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Résumé

L’hypertension essentielle étant un facteur majeur de morbidité, la compréhension de
son 1’étiologie est prépondérante. Ainsi, la découverte de nouvelles composantes ou
mécanismes de régulation de la PA par 1’identification de QTL et 1’étude de leurs interactions
s’avere une approche prometteuse. L’ utilisation de souches congéniques de rats pour 1I’étude
de I’hypertension est une stratégie payante puisqu’elle permet de masquer les effets de

I’environnement, tout en gardant le caractére polygénique de la PA.

Longtemps congu comme un trait issu de I’accumulation des effets minimes des QTL,
la PA est régulée par une architecture basée sur I’existence d’interactions épistatiques.
L’analyse par paires de QTL individuels a permis d’établir une modularité dans 1’organisation
des QTL chez le rat Dahl Salt-sensitive en fonction de la présence ou de I’absence d’une
interaction épistatique entre eux. Ainsi, deux modules épistatiques ont été établis; EMI et
EM2 ou tous les QTL appartenant a EM1 sont €pistatiques entre eux et agissent de fagon
additive avec les membres de EM2. Des hiérarchies dans la régulation peuvent alors étre

révélées si les QTL d’un méme EM ont des effets opposés.

L’identification de la nature moléculaire des candidats CI8QTL4/Hdhd2 et
CI8QTL3/Tcofl, membres du EMI, et de '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 Tcofl et réguler ce dernier par une modification post-traductionnelle. Cette
interaction est la premicre évidence expérimentale de la prédiction des relations entre QTL,

phénomene établi par leur modularisation.

Le dévoilement du fonctionnement de I’architecture génétique a la base du contrdle de
la PA et la découverte des geénes 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,

Tcofl, Alpk2, géne 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, C/8QTL4/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 Tcofl 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,

Tcofl, Alpk2, epistatic module, congenics
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Introduction



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

millimetre de mercure (mmHg).

Chez I’humain, chaque contraction cardiaque, appelée systole, propulse environ 70mL
de sang vers les organes a travers le réseau artériel qui revient vers le cceur via le réseau
veineux. Cette circulation effectue une pression sur la paroi des artéres 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 a sa valeur optimale aux alentours de 80mmHg.
La pression artérielle moyenne (MAP) est, comme son nom I’indique, la moyenne pondérée
des PAD et DAP et est l’indicateur de la pression a 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].



1.2 Régulation de la pression artérielle

La régulation de la PA est assurée par un systéme complexe de contréle du débit et de
la fréquence cardiaques, du volume sanguin ainsi que de la résistance vasculaire. Cette
régulation est a la fois neuronale et hormonale; la premiére agissant surtout a court-terme, la
deuxiéme engagée pour un controle a plus long-terme grace a I’intermédiaire de la régulation

du volume sanguin par les reins [1, 2].

1.2.1 Régulation neuronale

Le systétme nerveux joue un role majeur dans le controle de la PA. Son action au
niveau du systéme cardiovasculaire requicre de 1’intégration par le systéme nerveux central
(SNC) des signaux afférents provenant des différents organes ainsi que de différentes parties
du cerveau. La réponse a ces signaux sera transmise par les voies efférentes du systéme

nerveux autonome (SNA).
1.2.1.1 Voies afférentes

Le contrdle continu du systeme cardiovasculaire est assuré par I’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 controle neuronal et endocrinien de I’homéostasie de 1I’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
a proximité des barorécepteurs est sont stimulés par des changements dans les niveaux de

CO3, Oz et du pH dans le sang.

Les signaux afférents sont traités au niveau du bulbe rachidien et la réponse résulte en
I’activation ou inactivation des voies efférentes du SNA, a savoir les systémes nerveux

sympathique (SNS) et parasympathique (SNPS) [5-7].



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 systemes 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 1’organe cible. Les neurones
préganglionnaires des deux divisions sont cholinergiques, relachant 1’acétylcholine (Ach)

comme neurotransmetteur, qui se lie aux récepteurs nicotiniques des fibres postganglionnaires.

Les fibres postganglionnaires du SNPS, innervent le cceur et les vaisseaux sanguins, et
leur contrdle est donc limité a la fonction cardiaque. En contrepartie, le SNS est responsable

de I’innervation du cceur, 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 a 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

libérent I’ 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 o et . Le tonus sympathique provoque une
augmentation de la fréquence cardiaque via les récepteurs [l-adrénergiques, une
vasoconstriction via les récepteurs du type al et meéne a une vasodilatation et a la sécrétion de

la rénine via les récepteurs du type 32 [8, 9].

Le SNS est soumis a son tour 4 de nombreux mécanismes d’activation ou d’inhibition

ce qui permet d’exercer un controle rigoureux sur la PA. En effet, certains neurotransmetteurs



comme I’Ach, la sérotonine et la dopamine ainsi que certaines hormones comme les
prostaglandines et 1’histamine exercent une régulation négative tandis que la bradykinine,
I’angiotensine II (ANGII), ’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 systeme cardiovasculaire par I’activation de
certaines voies humorales. En effet, I’innervation des glandes surrénales par les fibres du SNS
conduit a la libération des catécholamines (épinéphrine et norépinéphrine) dans le sang. De
meéme, les neurones qui innervent les cellules juxtaglomérulaires du rein stimulent 1’activation

du systéme rénine-angiotensine (RAS) [4, 5, 7-10].

1.2.2 Régulation hormonale

La régulation de la PA a long terme est assurée par les voies hormonales visant au
maintien de I’homéostasie du volume sanguin et du systéme vasculaire, et ce grace en grande

partie aux systémes rénaux.
1.2.2.1 Systéme rénine-angiotensine

Le systéme humoral régulant la PA le mieux caractérisé est sans doute le systeme
rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS). Cependant, la découverte d’autres composantes du
RAS, telles que I’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2 (ACE2), ont permis d’établir
I’existence d’une autre branche du RAS qui agit de fagon locale au niveau de différents
organes tels que le cceur, le rein, le cerveau, les poumons et les glandes surrénales [11, 12]. La

Figure 1. (p.8) résume ce systeéme.
1.2.2.1.1 Systeme rénine-angiotensine-aldostérone

L’activation du RAAS endocrine aboutit a I’augmentation de la PA par I’intermédiaire
d’une hausse de la rétention d’eau et de sodium par les reins, ainsi que par la vasoconstriction

et ceci grace a I’action de I’ANGII et de I’aldostérone.



La génération de I’ANGII commence par le clivage [’angiotensinogéne (AGT)
plasmique par la rénine pour donner I’ANGI, un polypéptide de 10 a.a. L’AGT est une o-
globuline constitutivement produite et secrétée dans le sang par le foie qui, dans des
conditions normales, existe sous des concentrations proches de son Kn. La rénine est une
protéine synthétisée a 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 entrainent, via une stimulation sympathique, la sécrétion de la rénine par les
cellules juxtaglomérulaires du rein. Il est a 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, I’ANGII, permettant ainsi une régulation par rétroaction négative [12].

Lorsque le produit biologiquement inactif du clivage de I’AGT par la rénine, I’ANGI,
parvient au niveau de la circulation pulmonaire il est clivé par I’enzyme de conversion de
I’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
role dans le RAAS, est aussi, comme on le verra plus tard, une kininase responsable de

I’inhibition de la bradykinine [12, 13].

L’action de I’ANGII se fait par I’intermédiaire de sa liaison a deux types de récepteurs,
ATIR et AT2R, tous deux couplés a des protéines G (GPCRs). Chez les rongeurs, deux sous-
types de récepteurs ATIR, ATI1Ra et AT1Rb, ont été identifiés qui différent au niveau de leur
régulation et distribution dans les tissus, contrairement & [’humain ou seulement un type est

présent [14].

Au niveau moléculaire, lors de sa liaison aux récepteurs de type AT1R, I’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 Ca**
intracellulaire résultant en la contraction des cellules musculaires lisses, la production d’acide
arachidonique (AA), Dl’activation des MAP kinases (MAPK), ainsi que D’inhibition de
I’adénylate cyclase. Au niveau physiologique, 1’activation des AT1R au niveau du cerveau
provoque la libération de 1I’hormone antidiurétique (ADH ou vasopressine) ainsi que de
I’ACTH et stimule la voie sympathique qui, couplée a I’activation de ces mémes récepteurs

dans le systéme vasculaire, méne a une vasoconstriction. Au niveau rénal, la stimulation des



ATIR entraine 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, I’ANGII déclanche
la sécrétion d’aldostérone par les surrénales, qui se liant a des récepteurs minéralocorticoides
(MR) est responsable de ’activation de génes 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
I’ANGII aux récepteurs de type AT2R a des effets opposés a ceux de I’activation des AT1R.
Ainsi, P’activation de ce type de récepteurs entraine un effet vasodilatateur, une natriurése
accrue et l’activation la voie bradykinine-monoxyde d’azote (NO). Cependant, il a été
récemment prouvé qu’au niveau rénal, ce serait I’activation des AT2R par I’ANGIII, un

héptapeptide dérivé de I’ANGII, qui serait responsable de la natriurese [14, 17].

De plus, il existe une autre voie, ’axe ACE2/ANG-(1-7)/Mas, qui aurait un rdle
compensatoire par rapport a 1’activation du RAAS classique. L’ANG(1-7) est un peptide
résultant du clivage de I’ANGII par ACE2. 1l avait était stipulé que la fonction primaire de
cette molécule était d’activer la sécrétion de la vasopressine par 1I’hypophyse. Cependant, il a
été récemment démontré que ’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, 1’activation de I’axe ACE2/ANG-(1-
7)/Mas contre les effets de la voie RAAS, entre autres par la dégradation de I’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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Figurel. Schéma simplifié du systéme rénine-angiotensine (RAS). L’angiotensinogéne (AGT) est
clivé par la rénine pour donner 1’angiotensine I (ANGI). L’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE) clive
I’ ANGI pour donner I’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
I’hypophyse provoquant ainsi une augmentation du volume sanguin. L’ ANGII est transformée en ANG(1-7) par
I’enzyme de conversion de I’angiotensine 2 (ACE2). L’ANG(1-7) lie les récepteurs Mas et provoque une diurése

et natriurése accrues, et active la voie bradykinine-NO provoquant ainsi une vasodilatation.

1.2.2.2 Autres voies de régulation endocrine

I1 existe plusieurs autres facteurs responsables de la régulation de la pression artérielle.
11 s’agit de facteurs qui peuvent agir au niveau du systéme vasculaire ou au niveau du controle

de la volémie.
1.2.2.2.1 L’endothéline

Lors d’un stress mécanique ou d’une stimulation hormonale dus a une variation de la
PA, les cellules endothéliales vont secréter I’endothéline (ET). Il existe trois types

d’endothéline, ET-1, ET-2 et ET-3, ET-1 étant le plus abondant.



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 ETg, qui se
différencient par leurs propriétés moléculaires et pharmacologiques ainsi que par leur
distribution tissulaire. La liaison de ET-1 aux récepteurs ETa et ETg présents au niveau des
cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) entraine une vasoconstriction et la croissance
et adhésions cellulaires. Par ailleurs, la liaison de ET-1 aux récepteurs ETg 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 exprimeées.
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 a une stimulation par I’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 diurése et natriurése accrues. En plus de son

action au niveau du systéme cardiovasculaire, ’ADM est aussi impliquée dans la réponse
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inflammatoire et I’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 a partir du clivage des kininogenes par les
kallikréines. Ces peptides sont de puissants vasodilatateurs et ont un rdle protecteur du
systeme vasculaire oppos¢ 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 permeéabilité capillaire. La bradykinine lie deux types de
récepteurs les By et les Ba. Il s’agit de récepteurs couplés aux protéines G, qui sont
constitutivement exprimés dans la presque totalité¢ des tissus dans les cas de récepteurs Ba, et
transitoirement lors de 1’apparition de signaux pro-inflammatoires dans le cas des Bi. Les
kinines jouent aussi un réle important dans le processus inflammatoire et dans la stimulation
des récepteurs de la douleur. Ces peptides sont dégradés par les kininases, dont I’ACE fait

partie [13, 27].
1.2.2.2.5 Les prostaglandines

Les prostaglandines, dont la prostacycline (PGI) fait partie, sont synthétisées a partir
d’acides gras insaturés dérivés de I’AA appelés eicosanoides par la voie de la cyclooxygénase
2 (COX2). La prostacycline est impliquée dans la vasodilatation, la diminution de I’activité

sympathique, I’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 étre divisées en trois groupes : les peptides
natriurétiques (NP), les peptides gastriques (GP) et les stéroides 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 diurése et natriurése et contre les actions du RAS en inhibant la

sécrétion de rénine par le rein et de I’aldostérone par les glandes surrénales.

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

diurése et natriurése.

Les CS sont des molécules stéroidiennes, dont la ouabaine fait partie, qui lient et
inhibent les pompes Na’/K" ATPase provoquant ainsi une natriurése accrue. Cependant, en
faibles doses continues, la ouabaine peut avoir un effet vasoconstricteur et ce en inhibant la

production de NO par I’endothélium [29-31].

1.2.3 Le role des ions dans I’homéostasie de la pression artérielle

La régulation a long terme de la PA est étroitement liée au maintien de la volémie,
résultant de I’équilibre dans le transport ionique. Il a été stipulé que le rein est I’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 systeme
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
¢changeurs sodium-hydrogéne (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 I’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'/2CI°
(NKCC2) qui opere en synérgie avec les canaux ROMK. Les cotransporteurs NaCl sensibles
aux thiazides (NCC) sont a 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, ’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, I’ANGII, 1’aldostérone, I’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 a 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
ou la pression reste inchangée quelle que soit I’apport exogene 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 systemes endocrinien et
sympathique semblent jouer un rdle important. Plus encore, il a été suggéré qu’un apport
important en sel induit la vasoconstriction via I’intermédiaire de la ouabaine endogene sur les

échangeurs Na/Ca?" (NCX1) provoquant ainsi une résistance vasculaire accrue [36-39].

1.2.4 Caractére 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 I’interaction et de la fonctionnalité des
différentes composantes de ces cascades. Il s’en suit que la PA soit un trait phénotypique
quantitatif & caractére polygénique. Par conséquent, la perturbation d’une des composantes de

ces voies résulte en un déréglage de la PA et a I’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, I’impact majeur de cette pathologie se
traduit par des Iésions 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 a I’échelle de la planéte et que I’hypertension touche prés d’un milliard de personnes
a D’échelle mondiale et affecte de fagon 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 I’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

contrdlés 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 1’étiologie de 1’hypertension
demeure largement méconnue. Pour cette raison, 1’étude de cette maladie est d’une importance

majeure [40, 42-45]
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2.2 La génétique de ’hypertension

L’hypertension est une maladie complexe résultant de 1’interaction de facteurs
environnementaux, démographiques et génétiques et ontogéniques. 95% des cas
d’hypertension sont d’origine multifactorielle dont I’étiologie est mal établie et cette forme de
la maladie est désignée comme hypertension essentielle. Dans le 5% des cas restants,
I’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 a 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 menent a [’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 1’artére rénale ou encore d’anomalies fibro-musculaires [49].

Les causes principales de I’hypertension secondaire endocrine  sont
I’hyperaldostéronisme primaire, le syndrome de Cushing, les maladies thyroidiennes et le
phéochromocytome. L’hyperaldostéronisme primaire représente jusqu’a 10% des patients
hypertendus et est la premiére cause de 1’hypertension secondaire. Il se caractérise par une
production excessive d’aldostérone pouvant étre causée par un adénome du cortex surrénalien

ou par une hyperplasie congénitale [50].

Le syndrome de Cushing est trés rare et seuls de 5 a 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 I’hypophyse [51].
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Le phéochromocytome est une tumeur des cellules chromaffines surrénaliennes assez

rare (1% des cas d’hypertension) qui entraine une sécrétion accrue des catécholamines [52].

En outre, certaines substances exogeénes peuvent &tre a la base de I’hypertension
secondaire. C’est le cas de certains médicaments comme les anti-inflammatoires non
stéroidiens, des corticostéroides, des contraceptifs oraux et de vasoconstricteurs nasaux. On

retrouve aussi des substance comme le réglisse, la cocaine, la caféine et 1’alcool [53].

Il existe aussi des formes d’hypertension dues a des mutations au niveau d’un seul gene

qui sont transmises de fagon mendélienne; il s’agit des formes Mendéliennes d’hypertension.

2.2.1.1 Formes Mendéliennes d’hypertension

Ces formes d’hypertension sont attribuables a la mutation au niveau d’un seul geéne et
sont transmises de fagon 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 1’hypertension soient plus
rares et plus sévéres que I’hypertension essentielle, leur étiologie a été largement étudiée dans
le but de découvrir des pistes qui pourraient mener a la compréhension de celle de

I’hypertension essentielle.

2.2.1.1.1 L aldostéronisme remédiable par les glucocorticoides

L’aldostéronisme remédiable par les glucocorticoides (GRA) est une maladie
autosomique dominante caractérisée par une synthése élevée d’aldostérone malgré des faibles
taux de rénine plasmatique, une hypokaliémie et une alcalose métabolique. Une duplication
génique est a la base de cette forme d’hypertension et elle survient lors d’un cross-over inégal
des génes encodant 1’aldostérone synthase (CYP11B2) et I’enzyme 11B-hydroxylase
(CYP11B1), impliquée dans la synthése du cortisol. A noter que les génes CYPIIB2 et
CYPI11BI situés au niveau du chr. 8 chez I’humain, comportent tous les deux 9 exons
identiques a 95% dans leur séquence. Il en résulte un gene chimere contenant la région
promotrice de CYPI1B1, sous contrdle de ’ACTH, liée a la partie codante de 1’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 meéne a une rétention d’eau, une augmentation du volume plasmatique et a
I’hypertension. Ainsi, la suppression de la production des stéroides par 1’administration de

glucocorticoides exogenes supprime I’hypertension [1, 35, 54, 55].

2.2.1.1.2 Le syndrome d’exces apparent en minéralocorticoides

Les patients atteints du syndrome d’exces apparent en minéralocorticoides (AME)
présentent une hypertension accompagnée d’hypokaliémie, d’alcalose métabolique, de
I’inactivation de la rénine plasmatique et de tres faibles taux d’aldostérone circulante. La PA
peut étre diminuée lors de 1’administration d’antagonistes des MR, ce qui suggere qu’un
minéralocorticoide, autre que I’aldostérone est en circulation. En effet, les MR ont une affinité
similaire pour le cortisol et ’aldostérone. Etant donné que le cortisol circule avec un ration
1000:1 par rapport a I’aldostérone, et que 1’activation des MR est effectuée par cette dernicre,
I’AME est le résultat de D’inctivation de 1’enzyme 11B-hydroxystéroide déhydrogeénase
(11BHSD) 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 geéne encodant 11BHSD qui

I’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 WNKI 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 a la surface cellulaire. De méme, cette

protéine inhibe le canal ROMK responsable de I’excrétion du potassium. Par ailleurs,
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wtWNK1, inhibe WNK4 relachant ainsi l'effet inhibiteur de ce dernier sur NCC. Les
mutations de WNKI1 associées au PHAII sont notamment des délétions au niveau du premier
intron qui entrainent une augmentation de 'expression de cette protéine. Plusieurs mutations
ont étés trouvées au niveau du géne encodant WNK4 causant I'hypertension et I'hyperkaliémie.
Ces mutations ont pour effet de supprimer I'effet inhibiteur de WNK4 sur l'expression de NCC
au niveau de la membrane et, parallelement, elles inhibent d'avantage le canal ROMK [34, 54,
56, 57]. Plus récemment, il a ét¢ démontré que des mutations au niveau des genes KHLH3 et
CUL3 sont aussi a la base de cette maladie. En effet, I'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, I’inactivation de la rénine
plasmatique, hypokaliémie et une alcalose métabolique. Les patients atteins sont sensibles a
I’amiloride étant donné que cette pathologie est causée par des mutations dans les sous-unités
B et/ou y des ENaC qui entrainent augmentation de I’activité de ces canaux. En effet, les
ENaC sont composés de trois sous-unités homologues a, 3 et y 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 empéche I'ubiquitination par Nedd4 et I’internalisation subséquente des canaux.
Il existe aussi des mutations aux niveau des ENaC entrainant 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 a I’hypertension monogénique, I’hypertension essentielle est d’origine

multifactorielle et elle représente 95% d’hypertension. Elle résulte de I’interaction entre
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plusieurs genes, et est ainsi appelée hypertension polygénique et dépend aussi de facteurs

environnementaux et démographiques.
2.2.2.1 Les facteurs génétiques

I1 est bien connu de nos jours que les facteurs génétiques contribuent de 30% a 60%
aux variations de PA. Plusieurs études d’agrégation familiale montrent une corrélation entre la
similarit¢ de PA et le lien de parenté. En effet, méme s’ils sont séparés, les membres
apparentés d’une famille conservent une fréquence similaire de cas d’hypertension. Ceci est
attribué non seulement a 1’héritabilité¢ génétique, mais aussi a un mode de vie semblable.
Cependant, il a aussi été remarqué que les conjoints et les cas d’adoption, qui partagent le
méme environnement mais dont le patrimoine génétique est différent, n’ont pas une tendance
plus grande a développer la maladie. Plus encore, des études sur des jumeaux montrent une
trés 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 I’hypertension essentielle est ¢étroitement liée a des facteurs
démographiques et des habitudes vie. En effet, il a ét¢ démontré que la prévalence de
I’hypertension est plus importante dans les pays développés. Ceci est vrai entre les populations

urbaines comparées aux populations rurales.

De plus, des facteurs comme 1’age, le niveau d’activité physique, le régime, le stress, la
consommation d’alcool et le tabagisme sont aussi reliés a 1’apparition de 1’hypertension [1, 2,

44, 61, 63].
2.2.2.3 Les interactions génes-environnement

Comme discuté dans la section 1.2.3, le sodium joue un rdle prépondérant dans
I’homéostasie de la PA. En effet, plusieurs études ont montré une corrélation entre 1’apport
exogene en sodium et I’hypertension. Plus encore, I’importance des facteurs démographiques
et ethniques jouent un role important dans ’apparition de la pathologie. Ainsi, certains

haplotypes reliés au RAS seraient liés a 1’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 a 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
oestrogeénes auraient un effet protécteur sur la sensibilité¢ au sel chez les femmes et ce en
augmentant la production de NO et en contrant I’activit¢ du RAAS; plus encore, il a été
démontré que la prévalence de I’hypertension sensible au sel chez les femmes est plus

importante apres la ménopause [64].

Par ailleurs, les apports nutritionnels ont une influence trés marquée dans le
développement de I’hypertension [38]. A titre d’exemple, une consommation riche en réglisse

mime les symptomes du syndrome AME, puisqu’il inhibe 1’enzyme 113HSD.

L’obésité, la résistance a I’insuline et le syndrome métabolique sont impliqués dans la
pathogénése de I’hypertension. Tous ces facteurs activent le RAAS. A noter qu’une la
prévalence de I’hypertension chez les patients diabétiques de type Il est de 1’ordre de 80%.
Plus encore, I’hypertension et le diabéte 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 symptomes du syndrome métabolique. Une des bases génétiques de cette
observation seraient des variantes d’épissage du géne codant pour le transporteur de 1’acide
urique et du glucose/fructose GLUT9 associées a un niveau ¢élevé d’acide urique sérique qui
inhibe, entre autres la production de NO. De plus, I’insuline et des hauts niveaux de glucose
sanguins activent le systéme sympathique provoquant une activation du RAAS et des
récepteurs mineralocorticoides par le cortisol qui aboutit a une hausse de la PA [38, 44, 63,

65-67].

D’un autre co6té, la théorie du «Thrifty phenotype» [68] propose que la programmation
intra-utérine du génome, par I’intermédiaire de modifications épigénétiques, serait aussi a la
base d’une prédisposition du nouveau-né a développer ou résister certaines pathologies. A 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-natriureése. Plus encore, il a
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été démontré qu’il existe une corrélation inverse entre le poids a la naissance et I’incidence de

maladies cardiovasculaires a I’age adulte.

Les modifications épigénétiques (La méthylation de I’ADN, la modification des
histones, les inactivations chromosomiques) ainsi que des facteurs comme les ARN
interférence et les microARNs régulent 1’expression des génes sans changer la séquence
d’ADN tout en étant stables et héritables [63]. Il a récemment ét¢ démontré que le niveau de
méthylation de la séquence des génes /1SHSD, ACE, ADDI1, ADRBI et aENaC, candidats a
I’hypertension, corréle de fagon directe avec I’incidence de la maladie [69-72]. De plus, il a
été suggéré qu’un régime riche en sel déclenche la suppression par I’intermédiaire des
récepteurs [-adrénergiques de I’expression du géne de WNK4 au niveau du rein. Cette
régulation négative est due a la modulation du promoteur du gene par 1’acétylation des
histones dépendante de cAMP [73]. Actuellement, ’attention est portée sur la régulation de
I’expression génétique par les microARNSs, et il s’avére que plusieurs de ces molécules
agissent sur des génes impliqués dans le contrdle de la PA. A titre d’exemple, les microARN
miR-584, -31, -181a et -663 sont impliqués dans la régulation de I’expression de certaines
composantes du RAS. La voie de maturation des microARN implique les protéines Drosha,
Dicer et RNAse III; des études sur des modeles murins démontrent que les souris knock-out
pour la protéine Dicer spécifique au muscles lisses ont une PAS plus basse que les contrdles

qui ont, eux, une contractilité¢ vasculaire diminuée [45, 63, 74].

Le caractére polygénique et 1’existence des interactions a la base de I’hypertension
essentielle en font une maladie complexe. Ceci, ajouté a 1’hétérogénéité génétique et de mode
de vie des populations humaines, pose un défi majeur dans I’étude et la compréhension de
I’¢étiologie de I’hypertension. Ainsi, I'utilisation de modeles animaux pour I’identification des

composantes génétiques de cette pathologie est une stratégie de choix.
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3. Les modeéles animaux

3.1 Utilisation de modéles murins pour I’étude de ’hypertension

Etant donné le caractére multifactoriel de I’hypertension essentielle, la complexité de
son étude chez I’humain réside, entre autres, dans 1’impossibilité de controler les facteurs
environnementaux sur le trait étudié. Ainsi, pour contrecarrer le probléme que pose
I’hétérogénéit¢ des populations humaines, des modéles murins, qui imitent certaines
caractéristiques des traits complexes chez ’humain comme I’hypertension, ont été développés

[75-77].

Les avantages des études génétiques sur les modeles murins consistent principalement
a faciliter le contrdle de 1’environnement, ’homogénéité génétique et la possibilité d’analyses
sur une grande progéniture due a la facilit¢ des croisements et a une courte durée
gestationnelle. En ce qui concerne I’étude de I’hypertension, le rat est le modele de choix; sa

taille par rapport a la souris facilitant les études physiologiques [61, 78, 79].

De nos jours, nombreuses souches consanguines de rats pour I’étude de 1’hypertension
ont étés créées. La création de lignées consanguines consiste a faire des croissements sélectifs
d’individus portant le trait phénotypique d’intérét jusqu’a ce qu’il soit fixé et a effectuer
ensuite des croissements frére-sceur pendant au moins 20 générations pour obtenir
I’hétérogénéité génétique. De nombreux controles normotendus ont été créés parallélement

aux modeles hypertendus en suivant cette méthode [75].

Les souches hypertendues peuvent étre divisées en deux catégories; d’un coté il existe
des modeles dont I’hypertension est spontanée et apparait sans 1’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
coté, 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 controles 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 modeéle Dahl Salt-Sensitive

Les souches DSS et DSR ont étés développées en parallele a partir de rats Sprague-
Dawley par I’équipe du Dr Dahl, suivant les variations de PA observées lorsque les rats étaient
soumis a 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 a un régime de 8% NaCl a partir de 3
semaines d’age développent une hypertension sévere qui atteint les 200 mmHg et provoque la
mort de I’animal au cours de 16 semaines. Cependant, si le régime riche en sel est administré a
partir des 12 semaines d’age, I’hypertension apparait plus lentement et les mesures de PA
restent autour des 185 mmHg. Méme si les animaux sont soumis a un régime en sel a teneur

normale (1% NaCl), il developpent I’hypertension graduellement.

Un régime riche en sel depuis les premiéres semaines meéne a une volémie et un débit
cardiaque accrus dont les valeurs retournent & la normale aprés 8 semaines, et c’est la
resistance vasculaire qui fait que I’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
meéne a une baisse de PA chez DSS. La souche DSS se caractérise par un mécanisme
pression/natriurése anormal. En effet, 1’excrétion d’eau et de sodium chez cette souche est
moindre que chez DSR, phénoméne 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 1I’expression des ARNm des sous-unités des ENaC au niveau rénal. Plus
encore, une augmentation de I’expression de SGK1, kinase responsable de ’activation des
ENaC, a été remarquée. La régulation des ENaC et SGK1 induite par 1’aldostérone differe

entre les deux souches. En effet, I’administration d’aldostérone diminue 1’expression des
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ARNm des sous-unités des ENaC chez DSR, contrairement a 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 systémes vasoconstricteur et vasodilatateur

La contraction vasculaire dépend de la concentration intracellulaire de Ca’"; chez DSS,
I’activité des échangeurs NCX1 est augmentée au niveau des vaisseaux. Par ailleurs, bien que
les taux de rénine et d’ANGII circulants sont bas, I’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. Etudes génétiques et identification de QTL

4.1 Principes d’identification de QTL influencant la PA:

Le défi majeur dans I’étude de I’étiologie et la pathogeneése de I’hypertension est
I’identification des mécanismes qui la causent. Ainsi I’identification des composantes
génétiques a la base de la maladie et la compréhension des interactions entre ces derni€res sont

d’une importance capitale.

4.1.1 Définition de QTL

Comme discuté auparavant, la PA varie continuellement et son homéostasie est sous
contréle de plusieurs geénes; 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
influencant la PA serait un geéne identifié au niveau d’une région génotypique définie par des

analyses génétiques et dont I’expression influence la PA [77, 79, 94].

4.1.2 Approche géne candidat

L’approche geéne candidat pour 1’hypertension repose sur les bases biochimiques et
physiologiques de la régulation de la PA. Ainsi, un géne 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

gene candidat. Pour cette raison, dans I’étude de I’hypertension, les premieres analyses ont
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étés effectuées sur des génes impliqués dans la régulation des systémes vasculaires, cardiaque,

nerveux et rénal.

Bien que cette approche s’est avérée trés efficace dans 1’étude des formes
monogéniques de I’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 géne a 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

Etant donné les limitations de I’approche géne candidat dans 1’étude de 1’hypertension
essentielle et dans le but d’identifier des QTL de PA de fagon plus efficace et assertive,

plusieurs outils génétiques sont utilisés.
4.1.3.1 Marqueurs génétiques

Le premier pas dans 1’analyse génétique d’un trait complexe est 1’établissement de
marqueurs génétiques reliés au trait en question et dont la position au niveau chromosomique
et I’héritabilité peuvent étre 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 a 5 paires de bases
répandues dans le génome. Ces séquences sont transmisses entre générations et le nombre de
répétitions peut varier d’un individu a ’autre permettant ainsi le génotypage par une simple
réaction de PCR. Ce méme type de génotypage est possible grice a d’autres variantes
structurelles de I’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 étre effectu¢ par séquencage de ’ADN
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entourant le SNP, une simple réaction de restriction, I’utilisation de SNP microarrays (pouvant

interroger < 5 000 000 de variantes a la fois), ou des balises moléculaires [41, 43, 97].
4.1.3.2 Analyses génétiques

La découverte de QTL influencant la PA par des analyses génétiques peut Etre
effectuée au niveau pangénomique en utilisant des marqueurs génétiques étalés sur tout le
génome ou par approche gene candidat qui, comme discuté auparavant, requiére une

connaissance préalable de la fonction du gene 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 1’identification de QTL
influengant 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’intérét est proportionnelle a la distance qui les

sépare.

Les études de liaison génétique visent a €tablir s’il existe une co-ségrégation entre un
marqueur génétique et la maladie étudiée lors de leur transmission d’une génération a la
suivante. Elles reposent sur le principe que les alleles d’un QTL influengant un trait donné
doivent étre liés aux variations de ce dernier au sein de la population étudiée. Ainsi, ces études
sont basées sur I’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 requiere donc d’une cartographie génétique. [77, 79].
De cette fagon, les études de liaison reposent sur la probabilité d’avoir une co-ségrégation plus
importante que celle pouvant étre 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’intérét. 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’étre liés que de ne pas

I’étre. 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 ’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 1’effet sur le trait étudié¢ est majeur. Bien que son application soit
avantageuse dans la découverte de geénes a la base de I’hypertension chez des modé¢les
animaux consanguins, elle comporte certains désavantages vu que la relation entre le génotype
et le phénotype qu’elle suggere est de nature corrélative. De plus, cette approche permet
d’identifier des régions chromosomiques souvent trop larges pouvant contenir des centaines de
génes. Ainsi, la présence de QTL influencant la PA déterminée par cette approche doit étre

confirmée et une cartographie fine de ce dernier doit étre 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 a des colits raisonnables. Les GWAS permettent d’associer
simultanément un grand nombre de variantes génétiques et un trait donné et visent a établir
une corrélation entre ce dernier et les fréquences alléliques dans les populations humaines. Il
s’agit donc d’une étude de cas-controles au sein d’une population ou 1’on compare la
fréquence allélique des variantes entre les sujets présentant le phénotype d’intérét et les
témoins. Ainsi, si le marqueur étudié¢ est a proximité d’un locus causant la maladie, la
fréquence allélique observée devrait étre significativement différente entre les cas et les

témoins [41, 43, 99].

Etant donné le pouvoir statistique que confére I’association entre une variante
génétique et un trait quantitatif dans un grand échantillon de la population, cette approche est
devenue 1’approche génétique la plus utilisée dans 1’é¢tude de I’hypertension essentielle.
Jusqu’a date, la contribution la plus grande dans la découverte de nouveaux loci influencant la
PAS et la PAD a permis d’identifier 29 SNP dans 28 loci associés a ces phénotypes, parmi
lesquels 13 étaient déja connus [100]. Plus encore, cette stratégie, étant effectuée a 1’échelle du
génome complet, permet d’identifier des loci pouvant ne pas étre préalablement associés au
phénotype ¢étudié et dont D’effet est discret. Il est a noter que les variantes communes

identifiées ont un impact <ImmHg sur la variance de la PA [43, 96]. Cependant, bien que
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plusieurs loci aient été identifiés de cette facon, 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 inapercus en utilisant cette approche. Ceci est
particulierement 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’¢tude est sensible a la taille et a la stratification de la
population étudiée et nécessite un nombre considérable de marqueurs a tester [41, 43, 79, 96,
102]. Cependant, cette derniere approche permet de surmonter les contraintes liés au nombre

¢levé 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, [’utilisation de modeéles murins pour I’étude de
I’hypertension est une stratégie payante. Chez le rat, la localisation de régions QTL par des
¢tudes de liaison se fait par I’analyse d’une population significative (en général de 100
individus ou plus) au sein de laquelle les alleles d’un QTL ségrégent de facon 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 contrdle
normotendu donne naissance a des individus de la génération F1 dont le génotype provient, a
parts égales des souches parentales. Les individus F1 ainsi obtenus sont croisé€s entre eux pour
produire une génération F2. En étudiant le phénotype (PA) et le génotype au niveau des
marqueurs d’intérét 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, I’identification d’une région contenant un QTL qui influence la PA par une
¢tude de liaison génétique nécessite d’une confirmation plus astringente. La localisation de

I’intervalle en question résulte, le plus souvent, en une région trop grande pour justifier le géne
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d’intérét et 1’analyse des données statistiques présente plusieurs problémes pouvant donner
lieu a des faux positifs [77]. Ainsi, des études physiologiques permettant une cartographie fine
du QTL et I’établissement d’une relation de cause a effet doivent étre effectués. A 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’intérét 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 influencant la PA, on s’attend a une diminution significative de PA
comparativement a 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 a la
souche normotendue. Les régions QTL ainsi obtenues sont donc susceptibles de contenir des

genes contrdlant 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’intérét et de la
cibler. Ainsi, les individus comportant I’alléele normotendue pour cette région sont recroisés
avec la souche parentale pour donner la génération BC2 et ainsi de suite jusqu’a la génération
BCS8 ou le fond génétique est 99% homozygote hypertendu, sauf pour la région ciblée. C’est
alors qu’on effectue les croisements frére-sceur en vue d’obtenir un individu homozygote pour

la région d’intérét [76-79, 104].

4.1.4.2 Sous souches congéniques

La construction de sous souches congéniques permet de réduire la région d’intérét 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’intérét jusqu’a 1 ou 2 cM. Des croisements

frére-sceur sont alors effectués pour avoir des individus homozygotes.

Suivant cette méthode, plusieurs sous souches peuvent étre obtenues a partir de la
méme congénique. La PA de ces sous souches est mesurée et des cartes de de substitution
peuvent ainsi étre créées (Figure 3); certaines des souches ainsi obtenues conserveront le

méme effet sur la PA que la souche parentale, d’autres ne montreront pas de différence de PA

Donneuse

F1 BCH BC2 BCt 2 Congénique
><—b — — — — — —_—
Croisements de retour Croisement frére/soeur

Réceptrice

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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Souches congéniques

 — Reégion QTL

Effet sur laPA * * -

Figure 3. Carte de susbstitution. En blanc, les régions provenant de la souche recéptrice hypertendue, en

bleu la région remplacée par ’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 a 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. A des fins d’exemplification, on prendra un QTL avec
alléles 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].
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4.1.5 Identification du géne et de la variante de séquence a la base du QTL

Dans I’utlisation de souches congéniques, la recherche au niveau des séquences
génomiques entre les souches hyper- et normotendues permet d’identifier le géne responsable
du QTL. Le séquencage 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 séquencage des région introniques et intragéniques permet de détecter des
différences qui pourraient avoir des effets sur I’expression et/ou 1’épissage du geéne en
question. Les avances technologiques permettent de séquencer des génomes ou des exomes
complets en peu de temps et a des colits accessibles, obtenant ainsi les SNPs et les variantes
structurelles entre ces génomes. Le séquencage de I’ARN des souches étudiées, 1’utilisation
de ARN microarrays ou des analyses de RT-qPCR permettent d’analyser les niveaux
d’expression des geénes candidats. Les analyses de western blot permettent de détecter des
différences dans I’expression ou dans les modifications post-traductionelles d’une protéine
d’intérét.

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 géne en question est responsable de la variation du phénotype observée.

La découverte de la nature moléculaire de QTL peut, certainement, mener a la
compréhension de son implication dans la régulation de la PA. Cependant, si a la base du
QTL, il s’agit d’un gene de fonction inconnue, I’¢lucidation de sa contribution au controle 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, 1’identification de la nature
moléculaire du QTL seule ne s’avere pas toujours suffisante. Ainsi 1’élucidation des modes

d’interaction entre les QTL dans le génome est d’une importance capitale.

5.1 Interactions alleliques et effets du fond génétique

Chaque gene peut avoir différentes formes au niveau du méme locus, ce sont les
alleles. Chaque alléle détermine un phénotype spécifique et un individu comporte 2 alleles
pour chaque locus; par conséquent, le phénotype observé est la résultante de I’interaction de

ces derniéres [79].

Comme pour les formes monogéniques d’hypertension, il existe des QTL influengant
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 a la souche parentale; ainsi, ils agissent de facon indépendante d’autres QTL
et peuvent étre dominants, codominants ou récessifs. A 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 1’alléle normotendu (Lew). Plus encore, un QTL au niveau
du chr.2, montre une dominance compléte de 1’allele DSS, étant donné qu’une homozygotie
Lew/Lew pour le QTL est nécessaire a la détection d’une variation de PA. Le C17QTL
démontre une dominance incompléte étant donné que la magnitude de la différence de PA est

dépendante du nombre de copies DSS [106].

II est important de noter que, dans les études chez le rat, le choix du fond génétique
(souche réceptrice) ainsi que celui dont proviennent les alleéles introduits jouent un role
déterminant dans la détection des QTL. En effet, des ¢tudes 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 ét¢ détectés lorsque
le fond génétique était homozygote DSS et ou des alleles 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., alleles DSS
pour la méme région d’intérét introduits dans un fond génétique Lewis. D’aprés ces
observations, il a été postulé que le génome Lewis possede, a priori et contrairement a DSS,

une capacité a 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 a la somme de leur effet individuel, on peut dire qu’ils
interagissent de fagon additive. A titre d’exemple, des analyses de QTL au niveau du chr.10
chez le rat ont permis de démontrer I’existence de trois QTL agissant additivement [111]. Le
méme phénomene 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 phénomene par lequel I’expression des alleles d’un gene masquent les
effets phénotypiques d’un autre geéne distinct [113]. Les interactions épistatiques entre deux
genes ont été établies pour la premiére fois lors de 1’analyse statistique d’une génération F2
pour laquelle les alléles normotendues du géne Ace inhibaient 1’expression de celles du géne
encodant NPR-A [107]. La preuve fonctionnelle de ce type d’interaction a été obtenue pour la

premicre 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 soupgonnée 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 alleles 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 alléles introduits provenant de Lew;
un des QTL porte des alléles qui font baisser la pression (—PA) et I’autre des all¢les qui la font
augmenter (+PA). L’effet combiné de ces deux QTL est pratiquement égal a I’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 a 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 I’importance du
fond génétique choisi et les interactions entre les QTL; en effet, bien que le génome Lewis
comporte aussi des alléles menant a 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 I’existence d’interactions de type épistatique entre QTL se
traduit comme suit : deux QTL participent a la méme cascade si les effets de I’expression des

alléles d’un locus masquent les effets des alleles de ’autre. [94, 110, 116].
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6. Régions QTL chez le rat chez

De nombreuses ¢études effectuées jusqu’a présent ont permis de détecter un nombre
considérable de QTL ayant une influence sur la PA grace a I’utilisation de mod¢les 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 fagon; parmi ceux-ci on retrouve Addl, Cypllbl, Rffl et
Adamts16 [124, 129-131]. Plusieurs des QTL découverts grace a I’utilisation de modéles
animaux sont de nos jours utilisés lors des GWAS visant des génes 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 controles normtendus montrant
I’existence de plusieurs QTL influencant 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 a noter qu’au niveau du chromosome 7, le LOD score est inférieur a 3.
Cependant, I’existence d’un QTL de PA détecté dans une population F2 issue du croisement
DSS x DSR [135] et la présence du gene candidat Cyp!1b au niveau de cette région, la rendent

intéressante.

Tableau I. Liste des régions QTL influengant la PA identifiés par analyse de liaison génétique

dans des générations F2 et leurs effets

Chromosome Souche LOD score Effet surla PA % de variance
normotendue (mmHg) 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 a la moyenne des mesures chez les rats ayant pour génotype
les alléles SS au niveau du marqueur étudié moins la moyenne des mesures chez les rats ayant le génotype LL au

niveau du méme 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 fagon, le C7QTL a été défini, et, fait
intéressant, aucune différence de séquence induisant un changement en acides aminés des
protéines encodées par les genes Cypl1bl, Cypl1b2 et Cypl1b3 n’a été détectée entre DSS et
Lewis [109]. 11 est a noter que Cypl1bl a été identifié comme étant le géne responsable d’un

QTL sur le chromosome 7 entre les souches DSS et DSR [124, 135].

De méme, 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 I’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 s€quengage des génes
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 a I’hypertension, il a ét¢é 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 1’existence d’un quatrieme QTL
grace a la construction de sous souches congéniques. Au cours de cette analyse, il a été
démontré que les C10QTL1, CI0QTL3 et C10QTL4 étaient épistatiques et agissaient de fagon
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 CI0QTLS, interagissant
épistatiquement avec les C10QTLI, 3 et 4, a été défini. Cette étude a aussi permis de réduire
les régions de ces QTL a moins de 1Mb, rendant ainsi I’analyse des geénes contenus plus
simple. A noter que ces QTL trouvent ses homologues au niveau du chr.17 chez 1’humain ou
des analyses de liaison associent la région chromosomique a I’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 génes contenus dans les CIOQTL1, C10QTL2, C10QTL3 et
C10QTLS ont été séquencés et analysés en vue d’identifier les génes causant la différence de
PA entre DSS et les congéniques. Des génes n’ayant pas été préalablement associés a

I’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 I’existence d’un QTL de PA au niveau du chromosome 18. Ces
analyses ont été effectuées en utilisant la souche Lewis comme contrdle normotendu étant
donné sa grande résistance au sel par rapport a la souche DSR. De plus, les polymorphismes
au niveau des marqueurs microsatellites entre DSS et Lewis est supérieur a ceux retrouvés
entre DSS et DSR [103]. La construction de souches congéniques délimitant la région détectée
par ces études a permis d’identifier I’existence 3 QTL influengant la PA a ce niveau. Plus
précisément, la construction des souches CI18S.L6, C18S.L7 et CI8S.L8 ont permis
d’identifier deux régions QTL, soient C18QTLI1 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 particulierement prometteuse étant donné que cette région contient deux
genes associés a I’hypertension; il s’agit du géne codant pour le récepteur B-adrénergique de
type II (ADRB2) et du gene encodant 1’'ubiquitine ligase E3 NEDD4L. De par leur nature
moléculaire et leurs fonctions physiologiques en plus de leur association avec la maladie chez

I’humain, ces génes son de bons candidats.

6.3.1 ADRB? et hypertension

Les récepteurs B-adrénergiques (B-ARs) jouent un role important dans la régulation de
la PA. Le récepteur ADRB2, dont le géne ne posseéde pas d’introns, appartient au sous type 32
des adrénorécepteurs, qui sont normalement exprimés au niveau des poumons, des reins, des
vaisseaux et du foie. Ces récepteurs de type G sont couplés a I’activation de 1’adénylate
cyclase et a la formation de cAMP. L’activation des récepteurs B2 par les catécholamines
induit la relaxation des muscles lisses et la sécrétion de NO par les cellules endothéliales
vasculaires. Chez I’humain, plusieurs polymorphismes de ce géne, parmi lesquels Argl 6Gly et
GIn27Glu, sont associés a I’hypertension. La substitution Argl6Gly cause une

désensibilisation accrue du récepteur puisqu’elle modifie la régulation négative induite par
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I’agoniste et affecte la cinétique de son activation; GIn27Glu est associée a une résistance a la

désensibilisation [142-144].

6.3.2 NEDD4L et hypertension

NEDDA4L 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 empéchent la
liaison de NEDDA4L se traduisant par une hyperactivit¢ des canaux et entrainent
I’hypertension. NEDD4L est aussi impliqué dans la régulation des NCC. Différents
polymorphismes au niveau de NEDD4L ont ét¢ détectés chez 1’humain lors des études de
population qui 1’associent a I’hypertension. Parmi ces substitutions on retrouve
rs4149601(G/A), au niveau de I’exon 1 qui introduit un site d’épissage alternatif résultant en
une protéine dont le domaine de ciblage a la membrane est altéré. Plus encore, des études
effectuées sur des souris knock-out ont prouvé que la perte de fonction de NEDDA4L induit

I’hypertension et la sensibilité au sel [145-149].
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7. Hypothése et objectifs

La prévalence élevée de I’hypertension essentielle rend 1’é¢tude de cette pathologie
prépondérante. Etant donné que seul le 60% des patients atteints est traité et que moins du
35% de ces patients répondent efficacement aux traitements antihypertenseurs, 1’identification
de nouveaux genes et mécanismes régulant la PA s’avere 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 facon la plus directe de comprendre les mécanismes a la base de
I’hypertension essentielle. L’utilisation de modéles animaux, permettant de controler les effets

de I’environnement, s’avere une stratégie de choix pour atteindre ce but.

Ainsi, I’identification de la nature moléculaire des QTL influencant la PA est un des
principaux objectifs dans I’analyse de 1’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 étre ciblées lors du

choix du traitement a fournir.

Par ailleurs, il a longtemps été pensé qu’un trait quantitatif comme la PA est la
résultante de 1’action combinée de plusieurs QTL qui contribuent chacun a une variation
minime de ce trait. Chez I’humain, aucun QTL a effet majeur n’a été encore identifi€.
Cependant, comme discuté auparavant, I’observation d’interactions épistatiques et le caractere
Mendélien de certains QTL meéne a 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, I’existence d’interactions épistatiques entre deux QTL
permettrait de les regrouper dans une méme voie de régulation. A I’opposé, ’absence de ce
type d’interaction et/ou 1’existence d’une interaction additive entre deux QTL révelerait qu’ils

font partie de voies distinctes.

En vue de tester I’hypothese selon laquelle les QTL pourraient €tre regroupés en

différents modules épistatiques, des souches « double congéniques » ont €té construites;
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I’existence ou absence d’épistasie entre deux QTL dictant s’ils appartiennent au méme

module.

Bien que la découverte d’une architecture génétique des différents QTL se révéle un
moyen efficace dans la compréhension de I’organisation et étiologie de I’hypertension
essentielle, 1’identification de la nature moléculaire du QTL demeure importante. Ainsi, la
détection de variations de séquence ou d’expression du(des) gene(s) responsables du QTL et
leur impact sur la fonction physiologique du produit, sont des composantes essentielles a
I’¢tude de la pathologie et a la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou de

diagnostic.

Pour cette raison, nous avons décidé non seulement d’analyser les génes candidats des
QTL du chr.18, mais aussi, €tant donnée 1’épistasie qui existe entre eux, d’¢lucider leur

interaction au niveau moléculaire, apportant ainsi une preuve physiologique a ce phénomene.



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 1’effet de la combinaison de deux QTL distincts. Le génotypage de ces
souches a été effectué grace a des marqueurs microsatellites déja 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 a partir de la séquence du génome du rat

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) ou par analyse des résultats du séquengage 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 séquencage du produit ou

une restriction enzymatique ont été alors réalisés.

8.2 Séquencage de génomes complets de DSS et Lewis

Le séquencage complet des génomes DSS et Lewis a été effectuée avec les
technologies de séquencage 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 a partir des reins de rats soumis au
méme protocole que les rats en télémétrie avant 1’étape d’implantation des sondes (régime
NaCl 0,2% pendant 21 jours suivi de 3 semaines a NaCl 2%). L’extraction et la purification de
I’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 grace 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 gene, les variantes identifiées par
I'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 index¢é dans la base de
données de UCSC genome browser (https://genome.ucsc.edu/) aux SNPs se trouvant dans les
séquences des exons d’un geéne. Avec 1’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 a partir de sources de référence modifiées en permanence au rythme de

I’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
mémes que décrit précédemment [108, 137]. Brievement, une semaine apres la naissance, les
rats sont identifiés par le numéro correspondant (tag) et I’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 21 jour aprés la naissance. Le régime a haute teneur
en sel (2% NaCl) commence alors et dure trois semaines, jusqu’a I’implantation des sondes de
télémétrie.

Les mesures de PA se font par télémétrie via le systéme Data Sciences Inc. (St-Paul,
Minnesota, USA). Il s’agit d’une méthode précise qui permet de prendre des mesures de fagcon

continue et directe a distance, diminuant ainsi les contraintes physiques pour I’animal et par



46

conséquent la possibilit¢ de fausser la lecture de PA [150]. Le cathéter de la sonde est
implanté dans 1’artére fémorale. Au moins 10 jours apres I’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 a une plaque située sous chaque cage. La plaque
est reliée a un ordinateur qui collecte pendant dix secondes a 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 a froid par guillotine et les organes, ainsi que la sonde implantée

sont récuperes.
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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 a la fin de l’article dans la version publiée. Elle a été

déplacée dans cet ouvrage a fin de rendre le texte homogene [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. la, 1c) and
designated as C1S.L2, C1S.L3, C1S.L4 and C5S.L. CI 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 Figurel 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 CI0QTLI and CI0QTL2 (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 C/0QTL2 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% NacCl), 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
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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
CIl0QTLI) and C10S.L16 (containing C10QTL?2) (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.

CI0QTLI and CI0QTL?2 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 C/0QTL 1 module, i.e. epistatic module 1 (EM1), can
be found if that QTL acts epistatically to it, such as CI0QTL5 (12). The same principle applies
to the module composed of C/10QTL2, i.e. EM2. A new EM, in addition to EM1 and EM2, can
be discovered if a given QTL acts additively with both C/0QTL1I and C10QTL?2.

9.4.2 Modularization of BP QTLs

An analysis was first performed of C/0QTL4 and CI0QTL2 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+C10QTL?2 did not exceed that
of C10QTL4 or CI0QTL?2 alone (Table 1 and Fig. 1b), i.e. an epistatic interaction exists
between them (p<0.002). Thus, C10QTL4 and CI10QTL?2 belong to EM2 (Table 2).

Next, the interaction between C/0QTLI and CI16QTL 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 CIOQTL2 and CI6QTL. CI6QTL behaves
epistatically with C/10QTL1 (p=0.049), but additively with C/0QTL2 (p=0.31) (Table 1 and
Fig. Ic, d). Thus, C16QTL and CI0QTLI belong to EM1. Modeled on classitying C/6QTL,

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 C2QTLI (Table 2). C2QTLI acted
additively with both C/I0QTLI and CI0QTL2, and, consequently, belongs to a separate EM:
EM3.

EMI1, 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 C10QTL?2
stands higher in hierarchy than the BP-increasing C8QTL2, because the effect of C/0QTL2
masks that of C§QTL?2, 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 (C/10Q0TI + C10QTL?2) (Fig. 2), as if
EMI1 + 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, CAPZAl and FIGN/GRBI14 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. CI1S.L2 traps 4 human QTLs around ADM (Supplemental
Fig.1a) that interact epistatically with C/0QTL1 + CI0QTL2 (Table 1), i.e. they belong to
either EM1 or EM2 (Table 2). C3S.L7 (14) carries the segment harboring Jagl/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 C/7QTL2-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 GUCYIA3-GUCYIB3, SLC39A48, and NPR3-
CSorf23, were excluded as BP QTLs contrasting DSS rats with a specific normotensive strain
(Table 2 and Supplemental Fig.le). 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 EMI. They are
Loc100363423 for C10QTL3, Proline-rich 11 (Prril) for C10QTLS, Alpha kinase 2 (Alpk2)
for CI8QTL3, and 5 candidates for C/0QTL1 (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 C/0QTL2 in EM2 to be ATP-binding cassette,
subfamily A (ABC1), member 8a (Abca8a). ABCAS8A 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 A/pk2 and Prril, 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, Npri, Npr3, Gucyla3,
Gucylb3, Atplal, 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 4bca8a and Prrill 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 C10QTLI is represented by congenic strain C10S.L30; the BP effect
of C10QTL2 is represented by congenic strain C10S.L16; the combined BP effect of
[C10QTLI 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+C10QTI2 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 CI0QTL2+C10QTL4, indicating epistasis. (a), addivitiy
between C10QTLI and CI10QTL4; (b), epistasis between C10QTL2 and C10QTLA4; (c),
addivity between C10QTL2 and C16QTL; (d), epistasis between CI0QTL1 and C16QTL; (e),
addivity between C8QTL2 and C10QTLI; (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 C17QTLI1 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 C10QTLI (epitomizing EM1) + CI0QTL2 (exemplifying EM2); 3 QTLs are
C10QTL4 (EM2) + C18QTL3 (EM1) + C2QTL6 (EM1); 4 QTLs are C10QTL1 (EM1) +
CI0QTL2 (EM2) + C2QTL4AM (EM1) + C2QTLS5 (EM1); 5 QTLs are C2QTLS5 (EM1) +
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C10QTL4 (EM2) + C16QTL (EM1) + C18QTL3 (EM1) + C18QTL4 (EM1); 6 QTLs are
C10QTL4 (EM2) + C10QTLS (EM1) + C10QTL1 (EM1) + C10QTL3 (EM1) + C10QTL2
(EM2) + C3QTL1 (EM1); 7 QTLs are C10QTL4 (EM2) + C10QTL5 (EMI1) + C10QTL1
(EM1) + C10QTL3 (EM1) + C10QTL2 (EM2) + C18QTL1 (EM1) + C18QTL2 (EM1); and 8
QTLs are C10QTL2 (EM2) + C10QTL3 (EM1) + C3QTL3 (EM1) + C2QTL3 (EM2) +
C2QTL2 (EM1) + C2QTL4AM (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

69

MAP
differences
n MAP (mmHg) Mechanism
Congenic
Congenic strains QTL designation (mmHg) minus DSS
C10S.L30 C10QTL1 10 151+3 -26
C10S.L16 C10QTL2 7 1503 -27
C10S.L30/C10S.L16 C10QTL1+C10QTL2 observed 5 109+8 68 Additive
C10QTL1+C10QTL2 predicted 5 PO
C10S.L16 C10QTL2 7 1503 -34
C10SL28 C10QTL4 9 1335 -27
C10S.L16/C10S.L28 C10QTL2+C10QTL4 observed 5 1514 -26 £<0.002 Epistasis
C10QTL2+C10QTL4 predicted -71
C10S.L30 C10QTL1 10 15113 -21
C16S.L7 C16QTL 7 149+2 -23
C10S.L30/C16S.L7 C10QTL1+C16QTL observed 8 150+9 -22 20,049 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 1373 -35 ~ Additive
C10QTL2+C16QTL predicted u P
C8S.L2 C8QTL2 9 1975 20
C10S.L16 C10QTL2 7 1503 -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+C10QTLT observed 8 161+1 -16 p=0.19 Additive

C8QTL2+C10QTL1 predicted
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C8S.L1
C10S.L30
C8S.L1/C10S.L30

C3S.L3
C10S.L30
C3S.L3/C10S.L30

C3S.L3
C10S.L16
C3S.L3/C10S.L16

C17S.L11
C10S.L16
C17S.L11/C10S.L16

C17S.L11
C17S.L9
C17S.L11/C17S.L9

C2S.L4
C10S.L16
C2S.L4 /C10S.L16

C2S.L4
C10S.L30
C2S.L4 /C10S.L30

C16S.L7
C18S.L3

C8QTL1

C10QTL1

C8QTL1+C10QTL1 observed
C8QTL1+C10QTL1 predicted
C3QTL1

C10QTL1

C3QTL1+C10QTL1 observed
C3QTL1+C10QTL1 predicted
C3QTL1

C10QTL2
C3QTL1+C10QTL2 observed
C3QTL1+C10QTL2 predicted
C17QTL1

C10QTL2
C17QTL1+C10QTL2 observed
C17QTL1+C10QTL2 predicted
C17QTL1

C17QTL2
C17QTL1+C17QTL2 observed
C17QTL1+C17QTL2 predicted
C2QTL4L

C10QTL2
C2QTL4L+C10QTL2 observed
C2QTL4L+C10QTL2 predicted
C2QTLA4L

C10QTL1
C2QTL4L+C10QTL1 observed
C2QTL4L+C10QTL1 predicted
C16QTL

C18QTL2

10

10
12

1385
1513
134 2

144 5
151+3
136 +3

144 +5
150 +3
1335

129+ 8
150 +3
146 + 3

1372
1517
144+ 6

199 +4
1513
157 7

199 +4
151+3
183 +9

134 +5
124+ 4

-39
26
43
65
33
-26
41
59
33
27
44
60
48
27
31
75
46
32
-39
70
22

27
20

22

-26

43
53

p<0.01

p<0.03

p=0.18

p<0.001

p<0.003

p<0.05

p=0.28

Epistasis

Epistasis

Additive

Epistasis

Epistasis

Epistasis

Additive
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C16S.L7/C18S.L3

C3S.L7

C10S.L30

C3S.L7/C10S.L30

C1S.L3

C10S.L16

C1S.L3/C10S.L16

C1S.L.2
C108.L30/C10S.L16

C1S.L.2/C108.L30/C10S.L16

C1S.L4

C108.L30/C10S.L16

C1S.L4/C10S.L30/C10S.L16

C7SL
C108.L30/C10S.L16

C7S.L/IC10S.L30/C10S.L16

C25.M15

C16QTL+C18QTL2 observed 5
C16QTL+C18QTL2 predicted

C3QTL3 5
C10QTL1 11
C3QTL3+C10QTL1 observed 5
C3QTL3+C10QTL1 predicted

C1QTL2 10
C10QTL2 7
C1QTL2+C10QTL2 observed 6
C1QTL2+C10QTL2 predicted

C1QTL3 8
C10QTL1+C10QTL2 10
C1QTL3+C10QTL1+C10QTL2
observed 6
C1QTL3+C10QTL1+C10QTL2
predicted

C1QTL1 16
C10QTL1+C10QTL2 5
C1QTL1+C10QTL1+C10QTL2
observed 5

C1QTL1+C10QTL1+C10QTL2
predicted

C7QTL 6
C10QTL1+C10QTL2 10
C7QTL+C10QTL1+C10QTL2
observed 5
C7QTL+C10QTL1+C10QTL2
predicted

C2QTL3 8

141+ 4

123 +2
144 + 2
116 +3

134 +7
150 +3
138 +5

125+4
107 +6

p<0.001

-96
-54
-33
-61
-87
-43
-27
-39
-70
-52
-70

p<0.02

p<0.008

109+2 -68

143 +3
1098

p<0.001

122
34
69

118 +3 -59

138 +3
107 +6

p<0.001

-103

-39
-70

125+3 -52

144 + 4

p<0.001

-109
-33

Epistasis

Epistasis

Epistasis

Epistasis

Epistasis

Epistasis
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C10S.L16
C2S5.M15/C10S.L16

C25.M15
C108.L25
C25.M15/C10S.L25

C25.M19
C10S.L30
C25.M19/C10S.L30

C25.M19
C10S.L16
C25.M19/C10S.L16

C28.M21
C108.L30/C10S.L16

C10QTL2
C2QTL3+C10QTL2 observed
C2QTL3+C10QTL2 predicted
C2QTL3

C10QTL3
C2QTL3+C10QTL3 observed
C2QTL3+C10QTL3 predicted
C2QTL2

C10QTL1
C2QTL2+C10QTL1 observed
C2QTL2+C10QTL1 predicted
C2QTL2

C10QTL2
C2QTL2+C10QTL2 observed
C2QTL2+C10QTL2 predicted
C2QTLS
C10QTL1+C10QTL2
C2QTL5+C10QTL1+C10QTL2

C25.M21/C10S.L.30/C10S.L16 Observed

C2S.Mm7
C10S.L16
C2S.M7/C10S.L16

C28.M7

C10S.L30

C2S.M7/C108.L30

C28.M7

C2QTL5+C10QTL1+C10QTL2
predicted

C2QTL1

C10QTL2
C2QTL1+C10QTL2 observed
C2QTL1+C10QTL2 predicted
C2QTL1

C10QTL1
C2QTL1+C10QTL1 observed
C2QTL1+C10QTL1 predicted
C2QTL1

14

14
10

14

150 +3
133 +2

144 £ 4
150 £ 2
129 +4

124 +6
151+3
1355

138 +8
150 +3
125+2

149 £ 4
10938

148 £ 9

145+ 3

150 +3

133+8

145+ 3

151+3

1313

145+ 3

27
44
60
33
27
48
60
53
-26
42
81
-39
27
52
66
28
68

-29

96
32
27
44
59
32
-26
46
58
32

p=0.018

p=0.13

p<0.001

p=0.20

p<0.001

p=0.12

p=0.12

Epistasis

Additive

Epistasis

Additive

Epistasis

Additive

Additive
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C3S.L3 C3QTL1 7 144+5 -33
C2S.M7/C3S.L3 C2QTL1+C3QTL1 observed 9 117+2 -60 ~0.56 Additive
C2QTL1+C3QTL1 predicted 6

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

EM # QTLs included Model Candidate genes for
QTL model QTLs
EM1 CI0QTL1, CI0QTL3, CI0QTLS5, CIOQTL5 Proline-rich 11 (Prrll)

C3QTLI, C3QTL2, C3QTL3, CISQTL3 Alpha kinase 2 (Alpk2)
C8QTLI, CI6QTL, CI8QTLI,
CI8QTL2, CIS8QTL3, CIS8QTL4,
C20TL2, C20TL4M, C20TLS,
C20TL6, (C7QTL, CIQTLI and

CIQTL3)

EM2 CI0QTL2, CIl0QTL4, C2QTL4L, CI0QTL2 ATP-binding  cassette,
C8QTL2, CIQTL2, CI17QTLI, subfamily A4 (ABCI),
Cl17QTL2, C2QTL3, (C7QTL, member 8a (Abca8a)
CIQTLI and CIQTL3)

EM3 C2QTL1 C2QTL1 Unidentified

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, C2QTLS and C2QTL6, being in the same
epistatic module, EM1 (29), C3QTL1 and C3QTL2 in the same module (11), C10QTLI,
C10QTL3 and C10QTLS in the same module (10,12), and C18QTL1, C18QTL2, C18QTL3



74

and C18QTL4 in the same module (27,30). Abca8a and Pprl1 are identified from (31), and
Alpk2 from (30).

Abbreviations

BP, blood pressure; C/QTL1, 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



9.10 Supplementary data

Supplemental data Table 1: Summary

effects defined by congenic strains

75

of QTLs and their blood pressure

Chromosome | QTL names Congenic strains | DSS allele | References
effect
1 C1QTL1 C1S.14 BP-decreasing | Fig. 1, current
C1QTL2 C1S.L3 BP-decreasing | work
C1QTL3 CI1S.L2 BP-decreasing
2 C2QTLAL C2S.14 BP-increasing
C2QTL1 C28.M7 BP-decreasing | (1-3)
C2QTL2 C2S.M19 BP-decreasing
C2QTL3 C2S.M15 BP-decreasing
C2QTLAM C2S.M18 BP-decreasing
C2QTL5 C2S5.M21 BP-decreasing
C2QTL6 C2S5.M24 BP-decreasing
3 C3QTLI1/- C3S.L3/S.L3 BP-decreasing
BPQTL C3S.L4/S.L4 BP-increasing | (4)
C3QTL2/+ C3S.L6 BP-decreasing | (5)
BPQTL
C3QTL3
5 C5S.L1 No effect Fig. 1, current work
7 C7QTL C7S.L1 BP-decreasing | (6)
8 C8QTLI1/- BP | C8S.L1 BP-decreasing
QTL C8S.L2 BP-increasing | (7)
C8QTL2/+ BP
QTL
10 CI10QTL1 C10S.L30 BP-decreasing
C10QTL2 C10S.L16 BP-decreasing | (8)
C10QTL3 C10S.L25 BP-decreasing
C10QTLA C10S.L28 BP-decreasing
CI10QTLS C10S.L29 BP-decreasing
16 C16QTL C16S.L7 BP-decreasing | (5) and current
work
17 C17QTLI1 C17S.L11 BP-decreasing
C17QTL2 C17S.L9 BP-decreasing | (9) and current

work
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18 CI8QTLI C18S.L4 BP-decreasing
C18QTL2 C18S.L3 BP-decreasing | (10)
CI18QTL3 C18S.L.2 BP-decreasing

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

I 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

Human QTL Human Rat Chr/ Comments Epistatic
interval SNPs Congenics References module
(EM) #
1 Included in Fig. 1(a), (12) EMI or
FURIN-FES 1s2521501 CIS.L2 EM2
1 Included in Fig. 1(a), (12) EMI or
ADM 1s7129220 CI1S.L2 EM2
1 Included in Fig. 1(a), (12) EMI or
PLEKHA7 rs381815 CIS.L2 EM2
1 Included in Fig. 1(a), (12) EM1 or
PLCEl1 1932764 CIS.L2 EM2
2 Included in Fig. 1(e), (1,12) undefined
MOoV1o 1s2932538 C2S.M
2 Included in Fig. 1(e), (1,13) undefined
CAPZAl rs17030613 C2S.M
3 Included in Fig. 1(b), (5,12) EM1
JAGI rs1327235 C3S.L7
3 Included in Fig. 1(b), (5,12) EMI
GNAS-EDN3 rs6015450 C3S.L7
FIGN/GRB14 rs1446468 3 Included in Fig. 1(b), (4,13,14) undefined
(MAP) rs16849225 C3S.L2
NOV 7 Included in Fig. 1(d), (6,14) EMI or
(PP) rs2071518 C7S.L EM2
CYPIA2 rs1378942 8 Included in Fig. 1(i), (7,12) EM1
CSK-ULK3 rs6495122 C8S.L1
FLJ32810- 8 Included in Fig. 1(i), (7,12) EM2
TMEM133 rs633185 C8S.L2
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ADAMTSS
(PP)

HFE

GUCYIA3-

GUCYIB3

MECOM

ENPEP

SLC3948

NPR3-C5orf23

MTHFR

CASZ1

ZNF652

PLCD3

GOSR?2

CACNB2

CYPI741

rs11222084

151799945

rs13139571

rs419076

156825911

rs13107325

rs1173771

rs1173766

rs17367504

rs880315

rs16948048

1512946454

rs17608766

rs11014166

rs4373814
rs1119154,
rs1004467
rs11191548

8
C8S.L2
17
C17S.L9
2
C25.M12
2
S.M2
2
C2S8.M10
2
C2S5.M10
2
C2S.L3
5
C5S.L
5
C5S.L
10
C10S.L12
10
CI10S.L8
10
C10S.L8
17

CI17S.L3
1

Non

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

Included in Fig. 1h (9,12)

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

Excluded, Fig.

(12)

1(e), (2,12)

1(e), (2,12)

1(e), (2,13)

1(e), (2,12)

1(e), (3,12,13)

1(c), (12)

1(0), (13)

1(f), (12,15)

1(f), (12,15)

1(f), (12,15)

1(h), (9,12)
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ADRBI
(MAP)
CNNM2/
NT5C2
PIK3CG
(PP)
ATP2BI

ULK4

MAP4

(MAP)

EBFI

STL7

RPL6/ PTPNI11/

ALDH?2

SH2B3

TBX3-TBX5

FGF5

CHIC2?

(PP)

SLC447

BAT2-BATS

cl0orf107

1s2782980

rs11191548

rs17477177

152681492/

1s2681472

rs17249754

rs9815354

rs319690

rs11953630

rs17030613

rs11066280

rs653178,

rs3184504

rs2384550

rs35444

rs16998073

rs871606

rs13082711

rs805303

rs1530440

Non

Non

Non

Non

Non

Non
10
Non
11
None
12
Non
12
Non
12
Non
14
Non
14
Non
15
Non
20
Non
No rat

homologue

(14)

(13)

(14)

(12)

(12)

(14)

(12)

(13)

(13)

(12)

(12)

(12)

(14)

(12)

(12)

(12)

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

Untested

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.
ADAMTSS, metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 8; ADM, adrenomedullin;
ADRBI, adrenergic, beta-1-, receptor; ALDH?2, aldehyde dehydrogenase 2 family
(mitochondrial); ATP2B1, ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1; BAT2(PRRc2b),
proline-rich coiled-coil 2B; BATS5S (ABHDI16A), ab hydrolase domain containing 16A;
C5orf23, chromosome 5 open reading frame 23; CI100rf107, chromosome 10 open reading
frame 107; CACNB2, calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit; CAPZAI, capping
protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1; CASZ]I, castor zinc finger 1; CHIC2, cysteine-
rich hydrophobic domain 2; CNNM2, cyclin M2; CSK, c-src tyrosine kinase; CYPIA2,
cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2; CYPI17A, 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; FGFS5,
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; GUCYIA3, guanylate
cyclase 1, soluble, alpha 3; GUCYIB3, guanylate cyclase 1, soluble, beta 3; HFE,
hemochromatosis; JAGI, jagged 1; MAP4, microtubule-associated protein 4; MECOM
MDSI1 and EVI1 complex locus; MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H);
MOV10, Moloney leukemia virus 10, homolog (mouse); NOV, nephroblastoma overexpressed
gene; NNPR3, natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide
receptor C); NT5C2, 5'-nucleotidase, cytosolic 1I; PIK3CG, phosphoinositide-3-kinase,
catalytic, gamma polypeptide; PLCD3, phospholipase C, delta 3; PLCE]I, phospholipase C,
epsilon 1; PLEKHA?7, pleckstrin homology domain containing, family A member 7; PTPNI11,
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; SLC39A48, 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

AR RS S SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR RS SRR RS R

DSS CATCGCAGTCAGTCTTGGACTTTGCGGGTTTTGCCGCTGTCAGAAGGACGTCTCGGACTT 120
Lewis CATCGCAGTCAGTCTTGGACTTTGCGGGTTTTGCCGCTGTCAGAAGGACGTCTCGGACTT 120

Sk ok Kk ok ks ke sk ok ok ok ok ok ok k ke sk ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok sk ok k ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

!

DSS TCTGCTTCAAGTGCTTGACAACTCACCCTTTCAGCAGgtaggaaccg..tcctttccagGGT 180
Lewis TCTGCTTCAAGTGCTTGACAACTCACCCTTTCAGCAGgtaggaaccg..tcctttccagGGT 180

hhkk A hkkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhrkhkhkhhkhkhkkhkrhhkhkkhkrhkhkhkhkrkhdx *hkhkhkhkxkhkkrk*

DSS ATCGGAGCATCGCTACAGAMIBAAGCTGGTTTCCATCGCCCTGATGTTATTGGGTTCGCT 240
Lewis ATCGGAGCATCGCTACAGAMI@AAGCTGGTTTCCATCGCCCTGATGTTATTGGGTTCGCT 240

AR R RS S S SRR R SRR SR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R RS SRR RS SR

l

DSS CGCCGTTCTCGGCGCGGACACCGCACGGCTCGACACTTCCTCGCAGTTCCGAAAGAAgtg 300
Lewis CGCCGTTCTCGGCGCGGACACCGCACGGCTCGACACTTCCTCGCAGTTCCGARAAGAAgtg 300

AR R RS E SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS RS

DSS agtttgg..tgttttctagGTGGAATAAGTGGGCGCTAAGTCGTGGGAAGAGGGAACTACAA 360
Lewis agtttgg..tgttttctagGTGGAATAAGTGGGCGCTAAGTCGTGGGAAGAGGGAACTACAA 360

KAAKAAKAK AR A AR A A A AR AR AR AR AR ARk Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkkhhhhkhkhhhkhkhkxx*

DSS GCGTCCAGCAGCTACCCTACGGGGCTCGTTGATGAGAAGACAGTCCCGACCCAGACTCTT 420
Lewis GCGTCCAGCAGCTACCCTACGGGGCTCGTTGATGAGAAGACAGTCCCGACCCAGACTCTT 420

Sk ok ok kK ks k ke k ok ok ke k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk k ok ok ok ok ok k ke k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

!

DSS GGGCTCCAGGACAAGCAGAGCACGTCTAGCACCCCACAAGCCAGgtaactaact..ttctcc 480
Lewis GGGCTCCAGGACAAGCAGAGCACGTCTAGCACCCCACAAGCCAGgtaactaact..ttctcc 480

hhkhk Ak khhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkkhkrhhkhkkhkkrhkdkhkkhkrhkrhrhkhkx *kkhk*

DSS gcagCACTCAGAGCACAGCCCACATTCGAGTCAAACGCTACCGCCAGAGCATGAACCAGG 540
Lewis gcagCACTCAGAGCACAGCCCACATTCGAGTCAAACGCTACCGCCAGAGCATGAACCAGG 540

AR RS S S SRR SRR R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS

DSS GGTCCCGCAGCACTGGATGCCGCTTTGGGACCTGCACAATGCAGAAACTGGCTCACCAGA 600
Lewis GGTCCCGCAGCACTGGATGCCGCTTTGGGACCTGCACAATGCAGAAACTGGCTCACCAGA 600

Sk ok ok kK ok sk ok sk ok ok ok ke k ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ok ok ke sk ke ok ok ok ok ok k ke k ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok



DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

TCTACCAGTTTACAGACAAAGACAAGGACGGCATGGCCCCCAGAAACAAGATCAGCCCTC
TCTACCAGTTTACAGACAAAGACAAGGACGGCATGGCCCCCAGAAACAAGATCAGCCCTC

AR RS S S S SRR SRR R SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R RS SRR RS RS

AAGGCTATGGCCGCCGGCGCCGGCGTTCCCTGCCAGAGGTCCTCCGAGCCCGGACTGTGG
AAGGCTATGGCCGCCGGCGCCGGCGTTCCCTGCCAGAGGTCCTCCGAGCCCGGACTGTGG

khkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhrkhhkhkhkrhhhkhhrhhhhkhhkhhkhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrkdrhkrkhkhkrhhkkhkkhxk

AGTCCTCCCAGGAGCAGACACACTCAGCTCCAGCCTCCCCGGCGCACCAAGACATCTCCA
AGTCCTCCCAGGAGCAGACACACTCAGCTCCAGCCTCCCCGGCGCACCAAGACATCTCCA

AR RS RS E SRR SRR SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS R

GAGTCTCTAGGT TAMMBGTGCGGGTGGCAGCATTGAACAGTCGGGCGAGTATCCCATTGG
GAGTCTCTAGGTTAMMBGTGCGGGTGGCAGCATTGAACAGTCGGGCGAGTATCCCATTGG

AR RS S E SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS RS

CGCCTGCGGAATCAGAGAGCTTCGCACCCTGAGCGGACTGAGACAATCTTGCAGAGATCT

CGCCTGCGGAATCAGAGAGCTTCGCACCCTGGGCGGACTGAGACAATCTTGCAGAGATCT

khkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkkhrkhkhkhkhkrkhhkhkhkrkhkhhkhhkhhkhk hhkhkkhhhkhkhhrhkhkhkdrhkrhkhrhhhkhkkhxk

GCCTGGCTGCCCCTAGGGGAGGCAGAGGAACCCAAGATCAAGCCAGGCTCACGTCAGAAA
GCCTGGCTGCCCCTAGGGGAGGCAGAGGAACCCAAGATCAAGCCAGGCTCACGTCAGAAA

AR R RS SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS

CCGAGAATTACAGGCTGATACTCTCTCCGGGCAGGGGTCTGAGCCACTGCCTTGCCCGCT
CCGAGAATTACAGGCTGATACTCTCTCCGGGCAGGGGTCTGAGCCACTGCCTTGCCCGCT

AR R RS S SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR RS SRR R R RS

CATAAACTGGTTTTCTCACGGGGCATACGCCTCATTACTACTTGAACTTTCCAAAACCTA
CATAAACTGGTTTTCTCACGGGGCATACGCCTCATTACTACTTGAACTTTCCAAAACCTA

khkhkhkhkhkhkhkhhkhkhrkhhkhkhrhhhkhkhkrhhkhhkhhkhhhhkhkhkhhhkhkdkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhkhkhkkhxk

GCGAGGAAAAGTGCAATGCTTGTTATACAGCCAAAGGTAACTATCATATTTAAGTTTGTT
GCGAGGAAAAGTGCAATGCTTGTTATACAGCCAAAGGTAACTATCATATTTAAGTTTGTT

AR R R SRS R R SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R R SRR R R RS

GATGTCAAGAGGTTTTTTTTTT 1162
GATGTCAAGAGGTTTTTTTTTT 1162

Kkhkrkkkhkhkkhkrkhkhkhkkhkrkhkhkkkhxkhkxk*k

660
660

720
720

780
780

840
840

900

900

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140

82
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Supplemental data Table 3(b). Sequence alignment of Endothelin3 (Edn3) among
Dabhl salt-sensitive (DSS), Lewis and Dahl salt-resistant (DSR) rats

DSS GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60

Lewis GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60

DSR GGGCAGCTCGCTCTGAAAGTTCGTGACCGCCTCAGCCAACTAACTCTGAGCCCTGGGACG 60
ke k ok ok ok ok K Kk ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok

DSS CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120

Lewis CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120

DSR CCCAGTTCAGGCAGCGGCAGGACTCGAAAGCTGTACCCAGTCTCACTACCCTTTTGCGGT 120

Sk ok ok kK ok sk ok k ok ok ok ke k ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok k ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

DSS CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTCMMBGAGCTGG 180
Lewis CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTCMMBGAGCTGG 180
DSR CACAAGCGGCCACCCTCCAGGCCCGGTGCTCCCGCGCCTGATCGGGGTTC-GAGCTGG 180
ok ok ok kK kK K kK kK kK kK Kk Kk K R K kK kK kK kK ok K kK ok K kR kK kR kR kR kK kK kK kK
!
DSS GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga..tccccaac 240
Lewis GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga...tccccaac 240
DSR GGCTGTGGCTCCTTCTCGGGCTCACAGTGACCTCCGCTGCAGgtaagcagga..tccccaac 240
ok ok kK kK kK kK kK kK kK ko kK ok ok ok ok ok K ok ok ok K ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK ok K kK ok Kk ok
DSS agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300
Lewis agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300
DSR agCTGCACTGCCTGCACAGCCTGGAAATGCTGGGCAGGAGCGGGGACCAGGCAGGTCTGG 300

Sk ok Kk ok ks ks k ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok k ke k ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

DSS GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360
Lewis GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360
DSR GGACCAGGAGGAAAAGAGGGTGCCTGCACACCACCGACCTCGGCGCTGCACGTGCTTCAC 360

Sk ok ok kK ok k ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok k ke k ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

DSS TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420
Lewis TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420
DSR TTATAAGGACAAGGAGTGTGTCTACTACTGCCACCTGGACATCATCTGGATCAACACTCC 420
AR RS S S SRR R SRR R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS
!
DSS Tgagtgagttgg..tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480
Lewis Tgagtgagttgg..tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480
DSR Tgagtgagttgg..tactctgcagACAGACTGTGCCCTATGGACTGTCCAACCACAGAGGAA 480

Kkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhhhkhkhkhhhkhhkrkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhrhkhkhhrhkhkhkhrhkhkhkhkrhkrhkhxkkx



DSS
Lewis

DSR

DSS
Lewis

DSR

DSS
Lewis

DSR

DSS
Lewis

DSR

DSS
Lewis

DSR

DSS
Lewis

DSR

GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA
GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA
GCCTCCGGGGAAAGAGGTCCTCGGGGCCAGTTCCAGAAAGTTCCCAGTCTTCTCCACAGA

khkhkhkhkhkkhhkhhkhkhhhhkhkhhhhkhkhrhhhhkhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkhkdrhkrkhkhrhhkkhkkhxk

CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC
CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC
CACGCTTACGTTGTGCCTGTGCAGGGGTGGATGACAAGGCCTGCGCATACTTCTGTGCAC

AR R RS S S SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS

l

ACGTCACCAGgtatgacaca..gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC
ACGTCACCAGgtatgacaca..gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC
ACGTCACCAGgtatgacaca..gtccccacagTTATTCCAGGAGAGCAGAAAAGGCAGCTGC

khkhkhkhkhkkhkhkhhkhhhhhkhkhkhhhkhhkrhkhhhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhhrhkhkhhrhkhkhkhrhkhkhkhkrhkrhhxkkx

AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag..cttgaaatagGCTG
AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag..cttgaaatagGCTG
AGAAGAGAAGCAGGAGACTGGAGGTCCACGTCAAAGgtgagggcag..cttgaaatagGCTG

khkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhkrhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhrhkhkhhrhkhkhkhrhkhkhkhkrhkrhkhxkkx

AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTHMBCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC
AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTMBCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC
AAGTCAAGGACAGATAAAGTCCACCAGCCTMBCTGGCTTTATCGGACCACAACTGATGC

AR R RS S S SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS

l

TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgecece 826
TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgeece 826
TTCTTGCTTCCTGCGGTGGATTTCCCCCGGCTCTCCctgcctgecee 826

Sk ok Kk ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats

DSS

Lewis

DSS

Lewis

DSS

Lewis

gtttgaagccTCAGCAATGGCTACAGGGTGACTTCTTGGATCCTCCACGTTTCCAGGTCC
gtttgaagccTCAGCAATGGCTACAGGGTGACTTCTTGGATCCTCCACGTTTCCAGGTCC

AR R RS S SRR R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R RS SRR RS R

TAGTGAAAACCGGTGGACCCAGCTGGAGGC-GACCGATCAGCTGGGCTCCCTGTGCGG
TAGTGAAAACCGGTGGACCCAGCTGGAGGC-GACCGATCAGCTGGGCTCCCTGTGCGG

khkhkhkkhkhkkhhkhhkhhhhhkhkhkhhhkhkhkrhhkhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhkhhkhkkhxk

!

CTGCTATTGCTGCTGCTGTTGTTGCTGCTGTGGTCCGTGGCCCCGCAGGCGCTGCGGCCC
CTGCTATTGCTGCTGCTGTTGTTGCTGCTGTGGTCCGTGGCCCCGCAGGCGCTGCGGCCC

khkhkhkhkhkkhhhkhkhhhhhkhkhrhhhkhkhkhhhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhkdkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhkhkkhkkhxk

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

780
780
780

60
60

120
120

180
180
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Supplemental data Table 3(c). Sequence alignment of Hemochromatosis (Hfe)



DSS ggtgagtgcg..gacttccccagGTTCACATTCTCTACGATATCTCTTCATGGGTGCCTCAA 240
Lewis ggtgagtgcg..gacttccccagGTTCACATTCTCTACGATATCTCTTCATGGGTGCCTCAA 240

KAKAAAKAAAAKN AKX AR AR A AR KA AR A A Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhkhhhhkhkhhhkhkhkxx*

DSS AGCCAGACCTCGGGCTGCCTTTCTTTGAGGCTCTGGGTTATGTGGATGACCAGCTCTTTG 300
Lewis AGCCAGACCTCGGGCTGCCTTTCTTTGAGGCTCTGGGTTATGTGGATGACCAGCTCTTTG 300

khkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhrkhhkhkhkrhhhkhhrhhhhkhhkhhkhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrkdrhkrkhkhkrhhkkhkkhxk

DSS TATCCTACAATCACGAGAGTCGCCGTGCTGAGCCCAGGGCCCCATGGATCTTGGGGCAGA 360
Lewis TATCCTACAATCACGAGAGTCGCCGTGCTGAGCCCAGGGCCCCATGGATCTTGGGGCAGA 360

AR RS RS E SRR SRR SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS R

DSS CATCAAGCCAGCTGTGGCTGCAGCTGAGTCAGAGCCTGAAAGGGTGGGATTACATGTTCA 420
Lewis CATCAAGCCAGCTGTGGCTGCAGCTGAGTCAGAGCCTGAAAGGGTGGGATTACATGTTCA 420

AR RS S E SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS RS

l

DSS TAGTGGACTTCTGGACCATCATGGGCAACTATAACCACAGTAAGGgtatgtagag..tcatt 480
Lewis TAGTGGACTTCTGGACCATCATGGGCAACTATAACCACAGTAAGGgtatgtagag..tcatt 480

khkhkhkhkhkkhkrkhkhkhkhhhhkhkhkhhhkhhkrhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrkhrhkhkhkhrhkhkhkkhrhkhkhhrkh *hkxkkx

DSS tccagTCACGAAGTTGAGAGTGGTGCCTGAGTCTCACATCCTGCAGGTGATCCTAGGATG 540
Lewis tccagTCACGAAGTTGAGAGTGGTGCCTGAGTCTCACATCCTGCAGGTGATCCTAGGATG 540

khkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhkhhrkhkhkhkhkrhhhhkhhkhhhhhhkhhkhkhkhkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhkhkkhkkhxk

DSS TGAGGTGCATGAAGACAACAGTACCAGTGGCTTCTGGAAATATGGCTACGATGGGCAAGA 600
Lewis TGAGGTGCATGAAGACAACAGTACCAGTGGCTTCTGGAAATATGGCTACGATGGGCAAGA 600

AR R RS S S SRR R SRR R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS E

DSS TCACCTTGAATTCTGCCCCAAGACACTGAACTGGAGTGCAGCCGAGCCAAGGGCCTGGGC 660
Lewis TCACCTTGAATTCTGCCCCAAGACACTGAACTGGAGTGCAGCCGAGCCAAGGGCCTGGGC 660

khkhkhkhkhkhhkhkhkhkhrkhhkhkhkrkhhkhkhkrhhkhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhhkhhkhxk

DSS CACCAAGATGGAGTGGGAAGAGCACAGGATCCGTGCCAGACAGAGCAGGGACTACCTGCA 720
Lewis CACCAAGATGGAGTGGGAAGAGCACAGGATCCGTGCCAGACAGAGCAGGGACTACCTGCA 720

AR R RS S S SRR R SRR EREREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS R

DSS GAGGGACTGCCCCCAGCAGCTGAAGCAGGTCCTGGAGCTCCAGAGAGGGGTTCTGGGACA 780
Lewis GAGGGACTGCCCCCAGCAGCTGAAGCAGGTCCTGGAGCTCCAGAGAGGGGTTCTGGGACA 780

khkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkhkhrhhhkhkhrhhkhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhkdkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhhkkhkkhxk

!

DSS GCAAGgtacacggaa..ttccttcaagTGCCTACTTTGGTGARAGTGACTCGCCACTGGGCC 840
Lewis GCAAGgtacacggaa..ttccttcaagTGCCTACTTTGGTGAAAGTGACTCGCCACTGGGCC 840

khkhkhkhkhkkhkhkhhkhkkhhkhdx *hhkhhkhhkrkhkhhhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhrhkhkhhrhkhkhkhrhkhkhkhkrhkxhkhxkkx



DSS TCTACAGGGACCTCTCTAAGGTGTCAGGCTCTGAATTTCTTCCCCCAGAACATCACTATG 900
Lewis TCTACAGGGACCTCTCTAAGGTGTCAGGCTCTGAATTTCTTCCCCCAGAACATCACTATG 900

AR RS S S S SRR SRR R SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R RS SRR RS RS

DSS AGGTGGTTGAAGGACAGCCAGCCCCTAGATGCCAAGGATGTCAACCCTGAGAACGTGCTG 960
Lewis AGGTGGTTGAAGGACAGCCAGCCCCTAGATGCCAAGGATGTCAACCCTGAGAACGTGCTG 960

khkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhrkhhkhkhkrhhhkhhrhhhhkhhkhhkhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrkdrhkrkhkhkrhhkkhkkhxk

DSS CCAAATGGGGATGGGACCTATCAGGGCTGGCTGACCTTGGCTGTGGCCCCTGGAGAAGAG 1020
Lewis CCAAATGGGGATGGGACCTATCAGGGCTGGCTGACCTTGGCTGTGGCCCCTGGAGAAGAG 1020

AR RS RS E SRR SRR SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS R

DSS ACAAGGTTCAGCTGTCAAGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCTCTCACTGCCACTTGG 1080
Lewis ACAAGGTTCAGCTGTCAAGTGGAGCACCCAGGCCTGGATCAGCCTCTCACTGCCACTTGG 1080

AR RS S E SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS RS

DSS Ggtgaggacgg..ttgtttttagAGCCCTCACGGTCTCAGGACATGATTATTGGAATCATAA 1140
Lewis Ggtgaggacgg..ttgtttttagAGCCCTCACGGTCTCAGGACATGATTATTGGAATCATAA 1140

Kkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkk *hhkhkhkhkhhkhhkhhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhrhkhkhhrhkhkhkhrhkhkhkhkrhkrhhxkkx

DSS GTGGGATCACCATTTGTGCCATCTTCTTTGTTGGAATTCTGATCCTAGTCTTAAGGAARA 1200
Lewis GTGGGATCACCATTTGTGCCATCTTCTTTGTTGGAATTCTGATCCTAGTCTTAAGGAAAA 1200

khkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhkhhrkhkhkhkhkrhhhhkhhkhhhhhhkhhkhkhkhkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhkhkkhkkhxk

DSS GGAAGGTTTCAGgtgagtggga..atcttcccagGAGGAACCATGGGTGACTATGTCTTAAC 1260
Lewis GGAAGGTTTCAGgtgagtggga..atcttcccagGAGGAACCATGGGTGACTATGTCTTAAC 1260

KAKAA AKX A AKX A AR AR A AR AR KK, kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhk,kxx*

DSS AGAGTGTGAG-CC TGCAGCATGCAGAAGCACAGAAGAGAGAAGACTCAGCCAAAGACT 1320
Lewis AGAGTGTGAG-CC TGCAGCATGCAGAAGCACAGAAGAGAGAAGACTCAGCCAAAGACT 1320

khkhkhkhkhkhhkhkhkhkhrkhhkhkhkrkhhkhkhkrhhkhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhhkhhkhxk

DSS TGGAGGGGACACACTTGCTCCATTCTAGAACACAGCTGGACCTAACACACAGAAACTGCC 1380
Lewis TGGAGGGGACACACTTGCTCCATTCTAGAACACAGCTGGACCTAACACACAGAAACTGCC 1380

AR R RS S S SRR R SRR EREREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS R

DSS TGAGGACTCTGCCCTTAGCTTTCCCTGTTTGCTTTCTTAAGGTGTTTTCTCCAGTTAAGT 1440
Lewis TGAGGACTCTGCCCTTAGCTTTCCCTGTTTGCTTTCTTAAGGTGTTTTCTCCAGTTAAGT 1440

khkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkhkhrhhhkhkhrhhkhhkhhkhhhhhkhkhhkhkhkdkhhkrhkhkhkdrhkrhkhrhhkkhkkhxk

DSS TCAGTTCCTGAATAATAGTGACTGCCCCAGCTGCAACCTCTCCCTTCAGAACCAGTCTCA 1500
Lewis TCAGTTCCTGAATAATAGTGACTGCCCCAGCTGCAACCTCTCCCTTCAGAACCAGTCTCA 1500

AR R RS S SRR RS E R SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R RS RS
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DSS TGATCTTTAAGCTGCTACTTGCAGGCATCCTTCGTTTTCTGCATCCACCTAGACTTCGTA 1560
Lewis TGATCTTTAAGCTGCTACTTGCAGGCATCCTTCGTTTTCTGCATCCACCTAGACTTCGTA 1560

AR RS S S S SRR SRR R SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R RS SRR RS RS

DSS TGTCTACTTAAAAAGCCCCACTAAATTTGGGGGACACATGATTCATTTCCACATCTGAAG 1620
Lewis TGTCTACTTAARAAAGCCCCACTAAATTTGGGGGACACATGATTCATTTCCACATCTGAAG 1620

Sk ok ok kK ok sk ok ke ok ok ok ok ok ok k ke ok ke ok ok ok ok ok sk K ok ok ke ok ke sk ok ok ok ok ok ok k ke k ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

DSS AAGTTATGAACCTTCATCCTGGGATGCACACATTCTTGTGCCAGAATTTTTCATACATAT 1680
Lewis AAGTTATGAACCTTCATCCTGGGATGCACACATTCTTGTGCCAGAATTTTTCATACATAT 1680

AR RS RS E SRR SRR SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS R

DSS CCTAGGACCCATTCAATTGTCATTTGAGCCTCTCTATCTGTTAGTGACTACTCTGACTTC 1740
Lewis CCTAGGACCCATTCAATTGTCATTTGAGCCTCTCTATCTGTTAGTGACTACTCTGACTTC 1740

AR RS S E SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R SRR R RS RS

l

DSS TCTGCCATTGGAGTGTTATGGCAATAAAGCTATGAACGTTacacactgtg 1790
Lewis TCTGCCATTGGAGTGTTATGGCAATAAAGCTATGAACGTTacacactgtg 1790

Sk kK ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

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; Atplal, 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; Nprl, 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 CIS.L2, C1S.L3, CI1S.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 deuxi¢me paragraphe de la
section 9.2 (p.50) devrait étre 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 (...) » (deuxiéme paragraphe, section 9.3.1, p.51) n’est pas précise.
Une définition plus générale et adéquate serait de dire que lorsque 1’effet phénotype observé
chez une « double congénique » est significativement moins important que la somme prédite
de I’additivité mathématique des deux QTL, on peut parler de I’existence d’interactions

¢épistatiques.

Limitations de I’étude :

En vue de tester 1’existence d’interactions épistatiques entre les QTL, des analyses de
variance a deux critéres de classification permettent d’évaluer si 1’effet phénotypique observé
chez une souche « double-congénique » est significativement différent de celui que prédit la
somme arithmétique de leurs effets individuels. Ainsi, I’hypothése nulle décrit que la
différence entre I’effet observé et la somme prédite des effets est égale a 0, et peut étre rejetée
sous le modele additif avec un seuil de signification de 5%.

On conclue 1’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 I’hypothese nulle
sans pour autant pouvoir tirer d’autres conclusions sur I’hypothése 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), CI8QTL3, contains beta-2 adrenergic receptor (Adrb2) and neural precursor cell
expressed, developmentally down-regulated 4-like (Nedd4[) genes. None of the other genes in
the C18QTL3-residing interval is known to affect BP. The identification of C/8QTL3 might
uncover a brand-new gene that could prosper into a novel diagnostic and/or therapeutic target

for essential hypertension, if neither Adrb2 nor Nedd4! could be upheld as candidate genes.
Methods: Congenic fine resolution was combined with gene analyses.

Results: The gene encoding alpha kinase 2 (A4/pk2) 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 CI18S.L14 congenic strain displayed a
homozygous DSS genotype at both SNP1 and SNP2. Furthermore, Adrb2 and Nedd4[ 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 C/S8QTL3. 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, CI18QTL3, 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 -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, 4drb2 is located in the
region harboring a quantitative trait locus (QTL), CI/8QTL3, for which a replacement of
hypertensive DSS alleles by those of normotensive Lewis rats lowered BP [4]. Thus, the
candidacy of Adrb2 as a CI8QTL3 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 (Nedd4[) reside in the CI8QTL3 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 Nedd4! appear to be logical gene candidates for C/8QTL3, 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 Nedd4! 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.L.10)
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 Nedd4! 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

Nedd4! 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 (qQRT-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 CI/8QTL3-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 C/8QTL3 [5] turns out to lodge 2 QTLs,
CI8QTL3 and C18QTLA4, 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, C/I8QTLI 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
CI8QTLI is conservatively tentative. No chromosome crossovers occurred in the segment

harboring C/8QTL?2 [5], and consequently, C/8QTL?2 could not be finely resolved.
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The C18S.L2 congenic strain carries 2 QTLs, namely C/8QTL3 caught by C18S.L14,
and CI8QTL4 by C18S.L10 (Figure 1). A 2 x 2 ANOVA [5] demonstrates an epistatic
interaction (p<0.001) between CI/8QTL3 and CI18QTLA4.

10.4.2 Evaluation of candidate genes Adrb2 and Nedd4l

C18S.L14 bears a small chromosome fragment containing C/8QTL3 (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 Nedd4!/ 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 Nedd4! 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 (qQPCRs) 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 C/8QTL3, another gene(s)
that can should be present. Indeed, among those in the CI8QTL3-residing interval
(Supplement 1), only Alpk2 emerged as a prominent candidate because of the following

reasons.

First, in the coding region of DSS rats, A/pk2 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 C/18QTL3
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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, CI/8QTL3 and CI8QTLA4,
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 CI8QTL3. (c) Alpk2
became a leading candidate gene for C/8QTL3. Thus, CIS8QTL3 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.

CI8QTL3 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.

CI8QTLI and CI8QTL4 (Figure 1) as well as CIS8QTL?2 [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 (4lpk2) gene is a standout candidate to be CI18QTL3

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, A/pk2 poised to be a candidate gene for
CI8QTL3. The emergence of Alpk2 lays the ground work for the identification of the gene
responsible for C/8QTL3.

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].
ALPK?2 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 A/pk2 as a candidate for
CI8QTL3 will likely lead to a novel mechanistic insight into the biological process,

biochemical pathway or signaling cascade steering towards BP homeostasis.

Alpk?2 1s 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 A/pk2 would likely affect the
enzymatic activity of alpha kinase 2, i.e. ACCG1910-1912, T376C changing C126R, C475T
changing P159S, A2918T changing Q973L, A3754G changing K1252E and A6217G changing
12073V (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 C/8QTL3. 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 C/8QTL3 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 C/8QTL3-
containing interval, more than 250 F> rats have been screened, but no crossovers were detected
(data not shown). With A/pk2 as the central target, screening a larger number of F2 rats seems
fully justified in order to further narrow down the C/8QTL3-containing interval. Nevertheless,
the appearance of Alpk2 provides a sufficient and necessary focal point for further genetic,

molecular, cellular, biochemical and physiological analyses of C/8QTL3.

In contrast, A4drb2 and Nedd4l cannot be sustained as candidate genes for
CI8QTL3. 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 CI8QTL3 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 CIS8QTL3, despite their distinguished roles in BP modulation and
their highly-visible associations with essential hypertension. The discovery of C/8QTL3 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
CI8QTL3. 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.
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Table 1. Mutation screening of candidate genes in the C18QTL3-containing interval

Change in
Genomic Genomic Size of  Mutation amino acid
start end Number codons detected (AA)
Gene position position of exons (bp) Lewis/ DSS Lewis/DSS
Nid67 2460479 2460 661 2 183 No No
Rbm22 2542718 2553093 11 1263 No No
Arsi 2903 564 2904977 2 1722 No No
Slc26a2 3204489 3208486 5 2220 No No
Csnklal 3575198 3598085 9 978 No No
Adrb2 4210345 4208 483 1 1257 No No
Ecg? 4640 157 4643 629 4 225 No No
Apcddl 5122234 5124 665 2 870 No No
Wdr7 5905753 6176 665 27 4 467 No No
St8sia3 6501 348 6507 560 4 1143 No No
Fech 6708 742 6710 340 11 1269 No No
Nars 6 753 801 6769 584 12 1677 No No
Nedd4l 7167842 7509317 31 2 892 13214, €991 No
G2139A
mirl22a 7546 271 7 546 356 1 85 No No
T376C C126R
Alpk2 C475T P159S
7596221 7691046 10 6 303
predicted Co618T No
ACCG1910 A637/-
A2918T Q973L
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A3754G K1252E
C5610G No
A6217G 12073V
T283G S95A
Grp 8196 564 8209 539 3 444
A286G 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. A symbolizes a
deletion. Adrb2, adrenergic, beta-2-, receptor, surface; Alpk2, alpha-kinase 2; Apcddl,
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1; Arsi, arylsulfatase family member I; Csnklal,
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. CI18S.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
5S’AAGTGAAGCTCCTCCGTGAA 3’ for Alpk2,

5" GAGCTCTCGCTCTTGCTGTT 3’ and reverse 5° CTGGATCCCAAGTAGGCTGG 3’for
Grp,

5> ACTGCCGCATCCTCTTCCTC 3’ and reverse 5 CCGCTCGTTGCCAATAGTGA 3’for

[-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.
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10.9 Supplementary data
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Supplement 1. Genes residing In the chromosome Interval harboring CISQTLI as defined by
microsatellite markers D18Rat55 and DI8MItS.
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Supplement 2. Aligned sequence comparison of the §-2 adrenergic receptor gene (Adrb2) between
Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis stralns
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EIGT G TEATACTATCT G TATATTCAGTCCTAGEGAATCTEATGCTCTCTTTCTCCTEAL
GG CT TGATACTATC T GTATAT T CAGTCCTAGGEAATCTGATECTCTCTTICTCCTGAL
LA AR AR AR SRR AR R R R R Rt R ARttt Rl R il Rl )

AR AT T ACARRCETGETCCACAGACARACACACRCATARCACTOTCATEIGIR
T CARRR AT AR CT T ECACACACAARCACACACATARCRCTOOCATCOECR
REXAEXEFIEXFIEEAFIEEEIERRIEIEFIEAFIEAEETIEERIERFIEEASIEETICRRICERES
TARCATARCTARTCTAGT T IAT I I LI T IAT I TCAARARGARARTTCTTGOATTIIICR
TAACATAARCTAATGTAGT T TATT I T T I TTAT T TCAAAAAGAARATTCTTCCATTITC:
gtttz itiziEEEddizEsEEdFdEEF iR igEd iz eEsdEEEsEEEdaERFaEsdS
T CART AT OO CGATATCCACCATATRARCAACARARATGATCCCACATTOCCARG
T T AR T AT O EGATATCCACCATATRACARCARR AR TEATCCCACACTCCCARS
FRAFAAREAEFEREETREERREETRRERREETREREREETRRddIRERERERERRERTREREd
ARTTARGARTARCACCCOCACCCCARCTCTCCCCARGTGOETACACATCAARTTCOCTARAG
AATTARCARTRRCACCOCCACCOCARCTCTCCCCAAGTECETRCACATIRATICCTARRGE
AR AR R RN R R R RERRERERRRSRRRERRRSRERERERERERERRRED]
AT AR R E L AR T TACT RO T TG ETECGETI GO CTECAT T IC TCARGEACEEAR
AARTEC ARG AT TACT GO T TG G T RO T ECATGT IC TCAAGEAGEEAG
REXAEXEIEXFIEEIFIAEEIEIRRIAERFIEAFIEAEETIEERIERFIEEASIEEETICRRICERES
A ARAARRRTAT T T TCAC ARG T ETCC T TAGRARCTC TETAGCTGTIGGAGTCAD
SR AARARAATATTITTCACCRAGTETECTTAGRAACTCTIGTAGCTET TEGEACTCAS
AR IR R I AT F I AT IR F IR I AT IS TICTIFIATFTITAFICTFS
e TGI T T TGO A TARC T CARACEEARATACACTEETGICTGEGAATEEEETET
O T T TGCCAAA T AR CTEARAAGEGAATACACTEEE TG I CTRCGAATEEEETET
LR AR SR AR R R R R R AR Rl Rl R R R Rl Rl R R R R R
CATTTATGAGTECTAGAGEACGETASTACCTGEATCTGARCACCEETETCTARGTEATED
CATTTATGACTCCTRGRECACCETRETACCTGEATCTCARCACCEETCTCTARETEATCC
LA SRR AR AR AR Rt Rt Rl Rt il Rl R it RSl )
GOACT O AT TC IO AL CGERG O T T GTGIGTIG T I ICI T ICAGCTIGCTICTGEETGTT
AT AT T T ARG T TG T TG TG T T ICT T ICAGCTIGCT IC TREETLETT
EEXFEXXIETXFTTXIXICEEIC XX IEEEITETICEZTIE IR TR EIRFIEEEITRRIEEES
CCTEAGT T IGT T TATARCCACC T T T GTCT TEGACCAGEAGACAGCTETOGTCTCCARD
COTGACT T I GT T AT A AT T CT GT T TEEACCAGCAGACACCTETOGTCTOCAGE
X E AR IR IEAFIATTITERIATFIEAFIETEICERIORF IS ICERICRES
ATGA LG EEE TR TG TC TR LG TC TG T EEC TG TGET T CGECATARGTCTGAGCAT
ATGAGCGEECECEEETETCTCTERET I LTI GEUTETEET IO GECATAAGTCTGAGCAE
AR AR AR R R RNl R R R R R RN AR R RS Rl RN RNl
BT AT A A T R T T T T EC T T T ST CTET OO GEETEAGCTTETTITTT
GTCCCAGTCAGCAGEGTECGT T IGIGCCTE TG TG TG TG TCCGEGTGAGCTIGTICTTT
LA AR AR AR SRR AR Rl At Rl Rl iRt it Rl i it s )
CTGTICCTAARAGARAR TR ACCCAC TGO CACTGEOGTCCAGAGRCCTTCCARCCOGCEAT
TG T TARRAGARAR T AL CCACTROCACTEEOGTCCAGAGACCT TCCRACCOGEAD
EETFFEEEIRRREIEREIEEREEERRERERSERERIRERSERRIERRRERR IR R R IR RRREERS
AT A TAC AT AR A ETAC AT IO CACACAC GO CTEEETEET TGROEGETIEIR
ARETGACCTACATGAACAGGTAGCACT T CAGACACCECCTREGT LT IRECEEETLGCA
R AR IR IFIATETIIRR IS IETEICIRIORF IS IETTICERICESS
CARCAGT OO CRGATI T I CTC T EEEAGCCCCAGCTAGEETAGCTOEARGEEAGTEETE:
A AT RCATTI LTI T TE GG CCCC AT TACCCTAGCTOCAACEEACTRETER

R R R e e e R R R R R ]
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TR T OO GERER A CCTTEEEC OO OO ORI CART COCACEACCREECCEECTAR
CCTEECCTCOEEEEAGC AT TREECCCCRCCCEEECCARCCCCAGGALGASECOGEEECTA
LR AR R R A AR AR R R R AR R AR R R R RN R Rl RN RR )
CECARGEREEET TGO T TG TGO IO T OO R CAT GO GACGETECCATIGEIT
GECAAEEACE TGO CCTTAG T I CT OGO OO CGEEC AT GO GACEETGOCATIGEET
LA LSRR RN R Rt R Rt R ARt RRR RN Rl Rl S bl
CAARGT TRCTECACGT AT ARG T CCTAAAGTCTACTECACATARCEEECAREG
AR T TGO CCAC T CAC T R A AT C OO TARACTCTAGTGCACATARCGEEIAGES
LSRR E SRR S R SRR R R e RS R R R Rt RS R R R ]
TEACTECARGECTECT I CTCCCEOGETTCAGECTRCACCTEECARECATCEOEAGCOOREE
T AT ARG TR T T OO RE T TCAGEE T AGCTERCACECATCO RO EACCCOE:
R T I R T R I I R I R I R I I AR T T NIRRT AT RN F T AT IO TF T O
RECACCCACEAGCTCAGTG T ECAGEACGLECOCCCAGCACARCCACCTACGETCTCTEAR
A AL AL GACC T AT T AEEAC GO CECTCCARCACAGCCACCTACGETCTCTGAR
LA AR R AR R R AR R ARl Rl R R R R RRRR R R RRLER]
ARG T IO AGGAG T OGO O EAC GO TECGCCCOATCGEAGETECACCOGCTRAR
TGAACCTTCCACGACT OO OO DO GEACGEC TR GO CCCATCEGAGETECACCOGLTGAR
LRSS AR AR R AR AR R RS R Rl RS RS SRERERE Rl RS RE R
AECETCTEEECACTGARNGCCEETEOGCTCACCTECCGRECE
AGCGTCTGEGCACTGARAGCOGETECECTCACCTECCRECT

(2R sttt it st gt bRl byl

B EPBREGHNDSID P L E &P NGSRATFP
AT A GO AR CC AR T GACACC GAC T T TTCC TS CACCCARTCCAAGOCGAGICITA
ATSCARCCACACEEGARTGACAGCEACT ICTTGCTEECACCCARTEEARCCCEAGCEOCA
FRSEAARETAEFEREREREREAEERdRRRRERTREeERERERRdEidESERRERREREREES
G H OI T QO ERDEA RRHWYVYVEMNAI LM
e ACGACAT AL T CAGCRAA R AR CTCEETCETREECATCECCATCCTCATE
A AT T AT AR CCECAC ARG C T TOCTEERCATEECCATCCTCATE
LR sttt i ot i i b iRttt i ot i bt R it ittt i e ]
5 VIV LAIVEEGENY L WYITAETIRAWLTE
T TAT T CT R AT G T T TG ARG TR CTEETCATCACAGCCATTGCCARG
TCCGT AT T T ECCATCE TG T L TGE AR C TGO TEE TCATCACAGCCATTEOCARG
LR e S S R AR e S e e R e e R R R R e A R e S R R E R ]
FER I OQT™ VT HKYF LTS5 L A C.ATIDE
T CGAGC A TR AR CETCACCAACTACT TCATARCCTCCTTGECEIGTGCTGATCTA
TTCCRAECERCTACARARCCETCACCARCTACTICATARCCTOCTIGECEIGIGCTRATCTR
FridTidiesddsETddeddidsEindtivierddsaEieaidanirddisdedaeddTEad
YVMeEeL A VYV EPEA S5 HI L MEMBERN
CTCATG RO TACC TG T EC LT T TCEG R CACTCATATCCTTATCARARTETCGAART
ST AT TACC G GETRCCT T T GEGECCAGTCATATCCT TATCAAARTGIGGAAT
LR st i s Rt i bt it i ot i bt ittt ittt n ]
F ENFWC EFWITS I DVLCVYTAS
TTTEECAATT IR GACTIC T EGACTTCCATTEATETETIGTGOGTCACAGCCAGE
TG AR T T TG T CC AT T I GEACT T CAT T GA T T T TG SO CTCACACCCACT
LSRR RS AR S RS R R R R R Rt R R R Rt RS RS R R ]
I ETLC¥Y I A VD ARY VYATITSESPF K
AT CGAGACCC TGO GAT TECAGT GRATCGCTATGT TECTATCACATCGCCCTTCAAG
AT AR T TGO I GAT TG AT GGATCECTAT T IGCTATCACATCROCCTTICAAR
FEARTATEIAAARAAARAETEAAAE AR AR TR AT R e TR R RE R R e T AR T AE AR Rd R e mdE R T T
*r¥o88 LK T KNKEARRBEVY WV I LMV H IV
TAC ARG TGO GACC AR GAAT ARG L EAGTGETCATCCTARTGETCTEGATICTG
ARG T O TGAC CARGAA TAAC OO GAGT R TCATCC TAATGETRTEGATICIR
Lot tiat bttt tiattiattiabt it tiattiat ottt it tiatts]
§ E LTS FLPIODMHENWYRATHESETETG G
TCEEEL T TACCTCCTICTIGOCT AT CAGATEC ACTGETACCGTELCACCCACARGL AR
TCCGEC T TACCTC T T T RO CT AT CCAGATECACTCETACCGTGCCACCCACARGCAR
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-341
=341

-281
-281

=221
=211

=161
=161

=101
=101

-41
-41

=1

-1

&0
&0

120
120

180
1B0

240
240

300
3o

360
&0

420
420

480
480

350
5&0

120



0ss
Lewis

Oss
Lewls

055
Lewis

055
Lewis

Oss
Lewis

055
Lewis

055
Lewis

D55
Lewis

055
Lewis

035
Lewis

D055
Lewis

055
Lewis

055
Lewis

Bss
Lewis

0ss
Lewis

A I CYAKETCLCCLCDPFPFPFPFTHROQRARTY A
AT AT T TAT AR CCAEAC TIGCTET GACTIC T ICACGARC CARROCTATECT
GoCATCEACTCT TATGOCARGGAGRCTTCCTGTGACT ICT ICACGARC CAGGCCTATELT
LA AR AR RS R R RS RS R RN R R R R R RS R AR R R RS RRsRRlRERREED]
I 353 8 T ¥ 5 F YN BLTYIY¥ NY BV X
AT T T ATC AT T I T ACG TGO C O TR TGETCATEETCT I TG CTATICC
AT T e T AT T AT T TP ACGTGCCCC TR TG TCATEETC I T IGICTATTCE
LA AR R R R R R R AR R R R R R R R R R R R R R Rl Rl R R SR ]
R Y FQVAEKROQLQ KIDEKSES ERTFEF
A ETC T IO CAGE TG e A AR A CECACCTCCACARCATACACARATCOCACGECAGATTT
BT T TR e TR CAAARCECACCTECRGAAGATAGATRARTCCCACEECAGATTIT
T I R T I I R T R I T A R I I A R T I N A A AR T AR T TR T AT T TR T OTA A
HA2A QHNILSQWVEO QDGEHRSEHRGTLTR R
CAT OO ARRR T AR ACE TREAGCAGGA T EEEAGGARCEEECACERACTCCGRAGE
CATGCCCRARRCCTCAGCCRCCTGEAC AGER TEEEAGEAGCCEECACCEACTCCRARGE
(AR R AR RS R R RERERERRRERERRRSRERERERERERERRRED]
5 s K P €L K-E R K ALVETLEGEGTITIMNE
T T CAAGT T T T T GAAAGACCACARRCCTC T ARCATTT TAGECATCATCATERED
IO CAAGT IO T LT TGAAACACCACARAGCCCTUARGACTTTACGCATCATCATEEEE
LA AR RS R R R R R R R R R R R R R R R R R RNl E YR ]
T F R E W -E.B P CF IV NRI FREY I REK
AT A e T T EECT G CCT IO TCAT TG TCAATATI G TCCACETCATCCEEECC
AT CACCCTCT eI ERC T GO TIC T TCAT T GTCARTAT TG TCCACETCATCCEERCE
R I R I R I I I I I T R I T AR I T AR T AT AR TATR TN OCRS
H L I FXEWVYIILLHREWILOEGTYUVHS5 A
AR T AT CCCTARCERACTTTACATCCTCCTTAACTCETTEEECTATGTCARCTCTECT
AR AT TAACEAAGT TEACAT OO TCC T TARC TS T TECECTATETCAACTOTECT
LA SR AR R R AR R R R R RSt R RN SRR REEE]
F R BLIY¥ RSP DFRIAFPFQEETLTLE
TTCAATCCTCTTATCTAC TG TG AGTCCAGAT T TCAGGAT TGO TTCCAGEAGCTICT:
T AATC I CTTATCTAC TG I GEACTCCAGAT T TCAGGATTGCCTTCCAGGACRITICTE
T EETTREAFEAETIRETTEETEIRET T AEdTRETEEETIRET T AETIRATEIRE R ARG
EL BERS & ETY & NE Y B S5 N5 NG
T T TGO O GETCT T CT TCCARARCCTATCEEARCGECTACTCTAGCARCACCARCEET
eI IO GO ORI T T T GAAARCCTATCEGARC GECTACTCTAGCAACAGCARCGET
LE 2 iRt R e s R e s R R SRR R R R SRR RS R R R R R R k]
ERTDYTOGEGEQS®HAY OQ LEDQEKENE
A A A A TR AR O AR CR O CCATATCACCTECECCACCACARACRRANTERA

REERCAGRCTACACACCCERCC ARG CATATCAGC TELCECAGCAGARAGAARATCRA 1

LA AR AR R R R R R R R R R RS R RN R Rt ED]

L L £ EEATPGMNMETGZEFVHCQQGETNWVEFE
TG GIGACEAR OO TR ATEEARCGECTT TG TCAACTGTCARGETACTCETROCT
CTGCTT I GIGAGEAR O TR AT AR GECTTTGTGAACTGTCARGETACTETECCT
FEEETEETERER R AR RER T RETERERERET R RERRRERERETRERdiREdERETEEEd
£ L 5 I 0D SO0 GE&RENGICNTNDIDLODS SET®PETIL -
ARG AT T AT T CAAGCEACEAACTETARCACARRCCACTCGCCACTC TAS
AGCCTTRGCATTCACTCTCAAGEEAGEAACTCTRACACARACGATTCCCCATTIC TAG

(e ia bt ot in i ia bt bbb a ittt in st bt e by ]
TETACECT I CTACT I TAAGRC B CCCTCOCTEACACEACACTAATCAGACTATEI T
TETACECTTICTACT T T TARGACEEC CCCTOCCTRACAGGACACTARCCAGACTATITT
L AR R AR R R AR AR AR RN RRR Rl R RN RE )
AT CAG T T AR T AR T TAGARTRARR T T TATAGRGAT TT TECAGARGEEECACATIC
AT AT T AATAR T TRCARTAARATTCTATAGRGAT T T ICTAGARARCEECACATIC
AR L AR AL RN AR LR RR AR AR RRERARERRRRRERRRERERRRENERESE D]
TTCTGCCTT T T  TATT T AT T T TT T TAACC TECARGTGACACACACRCCERGACAGACAS
TGO T I AT T T LAT T LI [ ARAGC TG CARGTCAGAGAGAGAGCCAGAGAGAGAS

LA R e S R SR R S SR R S R E SR R E R R R E RS R R R R E R R RS R RS R RER R R R R R E]
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Footnote to Supplement 2: * denotes nueleotide identity, Initiation and termination codons are marked by
bold and italic letters. Sequences for DSS and Lewis are deposited to GenBank (#G0)160814). 5 promoter

BCR AR AR AR AR A G R R CRCACACTETATTICACTCOTTRAATCT I T ICLTI:
AGAGRGAGAGAGAGAARGAGAGAGRGAGAGACTETATTICAGTECTTARTETITICLTTE
AR R RN AR R R R R R R LR R R R R RN RRR R R R RR]
TACAGT I CAGT IO T T e A TR AT TAR ARG T TTCT G T RAAGT T IGT IGG LT
TACACT I CACT LTI I AT GAACTTARRAGT TICTCICTGARACTGT IGT IREICT
LA AL AR ERR RS RER RN RRRRARERRRRRRRRRARRRRRRRERRRERENEDESE D]
ETCIGT I TGEATCE TG I T IC CATGTATCTACCTCACTGETCARGTATTAAGGATAATATA
T T EGAT TG T T IO CATGTATCTACCTCACTGETCARGTATTAAGGATAATATA
TATATAT AT T O T EAAATTCATATCTAAACCACACACTT T ICTTLCTGTACCLITIG
IATATAT AT T eI CEAAATTCATATCTAARGEAGACACTTTICTTCCIGTACCCTI:
T R T R N R I R I N R I I R I I AR T I TR A AR T AR AN TF TR IO TT T TR
AT T EAAATAT TG T T T T GEACCT T I CTEC TG TEAATETEEACTCTCICTCACTCC
AT T EARR T AT T T T T T EEACCT TICT RO TET AR TG TREACTCTICTCTCACTEL
AR R RN A AR R R AR R AR R R R R R R R R R RRR R R RNl
AT AT T A AR T AT T T T A ACEGATTTGAEECAC AACATCACTICTIIT
ACTTA TG T AR R T A TG T I ETAGCCACCEATTIGAGEEACARCATCAGTICIIIT
AR RS SRS AR ER AR AR RRE AR AR ARl R RSl E RE N R
TCTEACCAARGTCTARACTT TACAGTAAATARATTLTTICACCATGA 1844

TCTGAGCARACTCTARRGT T TACALTARATARATTGTITICACCATGA 1844

R R R R R R R R R R R R R R R R R R E RS R R ]

1437
1437

1557
1557

1617
1617

1677
1E77

1737
1737

1797
1757

and 3" untranslated regions are given before the ATG initiation codon and after the TAG stop codon

respectively.

122



Supplement 3. Aligned coding sequence comparison of nexral precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 4-like gene ( Nedd4l) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls
strains
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l

M B E-B P E B R G E F R I L EH-Y K % ¥ §
ATETCTGAGT I CCC GAEAS GAGEGEAGAA TCCOOTAT TC TCAGAGTAAARGTTGTTICT
AT TGAGT T OO GAGASEAGGGGAGAA TCCCGTATTC TCAGR GTRARRGTTGTTICT

T GrrEEEA R AR A AR R R R R R R R AR R A AR AR R

!

BI B 'L A XK X DBD-I-¥F G A B3 B F ¥ WK L B
EEEAT TGACC TGO AR AR GOACATAT TT GOACCCACTEACCCATACGT GRAGC TCTOE
EEOAT TOACC TCECC ARAARGEACATATTT GOAGC CAGTGACCCATACCTEAAGC TCTOE

FEER R AR R R AR AR AR R R AR PR R R R R R R R R R R R R AR R AR NP R AR R AR R R R R

1

L% %W A D E W A E L A E Y Q T EKE T T E K
T TACGTAGCTEAC GAGRA CAGAGAACTC COTCTEET TCASACT ARGAT AR TTARRARALS
TTOTACOTAGCTEAC GAFARCAGRGAACTCECTCTGETTCAGARTT ARCACARTTARARRARG
B R T

L

T LN P E'R N K I F ¥ F R ¥ 0 B 2 @ H R
ACECT OAAC T CARAG TOGAR TEAAGAGTTI TATTT TAGRG TARAT OCATC TRATCRCRGE
AT EAA T CRARG TEOARA TERAG AG T TT TAT T T TAGRS TAAAT COATC TRATC RCAGE

AR R R R E AR AR AR TR R AT R AR R TR R AR RA R R AR AR AR A R AR AR AR AR R AR

L L ¥ E ¥V ¥ . p E N R L TR D OF L g Q0 ¥
CICTTATT TOARAGTATT TERCEAGARACAGA TTEACACGAGACCAC TTTCTGEECCAGOTS
CICT T AT T TGARC TAT T TR AACAACAGR TTCACACEASAC GO TTICTGEEOCAGETE

B e E R T

l

DYy L B H L ¥ 3 E-I'F T W E N P ¥ ¥ F
GACETGCCTC TTAGT CA CEACAGAAGATCCARDCATEGEAGAGACCCTATACATTT
GACGTGOCTCTTAGTCA: CCEACACGAAGRATC T RAC CATGEAGAGRCCCTATACATTT

FEEAEA AR AR AR AR R R R BEGEREERE R R R RN R R AR AR R A e

l

Ep ¥ L L A F HE E ¥ X E-R ¥ K a F L K L
ARGGR T T T T T TG O EA O CTAGARACG T CATARR TCACOUS TCARG GGETT TTTERGETTG
ARGEATT T T T C TGO GAC T TAGRA T CATARATCAC OGS TCARSGEGTT TTTCEASETTE
R e T R T R

E % A Y M # % B 6 G Q0 D E E R 5 E g K D
ARRAT GECCTACATG COOAAARAACGEAGETCACGEA TGARGARANT AGCCAGCAGRGEEAT

ARBRAT GEOCCTACATICCGARARACGGARETCAGCATRARGAARRAC AGCCAGOAGRGIERT
R R R R R R R e e R R e T e

DON.E B G E WY S NPF O K S QG B Q E
ERCAT GaARC ATECEA TEEGAAGT TG TIGAC TCARACGACT CAGCT TCCCAGCACC AGEAS
GACATGEAGCATGCEA TGRS TTOTT GAC TCAAACGACTCAGCT TCCCAGC AT T AGOAS

o FEEEEAE TR R AR R e

E L -¥» P ¥ ¥ LF P W E-E K % 8 L & K
GBAGCTOCCTCCTOCT OO OCT 0 CRAC CAGGA TOGGEAAGACGRARCTGEACARTT TAGEICER

GAGCTCCCTCCTOCT CCCCT e CAC CAGEA TOEEAAGAGRAARCTEEGACARTT TAGECCER
AR AR R R AR R A R R AR R R R AR R I R R AR TR AR R R R AR R R

l

T Or°¥Y . ¥MMNM H N N R E.7T Qg W B R E S L W D
AT TAC TATE TCARC CAC AR CAACACEGAT T ACGCAGTEGCACCGACCTAGCT TEATEOAT
AT TACTATGTCARC CAC AR ARCAGEAGTACECAGTEEC ACCORCCTAGCT TOGATGEAT
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ETATCETCAGAGTCAGACARTAACATCAGECAGAT CRAATC AGEAGGCCGCACACTCEECOT
ETATCETCAGASTCAGACAR TRACA TCAGECAGAT CAATCAGGASGCCGCACACCEACET
L e T e T Y

F R B H H T F E QB L E B E A E B TG F E
TTCCGCTCTCEEAGE CACAT TAGTGARGAC TTEEAGCC TEAGECC TCTEARSGOGETEER
TGO IO GOAGE CACAT TAGTGARAGAC TT GEAGCC TOAGTCC TOTGARGHOGETEGA

BEEA AR AR R R AR R R AR AR R R R AR R R R R R F RN R R R AR R R R R R R R R R
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E @ P E P W E T I E E-BE V¥V N M A 8 D0 B L
SAAGEOCCTEAGICT TEEEAEACCATT TCAGAGGARGTEARCATEGCHGERIATTCTOTS
SAAGGCOCTGAGCCT TAGEAGACCATT TOAGAGGAAGTEARC AT GO GEOAGATICTC TS
S o e
B LoACL PR CECR N SR OMOE ROT S PG E L
AGCCTGGECTC TACCC CCACC T CT GO TOC COCAGT S TCAAGEACT MG CCCCAGEAGC TG
AGCCTGRECTC TACCC CCAD T TOC TECC IO CrAET T CAR GEACT AGCCC COAGERGT TS
AR SRR RS R R R R R R R R AR R R R R SRR RS R R R R RN RT YD
E E E'L HE R BR'L @ I T P B H M G E g F H
TOGSAASAN TEAGC AGAAGET TEC AGA TC ACTCC SEACT COART GEGEARC AGT TCAST
TCOEAMGAN TEAGC AGARGGT TECASATCACT OO GGACT OCART GEGCARCAGT TCAGT

FEEE R AR R R AR AR AR R R AR PR R R R R R R R R R R E AR R PR PR AR R R AR R R R R
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AL 1T f R E P ¥§ 85 R L .CRE C S5 %W T B F W
T T AT AGACA A T T T T AGG CTC G GTCC T o ACT GT TACCGACACGETT
GUECTEATCCAGAGAGA G CTCETCTAGGECTCOSETC CT GOAGT GT TAC COACACGIETT
L R R e R e R e e el

l

ARE Q& H L F P F E T F T R K & R 5 & T
T ERAC ARG TCAC CT IO A CEC CCAGC AC OO ARC TAGSCGAGT LG TTOGT CARCT

ECTGAAM AAGCTCAC CT T CAC CGC CCAGC ACCOCARCTAGSCGABCCOG TTCGT CAACT
(AR AA AR RAS R AR AR ARl R AR At AR R Rl Rl Rl Al Rl Rl RN Rl

l
V.75 65 X E 8 T F SV ALY HTTEEL
GTCACGEETEET EAG ERAA T NAC G CATCAGTEGC CTATE TACAT ACCACGCCEEECCTA
STCACGGETESETGAGEAATC ARC O CATCAGTEGCC TATS TACAT ACCAC BOCGEECCTA
B L R
F B 8B W E E R KD K X 8-R T ¥ Y ¥ H H BN
COTTCAGECT BEEAR CRARGRARAAGATECT RAGGGACGCACATAC TATETCRATC ATARS
CCTTCAGECTEGEGEAR GARAGARAAGAT GOT AMACEEACGCACATAC TRTETCAATCATAAT
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CCCARACCACARCAC RRRCT CACRC AGAGC TTCCTGOCACCAGEC TEECEAGRTEAGEATRA
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ECECCARACGECCEACCCTT CT TCATT GACCATAACAC ARACACS ACARC CTGEGARGAT
GOGCCARACG GO CGACCCTT CT TCATT GAC CATARCACARAGACS ACAACCTGES ARGAT
LR R R RS R R L]
PR L OECF POV CEN ROBSKOACE LN BEOH DL
CCACSGCTEAARTTT COAGTACATA TGO EE TCALRAGC AT CT TTAAACCCCARTSACC TS
CCACGOCTEAAATTT COAST ACATA TSOEE TCARRRSCATCTTTAAAC CCCARTSACC TS
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e T T T T CCT GO TG ARG ARAGG AT CCAC T T GOAC G CGCACATTI TACATT
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B R T

E W I E'F E & E K'G LB ¥ @ a v A B E N
CIETGEGATOSAGTTT CRATC AGAGRAACGC CTEEACTA TOGEEED CTEECCAERGAG TGRS
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TICTTCTTACTG GATET TCAATCCCTACTATOGECOTC TICGAGTACTCTECD

TICTTICITACTO TETTCAATCCCTACTATOGCCTC TICGAGTACTCTOOT
T T

l

T oD M Y T L g @ W P N B @' L C K E O H L
AR AR T ACACAC T TCAGATCAATCCC ARC TCAGECC TETGT ARCGAAGATCATTTA
A OGER AR T A RCAC T TCRGRTCAAT OO C AR TCAGH O C TET O T AR GRAAGATC RTTTR
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TCCTATTITCACTITC AT TGS EAGAGTTGCTGICTT TETTICATEECARRC TTTTA
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Footnote to Supplement 3: * denotes amino acid identity, | indicates the last nucleotide of each exon.
Exon and intron junctions are not different (data not shown). Genomic DNAs and/or cDNA from kidneys

from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced. When a nucleotide difference was
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A SGANC TT GRC T CAT T IC T ATAGATEARSAGRACTTT GGECAGAC TTACCRA
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AR R R AR R R AR R AR R IR R AR IR AR AR TR AR IR R AR R R R RS

E B M D A E X R J R L EBE G F ¥ T @& T B K
CIGCTCGATEIAT BT CREAA G CEATCCEGTTACTACAGT TTGTCACAGSCACCT CTACH
CTECTGEATGEATECT GRAGARGC GEATCOCGE TTACTACAGT TTETC ACAGECACCTOCAGR
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seen (indicated by shade), it was re-PCRed and sequence-confirmed,
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Supplement 4. Allgned comparison of putative promoter, exons #1. 2 and 3 and their junctions
of neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-llke gene { Nedd4l)

between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats.

Promaoter and exon 1:
1_13- ARERTCC T AT T TTAGGACTGAGTGASCRAAAST CICICACTCIC IACACATTATCTARTT
Lewis ASATCCTATCC T TTAGSACTEAGTEAG CARAGT CTICTCAC TC TICTRCACATTATC TAGET
AR RO MO i TR BT v
=B AL EAER . TCAT O TTAAC T A T T Gy TRAT AR ARAGE T TG T GATARAGG T T GIFTCARAR
Lewin GrTEARARC TCATITTAA TCECATC TG TATARTRANGGTC TOTCATAAAGGTTOETCARA
B R N R R R R e Bl T B B AR ek
1-74:1 CAAGC T TG T T GAAAC TCTGAGT TCAGRC TCARGGCAGTCAC ATCAGAOGGEOAGTEGT
Lewls CARSCTC TECTT GAAAC TCTGEETTCAGAC TCARCGOAGTCACATCAGADGOGCASTEET
A R R R R R R R R e R R R R R R R R R S R ]
BS5 AGGEETIGETEE TREET ALGCARGO A GG CAGEET OO CETGTEBGTCCTTOTCCCAGSGA
Lewin AGGEETEGEETEGETAGST ARGCAAGEC AGGH T AGEE TGO CETETEGETC CT TR TCCCAGGA
B W A P e e E T P R R e e P T iy
BEE CTEAGTO T IO T AR TEAC T T TG AR T C T TACTICARGGTC TOOTTEEAATICTARL
Lewis TR G IO T A TOAC T TT G AR T O T TACTTCAAGE TCTGETICGOARTTICARK
P R WA A B s R AN P A PR e
BES TR RAGCAGTCAT TAT TCCATCT T TATAT ARG TACACATG TG TOTICABOTACATIT
Lewin ARG AT CAT TAT TCCAT T T TATRATGTAROTAC ACATCTETGTGCAGETRCATIGT
L i e st e g e e e e e
55 FTEEARGGCCEAG. TOCATECAGGF T C TC I TCT TCAATAACTTTGRACCTITATCTTT AL
Lewin B EGARGGCCEAGC TOCATECAGEG T C T T T T TCARTRACTT TEGRAECTTRTICTTT AL
TR P R T Do e A e o P S e R e
=B AT GEGT I LA TEAAT O T T ToA CTAGGAT OO CC CAGGAAC T AT CTGATC T CCT
Lewin A TEEET CTC T A TGRAT A T T TGA CTACGAT CE T CAGSAACTATCTGATCTCCCCT
I R R R R R R R R e R R R e R e R R S
EES TCRARCAT CACTRAGEATGECAGGT AL TTGTAC CCAGRGEETT I T GCTICATTIT ST TI TALD
Lewin TCAARCAT CACTAGHA TG AGGCAC T I GTACCCAGAGEET T LG LICATTITGTI T TAL
L R R e R R ]
{141 ATATETGTTGEATAC TRGEGEATCCCAACTCAGG T TIICCTOTT TACCTERACCATCICTE
Lewisn ATATETG T I CEATAC TAGGEATC CCARCTCAGG T T TICC TG T LADCTGRACCATCTCTE
A A A S N M P il P
OEE CREICCT T T ATAC T AT TATAAC A TATTATAC CATTATATGATART TACATCATATISC
Lewis CRETCCT TTATACC TATTATRACGATATTATACCATTATATEATAAT TACATCATATTGE
e e e o S o e P I P P e P e ey
a4 TACCATATAGC T TATTATACCATTAGRATEATARATAT TETAASTTCATTOTTOTAGAGEIC
LEwis TRCOATA TR TAT TATAC CAT TAGAATEATARTATIGTAAGTTCATTOTTOTAGREGT
P N R M I S B A DR e R B BT
=B T TAGATTT I CAGATEAARATGA I C TTGACC TECARCTCTCARNGATACTTTTIAT
Lewis T T TAGA T T T T T CAGA T AR AR T GRA T TTEAC T TC CARC T CTCAAGATACTTTTTAT
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-4 AT AT T AT A T T AAAAGA T C T T TCAGT GG TR IO T AT I TATEC AT TATETGRGT
Lewls ARCTTATC TRTGACTTARRAGATC T T TCASTGISTETETATGTGTATOCATSTATETGAST
P P A DR TP e Sl s TR T e
EES BCATGTATOTOIGAGTG TACGT GTGCATOTGTGTOTATATGCAGAARA RGEAGTGTATST
Lewln AT TAT I AT G TACCGTGIGCAT ST GT GTETATATECAGARAARGGAGTETATET
A Do b P Sl et B i e T AT AR PP
BEE BTAT TTO TATAT GACCEEGERACATGCRTATOTETACACACATASTACACATOTERAGAT
Lewis GTATT TG TATATGAGGGEGARACATGCATATGTGTACCACACATAGTACACATG TGARGAT
R R E R A R B R e Bl B Rk e it o i
o8B CAGRGARCABCC TTIGRARAGTGGC T TT GARAACACCGCATEFCACGTOCTAGTICTTCIGE
Lewis CRGAGAACAF CTT IEAARGTGEC T I TERAAAC ACCGCATECACOTACTAGT ICTTICIGE
R T ] el et M e A e e e I =y
i_r3-1 AGCICC I GaEAT T T ST A T T CCAT G T TC T AGEAGC AC TG TOE T TATAGACTE
Lewis AECTCCT EEEAT T IO T CCAD T T CCATEC T TG TAGAGC AC TOT GG TTACAGRETC
R R R R R R R R R R R R R R R R T R
B=E o T GCC T GGG T EAG G I TGAARC TR I L TG AT T TEATATG T TGO ARG GT
Lewils COTOCC T G T G T C T GRAAC TR T CTOGCATT TEATATG TG TEECARGT O
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TECTCAC TGTGE TTTCT COCCA TCC TCCTAASAT T TGO TTTTT TTAGEACASATICATAA
TECTCACTSTGC TTICTCOCCATCCTCCTARGAT TTGC TTTT T T TAGGACAGATICATAA
PR A SPGB SR e S
ATCAGAT TCTGT TGAGT AGATCATATEARTGAD AT T TALGEGATTTAGAGACACTARTE
ATGAGAT TCTET TSAST AGATCATATGARTGACATTTTASGSGATTTAGACACACTANTC
v e ey s i e
CTTTTAICAAGCETC TGCT GEECTETOACT T TETAT TATEASEEC TCATOEEAGETGEC
CTTTTAGCAAGC ST C TGO TG TG AT IO T TAT TATEAGEECTCATSEEAGETHE
LA R R R R R R R R R R R R R R R R R R R S R Y]
T CCAGRASCAGSEANAGE OO Go TGO AGEECASFTTEACCTCASTATCTTCOT TOTASA
TCCCAGRAGCAGEEAARGECCEBCTECAGGEGCAGETTGACCTCASTATCTTCO T TETAGA
R R
TTTCAGATCAGE TRCTCACATTCACTRAGEGEAGERCC TEGATT T TOCAGARARGTCTAS
TT TCARG TCAGS TECTCACATTCACTAAGEGEASERCC TEAT TTC TCCAGARAAGTOTAL
T T T
CTTICTCTTTATTTCASTITAT TTTTCATCAT T TACCTATATE T BAGTGTTGCCTEGATTT
CTTTCTCTTTAT TTOAGTITAT TT T TCATCATT TACCTATATGTEAGTST TECCTGATTT
by A P
TIGEC T TAAT T TGEEANR TOEG. CAC DO AGETAAGACCA T TUGC T L GO T GEGAAC GOAART
TTGECTTAATTTGEEARA TGO CACCCAGETAAGACC AT TCOC TOGATSEEAACETAART
M i it A A
ACTTEERACCOGEETET GAACT ASCC T CATCO TETTIGOTTC TCCAGACTGCATARCAGT
ACTTOEAACCCGGE T GAACT ASC T T CATCD T T T T GC T TO T OO AGACOGCATARCAGT
IS IR R AR R R R R R R R LR R R R EE R R R R R R AR R R SRR RS RRTS R RTY]
TTGEETCEAGETCCTAACARATTATCTT TOC TEEGEOAGEAC TCEAE —
TIGETCGAGETC CTAAC ARATTATCI T TGO TEEECAGHACTCEAE -
A R O R i S e
ATETCTEAETCTOCCAAGABERGEG TEAGCAGCT TETC T TCTACCOCSTEECETETSACT
ATETCTEASTCTCCCAAGABGABEETOASCAGCTTETC T TC T ACCOOSTGECETETGEACT
P
GTTAFTACCTTECELTCEATCATAACTETTATOCCTTCOTCTCOCT 106

BT TASTECCTTECGCTCCATCATAACTGT TATCCOTTCCTCTOCEE 106

R s R s e e e e et

R EEEAT TG T TTARCCTTGTCOT TTT TTOC T OCTTT TC TARC ACDERERATOD

ACOGEATCEE TT T TRACCTTGTCET TTT T T COTCCCCTTT TC TRACACOERERATOD

LR LR L R T
CETATICT CAGAGTAARAGTTGT TTCTOEEATT GACCT OGCCARARAGEACATATTTOEA
CETATTCT CAGAGTARARGTIGT TTCTOGEATT GACTCT COCCARARAGEACATATTTEEA
B L e T R
ARG TACGT T I T T I T IO TOTO L T AGG GG T GEASTEC TTC TOGARARGTGAT
BOCARGTACITTIEC TTI TIETaTOT T CTAGS GG TG GEAGT G TTC TEGARARAGTEAT
B T T
ANGCCTTGGTEITGA 192
KAGCCTTOGTETTGA 192
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Exon #3 :

Footnote to Supplement 4: * denotes nucleotide identity and: a difference. Exons are highlighted in
bold letters. Genomic DNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced.

TTTACATTTTARTTCCATTITGCTGTTTITIOITTGET
TITRCATTITARTTCCATTITGCTGTITITIGITIGET
D TR T
TETTTGTT GOTAA TRARARARIA RS TATAGCACCATT TRAL AGEICITTTICCTTGOA
TETTIGTT GETAR TEAAAAARAARAG TR TAGCAC CATTTRATGTAAGCCESTTICCTTEER
L T o T e

CTEACCCATACET GAAGC TCTOGTTEFTACOTAGCTOACGAGARC AGAGARCTCGC TCTEE

ETEACCCATACDETEAAGC TCTCETTETACETAGCTEACGAGAACAGASARCTCECTCTEE |

R R LR R R R R LR R R R R R R R R

TTCASACT ARGACAATTARRARAG CTAGE TCOGC CASC T TC TAT GARRT TCATOTRARGT O
TTCASACT ARGRACRAATTARRAARS G T AT CEECCAECT TOTAT EARATTOATETRAGT OO

R L R R R R R R R LR R R R R R R R L L R R

CARTTTGACART T I Lo TAT TT I TG T T TG TRAGCAGTT TG GTTT TARGEATRAGATAGT AR

™ om

i i@

CRATTTCACRT TICETRAT TTT TGO TTOTAGCACT TTGCGT T TAAGCEATAAGATAGTAR 47T
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Supplement 5. Comparison of renal gene expresslons of §-2 adrenergic receptor (Adeb2) and
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like (Nedd4f) by qRT-PCR

Genes Mean R Ratio of p
mean B Lewis/ mean R DSS
Adrbh2 0,005 = 0,001 {Lewis) 0.568 0.37
0.009 = 0006 (DSS)
Nedd4! 0.009 = 0.00] (Lewis) 0.752 (.60
0.012 = 0.004 (DS5)

Fooinote to Supplement 5: R represents the ratio of the expression of the gene target relative to
that of the Gapdh reference. R is the average value of triplicates from | rat. Mean R is the
average value of R from 3 rats of the same strain. DSS, Dahl salt-sensitive rats. + refers to SEM.
P, i-test. Rats were || week old males fed a 2% NaCl diet starting from 5 weeks of age.

Kidneys from | rat of DS5 and Lewis respectively were homogenized together and used in
triplicate for gRT-PCR. In total. kidneys from 3 rats were used and each in triplicate for each
strain. qPCR primers for Nedddl are 5" CTCTGCCACGGACAACTACA-3" and 5°-TTATTT
GCT TCC CCA GCA TC- 3"); for Adrbs2 are 5"-CGTGCCCCTGGTGGTCATGG-"3 and 5°-
CCOGCTCCTCCCATCCTGCT-3; and for the Gapdh standard are 5'ATGGGAAGCTGG
TCATCAAC-3" and S"GTGGTTCACACCCATCACAA-3". gRT-PCR reactions were
performed using a Corbett RotorGene 3000 (Corbett Life Sciences, Mississauga, Ontario, Canada)
and the Qiagen HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) with SYBR
Green chemistry,
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Supplement 6. Coding sequence alignment of alpha-kinase 2 (Alpk2) between Dahl

salt-sensitive (DSS) and Lewls rats
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FE Y TW?Y KN GEQH AL IO EFONRTHYE I
CCAGMGOTENCTTOGT AT ARGAATEI TCARGCTATAGATTC GEEAAACAC T GTTTCCAST
CCAGRGOT EACTTGETATARGAATE: TCAMGCCATASATTC SOSARACACCGTTTCCAGT
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COCOEAACANT AT TGGCT T TCAT T TCAG GATALC AT GAG TC AGAER AN GAT T TERR
e T T e
F L L L ¥ DL OOXEE T L X F &8 E K 5

AT T AT TRASGAC T T TCARARGS T CT AT CT DEAGA GCEEG ARRAAGTCD

AT TTE T T AT T TRAGG AL TTG TE T ARARSEGUT T ACTCTGGACA GUCEGARARAGTTT
[AER Rl R s Rd R Rl iR d iR s Rt as il i il iissiiatiiid]

K E E Q-f9 K P ¥ ¥ AN [ 5 XK k& P & A O H
AGAGRGEAACAGC MGG TET GFT GOCCAAC A TCAGC AAGDCAC CORGIEOCTAATCR
CAACAGCASAGGTCTOT TCAECAAGECRC DG
R L L L L e e L iR L]
A L B3 838 EE B KEQE MME G853 8 0 E &
CrRATAGC THES T CAGAD GG GECAALARAC AN EAGGC T TCADSEAGTEEACACTTGICT
TOECT
LR R e R R R L]
A8 1T K ¥ X I L F AR T AA LA L EL EE
GUAGEAAT ARACAATA RMAATTC TATC CASGETAOCA ECOCTTEASE. TEAGECTAEA GERR
GOAGGEEATARAGAASAARATTIC TATC CAGEGTBECAGOCCTERGEC TEAGGT,
LR R R L L e L el R LRt L]
HE B Y EKE N 5 T L BN K P KT E R B E 5
ALDERACE T T GRAMEA L. T AT T T GACEAR O A CCTAAGTTTEAAC GETOCTTGTCD

AACERRCETETGARGAAC TCCAC T T GRGEARDTCRCCTAR CETOCTTIETOC
LR A R e e Rl el R R e e R R e e Rl R i
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R T 3 EXE R OF EA R EFEC E A EGSE A F
COCACTAA TEAGRARA GA SR CC ARG AN SEEC OO T T TECAALOC TR ANGSEARRSCICCR
COCACTOATEA CCCRARRSSGC OO T TS ARADC TAARSSAARRSCTOCR
LR R R e R R R RS
v L L KX 'ITQAETPALFEESZTESENIMTL
GTATTGCTERAGAASATCCAGGL TEA COCGEC IO BASTAC TC TG EARA TATARTGOTS
GTATTGOTEAAGAASA TCCAG G TGAGCCFGC PO CAGCAC TC TS EARATATARTGOTE
ks dd b fdardivaddRdemiidn TRt RRRERRR A iR R R b nFRRRi TR
T C QG F S E L B EDE T Y CNKETEIEZLETE
ACCTETCASTTTT CAGARATOCA TEA LA TCTRCC DT TTECTHGEACRRAAGATTOGAAS

A TG CAET T TCRGARRAT CCA TR AR T CTACCOT T TEC TECRCRAAR GATTC CRRE
L R R Et]

8 £ A B L M K B A 8 0 5 5 E V8 L &k L &
TCEATAGCCCAGC TCARGARAL DG REEEEACRSCTCCAGTET TICCTTEGOCATCECT
TCEATAGC OCAGC T ARG ARANE DS AR CRSC TOCAGTET TT COTTEEOCATCEOT
LR R R e A e e e A R i e s e el A A R A
@ A G Q. X D Qg E.4.% ¥ OC ¥%X X5 Y& K
CAAGCTUOTCAGAASGAL CAGEECOCT CTATTACT GO TEC ST CAR GARCA GO TACERAARR

CAAGCTGE TCAGAAGGAD CAGGGOCT CTATTACTGC TROET
R AR R AR R AR R R R R R AR AR R R R A R R R R A

|
¥ T A E'Ff R L T A ¥V L E@TLIT S 87T 3%
GTCACT UL TEAETTTAAL CTCACAS. CERAGT TCTCAARICA GOTCTCTASTCACRCAGRA
GTCAD

BEEEpd TR RE R R AR R R R R R R AR AR R R R R R R R

i

* KR 6 C E-E I E F B L I . F K E B ¥V .F N
TR A AT O T EARGAC A TT AR T T RGO AT TC AT T T CARAGRRCATETT TTICART
TR A GEA T TEARGAGATTEAATT CASCC AR TCATC TTCARAGRAASATETT TTCART
B T e
D E ¥ EHBDHE LR B QI FYPYEXEL g F-H
GACASCTACTICOGEEACCACCT. TCTTCACGEAGIARCTICACTTCEE.
GACAGCTROTT el TCTTCACGGASGADCTICACTICOE,
FREFFFAFEFIAFEFTAIIFAAEETERES FRARPIAAG IR AR AR PR R AR AR
T @8 v E A X AN F E I T ¥ O I L X F VT
GAAGEOET oA CECA ARG T TOCO ORGSR A TOA TGO BEE T TCATGCOCETCTTC
GAAGGGETECACCECAAA GCT T TG CAGCACRGTEATGCAGGEC TCATGECODETCTIC
L R S T e )
@ F BE E & £ ¥V L KV E R LY % BE & T RN
CAROD I CCECTACEOAT GCUTAC T CAA G T O AT ARC GO TET CECO T AT ACTAGARAL
CAEC DA CECA T GO ETRAC T AR GET GURCAAC GCTET CEC T AT ACTAS RLAT
(el e il ol st ol i ot d o d b ARt f AR il d g inly )
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Footnote to Supplement 6: * indicates nucleotide identity. The amino acid sequence is

L
0D E I V9 BRRAKE ¥ KL K Q. ET T V.G H
ANTEATGARACT TOTEC AEAGOAACTA CARGC T TGO CAGEART GOTACGTTCAGART
ANTEATORRACT TO T AEASGAR TR CARGC TORTT BOCCAGGART GCTACGTTCAGART

B R AR R AR R RN AR AR AR R AR RS R R A AR R R AR RN AR AR R R R

T A RRYT T A E I ¥ A A E K Q P L E G F B

ACTBCCACATACTATECCAAGAT CTA T COC TOAA GCATAGCC TC TOCAAGOCTICOGER. 5

AT AGATAC TATOCCARGAT CTATOC COC TEAAGC AT AT T TC TGRARGGI TTCGER
FErhbEsR bR R R b Ad R hb R d R R ab e B R R R BB AR R R R

E Y B.E I T F I FL T B R F E XN K I F X
GREETO O CEEAEA T A TT OO TAT T T COT TAT OO T CoGC CCEAGAACRACKTTCCTTAS

GAGOTOCCGEAGATCA TT O TAT T I T OO T TA TOC T COGCCCEREAACRACATCCC TTAS 5

FEErEER AR RR PR R AR AR PR R A AR RT R R ER R AR AR R R AR

AT ¥ E.XK EL I G.E-F %W E % B I R EF & K

GCCACKST GEAN AT AT TOATTEI AR T TOGTOARATATIC CATCCGA GACCEGART 5

ARG T AR ATO A CTOA T T ACAAT TOC TOAARTATTCCR TOC A GAT GO ARG

R T T T T

E £ N F L B K & B E A B F E-E2CT¥T F g @

GRANTCARCTTOCTCAGACEAGA TTC GEASIC TESFTCRBAAGTFTTECACC TICCAGCAT &
GRAATCRRCTTOC TCAGADERGR T TC GEAGIC TEET CAERAGTETT GCACC TICCAGTAT 8

B R R T T S e T e S
W ¥V ¥XQg X T EEBECLEITYKW I D XKQ g E g D
TROETATACCASARAMGL CRAGT GOCTETCTCC TR TCADCER CAT S ASEET CAFCAGEAC
TEOITATRCCAGRARA CRAGTGECTE TCTCC TS TC ACEEACAT O AOCET G FCAGGAT
B T e T T
R F T AL @ B L W 3 R 8 ¥VF XY 5 F¥ L R
AGROCGA A T T AR BT T O THaACCC OGS TR ICC TARSS TTICCTTCC T GAGS
AGR DGR AGC T T EC A BEIC T TG GRS CGEEET GT L TAREG TTTLC TTOC T GRS

R i R R R I R T T T T e

X EMW F G E E E EEZT R 5 W
AAGERAAT CAGAGEAA GTERA CAGEN GEREET TTSIETACTARCAAECATOTOCT
AAGGAAAT GAGAGGAAGT GAAGAGEAGEAGAGT GEETACCAMCAAGCATC TCCT

EErEE TR R R R R R AR RR SRR R R R AR R R R R BEERR R AR ARR AR R R R

I

F-g 6B ¥ T H W% # L R T H L G E T 0 V K K
o CAASA DT TACTCAC I CCCATT GO EEAC EATOC T T FIARAGR CTCACGT TAGLARR
CCCCRAAGRDET TACTCAC GTCCCATT GOGER CEATOC TTPGARARGH CTEAC ETTAG AR,

B R R AR R AR R R AR AR AR AR A AR R R A AR R R R AR R AR AR R R R

TEA - EI00
TGA B303

given on top. The cDNA length of A/pt2 is based on those of the mouse
{hitp:Swwrw nebi.nlm.nib.govinuecore ™M 001037294 1) and humans

(hitp:www.nebi.nlmonih.govinuccore™M _052947.3). Genomic DNAs and/or cDNA
from the heart from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced.
When a nucleotide difference was seen {indicated by shade}, it was re-PCRed and
sequence-confirmed. The deleted nucleotides are indicated by —. The 5 amino acid
changes caused by 5 individual mutations are indicated by bold and large lettering. |

marks the last nucleotide of each exon.
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Supplement 7. Coding sequence allgnment of Gastrin releasing peptide gene (Grp)

hetween Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rais.

DEE
Lewin
OSE
Lewis
171
Lewin
O5E
LewWin
OS5
Lewis
[EE
Lewin
DEE
Lewisa
TS5
Lesiis

Footnote to Supplement 7: * indicates nucleotide identity. The amino acid sequence is given
on top. A change in amino acid is indicated by bold and larger lettering. The amino acid
region underlined represents the mature peptide GRP. Genomic DNAs and brain ¢cDNAs from
DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced. When a nucleotide
difference was seen (indicated by shade). it was re-PCRed and sequence confirmed. |
indicates the last nucleotide of each exon. The exon-intron junctions are not different {data not

TCr I TIGGC I TEE ITCTC CABECTCOCCGEE

FRERER R R R AR PR R AR PR R AR AR AR R AR R R R R R

& A -85 6. vi ax xw§ 40
GCABT TGANGGCACAGTCCDEGCCAAGATETAT 124
CARGCECADGTEAMGECACAFT OO TR CAAGATETAT

R e

i
PRE EHEMA Y. 5 H LA E EE 2T DR L MK
OO G OEECA B AL TG T TAGGACAC TTANT GEECA AEARGRACCAC AGR TEASTTE 150
COEGOEECVECCAC TG TOTAGEACAC TTAATOCCEARGAACRGCAC MEATGRGT TG
AR EREE AR ER R RN R R R R R R R R R R R R R TR
F P L Y A ADAIFGOGTLEEQgGELRATYT I & &0
OO O TOTAT GO A BC TGA CRGA AT GO CTEARBEAGCANCTGAGHEATACATICGE 240
COSCCOCTET AT GCAGCTEACREAGAT GO CTGAA SCAGC ANCTEAGSEHATACATCC G

R R R T T T T

L'H

BraBEmEE R A R

W EEAANEBNLIGLLEsRAGE N E = 11B0
TECOARGANGCTSCARGEA T IO T SO CIC T CoAAGCoCElEAA CAOAAGET AL 300
ARG CT ARG SR T TGO T CTE T ARG O SEAACAGARGCTAT

R T

SR

¢ FP.F OB QF L EE LY F TN DOD'PEDGFE 110
CAGCCACCTCAGEA T CARCC T GG AT CTCCA G CTACT TEGEATCC AGAGEATHEE 3460
CRGCCRC T AR T CAGC L TCTEEAC AT CTCC AR CTACT TEEEBATCCASRGEATEEC

R GhdErE iR AR R AR d AR R AR AR R R AR R

5 ¥ F & 0 A 0 B A E L ¥V O § L L
AGCTACTTCAGTEAT
AGCTACTTCASTGATECTCAARLTGECTAAS TTEETAZACT CTCTECTCCADET TCTCAAL
PP P SR A A i A S
& E E G T A B — 17
OECAADCAAGGRACTGICAGCTEA 444

T R e R T e e

shown).
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Supplement §: Coding sequence allgnment of the putative small membrane protein
NIGT {Nid67) between Dahl sali-sensitive (DDS5) and Lewls rats

M DA T 5 B F°F ¥ 0OW¥ L L F E BT L B I
DEE AT R TGO T AT A AT T T T GEATOT OO TR TEOCC ARG CATAT CCTEEATATT
Lewrn ATBEATOCTATC

5E
¥ § . ]
FoA4- T X ¥W.T1 % AH %7 B F ¥ LN B LW

21 A ECA ST AT AT T AT CAA TS G EACTCATCCAGTTCT CAACEESEECCETE. LED
Lewin RO RO A T AT CTAT CGAA TG EAC TCATCCAOTTC T CRAC carc. LED

IR R R R R R R A R R R R N R R R R N R R N L R LR R R R RS TR R R
O5E o 183
Lesin TGA 183

Footnote to Supplement ¥ : * indicates nucleotide identity. Amino acid sequence is given on
top. ¢DNAs from the brain of DSS and Lewis were first amplified by PCR and then
sequenced since the Nigds 7 coding region resides within one exon.



Supplement 9. Coding sequence alignment of the 8NA hinding motif protein 22 gene

{Rhm22) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats
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Lewis
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Lewin

mEs
Lewim
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Lewis
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Lewis

mEs
Lewim
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M A T 5 L 6GS K ¥ Y% KEgHWHNE B &L O F
ATEECGAC TIC IO TFGaT TC CARCAC TTACARC RS RGASC TG ADCACGOEEACTTIT
ATEECEACTTC ICTEIOT TOCARCAC TTACTAAT REICATARC TEEEAREACGOESACTTC

L L R Rl R R L R e R R R T R R T T
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P I L C-R T O L 6§ . F Y I A W T KIE K
CoCATTCT ETE T AR LG TS C T TEGACARARCCCT TATATADERATEAC CRAR A RAR K
AT I T TG TCASA LG T T C T NEEACARA A T CT TATATACCEAA TEALS

EEEE AR R ER AR R R R AR AR R R R R R R R R R e R R R R R Rk R R

8. KK £ 1T ELNREF T VP RN CEE
TATEEARANGAA T ECARAATC TG TR CAGE CAT TCACRSTATT TCGAT R TR DO TGEE
TRIGEAARAGAA T GCAAAATC T TG0 CAGSC CATTCACAG TATT TC GATSG TOCCCTEER
P R i e R s
YR MRETE L TEYCQ T CoHE L E®WY
GO CECAT EOGC T T AAG AN AC TEAAS TOT O A ACC TECAS TA AT THAREAA THTT
GTCOGCAT BOOCT TCA A AAGAC TEA AS TETGCCAG AL TOC AT TA AT TR ANFAR TETT

EE R IR R RN R R R SR RN R AR A AR A ER AR R R AR PR ER R ER R AR

Cf ICcCL-TO0ODI LETYTS L P I O %K O KB
TET CRAGAC IO C T T TAGAC CTAGKETACOGC T TACCTATCOAGE TOC T EAT GO RIGS
eI CRGAC IO C ST TAGACC T AGR GTACGGCC TACOCRICCRSS TOC FIGAT RC ADGE
B T e
LT E ¥FEDID DX P KIS DV FRRLEXZY X T QN
AT R T T TRAR AT ACAT O CTARA T CAOA T TCAATRARGARTATTACKCTCRARART

AT AT T TRAAL A TG A A T e O T AR T AGA T TC AATAAL AR T ATTACACTCALART
FREFFIARETRAIEFRRIATARFATAIAEF IR AIb IR RAd TR AT AE bR RER R R R

M E B E IS NS ESTEEP? YIS HL B X B
ATCORAAKCAGARATTT CTAACTC TEA TECRACAC GECCASTCORAA TECTEGGARALICA
ATCEAAAGAGARATTT CTAACTCTGATEERACAT GECCAST COERATSCTEGGRRAASTR
LR e R AR e e e A A e e el A A R AR
T 5 T E O M L L XL AKET T P ¥ ¥ K E.N
ACATCCACTASTEACA TGO TAC TCAA AT TEE 0T GEADCACACT TTACTACKARAGGART
ACATCCACTAGTEACA TSCTACTCAAAT TEECCC GRACCACACC TTACTACAARRGGART
L e B G L
% P B E:C 5 F WV X E ECEKEGSASETEZTCF
CGEOOCCACATTTETTCC TTOTCGET GAAAGGAEAG TETAAGAGEEGAEREGAETETOOD
CEECOCCACATTTETT CCTTCTEGET GARAGGASAG THTAAGAGCEGAEREGEAETGTCOD
LR R AR R e e e e e R R R A R R R e AR

¥ R B E X P T 0 F 00D F L &R O 0 R I X O
TR RGR R TR ER R CT A COA T AR TAR DO T CT TG TEATCACRATATARRAERT
TARCRER A TR RA S CT AT T A T C A EATGAC T CT CT TFC TEATCAGAATATARA RGAT
B R R T T Y

. v @& L M B F ok K LR KR K BT N

CEGTACTATEGAATTAAL GACT C TG T GEC TEATAAGT TTCTC ARG GRECTTCARCTATS 6

CEETACTATEERATTAAL GAC COTOT GOCTEATRAGC TTCT CARGT GEBSCTTCAAC CATS
FEREERE R R R R R R R R R R R AR R R R R EEEEEEEEER R R
P R L O-P P E O ET I T LT Y O B LB
T O CT PR CCOAC CEEAGEA TAR G CGR TCACCACACT OTATG THEFT GET CT GOER.
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FAR R AR ER R R R AR AR BRI R R AR PR R AR R R R R RN R R AR AR B
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4% I T ET OL AR E EF Y Q-8 E I R X
A AC R T TR TEARR CAGRC CTCROGRATCATTIC TROCAGT I OGACAGATT OO AR
BT CAC T AR SR R CTCAG CA AT AT T IO TATTASTT OO GASAGATTTGCACA
I e T T T T T
¥y T ¥Y V¥ QR QDBRCKF L QG F-%TERQRMNLK
GTCACTOT TET LA GOCAC ASTETEOCT TCATC CAGTT ORCCR CCAGITARGC TEOT
GTOACTGT T GCAEA GECARCAS TG TECCTICATC CAGTTCECTAD
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Lewis

D&S
Lewim

Lwtm

frt]

Ll
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Lawt s

Footnote to Supplement 9: * indicates nucleotide identity. Amino acid sequince is given
on top. Genomic DNAs and adrenal cDNAs from DSS and Lewis were first amplified by
PCR and then sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. Exon-intron

E Y A A E K E ¥F H ¥ L I ¥ M E B E L X W
GREETOGC T C A RS T T T T CRACA RGO TER T TG T AR COG T GACERC TC AR TETT

GGG T CRAGAAG T T T T CAR CAR R TEATT GTGRACOGCCGACGACTC RA TETT
FErEbE AR AR R AR AR R AR bR AR AR R R R

1
X "W g 89 A A F B X E X T K D 8 T T T
AR TEOORACGAT OO AR G GU CRGAD AR AR CAA R AR CAR SO AT EEARCT RC AGRT
AMATEIGEACGAT OO ARGORGT CAGAGE CTACKERD

R L R R R R R L R T T R R T

i
E @ 1 KL EF Y FB LB G ALEE P FE A
TOT BT CAAC TTARAA DTG TACT AGGAC TR0 T GEA G TOTEC CTCTACCITE 10T
TCTBEGATCRAGTTAGAACCTOTACC AGGAC T BCCT GEAGC TOTEE COCCACCTTN TO0C
e
A EEE AR K NTITTMNLPFESGSE AN
GCAGRRAGASEARDDFT CT BOCARCTACT TCAACCTECOCCOANSTOGRCCTCCASC DETA
GEARRAGABEARE DT [T ECCAACTACT TCAACCTECOCCOARETG GaCC T COASC CETR

AR R R R AR R AR AT AR R TR AR R T IAAR TN AR AP AAAE AR ARA A AR AR AR

-
¥Yy¥®R® I AL P FEPF B-IT A B PF P P F G-F- B
GTEAACKT TC OO TR CO O TR CC OO TERER TOECC COACC COCAC COD TR GET TT 0GR,
BT EAACK T T CC T e DA CC OO TEEEA TG C oA CCOCACCOCCAGET TT TG

rreww e
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F E L FH FH G.E® F F F WA A E G F 1
CCACACTTETTCCACCCAATEGEACT GOOCCCTOCTTTCATEAGRG CTCCAGEACTANTT
CCACACTT TTCCACC CAATEGGACC G0 DOCCTCCT TTCAT GAEAGC TCCAGGACCAATS
L L R R R ] * dkEFrddrrddrddnd bt ne i@
EY B E Q0D P QERMW S A S A B EEEEGF®
CACTACCCETCTCAGE ACCCTCAGRG AR TEOGAGCT CATGC TEFAA ASCACASCAOCOD

TRE 1263
TRG 1263

junctions are the same (data not shown).
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Supplement 10. Coding sequence allgnment of the arplsulfatase family, member I gene

{Arsi) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats
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LR e L e L R ]
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B Y & Y H E E L E T P TLEL BERL A A& E
GRCETEEEATACCA T T CAGATATTOAGAC T CCAACOGC TECACCGAC TOGCAGE TORGE
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& VX L.E N T ¥ I o F I C T PFP B R HB Qg L
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FMNC L F L O g ¥ ¥ L P g EL Q E K GO X
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E T HM Y & REWHELEF Y REERELCL P T
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CARACCTTC TCAGGEEETAGTAAC TGO CCOTIC GAGGAC GAAAGEETACTTATT GEEAR
CARACCTTC TCAGGEGOTAGSTARC TEEOCOCTTOGAGGACGARASEOTAC TTATTOGEAR
LA RS A SR AR RS R R R A AR AR AR AR LRSS RA RS ARl n sl
G 5 % R 5 L & F¥Y B E P L L KEKETET RS RET
GERGATETEAGGEGEC TEEET T T TG TOCATAGC CCAC TG TCARCARRARARGALC GEACT
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¥ R K L N ¥ B L M 5 H & ¢ -
TTCCETAAACTCAATACCAGEETEATETCOCACCSGATC TG 1722
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B R R R R R R R R R R R R R Y

Footpote to sypplement 10- * indicates nucleotide identity, Amino acid sequence is given on
top. Genomic DNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced. |
indicates the last nucleotide of exon 1. The exon-intron junction is the same (data not shown).
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Supplement 11. Coding sequence alignment of the esophagus cancer-related protein 2
gene (Ecgl) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats.

M X L LvAa e L L L0L FE T .A.7T B L O K F-T
O55 ATEAAGCT T PEETEET CTE C T EC T GO PO TTACA CCARCCTETT TEIECARCAACTTC 80
Lewls ATEARGC T CCT TBETE ET LT C CT GO T GOTC T TCACAGCARC CTETT THTECAACAGCTTC AD

BEEEE R R ER R R RA R R R R R R R AR RN R R R AR AR r AR R R R R R R

o 1
E-E -V B E FE.F. T W B E. B 1.7 K K Y53
D35S TOCERADT TACCAGCCAC CoTT CACC CACAGT AT T TGACAT AT ACRAGRASTACCCA 120

Lewls TCCERAGET TACCAGCCAC CoTTCACC CACAGTEEAC TOTSACAT AT ACARGAAGTACCCR 120
EEEEbE AR R R b bR EE bR R R R AR TR R R R
Yy ¥ M I-PCPF IE-R I F YT E-HE B ¥ I-T

D&ES GTRAETGGCCATCCOTTGOCTCATTGRARRTE TCTEACTATATCACT 180

Loy GTAGTOGCCATCCCTTECCOCATTGARRRT, TCTGACTATATCACT 1BD
B T T T T
¥ o i EC kK L CTE'T L R RS E I 'g-F

irt] TR GEaAA TRAA T BCAAS TTOTETAC ARG TCT TOAGRAGTARTIGEAAARTTTAGT 240

Liewis TACGEEALTARAT GCAAGTTETOTACAGRER TCT TEAGARGTAR TEGGARAATTCAGTTT 240
B T T T
LR E E-H L =

Das CTTCATORRIGECACTGCTAR 161

LEyis CTTCATGRAGGECACTGCTAN ZE]

Footnote to supplement 11: * indicates nucleotide identity, Amino acid sequence is given
on top. Genomic DMNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then
sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. The exon-intron junctions are the
same {data not shown).
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Supplement 12. Coding sequence allgnment of the adenematosis polyposis coli down-
regulated 1 gene (Apcddl) between Dahl salt-sensitive {DSS) and Lewlsls rats
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GACCTEACC AT TOOCC TOAT GO GAART BOETEAGCCARC ECTET CASETACSOC COGAR
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TACTACCAC TACTCGERC DO COT O T GCARSCACCCCACAT TCACCATO TACGETC GAGGE
AR R R R R R R R R R R A R R R R R R R R R R S R R R R R R A R R R ]
R ¥ E AR &Y L 5 5 BV HESTETFUVFE K
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e L g
G = B P D B P E K R KT 8 ¥ ¢ X P L ¥ 0
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G R A A G  E T A @8 BF L L L B A F Vv @ L W
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T T L P B W R W L R -
nss ACACTACCACATTEECGECGTCCTCAGATAS 670
Lewin ACACTACCACATTGGOEOSTCCTCAGATAS 70

Footpole to Supplement 12: * indicates nucleotide identity. Amino acid sequence is given on
top. Genomic DNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then sequenced. |
indicates the last nucleotide of exon 1. The exon-infron junctions are the same (data not
shown).



Supplement 13. Coding sequence allgnment of the WD repeat domain 7 gene (WidrT)
between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats,
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Footnote to Supplement 13: * denotes nucleotide identity. The amino acid sequence is given
on top. Genomic and eDNAs from the brain of DSS and Lewis were first amplified by PCR
and then sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. Intron-exon junctions are the

same (data not shown).
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Supplement 14. Coding sequence alignment of the ST8 alpha-N-acetyl-nenraminide
alpha-2,8-sialyltransferase 3 gene (5¢85iad) between Dahl salt-sensitive (DSS) and

Lewls rats.
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Footnote to Supplement 14: * denotes nucleotide identity. The amino acid sequence is
given on top. Genomic DNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and then
sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. The exon-intron junctions are the
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Supplement 15. Coding sequence allgnment of the Ferrochelatase gene (Fech)

between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats.
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Eootpote 1o sypplement | 5: * denotes nuclectide identity. The amino acid sequence is
given on top. Genomic and cDNAs from the kidneys of DSS and Lewis were first
amplified by PCR and then sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. The

exon-intron junctions are the same (data not shown).
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Supplement 16. Coding sequence allgnment of the asparaginy-tRNA synthetase gene
(Nars) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewis rats
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055 TATCACATC CEAGASFTGTGCTTETACCCEAGATTIC T CCAGCGCTECAGGCATAR 1677
Lewis TATCACATCCOAGACOTOTGCTT O TACCCEAGATTICTCCAGCEC TECAGOCCATAR 2677
L R T e FERE R R R

Footnote to supplement 16: * denotes nucleotide identity. The amino acid sequence is given
on top. Genomic and cDNAs from the brain of DSS and Lewis were first amplified by PCR
and then sequenced. | indicates the last nucleotide of each exon. Intron-exon junctions are the
same [data not shown).



Supplement 17: Sequence allgnment of the microRNA mir-122a between Dahl salt-
sensitive (DSS) and Lewls rats

nss O TAGCAGAGC T TEGAE T O TGACARTEOTET T IO TG TC CARARC ATC AAACGCTATCA B0
Lewin

O5%8

LewWin

Footnole to Sypplement 17: * indicates nucleotide identity, Genomic DNA from DSS and
Lewis were first amplified by PCR and then sequenced.
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Supplement 18: Coding sequence allgnment of the solute carvier family 26 (sulfate
tramsporter), member 2 (Slc26a2) between Dahl salt-sensitive (DSS) and Lewls rats
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T AMNG L BT L EE'VY R FEY E AT & 1D 680
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E 52 0 XK. E XK & ¥ €Y ¥y R kR S L 5 @' - T
GRGTC TCAGRASG AGARAGEACT G TCTE TS TCARTOETTTGAGTCTTICT G TRALTGA 2220
ERGTC TCA ARSI A ARA G EAE T T TG TS TCAAT GG TI TR GTETTICT GG TEACTGA. J220

ErrArETEERETRAREEAIARE Y ArRAEETRAEERTAT AR AR arrame

ootnote to Supplement 18: * indicates nucleotide identity. Amino acid sequence is
given on top. Genomic DNAs from DSS and Lewis were first amplified by PCR and
then sequenced since the Sic26a2 coding region resides within two exons, | indicates the
end of exon |
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10.10 Addendum

Errata :

1) La longueur de ’intervalle chromosomique contenant le C18QTL3 est de 7,35 Mb et

contient 67 genes. Ces données auraient di étre spécifiées dans le résumé

i1) On entend par « variant » tout changement dans la séquence génomique et ce
indépendamment de son effet. Le terme « mutation » désigne une variante a effet pathologique
et donc causant une maladie [154]. Le terme « mutation » n’a pas été correctement employ¢
au long de cette publication, étant donné que I’impact des variantes décrites sur les fonctions

des protéines et donc sur le trait étudié n’a pas été analysé en détail.
1i1) La nomenclature des variantes recommandée par ’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>T, p.(126Arg>Cys)
XM 006254887.2(Alpk2):c.475C>T, p.(159Pro>Ser)
XM_006254887.2(Alpk2):c.618C>T
XM_006254887.2(Alpk2):c.1910 1912delCCG, p.(637delAla)
XM_006254887.2(Alpk2):c.2918C>T, p.(973GIn>Leu)
XM 006254887.2(Alpk2) ¢.3754G>A, p.(1252Glu>Lys)
XM_006254887.2(Alpk2):c.5610C>G

XM 006254887.2(Alpk2) c¢.6217A>G, p.(20731le>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 (Tcofl) 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 Tcofl/C18QTL3
may be involved in polygenic hypertension. Hdhd2/C18QTL4 can regulate the function of
Tcofl/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 Tcofl/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 a fin de rendre le texte plus homogene.

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 Hdhd?2: Complete coding regions for the 2 Hdhd?2 isoforms were

cloned (Fig. 3) separately following PCR of cDNAs from DSS and Lewis kidneys into the
pcDNAT™3 [(+) expression vector (Invitrogen) and transformed into DH5a Competent Cells.
The coding identity defining the DSS and Lewis Hdhd2 isoforms, Hdhd2PSS, and Hdhd2""™s

was confirmed by sequencing.

Hdhd?2 expressions: HEK293 cells were cultured by a standard protocol and
then transfected with 4ug Hdhd2P5S, Hdhd2*"s 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-18:5¢-84837)], B-tubulin antibodies (Cellsignal #2146), and goat anti-
rabbit IgG-HRP (SCB, ¢-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
(DiIFMUP) 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 Hdhd2P%S and Hdhd2™". Statistics are
done using Systat [4].

Detection of de-phosphorylation of Tcofl by Hdhd2: 75ug of whole cell proteins from

Hdhd2'"s, Hdhd2PSS 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/H>0O before blocking with 5%milk/TBST and
hybridized with the Treacle antibody (SCB, L-16: sc-49529) by the standard western blotting
[10]. The Tcofl 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 C/8QTL3 and CI8QTL4 are listed in Sup. 3. The gap
between CI8QTL3 and CIS8QTL4 harbors 93 genes. The segment containing C/8QTL2
carries 249 genes and the region containing C/8QTL] 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 C/8QTL2 and CI8QTLI.

11.4.3 Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1 gene (TcofI) is a unique

function candidate for CI18QTL3

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 C/I8QTL3. 7 genes are present in the C/8QTL3-residing interval that carry

SNPs in the coding regions and/or intron-exon junctions (Table 1).

18 consecutive base pairs (bp) of the Tcofl coding domain are deleted in DSS
rats comparing to that of CI18S.L14 (Sups. 4 and 5) and Lewis (data not shown), which
removes 6 sequential amino acids from the conserved treacle domain [11] of the Tcofl
protein. The protein product encoded by 7cofI is also known as treacle. This internal in-
frame deletion results in a shorter and, probably, less efficient but functional, Tcofl product in
DSS than that of Lewis (Table 1). DSS is homozygous for the 18-bp Tcof1 deletion (Fig. 2).
The remaining 7cof! coding domain is identical between DSS and Lewis alleles (Sup. 4).

Thus, this 18-bp deletion alone distinguishes Tcof1P% from Tcof1te"™.

In contrast to 7Tcofl, all the genes located in the C/8QTL3-residing interval
encode identical proteins, except for Alpha kinase 2 (Alpk2) which we previously reported [6]
and caudal-type homeobox protein 1 (Cdxl) (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 Cdx! to be a biological candidate for C/8QTL3.

Tcofl and Alpk2 seem equally-valid genetic candidates for C/8QTL3 based on
the presence of non-synonymous mutations. However, the predicted impact on the mutations
distinguishes them functionally and supports 7cofl, 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 (Tablel) 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 Tcofl 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, TcofI is functionally supported as C/8QTL3, whereas Alpk2 is
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not. Consequently, Tcofl is the only gene that carries function-altering mutations and

becomes the sole candidate for C/8QTL3.

11.4.4 Hdhd?2 is a foremost candidate for C18QTL4

Among the mutation-carrying genes in the C/8QTL4-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 Vall13Leu substitution (Table

3, Sup. 8).

In addition to Hdhd?2, 4 other genes also harbor non-synonymous mutations, i.e.
Rbfa, Adnp2, Loxhdl, and Sall3 and, together, constitute the initial pool of genetic candidates
for CI18QTL4 (Table 3). Examining expression patterns of these genes dwindled the list to 3,
i.e. Hdhd2, Rbfa and Adnp?2, because Loxhdl and Sall3 are not detectable in 9 organs examined
(Fig. 2). Loxhdl is principally expressed in cochlear and vestibular hair cells [13]. Missense
mutations in LOXHDI 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 CI8QTL4-residing
interval are summarized in Table 3 and their sequence alignments are given in Sup. 6. No
alternative splicing of any genes in the C/8QTL4-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 C10QTLA4.

11.4.6 Function analysis of Hdhd2

First, although Hdhd?2 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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Valll3Leu 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 CI8QTL3 and CIS8QTL4 is
epistatic (Fig. 1), implying that they share a common pathway [4]. The function of
Tcof1/CI8QTL3 1is controlled, among others, by phosphorylation of its conserved treacle
domain via a cascade catalyzed by casein kinase [17,18]. Epistasis between C/8QTL3 and
CI18QTLA (Fig. 1) predicts that a gene representing C/8QTL4 may participate in the same
cascade of regulations on Tcofl including phosphorylation or de-phosphorylation. Hdhd2
might be a phosphatase, since Hdhd1 exhibits a phosphatase activity [19].

11.4.7 The Vall13Leu 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 Hdhd2P® is significantly higher than that
of Hdhd2™¥* (Fig. 3c), despite their Vmax values are similar (Table 4). Thus, the singular
Vall13Leu change in Hdhd2PS 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 Hdhd?2 indeed alters its function. Thus, Hdhd2 as C18QTL4
is functionally strengthened.

11.4.8 Hdhd2 dephosphorylates Tcofl

Based on their epistasis (Fig. 1) implicating the same pathway [4], we next examined
whether or not Hdhd2 can modulate Tcofl by de-phosphorylation, a mode of post-
translational modification. As shown in Fig. 3d, Hdhd2 indeed de-phosphorylates
Tcofl/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, Tcofl and Hdhd?2, 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 Vall 13Leu substitution results in a change in the substrate binding affinity
without affecting the enzymatic activity of Hdhd2. (c) The protein product of
CI8QTL4/Hdhd?2 regulates the protein product treacle encoded by CI8QTL3/Tcofl 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

Hdhd?2 and Tcof1 by synergizing epistasis and molecular mechanisms

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

Since only the chromosome segments replaced in C18S.L10, C18S.L.14 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
CI8QTL3/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’ CI8QTL3/Tcofl
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is involved in increasing BP. When the CI8QTL4/Hdhd? is ‘off’ as in C18S.L10, BP
decreased also, indicating that its DSS ‘wild type’ increases BP. When both CI18QTL3/Tcof1
and CI8QTL4/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 C/I8QTL3/TcofI alone is ‘off’. This is because as
long as CI8QTL3/Tcofl is ‘off’, the downstream regulatory target for CI8QTL4/Hdhd?2 is
‘off”, regardless whether CI18QTL4/Hdhd? itself is ‘on’ or ‘off’. This result molecularly
establishes epistasis between them and justifies why the C/18QTL3/Tcofl ‘mutant’ masks the
BP effect of the C/18QTL4/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 CIS8QTL3 and CIS8QTL4
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],
CI8QTLI and CI8QTL?2 are expected to participate in the Hdhd2-Tcofl pathway (Fig. 4),
even though they have not been molecularly identified. Predictably, other QTLs may regulate,
or be regulated by, Hdhd2 and/or Tcofl at any level from its expression, transcription,

posttranscription, translation, post-translation to their activity.

Hdhd?2 and Tcofl 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/CI8QTL3

The present work provides the first experimental evidence for any molecular function
of Hdhd2 as a true phosphatase, capable of de-phosphorylating Tcofl (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
Tcofl, conversely Tcofl 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 Hdhd2P55, but under physiological conditions, the Tcofl 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 Tcofl might give Hdhd2™" 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/CI8QTL3 may be a downstream target of Hdhd2/C10QTL4

TCOFI causes the human Treacher Collins syndrome (TCS) via haploinsufficiency
[17,18]. The protein product of TCOFI, 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 7COFI may not necessarily cause outright
pathologies, but may lead to a disorder. For example, an in-frame deletion in exon 6A of
TCOF1I does not cause TCS, but has unknown pathogenicity in humans [24]. Coincidentally,
a TCS patient carries thel18-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.

Tcofl is a sole function candidate for C/8QTL3 for the following reasons. First,
restoring the 18-bp deletion by C18S.L14 lowers BP (Fig. 1). Second, the 18-bp Tcof
deletion has functional consequences, since it reduces the exon containing it by 9.5% (18/188)
and entire Tcofl/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 Tcofl/treacle phosphorylation [17,18]. The degree of phosphorylation
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may affect the efficiency of nucleolar translocation that Tcofl/treacle executes to fulfil its
function in ribosomal processing [27]. The Tcofl/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 Tcofl/treacle in vivo remains to be determined.

11.5.4 Mechanistic connection to blood pressure regulation

The Tcofl/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 Tcofl/treacle, Hdhd2 appears to act from upstream
in a pathway by regulating Tcofl/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 Tcofl 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-
Tcofl(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 7cof] mice
[29]. The p53-mediated pathway has also been found to be anti-angiogenic in systolic
function [30]. Thus, a possible connection through Tcofl/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/CI18QTL3 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 C/8QTL3-lodging interval (Supplement
3). Knocking out either Adrb2 [32] or Nedd4! [33] alters BP. Physiologically, they appeared
the ideal candidates for C/8QTL3.

However, genetically, Adrb2 or Nedd4! 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 C/8QTL3, 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
Tcofl are strong candidate genes to be C/8QTL4 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 C/8QTL3 and CI8QTL4
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 CI8QTL3 or
CI8QTL4 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/CI18QTL3, 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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Table 1. Mutation screening of genes in the C/8QTL3-containing interval

Codons In/Ex junctions
Size of # Mutation detected Change in Mutation
C codon of Lewis/ DSS amino acid detected in
ene
(bp) exons (AA) In/Ex Differential
Lewis/DSS junction Splicing
GGAGTCTGACAGT
ESDSEE
Tcofl 4188 26 GAAGA No
762A767
2283A2300
G105C No No
C107T Thr36lle No
Cl117A No No
Caxl C119A Pro40Gln No
(only expressed in 843 4
CI130A Pro44Thr No
intestine)
TI163A Tyr55Asn No
C201A No No
G205A Ala69Thr No
A321T(exon 6) No Splice donor No
Nedd4l 2892 31  T1995C No No
A2139G No No
T376C Cys126Arg No
C475T Pro159Ser No
C618T No No
Alpk2 6303 10  CCGI1910A Ala637A maybe No
A2918T GIn973Leu No
A3754G Lys1252Glu No
C5610G No No
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G90A No No

Zfp532 3999 10 A810G No No

Ex9(-28) No

G1509A No No
Ex1(+35)  No
Ex10(-42)  No

Oacyl 2031 15
Ex10(-35) No
Ex12(+4) No
Ex14(+11) No
Secllc 579 6 TI171C 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. A/pk2,
alpha kinase 2; Cdxl, caudal-type homeobox protein 1; Nedd4l, neural precursor cell
expressed, developmentally down-regulated 4-like, E3 protein ligase; Oacyl, O-acyltransferase
like; Secllc, SECI1 homolog C (S. cerevisiae); Tcofl, 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 CI18QTL3 and CI18QTL4 residing intervals.

Gene CI8QTL c¢DNA Protein Mutpred SIFT
T376C Cys126Arg benign benign
C475T Pro159Ser benign benign
Alpk2 3 CCG1910A  Ala637A N/A N/A
A2918T GIn973Leu benign benign
A3754G  Lys1252Glu benign benign
Hdhd?2 4 G337C Vall13Leu Deleterious Deleterious
A487G Thr163Ala benign benign
Rbfa 4
A911G Glu304Gly benign benign
A353G Lys118Arg benign benign
A1607C GIn536Pro benign benign
Adnp?2 4 A2140G Met714Val benign benign
G2149A Ala717Thr benign N/A
G3400C  Glul134GIn benign benign
G3346A  Vallll6Met benign benign
G3880A Vall1294lle benign benign
Loxhdl 4
G3991A Vall331lle Benign Benign
A5929G Ile1977Val benign benign
C3460T  Argl154Cys benign Deleterious
Sall3 4
C3483G Ilel1161Met 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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Codons In/Ex junctions
Size of Mutation Changein  Mutation
Gene codons # of detected amino acid detected in Alternative
bp) exons Lewis/ (AA) In/Ex Splicing
DSS Lewis/DSS  junction
Ctif 1011 5 GI189A No No
Pqlcl 744 5 Exd(:260)
Ex5(-28)
G474A No No
A487G Thr163Ala maybe No
A911G Glu304Gly No
Rbfa 1038 6 Ex4 (+20) No
Ex5 (+14)
Ex6 (+12)
Ex7 (-15)
A353G Lys118Arg No
A1607C  GIn536Pro No
A1926G No No
A2140G  Met714Val No
Adnp2 3411 3 G2149A  Ala717Thr No
A2499G No No
G3126A No No
T3144C No No
G3400C  Glul134GIn No
C309T No No
Pardég 1149 3 T537C No No
G699A No No
Hdhd?2 780 6 G337C Vall13Leu No
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St8sia5

1131

7

C246T

No

No

Loxhdl
(Expression not

detectable Fig. 2)

6651

40

T2190C
C2859G
C2880T
G2937A
G3346A
G3880A
G3991A
G4107A
C5268T
A5929G
C6375T

No
No
No
No

Vallll6Met

Vall294lle
Vall331lle
No
No
lle1977Val
No

No
No
No
No
No
No
No
maybe
No
No
No

Ex2(-35)

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

Ex23(+22)
Ex23(+42)
Ex26(+10)
Ex33(-38)
Ex33(+5)

Ex35(-39)
Ex36(+39)
Ex37(+9)

Not expressed
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Ex37(+10)
Ex37(+42)
Ex39(+27)
Ex39(+34)

T225C No No
Setbp1 4494 6 G1242A No No
A1668G No No

Ex5(-19) No

Nfatcl 2484 10
Ex5(+41) No

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

Atp9b 3444 30

Sall3 A2865G No No

3573 2 C3460T Argll154Cys No

in early
C3483G  Tlel161Met O

(Only expressed

development)

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; Hdhd?2, haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2; Loxhdl,
lipoxygenase homology domains 1; Nfatcl, nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic,

calcineurin-dependent; Pard6g, par-6 partitioning defective 6 homolog gamma (C. elegans);
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Pqlcl, 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; Tcofl, Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1. A 2 x 2 ANOVA
on interactions [4] shows epistasis between CI/8QTL3 defined by C18S.L14 and CI/8QTL4
defined by C18S.L10, because BP lowering (35mmHg) when combining C/8QTL3 and
CI18QTL4 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 Tcofl 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 Hdhd2P% and Hdhd2'"s. d. Detecting de-
phosphorylation of Tcofl by Hdhd2 by Western blotting indicated by 2 parallel left-pointing
arrow heads. Tcofl/treacle and its dephosphorylation activities were detected by Tcofl/treacle
specific antibodies. J, Jurkat nuclear extract alone; H, Hdhd2 cell extract; I, phosphatase
inhibitors. Tcofl was not detected by Western in 150ug (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 CI8QTL4/Hdhd2 and CI8QTL3/Tcofl 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 1 Rat Chromosome 18
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Figure 2
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Supplement 1: Total genome sequencing and ldentification of single nucleotide polymorphisms
(SNPs): DNA Sequencing Plpeline Genome Quebec and McoGlll Innovation Center
October 2013 (bicinformatics. penomeir mail mepill.ca)

Program Reference

BWA
samiools
plcard

Trimmomatic

Deliverables: The following files are delivered to clients: (1) A sample statistics file containing the
metrics enumerated in Step 6. {2) A .csv file containing all the variants found in at least one sample,
often classified by chromosome because of large file sizes. (3) A csv file containing all the high impact
coding variants found in at least one sample, based on the Step % annotations.

Sequencing Reads: Around 50 to 150 million 100 bp. paired-end reads from the Hllumina HiSeq 2000
sequencer. Base quality is encoded in phred 33.

Pipeline steps: The pipeline is executed on Compute Canada clusters via unix bash commands, perl
scripts and open source software,

Step 1: Read trimming and clipping of adapters: Reads are timmed from the 3' end to have a phred
score of at least 0. llumina sequencing adapters are removed from the reads. and all reads are
required 1o have a length of at least 32 b.p. Timming and clipping are done with the Trimmomatic
software [1].

Step 2: Allgning the reads to the genome reference: The filtered reads are aligned to the reference
genome. The alignment is done per lane of sequencing, and then merged for a complete Binary
Alignment Map file {.bam). The alignment software used is bwa [2], and the merging 15 done with the
picard software [3].

Step 3: Realigning insertions and deletions (INDELS): Insertion and deletion realignment is
performed on regions where multiple base mismatches are preferred over indels by the aligner since it
can appear to be less costly by the algorithm. Such regions will introduce false positive vanant calls
which may be filtered out by realigning those regions properly, Realignment is done with the GATK
software [4].

Step 4: Fixing the read mates: Once local regions are realigned. the read mate coordinates of the
aligned reads need to be recalculated since the reads are realigned at positions that differ from their
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original alignment. Fixing the read mate positions is done with picard software [3].

Step 5: Marking duplicates: Aligned reads are duplicates if they have the same 5 alignment positions
{for both mates in the case of paired-end reads). All but the best pair (based on alignment score) will be
marked as a duplicate in the .bam file. Marking duplicates is done with picard software [3].

Step 6: Compute metrics and generating coverage track: Multiple metrics are computed at this
stage and given in the statistics file:

Number of raw reads

Number of fillered reads (sfter Step 1)

Number of aligned reads (after Step 2)

Number of duplicate reads {after Step 5)

Duplicate rate (number of duplicate reads / number of raw reads. Good run max of 25%)
Median, mean and standard deviation of insert sizes of reads afler alignment

Mean coverage over exons {mean number of reads per base position)

Percentage of bases covered at X reads (% _bases above 50 means the % of exons bases which
have at least 50 reads. A good run is typically around 50%)

A TDF (.tdf) coverage track is also generated at this step for easy visualization of coverage in the IGV
browser [5].

Step 7: Variant ealllng: Variants (SNPs and INDELs) are called using samtools mpileup and befiools
varfilter [6]. The following options are given to mpileup to filter for low quality variants which could
introduce false positive calls: -L 1000 -E g | -u-D -8, where:

-L INT max per-sample depth for INDEL calling [250]

-E extended BAQ) for higher sensitivity but lower specificity

-q INT skip alignments with map() smaller than INT [{]

-1 generate uncompress BCF output

-D output per-sample DP in BCF {require -g/-u)

-5 output per-sample strand bias P-value in BCF (require -g/-u)

The output of mpileup 1s then fed to varfilter, which does an additional filtering of the vanants and
transforms the output into the VCF (.vef) format. The arguments used are: -d 2 -D 1200 -0 15 -1 0.0,
where:

-d INT minimum read depth [2]

-D INTmaximum read depth [ 10000000]

-() INTminimum RMS mapping quality for SNPs [ 10]

-1 FLOAT  min P-value for strand bias {given PV4) [0.0001]

The final .vef files are filtered for long 'N' INDELs which are sometimes introduced and causing
excessive memory usage by downstream tools.
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Supplement 2: Selective global evaluation of genome single nucleotide polymorphlsms
(SNPs) comparing DSS and Lewls rats.

431 290 LIT 941
Chr2 1115 506 527 98 039 1 886 1111
Chr3 1 350 263 475 62 965 1944 Q86
Chrd 1 185 270 209 78 309 | 505 207
Chr3 | 060 188 601 46 127 1153 666
Chré 719 247 020 46312 1 088 649
Chr7 L7 4587 6l 742 1955 1019
Chr# 1 057 204 003 51750 | 448 752
Chr9 6 159279 42518 655 450
Chrl0 1 507 196 741 61 224 2 582 I 367
Chrl 1 480 141 888 32930 034 418
Chrl2 508 94 706 29131 815 626
Chri3 586 151 050 38 025 BT 513
Chrt4 551 124 193 201395 714 389
Chrl5 548 162 540 38436 797 ina
Chrlé 492 109 407 30 654 7440 478
Chrl7 491 121 618 26337 532 345
Chrl% 414 134 343 36 156 1092 387
Chrl9 454 T4 450 20745 637 432

Chr20 592 112 869 32476 2139 Q36
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chrX 595 122 396 14 593 490 241

Total 18 330 4 (062432 QR9 B

tid
L
b
e |
Ln
L
]

14713

Footnote: Gene number refers to the number of known genes. Intron-exon junctions include
before and exon sequences up to 100 base pairs.
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Supplement 3. Genes residing In the chromosome Intervals harboring CISQTLS and

CISQTLY (Fig. 1).

{a) The CI8QTL3-rveskding Interval: (6] genes, 4 microRNAz, | non-coding RNA)

RGODI3WIAD
MGCIO8823
ROGOD35 184
MGCI05567
Snrim3

Dicind

Rbm22
Myoz3

Svnprcr

Nzt

Rpsld

Cd74

Teofl
Arsi
ComkXa
Sictal

Cielxf
Pdefrh
Cxfir
Hmgxhi
Sie2fa2
Pdetia
Ppargelh

Mird557
Miri7s
LoCna3anrod
Arhgef37
Camkdal
Mirl43
Mirfd3
1 7b
Poyvoxli
Girpel?
Afap il
Ablim3
Shic?

similar to interferon-inducible GTPase

similar to interferon-inducible GTPase

similar to CDNA sequence BC023103

similar to cDNA sequence BCO23 105

small integral membrane protein 3

dynactin 4 (p62)

RNA binding motif protein 22

myozenin 3

synaptopodin

N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) |
ribosomal protein 514

Cd74 molecule, major histocompatibility complex. class 11
invariant chain

Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1
arylsulfatase family, member 1
calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11 alpha
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporier ), member
T

caudal-type homeobox protein |

platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide
colony stimulating factor | receptor

HMG box domain containing 3

solute carrier family 26 (anion exchanger), member 2
phosphodiesterase 6A, cGMP-specific, rod, alpha
peroxisome proliferator-activated receptor gamma,
coactivator | beta

microRNA mir-3557

microRNA mir-378

homeobox prox |-like

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 37
casein kinase [, alpha |

microRNA 145

microRNA 143

interleukin | 7B

prenylcysteine oxidase 1 like

GrpE-like 2, mitochondrial

actin filament associated protein 1-like 1

actin binding LIM protein family. member 3

SH3 domain and tetratricopeptide repeats 2



Adri?
Hird

Fhrols
SpinkT
Spinkl3

SpinkIi)
Spinkl3

Apedid i
Najpz

Pie=nl

Txnild

Wedr?

Wdry

St8siad

RGO 5626009
Cheecut?

Fech

Nars

Atpihl

Newladd!

LOCSH2I76
Mird 59
Mirf22
Alpk2?
Malt]

LOCINe 2140
RGO 36081
Zfp532

{Jr.?l.'_l-'lr

Secllc

adrenoceptor beta 2, surface

S-hydroxyiryptamine {serotonin) receptor 4, G protein-
coupled

F-box protein 3%

serine peptidase inhibitor, Kazal type 7

serine protease mhibitor Kazal-type 13|serine protease
inhibitor Kazal-type 5-like 3

serine peplidase inhibitor, Kazal type 10

serine protease inhibitor Kazal-type |3{serine protease
inhibitor Kazal-type 5-like 3

adenomatosis polyposis coli down-regulated |
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein.
gamma

piezo-type mechanosensitive ion channel component 2
thioredoxin-like |

WD repeat domain 7

WD repeat domain 7

ST alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2.B-sialyltransferase 3

one cut homeobox 2

ferrochelatase

asparaginyl-tRNA synthetase

ATPase, ammophospholipid transporter, elass 1, tvpe 8B,

member |

neural precursor cell expressed, developmentally down-

regulated 4-like, E3 ubiguitin protein ligase

hypothetical protein LOC302176

microRNA mir-3591

microRNA mir-122

alpha-kinase 2

nmucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation
ene |

ﬁm:hmarten’zad LOCI00912140

similar to acidic ribosomal phosphoprotein P

zine finger protein 532

O-acyltransferase like

SECII homolog C (5. cerevisiae)

(b) The C18QTL4-residing Interval: (69 genes)

Smad7
Cuf
LOCIoneriise

SMAD family member 7
CBPR0/20-dependent translation initiation factor
peroxisomal biogenesis factor 19-like
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EhthTe
S 2

Cadpl

Keng?

Pglc!

Hsbpll}
LOCIST 1462
RGIODFF60212

Ribfa

Adrp2

Pardtg
LOCHINS] 1433
Skor2

Hdld2

Kainall
LoCionefjees
Pias2

Stfxiad

Loxhd !
Raflas

RGO AN
Hausl
Atpial

LOCIO09I 2125
Pugpip2
Epei

Siglecl §
Sicldal
Sleldal

Sethpl

Mrps2li
LOCIO090943 T
LOCTineie49y
."|:.|rl.ﬂl. i

Atp%h
Sall3
LOCTIONeR9 e
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zim¢ finger and BTB domain containing 7C

SMAD family member 2

CTD {carboxy-terminal domain, RNA polymerase [1.
polypeptide A) phosphatase, subunit 1

potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 2
P(} loop repeat containing |

heat shock factor binding protein |-like 1
thioredoxin-like protein 4A-like

similar to DNA segment. Chr |8, Wayne State University
08, expressed

ribosome binding factor A

ADNP homeobox 2

par-6 partitioning defective 6 homolog gamma (C. elegans)
285 ribosomal protein 521, mitochondrial-like

SKI family transcriptional corepressor 2

haloacid dehalogenase-like hydrolase domain
containing 2

katanin p60 subunit A-like 2

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48-like

protein inhibitor of activated STAT, 2

S5T8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2.8-
sialyltransferase 3

lipoxygenase homology domains |

ring finger protein 165

similar to hypothetical protein

HAUS augmin-like complex, subunit 1

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex,
alpha subunit 1, cardiac muscle

HAUS augmin-like complex subunit 1-like
proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2
ectopic P-granules sutophagy protein 5 homolog (C.
elegans)

sialic acid binding Ip-like lectin 13

solute carrier family 14 {urea transporter ), member |
solute carrier family 14 (urea transporter). member 2

SET binding protein |

mitochondrial rbosomal protein 521-like
uncharacterized LOC 100909457

uncharacterized LOC 10903499

nuclear factor of activated T-cells, eytoplasmic,
calcineurin-dependent |

ATPase, class 11, type 9B

sal-like 3 ( Drosophila)

colorectal mutant cancer protein-like



LOCTOR209830
LOC 908888
LOCHIN9NeRaY
LOCIOp909761
Gairl

Mhbp

Zipli6

Zipila

Taf=t

Eadh?

Lfpid7

Crdpl

Chdpl

Fam6Pe
LOCIO0339752
Ciyhia

Fhynl3

Timm2i

LOCTN363382
Neto ]

Chinl
LOCARRRES

RGDHZS9716
R 5A08] 3
Socsf

Riin
LOCaE? 6
Cd226

Daka

Footnote: Designated pseadogenes are not included. Genes in bold bear non-synonymous

mBNA-decapping enzyme 2-like

myotilin-like

myotilin-like

myotilin-like

galanin receptor |

myelin basic protein

zing finger protein 236

zine finger protein 516

teashirt zine finger homeobox |

zine binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2
zine finger protein 407

carnosine dipeptidase | (metallopeptidase M20 family)
CNDP dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 family)
family with sequence similarity 69, member C
hypothetical protein LOC100339752

cytochrome b5 type A (microsomal)

F-box protein 15

translocase of inner mitochondrial membrane 21 homolog
(yeast)

hypothetical LOC 100365382

neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like |
cerebellin-like protein

similar to Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (38 kDa BF A-dependent ADP-ribosylation
substrate) (BARS-38)

similar to melanoma antigen family A, 6

similar to H2A histone family, member V isoform |
suppressor of cytokine signaling 6

rotatin

hypothetical protein LOCGH89166

CD226 molecole

docking protein 6

mutations and are further described in Tables 1-3 in the text.
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Supplement 4. Coding sequence alignment of Treacher Collins-Franceschetti
syndrome 1 (Tcofl) between Dahl sali-sensitive (DSS) and C18S.L14 stralns,
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fric] CCCACTGOCAAGCCTGEARTGE TETCAGCAGECC AAGCCAGCAST TCCAG CEAGGATAST 400
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clBg. Ll TOCASCTCARGOGATGAERCAGATETGERSG T ERAACCCTCARCAAAACT ACRSGCTARA  BED
fra] TCCAGCTCAAGC GATGAGACAGAT GTGER