une 
portion importante des maladies complexes, ne sont pas prises en compte lors des analyses par 
GWAS [101]. En outre, ce type d’étude est sensible à la taille et à la stratification de la 
population étudiée et nécessite un nombre considérable de marqueurs à tester [41, 43, 79, 96, 
102]. Cependant, cette dernière approche permet de surmonter les contraintes liés au nombre 
élevé de faux-positifs détectés pas GWAS résultant de la stratification des populations [101]. 

 

4.1.4 Utilisation du rat dans la découverte de QTL  
Comme discuté auparavant, l’utilisation de modèles murins pour l’étude de 

l’hypertension est une stratégie payante. Chez le rat, la localisation de régions QTL par des 
études de liaison se fait par l’analyse d’une population significative (en général de 100 
individus ou plus) au sein de laquelle les allèles d’un QTL ségrégent de façon mendélienne. 
Cette population est constituée d’individus de la génération F2 obtenue comme suit : le 
croisement d’une souche hypertendue (DSS, dans le cas de ce projet) et d’un contrôle 
normotendu donne naissance à des individus de la génération F1 dont le génotype provient, à 
parts égales des souches parentales. Les individus F1 ainsi obtenus sont croisés entre eux pour 
produire une génération F2. En étudiant le phénotype (PA) et le génotype au niveau des 
marqueurs d’intérêt chez les animaux de la génération F2 on peut établir un patron de co-
ségrégation et effectuer ainsi une analyse de liaison génétique [79, 98].  

Cependant, l’identification d’une région contenant un QTL qui influence la PA par une 
étude de liaison génétique nécessite d’une confirmation plus astringente. La localisation de 
l’intervalle en question résulte, le plus souvent, en une région trop grande pour justifier le gène 
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d’intérêt et l’analyse des données statistiques présente plusieurs problèmes pouvant donner 
lieu à des faux positifs [77]. Ainsi, des études physiologiques permettant une cartographie fine 
du QTL et l’établissement d’une relation de cause à effet doivent être effectués. À cet effet, 
des souches congéniques de rats sont construites.  
4.1.4.1 Souches congéniques de rat 

Une souche congénique est obtenue par remplacement du fragment chromosomique 
d’intérêt chez la souche hypertendue (souche réceptrice) par son homologue provenant de la 
souche normotendue (souche donneuse). Dans ce cas, si la région chromosomique remplacée 
contient un QTL influençant la PA, on s’attend à une diminution significative de PA 
comparativement à la souche hypertendue parentale. La construction d’une souche congénique 
réciproque est possible; il s’agit alors de remplacer un segment chromosomique sur un fond 
génétique normotendu par son homologue provenant de la souche hypertendue. Dans ce cas, si 
la région contient un QTL, on observera une augmentation significative de PA par rapport à la 
souche normotendue. Les régions QTL ainsi obtenues sont donc susceptibles de contenir des 
gènes contrôlant la PA [77-79, 103].  

La construction d’une souche congénique est resumée dans la Figure 2 (p.29). Le 
croisement d’une souche normotendue (donneuse) et d’une souche hypertendue (réceptrice) 
résulte en une génération F1 d’individus hétérozygotes dont le matériel génétique provient des 
deux parents en proportion égale. Un primer croisement de retour (BC1) est alors effectué 
entre un individu F1 et la souche parentale réceptrice. Le génotypage par marqueurs 
génétiques permet de tracer la transmission entre les générations de la région d’intérêt et de la 
cibler. Ainsi, les individus comportant l’allèle normotendue pour cette région sont recroisés 
avec la souche parentale pour donner la génération BC2 et ainsi de suite jusqu’à la génération 
BC8 où le fond génétique est 99% homozygote hypertendu, sauf pour la région ciblée. C’est 
alors qu’on effectue les croisements frère-sœur en vue d’obtenir un individu homozygote pour 
la région d’intérêt [76-79, 104]. 
4.1.4.2 Sous souches congéniques 

La construction de sous souches congéniques permet de réduire la région d’intérêt en 
effectuant des croissements des individus de la souche congénique et de la souche recéptrice. 
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Ainsi, le fond génétique demeure homozygote hypertendu, et par recombinaison génétique au 
moment de la méiose, on peut réduire la région d’intérêt jusqu’à 1 ou 2 cM. Des croisements 
frère-sœur sont alors effectués pour avoir des individus homozygotes.  

Suivant cette méthode, plusieurs sous souches peuvent être obtenues à partir de la 
même congénique. La PA de ces sous souches est mesurée et des cartes de de substitution 
peuvent ainsi être créées (Figure 3); certaines des souches ainsi obtenues conserveront le 
même effet sur la PA que la souche parentale, d’autres ne montreront pas de différence de PA  

  
Figure 2. Schéma représentant la construction d’une lignée congénique. La figure ne représente 
qu’une seule paire de chromosomes. Le segment en pointillés représente la région ciblée lors des croissements de 
retour.  
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Figure 3. Carte de susbstitution. En blanc, les régions provenant de la souche recéptrice hypertendue, en 
bleu la région remplacée par l’homologue normotendu. + représente une souche dont la PA est différente de la 
souche hypertendue, - représente une souche dont la PA n’est pas différente de la souche hypertendue 

par rapport à celle-ci. Le QTL est donc localisé dans le segment conservé par les sous 
souches qui montrent un effet sur la PA et perdu par les sous souche qui ne démontrent plus de 
différence de PA avec la souche hypertendue [75, 76, 79].* 

4.1.4.3.  Doubles congéniques 
La construction de souches « double congéniques » permet d’étudier les effets 

combinés de deux QTL distincts. À des fins d’exemplification, on prendra un QTL avec 
allèles normotendues NN sur le chromosome 1 et un QTL sur le chromosome 2, et ce sur un 
fond génétique hypertendu de génotype HH. Les congéniques délimitant ces deux QTL sont 
croisées entre elles et les individus de la génération F1 sont croisés de retour avec la 
congénique parentale pour le QTL du chr.1. Les individus issus de ce croisement de retour 
sont génotypés et ceux qui sont NN pour le QTL chr.1 et NH pour le QTL chr.2 sont croisés 
entre eux. La double congénique est établie lorsque les individus sont NN pour les deux 
régions QTL [105].   
 



    32 
 

 

4.1.5 Identification du gène et de la variante de séquence à la base du QTL  
Dans l’utlisation de souches congéniques, la recherche au niveau des séquences 

génomiques entre les souches hyper- et normotendues permet d’identifier le gène responsable 
du QTL. Le séquençage des régions codantes permet d’établir s’il existe des différences 
pouvant se traduire en un changement de la séquence protéique de la molécule encodée. Plus 
encore, le séquençage des région introniques et intragéniques permet de détecter des 
différences qui pourraient avoir des effets sur l’expression et/ou l’épissage du gène en 
question. Les avances technologiques permettent de séquencer des génomes ou des exomes 
complets en peu de temps et à des coûts accessibles, obtenant ainsi les SNPs et les variantes 
structurelles entre ces génomes. Le séquençage de l’ARN des souches étudiées,  l’utilisation 
de ARN microarrays ou des analyses de RT-qPCR permettent d’analyser les niveaux 
d’expression des gènes candidats. Les analyses de western blot permettent de détecter des 
différences dans l’expression ou dans les modifications post-traductionelles d’une protéine 
d’intérêt.  

Lorsque des différences entre les souches hyper- et normotendues sont observées, il est 
possible de construire des animaux knock-in,  knock-out (si viables) ou transgéniques en vue 
de confirmer que le gène en question est responsable de la variation du phénotype observée.  

La découverte de la nature moléculaire de QTL peut, certainement, mèner à la 
compréhension de son implication dans la régulation de la PA. Cependant, si à la base du 
QTL, il s’agit d’un gène de fonction inconnue, l’élucidation de sa contribution au contrôle de 
la PA devient plus facile si on connait des éléments avec lesquels il interagit.  
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5. Interactions des QTL 
L’hypertension essentielle étant un trait polygénique, l’identification de la nature 

moléculaire du QTL seule ne s’avère pas toujours suffisante. Ainsi l’élucidation des modes 
d’interaction entre les QTL dans le génome est d’une importance capitale.  

 

5.1 Interactions allèliques et effets du fond génétique 
Chaque gène peut avoir différentes formes au niveau du même locus, ce sont les 

allèles. Chaque allèle détermine un phénotype spécifique et un individu comporte 2 allèles 
pour chaque locus; par conséquent, le phénotype observé est la résultante de l’interaction de 
ces dernières [79].  

Comme pour les formes monogéniques d’hypertension, il existe des QTL influençant 
la PA qui se comportent suivant une hérédité de type mendélienne [94]. L’analyse de souches 
congéniques et de des générations F2 issues de croisements entre des souches hyper- et 
normotendues a permis de démontrer qu’un seul QTL est capable d’entrainer des changements 
de PA par rapport à la souche parentale; ainsi, ils agissent de façon indépendante d’autres QTL 
et peuvent être dominants, codominants ou récessifs. À ce sujet, des études effectuées sur des 
congéniques hétérozygotes sur fond DSS ont montré qu’au niveau du chr.10, huit sur dix QTL 
démontraient un effet dominant de l’allèle normotendu (Lew). Plus encore, un QTL au niveau 
du chr.2, montre une dominance complète de l’allèle DSS, étant donné qu’une homozygotie 
Lew/Lew pour le QTL est nécessaire à la détection d’une variation de PA. Le C17QTL 
démontre une dominance incomplète étant donné que la magnitude de la différence de PA est 
dépendante du nombre de copies DSS [106].  

Il est important de noter que, dans les études chez le rat, le choix du fond génétique 
(souche réceptrice) ainsi que celui dont proviennent les allèles introduits jouent un rôle 
déterminant dans la détection des QTL. En effet, des études de liaison génétique sur des 
générations F2 issues de croisements entre DSS et les souches MNS, WKY et SHR, ont 
permis de détecter un QTL uniquement lorsque les croisement étaient DSS x MNS et DSS x 
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WKY [22, 107]. Plus encore, lors de la construction de souches congéniques et sous 
congéniques, trois QTL distincts au niveau du chr.18 et un sur le chr.7 ont été détectés lorsque 
le fond génétique était homozygote DSS et où des allèles Lew/Lew ont étés introduits; le 
résultat des mesures physiologiques se traduisant par une baisse de PA. Cependant, ces QTL 
n’ont pas étés détectés lors de la construction des congéniques réciproques, i.e., allèles DSS 
pour la même région d’intérêt introduits dans un fond génétique Lewis. D’après ces 
observations, il a été postulé que le génome Lewis possède, à priori et contrairement à DSS, 
une capacité à moduler les variations de tension artérielle.  [77, 94, 108-110].  

 

5.2 Interactions géniques 

5.2.1 Interactions additives 
Lorsque la combinaison de deux QTL indépendants et distincts résulte en une variation 

de PA grosso modo équivalente à la somme de leur effet individuel, on peut dire qu’ils 
interagissent de façon additive. À titre d’exemple, des analyses de QTL au niveau du chr.10 
chez le rat ont permis de démontrer l’existence de trois QTL agissant additivement [111]. Le 
même phénomène a été remarqué au niveau du chr.2 [112]. Lorsque ce type d’interaction se 
présente, on peut inférer que ces QTL agissent au niveau de différentes voies ou cascades de 
régulation et que, quand ils sont mis ensemble, leurs effets s’additionnent [94, 110].  

 

5.2.2 Interactions épistatiques 
L’épistasie est le phénomène par lequel l’expression des allèles d’un gène masquent les 

effets phénotypiques d’un autre gène distinct [113]. Les interactions épistatiques entre deux 
gènes ont été établies pour la première fois lors de l’analyse statistique d’une génération F2 
pour laquelle les allèles normotendues du gène Ace inhibaient l’expression de celles du gène 
encodant NPR-A [107]. La preuve fonctionnelle de ce type d’interaction a été obtenue pour la 
première fois par la construction d’une « double congénique » comportant des QTL pour les 
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chr.2 et 10 dont les effets phénotypiques combinés étaient significativement moins importants 
que ceux que prédisait leur additivité mathématique [105]. Plus récemment, par la construction 
de sous souches congéniques, il a été démontré qu’une région soupçonnée de contenir un seul 
QTL, contenant en réalité deux QTL distincts dont la somme des effets ne dépasse pas celui de 
la région QTL originale [108, 114]. L’établissement d’une hiérarchie dans la relation est 
possible si les allèles de chaque QTL ont des effets opposés. Au niveau du chr.3 chez le rat, 
deux QTL ont été détectés sur fond génétique DSS avec allèles introduits provenant de Lew; 
un des QTL porte des allèles qui font baisser la pression (–PA) et l’autre des allèles qui la font 
augmenter (+PA). L’effet combiné de ces deux QTL est pratiquement égal à l’effet du QTL –
PA seul [115]. Le fait que les effets de ces deux QTL ne s’annulent pas mutuellement, et que 
le phénotype soit semblable à celui observé chez la congénique portant le QTL –PA, indique 
que ce dernier masque la fonction du QTL +PA. Le QTL –PA est donc épistatique au QTL 
+PA. Plus encore, ces observations permettent, en partie, de faire le lien entre l’importance du 
fond génétique choisi et les interactions entre les QTL; en effet, bien que le génome Lewis 
comporte aussi des allèles menant à une hausse de la tension (QTL +PA), les relations entre 
les différents QTL de PA de cette souche lui permettent une régulation qui tend vers la 
normotension    

La conclusion logique de l’existence d’interactions de type épistatique entre QTL se 
traduit comme suit : deux QTL participent à la même cascade si les effets de l’expression des 
allèles d’un locus masquent les effets des allèles de l’autre. [94, 110, 116].  
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6. Régions QTL chez le rat chez  
 

De nombreuses études effectuées jusqu’à présent ont permis de détecter un nombre 
considérable de QTL ayant une influence sur la PA grâce à l’utilisation de modèles animaux 
[94, 103, 104, 106, 108, 111, 112, 114, 115, 117-128]. En effet, plus d’une soixantaine de 
QTL ont été identifiés de cette façon; parmi ceux-ci on retrouve Add1, Cyp11b1, Rffl et 
Adamts16 [124, 129-131]. Plusieurs des QTL découverts grâce à l’utilisation de modèles 
animaux sont de nos jours utilisés lors des GWAS visant des gènes candidats, bien que la 
grande majorité de ces associations n’aient pas encore été confirmées [132, 133].  

 

6.1 Identification de régions QTL par analyses de liaison génétique 
chez le rat Dahl Salt-Sensitive 

Dans les années 1990, des analyses de liaison pangénomiques ont été effectuées sur des 
générations F2 issues de croisements de rats DSS et des contrôles normtendus montrant 
l’existence de plusieurs QTL influençant la PA, notamment au niveau des chromosomes 1, 2, 
3, 5, 7, 8, 10, 16. 17 et 18 [103, 106, 107, 134]. Le tableau I résume les LOD scores et leurs 
effets sur la PA. Il est à noter qu’au niveau du chromosome 7, le LOD score est inférieur à 3. 
Cependant, l’existence d’un QTL de PA détecté dans une population F2 issue du croisement 
DSS x DSR [135] et la présence du gène candidat Cyp11b au niveau de cette région, la rendent 
intéressante. 

  
Tableau I. Liste des régions QTL influençant la PA identifiés par analyse de liaison génétique 
dans des générations F2 et leurs effets  

Chromosome Souche 
normotendue 

LOD score Effet sur la PA 
(mmHg) 

% de variance 
de PA 

1 Lewis 3,0 +30,4 8,9 
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2 Lewis 2,9 -27,5 8,8 
2 MNS 2,6 +13,9 8,0 
3 Lewis 3,0 +2,8 8,9 
5 Lewis 4,5 +31.4 13,2 
7 Lewis 1,6 -18,1 4,8 
8 Lewis 2,0 -19,7 6,4 

10 Lewis 5,5 +35,4 17,8 
16 Lewis 2,2 +25,5 6,7 
17 Lewis 2,2 +18,4 6,7 
18 Lewis 2,4 +24,8 7,5 

Le tableau est adapté Duong et al. avec  la permission de  Macmillan Publishers Ltd: Heredity, [106] 
copyright 2006.  Les effets sur la PA correspondent à la moyenne des mesures chez les rats ayant pour génotype 
les allèles SS au niveau du marqueur étudié moins la moyenne des mesures chez les rats ayant le génotype LL au 
niveau du même marqueur.  

 

6.2 Construction de congéniques pour cibler les régions QTL 
En vue de valider et de réduire les régions QTL ainsi détectées, plusieurs souches et 

sous souches congéniques ont été construites. De cette façon, le C7QTL a été défini, et, fait 
intéressant, aucune différence de séquence induisant un changement en acides aminés des 
protéines encodées par les gènes Cyp11b1, Cyp11b2 et Cyp11b3 n’a été détectée entre DSS et 
Lewis [109]. Il est à noter que Cyp11b1 a été identifié comme étant le gène responsable d’un 
QTL sur le chromosome 7 entre les souches DSS et DSR [124, 135].  

De même, par la construction de souches congéniques visant les régions détectées par 
analyses de liaison, trois QTL au niveau des chromosomes 1 et 3 [115, 120, 136], deux QTL 
sur les chromosomes 5, 8 et 17 [121, 137, 138] et le C16QTL [106] ont été identifiés.  
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Au niveau du chromosome 2, la création de congéniques issues de DSS et Lewis a 
montré l’existence d’un QTL au niveau de la région détectée par analyse de liaison [139]. Par 
ailleurs, la construction de souches congéniques issues de DSS et MNS ont permis d’établir 6 
régions QTL distinctes s’étalant sur moins de 6Mb chacune. De plus, le séquençage des gènes 
contenus dans ces intervalles et connus pour avoir un effet sur la PA a montré qu’il n’existait 
pas de variantes entre les souches parentales se traduisant par des changements au niveau des 
protéines encodées [112, 140].  

En vue de réduire la région QTL du chromosome 10 et de cibler les régions contenant 
les locus Nos2 et Ace, candidats à l’hypertension, il a été démontré que 3 QTL de PA 
existaient au niveau de ce chromosome. Ces études ont permis d’exclure Nos2 et Ace comme 
candidats [75, 111]. Des études ultérieures ont démontré l’existence d’un quatrième QTL 
grâce à la construction de sous souches congéniques. Au cours de cette analyse, il a été 
démontré que les C10QTL1, C10QTL3 et C10QTL4 étaient épistatiques et agissaient de façon 
additive avec le C10QTL2 [126]. La cartographie fine de ces QTL a démontré plus tard la 
région du C10QTL1 contenait en effet 2 QTL distincts. Ainsi le C10QTL5, interagissant 
épistatiquement avec les C10QTL1, 3 et 4, a été défini. Cette étude a aussi permis de réduire 
les régions de ces QTL à moins de 1Mb, rendant ainsi l’analyse des gènes contenus plus 
simple. À noter que ces QTL trouvent ses homologues au niveau du chr.17 chez l’humain où 
des analyses de liaison associent la région chromosomique à l’hypertension essentielle [114]. 
Comme il a été discuté, cinq régions QTL ont été détectées au cours de plusieurs analyses sur 
le chromosome 10. De par la nature des interactions qui existent entre ces QTL et étant donné 
la taille réduite de ces régions, les gènes contenus dans les C10QTL1, C10QTL2, C10QTL3 et 
C10QTL5 ont été séquencés et analysés en vue d’identifier les gènes causant la différence de 
PA entre DSS et les congéniques. Des gènes n’ayant pas été préalablement associés à 
l’hypertension ont été identifiés comme candidats pour chaque QTL [141].  
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6.3 QTL sur le chromosome 18 
Comme discuté auparavant, les études de liaison génétique effectuées par Garrett et ses 

collaborateurs, ont montré l’existence d’un QTL de PA au niveau du chromosome 18. Ces 
analyses ont été effectuées en utilisant la souche Lewis comme contrôle normotendu étant 
donné sa grande résistance au sel par rapport à la souche DSR. De plus, les polymorphismes 
au niveau des marqueurs microsatellites entre DSS et Lewis est supérieur à ceux retrouvés 
entre DSS et DSR [103]. La construction de souches congéniques délimitant la région détectée 
par ces études a permis d’identifier l’existence 3 QTL influençant la PA à ce niveau. Plus 
précisément, la construction des souches C18S.L6, C18S.L7 et C18S.L8 ont permis 
d’identifier deux régions QTL, soient C18QTL1 et C18QTL2. La souche C18S.L2 délimitait 
le C18QTL3. Cependant, la taille de ces régions étant trop grande (>30Mb)  [108], la 
construction de sous souches congéniques a permis de les réduire. La cartographie fine du 
C18QTL3 semblait particulièrement prometteuse étant donné que cette région contient deux 
gènes associés à l’hypertension; il s’agit du gène codant pour le récepteur β-adrénergique de 
type II (ADRB2) et du gène encodant l’ubiquitine ligase E3 NEDD4L. De par leur nature 
moléculaire et leurs fonctions physiologiques en plus de leur association avec la maladie chez 
l’humain, ces gènes son de bons candidats. 

6.3.1 ADRB2 et hypertension 
Les récepteurs -adrénergiques (β-ARs) jouent un rôle important dans la régulation de 

la PA. Le récepteur ADRB2, dont le gène ne possède pas d’introns, appartient au sous type 2 
des adrénorécepteurs, qui sont normalement exprimés au niveau des poumons, des reins, des 
vaisseaux et du foie. Ces récepteurs de type G sont couplés à l’activation de l’adénylate 
cyclase et à la formation de cAMP. L’activation des récepteurs β2 par les catécholamines 
induit la relaxation des muscles lisses et la sécrétion de NO par les cellules endothéliales 
vasculaires. Chez l’humain, plusieurs polymorphismes de ce gène, parmi lesquels Arg16Gly et 
Gln27Glu, sont associés à l’hypertension. La substitution Arg16Gly cause une 
désensibilisation accrue du récepteur puisqu’elle modifie la régulation négative induite par 
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l’agoniste et affecte la cinétique de son activation; Gln27Glu est associée à une résistance à la 
désensibilisation [142-144].  

 

6.3.2 NEDD4L et hypertension 
NEDD4L est une ubiquitine ligase de type E3 possédant plusieurs domaines WW 

(motifs tryptophane) responsables de leur liaison aux motifs PY des ENaC et un domaine 
ubiquitine ligase HECT. L’association de NEDD4L aux ENaC induit leur ubiquitination et 
leur dégradation subséquente. Des mutations au niveau des motifs PY de ENaC empêchent la 
liaison de NEDD4L se traduisant par une  hyperactivité des canaux et entrainent 
l’hypertension. NEDD4L est aussi impliqué dans la régulation des NCC. Différents 
polymorphismes au niveau de NEDD4L ont été détectés chez l’humain lors des études de 
population qui l’associent à l’hypertension. Parmi ces substitutions on retrouve 
rs4149601(G/A), au niveau de l’exon 1 qui introduit un site d’épissage alternatif résultant en 
une protéine dont le domaine de ciblage à la membrane est altéré. Plus encore, des études 
effectuées sur des souris knock-out ont prouvé que la perte de fonction de NEDD4L induit 
l’hypertension et la sensibilité au sel [145-149]. 
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7. Hypothèse et objectifs 
La prévalence élevée de l’hypertension essentielle rend l’étude de cette pathologie 

prépondérante. Étant donné que seul le 60% des patients atteints est traité et que moins du 
35% de ces patients répondent efficacement aux traitements antihypertenseurs, l’identification 
de nouveaux gènes et mécanismes régulant la PA s’avère d’une importance capitale, et ce, en 
vue de dispenser des traitements individualisés plus efficaces [45].   

La découverte de QTL de PA et de leur mode de fonctionnement au niveau génétique 
est considérée la façon la plus directe de comprendre les mécanismes à la base de 
l’hypertension essentielle. L’utilisation de modèles animaux, permettant de contrôler les effets 
de l’environnement, s’avère une stratégie de choix pour atteindre ce but. 

Ainsi, l’identification de la nature moléculaire des QTL influençant la PA est un des 
principaux objectifs dans l’analyse de l’étiologie de cette maladie. De plus, s’agissant d’un 
trait polygénique, la découverte et la compréhension des interactions entre les QTL 
permettraient d’identifier de nouvelles voies de régulation qui pourraient être ciblées lors du 
choix du traitement à fournir. 

Par ailleurs, il a longtemps été pensé qu’un trait quantitatif comme la PA est la 
résultante de l’action combinée de plusieurs QTL qui contribuent chacun à une variation 
minime de ce trait. Chez l’humain, aucun QTL à effet majeur n’a été encore identifié. 
Cependant, comme discuté auparavant, l’observation d’interactions épistatiques et le caractère 
Mendélien de certains QTL mène à stipuler qu’il existerait une certaine redondance dans les 
actions des QTL et que ceux-ci seraient organisés dans une architecture génétique hiérarchique 
permettant de réguler la PA. Ainsi, l’existence d’interactions épistatiques entre deux QTL 
permettrait de les regrouper dans une même voie de régulation. À l’opposé, l’absence de ce 
type d’interaction et/ou l’existence d’une interaction additive entre deux QTL révèlerait qu’ils 
font partie de voies distinctes.  

En vue de tester l’hypothèse selon laquelle les QTL pourraient être regroupés en 
différents modules épistatiques, des souches « double congéniques » ont été construites; 
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l’existence ou absence d’épistasie entre deux QTL dictant s’ils appartiennent au même 
module.    

Bien que la découverte d’une architecture génétique des différents QTL se révèle un 
moyen efficace dans la compréhension de l’organisation et étiologie de l’hypertension 
essentielle, l’identification de la nature moléculaire du QTL demeure importante. Ainsi, la 
détection de variations de séquence ou d’expression du(des) gène(s) responsables du QTL et 
leur impact sur la fonction physiologique du produit, sont des composantes essentielles à 
l’étude de la pathologie et à la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou de 
diagnostic. 

Pour cette raison, nous avons décidé non seulement d’analyser les gènes candidats des 
QTL du chr.18, mais aussi, étant donnée l’épistasie qui existe entre eux, d’élucider leur 
interaction au niveau moléculaire, apportant ainsi une preuve physiologique à ce phénomène. 

  
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

Méthodes 
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8. Cartographie de QTL et mesures de pression artérielle  
 

8.1 Marqueurs génétiques  
En vue de réduire les régions QTL du chromosome 18, plusieurs sous-souches 

congéniques ont été construites. De plus, la construction de souches « double congéniques » a 
permis d’analyser l’effet de la combinaison de deux QTL distincts. Le génotypage de ces 
souches a été effectué grâce à des marqueurs microsatellites déjà connus ou de nouveaux 
marqueurs ont été identifiés afin de délimiter avec plus de précision les nouvelles régions 
contenant un QTL. Les nouveaux marqueurs microsatellites D18Chm ainsi que plusieurs 
SNPs permettant le génotypage ont été trouvés à partir de la séquence du génome du rat 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) ou par analyse des résultats du séquençage complet 
des génomes DSS et Lewis.  

Les produits de PCR des marqueurs microsatellites ont été migrés sur gel d’agarose 4% 
pour tester leur polymorphisme. L’amplification par PCR des régions contenant des SNPs 
entre DSS et Lewis a été suivie d’une migration et purification. Le séquençage du produit ou 
une restriction enzymatique ont été alors réalisés.  

 

8.2 Séquençage de génomes complets de DSS et Lewis  
Le séquençage complet des génomes DSS et Lewis a été effectuée avec les 

technologies de séquençage Illumina, HiSeq - Illumina Paired-ends 100bp sequencing lane, 
fourni par le Centre d'innovation Génome Québec et Université McGill.  

L’ADN des DSS et Lewis a été extrait et purifié à partir des reins de rats soumis au 
même protocole que les rats en télémétrie avant l’étape d’implantation des sondes (régime 
NaCl 0,2% pendant 21 jours suivi de 3 semaines à NaCl 2%). L’extraction et la purification de 
l’ADN ont été effectuées en utilisant le kit QIAamp DNA Mini Kit® et en suivant les 
instructions du manufacturier.  
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Les génomes DSS et Lewis sont devenus notre base de données pour identifier des 
SNPs entre les souches.  

Le positionnement des variantes a été possible grâce au développement par Max 
Chauvet du logiciel de bioinformatique NextiaGen®. Ce logiciel d'analyse massive de 
données permet de localiser, dans la séquence de chaque gène, les variantes identifiées par 
l'analyse de SNPs dans un ou plusieurs génomes. En effet, ce logiciel permet de placer et 
d’assigner une position dans la séquence CDS du transcrit le plus long indexé dans la base de 
données de UCSC genome browser (https://genome.ucsc.edu/) aux SNPs se trouvant dans les 
séquences des exons d’un gène. Avec l’appui des outils d'interprétation de séquences de bases 
disponibles sur le web, ce logiciel permet de déceler les modifications potentiellement 
importantes dans les séquences d’acides aminés résultantes. De par sa conception en base de 
données relationnelle, il peut traiter efficacement, en quelques minutes, des millions 
d'éléments d'information. Ceci permet la génération rapide de résultats, ainsi que leur mise 
périodique à partir de sources de référence modifiées en permanence au rythme de 
l’avancement de la recherche scientifique internationale.  

 

8.3 Mesures de pression artérielle  
 Les protocoles de manipulation des animaux et de prises de mesures de PA approuvés 

par le comité de notre institution (CIPA) suivent les Lignes Directrices Canadiennes et sont les 
mêmes que décrit précédemment [108, 137]. Brièvement, une semaine après la naissance, les 
rats sont identifiés par le numéro correspondant (tag) et l’ADN est extrait du bout de la queue 
(clip); le génotypage subséquent est effectué. Les animaux sont maintenus sur un régime faible 
en sel (0.2% NaCl) jusqu’au sevrage le 21ème jour après la naissance. Le régime à haute teneur 
en sel (2% NaCl) commence alors et dure trois semaines,  jusqu’à l’implantation des sondes de 
télémétrie.  

Les mesures de PA se font par télémétrie via le système Data Sciences Inc. (St-Paul, 
Minnesota, USA). Il s’agit d’une méthode précise qui permet de prendre des mesures de façon 
continue et directe à distance, diminuant ainsi les contraintes physiques pour l’animal et par 
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conséquent la possibilité de fausser la lecture de PA [150]. Le cathéter de la sonde est 
implanté dans l’artère fémorale. Au moins 10 jours après l’implantation sont alloués avant de 
débuter de la prise des mesures permettre une récupération post-opératoire. Les mesures sont 
transmisses par la sonde via la radiotélémétrie à une plaque située sous chaque cage. La plaque 
est reliée à un ordinateur qui collecte pendant dix secondes à toutes les deux minutes les 
données de PAS, PAD et PAM pour une période de trois semaines. A la fin de cette période, 
les animaux sont sacrifiés à froid par guillotine et les organes, ainsi que la sonde implantée 
sont récupérés. 
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9.1 Abstract 
Hypertension, the most frequently diagnosed clinical condition world-wide, 

predisposes individuals to morbidity and mortality, yet its underlying pathological etiologies 
are poorly understood.  So far, a large number of quantitative trait loci (QTLs) have been 
identified in both humans and animal models, but how they function together in determining 
overall blood pressure (BP) in physiological settings is unknown. Here, we systematically and 
comprehensively performed pair-wise comparisons of individual QTLs to create a global 
picture of their functionality in an inbred rat model. Rather than each of numerous QTLs 
contributing to infinitesimal BP increments, a modularized pattern arises: 2 epistatic ‘blocks’ 
constitute basic functional ‘units’ for nearly all QTLs, designated as epistatic module 1 (EM1) 
and EM2.  This modularization dictates the magnitude and scope of BP effects. Any member 
can contribute to BP additively to that of EM2, but not to those of the same module. Members 
of each epistatic module display epistatic hierarchy, which seems to reflect a related functional 
pathway. Rat homologues of 11 human BP QTLs belong to either EM1 or EM2. Unique 
insights emerge into the novel genetic mechanism and hierarchy determining BP in the Dahl 
salt-sensitive SS/Jr (DSS) rat model that implicate a portion of human QTLs. Elucidating the 
pathways underlying EM1 and EM2 may reveal the genetic regulation of BP.  
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9.2 Introduction 
Essential hypertension, the most prominent of human disorders, leads to stroke and 

fatal cardiovascular diseases (1,2). Up to now, hypertension is under control in only 34% of 
patients, and even for them, available treatments are empirical at best as they are not directed 
at causes of the disease, but rather at symptoms that require life-long medication (3). The 
greatest challenge in finding primary triggers, not secondary responses, to essential hypertension 
is to identify quantitative trait loci (QTLs) that underlie the physiological etiologies of blood 
pressure (BP) determination (2). Genome-wide association studies (GWAS) in humans have 
localized QTLs for systolic (SBP) and diastolic (DBP) (2,4), mean arterial pressure (MAP) and 
pulse pressure (5).   

Each QTL is assumed to exert a miniscule phenotypic effect, and multiple QTLs work 
together to incrementally augment BP. Evidently, 28 human QTLs (2) account for less than 
1% of total BP changes. By inference, thousands of such QTLs would have to exist to explain 
the majority of BP variations in general human populations. Although fractionating polygenic 
risk factors is often adopted in epidemiological studies, the biological impact of such practice 
in a functional context remains enigmatic.   

Coincidentally, experimental models of hypertension have yielded numerous QTLs 
(6,7). Are they required as quantitative increments cumulatively achieving a BP threshold? In 
this context, how do Dahl salt-sensitive SS/Jr (DSS) rats, that possess BP-lowering alleles at 
several QTLs, stay hypertensive (8,9)? Is it because they have more BP-elevating than BP-
diminishing QTL alleles that mathematically counterbalance one another?   

These issues have to be addressed experimentally, i.e. via the investigation of each QTL 
individually and in combination with another, while retaining the rest of the genome 
homogeneously constant. This approach is not feasible in clinical studies, but the insights gained 
are valuable for understanding the genetic hierarchy and organization of essential hypertension. 
The current work aims to elucidate the organization that assembles and configures the genetic 
architecture that determines BP in DSS rats. 
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9.3 Materials and Methods  
N.B. Cette section se trouve à la fin de l’article dans la version publiée. Elle a été 

déplacée dans cet ouvrage à fin de rendre le texte homogène [151]. 

9.3.1 Animals 
 Although inbred DSS rats are known as a model of salt-sensitivity (23), the QTLs 

governing their BP can act either on low- or high-salt diets (24). Thus, the genetic determination 
of hypertension in DSS rats can serve as a general model of essential hypertension. Protocols for 
handling and maintaining animals were approved by our institutional animal ethics committee 
(CIPA).   

9.3.2 Construction of new congenic strains or substrains 
 DSS and Lewis rats were parents in the production of congenic strains. Breeding and 

screening procedures were accelerated similarly to those reported previously (8). New strains 
were validated by polymorphic microsatellite markers with an overall marker density of 10-20 
cM/marker across the genome. The genotypes of markers are indicated in Supplemental 
Figure 1 for the region where crossovers were sought to derive congenic substrains. In the 
current work, 4 new congenic strains were produced (Supplemental Fig. 1a, 1c) and 
designated as C1S.L2, C1S.L3, C1S.L4 and C5S.L. C1 refers to Chr 1; S.L denotes congenic 
substitution of a chromosomal segment from hypertensive DSS rats by their homologue from 
Lewis rats in the DSS genetic background. A number following S.L indicates # of congenic 
strains. 

One new subline came from C16S.L5 (14), designated as C16S.L7 (Supplemental Fig. 
1g). 3 new sublines were derived from C17S.L2 (25), designated as C17S.L9, C17S.L11 and 
C17S.L12, respectively (Supplemental Fig. 1h).   
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9.3.3 Systematic assessment of QTL-QTL interactions by congenic 
combinations 

A congenic strain relies on specific replacement of a chromosome segment from the 
recipient strain by its homologue from a donor, while keeping the remaining genome as that of 
the recipient (26). In a sense, the congenic strategy is similar to that of ‘knock in’. If BP 
changes in a congenic strain, a QTL should reside within the chromosome segment replaced.    

Supplemental Figure1 depicts congenic strains entrapping the QTLs under study. Only 
congenic strains produced in the DSS genetic background were utilized, because those made 
in the Lewis background did not exhibit any BP effect (18,27) and thus cannot be informative 
on QTL-QTL interactions. 

Each interaction was tested independently in that each time only 3 strains in a 
comparison were measured for BP along with DSS rats. For example, when analyzing the 
interaction between C10QTL1 and C10QTL2 (Table 1 and Supplemental Fig. 1a), only 3 
congenic strains plus DSS were analyzed simultaneously, i.e. DSS, C10S.L30, C10S.L16 and 
C10S.L30/C10S.L16. To analyze the interaction between C10QTL2 and C10QTL4, only DSS, 
C10S.L16 (Table 1 and Supplemental Fig. 2b), C10S.L28 and C10S.L16/C10S.L28 were 
studied, and so forth for the remaining comparisons listed in Table 1.   

9.3.4 Animal protocols and BP measurements 
Breeding protocols and dietary treatments were the same as reported previously (8). 

Male rats were weaned at 21 days of age, maintained on a low-salt diet (0.2% NaCl), then fed 
a high-salt diet (2% NaCl), starting from 35 days of age until the end of the experiment. 
Telemetry probes were implanted when the rats were 8 weeks old (i.e. after 3 weeks on the 2% 
NaCl diet). BPs for all strains were measured continuously for 2 weeks, starting from the 10th 
day of post-operative recuperation. 

9.3.5 Statistical analysis 
Repeated measures’ analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test (taking 

multiple comparisons and sample sizes into account) compared DBP, SBP and MAP between 
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groups, as reported previously(10,28). 2 x2 ANOVA assessed QTL-QTL interactions (or lack 
thereof) by evaluationg whether the observed effet of a ‘double’ or ‘multiple’ congenic strain 
combining separate QTLs was significantly different from a predicted sum of effects from 
each individual QTL (10,28)  

 
9.4 Results 

 

9.4.1 Study design in grouping QTLs  
In isolation, the effect magnitude from a single QTL accounts for at least 20% of the 

BP difference between 2 contrasting parental strains, and no combination with another QTL is 
necessary to achieve it (Supplemental Fig.1). Epistasis refers to the effect of one gene masking 
that of another when acting together (6). Epistatic interactions predict that the BP effects of 2 
QTLs cannot exceed those of a single QTL alone, (10). Based on this phenomenon,Deng 
proposed (6) a modularized scheme in that multiple BP QTLs may be assembled on the basis 
of their epistatic interactions or lack thereof.   

To accomplish this task, one QTL can be used as a reference/entry point to which 
several QTLs can be modularized. A new component in the same epistatic module can be 
discovered by making a ‘double’ congenic strain, combining a QTL known to be a component 
of one starting module with another QTL whose modular involvement is not evident. If such a 
‘double’ congenic strain has the same BP as each of the 2 ‘single’ congenic strains that 
constitute it, the 2 QTLs behave epistatically to each other and, consequently, they can be 
regrouped into the same module. If not, they belong to a different module. By repeating this 
process with all the known QTLs, more components of the same epistatic module can be 
added into the existing modular network, and an independent module can be established. 

Epistatic hierarchy among QTLs in the same module can be determined if 2 QTLs have 
discernible BP effects. For example, a BP-decreasing QTL stands clearly higher in epistatic 



    54 
 

 

hierarchy than a BP-increasing QTL on Chromosome (Chr) 3, because the combined effects of 
the 2 QTLs are the same as those ofthe BP-decreasing QTL alone (11). Based on this 
rationale, the following experiments were performed. 

As a starting point, combination of 2 congenic strains, C10S.L30 (containing 
C10QTL1) and C10S.L16 (containing C10QTL2) (Supplemental Fig.1f) , proved that they act 
additively (Table 1 and Fig. 1a). C10 refers to Chr 10. S.L30 indicates that the congenic strain, 
#30, was made in the genetic background of DSS rats (see Materials and Methods section for 
details). QTL2 refers to QTL #2 on Chr 10.   

C10QTL1 and C10QTL2 served as 2 initiating and separate reference/entry points onto 
which all QTLs (Supplemental Table 1.) could be modularized for their mutual epistatic 
relationships (6). A new member of the C10QTL1 module, i.e. epistatic module 1 (EM1), can 
be found if that QTL acts epistatically to it, such as C10QTL5 (12). The same principle applies 
to the module composed of C10QTL2, i.e. EM2. A new EM, in addition to EM1 and EM2, can 
be discovered if a given QTL acts additively with both C10QTL1 and C10QTL2. 

 

9.4.2 Modularization of BP QTLs  
An analysis was first performed of C10QTL4 and C10QTL2 by combining 2 separate 

congenic strains, C10S.L28 and C10S.L16 (Supplemental Fig.1f), into 1 single congenic 
strain, C10S.L28/C10S.L16.  The combined effect of C10QTL4+C10QTL2 did not exceed that 
of C10QTL4 or C10QTL2 alone (Table 1 and Fig. 1b), i.e. an epistatic interaction exists 
between them (p<0.002). Thus, C10QTL4 and C10QTL2 belong to EM2 (Table 2).   

Next, the interaction between C10QTL1 and C16QTL was evaluated by combining 2 
congenic strains, C10S.L30 and C16S.L7 (Supplemental Fig.1f and 1g)  into a single congenic 
strain, C10S.L30/C16S.L7.  Simultaneously, the C10S.L16/C16S.L7 combination was 
produced to assess the interaction between C10QTL2 and C16QTL. C16QTL behaves 
epistatically with C10QTL1 (p=0.049), but additively with C10QTL2 (p=0.31) (Table 1 and 
Fig. 1c, d). Thus, C16QTL and C10QTL1 belong to EM1. Modeled on classifying C16QTL, 
other QTLs were analyzed in ‘double’ congenic combinations. In all, 27 ‘double’ congenic 
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combinations were created and independently examined (Table 1). All QTLs (Supplemental 
Fig.1) participated in either EM1 or EM2 except for C2QTL1 (Table 2).  C2QTL1 acted 
additively with both C10QTL1 and C10QTL2, and, consequently, belongs to a separate EM: 
EM3.   

EM1, EM2 and EM3 have 16, 8 and 1 members, respectively (Table 2). Three QTLs 
belonged to either EM1 or EM2, but their precise classification was not established. Genetic 
hierarchy exists among the QTLs in each module. In EM2, the BP-decreasing C10QTL2 
stands higher in hierarchy than the BP-increasing C8QTL2, because the effect of C10QTL2 
masks that of C8QTL2, not vice versa (Table 1 and Fig.1f).   

Next, we addressed the issue of whether or not modularized groupings of BP QTLs had 
biological meanings or were just statistical rituals devoid of them. We reasoned that, if EM1 
and EM2 were fundamental function blocks, BP should stay constant, regardless of how many 
QTLs are present from each module. 

9.4.3 Biological significance of QTL modularization 
To prove that EM1 and EM2 constitute 2 essential functional cores in BP regulation, 

we generated multiple QTL combinations, each of them containing at least 1 member from 
EM1 and EM2, all carrying BP-lowering QTL alleles (Supplemental Table.1). 3 to 8 BP QTL 
combinations were similar (p>0.15) to those of 2 QTLs (C10QT1 + C10QTL2) (Fig. 2), as if 
EM1 + EM2 exerted a ‘ground floor’ effect. This outcome was not due to bottom limit, 
because the BP of Lewis rats (95mmHg) seemed still lower (p<0.001) than that of EM1+EM2 
combined (110-125 mmHg). Consequently, more QTLs beyond the 2 core members, each 
from EM1 and EM2, became redundant rather than cumulative in their combined impact on 
BP.   

Next, we examined correspondence between the BP QTLs found in our animal model 
and those identified in humans. 
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9.4.4 Implications of modularization for human QTLs  
11 out of 42 (26%) human genes or QTL intervals (underlined in Supplemental Table 

2) (2,4,5) were included in 8 congenic strains demonstrating BP effects. Their rat homologues 
belonged to either EM1 or EM2 affecting BP. MOV10, CAPZA1 and FIGN/GRB14 were 
contained in large congenic strains, C2S.M (13) and C3S.L2 (11), but were not modularized 
for lack of appropriate congenic strains that could isolate them from adjacent QTLs.    

We then analyzed rat homologues of human genes implicated in BP regulation or 
harboring structural mutations. C1S.L2 traps 4 human QTLs around ADM (Supplemental 
Fig.1a) that interact epistatically with C10QTL1 + C10QTL2 (Table 1), i.e. they belong to 
either EM1 or EM2 (Table 2). C3S.L7 (14) carries the segment harboring Jag1/Gnas/EDN3, 
corresponding to C3QTL3 (EM1) (Table 2 and Supplemental Fig.1b). The coding regions and 
exon-intron junctions for Adm (15) and Edn3 (16) are identical between DSS and Lewis [and 
DSS rats (17) for Edn3] (Supplemental Table. 3a, b).   

Although a non-synonymous HFE SNP  is associated with human BP (2), and Hfe is 
situated in the C17QTL2-lodging interval (Supplemental Fig.1h), no structural and splicing 
Hfe mutations were detected (Supplemental Table.3c). Barring variants impacting on their 
gene expressions, Adm, Edn3 and Hfe themselves are not supported as BP QTLs. 
Nevertheless, C17QTL2 marked by Hfe exists and belongs to EM2 (Table 2).   

11 out of 42 human QTLs, such as GUCY1A3-GUCY1B3, SLC39A8, and NPR3-
C5orf23, were excluded as BP QTLs contrasting DSS rats with a specific normotensive strain 
(Table 2 and Supplemental Fig.1e).  They may still influence BP in other strain comparisons, 
because different normotensive, and probable hypertensive, strains may have distinctive 
genetic determinants (18).  Thus, the specific gene for these human QTLs await functional 
identification. 
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9.5 Discussion 
Significant revelations from this study are: (a) 28 QTLs that can provoke hypertension 

regulate BP via 3 functional modules, namely, EM1, EM2 and EM3. Modularity in QTL 
actions gives rise to a novel genetic concept. This unique mechanism may help shed light on 
the functionality of certain human BP QTLs. (b) EM1 and EM2 are fundamental modules that 
provide novel insights into the genetic mechanisms and hierarchy globally governing BP 
homeostasis.   

9.5.1 Epistatic modularization, not quantitative accumulation, is the modus 
operandi in biological BP determination by QTLs.  

The prevailing view is that a complex and quantitative trait, such as BP, must be 
realized by arithmetic accumulation of numerous QTLs, each of which has only a miniscule 
influence on overall phenotype. Counter-intuitively, the effects of DSS QTLs individually and 
in assembly do not produce a spectrum of continuous BP variations, but rather impact BP as 
‘units’ in relatively clear-cut ‘leaps’ (Fig. 1). This genetic insight suggests that the aggregating 
outcome of multiple QTLs in DSS rats is achieved via a modularized mechanism, not 
progressive increments. All QTLs in the same EM may be interpreted to be components up- or 
down-stream in a common pathway. Accordingly, EM1 and EM2 seem to be multi-component 
pathways.   

The modularized modality of QTLs in controlling BP in the DSS inbred model has 
added a new dimension to, but does not nullify or replace, the established norm governing 
those in outbred populations at large. BP appears as a continuum in a distribution curve in 
general human populations (2) and outbred animals. The gene actions determining this 
continuum should now include the modularized mechanism in addition to the small-effect-but-
cumulative paradigm (2).   

Although the modularity of BP QTLs does exist in an inbred model, it is not evident 
whether or not, and to what extent, it can be generalized to an outbred population, such as in 
humans. An outbred population consists of myriad individuals, and each of them, or 
monozygotic twins (or multiple births), can be viewed as an inbred strain. Conceivably, QTLs 
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may be modularized in their influence on BP in some individuals, but not in others. It is 
possible that certain QTLs may be modularized across heterogeneous individuals. The only 
way to establish modularity between 2 QTLs is to isolate a QTL and then combine both of 
them. This approach is not achievable in outbred populations, but individual QTLs can be 
isolated in inbred rodent models and tested, as in the current study. 

In this context, it is necessary to distinguish the actual biological impact of a QTL from 
the statistically-estimated magnitude of phenotypic effect and the statistically-fractionated 
contribution of each QTL to the whole phenotype. For example, after typical genetic analysis 
in a F2(DSS x Lewis) population (19), the magnitude of BP effect for each QTL was 
calculated and the contribution to global BP calculated statistically as a percentage, accounting 
for total variance. While these estimates are widely accepted as the standard genetic 
interpretation of a QTL action (20), the true biological effects of QTLs individually and in 
combination only become clear in isolation and in pair-wise combinations. It turns out that all 
QTLs contrasting DSS and Lewis rats are modularized in their effects on BP (Table 2). 
Considering that individuals in a F2 population are genetically heterogeneous, they 
approximately resemble an outbred population. Thus, the statistical treatment of QTLs in an 
outbred or F2 population follows the principles of population genetics, whereas the modularity 
of QTLs is governed by their biological impact on BP. They represent 2 different aspects of 
QTL characterization, namely, statistical vs. biological, depending on the context of analysis 
and the rigor of functional validation.   

Discovering QTL modularity is important in that it paves the way for identifying and 
understanding a common pathway to BP homeostasis and the hierarchical relationship among 
pathway components. 

Once again, the limited application of the modularized mechanism is obvious, as it 
appears in inbred strains.  This mechanism is yet to be tested in outbred populations.  Whether 
or not QTLs would function cumulatively or otherwise in a physiological setting in outbred 
human populations awaits further functional proves beyond simple statistics.  Nevertheless, 
the modularity exists as shown in our current work, and is a possibility that warrants attention 
in the future research of human polygenic hypertension.   
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9.5.2 Pathway of epistatic modules 
Candidate genes have been identified for several QTLs in EM1.  They are 

Loc100363423 for C10QTL3, Proline-rich 11 (Prr11) for C10QTL5, Alpha kinase 2 (Alpk2) 
for C18QTL3, and 5 candidates for C10QTL1 (Table 2 and Supplemental Fig. 1). Since all 
these genes are not known to regulate BP biologically and even their cellular functions are not 
identified, the physiological mechanisms by which they influence BP might fall in the same 
pathway, because they belong to the same module. This framework may pave the way for 
identifying one QTL based on a known mechanism of another QTL in the same epistatic 
module. For example, assuming that Alpk2may encode a kinase that might be involved in BP 
control, PRR11 could somehow participate in the ALPK2 pathway.   

One candidate gene was found for C10QTL2 in EM2 to be ATP-binding cassette, 
subfamily A (ABC1), member 8a (Abca8a). ABCA8A belongs to a family of transporters that 
are implicated in the high-density lipoprotein metabolism, atherogenesis and coronary heart 
disease via control of cholesterol efflux (21). The mechanism of its involvement in BP 
homeostasis is not known, but based on Abca8a being in EM2, the mode of its action may be 
independent of those of Alpk2 and Prr11, which belong to EM1. 

Nevertheless, these QTLs in EM1 and EM2 are novel and may influence BP either 
directly or indirectly via regulation of other genes or their products known to affect BP. 

In contrast, genes encoding well-known molecules are either excluded or unsupported 
as etiologically BP-impacting agents, such as Ace, Nos2, Adm, Edn3, Npr1, Npr3, Gucy1a3, 
Gucy1b3, Atp1a1, Adrb2, and Nedd4l (Table 2 and Supplemental Fig. 1). How can they be 
important in BP regulation? One possibility is that they may not be primary triggers, but 
secondary responders to triggers such as Abca8a and Prr11 in BP homeostasis.   

Given the power of resolution in modern GWAS of BP QTLs, only 11 human QTLs 
corresponding to those found in the Dahl model were detected. The majority of rat QTLs were 
‘missed’, especially those on Chr 2, 10 and 18, in human studies (Supplemental Fig. 1).   

A few factors may explain this discrepancy. First, certain QTLs found in rats may be 
rodent-specific and they may not function as triggers to initiate hypertension in humans. 



    60 
 

 

Second, since a high-salt diet was included in the BP protocol, certain QTLs found under this 
condition may mostly apply to salt-accelerated hypertension. Third, in human studies, both 
women and men were assumed to be recruited and the data on them were pooled, whereas in 
our current animal model, only males were investigated. There is evidence that some rat QTLs 
affect BP only in males, not in females (22). Thus, certain rat QTLs may be sex-specific. 
Finally, some rat QTLs were detected only when the genetic background was homogeneous, 
not when it was heterogeneous. For example, a QTL on Chr 7 was detected only in a congenic 
strain (18), but was missed in a F2 (DSS x Lewis) population (19). Human populations are 
heterogeneous, whereas our congenic strains are homogeneous.   

 

9.6 Conclusion 
In summary, multiple QTLs function via specific modules in the inbred DSS model. In 

designing anti-hypertensive drugs, simultaneously targeting mediators in 2 separate modules 
seems more effective in lowering BP of a hypertensive individual than targeting those in the 
same module. Functional hierarchy exists among QTLs in the same EM, which is 
demonstrated by the interplay between BP-increasing and BP-decreasing QTL alleles. 26% of 
human QTLs have rat homologues that belong to EM1 and EM2 combined, implying that 
certain human QTLs might function via a modularized mechanism. The QTLs identified in 
animal models (Supplemental Table. 1) may facilitate the discovery of further genetic 
architecture in humans that is hidden from the most powerful GWAS, but is pertinent to 
essential hypertension, since 116 human QTLs are estimated to exist (2) and only 28 have been 
found.   
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9.8 Tables, figures and legends 
Figure 1.  Analysis of interactions among representative QTLs 

The left three columns in each panel represent differences in mean arterial pressure 
(MAP) between a congenic and DSS strains, i.e. BP lowered by a congenic strain.  The last 
column to the right indicates a ‘predicted’ value of MAP lowered by combining 2 different 
QTLs.  The BP effect of C10QTL1 is represented by congenic strain C10S.L30; the BP effect 
of C10QTL2 is represented by congenic strain C10S.L16; the combined BP effect of 
[C10QTL1 and C10QTL2] is represent by a ‘double’ congenic strain C10S.L30+C10S.L16.  p 
indicates the results on the interaction as performed by 2 x 2 ANOVA.  The actually 
‘observed’ BP effect of the ‘double’ congenic strain combining C10QTL1+C10QTl2 is not 
different (p interaction <0.067) from a ‘predicted’ sum of BP effects of C10QTL1+C10QTL2, 
indicating additivity.  In contrast, the actually ‘observed’ BP effect of another ‘double’ 
congenic strain combining C10QTL2+C10QTL4 is different (p interaction <0.002) from a 
‘predicted’ sum of BP effects of C10QTL2+C10QTL4, indicating epistasis.  (a), addivitiy 
between C10QTL1 and C10QTL4; (b), epistasis between C10QTL2 and C10QTL4; (c), 
addivity between C10QTL2 and C16QTL; (d), epistasis between C10QTL1 and C16QTL; (e), 
addivity between C8QTL2 and C10QTL1; (f) epistasis between C8QTL2 and C10QTL2. 
Figure 2. BPs of single and multiple congenic strains producing 1-8 QTL combinations 

DBP, diastolic blood pressure; MAP, mean arterial pressure; SBP, systolic blood 
pressure. Error bars represent SEM. n of strains ranges from 5 to 12. BP response patterns, 
such as diurnal variations among all congenic strains, were not different. For simplicity of 
presentation and comparison, a 24-hour BP average is considered as 1 data point on the graph 
for each strain. C16QTL and C17QTL1 are defined by single congenic strains C16S.L7 and 
C17S.L11 respectively (Supplemental Fig. 1g, 1h). A 2-QTL combination was achieved by 
combining 2 congenic strains carrying them, then 3, 4, and so on. 2 (or multiple) closely-
linked QTLs are combined into a congenic strain containing both of them (or multiples). 2 
QTLs are C10QTL1 (epitomizing EM1) + C10QTL2 (exemplifying EM2); 3 QTLs are 
C10QTL4 (EM2) + C18QTL3 (EM1) + C2QTL6 (EM1); 4 QTLs are C10QTL1 (EM1) + 
C10QTL2 (EM2) + C2QTL4M (EM1) + C2QTL5 (EM1);  5 QTLs are C2QTL5 (EM1) + 
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C10QTL4 (EM2) + C16QTL (EM1) + C18QTL3 (EM1) + C18QTL4 (EM1);  6 QTLs are 
C10QTL4 (EM2) + C10QTL5 (EM1) + C10QTL1 (EM1) + C10QTL3 (EM1) + C10QTL2 
(EM2) + C3QTL1 (EM1); 7 QTLs are C10QTL4 (EM2) + C10QTL5 (EM1) + C10QTL1 
(EM1) + C10QTL3 (EM1) + C10QTL2 (EM2) + C18QTL1 (EM1) + C18QTL2 (EM1); and 8 
QTLs are C10QTL2 (EM2) + C10QTL3 (EM1) + C3QTL3 (EM1) + C2QTL3 (EM2) + 
C2QTL2 (EM1) + C2QTL4M (EM1) + C2QTL5 (EM1) + C2QTL6 (EM1). EM, epistatic 
module (Table 2). ANOVA + Dunnett values for all BP components are p<0.03 (most 
conservative) for DSS vs congenic strains trapping QTLs; p<0.01 for congenic strains 
harboring C16QTL or C17QTL1 vs congenic strains containing 2-8 QTLs and Lewis.  
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Table 1. Assessment of QTL-QTL interactions by congenic combinations 

    n MAP 

MAP 
differences 

(mmHg) Mechanism 

Congenic strains QTL designation   (mmHg) 
Congenic 

minus DSS    
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 observed 5 109 ± 8 -68 p=0.067 Additive 
  C10QTL1+C10QTL2 predicted     -53   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -34   
C10SL28 C10QTL4 9 133 ± 5 -27   
C10S.L16/C10S.L28 C10QTL2+C10QTL4 observed 5 151 ± 4 -26 p<0.002 Epistasis 
  C10QTL2+C10QTL4 predicted     -71   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -21   
C16S.L7 C16QTL 7 149 ± 2 -23   
C10S.L30/C16S.L7 C10QTL1+C16QTL observed 8 150 ± 9 -22 p=0.049 Epistasis 
  C10QTL1+C16QTL predicted     -44   
C10S.L16 C10QTL2 6 151 ± 3 -21   
C16S.L7 C16QTL 7 149 ± 2 -23   
C10S.L16/C16S.L7 C10QTL2+C16QTL observed 8 137 ± 3 -35 p=0.31 Additive 
  C10QTL2+C16QTL predicted     -44   
C8S.L2 C8QTL2 9 197 ± 5 20   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C8S.L2/C10S.L16 C8QTL2+C10QTL2 observed 8 150 ± 4 -27 p<0.01 Epistasis 
  C8QTL2+C10QTL2 predicted     -7   
C8S.L2 C8QTL2 9 197 ± 5 20   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C8S.L2/C10S.L30 C8QTL2+C10QTL1 observed 8 161 ± 1 -16 p=0.19 Additive 
  C8QTL2+C10QTL1 predicted     -6   
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C8S.L1 C8QTL1 7 138 ± 5 -39   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C8S.L1/C10S.L30 C8QTL1+C10QTL1 observed 5 134 ± 2 -43 p<0.01 Epistasis 
  C8QTL1+C10QTL1 predicted     -65   
C3S.L3 C3QTL1 7 144 ± 5 -33   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C3S.L3/C10S.L30 C3QTL1+C10QTL1 observed 12 136 ± 3 -41 p<0.03 Epistasis 
  C3QTL1+C10QTL1 predicted     -59   
C3S.L3 C3QTL1 7 144 ± 5 -33   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C3S.L3/C10S.L16 C3QTL1+C10QTL2 observed 5 133 ± 5 -44 p=0.18 Additive 
  C3QTL1+C10QTL2 predicted     -60   
C17S.L11 C17QTL1 5 129 ± 8 -48   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C17S.L11/C10S.L16 C17QTL1+C10QTL2 observed 5 146 ± 3 -31 p<0.001 Epistasis 
  C17QTL1+C10QTL2 predicted     -75   
C17S.L11 C17QTL1 5 137 ± 2 -46   
C17S.L9 C17QTL2 8 151± 7 -32   
C17S.L11/C17S.L9 C17QTL1+C17QTL2 observed 7 144± 6 -39 p<0.003 Epistasis 
  C17QTL1+C17QTL2 predicted     -70   
C2S.L4 C2QTL4L 8 199 ± 4 22   
C10S.L16 C10QTL2 10 151 ± 3 -27   
C2S.L4 /C10S.L16 C2QTL4L+C10QTL2 observed 5 157 ± 7 -20 p<0.05 Epistasis 
  C2QTL4L+C10QTL2 predicted     -5   
C2S.L4 C2QTL4L 8 199 ± 4 22   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C2S.L4 /C10S.L30 C2QTL4L+C10QTL1 observed 6 183 ± 9 6 p=0.28 Additive 
  C2QTL4L+C10QTL1 predicted     -4   
C16S.L7 C16QTL 7 134 ± 5 -43   
C18S.L3 C18QTL2 5 124± 4 -53   
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C16S.L7/C18S.L3 C16QTL+C18QTL2 observed 5 141± 4 -36 p<0.001 Epistasis 
  C16QTL+C18QTL2 predicted     -96   
C3S.L7 C3QTL3 5 123 ± 2 -54   
C10S.L30 C10QTL1 11 144 ± 2 -33   
C3S.L7/C10S.L30 C3QTL3+C10QTL1 observed 5 116 ± 3 -61 p<0.02 Epistasis 
  C3QTL3+C10QTL1 predicted     -87   
C1S.L3 C1QTL2 10 134 ± 7 -43   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C1S.L3/C10S.L16 C1QTL2+C10QTL2 observed 6 138 ± 5 -39 p<0.008 Epistasis 
  C1QTL2+C10QTL2 predicted     -70   
C1S.L2 C1QTL3 8 125 ± 4 -52   
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 10 107 ± 6 -70   

C1S.L2/C10S.L30/C10S.L16 
C1QTL3+C10QTL1+C10QTL2 
observed 6 109 ± 2 -68 p<0.001 Epistasis 

  
C1QTL3+C10QTL1+C10QTL2 
predicted     -122   

C1S.L4 C1QTL1 16 143 ± 3 -34   
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 5 109 ± 8 -69   

C1S.L4/C10S.L30/C10S.L16 
C1QTL1+C10QTL1+C10QTL2 
observed 5 118 ± 3 -59 p<0.001 Epistasis 

  
C1QTL1+C10QTL1+C10QTL2 
predicted     -103   

      
C7S.L C7QTL 6 138 ± 3 -39   
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 10 107 ± 6 -70   

C7S.L/C10S.L30/C10S.L16 
C7QTL+C10QTL1+C10QTL2 
observed 5 125 ± 3 -52 p<0.001 Epistasis 

  
C7QTL+C10QTL1+C10QTL2 
predicted     -109   

C2S.M15 C2QTL3 8 144 ± 4 -33   
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C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C2S.M15/C10S.L16 C2QTL3+C10QTL2 observed 5 133 ± 2 -44 p=0.018 Epistasis 
  C2QTL3+C10QTL2 predicted     -60   
C2S.M15 C2QTL3 8 144 ± 4 -33   
C10S.L25 C10QTL3 7 150 ± 2 -27   
C2S.M15/C10S.L25 C2QTL3+C10QTL3 observed 6 129 ± 4 -48 p=0.13 Additive 
  C2QTL3+C10QTL3 predicted     -60   
C2S.M19 C2QTL2 9 124 ± 6 -53   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C2S.M19/C10S.L30 C2QTL2+C10QTL1 observed 5 135 ± 5 -42 p<0.001 Epistasis 
  C2QTL2+C10QTL1 predicted     -81   
C2S.M19 C2QTL2 5 138 ± 8 -39     
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27     
C2S.M19/C10S.L16 C2QTL2+C10QTL2 observed 5 125 ± 2 -52 p=0.20 Additive 
  C2QTL2+C10QTL2 predicted     -66   
C2S.M21 C2QTL5 16 149 ± 4 -28   
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 5 109 ± 8 -68   

C2S.M21/C10S.L30/C10S.L16 
C2QTL5+C10QTL1+C10QTL2 
observed 5 148 ± 9 -29 p<0.001 Epistasis 

  
C2QTL5+C10QTL1+C10QTL2 
predicted     -96   

C2S.M7 C2QTL1 14 145 ± 3 -32   
C10S.L16 C10QTL2 7 150 ± 3 -27   
C2S.M7/C10S.L16 C2QTL1+C10QTL2 observed 5 133 ± 8 -44 p=0.12 Additive 
  C2QTL1+C10QTL2 predicted     -59   
C2S.M7 C2QTL1 14 145 ± 3 -32   
C10S.L30 C10QTL1 10 151 ± 3 -26   
C2S.M7/C10S.L30 C2QTL1+C10QTL1 observed 7 131 ± 3 -46 p=0.12 Additive 
  C2QTL1+C10QTL1 predicted     -58   
C2S.M7 C2QTL1 14 145 ± 3 -32   
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C3S.L3 C3QTL1 7 144 ± 5 -33   
C2S.M7/C3S.L3 C2QTL1+C3QTL1 observed 9 117 ± 2 -60 p=0.56 Additive 
  C2QTL1+C3QTL1 predicted     -65   
Table 1 legend: MAP, mean arterial pressure; DSS, Dahl salt-sensitive rats. QTL-QTL 
interactions were analyzed by 2 x 2 ANOVA as presented in Fig. 1 and analyzed as described 
in the Fig. 1 legend. No multiple comparisons were made between studies concerning epistatic 
interactions or a lack of it.  Congenic strains defining QTLs are reported in Supplemental 
Fig.1    
Table 2. Modularization of BP QTLs by epistasis 

Table 2 legend: QTLs in parentheses belong to either EM1 or EM2. All QTL-QTL 
interactions were assessed in the current work except for those closely linked on the same 
chromosome, such as C2QTL2, C2QTL4M, C2QTL5 and C2QTL6, being in the same 
epistatic module, EM1 (29), C3QTL1 and C3QTL2 in the same module (11), C10QTL1, 
C10QTL3 and C10QTL5 in the same module (10,12), and C18QTL1, C18QTL2, C18QTL3 

EM # QTLs included Model 
QTL 

Candidate genes for 
model QTLs 

EM1  C10QTL1, C10QTL3, C10QTL5, 
C3QTL1, C3QTL2, C3QTL3, 
C8QTL1, C16QTL, C18QTL1, 
C18QTL2, C18QTL3, C18QTL4, 
C2QTL2, C2QTL4M, C2QTL5, 
C2QTL6, (C7QTL, C1QTL1 and 
C1QTL3) 

C10QTL5  
C18QTL3 

Proline-rich 11 (Prr11)  
Alpha kinase 2 (Alpk2)  

EM2  C10QTL2, C10QTL4, C2QTL4L, 
C8QTL2, C1QTL2, C17QTL1, 
C17QTL2, C2QTL3, (C7QTL, 
C1QTL1 and C1QTL3) 

C10QTL2 ATP-binding cassette, 
subfamily A (ABC1), 
member 8a (Abca8a)  

EM3  C2QTL1 C2QTL1 Unidentified 
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and C18QTL4 in the same module (27,30). Abca8a and Ppr11 are identified from (31), and 
Alpk2 from (30).  
Abbreviations 

BP, blood pressure; C1QTL1, QTL1 on Chr 1; C2QTL2, QTL2 on Chr 2, and so on; 
Chr, chromosome; DBP, diastolic blood pressure; DSS, Dahl salt-sensitive rats; EM, epistatic 
module; GWAS, genome-wide association studies; MAP, mean arterial pressure; QTL, 
quantitative trait locus; SBP, systolic blood pressure  
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9.10 Supplementary data 
 Supplemental data Table 1: Summary of QTLs and their blood pressure 

effects defined by congenic strains 
 Chromosome QTL names Congenic strains  DSS allele effect  References 

1 C1QTL1 C1QTL2 C1QTL3 
C1S.L4 C1S.L3 C1S.L2 

BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing 
Fig. 1, current work 

2 C2QTL4L C2QTL1 C2QTL2 C2QTL3 C2QTL4M C2QTL5 C2QTL6 

C2S.L4 C2S.M7 C2S.M19 C2S.M15 C2S.M18 C2S.M21 C2S.M24 

BP-increasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing 

 (1-3) 

3 C3QTL1/- BPQTL C3QTL2/+ BPQTL C3QTL3 

C3S.L3/S.L3 C3S.L4/S.L4 C3S.L6 
BP-decreasing BP-increasing BP-decreasing 

 (4) (5) 

5  C5S.L1  No effect Fig. 1, current work 
7 C7QTL C7S.L1 BP-decreasing (6) 
8 C8QTL1/- BP QTL C8QTL2/+ BP QTL 

C8S.L1 C8S.L2 BP-decreasing BP-increasing  (7) 

10 C10QTL1 C10QTL2 C10QTL3 C10QTL4 C10QTL5 

C10S.L30 C10S.L16 C10S.L25 C10S.L28 C10S.L29 

BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing 

 (8) 

16 C16QTL C16S.L7 BP-decreasing (5) and current work 
17 C17QTL1 C17QTL2 C17S.L11 C17S.L9 BP-decreasing BP-decreasing  (9) and current work 
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18 C18QTL1 C18QTL2 C18QTL3 
C18S.L4 C18S.L3 C18S.L2 

BP-decreasing BP-decreasing BP-decreasing 
 (10) 

 
Legend to Supplemental data Table 1: The extent of their BP effects is shown in Figure 

1 in the text.  Others QTLs in the DSS genome were not tested because they did not appear in 
the genetic contrast between DSS and Lewis [or the Milan normotensive (MNS)] rats from 
which current congenic strains were made.  These additional QTLs are summarized in Tables 
1 and 2 (11) and located on Chromosomes 9, 12, 13 and 15.   
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Supplemental data Table 2. Correspondence of human blood pressure 
quantitative trait loci (QTLs) and their rat homologues 

FURIN–FES rs2521501 
1 

C1S.L2 
Included in Fig. 1(a), (12) EM1 or 

EM2 

ADM rs7129220 
1 

C1S.L2 
Included in Fig. 1(a), (12) EM1 or 

EM2 

PLEKHA7 rs381815 
1 

C1S.L2 
Included in Fig. 1(a), (12) EM1 or 

EM2 

PLCE1 rs932764 
1 

C1S.L2 
Included in Fig. 1(a), (12) EM1 or 

EM2 

MOV10 rs2932538 
2 

C2S.M 
Included in Fig. 1(e), (1,12) undefined 

CAPZA1 rs17030613 
2 

C2S.M 
Included in Fig. 1(e), (1,13) undefined 

JAG1 rs1327235 
3 

C3S.L7 
Included in Fig. 1(b), (5,12) EM1 

GNAS-EDN3 rs6015450 
3 

C3S.L7 
Included in Fig. 1(b), (5,12) EM1 

FIGN/GRB14 
(MAP) 

rs1446468 
rs16849225 

3 
C3S.L2 

Included in Fig. 1(b), (4,13,14) undefined 

NOV 
(PP) rs2071518 

7 
C7S.L 

Included in Fig. 1(d), (6,14) EM1 or 
EM2 

CYP1A2 
CSK-ULK3 

rs1378942 
rs6495122 

8 
C8S.L1 

Included in Fig. 1(i), (7,12) EM1 

FLJ32810-
TMEM133 rs633185 

8 
C8S.L2 

Included in Fig. 1(i), (7,12) EM2 
 

Human QTL 
interval 

Human 
SNPs 

Rat Chr/ 
Congenics 

Comments 
References 

Epistatic 
module 
(EM) # 
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ADAMTS8 
(PP) 

rs11222084 8 
C8S.L2 

Included in Fig. 1(i), (7,14) EM2 

 
HFE 

 
rs1799945 

17 
C17S.L9 

Included in Fig. 1h (9,12) EM2 

GUCY1A3–
GUCY1B3 

rs13139571 2 
C2S.M12 

Excluded, Fig. 1(e), (2,12)  

MECOM rs419076 2 
S.M2 

Excluded, Fig. 1(e), (2,12)  

ENPEP rs6825911 2 
C2S.M10 

Excluded, Fig. 1(e), (2,13)  

SLC39A8 rs13107325 2 
C2S.M10 

Excluded, Fig. 1(e), (2,12)  

NPR3-C5orf23 rs1173771 
rs1173766 

2 
C2S.L3 

Excluded, Fig. 1(e), (3,12,13)  

MTHFR rs17367504 5 
C5S.L 

Excluded, Fig. 1(c), (12)  

CASZ1 rs880315 5 
C5S.L 

Excluded, Fig. 1(c), (13)  

ZNF652 rs16948048 10 
C10S.L12 

Excluded, Fig. 1(f), (12,15)  

PLCD3 rs12946454 10 
C10S.L8 

Excluded, Fig. 1(f), (12,15)  

GOSR2 rs17608766 10 
C10S.L8 

Excluded, Fig. 1(f), (12,15)  

CACNB2 rs11014166 
rs4373814 

17 
C17S.L3 

Excluded, Fig. 1(h), (9,12)  

CYP17A1 rs1119154, 
rs1004467 
rs11191548 

1 
Non 

(12) Untested 
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ADRB1  
(MAP) 

rs2782980 1 
Non 

(14) Untested 

CNNM2/ 
NT5C2 

rs11191548 1 
Non 

(13) Untested 

PIK3CG 
 (PP) 

rs17477177 6 
Non 

(14) Untested 

ATP2B1 rs2681492/ 
rs2681472 
rs17249754 

7 
Non 

(12) Untested 

ULK4 rs9815354 8 
Non 

(12) Untested 

MAP4 
(MAP) 

rs319690 8 
Non 

(14) Untested 

EBF1 rs11953630 10 
Non 

(12) Untested 

STL7 rs17030613 11 
None 

(13) Untested 

RPL6/ PTPN11/ 
ALDH2 

rs11066280 12 
Non 

(13) Untested 

SH2B3 rs653178, 
rs3184504 

12 
Non 

(12) Untested 

TBX3-TBX5 rs2384550 
rs35444 

12 
Non 

(12) Untested 

FGF5 rs16998073 14 
Non 

(12) Untested 

CHIC2 
(PP) 

rs871606 14 
Non 

(14) Untested 

SLC4A7 rs13082711 15 
Non 

(12) Untested 

BAT2–BAT5 rs805303 20 
Non 

(12) Untested 

c10orf107 rs1530440 No rat 
homologue 

(12) Untested 

Legend to supplemental datat Table 2:  The underlined intervals in bold emphasize the 
inclusion (i.e. included) of a human homologue in a congenic strain exhibiting a BP effect 
(Fig. 1 in the text).  ‘Excluded’ refers to the human homologue in the rat that have been 
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excluded as a candidate gene because a congenic strain carrying it does not exhibit a BP 
effect.  Epistatic modules (EM) are defined in Table 1 and summarized in Table 2 in the text.  
ADAMTS8, metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 8;  ADM, adrenomedullin; 
ADRB1, adrenergic, beta-1-, receptor; ALDH2, aldehyde dehydrogenase 2 family 
(mitochondrial);  ATP2B1, ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1; BAT2(PRRc2b), 
proline-rich coiled-coil 2B; BAT5 (ABHD16A), ab hydrolase domain containing 16A; 
C5orf23, chromosome 5 open reading frame 23; C10orf107, chromosome 10 open reading 
frame 107; CACNB2, calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit; CAPZA1, capping 
protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1; CASZ1, castor zinc finger 1; CHIC2, cysteine-
rich hydrophobic domain 2; CNNM2, cyclin M2; CSK, c-src tyrosine kinase; CYP1A2, 
cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2; CYP17A, cytochrome P450, family 
17, subfamily a, polypeptide 1; EBF1, early B-cell factor 1; EDN3, endothelin 3; ENPEP, 
glutamyl aminopeptidase (aminopeptidase A); FES, feline sarcoma oncogene; FGF5, 
fibroblast growth factor 5; FIGN, fidgetin; FLJ32810(ARHGAP42), Rho GTPase activating 
protein 42 ; FURIN, paired basic amino acid cleaving enzyme; GNAS, GNAS (guanine 
nucleotide binding protein, alpha stimulating) complex locus; GOSR2, golgi SNAP receptor 
complex member 2; GRB14, growth factor receptor-bound protein 14;  GUCY1A3,  guanylate 
cyclase 1, soluble, alpha 3; GUCY1B3, guanylate cyclase 1, soluble, beta 3; HFE,  
hemochromatosis; JAG1, jagged 1; MAP4, microtubule-associated protein 4; MECOM , 
MDS1 and EVI1 complex locus; MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H); 
MOV10, Moloney leukemia virus 10, homolog (mouse); NOV, nephroblastoma overexpressed 
gene; NPR3, natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide 
receptor C); NT5C2, 5'-nucleotidase, cytosolic II;  PIK3CG,  phosphoinositide-3-kinase, 
catalytic, gamma polypeptide; PLCD3, phospholipase C, delta 3; PLCE1, phospholipase C, 
epsilon 1; PLEKHA7, pleckstrin homology domain containing, family A member 7; PTPN11, 
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11;  RPL6, ribosomal protein L6;  SH2B3, 
SH2B adaptor protein 3; SLC4A7, solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, 
member 7; SLC39A8, solute carrier family 39 (metal ion transporter), member 8; STL7, 
Serum triglyceride level QTL 7; TBX3, T-box 3; TBX5,T-box 5; TMEM133,  transmembrane 
protein 133; ULK3, unc-51-like kinase 3; ULK4, unc-51-like kinase 4 (C. elegans); ZNF652, 
zinc finger protein 652. Chr, chromosome; PP, pulse pressure; MAP, mean arterial pressure. 
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Supplemental data Table 3 (a). Sequence alignment of Adrenomedulin (Adm) 

between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats 
DSS             GTTTCTTGGTGACACTAGGCAGACACTCCAGCCTTTACCGCTCCTGGTTTCTCGGCTTCT 60 
Lewis           GTTTCTTGGTGACACTAGGCAGACACTCCAGCCTTTACCGCTCCTGGTTTCTCGGCTTCT 60 
                ************************************************************ 
 
DSS             CATCGCAGTCAGTCTTGGACTTTGCGGGTTTTGCCGCTGTCAGAAGGACGTCTCGGACTT 120 
Lewis           CATCGCAGTCAGTCTTGGACTTTGCGGGTTTTGCCGCTGTCAGAAGGACGTCTCGGACTT 120 
                ************************************************************ 
                                                                                ↓ 
DSS             TCTGCTTCAAGTGCTTGACAACTCACCCTTTCAGCAGgtaggaaccg…tcctttccagGGT 180 
Lewis           TCTGCTTCAAGTGCTTGACAACTCACCCTTTCAGCAGgtaggaaccg…tcctttccagGGT 180 
                *********************************************** ************* 
 
DSS             ATCGGAGCATCGCTACAGAATGAAGCTGGTTTCCATCGCCCTGATGTTATTGGGTTCGCT 240 
Lewis           ATCGGAGCATCGCTACAGAATGAAGCTGGTTTCCATCGCCCTGATGTTATTGGGTTCGCT 240 
                ************************************************************ 
                                                                                                              ↓ 
DSS             CGCCGTTCTCGGCGCGGACACCGCACGGCTCGACACTTCCTCGCAGTTCCGAAAGAAgtg 300 
Lewis           CGCCGTTCTCGGCGCGGACACCGCACGGCTCGACACTTCCTCGCAGTTCCGAAAGAAgtg 300 
                ************************************************************ 
                                                         
DSS             agtttgg…tgttttctagGTGGAATAAGTGGGCGCTAAGTCGTGGGAAGAGGGAACTACAA 360 
Lewis           agtttgg…tgttttctagGTGGAATAAGTGGGCGCTAAGTCGTGGGAAGAGGGAACTACAA 360 
                ******* ***************************************************** 
 
DSS             GCGTCCAGCAGCTACCCTACGGGGCTCGTTGATGAGAAGACAGTCCCGACCCAGACTCTT 420 
Lewis           GCGTCCAGCAGCTACCCTACGGGGCTCGTTGATGAGAAGACAGTCCCGACCCAGACTCTT 420 
                ************************************************************ 
                                                                                           ↓ 
DSS             GGGCTCCAGGACAAGCAGAGCACGTCTAGCACCCCACAAGCCAGgtaactaact…ttctcc 480 
Lewis           GGGCTCCAGGACAAGCAGAGCACGTCTAGCACCCCACAAGCCAGgtaactaact…ttctcc 480 
                ****************************************************** ****** 
 
DSS             gcagCACTCAGAGCACAGCCCACATTCGAGTCAAACGCTACCGCCAGAGCATGAACCAGG 540 
Lewis           gcagCACTCAGAGCACAGCCCACATTCGAGTCAAACGCTACCGCCAGAGCATGAACCAGG 540 
                ************************************************************ 
 
DSS             GGTCCCGCAGCACTGGATGCCGCTTTGGGACCTGCACAATGCAGAAACTGGCTCACCAGA 600 
Lewis           GGTCCCGCAGCACTGGATGCCGCTTTGGGACCTGCACAATGCAGAAACTGGCTCACCAGA 600 
                ************************************************************ 
 



    82 
 

 

DSS             TCTACCAGTTTACAGACAAAGACAAGGACGGCATGGCCCCCAGAAACAAGATCAGCCCTC 660 
Lewis           TCTACCAGTTTACAGACAAAGACAAGGACGGCATGGCCCCCAGAAACAAGATCAGCCCTC 660 
                ************************************************************ 
 
DSS             AAGGCTATGGCCGCCGGCGCCGGCGTTCCCTGCCAGAGGTCCTCCGAGCCCGGACTGTGG 720 
Lewis           AAGGCTATGGCCGCCGGCGCCGGCGTTCCCTGCCAGAGGTCCTCCGAGCCCGGACTGTGG 720 
                ************************************************************ 
 
DSS             AGTCCTCCCAGGAGCAGACACACTCAGCTCCAGCCTCCCCGGCGCACCAAGACATCTCCA 780 
Lewis           AGTCCTCCCAGGAGCAGACACACTCAGCTCCAGCCTCCCCGGCGCACCAAGACATCTCCA 780 
                ************************************************************ 
 
DSS             GAGTCTCTAGGTTATAGGTGCGGGTGGCAGCATTGAACAGTCGGGCGAGTATCCCATTGG 840 
Lewis           GAGTCTCTAGGTTATAGGTGCGGGTGGCAGCATTGAACAGTCGGGCGAGTATCCCATTGG 840 
                ************************************************************ 
 
DSS             CGCCTGCGGAATCAGAGAGCTTCGCACCCTGAGCGGACTGAGACAATCTTGCAGAGATCT 900 
Lewis           CGCCTGCGGAATCAGAGAGCTTCGCACCCTGGGCGGACTGAGACAATCTTGCAGAGATCT 900 
                ******************************* **************************** 
 
DSS             GCCTGGCTGCCCCTAGGGGAGGCAGAGGAACCCAAGATCAAGCCAGGCTCACGTCAGAAA 960 
Lewis           GCCTGGCTGCCCCTAGGGGAGGCAGAGGAACCCAAGATCAAGCCAGGCTCACGTCAGAAA 960 
                ************************************************************ 
 
DSS             CCGAGAATTACAGGCTGATACTCTCTCCGGGCAGGGGTCTGAGCCACTGCCTTGCCCGCT 1020 
Lewis           CCGAGAATTACAGGCTGATACTCTCTCCGGGCAGGGGTCTGAGCCACTGCCTTGCCCGCT 1020 
                ************************************************************ 
 
DSS             CATAAACTGGTTTTCTCACGGGGCATACGCCTCATTACTACTTGAACTTTCCAAAACCTA 1080 
Lewis           CATAAACTGGTTTTCTCACGGGGCATACGCCTCATTACTACTTGAACTTTCCAAAACCTA 1080 
                ************************************************************ 
 
DSS             GCGAGGAAAAGTGCAATGCTTGTTATACAGCCAAAGGTAACTATCATATTTAAGTTTGTT 1140 
Lewis           GCGAGGAAAAGTGCAATGCTTGTTATACAGCCAAAGGTAACTATCATATTTAAGTTTGTT 1140 
                ************************************************************ 
 
DSS             GATGTCAAGAGGTTTTTTTTTT 1162 
Lewis           GATGTCAAGAGGTTTTTTTTTT 1162 
                ********************** 
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Supplemental data Table 3(b). Sequence alignment of Endothelin3 (Edn3) among 
Dahl salt-sensitive (DSS), Lewis and Dahl salt-resistant (DSR) rats 
DSS             GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60 
Lewis           GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60 
DSR             GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60 
                ************************************************************ 
 
DSS             CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120 
Lewis           CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120 
DSR             CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120 
                ************************************************************ 
 
DSS             CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTCATGGAGCTGG 180 
Lewis           CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTCATGGAGCTGG 180 
DSR             CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTCATGGAGCTGG 180 
                ************************************************************ 
                                                       ↓ 
DSS             GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga…tccccaac 240 
Lewis           GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga…tccccaac 240 
DSR             GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga…tccccaac 240 
                ************************************************************* 
 
DSS             agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300 
Lewis           agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300 
DSR             agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300 
                ************************************************************ 
 
DSS             GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360 
Lewis           GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360 
DSR             GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360 
                ************************************************************ 
 
DSS             TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420 
Lewis           TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420 
DSR             TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420 
                ************************************************************ 
                        ↓ 
DSS             Tgagtgagttgg…tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480 
Lewis           Tgagtgagttgg…tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480 
DSR             Tgagtgagttgg…tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480 
                ************************************************************* 
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DSS             GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA 540 
Lewis           GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA 540 
DSR             GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA 540 
                ************************************************************ 
 
DSS             CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC 600 
Lewis           CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC 600 
DSR             CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC 600 
                ************************************************************ 
                                      ↓ 
DSS             ACGTCACCAGgtatgacaca…gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC 660 
Lewis           ACGTCACCAGgtatgacaca…gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC 660 
DSR             ACGTCACCAGgtatgacaca…gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC 660 
                ************************************************************* 
 
DSS             AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag…cttgaaatagGCTG 720 
Lewis           AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag…cttgaaatagGCTG 720 
DSR             AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag…cttgaaatagGCTG 720 
                ************************************************************* 
 
DSS             AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTTAGCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC 780 
Lewis           AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTTAGCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC 780 
DSR             AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTTAGCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC 780 
                ************************************************************ 
                                                                              ↓ 
DSS             TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgccc 826 
Lewis           TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgccc 826 
DSR             TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgccc 826 
                ********************************************** 

Supplemental data Table 3(c). Sequence alignment of Hemochromatosis (Hfe) 
between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats 
DSS             gtttgaagccTCAGCAATGGCTACAGGGTGACTTCTTGGATCCTCCACGTTTCCAGGTCC 60 
Lewis           gtttgaagccTCAGCAATGGCTACAGGGTGACTTCTTGGATCCTCCACGTTTCCAGGTCC 60 
                ************************************************************ 
 
DSS             TAGTGAAAACCGGTGGACCCAGCTGGAGGCATGGACCGATCAGCTGGGCTCCCTGTGCGG 120 
Lewis           TAGTGAAAACCGGTGGACCCAGCTGGAGGCATGGACCGATCAGCTGGGCTCCCTGTGCGG 120 
                ************************************************************ 
                                                                                                                   ↓ 
DSS             CTGCTATTGCTGCTGCTGTTGTTGCTGCTGTGGTCCGTGGCCCCGCAGGCGCTGCGGCCC 180 
Lewis           CTGCTATTGCTGCTGCTGTTGTTGCTGCTGTGGTCCGTGGCCCCGCAGGCGCTGCGGCCC 180 
                ************************************************************ 
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DSS             ggtgagtgcg…gacttccccagGTTCACATTCTCTACGATATCTCTTCATGGGTGCCTCAA 240 
Lewis           ggtgagtgcg…gacttccccagGTTCACATTCTCTACGATATCTCTTCATGGGTGCCTCAA 240 
                ********** ************************************************** 
 
DSS             AGCCAGACCTCGGGCTGCCTTTCTTTGAGGCTCTGGGTTATGTGGATGACCAGCTCTTTG 300 
Lewis           AGCCAGACCTCGGGCTGCCTTTCTTTGAGGCTCTGGGTTATGTGGATGACCAGCTCTTTG 300 
                ************************************************************ 
 
DSS             TATCCTACAATCACGAGAGTCGCCGTGCTGAGCCCAGGGCCCCATGGATCTTGGGGCAGA 360 
Lewis           TATCCTACAATCACGAGAGTCGCCGTGCTGAGCCCAGGGCCCCATGGATCTTGGGGCAGA 360 
                ************************************************************ 
 
DSS             CATCAAGCCAGCTGTGGCTGCAGCTGAGTCAGAGCCTGAAAGGGTGGGATTACATGTTCA 420 
Lewis           CATCAAGCCAGCTGTGGCTGCAGCTGAGTCAGAGCCTGAAAGGGTGGGATTACATGTTCA 420 
                ************************************************************ 
                                                                                            ↓ 
DSS             TAGTGGACTTCTGGACCATCATGGGCAACTATAACCACAGTAAGGgtatgtagag…tcatt 480 
Lewis           TAGTGGACTTCTGGACCATCATGGGCAACTATAACCACAGTAAGGgtatgtagag…tcatt 480 
                ******************************************************* ***** 
 
DSS             tccagTCACGAAGTTGAGAGTGGTGCCTGAGTCTCACATCCTGCAGGTGATCCTAGGATG 540 
Lewis           tccagTCACGAAGTTGAGAGTGGTGCCTGAGTCTCACATCCTGCAGGTGATCCTAGGATG 540 
                ************************************************************ 
 
DSS             TGAGGTGCATGAAGACAACAGTACCAGTGGCTTCTGGAAATATGGCTACGATGGGCAAGA 600 
Lewis           TGAGGTGCATGAAGACAACAGTACCAGTGGCTTCTGGAAATATGGCTACGATGGGCAAGA 600 
                ************************************************************ 
 
DSS             TCACCTTGAATTCTGCCCCAAGACACTGAACTGGAGTGCAGCCGAGCCAAGGGCCTGGGC 660 
Lewis           TCACCTTGAATTCTGCCCCAAGACACTGAACTGGAGTGCAGCCGAGCCAAGGGCCTGGGC 660 
                ************************************************************ 
 
DSS             CACCAAGATGGAGTGGGAAGAGCACAGGATCCGTGCCAGACAGAGCAGGGACTACCTGCA 720 
Lewis           CACCAAGATGGAGTGGGAAGAGCACAGGATCCGTGCCAGACAGAGCAGGGACTACCTGCA 720 
                ************************************************************ 
 
DSS             GAGGGACTGCCCCCAGCAGCTGAAGCAGGTCCTGGAGCTCCAGAGAGGGGTTCTGGGACA 780 
Lewis           GAGGGACTGCCCCCAGCAGCTGAAGCAGGTCCTGGAGCTCCAGAGAGGGGTTCTGGGACA 780 
                ************************************************************ 
                              ↓ 
DSS             GCAAGgtacacggaa…ttccttcaagTGCCTACTTTGGTGAAAGTGACTCGCCACTGGGCC 840 
Lewis           GCAAGgtacacggaa…ttccttcaagTGCCTACTTTGGTGAAAGTGACTCGCCACTGGGCC 840 
                *************** ********************************************* 
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DSS             TCTACAGGGACCTCTCTAAGGTGTCAGGCTCTGAATTTCTTCCCCCAGAACATCACTATG 900 
Lewis           TCTACAGGGACCTCTCTAAGGTGTCAGGCTCTGAATTTCTTCCCCCAGAACATCACTATG 900 
                ************************************************************ 
 
DSS             AGGTGGTTGAAGGACAGCCAGCCCCTAGATGCCAAGGATGTCAACCCTGAGAACGTGCTG 960 
Lewis           AGGTGGTTGAAGGACAGCCAGCCCCTAGATGCCAAGGATGTCAACCCTGAGAACGTGCTG 960 
                ************************************************************ 
 
DSS             CCAAATGGGGATGGGACCTATCAGGGCTGGCTGACCTTGGCTGTGGCCCCTGGAGAAGAG 1020 
Lewis           CCAAATGGGGATGGGACCTATCAGGGCTGGCTGACCTTGGCTGTGGCCCCTGGAGAAGAG 1020 
                ************************************************************ 
 
DSS             ACAAGGTTCAGCTGTCAAGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCTCTCACTGCCACTTGG 1080 
Lewis           ACAAGGTTCAGCTGTCAAGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCTCTCACTGCCACTTGG 1080 
                ************************************************************ 
                         ↓ 
DSS             Ggtgaggacgg…ttgtttttagAGCCCTCACGGTCTCAGGACATGATTATTGGAATCATAA 1140 
Lewis           Ggtgaggacgg…ttgtttttagAGCCCTCACGGTCTCAGGACATGATTATTGGAATCATAA 1140 
                *********** ************************************************* 
 
DSS             GTGGGATCACCATTTGTGCCATCTTCTTTGTTGGAATTCTGATCCTAGTCTTAAGGAAAA 1200 
Lewis           GTGGGATCACCATTTGTGCCATCTTCTTTGTTGGAATTCTGATCCTAGTCTTAAGGAAAA 1200 
                ************************************************************ 
 
DSS             GGAAGGTTTCAGgtgagtggga…atcttcccagGAGGAACCATGGGTGACTATGTCTTAAC 1260 
Lewis           GGAAGGTTTCAGgtgagtggga…atcttcccagGAGGAACCATGGGTGACTATGTCTTAAC 1260 
                ********************** ************************************** 
 
DSS             AGAGTGTGAGTGACCTGCAGCATGCAGAAGCACAGAAGAGAGAAGACTCAGCCAAAGACT 1320 
Lewis           AGAGTGTGAGTGACCTGCAGCATGCAGAAGCACAGAAGAGAGAAGACTCAGCCAAAGACT 1320 
                ************************************************************ 
 
DSS             TGGAGGGGACACACTTGCTCCATTCTAGAACACAGCTGGACCTAACACACAGAAACTGCC 1380 
Lewis           TGGAGGGGACACACTTGCTCCATTCTAGAACACAGCTGGACCTAACACACAGAAACTGCC 1380 
                ************************************************************ 
 
DSS             TGAGGACTCTGCCCTTAGCTTTCCCTGTTTGCTTTCTTAAGGTGTTTTCTCCAGTTAAGT 1440 
Lewis           TGAGGACTCTGCCCTTAGCTTTCCCTGTTTGCTTTCTTAAGGTGTTTTCTCCAGTTAAGT 1440 
                ************************************************************ 
 
DSS             TCAGTTCCTGAATAATAGTGACTGCCCCAGCTGCAACCTCTCCCTTCAGAACCAGTCTCA 1500 
Lewis           TCAGTTCCTGAATAATAGTGACTGCCCCAGCTGCAACCTCTCCCTTCAGAACCAGTCTCA 1500 
                ************************************************************ 
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DSS             TGATCTTTAAGCTGCTACTTGCAGGCATCCTTCGTTTTCTGCATCCACCTAGACTTCGTA 1560 
Lewis           TGATCTTTAAGCTGCTACTTGCAGGCATCCTTCGTTTTCTGCATCCACCTAGACTTCGTA 1560 
                ************************************************************ 
 
DSS             TGTCTACTTAAAAAGCCCCACTAAATTTGGGGGACACATGATTCATTTCCACATCTGAAG 1620 
Lewis           TGTCTACTTAAAAAGCCCCACTAAATTTGGGGGACACATGATTCATTTCCACATCTGAAG 1620 
                ************************************************************ 
 
DSS             AAGTTATGAACCTTCATCCTGGGATGCACACATTCTTGTGCCAGAATTTTTCATACATAT 1680 
Lewis           AAGTTATGAACCTTCATCCTGGGATGCACACATTCTTGTGCCAGAATTTTTCATACATAT 1680 
                ************************************************************ 
 
DSS             CCTAGGACCCATTCAATTGTCATTTGAGCCTCTCTATCTGTTAGTGACTACTCTGACTTC 1740 
Lewis           CCTAGGACCCATTCAATTGTCATTTGAGCCTCTCTATCTGTTAGTGACTACTCTGACTTC 1740 
                ************************************************************ 
                                                                                    ↓ 
DSS             TCTGCCATTGGAGTGTTATGGCAATAAAGCTATGAACGTTacacactgtg 1790 
Lewis           TCTGCCATTGGAGTGTTATGGCAATAAAGCTATGAACGTTacacactgtg 1790 
                ************************************************** 
 
Legend to Supplemental data Table 3: * indicates nucleotide identity. gDNAs were first 
amplified by PCR and then sequenced. Nucleotides of the mRNA are in capital letters. The 
intro/exon jonctions (10 pb for each side and separated by“…” for each exon) are given in 
minuscules. ↓ marks the last nucleotide of each exon. Initiation and stop codons are marked in 
blocks.   
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Supplemental data Figure 1. Definition of QTLs for blood pressure by congenic 
strains. A solid bar under congenic strains symbolizes the DSS fragment (a white bar) that has 
been replaced by that of Lewis (S.L) or MNS (S.M).  Striped bars on ends of the solid bars 
denote the ambiguity of crossover breakpoints between markers.  Mean arterial pressures 
(MAPs) for all the strains are averages for the duration of the measurement.  ± SEM of MAPs 
for the congenic strains on Chromosomes 2 and 10 ranges from 2 to 5 and there are not 
included in the figure for a lack of space.  Systolic and diastolic arterial pressures are 
consistent with their MAPs of all the strains (data not shown).   Genes underlined denote the 
positions for the rat homologues of human BP QTLs (12-14), and their full gene names are 
given in the legend for Supplemental Table 2.  C3QTL4? is only implicated from a conserved 
homology between the rat and human QTLs.    Rat genes of biological interest are named in 
the legend for Supplemental Tables 1 and 2 except for Ace, angiotensin I converting enzyme; 
Adrb2, adrenergic, beta-2-, receptor, surface;  Alpk2, alpha-kinase 2;  Atp1a1, ATPase, 
Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide;  Nedd4l, neural precursor cell expressed, 
developmentally down-regulated 4-like; Nos2, inducible nitric oxide synthase2; Nxph4, 
neurexophilin 4; Npr1, natriuretic peptide receptor A/guanylate cyclase A; Rdh2, retinol 
dehydrogenase 2;  Tac2, tachykinin 2; Wnk4, WNK lysine deficient protein kinase 4.  Newly-
produced congenic strains are C1S.L2, C1S.L3, C1S.L4, C5S.L, C16S.L7, C17S.L9, 
C17S.L11, and C17S.L12.  The rest of the congenic strains are as reported previously (1,2,4-
8,10,15-17).  DSS, Dahl salt-sensitive rat; MNS, Milan normotensive rat; n, number of 
animals used.  Chr, chromosome.   
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9.11 Addendum 
Errata: 
L’affirmation «less than 1% of BP changes » dans le deuxième paragraphe de la 

section 9.2 (p.50) devrait être changée par « less than 1% of BP variance », qui aurait été plus 
acceptable. 

 L’affirmation « If such a ‘double’ congenic strain has the same BP as each of the 2 
‘single’ congenic strains (...) » (deuxième paragraphe, section 9.3.1, p.51) n’est pas précise. 
Une définition plus générale et adéquate serait de dire que lorsque l’effet phénotype observé 
chez une « double congénique » est significativement moins important que la somme prédite 
de l’additivité mathématique des deux QTL, on peut parler de l’existence d’interactions 
épistatiques.  
 Limitations de l’étude : 

En vue de tester l’existence d’interactions épistatiques entre les QTL, des analyses de 
variance à deux critères de classification permettent d’évaluer si l’effet phénotypique observé 
chez une souche « double-congénique » est significativement différent de celui que prédit la 
somme arithmétique de leurs effets individuels. Ainsi, l’hypothèse nulle décrit que la 
différence entre l’effet observé et la somme prédite des effets est égale à 0, et peut être rejetée 
sous le modèle additif avec un seuil de signification de 5%.  

On conclue l’absence d’interactions épistatiques lorsque p>0,05. Cependant, sans avoir 
défini la puissance statistique du test, quand p>0,05, on ne peut pas rejeter l’hypothèse nulle 
sans pour autant pouvoir tirer d’autres conclusions sur l’hypothèse alternative [152].  

En définissant puis en augmentant la puissance statique du test on augmente les 
probabilités de détecter un effet d’ampleur minime mais biologiquement significatif; 
cependant, ceci est fait au détriment du seuil de signification. Pour surmonter ces contraintes, 
il faudrait augmenter le nombre n d’individus de chaque souche étudiée [153]. 
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10.1 Abstract 
Objectives: The interval harboring a quantitative trait locus (QTL) for blood pressure 

(BP), C18QTL3, contains beta-2 adrenergic receptor (Adrb2) and neural precursor cell 
expressed, developmentally down-regulated 4-like (Nedd4l) genes.  None of the other genes in 
the C18QTL3-residing interval is known to affect BP.   The identification of C18QTL3 might 
uncover a brand-new gene that could prosper into a novel diagnostic and/or therapeutic target 
for essential hypertension, if neither Adrb2 nor Nedd4l could be upheld as candidate genes.  

Methods:  Congenic fine resolution was combined with gene analyses. 
Results: The gene encoding alpha kinase 2 (Alpk2) contains a 3 base-pair deletion and 

multiple non-conserved mutations in its coding region in Dahl salt-sensitive (DSS) rats.  In 
contrast, the gastrin-releasing peptide gene (Grp) possesses 2 non-conserved mutations, 
designated as single nucleotide polymorphisms 1 and 2 (i.e. SNP1 and SNP2), but could not 
be supported as a candidate gene, because the C18S.L14 congenic strain displayed a 
homozygous DSS genotype at both SNP1 and SNP2.  Furthermore, Adrb2 and Nedd4l could 
not account for the BP-diminishing effect of Lewis alleles in C18S.L14, since their DSS 
alleles bear functionally-identical domains as those of Lewis, and no evidence of differential 
expression and splicing was evident.  No significant nucleotide variations were found in 13 
other genes closely-linked to Alpk2.   

Conclusion: Alpk2 emerged as a strong candidate gene for C18QTL3.  The present 
study is the first to implicate Alpk2 in the genetics of polygenic hypertension and paves the 
way for novel gene discovery.   

Key words: fine congenic resolution, C18QTL3, Alpk2, Adr2b, Nedd4l, 
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10.2 Introduction 
An important criterion in establishing a gene in essential hypertension is whether or not 

variations in that gene can alter blood pressure (BP) in vivo [1].  Previously, we found an 
association of coding variants in the β-2 adrenergic receptor gene (ADRB2) with essential 
hypertension in a population-specific manner [2], although this evidence by itself is 
inadequate to support its biological significance [3].  Coincidentally, Adrb2 is located in the 
region harboring a quantitative trait locus (QTL), C18QTL3, for which a replacement of 
hypertensive DSS alleles by those of normotensive Lewis rats lowered BP [4].  Thus, the 
candidacy of Adrb2 as a C18QTL3 may be tested through fine congenic resolution and gene 
analysis in our animal models. 

It so happens that both Adrb2 and the neural precursor cell expressed, developmentally 
down-regulated 4-like gene (Nedd4l) reside in the C18QTL3 interval [5] and are separated 
from each other by roughly 3.29 megabases (Mb) (Figure. 1).  Several association studies 
indicated that NEDD4L may constitute a susceptibility gene for essential hypertension [6-8].  
Thus, Adrb2 and Nedd4l appear to be logical gene candidates for C18QTL3, even though their 
human homologues, ADRB2 and NEDD4L, are located on CHRs 5 and 18 [2,8] separately.   

The current investigation had 3 objectives.  The first goal was to conduct a 
comprehensive fine congenic resolution of BP QTLs on Chr 18, focusing on Adrb2 and 
Nedd4l.  The second goal was to assess the candidacy of Adrb2 and Nedd4l as a BP QTL.  
Finally, if neither Adrb2 nor Nedd4l could be supported as a BP QTL, what gene(s) may be 
the BP QTL. 

 

10.3 Methods 

10.3.1 Animals  
Protocols for handling as well as maintaining animals were approved by our institutional 
animal committee (CIPA).   
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10.3.2 Construction of new congenic sub-strains  
Genetically, congenic strains bear different Chr 18 segments of DSS that are replaced by the 
homologues of Lewis rats.  The earlier congenic strains [5] are the basis for deriving new 
congenic sub-strains used in the current work.  The breeding and screening procedure in this 
process were similar to those reported previously [5].   Emphasis was placed on producing 
congenic sub-strains with no chromosome overlaps.  Among them a congenic sub-strain was 
highly valued that specifically captured Adrb2 and/or Nedd4l while retaining as fewer other 
genes surround them as possible. 

For the present work, 5 informative new congenic sub-strains were produced (Figure 
1), designated: 

DSS.Lewis-(D18Chm162-D18Chm172)/(abbreviated as C18S.L10) 
DSS.Lewis-(D18Chm124-D18Chm126)/Lt(C18S.L13) 
DSS.Lewis-(D18Chm124-D18Rat61)/Lt (C18S.L14) 
DSS.Lewis-(D18Chm91-D18Rat27)/Lt(C18S.L15 
DSS.Lewis-(D18Rat29-D18Rat67)/Lt(C18S.L16). 

10.3.3 Animal protocols, BP phenotyping and statistical analyses  
Breeding protocols, dietary treatments, implantation, postoperative care and BP measurement 
schedules were essentially the same as documented previously [5].   Briefly, male rats (n = at 
least 5) were weaned at 21 days of age, maintained on a low salt diet (0.2% NaCl) and 
followed by a high salt diet (2% NaCl) starting from 35 days of age until the end of the 
experiment.  Telemetry probes were implanted at 56 days of age (namely 3 weeks from the 
time of the high salt diet).  BPs of all rats were measured continuously during 12 days.  BP of 
DSS was pooled from 4 separate measurements as they were not different.  In the BP 
presentation, averaged readings for the duration of measurement of 12 days were provided for 
each strain.  Since systolic and diastolic pressures were consistent (data not shown) with mean 
arterial pressures (MAP) of all the strains, only their MAPs are presented. 
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Repeated measures’analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test, which 

corrects for multiple comparisons and unequal sample sizes, was used to compare a parameter 
in MAP between 2 groups as reported previously [5].  During the BP comparison, ANOVA 
was first applied to assess the inter-group differences.  If it was significant, the Dunnett’s test 
ensued to identify which group was different from DSS, and the level of significance.  2 x 2 
ANOVA determines a QTL-QTL interaction (or lack thereof) by evaluating whether the 
observed effect of a congenic strain combining 2 separate QTLs is significantly different from 
a predicted sum of effects from each individual QTL [5]. 

10.3.4 Mutation screening in Adrb2 and Nedd4l genes  
The entire Adrb2 coding [9] and regulatory [10] domains were first amplified separately by the 
polymerase chain reaction (PCR) from genome DNAs of DSS and Lewis strains, and then 
sequenced.   

The entire Nedd4l coding region except for the first 18 nucleotides was amplified by 
PCR from kidney cDNAs with nested and overlapping primer pairs.  The remaining 18 
nucleotides from the ATG start codon plus sequences unable to be accurately determined by 
direct sequencing are contained within exons 1 and 2.  The coding regions, exon-intron 
junctions for exons 1, 2 and 3 as well as a putative promoter section were sequenced for DSS 
and Lewis.   

10.3.5 Analysis of gene expressions of Adrb2 and Nedd4l   
Nedd4l is known to be functional in the kidneys that can potentially impact on BP homeostasis 
[11].  Thus its expressions in the kidneys were compared.  For consistency, the same organ 
was used to analyze Adrb2.   Quantitative real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR) was 
utilized to determine and compare renal expressions of the 2 genes.   
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10.3.6 Sequencing of additional candidate genes  
Several genes (Figure 1) in the C18QTL3-residing interval (Supplement 1) were 

chosen for sequencing because they are known genes in the rat, mouse and humans.  Their 
coding regions from both DSS and Lewis were first amplified by PCR from genomic DNAs 
and/or appropriate cDNAs, and then sequenced.  When a mutation was detected, the same 
segment was independently PCR-amplified and re-sequenced.  Thus, all mutations were 
verified.  

 

10.4. Results 

10.4.1 QTL placements and assessment of QTL interactions  
The region originally-thought to contain C18QTL3 [5] turns out to lodge 2 QTLs, 

C18QTL3 and C18QTL4, since the 2 congenic sub-strains delimiting them, namely C18S.L14 
and C18S.L10, have no genomic overlaps between them (Figure 1).  C18S.L14 and C18S.L10 
defining the QTL-lodging intervals both autonomously and directly exhibit BP effects, each 
accounting for at least 41% of the MAP difference between DSS (184 mmHg) and Lewis 
(96mmHg). 

In comparison, C18QTL1 is placed in the non-overlapping segment between C18S.L15 
exhibiting a BP effect and C18S.L16 lacking it.   This ‘subtractive’ comparative mapping can 
not rule out the possibility that the congenic strain lacking a BP effect could harbor a QTL, 
which would require a combination with another putative QTL in the non-overlapping region 
carried by the strain displaying an effect. Although this imaginary combination has never been 
demonstrated in experimental hypertension [12], for the sake of argument, the placement of 
C18QTL1 is conservatively tentative.  No chromosome crossovers occurred in the segment 
harboring C18QTL2 [5], and consequently, C18QTL2 could not be finely resolved. 
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  The C18S.L2 congenic strain carries 2 QTLs, namely C18QTL3 caught by C18S.L14, 
and C18QTL4 by C18S.L10 (Figure 1).  A 2 x 2 ANOVA [5] demonstrates an epistatic 
interaction (p<0.001) between C18QTL3 and C18QTL4.   

10.4.2 Evaluation of candidate genes Adrb2 and Nedd4l   
C18S.L14 bears a small chromosome fragment containing C18QTL3 (Figure 1) and still 
lodges Adrb2 and Nedd4l.  This outcome prompted us to directly analyze these 2 genes, 
because of our prior knowledge on their functional roles in BP regulation [11,13] and on their 
association with essential hypertension [2,3,6-8].  Thus, relevant insight could be translated 
into BP homeostasis via their signaling or regulatory mechanisms, once a functional mutation 
was detected in either 1 of these 2 genes.   
10.4.2.1 Adrb2  
 Since the Adrb2 5’UTR that regulates its expression has been characterized to reside within 
1.1 kb [10,14,15], 1481 base pairs (Bp) of the genome fragment 5’ upstream of its initiation 
codon have been sequenced.  DSS and Lewis carry the identical coding region as well as the 
known regulatory 5’UTR (GenBank accession number GQ160814 and Supplement 2).   
10.4.2.2 Nedd4l coding regions  
From kidney cDNAs, except for the first 6 amino acids, the entire coding Nedd4l region 
including 455 bp of 3’UTR, was determined by PCR-amplifications followed by sequencing 
(Supplement 3).   Exon #1 [16] carries the first 8 amino acids and yields the necessary 
sequence (Supplement 4).    
10.4.2.3 Nedd4l exon-intron junctions  

The last nucleotide (Supplement 4) in Exon #1 of the rat Nedd4l gene corresponds to 
that of the human NEDD4L [17].  This nucleotide belongs to amino acid #8 of the rat and #16 
of humans and can lead to the formation of a splice variant in humans believed to contribute to 
essential hypertension in a population-dependent fashion [17-19].   DSS and Lewis, however, 
bear identical sequences in Exon #1 and at the exon-intron junction (Supplement 4).  Exons 2 
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and 3 were reported to be differentially-spliced in DSS [16].  No nucleotide differences were 
found within 19 bps of intronic regions (Supplement 4). 
10.4.2.4 Nedd4l 5’ upstream domain  
Although the promoter location for Nedd4l is not known in humans, mice or rats, based on the 
information on other promoters such as for Adrb2 [14,15], it seemed informative to determine 
a reasonable genomic tract 5’ from the ATG initiation codon.  No nucleotide differences 
between DSS and Lewis were detected in this region (GenBank accession number GQ160817) 
(Supplement 4).   
10.4.2.5 Analysis of Adrb2 and Nedd4l gene expressions  
Quantitative polymerase chain reactions (qPCRs) were carried out to evaluate renal gene 
expressions of the 2 genes.  No differences for either of them were found between DSS and 
Lewis rats (Supplement 5).   
 

10.4.3 Alpha kinase 2 (Alpk2), not gastrin-releasing peptide (Grp) gene, as a 
leading candidate for C18QTL3   
Since Adrb2 and Nedd4l were not upheld as candidate genes for C18QTL3, another gene(s) 
that can should be present.  Indeed, among those in the C18QTL3-residing interval 
(Supplement 1), only Alpk2 emerged as a prominent candidate because of the following 
reasons. 

First, in the coding region of DSS rats, Alpk2 contains a deletion of 3 base pairs that 
eliminates an alanine amino acid at the # 637 position as well as 5 non-synonymous mutations 
(Table 1 and Supplement 6).  The Alpk2 alleles of the C18S.L14 congenic strain are the same 
as that of Lewis, i.e. LL homozygotes at the positions of the deletion and 5 mutated 
nucleotides causing non-synonymous amino acid changes (data not shown).   Second, 
although both Alpk2 and Grp possess non-conserved mutations (Table 1), C18S.L14 possesses 
DSS homozygotes (i.e. SS) (data not shown) at the 2 mutated nucleotides in Grp (Table 1 and 
Supplement 7).  Therefore, Alpk2, not Grp, is required for the BP-lowering effect of C18QTL3 
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from Lewis.  In contrast, the remaining genes sequenced (Table 1 and Figure 1) were not 
supported as candidates for a lack of non-synonymous mutations (Supplements 8-19).  Finally, 
Alpk2 seems to be a functional gene because it is expressed in all the organs examined (Figure 
2).   

 

10.5 Discussion 
Major findings in the current work are (a) 2 unique QTLs, C18QTL3 and C18QTL4, 

were resolved that interact with each other epistatically in a chromosome segment.  Each of 
these QTLs can affect BP independently of each other. (b) Two eminent genes, Adrb2 and 
Nedd4l, were comprehensively analyzed and could not be supported as C18QTL3.  (c) Alpk2 
became a leading candidate gene for C18QTL3.  Thus, C18QTL3 seems represented by a 
novel gene previously unknown for BP control. 

 

10.5.1 Fine congenic resolution of BP QTLs   
The use of congenic strains with no chromosome overlaps to one another is essential in 

affirmatively delimiting the fragments lodging QTLs predicated on a cause-effect relationship.  
From our systematic analyses, several BP QTLs on Chr 18 were defined to the distinct 
genome segments (Figure 1), paving the way for their positional cloning.   

C18QTL3 is conclusively demarcated. The number of 67 genes dwelling in the 
chromosome interval, however, could not be further reduced at this time, because no 
polymorphic markers were found after screening 72 microsatellites and no single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) were detected so far in the ambivalent region between D18Rat55 and 
D18Chm124 markers. 

C18QTL1 and C18QTL4 (Figure 1) as well as C18QTL2 [5] are either ambiguously 
defined or contain too many genes to be sequenced.  A further reduction in the QTL-residing 
intervals is necessary.  Possibly, more QTLs may emerge from fine congenic resolution of 
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these QTLs.  Evidently, if the QTL-residing interval can be restricted to contain only 1 gene, 
the gene has to be responsible for the QTL. 

 

10.5.2 Alpha kinase 2 (Alpk2) gene is a standout candidate to be C18QTL3 
 Of all the genes sequenced (Table 1), only Alpk2 harbors mutations resulting in non-

conserved changes in amino acids comparing DSS with both Lewis and the C18S.L14 
congenic strain.  The 3-base-pair deletion, although in frame with the rest of the coding 
domain, removes an amino acid in DSS.  Thus, Alpk2 poised to be a candidate gene for 
C18QTL3.  The emergence of Alpk2 lays the ground work for the identification of the gene 
responsible for C18QTL3. 

Alpha kinase 2 [20,21] belongs to a class of protein kinases that modulate protein 
functions via phosphorylation and often affect signal transduction as a consequence [22].  
ALPK2 was found to be differentially expressed in human gastric cancer cell lines comparing to 
non-malignant cells [23].   

No functional studies on Alpk2, however, have been documented [20,21].  Because its 
role in BP modulation is completely unknown, the emergence of Alpk2 as a candidate for 
C18QTL3 will likely lead to a novel mechanistic insight into the biological process, 
biochemical pathway or signaling cascade steering towards BP homeostasis.   

Alpk2 is expressed ubiquitously in all the organs of DSS and Lewis rats of 11 weeks of 
age after 6 weeks on a high salt diet (Figure 2).  Alpk2 is a predicted gene in the rat and no report 
on its gene and/or cDNA structure is available : 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_574162.3)  
Its homologues in the mouse and humans are merely described from collections of full-

length cDNA clones (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/225638).  No data on its enzymatic 
activity has been chronicled beyond a structural comparison with other protein kinases [20,21].  
Thus, its candidate status in hypertension provides an impetus for thoroughly characterizing 
Alpk2, such as its true initiation codon and length of the protein etc.  As a result, an analysis of 
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its biochemical functions can benefit.  Despite a lack of functional proof, it is reasonable to 
predict that the deletion plus the 5 significant mutations in Alpk2 would likely affect the 
enzymatic activity of alpha kinase 2, i.e. ΔCCG1910-1912, T376C changing C126R, C475T 
changing P159S, A2918T changing Q973L, A3754G changing K1252E and A6217G changing 
I2073V (Table 1 and Supplement 6).   

Another noteworthy feature from the present work is that congenic resolution is powerful 
in separating 2 closely-linked and equally-valid genes that harbor non-conserved mutations, 
Alpk2 and Grp.  A chromosome crossover is between 2 nucleotides.  A congenic strain can 
precisely define the inclusion or exclusion of a gene because of it.  In the present case, Alpk2 is 
included as, whereas Grp is excluded from, a candidate for C18QTL3.  This resolution is in 
sharp contrast to the linkage result where only 1 QTL with a broad chromosome coverage was 
detected [24].   

From our current screening work, a possibility cannot be excluded that an additional 
candidate gene for C18QTL3 might exist among those not yet sequenced (Supplement 1 and 
Table 1).  A further congenic resolution minimizing the presence of other genes surrounding 
Alpk2 may be needed to resolve this issue.  In our previous attempt at reducing the C18QTL3-
containing interval, more than 250 F2 rats have been screened, but no crossovers were detected 
(data not shown).  With Alpk2 as the central target, screening a larger number of F2 rats seems 
fully justified in order to further narrow down the C18QTL3-containing interval.  Nevertheless, 
the appearance of Alpk2 provides a sufficient and necessary focal point for further genetic, 
molecular, cellular, biochemical and physiological analyses of C18QTL3. 

  In contrast, Adrb2 and Nedd4l cannot be sustained as candidate genes for 
C18QTL3.  Evidently, DSS and Lewis strains contrast sharply in BP (Figure 1), but not in the 
Adrb2 and Nedd4l genes themselves (Supplements 2-5).  Consequently, the BP effect exerted 
by C18QTL3 cannot be attributed to them.  A BP disparity was found in a Chr 18 congenic 
strain made from a cross of spontaneously hypertensive and diabetic BB rats [25].  It seems 
worthwhile comparing Adrb2 genes in these strains. 
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10.6 Conclusion 
A systematic fine congenic resolution yielded multiple QTLs and each of them can 

independently influence BP.  Neither of the prominent candidate genes, Adrb2 and Nedd4l, 
could be bolstered to be C18QTL3, despite their distinguished roles in BP modulation and 
their highly-visible associations with essential hypertension.  The discovery of C18QTL3 and 
other QTLs on Chr 18 appeared likely to unmask novel genes and their underlying 
physiological mechanisms that may engender innovative diagnostic tools and therapeutic 
targets for essential hypertension.  Indeed, Alpk2 emerged to be a credible candidate gene for 
C18QTL3.  The current work has provided the first evidence that Alpk2 is a novel gene 
potentially responsible for hypertension of DSS rats, and now has become a plausible target 
for the genetic research of essential hypertension. 

 

10.7 Reference List 
 1.  Cowley AW, Jr. The genetic dissection of essential hypertension. Nat Rev Genet 2006; 7: 

829-840. 
 2.  Wu H, Tang W, Li H, Zhou X, Yang Y, Yu H, Li K, Xiao C, Deng AY. Association of the 

beta2-adrenergic receptor gene with essential hypertension in the non-Han Chinese Yi 
minority human population. J Hypertens 2006; 24: 1041-1047. 

 3.  Hahntow IN, Koopmans RP, Michel MC. The beta2-adrenoceptor gene and hypertension: 
is it the promoter or the coding region or neither? J Hypertens 2006; 24: 1003-1007. 

 4.  Wu H, Tang W, Li H, Zhou X, Yang Y, Yu H, Li K, Xiao C, Deng AY. Functional 
significance of single nucleotide polymorphisms within the 5'-flanking region of beta2-
adrenergic receptor gene. J Hypertens 2006; 24: 2474-2476. 

 5.  Charron S, lambert R, Eliopoulos V, Duong C, Menard A, Roy J, Deng AY. A loss of 
genome buffering capacity of Dahl salt-sensitive model to modulate blood pressure as a 
cause of hypertension. Hum Mol Genet 2005; 14: 3877-3884. 

 6.  Fava C, von Wowern F, Berglund G, Carlson J, Hedblad B, Rosberg L, Burri P, Almgren 
P, Melander O. 24-h ambulatory blood pressure is linked to chromosome 18q21-22 and 



    109 
 

 

genetic variation of NEDD4L associates with cross-sectional and longitudinal blood 
pressure in Swedes. Kidney Int 2006; 70: 562-569. 

 7.  Pankow JS, Dunn DM, Hunt SC, Leppert MF, Miller MB, Rao DC, Heiss G, Oberman A, 
Lalouel JM, Weiss RB. Further evidence of a quantitative trait locus on chromosome 18 
influencing postural change in systolic blood pressure: the Hypertension Genetic 
Epidemiology Network (HyperGEN) Study. Am J Hypertens 2005; 18: 672-678. 

 8.  Russo CJ, Melista E, Cui J, DeStefano AL, Bakris GL, Manolis AJ, Gavras H, Baldwin 
CT. Association of NEDD4L ubiquitin ligase with essential hypertension. Hypertension 
2005; 46: 488-491. 

 9.  Gocayne J, Robinson DA, FitzGerald MG, Chung FZ, Kerlavage AR, Lentes KU, Lai J, 
Wang CD, Fraser CM, Venter JC. Primary structure of rat cardiac beta-adrenergic and 
muscarinic cholinergic receptors obtained by automated DNA sequence analysis: further 
evidence for a multigene family. Proc Natl Acad Sci U S A 1987; 84: 8296-8300. 

 10.  Jiang L, Kunos G. Sequence of the 5' regulatory domain of the gene encoding the rat beta 
2-adrenergic receptor. Gene 1995; 163: 331-332. 

 11.  Shi PP, Cao XR, Sweezer EM, Kinney TS, Williams NR, Husted RF, Nair R, Weiss RM, 
Williamson RA, Sigmund CD, Snyder PM, Staub O, Stokes JB, Yang B. Salt-sensitive 
hypertension and cardiac hypertrophy in mice deficient in the ubiquitin ligase Nedd4-2. 
Am J Physiol Renal Physiol 2008; 295: F462-F470. 

 12.  Deng AY. Positional Cloning of Quantitative Trait Loci for Blood Pressure: How Close 
Are We?: A Critical Perspective. Hypertension 2007; 49: 740-747. 

 13.  Brodde OE, Leineweber K. Beta2-adrenoceptor gene polymorphisms. Pharmacogenet 
Genomics 2005; 15: 267-275. 

 14.  Drysdale CM, McGraw DW, Stack CB, Stephens JC, Judson RS, Nandabalan K, Arnold 
K, Ruano G, Liggett SB. Complex promoter and coding region beta 2-adrenergic receptor 
haplotypes alter receptor expression and predict in vivo responsiveness. Proc Natl Acad 
Sci U S A 2000; 97: 10483-10488. 

 15.  Johnatty SE, Abdellatif M, Shimmin L, Clark RB, Boerwinkle E. Beta 2 adrenergic 
receptor 5' haplotypes influence promoter activity. Br J Pharmacol 2002; 137: 1213-1216. 

 16.  Umemura M, Ishigami T, Tamura K, Sakai M, Miyagi Y, Nagahama K, Aoki I, Uchino K, 
Rohrwasser A, Lalouel JM, Umemura S. Transcriptional diversity and expression of 
NEDD4L gene in distal nephron. Biochem Biophys Res Commun 2006; 339: 1129-1137. 



    110 
 

 

 17.  Dunn DM, Ishigami T, Pankow J, von Niederhausern A, Alder J, Hunt SC, Leppert MF, 
Lalouel JM, Weiss RB. Common variant of human NEDD4L activates a cryptic splice site 
to form a frameshifted transcript. J Hum Genet 2002; 47: 665-676. 

 18.  Araki N, Umemura M, Miyagi Y, Yabana M, Miki Y, Tamura K, Uchino K, Aoki R, 
Goshima Y, Umemura S, Ishigami T. Expression, Transcription, and Possible Antagonistic 
Interaction of the Human Nedd4L Gene Variant: Implications for Essential Hypertension. 
Hypertension 2008; 51: 773-777. 

 19.  Wen H, Lin R, Jiao Y, Wang F, Wang S, Lu D, Qian J, Jin L, Wang X. Two 
Polymorphisms in NEDD4L Gene and Essential Hypertension in Chinese HansÇöA 
Population-Based Case-Control Study. Clinical and Experimental Hypertension 2008; 30: 
87-94. 

 20.  Middelbeek J, Clark K, Venselaar H, Huynen MA, van Leeuwen FN. The alpha-kinase 
family: an exceptional branch on the protein kinase tree. Cell Mol Life Sci 2010; 67: 875-
890. 

 21.  Ryazanov AG, Pavur KS, Dorovkov MV. Alpha-kinases: a new class of protein kinases 
with a novel catalytic domain. Current Biology 1999; 9: R43-R45. 

 22.  Manning G, Whyte DB, Martinez R, Hunter T, Sudarsanam S. The protein kinase 
complement of the human genome. Science 2002; 298: 1912-1934. 

 23.  Junnila S, Kokkola A, Karjalainen-Lindsberg ML, Puolakkainen P, Monni O. Genome-
wide gene copy number and expression analysis of primary gastric tumors and gastric 
cancer cell lines. BMC Cancer 2010; 10: 73. 

 24.  Garrett MR, Dene H, Walder R, Zhang Q, Cicila GT, Assadnia S, Deng AY, Rapp JP. 
Genomic scan and congenic strains for blood pressure quantitative trait loci using Dahl 
salt-sensitive rats. Genome Research 1998; 8: 711-723. 

 25.  Kloting I, Voigt B, Kovacs P. Metabolic features of newly established congenic diabetes-
prone BB.SHR rat strains. Life Sci 1998; 62: 973-979. 

 
 
 
 



    111 
 

 

10.8 Tables, figures and legends  
Table 1. Mutation screening of candidate genes in the C18QTL3-containing interval 

Gene 

Genomic 
start 

position                                                                                     

Genomic 
end 

position 
Number 
of exons 

Size of 
codons 

(bp)  

Mutation 
detected 

Lewis/ DSS 

Change in 
amino acid 

(AA) 
Lewis/DSS 

Nid67 2 460 479 2 460 661   2   183 No No 
Rbm22 2 542 718 2 553 093 11 1 263 No No 

Arsi 2 903 564 2 904 977   2 1 722 No No 
Slc26a2 3 204 489 3 208 486   5 2 220 No No 
Csnk1a1 3 575 198 3 598 085   9    978 No No 

Adrb2 4 210 345 4 208 483   1 1 257 No No 
Ecg2 4 640 157 4 643 629   4    225 No No 

Apcdd1 5 122 234 5 124 665   2    870 No No 
Wdr7 5 905 753  6 176 665 27 4 467 No No 

St8sia3 6 501 348  6 507 560   4 1 143 No No 
Fech 6 708 742 6 710 340 11 1 269 No No 
Nars 6 753 801 6 769 584 12 1 677 No No 

Nedd4l 7 167 842 7 509 317 31 2 892 T321A, C1995T 
G2139A No 

mir122a 7 546 271 7 546 356   1      85 No No 

Alpk2 
predicted 

7 596 221 7 691 046  10 6 303 

 
T376C 
C475T 
C618T 

ΔCCG1910 
A2918T 

 
C126R 
P159S 

No 
A637/- 
Q973L 
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A3754G 
C5610G 

A6217G 

K1252E 
No 

I2073V 
       
       

Grp 8 196 564 8 209 539   3    444 T283G 
A286G 

S95A 
R96G 

Footnote to Table 1: Gene locations of contig NW_047514 on Chr 18 are indicated on the map 
in Figure 1. The position of a mutation corresponds to the designation from the ATG start 
codon of that gene. The amino acid position begins from the first methionine. Δ symbolizes a 
deletion. Adrb2, adrenergic, beta-2-, receptor, surface; Alpk2, alpha-kinase 2; Apcdd1, 
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1; Arsi, arylsulfatase family member I; Csnk1a1, 
casein kinase 1, alpha 1; Ecg2, esophagus cancer-related protein 2; Fech, ferrochelatase; Grp, 
gastrin-releasing peptide; mir-122a, microRNA 122a;  Nars, asparaginyl-tRNA synthetase; 
Nedd4l, neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like; Nid67, 
putative small membrane protein NID67; Rbm22, RNA binding motif protein 22; Slc26a2, 
solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2; St8sia3, ST8 alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 3; and Wdr7, WD repeat domain 7. 

 
Figure 1. Fine congenic resolution of BP QTLs on Chr 18.   

The contigs and marker positions in megabases (Mb) within them are taken from 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview).   Solid bars under congenic sub-strains symbolize 
the Dahl salt-sensitive (DSS) chromosome fragments that have been replaced by those of 
Lewis.  Open bars on ends of solid bars indicate the ambiguities of crossover breakpoints 
between markers.  Please consult the legend in Table 1 for gene nomenclature. D18Chm 
markers are produced from the rat genome sequence.  Mean arterial pressures (MAPs) for 
DSS and congenic strains are averaged for the period of measurement and are given at the 
bottom of the map to facilitate strain comparisons.  Significant p values are emphasized in 
bold and italics.  ± indicates SEM.  C18S.L10, C18S.L13, C18S.L14, C18S.L15 and 
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C18S.L16 are newly-generated from this study.  Their full names are listed in the method 
section under Constructions of new congenic sub-strains.  C18S.L2 was produced previously 
[5].  The placements of the BP QTLs are indicated to the right by brackets.  Below a given 
QTL designation is the size of the QTL-residing interval in Mbs, and the number of genes and 
undefined loci. 
Figure 2. Organ expressions of Alpk2 and Grp assayed by reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (RT-PCR). The organs are from Dahl salt-sensitive (DSS) 
on the left panel and Lewis rats on the right. Numbers to the left indicate the size of the 
fragment in base pairs.  
Primers for RT-PCR are forward 5’TCCCGAGCACTCTGGAAATA 3’ and reverse 
5’AAGTGAAGCTCCTCCGTGAA 3’ for Alpk2,  
5’ GAGCTCTCGCTCTTGCTGTT 3’ and reverse 5’ CTGGATCCCAAGTAGGCTGG 3’for 
Grp,  
5’ ACTGCCGCATCCTCTTCCTC 3’ and reverse 5’ CCGCTCGTTGCCAATAGTGA 3’for 
β-actin.  

Two primers for each gene are located in 2 different exons to avoid amplifying 
genomic DNAs contaminated in RNA preparations, since no products were seen when 
genomic DNAs were amplified (data not shown).  Results shown are from 1 rat of each strain 
and they have been replicated with multiple rats of the same strain (data not shown). All rats 
were males, 11 weeks of age and fed a high salt diet for 6 weeks. 



    114 
 

 

 
 
 
 
 

Figure 1 



    115 
 

 

 

Figure 2 



    116 
 

 

10.9 Supplementary data 
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10.10 Addendum  
Errata :  
i) La longueur de l’intervalle chromosomique contenant le C18QTL3 est de 7,35 Mb et 

contient 67 gènes. Ces données auraient dû être spécifiées dans le résumé  
ii) On entend par « variant » tout changement dans la séquence génomique et ce 

indépendamment de son effet. Le terme « mutation » désigne une variante à effet pathologique 
et donc causant une maladie [154].  Le terme « mutation » n’a pas été correctement employé 
au long de cette publication, étant donné que l’impact des variantes décrites sur les fonctions 
des protéines et donc sur le trait étudié n’a pas été analysé en détail. 

iii) La nomenclature des variantes recommandée par l’HGVS est la suivante [154]: 
 C18QTL3 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.321A>T 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.1995T>C 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.2139G>A 
XM_006254887.2(Alpk2):c.376C>p.(126Arg>Cys) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.475C>p.(159Pro>Ser) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.618C> 
XM_006254887.2(Alpk2):c.1910_1912delCCGp.(637delAla) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.2918C>p.(973Gln>Leu) 
XM_006254887.2(Alpk2) c.3754G>Ap.(1252Glu>Lys) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.5610C>G 
XM_006254887.2(Alpk2) c.6217A>Gp.(2073Ile>Val) 
NM_133570.5(Grp):c.283G>T,p.(95Ala>Ser) 
NM_133570.5(Grp):c.286G>A, p.(96Arg>Gly) 
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11.1 Abstract 
Objectives: Multiple quantitative trait loci (QTLs) for blood pressure (BP) have been 

detected in rat models of human polygenic hypertension.  They influence BP physiologically 
via epistatic modules.  Little is known about the causal genes and virtually nothing is known 
on modularized mechanisms governing their regulatory connections.   

Methods and Results: Two genes responsible for 2 individual BP QTLs on rat 
Chromosome 18 have been identified that belong to the same epistatic module.  Treacher 
Collins-Franceschetti syndrome 1 (Tcof1) gene is the only function candidate for C18QTL3.  
Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 2 (Hdhd2), although a gene of 
previously-unknown function, is C18QTL4, and encodes a newly-identified phosphatase.  The 
current work has provided the premier evidence that Hdhd2/C18QTL4 and Tcof1/C18QTL3 
may be involved in polygenic hypertension.  Hdhd2/C18QTL4 can regulate the function of 
Tcof1/C18QTL3 via de-phosphorylation, and, for the first time, furbishes a molecular 
mechanism in support of a genetically-epistatic hierarchy between 2 BP QTLs, and thus 
authenticates the epistasis-common pathway paradigm.   

Conclusions: The pathway initiated by Hdhd2/C18QTL4 upstream of Tcof1/C18QTL3 
reveals novel mechanistic insights into BP modulations.  Their discovery might yield 
innovative therapeutic targets and diagnostic tools predicated on a novel BP etiology and 
mechanism that is determined by a regulatory hierarchy.  Optimizing the de-phosphorylation 
capability and its down-stream target could be anti-hypertensive.  The conceptual paradigm of 
an order and regulatory hierarchy may help unravel genetic and molecular relationships among 
certain human BP QTLs.   

Key words: Genetics of hypertension, QTLs, epistasis, congenic strains, 
dephosphorylation, posttranslational modification  
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11.2 Introduction 
Uncovering the underlying mechanisms that transduce the sequela of BP variations can 

facilitate the development of etiology-based and mechanism-derived therapeutic targets.  
Localization of QTLs has disclosed numerous chromosome regions as well as gene markers 
that are functionally correlated with BP in both humans [1] and animal models [2,3].    The 
genetic architecture of BP is composed of numerous QTLs as building blocks.  Their overall 
impact on BP is determined by modularized function cores/pathways that are arranged in 
epistatic hierarchies [4].  Since there are far fewer pathways than the components composing 
them [4], deciphering the regulatory relationships among these components in each pathway 
becomes critical in understanding the regulatory sequence determining the functionality of 
genetic architecture for BP [5].  Identifying gene variants causal to BP variations is 
prerequisite in understanding the molecular mechanisms underlying these relationships.   

Several BP QTLs closely-linked on Chromosome (Chr) 18 were previously defined by 
congenic strains cross-bred from hypertensive Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats [4,6].  
Due to a lack of comprehensive genome sequence data, mutation screenings could not be 
thoroughly carried out for all the genes present in the QTL-residing intervals; and congenic 
coverages were left with large ambiguous gaps.   In the current work, we aimed at identifying 
causal genes for certain QTLs  on Chr 18 combining [7] congenic resolution as well as total 
genome sequencing, and elucidating molecular mechanisms on QTL actions and the 
regulatory relationships between them.  We have identified function-altering genetic variants 
potentially responsible for QTL actions, despite the knockout lethality of individual genes 
involved. 
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11.3 Methods 

11.3.1 Hypothesis and Study design 
NB. Cette section se trouve sous la partie Results dans la publication original[155]e, 

elle a été déplacée à fin de rendre le texte plus homogène. 
 The basic principle [7] in gene discovery based on the genetics of BP QTLs is that, 

first, a gene candidate has to carry a function-impacting genetic variation between the 2 
contrasting strains, e.g. DSS and Lewis rats.   In search of such candidates for QTLs on Chr 
18, we combined whole genome sequencing with congenic resolution always accompanied by 
a BP-effect.  Second, once a candidate gene for each of 2 epistatically-interacting QTLs is 
identified, they can be analyzed to reveal potential molecular mechanisms underlying 
epistasis.  The following sections detail these studies. 

11.3.2 Animals  
Protocols for handling, maintaining and treating animals have been approved by our 

institutional animal committee (CIPA).  All the congenic strains used in the current study are 
depicted in Fig. 1 and are synthesized from our previous work [4,6,8].  

11.3.2 Whole genome sequencing of DSS and Lewis rats   
Supplement (Sup.) 1 outlines the methods, procedure, interpretation, sequence calling 

and data mining along with relative references.  The genome sequences of DSS and Lewis 
became our data base (Sup. 2) for identifying single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in 
genes in a given QTL-containing interval (Fig. 1).  . Bioinformatics software NextiaGen© 
developed by Max Chauvet was used to position the variants resulting from the SNP analysis 
within the mRNA or genomic sequence of each gene.  All missense mutations were 
independently verified and are homozygous for the Lewis alleles, (i.e. LL) in the congenic 
strain that defines the QTL in question.  Copy number variations can also be found. 
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11.3.3  In vitro function analysis of 2 isoforms for Haloacid dehalogenase-
like hydrolase domain containing 2 (Hdhd2) 

Cloning of full-length Hdhd2: Complete coding regions for the 2 Hdhd2 isoforms were 
cloned (Fig. 3) separately following PCR of cDNAs from DSS and Lewis kidneys into the 
pcDNA™3.1(+) expression vector (Invitrogen) and transformed into DH5α Competent Cells.  
The coding identity defining the DSS and Lewis Hdhd2 isoforms, Hdhd2DSS, and Hdhd2Lewis 
was confirmed by sequencing.   

 Hdhd2 expressions: HEK293 cells were cultured by a standard protocol and 
then transfected with 4ug Hdhd2DSS, Hdhd2Lewis and GFP-pcDNA vector alone using the 
lipofectamine protocol (Invitrogen).  48hrs after transfection, cells were harvested following a 
saline wash. Whole cell lysates were collected by centrifugation.  Hdhd2 antibodies [Santa 
Cruz Biotech, SCB, (C-18:sc-84837)], β-tubulin antibodies (Cellsignal #2146), and goat anti-
rabbit IgG-HRP (SCB, c-2301) were used in western blotting according to manufacturer’s 
instructions.   

Phosphatase Assay:  EnzChek Phosphatase Assay kit (E12020, Invitrogen) was used to 
perform assays following manufacturer’s instructions.  Briefly, 250ng of total protein extract 
was added to varying concentrations of 6,8-Difluoro-4-Methylumbelliferyl Phosphate 
(DiFMUP) substrate.  Fluorescence measures were taken every 10 mins for a period of 120 
min at 25°C using excitation at 360nm and emission at 460nm.  The kinetic parameters for 
Hdhd2 as a phosphatase were determined using the same method as we reported previously on 
analyzing another enzyme [9], and compared between Hdhd2DSS and Hdhd2Lewis.  Statistics are 
done using Systat [4]. 

Detection of de-phosphorylation of Tcof1 by Hdhd2: 75ug of whole cell proteins from 
Hdhd2Lewis, Hdhd2DSS cultured in vitro, or vector alone, were first extracted in the presence of 
a Sigma protease inhibitor cocktail and were then each incubated for 5 min at 37°C in 
presence or absence of 5uL of Sigma phosphatase inhibitor cocktail 2, followed by the 
addition of 20ug of Jurkat nuclear cell extract (SCB, SC-2132) as a substrate.   The treated 
samples were then loaded onto a 7% SDS gel.  After electrophoresis, proteins were transferred 
onto nitrocellulose membrane at 350mA for 2h using a standard transfer buffer.  The 
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membrane was then washed in 20% methanol/H2O before blocking with 5%milk/TBST and 
hybridized with the Treacle antibody (SCB, L-16: sc-49529) by the standard western blotting 
[10].  The Tcof1 protein, also known as treacle, and its de-phosphorylation activity were 
detected based upon its cross reactivity with the SCB polyclonal anti-treacle antibodies.   The 
epitope used to induce antibody productions came from the N-terminus of the human treacle.   
The designated antibodies cross hybridize with treacles from humans, mouse and rats, because 
the N-terminus of treacle from these species is highly conserved.  Based on this information, 
we assume that the designated antibodies from the manufacturer are genuinely specific for the 
rat treacle.    

 

11.4 Results 
 

11.4.2 Restricting chromosome intervals harboring BP QTLs 
 Congenic strains isolate the genes functionally impacting on BP based on a cause-

effect relationship and separate multiple closely-linked BP QTLs (Fig. 1).  The genes 
contained in the intervals harboring C18QTL3 and C18QTL4 are listed in Sup. 3.  The gap 
between C18QTL3 and C18QTL4 harbors 93 genes.  The segment containing C18QTL2 
carries 249 genes and the region containing C18QTL1 is not well delineated due to uncertainty 
of which genes are present.  Because of these factors, further genetic studies were not pursued 
on the intervals harboring C18QTL2 and C18QTL1.  

11.4.3 Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1 gene (Tcof1) is a unique 
function candidate for C18QTL3 

 The congenic strain, C18S.L14, is different from DSS in the segment of 7.35 
megabases (Fig. 1).  This segment-‘knock in’ strain lowers (p<0.001) mean arterial pressure 
(MAP) by 29 mmHg from that of DSS (Fig. 1), indicating that a gene(s) entrapped within is 
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responsible for C18QTL3.  7 genes are present in the C18QTL3-residing interval that carry 
SNPs in the coding regions and/or intron-exon junctions (Table 1).   

 18 consecutive base pairs (bp) of the Tcof1 coding domain are deleted in DSS 
rats comparing to that of C18S.L14 (Sups. 4 and 5) and Lewis (data not shown), which 
removes 6 sequential amino acids from the conserved treacle domain [11] of the Tcof1 
protein.  The protein product encoded by Tcof1 is also known as treacle.  This internal in-
frame deletion results in a shorter and, probably, less efficient but functional, Tcof1 product in 
DSS than that of Lewis (Table 1).  DSS is homozygous for the 18-bp Tcof1 deletion (Fig. 2).  
The remaining Tcof1 coding domain is identical between DSS and Lewis alleles (Sup. 4).  
Thus, this 18-bp deletion alone distinguishes Tcof1DSS from Tcof1Lewis. 

 In contrast to Tcof1, all the genes located in the C18QTL3-residing interval 
encode identical proteins, except for Alpha kinase 2 (Alpk2) which we previously reported [6] 
and caudal-type homeobox protein 1 (Cdx1) (Table 1).  Synonymous SNPs found in the 
remaining genes (Table 1) are given in Sup. 6.  No DSS/C18S.L4 alternative splicing were 
detected (data not shown) for the genes carrying intron-exon boundary variants (Table 1).  
Cdx1 is uniquely expressed in the intestine, not in the other organs (Fig. 2), consistent with its 
role in gastrointestinal development [12].  This restricted function and expression pattern 
down-graded Cdx1 to be a biological candidate for C18QTL3.   

 Tcof1 and Alpk2 seem equally-valid genetic candidates for C18QTL3 based on 
the presence of non-synonymous mutations.  However, the predicted impact on the mutations 
distinguishes them functionally and supports Tcof1, not Alpk2.  First, all the missense 
mutations in Alpk2 are predicted to be benign (Table 2).  The 3 bp-deletion removing an 
Ala637 residue in Alpk2 (Table1) is not located in a predicted functional domain, unlike the 18 
bp-deletion in Tcof1 which is [11].  Second, although function predictions can only be made 
on missense mutations, not an in-frame deletion, we can gain some insights into the function 
impact from each deleted amino acid by simulating them as individual missense mutations.  
The Tcof1 18-bp deletion contains 2 important amino acids targeted for phosphorylation, 
Ser763 and Ser765.  Simply mutating each of them would be deleterious (Sup. 7), let alone 
delete both of them.  In contrast, mutating the Ala637 to any of 6 possible other amino acids 
would be benign.  Therefore, Tcof1 is functionally supported as C18QTL3, whereas Alpk2 is 
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not.  Consequently, Tcof1 is the only gene that carries function-altering mutations and 
becomes the sole candidate for C18QTL3.  

11.4.4 Hdhd2 is a foremost candidate for C18QTL4 
  Among the mutation-carrying genes in the C18QTL4-residing interval (Table 3 and 

Fig. 1), Hdhd2 became a leading candidate.  It is ubiquitously expressed (Fig. 2, Sup. 5) and 
contains a single missense mutation at # G337C that causes a Val113Leu substitution (Table 
3, Sup. 8).   

 In addition to Hdhd2, 4 other genes also harbor non-synonymous mutations, i.e. 
Rbfa, Adnp2, Loxhd1, and Sall3 and, together, constitute the initial pool of genetic candidates 
for C18QTL4 (Table 3).  Examining expression patterns of these genes dwindled the list to 3, 
i.e. Hdhd2, Rbfa and Adnp2, because Loxhdl and Sall3 are not detectable in 9 organs examined 
(Fig. 2).  Loxhd1 is principally expressed in cochlear and vestibular hair cells [13].  Missense 
mutations in LOXHD1 cause human corneal dystrophy [14] and hearing loss [13].  Sall3 
encodes a zinc finger protein that is restrictively expressed in early development [15].   

 Synonymous SNPs found in the remaining genes in the C18QTL4-residing 
interval are summarized in Table 3 and their sequence alignments are given in Sup. 6.  No 
alternative splicing of any genes in the C18QTL4-residing region has been detected (data not 
shown).    

11.4.5 Function predictions of missense mutations 
 The single C337G mutation is persistently predicted to be damaging on the Hdhd2 

function, whereas all the missense mutations in Rbfa and Adnp2 [16] are predicted to be 
benign (Table 2).  Based on these results, Hdhd2 appears the strongest and only function 
candidate for C10QTL4. 

11.4.6 Function analysis of Hdhd2 
First, although Hdhd2 is an expressed gene (Fig. 2), no function information was 

previously known and the rat Hdhd2 was only predicted from annotation.  The single 
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Val113Leu change in Hdhd2, although not synonymous, is relatively-conservative, because 
both amino acids are aliphatic, non-polar, neutral and hydrophobic.  Computer programs 
predict (Table 2) that this minor change in the size of the aliphatic and hydrophobic side chain 
is damaging to the Hdhd2 protein function.  To validate this prediction, a functional 
assessment is indispensable.  Second, the relationship between C18QTL3 and C18QTL4 is 
epistatic (Fig. 1), implying that they share a common pathway [4].  The function of 
Tcof1/C18QTL3 is controlled, among others, by phosphorylation of its conserved treacle 
domain via a cascade catalyzed by casein kinase [17,18].   Epistasis between C18QTL3 and 
C18QTL4 (Fig. 1) predicts that a gene representing C18QTL4 may participate in the same 
cascade of regulations on Tcof1 including phosphorylation or de-phosphorylation.  Hdhd2 
might be a phosphatase, since Hdhd1 exhibits a phosphatase activity [19].  

11.4.7 The Val113Leu substitution alters the phosphatase function of Hdhd2   
We first cloned (Fig. 3a), and then analyzed phosphatase activity of DSS and Lewis 

Hdhd2 proteins expressed in vitro (Fig. 3b).   Km of Hdhd2DSS is significantly higher than that 
of Hdhd2Lewis (Fig. 3c), despite their Vmax values are similar (Table 4).  Thus, the singular 
Val113Leu change in Hdhd2DSS decreases the binding affinity of substrate without changing 
the Hdhd2 activity.  The result of enzymatic assays and computer predictions are consistent, 
and the G337C point mutation in Hdhd2 indeed alters its function.  Thus, Hdhd2 as C18QTL4 
is functionally strengthened. 

11.4.8 Hdhd2 dephosphorylates Tcof1 
Based on their epistasis (Fig. 1) implicating the same pathway [4], we next examined 

whether or not Hdhd2 can modulate Tcof1 by de-phosphorylation, a mode of post-
translational modification. As shown in Fig. 3d, Hdhd2 indeed de-phosphorylates 
Tcof1/treacle in vitro as detected with treacle-specific antibodies by Western blotting (i.e. an 
increased mobility), and this de-phosphorylation was prevented in the presence of phosphatase 
inhibitors.  According to a calculation, the mobility increase by Hdhd2-transformed extracts 
corresponds to a difference of approximately 15-30 kiloDaltons.  No change in mobility was 
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seen when Jurkat cell extracts was incubated with cultured cells extracts transformed with the 
vector alone (data not shown). 

11.5 Discussion 
Major revelations from the current work are (a) 2 genes, Tcof1 and Hdhd2, that are not 

previously known to participate in BP modulations, have been identified to be candidates for 2 
QTLs.  (b) Hdhd2 encodes a newly-identified phosphatase.  A single missense G337C 
mutation causing a Val113Leu substitution results in a change in the substrate binding affinity 
without affecting the enzymatic activity of Hdhd2.  (c) The protein product of 
C18QTL4/Hdhd2 regulates the protein product treacle encoded by C18QTL3/Tcof1 post-
translationally, and thus acts up stream of it in an epistatic hierarchy in a novel pathway 
towards the BP homeostasis.  This is the first molecular evidence that  2 BP QTLs may 
function in a regulatory relationship as predicted by the epistasis/ common pathway hypothesis 
[4], and the mechanism underlying their epistasis may be a post-translational modification.  

 

11.5.1 Elucidating the regulatory relationship in controlling BP between 
Hdhd2 and Tcof1 by synergizing epistasis and molecular mechanisms 

Genetic epistasis (Fig. 1) implicates Hdhd2 and Tcof1 in the same pathway by not 
allowing BP to change accumulatively when combined.  The molecular mechanism of Hdhd2 
modulating Tcof1 by de-phosphorylation (above) further solidifies the order between them in 
the pathway with Hdhd2 upstream of Tcof1.  Combining these data, a mechanistic pathway 
incorporating Hdhd2 and Tcof1 emerges that eventually leads to the BP modulation (Fig. 4). 

Since only the chromosome segments replaced in C18S.L10, C18S.L14 and C18S.L2 
congenic strains are different from DSS (Fig. 1), we can define DSS as the ‘wild type’ and its 
genes as in an ‘on’ state.  Any change from DSS due to a Lewis genome replacement in a 
congenic strain is defined as a ‘mutant’ and its gene as in an ‘off’ state.  When 
C18QTL3/Tcof1 is ‘off’ as in C18S.L14 (Fig. 1), BP decreases (marked by a down-pointing 
arrow in Fig. 4) from the DSS ‘wild type’, indicating that the DSS ‘wild type’ C18QTL3/Tcof1 
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is involved in increasing BP.  When the C18QTL4/Hdhd2 is ‘off’ as in C18S.L10, BP 
decreased also, indicating that its DSS ‘wild type’ increases BP.  When both C18QTL3/Tcof1 
and C18QTL4/Hdhd2 are ‘off’ as in the congenic strain C18S.L2, BP decreases to the same 
level as either of the 2 mutants alone, as if C18QTL3/Tcof1 alone is ‘off’.  This is because as 
long as C18QTL3/Tcof1 is ‘off’, the downstream regulatory target for C18QTL4/Hdhd2 is 
‘off’, regardless whether C18QTL4/Hdhd2 itself is ‘on’ or ‘off’.  This result molecularly 
establishes epistasis between them and justifies why the C18QTL3/Tcof1 ‘mutant’ masks the 
BP effect of the C18QTL4/Hdhd2 ‘mutant’, when combined.   

An alternative model of a required BP threshold between 2 independent rather than 
epistatic QTLs is not consistent with experimental data.  If C18QTL3 and C18QTL4 
independently affected BP, their cumulative effects should be twice as much as each of acting 
alone.  The data, however, contradicted this prediction (Fig. 1).  Moreover, no BP threshold 
exists in DSS rats, since it has lost its buffering capacity [20]. 

Since all 4 adjacent QTLs on Chr. 18 (Fig. 1) influence BP epistatically [6,20], 
C18QTL1 and C18QTL2 are expected to participate in the Hdhd2-Tcof1 pathway (Fig. 4), 
even though they have not been molecularly identified.  Predictably, other QTLs may regulate, 
or be regulated by, Hdhd2 and/or Tcof1 at any level from its expression, transcription, 
posttranscription, translation, post-translation to their activity.   

Hdhd2 and Tcof1 co-localize to certain cells potentially relevant to BP regulation such 
as the aortic smooth muscle cells of the vasculature (data not shown).   

11.5.2 Hdhd2/C18QTL4 as a post-translational regulator of Tcof1/C18QTL3   
The present work provides the first experimental evidence for any molecular function 

of Hdhd2 as a true phosphatase, capable of de-phosphorylating Tcof1 (Fig. 3).  Added to this 
molecular impact, their mutual epistatic relationship (Fig. 1) further places them in the same 
pathway in controlling BP, since Hdhd2 may de-phosphorylate numerous proteins other than 
Tcof1, conversely Tcof1 can be de-phosphorylated by phosphatases other than Hdhd2 in the 
organism, but these other relationships may have nothing to do with BP.  
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Phosphorylation as a molecular basis of epistasis is exemplified by the pathway of 
mammalian target of rapamycin (mTOR) [21].  mTOR is epistatic to numerous down-stream 
targets in the same pathway and regulates them via phosphorylation. 

Hdhd2 is a unique phosphatase, because a homozygous mouse knockout is embryonic 
lethal (http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1924237), suggesting that its function is 
irreplaceable.  The diminished enzymatic efficiency may appear minor due to the G337C 
mutation in Hdhd2DSS, but under physiological conditions, the Tcof1 concentration may be 
highly limited in the cell nucleus in the tissue where the Hdhd2/Tcof1(treacle) pathway plays a 
vital role in regulating BP.  An increase in its affinity to Tcof1 might give Hdhd2Lewis a 
catalytic advantage, thus favors lower BP.  It is well-known that posttranslational 
modifications by kinases play a role in monogenic hypertension [22].    

11.5.3 Tcof1/C18QTL3 may be a downstream target of Hdhd2/C10QTL4 
TCOF1 causes the human Treacher Collins syndrome (TCS) via haploinsufficiency 

[17,18].  The protein product of TCOF1, treacle, is a nucleolar phosphoprotein involved in 
ribosomal processing [23].  Although most TCS-inducing mutations result in truncated or non-
functional treacles, an in-frame deletion within TCOF1 may not necessarily cause outright 
pathologies, but may lead to a disorder.  For example, an in-frame deletion in exon 6A of 
TCOF1 does not cause TCS, but has unknown pathogenicity in humans [24].  Coincidentally, 
a TCS patient carries the18-bp deletion in treacle at exactly the same segment as that found in 
the DSS rat (Table 1) along with a 1-bp insertion.  The mother of the TCS patient only carries 
the in-frame 18-bp deletion, but shows no symptom of TCS [25].  Whether she has 
hypertension or not has not been reported.  

Tcof1 is a sole function candidate for C18QTL3 for the following reasons.  First, 
restoring the 18-bp deletion by C18S.L14 lowers BP (Fig. 1).  Second, the 18-bp Tcof1 
deletion has functional consequences, since it reduces the exon containing it by 9.5% (18/188) 
and entire Tcof1/treacle by 0.4% (6/1395).  The rat 18-bp-containing exon (#15) corresponds 
to the human exon 16, which is a de novo mutation hot spot for TCS [26].  Finally, the 6 
amino acids removed by the deletion (Sup 7) are located in a highly conserved and repeated 
region involved in the Tcof1/treacle phosphorylation [17,18].  The degree of phosphorylation 
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may affect the efficiency of nucleolar translocation that Tcof1/treacle executes to fulfil its 
function in ribosomal processing [27].  The Tcof1/treacle de-phosphorylation by Hdhd2 (Fig. 
3d) is consistent with the Western blotting results using alkaline phosphatase (AP) of other 
investigators [28], and thus proves that Hdhd2 functions in the same capacity as AP.   

Since the quantity of treacle protein is miniscule in rat organs (data not shown), despite 
its expression was detected by RT-PCR, in vivo measurements of phosphorylation are not 
achievable in DSS and Lewis rats (data not shown). Whether or not Hdhd2 can 
dephosphorylate Tcof1/treacle in vivo remains to be determined. 

11.5.4 Mechanistic connection to blood pressure regulation 
The Tcof1/treacle protein is not a known BP-controlling agent itself.  Neither is 

Hdhd2.  How can they affect the BP homeostasis?  Based on epistasis between them on BP 
and Hdhd2 capable of de-phosphorylating Tcof1/treacle, Hdhd2 appears to act from upstream 
in a pathway by regulating Tcof1/treacle possibly at the level of posttranslation (Fig. 4), and 
consequently, it is not expected to affect BP ‘directly’ and immediately.  Since at least 16 
components belong to epistatic module 1 [4], ‘indirect’ products of QTLs such as those 
encoded by Hdhd2 and Tcof1 may simply be these whose roles in a pathway are further 
upstream from a ‘direct’ gene product that is involved in an end-stage physiology leading to 
BP.  Multiple intervening steps bridging them are to be expected [5]. 

How treacle might influence the BP homeostasis from downstream of the Hdhd2-
Tcof1(treacle) pathway can only be speculated at the present.  For one thing, inhibiting the 
p53 function on apoptosis was shown to prevent physiological abnormalities in the Tcof1 mice 
[29].  The p53-mediated pathway has also been found to be anti-angiogenic in systolic 
function [30].  Thus, a possible connection through Tcof1/treacle-p53-angiogenesis-cardiac 
function-BP could not be excluded.   
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11.5.5 The BP QTLs are not the prominent genes physiologically known to 
be involved in BP regulation 

 In contrast to Hdhd2/C18QTL4 and Tcof1/C18QTL3 whose mechanistic connections 
to BP are obscure, certain genes with well-recognized roles in BP modulation are present in 
the QTL-residing interval, but are not supported as a genetic candidate for the QTL in question 
[6].  Cases in point are the genes encoding adrenergic beta-2 receptor (Adrb2) and neural 
precursor cell expressed developmentally down-regulated 4-like protein (Nedd4l), which are 
well-known BP physiology agents.  The Adrb2 protein is one of antihypertensive therapeutic 
targets by beta blockers [31].  Both genes exist in the C18QTL3-lodging interval (Supplement 
3).  Knocking out either Adrb2 [32] or Nedd4l [33] alters BP.  Physiologically, they appeared 
the ideal candidates for C18QTL3.     

However, genetically, Adrb2 or Nedd4l carries neither a function-altering mutation that 
could impact on the structure, splicing, or expression [6], nor copy number variations (data not 
shown).  Thus, neither of them can be qualified as a genetic candidate for C18QTL3, despite 
their obvious physiological roles in BP regulation.  In the absence of a function-changing 
mutation, Adrb2 or Nedd4l can not cause a difference in BP due to its genetic variation, which 
is the cornerstone of Mendelian inheritance and the basis of human genome-wide association 
studies and animal genetics.  A QTL has to change BP, but a gene that can affect BP, in spite 
of its prominent action in the BP physiology, is not necessarily a QTL.  In contrast, Hdhd2 and 
Tcof1 are strong candidate genes to be C18QTL4 and C18QTL3 respectively because they bear 
function-changing mutations, even though their physiological impact on BP seems ‘indirect’. 

11.5.6 Implications in human essential hypertension 
First, a large number of human QTLs have been localized [1] and how they act 

together in biologically affecting the overall BP is unknown.  Since C18QTL3 and C18QTL4 
actually function in an epistatic hierarchy via a posttranslational modification in a pathway 
(Fig. 4), this conceptual framework should facilitate the elucidation of the relationships among 
some human BP QTLs.   
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Second, although no significant signals was detected near any of C18QTL3 or 
C18QTL4 in human genome-wide association studies (GWAS) [1], some small-scale studies 
have shown that QTLs on CHR 18 might exist, albeit in specific human populations [35,36].  
This phenomenon can not be overlooked, because SNPs used in a GWAS has a minor-allele 
frequency of at least 5% [37], those SNPs below that frequency threshold are filtered out of 
the screening, but may still be relevant in stratified populations.  The common disease-
common variant hypothesis does not exclude a common disease-rare variant postulate [38]. 

Finally, from a therapeutic view point, improving the de-phosphorylation capacity and 
the integrity of a downstream phosphatase substrate lowers BP and thus might become targets 
against hypertension that are founded on the mechanistic causes of BP changes. 

11.6 Conclusion 
Current studies have identified 2 genes with function-altering variants, which are 

qualified to be 2 individual BP QTLs, Hdhd2/C18QTL4 and Tcof1/C18QTL3, that fall into an 
epistatic hierarchy.  A shared pathway constitutes a fundamental BP genetic architecture and 
reveals, for the first time, a post-translational regulatory mechanism underlying the epistatic 
relationship between 2 BP QTLs (Fig. 4).  The regulatory hierarchy is the first for 2 BP QTLs 
in any mammal, lays the foundation for a comprehensive pathway construction and for 
generating novel anti-hypertensive targets based on a BP etiology and driven by the 
mechanism. 
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11.8 Tables, figures and legends 
Table 1. Mutation screening of genes in the C18QTL3-containing interval 
 Codons In/Ex junctions 

Gene 
Size of 
codon 
(bp) 

# 
of 

exons 

Mutation detected 
Lewis/ DSS 

Change in 
amino acid 

(AA) 
Lewis/DSS 

Mutation 
detected in 

In/Ex 
junction 

 
 

Differential 
Splicing 

Tcof1 4188 26 
GGAGTCTGACAGT
GAAGA 
2283

ESDSEE 
762 No  

Cdx1 
(only expressed in 
intestine) 

843 4 

G105C No No  
C107T Thr36Ile No  
C117A No No  
C119A Pro40Gln No  
C130A Pro44Thr No  
T163A Tyr55Asn No  
C201A No No  
G205A Ala69Thr No  

Nedd4l 2892 31 
A321T(exon 6) No Splice donor No  
T1995C No No  
A2139G No No  

Alpk2 6303 10 

T376C Cys126Arg No  
C475T Pro159Ser No  
C618T No No  
CCG1910 Ala637 maybe No 
A2918T Gln973Leu No  
A3754G Lys1252Glu No  
C5610G No No  
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Zfp532 3999 10 
G90A No No 

No 
 

A810G No 
  Ex9(-28) No 

Oacyl 2031 15 

G1509A No No  
  Ex1(+35) No 
  Ex10(-42) No 
  Ex10(-35) No 
  Ex12(+4) No 
  Ex14(+11) No 

Sec11c 579 6 T171C No No  
Footnote to Table 1: Only the genes carrying structural or splice-junction mutations are listed 
from Supplement 3.  The position of a mutation corresponds to the designation from the ATG 
start codon of that gene. The amino acid position begins from the first methionine. Alpk2, 
alpha kinase 2; Cdx1, caudal-type homeobox protein 1;  Nedd4l, neural precursor cell 
expressed, developmentally down-regulated 4-like, E3 protein ligase; Oacyl, O-acyltransferase 
like; Sec11c, SEC11 homolog C (S. cerevisiae); Tcof1, Treacher Collins-Franceschetti 
syndrome 1; Zfp532, zinc finger protein 532 (a gene which does not have a human 
homologue).  In: intron, Ex: exon, (+) and (-): nucleotide after before a given exon 
respectively.  No copy number variations were detected for these genes from total genome 
sequencing. 
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Table 2.  Predictions on a functional impact of a missense mutation occurring in genes 
residing in C18QTL3 and C18QTL4 residing intervals. 

Gene C18QTL cDNA  Protein Mutpred SIFT 

Alpk2 3 

T376C Cys126Arg benign benign 
C475T Pro159Ser benign benign 

CCG1910 Ala637 N/A N/A 
A2918T Gln973Leu benign benign 
A3754G Lys1252Glu benign benign 

 
Hdhd2 

 

 
4 
 

 
G337C 

 

 
Val113Leu 

 

 
Deleterious  

 

 
Deleterious 

 

Rbfa 4 A487G Thr163Ala benign benign 
A911G Glu304Gly benign benign 

Adnp2 4 

A353G Lys118Arg benign benign 
A1607C Gln536Pro benign benign 
A2140G Met714Val benign benign 
G2149A Ala717Thr benign N/A 
G3400C Glu1134Gln benign benign 

Loxhd1 4 
G3346A Val1116Met benign benign 
G3880A Val1294Ile benign benign 
G3991A Val1331Ile Benign Benign 
A5929G Ile1977Val benign benign 

Sall3 4 C3460T Arg1154Cys benign Deleterious 
C3483G Ile1161Met benign benign 

Footnote to table: MutPred score [39] (http://mutpred.mutdb.org/), and SIFT [40] 
(http://sift.jcvi.org/) refer to various prediction programs used for assessing a probable 
consequence of a missense mutation on the function of a protein it encodes.    
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Table 3. Mutation screening of genes in the C18QTL4-containing interval 
 Codons In/Ex junctions 

Gene 
Size of 
codons 

(bp) 
# of 

exons 

Mutation 
detected 
Lewis/ 
DSS 

Change in 
amino acid 

(AA) 
Lewis/DSS 

Mutation 
detected in 

In/Ex 
junction 

Alternative 
Splicing 

Ctif 1011 5 G189A No No  
Pqlc1 744 5   Ex4(-26)  

  Ex5(-28)  

Rbfa 1038 6 

G474A No No  
A487G Thr163Ala maybe No 
A911G Glu304Gly No  

  Ex4 (+20) No 
  Ex5 (+14)  
  Ex6 (+12)  
  Ex7 (-15)  

Adnp2 3411 3 

A353G Lys118Arg No  
A1607C Gln536Pro No  
A1926G No No  
A2140G Met714Val No  
G2149A Ala717Thr No  
A2499G No No  
G3126A No No  
T3144C No No  
G3400C Glu1134Gln No  

Pard6g 1149 3 
C309T No No 

No 
 

T537C No 
G699A No No  

Hdhd2 780 6 G337C Val113Leu No  
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St8sia5 1131 7 C246T No No  

Loxhd1 
(Expression not 

detectable Fig. 2) 
6651 40 

T2190C No No  
C2859G No No  
C2880T No No  
G2937A No No  
G3346A Val1116Met No  
G3880A Val1294Ile No  
G3991A Val1331Ile No  
G4107A No maybe  
C5268T No No  
A5929G Ile1977Val No  
C6375T No No  

    

  

Ex2(-35) 
Ex10(-23) 
Ex16(-32) 
Ex16(-42) 
Ex18(-49) 
Ex18(-33) 
Ex18(-32) 
Ex19(-49) 
Ex21(-8) 

Not expressed 

  Ex23(+22)  
  Ex23(+42)  

  

Ex26(+10) 
Ex33(-38) 
Ex33(+5) 
Ex35(-39) 
Ex36(+39) 

 

  Ex37(+9)  
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  Ex37(+10)  

  
Ex37(+42) 
Ex39(+27) 
Ex39(+34) 

 

Setbp1 4494 6 
T225C 

G1242A 
A1668G 

No 
No 
No 

No 
No 
No 

 

Nfatc1 2484 10   Ex5(-19) 
Ex5(+41) 

No 
No 

Atp9b 3444 30 

T87C No No  
T1003C No No  
A3393G No No  

  Ex6(-3) No 
  Ex10(-36) No 
  Ex12(-2) No 
  Ex14(-6) No 
  Ex19(+45) No 
  Ex21(+25) No 
  Ex22(+33) No 

Sall3 
(Only expressed  

in early 
development) 

3573 2 
A2865G No No  
C3460T Arg1154Cys No  
C3483G Ile1161Met No  

Footnote to Table: Only the genes carrying structural or splice-junction mutations are listed 
from Supplement 3.  The position of a mutation enumerates from the ATG start codon of that 
gene. The amino acid position begins from the first methionine. Adnp2, ADNP homeobox 
protein 2; Atp9b, ATPase, class II, type 9B; Ctif, CBP80/20-dependent translation initiation 
factor; Hdhd2, haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2; Loxhd1, 
lipoxygenase homology domains 1; Nfatc1, nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent; Pard6g, par-6 partitioning defective 6 homolog gamma (C. elegans); 
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Pqlc1, PQ loop repeat containing 1; Rbfa, ribosome binding factor A;  Sall3, sal-like 3 
(Drosophila); Setbp1, SET binding protein 1; St8sia5, ST8 alpha-N-acetyl-neuramidine alpha-
2,8-sialyltransferase 5.  In: intron, Ex: exon, (+) and (-): nucleotide after and before a given 
exon. No copy number variations were detected for these genes from total genome 
sequencing. 
 
Table 4. Kinetic studies of phosphatase properties of Hdhd2 in vitro 
 Km (pM) Vmax (pM/sec) 
DSS  Hdhd2 112.39 ±7.61 0.87 ±0.18 
Lewis Hdhd2 87.57 ±5.54 0.68 ±0.22 
p  t-test 0.025 0.51 
Footnote: In vitro assays of phosphatase activities were done in triplicate from cultured cells 
transfected with Hdhd2 clones from Dahl salt sensitive (DSS) and Lewis rat Hdhd2 cDNAs 
respectively.  The sole difference of G337C between DSS and Lewis Hdhd2 coding regions 
were confirmed by sequencing.  3 independent cultures, each in triplicates, were analyzed, i.e. 
a total of n=9.  ±, SEM. 
 
Figure 1. Defining BP QTLs for blood pressure rat Chr 18 by congenic strains. A solid bar 
under congenic strains represents the DSS fragment (a white bar) that has been replaced by 
that of Lewis (S.L).  Striped bars on ends of the solid bars denote the ambiguity of crossover 
breakpoints between markers.  The congenic regions are not drawn to scale.  Mean arterial 
pressures (MAPs) for all the strains are averages for the duration of the measurement.  Systolic 
and diastolic arterial pressures are consistent with their MAPs of all the strains (data not 
shown).  Rat genes of biological interest are: Hdhd2, Haloacid dehalogenase-like hydrolase 
domain containing 2; Tcof1, Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1.  A 2 x 2 ANOVA 
on interactions [4]  shows epistasis between C18QTL3 defined by C18S.L14 and C18QTL4 
defined by C18S.L10, because BP lowering (35mmHg) when combining C18QTL3 and 
C18QTL4 in the C18S.L2 congenic strain was highly different (p<0.001) from the predicted 
sum of BP lowering (73mmHg) by adding the effects of 2 QTLs.  
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Figure 2. Organ expression pattern of genes assayed by reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The organs are from Dahl salt-sensitive (DSS) rats and Lewis rats.  
Numbers to the right indicate the size of the fragment in base pairs.  The full gene names are 
given in Tables 1&3.  Primers for RT-PCRs of genes are listed in Supplement 5 and located in 
2 different exons to avoid amplifying genomic DNAs contaminated in RNA preparations.  
Before RT-PCR, all the mRNA samples were treated with RNase-free DNAs to remove 
possible traces of genomic DNAs.  Results shown are from 1 rat of each strain and they have 
been replicated with multiple rats of the same strain (data not shown).  All rats were males, 11 
weeks of age and fed a high salt diet for 6 weeks starting from 5 weeks of age.  The Sall3 
expression was analyzed with multiple PCR primer pairs and no products were detected in 
multiple PCR runs, consistent with its early developmental-specific profile, not in the adults 
[15].  
Figure 3. Functional analysis of 2 Hdhd2 isoforms and de-phosphorylation of Tcof1 by 
Hdhd2.  a.  Scheme in cloning the full-length Hdhd2 cDNA for expressions.  b. Confirmation 
of 2 isoform (DSS and Lewis) proteins expressed in vitro by Hdhd2 antibodies. c. Lineweaver-
Burk plot of the phosphatase activity of Hdhd2DSS and Hdhd2Lewis.  d. Detecting de-
phosphorylation of Tcof1 by Hdhd2 by Western blotting indicated by 2 parallel left-pointing 
arrow heads. Tcof1/treacle and its dephosphorylation activities were detected by Tcof1/treacle 
specific antibodies.  J, Jurkat nuclear extract alone; H, Hdhd2 cell extract; I, phosphatase 
inhibitors.  Tcof1 was not detected by Western in 150μg (i.e. the up most limit) of crude heart 
and kidney extracts, presumably its quantity in organs is limited and its location 
compartmentalized in the nucleus of specialized cells. 
Figure 4. The actual order between C18QTL4/Hdhd2 and C18QTL3/Tcof1 in one 
pathway toward BP modulations. The SS genotype (homozygous for DSS) refers to the ‘on’ 
state of the gene, and the LL genotype (homozygous for Lewis) refers to the ‘off’ state of the 
gene.  A horizontal arrow indicates the general direction leading to the BP control and does 
not imply an immediate BP-effecter.  A down pointing arrow indicates a decrease in BP with 
reference to the DSS ‘wild type”. 
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Figure 3 
a). 
 5’-cagGCTAGCCCACCATGGCAGCACGCCGTGTGTTAAA-3’                 

 

                                                                                                   
b).                                                                                          c).  

             
d). 

 
 
 
 
 
 

J J+H J+H+I
250 KDal

5’-cagCTCGAGATCTCACAGGAGATGCTGCAGGA-3’ 
NheI XhoI 
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11.10 Addendum 
Limitations de l’étude : 

 
L’analyse des gènes dans les régions contenant les C18QTL s’est limitée à l’évaluation 

des variantes codantes et des jonctions intron/exon. Cependant, les variantes non codantes 
peuvent avoir des conséquences fonctionnelles sur les gènes avoisinants [156]. Ceci représente 
une des limites de l’étude présentée dans cette publication et est discutée d’avantage dans la 
section 13.1.2 du présent document. 

 
La nomenclature des variantes recommandée par l’HGVS est la suivante [154]: 

C18QTL3 
NM_001106143.1(Tcof1):c.2283_2300delGGAGTCTGACAGTGAAGAp.(762_767delESD
SEE)  
XM_006254816.2(Cdx1):c.105C>G,  
XM_006254816.2(Cdx1):c.107C>T,p. (36Thr>Ile) 
XM_006254816.2(Cdx1):c.119A>C,p. (40Gln>Pro) 
XM_006254816.2(Cdx1):c.130A>C,p. (44Thr>Pro) 
XM_006254816.2(Cdx1):c.163A>T,p. (55Asn>Tyr) 
XM_006254816.2(Cdx1):c.205A>G,p. (69Thr>Ala) 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.321A>T 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.1995T>C 
NM_001008300.2(Nedd4l):c.2139G>A 
XM_006254887.2(Alpk2):c.376C>p.(126Arg>Cys) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.475C>p.(159Pro>Ser) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.618C> 
XM_006254887.2(Alpk2):c.1910_1912delCCGp.(637delAla) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.2918C>p.(973Gln>Leu) 
XM_006254887.2(Alpk2):c.3754G>Ap.(1252Glu>Lys) 
NM_001107382.1(Zfp532):c.90G>A 
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NM_001107382.1(Zfp532):c.810G>A 
NM_001106139.1(Oacyl):c.1059G>A 
NM_153628.2(Sec11c):c.579T>C 
C18QTL4 
NM_001108891.1(Ctif):c.189A>G 
NM_001107373.1(Rbfa):c.474G>A 
NM_001107373.1(Rbfa):c.487A>G p.(163Thr>Ala) 
NM_001107373.1(Rbfa):c.911A>G,p.(163Glu>Gly)  
NM_001014151.2(Hdhd2):c.337G>C,p.(113Val>Leu) 
NM_001127373.1(Adnp2):c.353A>G,p.(118Lys>Arg) 
NM_001127373.1(Adnp2):c.1607C>G, p.(536Gln>Pro) 
NM_001127373.1(Adnp2):c.1926A>G 
NM_001127373.1(Adnp2):c.2140A>G,p.(714Met>Val) 
NM_001127373.1(Adnp2):c.2149G>A,p.(717Ala>Thr) 
NM_001127373.1(Adnp2):c.2499A>G 
NM_001127373.1(Adnp2):c.3126G>A 
NM_001127373.1(Adnp2):c.3144T>C 
NM_001127373.1(Adnp2):c.3400G>C,p.(1134Glu>Gln) 
NM_001100973.1(Pard6g):c.309T>C 
NM_001100973.1(Pard6g):c.537C>T  
NM_001100973.1(Pard6g):c.699A>G 
NM_213628.1(St8sia5):c.246C>T 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.2190T>C 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.2859C>G 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.2880C>T 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.2937G>A 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.3346G>A,p.(1116Val>Met) 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.3880G>A,p.(1294Val>Ile) 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.3991G>A,p.(1331Val>Ile) 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.4107G>A 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.5268C>T 
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NM_001106132.3(Loxhd1):c.5929A>G, p. (1977Ile>Val) 
NM_001106132.3(Loxhd1):c.6375C>T 
XM_008772236.1(Setbp1):c.225C>T 
XM_008772236.1(Setbp1):c.242G>A 
XM_008772236.1(Setbp1):c1668A>G 
NM_001106130.1(Atp9b):c.7T>C 
NM_001106130.1(Atp9b):c.1003T>C 
NM_001106130.1(Atp9b):c.3393A>G 
NM_001108892.1(Sall3):c.2865A>G 
NM_001108892.1(Sall3):c.3460C>T,p.(1154Arg>Cys) 
NM_001108892.1(Sall3):c.3483C>G,p.(1161Ile>Met) 

 
 
11.10.1 Résultats complémentaires 

 
Figure A1. Résultats complémentaires pour l’activité enzymatique de Hdhd2.  

Détection d’activité phosphatase sur les lysats cellulaires de HEK293. La fluorescence du produit du 
DiFMUP est mesurée à différents temps d’incubation (25°C). 250ng de protéines totales extraites des cellules 
HEK293 transfectées avec les vecteurs pcDNA3.1 seul (pcDNA), pcDNA-Hdhd2DSS (DSS) ou pcDNA-
Hdhd2Lewis (Lewis) (cf. section 11.3.3 p.166), ou du contrôle positif fourni, (phosphatase acide de patate, potato 
PP) (E12020, Invitrogen) sont incubées avec 100M de DiFMUP.  
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Erratum : Le coefficient de variation (CV) des expériences de cinétique enzymatique 

présentées dans la publication est de 8,7%.  

 
Figure A2. Détection par immunobuvardage de type Western de la déphosphorylation de 
Tcof1 par les isoformes de Hdhd2 et contrôles.  

a) Détection de la déphosphorylation de Tcof  par les deux isoformes de Hdhd2. Les conditions 
expérimentales sont telles que décrites dans la section 11.3.3 du présent document. Jurkat : Jurkat nuclear cell 
extract (SCB, SC-2132), Hdhd2DSS et Hdhd2Lewis : extraits cellulaires des cellules HEK293 transfectées avec les 
vecteurs, pcDNA-Hdhd2DSS ou pcDNA-Hdhd2Lewis.  b) Détection de la déphosphorylation de Tcof  Hdhd2Lewis  
et contrôle; pcDNA : extraits cellulaires des cellules HEK transfectées avec le vecteur vide. c) Détection de de 
l’expression de Tcof1. Jurkat : 50 g de Jurkat nuclear cell extract (SCB, SC-2132) ont été chargées sur gel; 
Tissue : 150 g extraites du rein ont été chargées sur le gel; Whole cell extract : 100 g de protéines totales du 
lysat des cellules de l’aorte de DSS ont été chargées. Nuclear extract : 75g de protéines totales d’un extrait 
nucléaire obtenu par lysat des cellules de l’aorte de DSS ont été chargées. 



 

 

 
 
 
 
 
 

Discussion     
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12. Nouvelles découvertes dans l’architecture génétique de 
la pression artérielle chez le rat DSS 

 
D’après les estimations, 1,5 milliards de personnes seront touchées par l’hypertension 

d’ici l’année 2025 [41]. Ainsi, l’étude et la compréhension des mécanismes à la base de cette 
pathologie par la découverte de QTL et de leurs interactions est d’une importance capitale.  

Les constatations principales du projet exposé sont, tout d’abord, que les 28 QTL 
influençant la PA identifiés jusqu’à ce jour peuvent être séparés en trois modules qui régulent 
la pression artérielle. Les modules épistatiques EM1 et EM2 sont les « unités » fondamentales 
via lesquelles l’ensemble de ces QTL expriment leurs effets. Certaines caractéristiques des 
QTL, comme l’existence d’allèles ayant des effets opposés, permettent d’établir, en plus, une 
hiérarchie dans leur organisation. Sur cette même logique, la découverte de la nature 
moléculaire des QTL ainsi que la mise en évidence d’interactions physiques entre eux 
permettent d’élargir la compréhension de cette organisation séquentielle. C’est le cas des 
gènes candidats Tcof1 et Hdhd2 dont l’identification pourrait permettre de mieux comprendre 
le rôle physiologique des QTL et leur effet sur la PA. 

 

12.1 Évidence de l’existence d’interactions épistatiques des QTL 
S’agissant d’un trait polygénique, il a longtemps été pensé que la tension artérielle est 

le résultat de l’addition des effets minuscules des différents QTL. Par cette logique, si chaque 
QTL exerce un effet minime sur le phénotype, l’accumulation d’un nombre considérable de 
QTL serait nécessaire pour atteindre un seuil qui permet de détecter une variation de la PA 
[43].  

Cependant, plusieurs observations contredisent ce paradigme. Tout d’abord, les QTL 
détectés jusqu’à présent chez l’humain par GWAS, ne représentent que <3% de la variance de 
PA [41]. Cette incapacité à détecter l’ensemble des effets des QTL s’explique par le 
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phénomène d’ « héritabilité manquante » (« missing heritabilty ») où les variations observées 
ne représentent pas l’estimation de l’héritabilité du trait étudié [157]. De plus, lorsqu’il s’agit 
de QTL identifiés par souches congéniques de rats, l’évidence existe que ces derniers agissent 
de façon monogénique, et que la présence d’un seul QTL est nécessaire à faire varier la PA de 
façon significative [94, 106, 110]. Le paradoxe réside dans le fait que, si l’on additionne les 
effets des 28 QTL identifiés jusqu’à présent (± 450mmHg), la somme reste largement 
supérieure à la différence de pression artérielle observée entre les souches parentales DSS et 
Lewis (± 90mmHg).  

Plus encore, comme mentionné dans la section 5.2.2 du présent document, la présence 
d’allèles hypertensifs chez les souches normotendues et d’allèles qui font baisser la tension 
chez la souche DSS, démontre qu’il existe une organisation structurée dans l’interaction des 
QTL tout au long du génome permettant à l’organisme de maintenir l’homéostasie de la PA. Il 
est à noter que les QTL du chromosome 18 discutés dans les résultats du présent document, 
n’ont pas été repérés lors de la construction de la souche réciproque pour le chromosome 18, 
c’est-à-dire, lorsque des allèles DSS ont été introduits dans un fond génétique Lewis [108]. 
Ces observations ne sont pas dues au manque d’allèles hypertensifs chez le contrôle 
normotendu mais seraient plutôt dues à la capacité que possède le génome récepteur à masquer 
l’influence des QTL introduits. Ainsi, il existe des interactions des QTL au niveau du génome 
complet qui, dans le cas de Lewis, empêchent l’expression du QTL détecté chez DSS. La 
capacité de régulation du génome Lewis est contrastante avec l’incapacité du génome DSS à 
moduler les impacts qui entrainent des variations de PA. 

D’après ces observations, on peut conclure qu’il existe, tout au long du génome, des 
interactions épistatiques entre les QTL qui expliquent la redondance des QTL.  
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12.2 Classification des QTL par approche de génétique épistatique  
 

12.2.1 Modularisation des QTL 
Dans l’étude de l’hypertension et d’autres maladies complexes, les phénomènes 

épistatiques ont longtemps été vus comme des obstacles à l’identification des gènes causant la 
pathologie. Cependant, ce type d’interaction est essentiel et indispensable au maintien de la 
structure de contrôle de la PA [116]. 

Lorsqu’il existe des mutations dans deux gènes ou QTL distincts affectant la pression, 
la première question à poser est si tous deux agissent au niveau de la même cascade de 
régulation, et le cas échéant, dans quel ordre ils le font. 

Au niveau du génome DSS, la classification de QTL par rapport à l’existence ou 
l’absence d’interactions épistatiques a rendu possible l’établissement de deux modules 
épistatiques (EM). La presque totalité des QTL identifiés au sein de notre laboratoire 
appartient à l’un ou à l’autre de ces modules qu’on appelle EM1 et EM2. Les QTL appartenant 
à un même module sont nécessairement épistatiques entre eux, et donc redondants, ainsi 
qu’additifs envers les QTL classés dans l’autre module.  

Il est à noter qu’au cours de cette étude nous avons identifié un QTL, soit le C2QTL1, 
qui agit de façon additive avec les QTL de EM1 et avec ceux du EM2 et a donc été classifié 
dans un troisième module, EM3 (Figure 5a.). Plus encore, il existe 3 QTL; plus précisément 
C7QTL, C1QTL1 et C1QTL3, qui présentent des interactions de type épistatique 
simultanément avec les QTL du EM1 et du EM2. Une explication possible à ce phénomène 
serait que ces 3 QTL peuvent avoir des effets pléiotropiques [158]. Ainsi, vu qu’ils ne 
présentent pas d’interactions de type additif envers les membres des EM1 et EM2, ils peuvent 
être classifiés comme faisant partie de l’un ou l’autre des modules et non d’un module distinct 
(Figure 5b.).  
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12.2.2 Établissement d’une hiérarchie dans l’organisation des QTL 
L’existence de QTL ayant des effets opposés permet, dans un premier temps, d’établir 

une hiérarchie entre eux. À titre d’exemple, lors de la construction de la souche congénique  
C8S.L2, délimitant le C8QTL2, on observe que les allèles introduits causent une hausse de la 
PA par rapport à la souche parentale DSS. Il s’agit donc, comme dans le cas du C3QTL2, 
discuté dans la section 5.2.2, ainsi que dans celui du C2QTL4L, de QTL +PA (cf. section 9.8 
Table 1. P.68 et section 9.10 Table 1. P.74). Lors de la construction de la souche double 
congénique C8S.L2/C10S.L16, contenant à la fois le C8QTL2 et le C10QTL2, membres tous 
deux du EM2, on observe que leur effet combiné est égal à l’effet observé chez la souche 
C10S.L16; contenant seulement le C10QTL2 (cf. Fig.1F, section 9.8 p.66). De cette façon, 
étant donné que C10QTL2 masque l’effet de C8QTL2, il est possible de dire que le premier est 
épistatique au deuxième et qu’il est placé plus haut dans la hiérarchie régulatrice. 

Plus encore, ceci permet d’identifier le type d’interaction existant entre ces deux QTL. 
Dans ce cas précis, on peut dire que C8QTL2 exerce un effet inhibiteur sur C10QTL2 (Figure 
5 c., p.265). Pour illustrer cette affirmation, on se référera à la Figure 4, p. 264 qui s’explique 
comme suit : étant donné que lors de l’identification de QTL de PA, on compare les souches 
congéniques par rapport à DSS, cette souche sera définie comme étant de type sauvage (WT) 
et les allèles (SS, homozygotes) de cette souche comme étant « on ». Dans le même ordre 
d’idées, tout changement chez DSS dû à un remplacement par les allèles provenant de Lewis 
(LL, homozygotes) dans une congénique, sera considéré comme mutant et en état « off ». 
Ainsi, quand le C10QTL2 est en position « off » (souche C10S.L16), la PA diminue par 
rapport à celle de DSS (flèche pointant vers le bas sur la Figure 4.), indiquant ainsi que la 
présence d’allèles SS au niveau de ce QTL est nécessaire à l’augmentation de la PA. Si le 
C8QTL2 agissait comme activateur du C10QTL2, lorsque les deux seraient en position « on », 
on s’attendrait à voir une augmentation de la PA de base de DSS. Ce phénomène étant 
aberrant et non-existant, on peut admettre que C8QTL2 exerce une régulation négative sur 
C10QTL2. En effet, lorsque C8QTL2 est « off », sont effet inhibiteur sur C10QTL2 est annulé, 
permettant l’augmentation de PA observée chez la souche C8S.L2. En outre, lorsque les deux 
QTL sont « off », comme dans la double congénique, la PA diminue au même degré que pour 
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la souche C10S.L16. Ceci est dû au fait que, lorsque C10QTL2 est LL, les allèles nécessaires à 
l’augmentation de la PA pour atteindre la même valeur que DSS, sont « off », et par 
conséquent, l’état du QTL inhibiteur devient insignifiant. Le même principe peut être appliqué 
aux C3QTL1 et C3QTL2 de EM1, où le premier est épistatique au deuxième et ce dernier agit 
comme inhibiteur du C3QTL1. Il en est de même pour C2QTL4L qui exerce aussi une 
régulation négative sur C10QTL2.  

 

.   
Figure 4. Schéma de la détermination hiérarchique de deux QTL par génétique épistatique. Les 
flèches verticales démontrent une augmentation (vers le haut) ou une diminution (vers le bas) de la PA par 
rapport à la souche parentale Lewis.  
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Figure 5. Schéma de la modularisation des QTL. a) Modularisation des QTL en EM. b) Schématisation 
des effets pléiotropiques (flèches en pointillés) des C7QTL, C1QTL1 et C1QTL3, l’ensemble de ces QTL délimité 
par des pointillés dénote que ces 3QTL font partie à la fois de EM1 et EM2 et non d’un EM distinct. c) 
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Modularisation des QTL et établissement d’une hiérarchie entre C3QTL1 et C3QTL2, ainsi que C10QTL2 et les 
C8QTL2, C10QTL4L. CxQTLx peut être n’importe quel QTL du EM en question.       indique un effet inhibiteur, 
- - - indique un type de régulation quelconque dont l’existence n’est pas prouvée,        indique une régulation 
existante. 

 

12.3 Signification biologique de la modularisation des QTL 
Comme discuté dans la section 9.4.3, les combinaisons de plus de 2 QTL contenant 

chacune, à la base, C10QTL1 et C10QTL2, démontrent que la présence de ces deux QTL dans 
une même congénique exerce un « effet palier » au niveau de la PA. Ceci illustre donc que 
l’effet d’un autre QTL provenant de l’un ou l’autre des EM devient redondant. De plus, les 
QTL faisant partie d’un même module épistatique sont supposés d’agir au niveau de la même 
voie de régulation. Suivant cette logique, le défaut d’un des membres du EM/voie, se traduit 
par un blocage au niveau de la cascade, la rendant ainsi non-fonctionnelle [77, 94, 110, 159].   

De cette façon, le dévoilement d’une architecture génétique expliquant le mode 
d’action des différents QTL permet de placer provisoirement un QTL au sein d’une voie de 
régulation de la PA, et ceci, sans que sa nature moléculaire et/ou sa fonction soient connues. 

Néanmoins, il est à noter que l’établissement d’une hiérarchie au niveau de ces voies 
est possible, uniquement, lorsque les deux QTL analysés exercent des effets opposés. Le 
positionnement séquentiel de deux QTL ayant des effets semblables et de même ampleur 
demeure impossible sur la base unique d’un changement de PA. Ainsi, il est nécessaire 
d’analyser des phénotypes intermédiaires et/ou d’établir la nature et fonction des QTL en 
question.  

Pour cette raison, l’identification des gènes à la base des QTL se révèle une stratégie 
complémentaire à la compréhension des mécanismes sur lesquels les traits complexes sont 
basés.   
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13. Identification de QTL au niveau du chromosome 18 du 
rat.  

 
Depuis les années 1990, l’existence de QTL influençant la PA au niveau du 

chromosome 18 chez le rat a été établie par analyses de liaison génétique. L’objectif a été, au 
cours de la présente étude, d’identifier ces QTL et de démasquer les gènes à la base de la 
différence de PA [103, 108]. 

 

13.1 Analyse des régions C18QTL3 et C18QTL4  
 

13.1.1 Cartographie fine des C18QTL 
La construction des sous souches congéniques C18S.L10 et C18S.L14 a permis de 

déceler la présence de deux QTL distincts au niveau de la région délimitée par la souche 
C18S.L2, contenant l’ancien C18QTL3 (cf. Fig. 1, section 10.8, p.110). C18S.L14 délimite le 
nouveau C18QTL3, tandis que C18QTL4 est délimité par C18S.L10.   

Étant donné les moyens techniques disponibles au moment où l’étude a été entamée et 
en suivant les principes de l’approche par gène candidat, les premiers gènes analysés ont été 
Adrb2 et Nedd4l, contenus dans C18QTL3. Aucune variante se traduisant par un changement 
protéique ou se trouvant au niveau des régions régulatrices n’a été détectée. La région 
promotrice minimale de Adrb2 est identifiée chez l’humain à 550pb en amont du codon 
d’initiation [160]. Cependant, certains SNPs ont été détectés jusqu’à ~1450 pb en amont du 
ATG [161], pour cette raison, nous avons séquencé 1481 pb dans la région 5’ de ce gène. 

Étant donné que la séquence promotrice de Nedd4l n’était pas connue, nous avons 
séquencé environ 1650 pb en amont du codon d’initiation, en nous basant sur les régions 
définies pour Adrb2. Plus encore, aucune différence du niveau d’expression dans les reins n’a 
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été détectée pour ces deux gènes. Nedd4l étant impliqué dans la régulation de plusieurs canaux 
et transporteurs ioniques rénaux comme les ENaC, NCC, NKCC2 et NH3 [147, 149, 162], 
l’analyse d’expression de ce gène n’a été effectuée qu’au niveau rénal. Pour des raisons de 
concordance, le même tissu a été utilisé pour l’étude de Adrb2. Il serait néanmoins intéressant 
d’effectuer des analyses sur d’autres organes comme le cerveau, le cœur, le foie et les 
poumons, étant donné que l’expression de Nedd4l est importante au niveau de ces organes et 
que cette protéine est connue pour réguler des canaux sodiques sensibles au voltage au niveau 
du cœur et des neurones, des canaux potassiques cardiaques et est impliqué dans la croissance 
des dendrites [147]. Il serait d’autant plus nécessaire d’effectuer ces analyses d’expression 
dans des organes autres que le rein étant donné la fonction de Adrb2 au niveau des cellules 
vasculaires lisses ainsi que son implication au niveau des systèmes cardiovasculaire, 
musculaire et immunologique [144, 147, 163, 164].  

Ensuite, l’examen détaillé de la séquence codante et des jonctions exon/intron définies 
à 50 pb en amont et en aval de chaque exon [165] d’autres gènes contenus dans les régions 
C18QTL3 et C18QTL4 a été poursuivi.  

Le développement et la standardisation de techniques de séquençage des génomes 
complets [166] a rendu possible, postérieurement, l’utilisation des génomes DSS et Lewis 
comme base de données. De cette façon, non seulement nous avons réussi à identifier toutes 
les différences de séquence présentes dans les gènes contenus dans les QTL, mais aussi à 
réduire les régions délimitées par les souches en utilisant des SNPs comme marqueurs 
génétiques. Par conséquent, nous avons réduit le nombre de gènes contenus au niveau des 
C18QTL3, C18QTL4 et C18QTL2.  

 

13.1.2 Identification de gènes candidats 
En vue d’établir un gène comme candidat à la base d’un QTL celui-ci doit présenter au 

moins une variante qui affecte sa fonction; ces variantes peuvent affecter la séquence 
protéique encodée, l’épissage ou le niveau d’expression du gène. Ce dernier peut aussi 
présenter un nombre variable de copies (CNV) [94, 167].  
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Étant donné les résultats des prédictions de l’impact des variantes au niveau des gènes 
contenus dans les régions C18QTL, Tcof1 et Hdhd2 ont été retenus comme candidats 
prédominants pour les C18QTL3 et C18QTL4, respectivement. Bien que le gène Alpk2 ait été 
considéré comme candidat prédominant avant d’avoir séquencé tous les gènes contenus dans 
la région (chapitre 10), les variantes observées,  sont prédites comme étant non-délétères. 
Tcof1 et Alpk2 présentent des délétions se traduisant par la perte de un ou plusieurs acides 
aminés pouvant affecter la fonction des protéines encodées. L’impact de la délétion observée 
dans la séquence de Tcof1 serait néanmoins plus important étant donné que les acides aminés 
manquants correspondent à un des domaines fonctionnels de la protéine [168]. Hdhd2 est 
retenu comme candidat prédominant pour le C18QTL4 étant donné que les résultats présentés 
dans cette étude suggèrent que la substitution NM_001014151.2(Hdhd2):c.337G>C, 
p.(113Val>Leu)  altérerait l’affinité de Hdhd2 pour le DiFMUP. 

Il est à noter qu’au cours des études effectuées, de nombreuses variantes se trouvant au 
niveau de séquences régulatrices et, par conséquent, pouvant affecter l’expression ou 
l’épissage des gènes présents dans les régions C18QTL, n’ont pas été analysées. Tout en 
étudiant ce type de variantes, il serait intéressant d’analyser les profils d’expression des gènes 
entre DSS et Lewis, ou entre DSS et les souches congéniques au niveau de différents tissus 
[169-171].  

En effet, l’analyse des gènes dans les régions contenant les C18QTL s’est limitée à 
l’évaluation des variantes codantes et des jonctions intron/exon. Bien que souvent rares, les 
variantes présentes dans les régions codantes des gènes ont un impact important sur les formes 
Mendéliennes d’hypertension [54], ainsi que dans des traits complexes.  

Cependant, les variantes non codantes, qui sont souvent négligées, peuvent avoir des 
conséquences fonctionnelles sur les gènes avoisinants [156]. Étant donné que l’on dispose à 
présent des séquences complètes des génomes de DSS et Lewis il serait intéressant d’analyser 
ce type de variantes. En effet, on pourrait, grâce à l’existence de bases de données telles que 
ENCODE [172, 173], GWAVA[174] ou GeneVar, étudier l’implication de cette classe de 
variantes dans la différence du phénotype observé et ce en recherchant l’existence de: (i) QTL 
d’expression (eQTL) [175]; (ii) QTL d’épissage (sQTL) [176]; (iii) marqueurs de régulation 
épigénétiques;  pouvant avoir des effets sur l’expression de gènes pertinents pour la régulation 
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de la PA. Plusieurs techniques sont à présent disponibles pour analyser cette classe de 
variantes; la méthode de ChIP-seq permet d’établir l’existence d’éléments régulateurs de 
l’expression génique comme des activateurs ou suppresseurs de l’activité promotrice des 
gènes [175]. L’analyse des profils d’expression dans des tissus pertinents couplé au 
séquençage de l’ARN permet aussi de confirmer la présence d’un eQTL ayant un effet sur 
l’expression des gènes ou des ARN non codants [156]. Plus encore, il existe à présent des 
techniques permettant de mettre en évidence des interactions régulatrices à l’échelle du 
génome comme c’est le cas de la capture de la conformation de la chromatine (chromatin 
conformation capture, 3C) ou de la technique Chromatin interaction analysis by paired-end-
tag sequencing (ChIA-PET) [174, 177]. 

A la lumière de la discussion précédente, on ne peut pas exclure la possibilité qu’une 
composante génétique autre que Tcof1 et Hdhd2 soit à la base d’un QTL dans cette région et 
ait une influence sur la PA. En effet, il serait nécessaire d’isoler chacun des gènes retenus 
comme candidats et de tester leur effet grâce à des techniques d’édition du génome par des 
expériences de knock-in ou de transgénèse [110, 178, 179].  
13.1.2.1 QTL influençant la PA et gènes liés à sa régulation 

Dans les cas monogéniques d’hypertension, ce sont les gènes ayant des fonctions 
physiologiques directement liées à l’homéostasie de la PA qui sont touchés [54]. De même, 
des changements dans la fonction de ces derniers par leur inactivation ou encore par leur 
surexpression, cause des effets directs sur la PA. Cependant, même s’ils résident au niveau 
d’une région QTL, ils ne sont pas considérés comme gènes candidats s’ils ne possèdent pas 
des variantes de séquence significatives pouvant aboutir à des changements de fonction. À 
titre d’exemple, l’inactivation du gène Adm contenu dans des régions QTL chez le rat et chez 
l’humain, se traduit par une variation de la PA [43, 100, 180]. Cependant, comme discuté 
auparavant (section 9.4.4, p.55), aucune différence de séquence n’a été détectée entre DSS et 
Lewis et ce gène n’est donc pas retenu comme candidat. Par le même raisonnement, Adrb2 et 
Nedd4l n’ont pas été retenus comme candidats pour le C18QTL3. À noter que, grâce au 
séquençage des génomes complets de DSS et Lewis, nous avons en plus pu corroborer 
qu’aucun de ces deux gènes n’est présent en nombre différents de copies (CNV) entre ces 
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deux souches. Ainsi, un QTL influençant la PA peut être différent d’un gène dont les effets sur 
la PA sont directs.   

Par ailleurs, les candidats des C18QTL4 et C18QTL3, Hdhd2 et Tcof1 ne sont pas 
connus pour avoir une influence directe sur la pression sanguine. Étant donné l’importance des 
voies de signalisation par phosphorylation/déphosphorylation dans la cellule [181], il est 
envisageable de penser que ces candidats agissent en amont d’autres facteurs d’une voie qui 
aboutit la modulation du produit d’un gène directement lié au contrôle de la PA. 
 
 
13.2 Modularisation de C18QTL3 et C18QTL4 et étude de leur 
interaction 

La souche C18S.L2 délimite l’ancien C18QTL3, région contenant le nouveau 
C18QTL3 et le C18QTL4. Ainsi, C18S.L2 peut être considérée comme la double congénique 
nécessaire à l’étude de l’interactions des C18QTL3 et C18QTL4 (Figure 6.). Les C18QTL1, 
C18QTL2 et ancien C18QTL3 sont épistatiques entre eux [108]. Plus encore, les résultats 
présentés dans le chapitre 9 démontrent que C18QTL2 appartient à EM1. Par extrapolation de 
ces données, on peut conclure que C18QTL3 et C18QTL4 sont épistatiques et appartiennent à 
EM1.  
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Figure 6. Analyse de l’interaction épistatique entre C18QTL3 et C18QTL4. Les 3 premières 
barres représentent la différence de MAP observées expérimentalement entre la congénique et DSS (définie à 
valeur 0). La 4ème barre représente l’effet additif prédit des 2 QTL analysés. C18QTL3 est délimité par 
C18S.L14, C18QTL3 par C18S.L10 et C18QTL3+C18QTL4 est représenté par la souche C18S.L2. 

 
La suite logique de l’étude est donc d’analyser les bases moléculaires de l’interaction 

épistatique entre C18QTL3 et C18QTL4. Étant donné que Hdhd2 fait partie d’une superfamille 
de protéines encodant des phosphatases et que Hdhd1 est connue pour en être une [182], nous 
avons testé l’existence de cette activité enzymatique chez Hdhd2. Cependant, l’activité de 
cette protéine nécessite d’une caractérisation plus poussée; certaines méthodes pour atteindre 
cet objectif sont décrites dans la section Annexes de ce document.  

 TCOF1, impliquée dans le syndrome de Treacher Collins, est une protéine nucléaire 
polyphosphorylée impliqué dans la biogénèse ribosomale [183]. Les résultats présentés dans la 
section 11.4.8, suggèrent une interaction entre Hdhd2 et Tcof1.  

Cependant, les résultats présentés dans ce document ne représentent qu’une première 
approche. En effet, il serait nécessaire de prouver l’interaction de ces deux protéines par des 
expériences plus complètes et concluantes. Tout d’abord, il serait nécessaire d’effectuer les 
tests avec des protéines purifiées par des techniques d’immunoaffinité; de cette façon, le 
niveau de phosphorylation de Tcof1 pourrait être analysé grâce à l’utilisation de méthodes 
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d’immunovubardages de type « western » ou ELISA  avec des anticorps phospho-spécifiques 
[184].  

Cependant, d’après les expériences réalisées, nous proposons que Hdhd2 
déphosphoryle Tcof1 in vitro. L’identification de la nature moléculaire de ces QTL rend 
possible l’analyse de leur interaction. Bien que leur interaction reste à confirmer in vivo, les 
analyses présentées font preuve, pour la première fois, d’une interaction fonctionnelle entre 2 
QTL prédite par le modèle de modularisation des QTL chez le rat Dahl Salt-Sensitive. Ainsi, 
étant donné que Hdhd2 agirait en amont de Tcof1 dans la voie dans laquelle ils sont impliqués, 
une nouvelle hiérarchie dans l’organisation de l’architecture du contrôle de la PA est proposée 
(Figure 7.).   

 

 
Figure 7. Schéma récapitulatif de modularisation des QTL et des hiérarchies existantes. 
CxQTLx, CyQTLy, CzQTLz et Cx’QTLx’ peuvent être n’importe quel QTL du EM en question.       indique un 
effet inhibiteur, - - - indique un type de régulation quelconque dont l’existence n’est pas prouvée (?),        indique 
une régulation existante. 
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14. Implications et applications chez l’humain 
 
Bien que plusieurs mécanismes moléculaires à la base des formes monogéniques de 

l’hypertension soient établis, l’étiologie de l’hypertension essentielle demeure énigmatique. La 
stratégie de choix pour identifier les variations causant l’apparition de cette pathologie est 
l’application des Genome-Wide Association Studies (GWAS) [1, 41, 57, 58, 62, 100]. Bien 
que cette approche soit viable dans la découverte de variantes causant l’hypertension, elle 
comporte quelques bémols. Tout d’abord, les associations ne permettent pas de détecter 
directement le gène à la base de la variation de PA, étant donné que les SNPs sont souvent 
dans des régions intergéniques. Ensuite, le seuil de détection est établi à MAF > 5%, ce qui 
exclut systématiquement des SNPs pouvant être pertinents à la PA dans une sous-population. 
Plus encore, étant donné qu’il s’agit d’études statistiques, la possibilité d’établir un lien de 
cause à effet est faible [62, 185]. Ces limitations peuvent être surmontées grâce à l’utilisation 
de modèles animaux pour l’identification de QTL. 

 

14.1 Effets de l’hétérogénéité génétique sur l’identification de QTL 
D’après l’ensemble de l’étude exposée jusqu’à maintenant, on admet que les QTL sont 

organisés en modules épistatiques chez le modèle DSS. Étant donné qu’il s’agit d’une 
population consanguine, il est difficile d’extrapoler cette organisation directement chez une 
population plus hétérogène et d’autant plus chez l’humain. Il faut noter aussi, que s’agissant de 
conclusions tirées à partir de l’utilisation de modèles animaux, les effets de l’environnement 
sont modulés et ne sont pas pris en considération. Plus encore, la seule façon de déceler 
l’existence d’une organisation en modules est d’isoler chaque QTL pour ensuite étudier leurs 
interactions en paires, tâche qui n’est pas réalisable au sein des populations humaines.  

En outre, il est intéressant de remarquer que le caractère monogénique des QTL n’est 
pas toujours apparent lorsque le fond génétique dans lequel il s’exprime est hétérogène. En 
effet, le C18QTL1 détecté par congéniques sur fond DSS représente 48% de la différence de 
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PA entre les souches parentales [108]. Cependant, l’effet observé de ce même QTL dans un 
fond non homogène ne représente que 7.5% de la variabilité détectée [103].  

De cette façon, nous mettons de l’avant le fait que les approches statistiques dans 
l’étude de traits complexes chez l’humain, couplées aux approches expérimentales dans des 
modèles animaux peuvent démasquer des QTL de PA qui ne seraient pas identifiables 
autrement.     

 

14.2 Relation entre les QTL influençant la PA chez l’humain et les 
QTL de PA chez DSS 

Comme il a été discuté dans la section 9.4.4, certains QTL détectés chez l’humain sont 
retrouvés dans le modèle DSS. C’est le cas, par exemple, de FLJ32810-TMEM133, qui étant 
découvert par GWAS [100], est retrouvé dans la région délimité par la souche C8S.L2. 
Comme exposé auparavant, C8QTL2 inhibe C10QTL2 dans une cascade encore inconnue. Le 
gène candidat prédominant pour C10QTL2 code pour une protéine de la famille des ATP-
binding cassettes, subfamily A (ABCA); cette classe de protéines n’étant pas associées à la 
régulation de la PA, on peut déduire qu’il ne s’agit pas d’un QTL directement lié au trait. 
Ainsi, au niveau de la cascade de régulation dans laquelle il est impliqué, C10QTL2 est 
sûrement en amont d’autres QTL. À noter le QTL défini par NPR3 chez l’humain est 
homologue au C2QTL4L, régulant lui aussi C10QTL2. Ainsi, l’analyse plus approfondie de 
l’existence d’une relation hiérarchique et régulatrice entre les QTL FLJ32810-TMEM133 et 
NPR3 pourrait se révéler très prometteuse. En suivant ce même ordre d’idées, il serait 
intéressant d’étudier les interactions entre les QTL JAG1, EDN3 et CSK, étant donné que leurs 
QTL homologues chez DSS font tous partie de EM1.  
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14.3 Pertinence de la modularisation des QTL  
Même si la relation entre les QTL humains discutés dans la section précédente 

nécessite d’une confirmation expérimentale, la modularisation des QTL chez DSS permet 
d’ouvrir la voie vers une compréhension plus approfondie et globale de l’architecture à la base 
de l’hypertension essentielle. La mise en évidence de l’existence de modules épistatiques chez 
DSS permet, néanmoins, de positionner provisoirement un QTL humain dans une voie de 
régulation; si et seulement si, il existe un QTL homologue chez la souche murine. Ceci est 
envisageable même si la nature et fonction du QTL restent à déterminer. Plus encore, la 
modularisation des QTL permettra peut-être d’améliorer les traitements médicaux étant donné 
qu’on pourra cibler deux cascades distinctes de façon à contrôler la tension plus efficacement. 

Réciproquement, l’identification du gène responsable du QTL chez le rat ainsi que 
l’élucidation de sa fonction et/ou de son interaction avec un autre QTL, permet d’agrandir le 
nombre de variantes à tester lors de l’utilisation des GWAS. C’est le cas des C18QTL3/Tcof1 
et C18QTL4/Hdhd2; QTL qui pourraient être inclus dans les analyses d’association chez 
l’humain.   



 

 

 
 
 
 
 
 

Conclusion 
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La découverte des bases génétiques de l’hypertension essentielle, facteur majeur de 
risque des maladies cardiovasculaires, est actuellement un défi très important à relever. Étant 
donné le caractère polygénique du trait et l’hétérogénéité des populations humaines, 
l’utilisation des modèles animaux dans l’étude de cette pathologie est une stratégie de choix.  

L’identification de QTL ayant une influence sur la PA par construction de souches 
congéniques se comportant de façon monogénique et l’évidence de l’existence d’interactions 
épistatiques dans le génome ont été les outils et les moyens par lesquels on a regroupé la 
presque totalité des QTL en modules épistatiques (EM). Ces EM sont considérés comme les 
« unités » fondamentales de l’architecture génétique contrôlant la PA. Les QTL faisant partie 
du même EM sont organisés en cascades séquentielles et hiérarchiques dont la majorité reste 
inconnue; ceci étant dû, en grande partie, au fait que les gènes candidats pour chaque QTL 
sont loin d’être des gènes de fonction physiologique proche de la régulation de la PA.  

Bien que le dévoilement de cette modularité permette de placer provisoirement un QTL 
au sein d’une cascade donnée, l’identification de sa nature et fonction moléculaires, ainsi que 
la façon dans laquelle il interagit avec le reste des QTL, demeure indispensable.  

L’identification de la nature moléculaire de C18QTL4/Hdhd2 et C18QTL3/Tcof1 
faisant partie tous les deux du même module épistatique, dont la présente étude suggère une 
interaction de Hdhd2 et Tcof1, se révèle être la première évidence expérimentale prédite par la 
modularisation des QTL. 

Bien que l’interaction de ces deux QTL reste à prouver in vivo, la découverte de 
nouvelles composantes dans l’organisation du maintien de la PA rend possible la 
diversification des cibles des études chez l’humain. La modularisation des QTL chez le rat 
trace la voie pour la découverte de nouvelles cibles et de nouveaux traitements thérapeutiques 
plus efficaces, basés sur des voies de régulation hiérarchisées.     
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Annexes 
1. Analyse de l’activité d’une phosphatase et identification du 

substrat 
De nos jours, la technique la plus répandue pour caractériser l’activité phosphatase 

d’une protéine donnée est l’utilisation du p-nitrophenyl phosphate (pNPP). Lors de l’hydrolyse 
de ce substrat artificiel par une phosphatase, un produit chromogénique avec absorbance à 405 
nm, le p-nitrophenol, est créé, permettant ainsi de mesurer l’activité de la phosphatase étudiée 
[186]. Le pNPP est un substrat de choix étant donné que son taux d’hydrolyse non-
enzymatique est très faible et ce, même à des hautes températures. De plus, la majorité des 
phosphatases présentent une activité significative envers ce substrat à pH neutre. Cette 
technique comporte plusieurs avantages sur la méthode radioactive, étant donné le danger 
associé aux manipulations du matériel radioactif et le fait que les concentrations de substrat 
utilisées peuvent être supérieures au Km. La majorité des sérine/thréonine phosphatases 
nécessitent de la présence d’un cation divalent pour leur activité. Ainsi, on peut analyser 
l’activité de la phosphatase étudiée en présence d’ions métalliques tels que le Mn2+ et Mg2+, 
entre autres. Par ailleurs, il est nécessaire de déterminer aussi la température et le pH optimal 
pour l’activité enzymatique, paramètres qui peuvent être analysés en effectuant les réactions à 
différentes températures et en utilisant différentes solutions tampons. Plus encore, cette 
technique permet d’étudier l’effet des inhibiteurs de phosphatases [187, 188]. Une alternative 
pour la détermination de l’activité d’une phosphatase est la méthode « in-gel ». Dans cette 
approche, une molécule marquée au 32P est ajouté au gel de polyacrylamide et suite la 
séparation par SDS-PAGE des protéines contenues dans un échantillon, on peut détecter par 
autoradiographie les sites de perte du radio-isotope. Cette procédure, couplée à des 
immunobuvardages de type « western » permettent d’identifier l’activité phosphatase de la 
protéine d’intérêt. Des variantes de cette technique incluent l’utilisation de molécules 
fluorogéniques comme le DiFMUP qui permettent la coloration du gel après la migration .  

En vue d’identifier le substrat d’une protéine phosphatase, plusieurs approches peuvent 
être utilisées. Tout d’abord, un balayage systématique peut être effectué en utilisant des 
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molécules comme des sucres et de nucléotides ainsi que des peptides phosphorylés. L’activité 
de l’enzyme envers les différents substrats peut être détectée grâce à l’addition du vert de 
malachite [188, 189]. Il existe aussi des puces à peptides phosphoryles qui permettent de 
détecter leur niveau déphosphorylation suite à des colorations fluorescentes, comme le « Pro-
Q ® Diamond » (Molecular Probes® , Invitrogen) [190]. 

De nos jours, des efforts sont faits pour répertorier les substrats potentiels de certaines 
phosphatases grâce à des analyses informatiques qui utilisent des techniques de prédiction par 
d’homologie de séquence, par exemple. Cependant, le manque d’information concernant 
principalement les sérine/thréonine phosphatases rend la tâche difficile [191]. Lorsqu’une 
première analyse démontre une activité de la phosphatase envers un ou plusieurs peptides 
phosphorylés, on peut effectuer un marquage isotopique des protéines dans un lysat cellulaire 
en présence ou absence de la phosphatase en question, suivi d’une électrophorèse 
bidimensionnelle sur gel à fin de comparer les profils de phosphorylation. Les protéines ayant 
été déphosphorylées peuvent être analysées par spectrométrie de masse. De même, on peut 
effectuer des analyses de spectrométrie de masse en tandem couplée à la chromatographie 
liquide (LC-MS/MS); de cette façon on peut comparer les phosphoprotéines présentes dans un 
échantillon traité avec la phosphatase en question vs. l’échantillon non traité [192, 193]. Dans 
certains cas, la validation du substrat d’une phosphatase peut se faire in vitro par la technique 
de « substrate-trapping ». En effet, cette méthode repose sur la co-précipitation de deux 
protéines mais étant donné que la formation du complexe entre une enzyme-substrat est 
transitoire, certains mutants de la phosphatase peuvent être créés en vue d’abolir son activité 
catalytique tout en gardant intact le site de liaison du substrat. Ce type de technique 
d’identification de substrat est très rependu dans l’étude des tyrosine-phosphatases [184]. Une 
approche alternative in vivo est l’utilisation de double-hybrides chez la levure où la protéine 
d’intérêt est fusionnée au domaine de liaison de l’ADN d’un activateur de transcription, 
comme le GAL4, et le substrat à son domaine d’activation. L’interaction de la phosphatase 
avec le substrat se traduit alors par la transcription de gènes rapporteurs sous contrôle de 
GAL4. Cette technique est aussi utilisée pour un balayage de substrats possibles en utilisant 
des librairies de cDNA et elle requière souvent de l’activation conditionnelle d’une kinase 
pour assurer la phosphorylation des protéines encodées [194]. 
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