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Résumé Francais

L’hypertension artérielle affecte un grand pourcentage de la population humaine.
La pression artérielle (PA) chez les animaux est influencée a la fois par des facteurs
environnementaux et génétiques. L’étude de génes impliqués dans cette pathologie
souvent héréditaire (essentielle) est limitée chez I’humain par la nécessité du
maintient vigoureux des diverses composantes influencant la PA. L’hypertension est
définie en génétique comme étant un trait quantitatif et multifactiorel sous contrdle
polygénique. 11 est maintenant possible d’utiliser une stratégie de modéles animaux
congéniques de rats visant a et exploiter la recherche de loci pour traits quantitatifs
(QTL) pour la PA.

Des études de liaison génétique pour la PA effectuées sur une population de rats
Dahl Salt-Sensitive a précédemment permit 1’identification d’une région sur le
chromosome (chr.) 16 et sur le chr. 17 associée a la PA. Dans la cadre de cette étude,
des lignées congéniques nommées C16S.L1, C16.S.L.2, C16S.L3 et C16S.L4 (chr.16)
et C17S.LA, C178.LB, C17S.LC et C17S.LD (chr.17) ont permit d’associer une
région chromosomique (du chr. 16 et 17) a des changements de PA. Des analyses
moléculaires comprenant notamment le séquengage d’un géne candidat et I’analyse
d’expression génique différentielles par micro-puces & ADN ont été entreprises pour
les QTL localisés.

Mots clefs
Hypertension essentielle, pression artérielle, pression sanguine, rat congénique,
liaison (génétique), modeéle animal, génétique moléculaire, chromosome 16,

chromosome 17
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Résumé Anglais
(Abstract)

Hypertension affect a high pourcentage of human population. In animals, blood
pressure (BP) is influenced by both environmental and genetical factors. The study of
genes implied in this pathology wich can be hereditary (essential), is limited in
humans by the necessity of keeping vigourous BP influencing components. In
genetic, hypertension is defined as a quantitative and multifactorial trait under
polygenic control. It is now possible to use an animal congenic model of rat,

constructed to exploit the searching of BP quantitative trait loci (QTL).

BP linkage studies done on Dahl Salt-Sensitive rats have permited the association of a
chromosomal region of Chromomose (Chr.) 16 and Chr.17 with BP. In this project,
congenic strains named C16S.L1, C16.S.L2, C16S.L3 and C16S.L4 (for Chr.16),
Cl78.LA, C17S.LB, C17S.LC and C17S.LD (for Chr.17) have permitted the
association of a particular Chr. region (for Chr.16 and Chr.17) with a BP change.
Molecular analysis including sequencing of a candidate gene and differential

espression profiling with DNA chip technology also started for the localised QTL.

Mots clefs
(Key words)

Essential hypertension, arterial pressure, blood pressure, congenic rat, linkage

(genetic), animal model, molecular genetic, Chromosome 16, Chromosome 17
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PARTIE I

INTRODUCTION ET
RECENSION DE LITTERATURE



Objectif et stratégie

Objectif général du projet de maitrise

Identification de loci pour traits quantitatifs (QTL) pour hypertension sur le

chromosome 16 et le chromosome 17 du rat Dahl Salt-Sensitive.

Les études pour le chromosome 16 et le chromosome 17 du rat Dahl sont
séparées et indépendantes. Le nom assigné aux souches et sous-lignées

congéniques a été adapté afin de les dissocier clairement.




Stratégie générale pour identifier un QTL

Deux préalables sont nécessaires afin d’initier I’analyse génétique d’un trait
quantitatif (1). Tout d’abord, il faut avoir a sa disposition deux souches contrastantes,
donc opposée du phénotype étudi€. Ensuite, il faut disposer une méthode adéquate de
délimitation génétique pour isoler la région chromosomique contenant le géne

impliqué dans le phénotype voulu.

Etant donné que les rats d’une souche donnée ont une différence de PA marquée par
rapport a celle qui Poppose, il est évident qu’il y existe une base génétique pour ces
différences qui sont transmises de générations en générations. Partant de ce concept,
une méthode génétique a été développée pour définir et expliquer ces différences

génétiques.

1) Localiser le QTL pour la PA en régions chromosomiques grice a la méthode
d’analyse de liaison génétique utilisant I’approche par géne candidat ou la

délimitation génomique totale (chapitre 2 — section 2.3).

2) Etablir plus finement les régions chromosomiques contenant le QTL pour la PA

en créant les souches congéniques (chapitre 2 — section 2.4).

3) Raffiner la localisation du QTL & une distance de 1-2 cM grice a I’établissement

de sous-lignées congéniques (chapitre 2 — section 2.4).

4) Eventuellement, identifier les candidats potentiels pour le QTL pour la PA par

clonage positionnel ( chapitre 3 — section 1).

5) Procéder aux études moléculaires d’analyses des genes candidats pour prouver

que ces génes interviennent dans le controle de la PA. ( chapitre 3 — section 2)



CHAPITRE 1
Génétique de ’hypertension

1.1 Introduction & Phypertension

L’hypertension se définit en général comme une pression sanguine de plus de 140
mmHg systolique ou 90 mmHg diastolique. Cette classification demeure toutefois
tronquée et arbitraire puisque I’hypertension, généralement essentielle, démontre une
distribution continue et augmente avec I’dge (2). L’hypertension essentielle se décrit
comme une haute pression sanguine sans cause apparente et posséde une composante
génétique importante (3;4). Ce trait affecte 15% a 30% de la population humaine (5)
et approximativement 50 millions d’américains (6) . Une haute pression sanguine
prédispose aux crises cardiaques, maladies coronariennes, maladies vasculaires
périphériques et insuffisance rénale (7). Jusqu’a 30 a 50% de la variation de la
pression sanguine est complexe, multifactorielle et polygénique ie. causée par
plusieurs génes (4). Ainsi, la pression sanguine varie en fonction de I'influence de

I’environnement, des génes ainsi que 1’interaction continue entre ces deux parameétres

Pression Artérielle |
1,2 3
2
0

I Génes |<ﬁ>| Environnementl
- |

Figure 1. Schéma représentant la complexité de 1 *étude des facteurs influengant la pression

artérielle (PA). Les fleches (jaunes) représentent les influences possibles des différentes
composantes sur la PA (indiquées en bleu). Le trajet 1 représente | ’influence directe des
genes sur la PA. Le trajet 2 représente 1 *influence de génes sur d’autres génes qui font varier
la PA. Le trajet 3 représente 1 *influence de | *environnement sur la PA. Finalement, le trajet

4 représente | *interaction continue entre les génes et | ’environnement sur la PA.



1.2. Multifactorialité de ’hypertension

Une longue liste de facteurs environnementaux semble avoir une incidence
particuliére sur la PA: le sexe, 1’dge, le tabagisme, I’obésité, la consommation
d’alcool, le niveau d’activité physique, une historique de diabéte, dysfonction rénale
ou de microalbuminurie, les antécédents cardiovasculaires, d’hyperinsulinémie ou
d’hyperglycémie, le niveau de lipides et de lipoprotéines sanguines, le niveau sanguin
de fibrinogéne, I’hormonothérapie, le statut socio-économique, I’ethnie et le lieu de
résidence géographique. Plus particuliérement, la diéte et le stress ont été reconnus
pour avoir un impact significatif sur la PA (8). L’effet de I’environnement peut étre
spécifique a un temps particulier ou a I'accumulation d’expériences
environnementales durant la vie d’un individu (9). L’environnement peut également
influencer ce phénotype par la stimulation de ’expression des geénes ou via
Pinteraction avec des produits de genes (10). Dans la pathogeneése de traits complexes
comme la pression sanguine, les facteurs environnementaux ne sont pas simplement
additifs aux facteurs génétiques (8;11). En effet, I’effet d’une variation allélique d’un

geéne dépend souvent de I’environnement dans lequel le géne est exprimé.

A un niveau plus moléculaire, les principaux systémes physiologiques qui altérent
la PA sont bien connus. Beaucoup d’agents pharmacologiques ont été développés
pour réduire ou augmenter la PA autour de ces systémes physiologiques. Beaucoup
d’expériences chez des souris transgéniques permettent de supprimer ou ajouter un
geéne spécifique qui influence la PA (12-16). Ces expériences d’analyses d’absence ou
ajout d’un géne dans un environnement de systémes intacts sont trés informatives a
un niveau physiologique mais ne donnent toutefois aucune information quant aux loci
qui contiennent naturellement des alléles suffisamment présentes en haute fréquence
dans les populations (17). Il faut donc, tout en tenant compte de cette importante
composante environnementale, pousser les études vers les composantes génétiques de
laPA



1.3 Hypertension essentielle

La composante génétique, donc héréditaire de la pression sanguine a été
déterminée par les études des familles, jumeaux et enfants adoptés comme I’indique
la revue de Ward (18) et autres études: (19-21). La recherche de génes responsables
des désordres héréditaires est basée sur la prémisse fondamentale que les génes sont
défectueux i.e. qu’ils expriment des mutations ou codent pour des protéines non

fonctionnelles. Cette composante génétique est polygénique.

En plus de I’hypertension essentielle, il existe plusieurs exemples de maladies
polygéniques. L’athérosclérose, certaines formes de diabéte ainsi que plusieurs
maladies mentales comme la schizophrénie sont causées par plusieurs loci génétiques
(22). Contrairement aux maladies polygéniques, une maladie monogénique, par
exemple, la dystrophie musculaire de Duchenne est causée par une mutation

génétique ponctuelle .

Bien qu’une haute PA se présente comme un trait polygénique dans la population,
la plupart des avancements ont été effectués au niveau des formes monogéniques de
I’hypertension. Plusieurs syndromes augmentant ou diminuant la pression sanguine
ont €té identifié (23-27) notamment le syndrome connu de Liddle (28). Ces
syndromes sont reconnus chez I’humain et causés par de rares mutants ainsi
qu’associés avec de larges effets quantitatifs sur la PA. Ils en résultent en une
perturbation physiologique drastique et assez pénétrante pour étre observée comme
traits mendéliens ségrégant dans les familles humaines. La plupart de ces génes
impliquent un transport rénal de molécules électrolytes ou une des voies
métaboliques des stéroides adrénaux contrélant la balance d’électrolyte du corps
(24;29). L’hypothése a été émise que les genes impliqués dans la pathogenése de ces
syndromes monogéniques peuvent aussi contribuer au développement de

I’hypertension essentielle, fondamentalement polygénique (10).



1.4 Notions de locus pour trait quantitatif (QTL)

La composante génétique d’un trait quantitatif (soit la PA) est due a I’effet
cumulatif sur le phénotype de plusieurs loci génétiques (donc polygénique). Chacun
de ces loci ségrégue en accord avec les lois de Mendel. Ce trait quantitatif démontre
une variation continue des baisses aux hautes valeurs, sur une échelle. Cette variation
naturelle est retrouvée dans toutes les populations d’eucaryotes (17). Il existe un
grand nombre de traits quantitatifs, notamment l’intelligence, le poids corporel, les
résistances aux maladies des plantes et animaux ou encore la quantité de graisses des
viandes (17).

Le terme locus ou loci pour trait quantitatif (QTL) est utilisé pour décrire une
région chromosomique donnée qui peut contenir un ou plusieurs génes controlant le
trait quantitatif Dans cette étude, QTL référe a la fois a la forme singuliére et
plurielle de locus (soit loci). Finalement, QTL référe aussi au locus génétique

spécifique participant dans le contrdle du trait quantitatif.

Puisque plusieurs genes sont impliqués dans la détermination de la pression
sanguine, une défectuosité dans n’importe lequel de ces génes peut étre la cause de la
haute pression. De plus, différentes personnes souffrant d’hypertension peuvent avoir
une défectuosité dans différents génes. Il faut donc développer une analyse génétique
permettant de faire une dissection de ces différents génes, tout en jumelant sa
caractéristique quantitative. Bien que ce projet porte sur I’aspect génétique de
I’hypertension, il faut toutefois insister sur le fait que des études génétiques peuvent
mettre en contraste les génes causant I’hypertension, elles peuvent ne pas démontrer
comment ’hypertension est amenée physiologiquement (1). C’est principalement la
combinaison d’approches génétiques et physiologiques qui permet réellement

d’élucider les genes régissant I’hypertension ainsi que ses mécanismes (1).



CHAPITRE 2
Un modéle animal de ’hypertension : le rat

2.1 Introduction au modéle animal

Quand le phénotype approprié est disponible, les modéles animaux constituent un
modéle plus opportuniste pour ’avancement des découvertes fondamentales sur la
génétique des traits humains complexes. En effet, un modéle animal permettra, par
exemple, des croisements contrlés dans une population donnée. Tous les organismes
ne peuvent pas étre optés car en plus d’avoir un phénotype approprié, il faut pouvoir
développer un grand nombre de marqueurs génétiques pour pouvoir faire la

dissection de ces traits en ses composantes génétiques individuelles.

La souris est le modéle animal normalement utilisé en recherche grace a sa
similarité avec I’humain. Elle est largement utilisée pour la compréhension des
fonctions des génes grice a sa large infrastructure génétique et génomique. Il existe
plusieurs études d’hypertensions répertoriées grice au modeéle de la souris (30).
Toutefois, la souris ne posséde pas nécessairement un phénotype suffisamment
contrastant pour 1’étude de I’hypertension. En effet, les mesures de PA sont souvent
diffuses chez cet organisme (31). La souris accuse un retard par rapport & d’autres
especes du point de vue caractérisation physiologique et ne corréle pas avec certaines
caractéristiques cliniques humaines comme I’hypertension. Tout d’abord, la petite
taille de la souris limite les mesures de PA a une méthodologie non invasive ( voir
discussion section 6.5 sur analyses physiologiques) rendant la détermination du
phénotype difficile (31a, 31b). Ensuite, les modeles de souris possédent un grand
nombre d’alléles pour la PA au départ et les mesures de PA semblent démontrer que
la souris posséde une grande adaptation concernant la régulation de la PA qui rend

son étude complexe (17).



2.2, Utilisation du rat comme modéle de I’hypertension

Présentement, le rat devient I’animal clef pour la recherche biomédicale. Depuis
1996, plus de 500 000 manuscrits utilisant le rat ont été publiés [ PubMed, National
Center for Biotechnology Information (NCBI), recherche utilisant « rat » comme mot
clef (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PbMed/medline.html) ]. Un grand nombre
désordres génétiques ont été repérés chez plus de 200 souches consanguines de rat
(32). En plus de I’hypertension, ces modeéles génétiques ont intensément servit des
études de comportement, auto-immunité, cancer, maladies dentaires, diabéte,
désordres des yeux, désordres hématologiques, neurobiologie, désordres
métaboliques, insuffisance rénale, reproduction, désordres squelettiques et

toxicologie (33).

Le rat, génétiquement complétement homogene, engendre une progéniture nomb-
reuse et autorise un contrdle trés restreint des influences environnementales (34;35).
De plus, ce modele est habile & produire de larges recombinaisons génétiques
permettant la dissection de phénotypes et interactions complexes. Finalement, la
région codante du génome du rat partage une similarit¢ de prés de 90% avec le
génome humain (36). Une fraction potentiellement élevée de génes liés 4 un désordre
chez le rat ont la chance d’étre conservés dans les régions humaines. Ainsi, méme si
un QTL n’a pas été identifié au niveau moléculaire, I’information contenue dans la
région chromosomique du QTL pour la PA peut servir a identifier des génes
candidats lorsque cette région présente une conservation synthétique chez 1’humain
(37-40).

Un grand nombre de souches de rats ont été développées pour I'étude de
I’hypertension. Le Tableau I présente une portion de ces souches par ordre
chronologique de recensement. Parmi celles-ci, certaines souches consanguines de
rat ont été obtenues par croisements sélectifs pour I’hypertension et sont prénommées

souches hypertendues. La plupart de ces souches détiennent une souche normotendue
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(dont la PA est normale) contrastante. Les souches normotendues sont celles
sélectionnées pour une PA basse ou normales développées pour la plupart du temps a

partir de la souche originale.

Tableau I. Quelques souches de rat développées pour I’étude de I’hypertension

Seuche hypertendue/normotendue Abréviation Référence

Lewis LEW Lewis 1954-1958 *

Genetically hypertensive GH Smirk et al. 1958 (41)

Dahl salt-sensitive S, DS, SS/Jr

Dahl salt-resistant R, DR, R/Jr Dahl et al. 1962 (42)

Spontaneous hypertensive rats SHR Okamoto et al. 1963 (43)

DOCA salt-sensitive (Sabra

hypertensive) SBH

DOCA salt-resistant (Sabra Ben-Ishay et al 1972 (44)
. SBN

normotensive)

Lyon hypertensive LH

Lyon normotensive LN Dupont et al. 1973 (45)

Lyon low blood pressure LL

Spontaneous hypertensive rats- SHRSP Okamoto et al. 1974 (46)

stroke prone

Milan hypertensive MHS . .

Milan normotensive MNS Bianchi et al 1974 (47)

Fawn-hooded hypertensive FHH .

Fawn-hooded low blood pressure FHL Kuijpers et al 1984 (48)

Inherited tvtress induced arterial SIAH Markel 1985 (49)

hypertension

Prague hypertensive PHR

Prague normotensive PNR Heller et al 1993 (30)

Wistar Kyoto WKY Kyoto

Tableau 1 - Note. * référence pour Lewis: http://www.informatics jax.org/external/
festing/rat/docs/LEW shtml . Eléments du tableau adaptés de Rapp JP (17).

Rat Dahl. La souche Dahl salt-sensitive (S) et la souche Dahl salt-resistant (R)

furent les premieres souches contrastantes utilisées pour 1’étude de 1’hypertension,
par Dahl et associés en 1962 (42). Le rat S est un modéle sensible au sel. 11 développe
Phypertension soumis a une di¢te pauvre en sel (51) mais est particuliérement

exacerbé lorsque placé sur diéte riche en NaCl (42;52). Le processus de sélection a
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permit d’enrichir les alléles de ce rat pour une PA élevée. Le rat R est une souche de
type normotendue résistante & une diete riche en sel. La souche R servait alors

naturellement de contrdle pour la souche S.

Toutefois, aujourd’hui, la souche S versus R est moins analysée. Les souches S et
R possédent d’innombrables différences génétiques entre elles. La plupart du temps,
ces différences n’ont rien avoir avec la PA. Celles-ci semblent avoir été fixées dans
chacun des alléles contrastants durant le processus de sélection. De plus, les souches
S et R affichent des différences dans les caractéristiques physiologiques et
biochimiques associées & la PA. Ces caractéristiques ne présentent généralement pas
d’effets directs des génes et ont parfois aboutit & de nombreuses recherches
infructueuses, comme par exemple, 1’étude des génes candidats du systéme oxyde
nitrique du rein (53). Ainsi, une fausse croyance dans ’utilisation des souches
normotendues est que la différence de PA entre les souches, méme consanguines,
n’est pas nécessairement toujours génétique. Néanmoins, durant les quelques
décennies précédentes de recherches, quatre chromosomes ont démontré des QTL
capables que causer une différence de PA entre le rat S et R (1), la progression a
toutefois été grandement arrétée par le manque de polymorphisme entre les souches.

Le polymorphisme a été évalué a environ 29% (54) ou 18% (55) selon I’étude.

Rat Lewis (LEW). La souche LEW résiste a 1’hypertension induite par le sel
(52;56). Cette souche a été étudiée pour bon nombre de pathologies différentes.
Concernant le contrdle de la PA, cette souche présente 1’avantage de posséder une
masse cardiaque relativement faible chez des méiles de 10 semaines

(http://www.informatics.jax.org/external/festing/rat/docs/LEW.shtml). ~Parmi  les

souches pouvant contraster S, la souche du rat LEW a mené a I’identification d’un
plus grand nombre de QTL et génes candidats chez le rat S que le rat R a pu révéler
( Tableau II).
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Tableau II. Loci pour trait quantitatifs (QTL) chez le rat Dahl salt-sensitive (S)

révélés par la souche contrastante Lewis (LEW).

Chromosome Géne Candidat Référence
Sa Garer et al. (57)
1 Genes pour les enzymes de Harris et al. (58)
CYP450 Gu et al. (59)

3 - Palijan et al. (60)
5 Endothelin-2 Deng et al. (61)
8 - Garrett et al. (57)
10 ACE Deng et al. (62)
16 - Moujahidine et al.(63)
17 - Deng et al (61)
18 - Garrett et al (57)

Tableau II - p.12 - Note. Adapté de Deng AY (1). Le tiret est utilisé lorsque aucun candidat
particulier n’a été proposé et un candidat non exclu s’il a été proposé. S, géne anonyme;
CYP450, cytochrome P450; ACE, enzyme de conversion de I’angiotensine. La référence du

chromosome 16 est la publication scientifique (voir chapitre 4).

2.3 Délimitation génétique

Le succés de ces études génétiques dépend de la densité de marqueurs
disponibles. Un effort collectif des scientifiques a permit I’élaboration de cartes

suffisamment denses du rat (55;64-69).

Marqueurs microsatellites. Pour rechercher un QTL, il faut pouvoir effectuer un suivi
du génotype des rats entre autre possible grace a des marqueurs d’ADN basés sur la
variation du nombre de courtes répétitions en tandem. Ces marqueurs sont
couramment appelés marqueurs d’ ADN microsatellites. L’ ADN microsatellite est une
classe d’ADN répétitif comportant des répétitions de mono-, di-, tri- ou
tétranucléotides. Les marqueurs microsatellites sont nombreux et dispersés partout
dans I’ADN non codant des eucaryotes et ont I’avantage de posséder plusieurs alléles
permettant la cartographie. L’ ADN microsatellite est amplifié a ’aide de la réaction

de polymérisation en chaine (PCR) puis ensuite analysé en fonction de son poids
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(longueurs de nucléotides respectifs) (70). Les ressources génomiques étant plus
développées chez la souris que chez le rat au départ, des marqueurs microsatellites de
souris étaient conséquemment utilisés chez le rat. Environ 20% des marqueurs de
souris sont applicables chez le rat et approximativement 4% des marqueurs de la

souris sont polymorphiques chez le rat (71,72).

Cartographie par recombinaison génétique. La cartographie par recombinaison
génétique est possible grice au suivi des différents génotypes avec les marqueurs
microsatellites. Les distances sur la carte génétique peuvent étre établies en fonction
de la fréquence de recombinaison entre deux marqueurs. Le pourcentage (fréquence)
de recombinaison est définit en unités de recombinaison, soit en centimorgan (cM).
Initialement, la cartographie était obtenue a partir des marqueurs de génes connus
séquencés (73). Subséquemment, de nombreux panneaux de marqueurs ont €été
développés a partir de librairies de courtes insertions génomiques de tous les
chromosomes du rat dont les panneaux et cartes sont disponibles sur maintes bases de

données Internet (www.genome.wi.mit.edu; www.well.ox.ac.uk/pub/genetics/ratmap

et www.informatics.jax.org/rat/ )

Panneaux d’hybrides somatiques de radiation (RH). La cartographie des marqueurs
est également possible grice aux librairies de panneaux d’hybrides somatiques de
radiation (RH) de rat (http:/rgd. mcw.edu/RHMAPSERVER/) et peut étre tres

étendue (74). Les cellules somatiques de rat et de hamster sont mises en culture puis
fusionnées ensemble et les cellules de hamster peuvent retenir des fragments de
chromosomes du rat. Le plus prés deux loci se trouvent sur un chromosome de rat, le
plus de chance ils ont d’étre retenus dans la méme lignée cellulaire de RH. Les
distances sont évaluées en centirad (cR) et les lignées cellulaires de RH de rat
retiennent une moyenne de 25% du génome du rat avec une grandeur de fragment de

3.8 Mb (75) .

Intégration des cartes. Ainsi, I’infrastructure génétique requise pour connecter le

phénotype et le génotype chez le rat demeurait incompléte et parsemée.
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Conséquemment, plusieurs cartes génomiques ont €té intégrées en une carte dense de
liaison génétique et de RH (75). La juxtaposition de ces deux cartographies a
également permit I’estimation de la taille totale de la carte génétique du rat a environ
1 500-2 000 cM (65;75;76) .

2.4 Analyse de populations par liaison génétique

John Rapp a été le pionnier de ’analyse de liaison génétique comme étape initiale
pour localiser un QTL pour la PA chez le rat Dahl salt-sensitive (77;78). La stratégie
de départ s’appuie sur 1’hérédité des fameux marqueurs microsatellites qui se
comportent comme des traits mendéliens simples, et ainsi, ségréguent également avec

la PA.

Principe de la liaison génétique. Une souche hypertendue et normotendue sont
croisées pour produire une premiére génération filiale F1 (Figure 2). Cette génération
est ensuite croisée ensemble ( F1 x F1 ) afin de produire une population ségrégante de
génération filiale F2. Un marqueur (M1) d’un locus d’un all¢le de la population filiale
F2 qui n’est pas génétiquement lié¢ a un QTL ségréguera indépendamment d’un QTL
et il n’y aura aucune association significative entre le génotype du marqueur et la PA.
Inversement, si ce marqueur est génétiquement lié & un QTL (M2), il ne ségréguera
pas indépendamment dudit QTL et il y aura une association significative ente le
génotype du marqueur et la PA. L’effet quantitatif d’un QTL associé a un marqueur
diminue (& cause des recombinaisons génétiques) a mesure que la distance entre le
QTL et les marqueurs augmente. Il est & noter, qu’une population pouvant fournir une
information valide requiert que les alléles contrastants d’un QTL pour la PA puissent
ségréguer I'un de l'autre dans les gameétes lors de la méiose. De plus, les
recombinaisons obtenues différent d’un rat & I’autre et les statistiques sont basées sur
les distances (donc fréquences de recombinaison) les plus probables. Un programme
largement dominant, « MAPMAKER » a été congu pour soutenir ce type d’analyse
(79).
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Souche parentale Génération F1

M1 M1 M1 M1
M2 M2 1 M2 M2
QTL) QTL

Normotendue

Génération F2
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M2 ! ! M2 v M2 M2 -. M2
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Figure 2. Schéma hypothétique de la construction de populations ségrégantes F2

pour analyses de liaison génétique. 1 - Croisement entre un rat d 'une souche
normotendue (en turquoise) et un rat d 'une souche hypertendue (en rouge) 2 -
Obtention d’une génération F1 de génome hétérozygote (comportant des
recombinaisons méiotiques) ensuite recroisée pour former une génération F2. La
génération F2 ne comporte pas de recombinaisons pour simplification schématique.
M1 et M2 réferent a des marqueurs hypothétiques et QTL, un locus pour trait

quantitatif pour la PA hypothétique.

Approches analytiques de la liaison génétique. Il existe principalement deux
approches pour identifier une région chromosomique liée a la PA (10) . Ces
approches sont la stratégie d’approche par délimitation génomique et 1’approche par

génes candidats.

La délimitation génomique « repéche » littéralement les désordres complexes,
polygéniques sans avoir d’hypothése de départ concernant les genes candidats, tout
en tenant cependant compte de I’existence d’une spécificité dans la population
choisie au départ. La délimitation est insuffisante si la quantité de marqueurs s’avere

insuffisante ou si I’effet d’un locus n’est pas assez important pour étre détecté selon
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les critéres statistiques astringents appliqués a cette approche. Ainsi, pour une
recherche sur le génome total effectué avec des croisements de génération F2, il
faudra suivre le génotype d'une moyenne de 100-200 animaux pour
approximativement 500 marqueurs et ainsi, de 50 000 a 100 000 génotypes devront
étre déterminés. Ce procédé de génotype intensif sur un grand nombre de rats requiert
un support technique spécifique et les études de liaison génétique de souches
contrastantes couvrant le génome entier sont peu nombreuses. Un exemple de cette

approche ayant servit pour cette étude peut étre recensé (57).

L’approche par géne candidat sous-entend un choix de génes basé a priori sur une
connaissance de la pathophysiologie du trait en question. Elle est influencée par les
données physiologiques et biochimiques sur la fagon dont la PA est régulée a travers
le systéme nerveux, endocrinien et rénal/cardiovasculaire. Cette approche est ciblée
sur un ou plusieurs chromosomes d’intérét uniquement. Toutefois, elle peut entrainer
des résultats trompeurs car elle pourrait manquer le QTL recherché. Par exemple, une
corrélation génotype-phénotype significative pour un marqueur d’un géne candidat
peut refléter I’effet d’un autre géne localisé en proximité du géne candidat. Elle

demande toutefois un moins grand support technique.

Approche statistique: notions de LOD score. Un LOD score représente le résultat de
la probabilité statistique de I’existence d’un QTL & une localisation donnée sur une
carte chromosomique. Ce LOD fait intervenir des marqueurs (dont les distances sont
connues) choisis d’un chromosome ainsi que les mesures de PA de population F2. Le
résultat de cette probabilité s’évalue a I’aide d’une échelle numérique ou un LOD de
0 indique qu’il n’y aucune probabilité de QTL au marqueur ou entre deux marqueurs
choisis. Mathématiquement, le LOD score représente le logarithme du ratio de la
proximit¢ d’un QTL versus I’absence d’un QTL & proximité d’une position
particuliére de la carte. Il est calculé a plusieurs points sélectionnés dans un intervalle
entre les marqueurs puis associés a la position de la carte. L’ensemble des points et
LOD sont mis en graphique cartographique en fonction de chaque valeur

correspondante de LOD. Si un ou plusieurs QTL se situe(nt) sur le chromosome, on
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observera un tracé ol la courbe atteindra son maximum a ’emplacement du QTL
(pic). Toutefois, un maximum d’une valeur approximative de LOD > 3 est considérée
comme significative alors qu’autour de 2, suggestive quand a la présence d’un QTL.
De cette fagon, il est possible de localiser I’emplacement cartographique le plus

susceptible de contenir un QTL (22) (Figure 2a).

LOO scare

o A
T — —T T
o 20 40 ] 8a 100
Position x (cM)

Figure 2a. Modéle d’un graphique de LOD. En ordonnée, se trouve le LOD score et en
abscisse la position sur la carte en cM. La carte chromosomique est établie grice a des
marqueurs dont chaque LOD correspondant est relié sous forme de graphique. Une courbe est
alors tracée a partir de ce graphique.Les extrémités (pics) des courbes représentent alors

'emplacement le plus probable du QTL.

Pour interpréter le LOD il faut tenir compte de la taille du génome, des effets
intrinséques du QTL du modeéle génétique (i.e. effets additifs, dominance/récessivité,
modeles plus ou moins contrastants) ainsi que les paradigmes de croisements (i.e.
population F2) (22). Finalement, ces expériences exigent normalement une restriction
statistique & un niveau de significatif dans les environs d’un p < ou = a 0.001 (80).
Plus récemment, il a été supposé que le niveau significatif devrait se situer, par
exemple, dans les environ de 5X107 pour un génome de la taille d’une souris en

utilisant des populations F2 (34).
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Localisation d’'un QTL par liaison génétique. En plus de I'imprécision statistique
avec laquelle un QTL peut étre localisé, il existe toujours la possibilité qu’un QTL ou
plus puissent étre liés sur le méme chromosome. Cela peut ou (ou pas) résulter en des
pics multiples dans le graphique des LOD, dépendant du rapprochement entre les
QTL. Si 2 QTL sont suffisamment éloigné pour ségréguer indépendamment (i.e.
éloignés de 80cM ), alors deux pics peuvent étre observés. Si deux QTL sont prés et
que leurs ali¢les sont en répulsion, I’effet des deux QTL peut s’annuler I’un 1’autre et
aucun pic n’est observé. Si les 2 alléles sont en couplés dans la méme phase, on va
observer un seul «pic» de LOD formant un plateau (84;85). De plus, Les
conclusions tirées des analyses de liaisons génétiques ont donc tendance a produire

des faux positifs (34;86;87).

Ce type d’analyse permet de cibler une région de 20 a 30 cM (81;82). La confidence
d’intervalle de cette localisation est fonction du nombre de la population
expérimentale, de la magnitude de I’effet du QTL et de la densité de marqueurs. Il a
toutefois été démontré qu’une densité de marqueurs en bas d’un marqueur tous les 5-
10 cM n’augmente pas significativement la localisation de QTL (83). De plus, il a été
souligné que la plupart des QTL ont un effet individuel modeste d’environ 5 & 15%
sur la variance totale de la PA dans des populations expérimentales (17). Ces
proportions ne sont pas suffisantes pour déterminer ’emplacement d’un QTL avec
certitude. En réalité, chaque animal est génétiquement unique et requiert un suivi du

génotype et du phénotype pour chaque individu.

2.5 Souches de rats congéniques

L’analyse par liaison génétique ne demeurant qu’une suggestion statistique, il est
nécessaire de disposer d’analyses pour prouver la présence ou I’absence d’un QTL.
Tout comme ’analyse par liaison génétique, la méthode des congéniques est basée
sur 1'utilisation de deux souches contrastantes. Normalement, les résultats obtenus

grace a I’étude des souches congéniques devraient étre consistants avec les résultats
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obtenus par la liaison génétique. La construction d’un congénique est une procédure
standard de génétique expérimentale mammalienne. L’idée de ['utilisation des
souches congéniques a été congue par Snell, sur des locus d’histocompatibilité chez

la souris (88) et depuis grandement utilisée dans les études des traits héréditaires (89).

Principe des souches congéniques. Une souche congénique est une souche dans
laquelle une petite portion d’un chromosome d’une souche (le receveur) a été
sélectivement remplacée par la portion homologue du méme chromosome d’une autre
souche (le donneur) (Figure 3a). Les chromosomes homologues font référence a
ceux qui forment des paires durant la méiose alors que les alléles réferent a
différentes formes d’un géne. Il est donc possible de substituer les fragments
chromosomiques de la souche donneuse, par exemple LEW, pour ceux contenant
P’alléele homologue de la souche receveuse, par exemple S, par une série de
croisements retour (BC) ciblés. Ces BC visent a maintenir la région d’intérét
provenant du donneur alors que la totalit¢ de l’arriere plan génomique (autres
chromosomes et région sans intérét du chromosome cible) redevient homologue et de

génotype receveur (par exemple S).

Pour localiser un QTL pour la PA (Figure 3b), si les fragments substitués
contiennent un QTL pour la PA, on observera une différence de PA entre le
congénique et la souche receveuse. Si la PA du congénique qui contient un arriére
plan receveur hypertendu (par exemple S) est réduite, on peut conclure que le
fragment chromosomique remplacé par le donneur normotendu (par exemple LEW)
contient un QTL qui contribue & la différence de PA (entre S et LEW). On peut
également effectuer 1’expérience dans le sens inverse, en remplagant I’alléle
diminuant la PA avec la I’alléle augmentant la PA et conséquemment, s’attendre a

une augmentation de la PA de la souche congénique.
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Série de croisements retour

a)

Donneur Receveur Congénique

b)

PA du receveur | > ou < | PAdu congénique

Figure 3. Schéma explicatif de la construction d’une lignée congénique (a) dans le

contexte de la délimitation d’un QTL pour la PA (b).

a) 1 - Croisement entre un rat receveur (par exemple S) et un rat donneur (par exemple,
LEW) provenant de deux souches contrastantes. 2 - Obtention d’une premicre génération
de génome hétérozygote. 3 - Série de croisements retour entre le rat présentant une
hétérozygotie et le receveur tout en maintenant une portion donneur voulue. 4- Inter
croisement de type « frére-sceur » 5- Obtention d ’une souche de rat congénique
possédant une portion cible homozygote du donneur.

b) Si la pression artérielle (PA) du receveur est différente de la PA du congénique, on peut

conclure qu’un QTL se trouve dans la région cible homozygote du donneur.

Stratégie de construction des congéniques. La stratégie optimale de construction des
congéniques est d’initer les procédures & partir de lignées parentales avec des
sélections pour plusieurs chromosomes a la fois. Ensuite, il s’agit de chercher des
recombinaisons génétiques clefs pour opter pour un seul QTL. Cette méthode exige

une moins grande infrastructure au niveau de I’élevage des rats. Elle vient cependant
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appuyer le besoin d’effectuer un suivi du génotype complet (tout I'arriére plan
génomique). Finalement, cette stratégie permettra éventuellement d’observer s’il y a

des interactions entre certains QTL de chromosomes différents.

Croisements retour (BC) et stratégie congénique rapide. Le congénique qui résulte
de la sélection d’un seul QTL posséde un segment chromosomique flanquant du
donneur équivalent en moyenne & 100/N cM ou N est le nombre de croisements
retour (90). Apres huit croisements retour, I’ADN flanquant est environ 12,5 ¢M de
chaque coté du marqueur (ou 25 cM de long). Ainsi, suivant les principes mendéliens,
entre huit et douze croisements retours sont nécessaire pour s’assurer que plus de
99% du génome du donneur (excluant la région d’intérét) a été remplacée par le
receveur (86). Cette démarche requiert beaucoup de temps pour créer une souche
congénique adéquate et a conséquemment entrainé le développement d’une méthode

plus rapide exigeant une moins grande quantité de croisements.

La stratégie congénique rapide fut développée par Lander et Schork (34) et
introduite avec succes lors de la construction de souches congéniques chez la souris
(91;92). L’applicabilité de cette procédure a également été récemment démontrée
chez le rat (93). Elle est basée sur un génotype répété des marqueurs polymorphiques
distribués le long de I’arriére plan du génome aprés chaque croisements retour lors de
la construction d’une souche congénique. Les rats présentant la plus grande
proportion de génome remplacée par le receveur sont sélectionnés pour le BC
suivant. Une stimulation par ordinateur a indiqué qu’un suivi de 16 miles par
génération avec 60 marqueurs situés dans I’arriére plan génomique et espacés par 25
cM reéduit la contamination non liée du génome donneur i moins de 1% avec

seulement quatre croisements retours (94;95).

Principe des sous-lignées congéniques. Les sous-lignées congéniques sont des
souches de portions raffinées de la souche congénique de départ qui possédent encore
souvent une large région chromosomique contenant le QTL. Les sous-lignées sont

également obtenues par substitutions chromosomiques par recombinaison et on peut
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les obtenir soit directement a partir de la lignée congénique de départ ou d’une sous-

lignée préétablie.

Les sous-lignées congéniques permettent d’établir une cartographie plus précise
d’un QTL et le concept de base est analogue a la cartographie par délétion dont le
pionnier est Bridges (96) et perfectionné par Benzer (66). Dans la cartographie par
délétion, la perte d’une région chromosomique est associée & un changement
phénotypique. Dans cette étude présente, la cartographie est plus précisément
soutenue par un phénomene des substitutions successives entrainant ou non un
changement phénotypique. Cette méthode a originellement été initiée avec succes

dans 1’agriculture (97).

En plus de raffiner la localisation d’un QTL par réduction progressive de la région
entourant le QTL, les sous-lignées congéniques assurent la reproductibilité des QTL
pour la PA chez les souches (contrdle positif). De plus, il est également intéressant
d’obtenir une sous-lignée congéniques négatives pour la PA. Les sous-lignées servent
alors de contrles négatifs afin de s’assurer que la différence de PA n’est pas causée
par un autre segment du génome. La délimitation de QTL par ['utilisation de sous-
lignées congéniques peut rapidement devenir complexe. En effet, une région peut
cependant contenir deux QTL ou plus ou avec effets opposés pouvant nuire a la

validité des données de PA.

Choix des marqueurs et localisation d'un QTL. L’un des ingrédients essentiels pour
la cartographie d’un QTL a I’aide des souches congénique est une bonne méthode de
différentiation des alléles et le choix de bon marqueurs est prioritaire. Ainsi, les
marqueurs utilisés pour le suivi devraient inclure ceux qui définissent les régions
limitantes (qui se trouvent dans le minimum de LOD de la liaison), hors de la région
chromosomique impliquée ainsi que d’autres adéquatement espacés au coeur de la
région d’intérét. On peut réduire une région chromosomique jusqu’a environ 0.5 cM
mais on ne peut pas cibler complétement un géne candidat car une grande densité de
marqueurs est requise dans une région de plus en plus petite. Trouver des

recombinants pour la petite région demande !’analyse d’un nombre potentiellement
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trés élevé de rats (1 recombinant sur 100 produits de méiose pour 1 cM). D’autres

stratégies seront alors requises.

Utilisations des souches congéniques. Jumelée 3 la liaison génétique, I'utilisation de
souches congéniques a permit I'identification de QTL dans presque tous les
chromosomes (excepté le chromosome 6, 11, 12 et 15) (17). De plus, la flexibilité de
cette méthodologie permet éventuellement de construire des congéniques ciblant
plusieurs QTL en méme temps (“multi-congéniques”). La voie des études
d’interactions potentielles entre ces QTL peut subséquemment étre poursuivie, Par
exemple, une étude sur le chromosome 2 et 10 du rat Dahl a démontré 1’existence
d’interactions entre ces chromosomes sur la PA finale obtenue (98). Le phénoméne
d’interaction ainsi que les différentes natures d’interactions seront abordées dans la

discussion.

2.6 Analyses physiologiques

Mesure de la PA. 11 existe plusieurs méthode de prise de la PA chez le rat. Les trois
méthodes principales sont le resserrement de la queue (plesthyonographie) (99), la
télémétrie (100) et I'usage d’un cathéter remplit de solution saline (101). Chez le rat
Dahl, la plupart des QTL pour la PA ont été localisés par liaison génétique utilisant la
méthode du resserrement de la queue jusqu’a environ 1998 (1). La procédure utilisée
généralement aujourd’hui pour les souches congénique, qui exigent une moins grande

quantité de rats, est la télémaétrie.

Mesure d’hypertrophie cardiaque et rénale. L hypertrophie cardiaque est un indice
de la morbidité et mortalité cardiaque indépendant et est communément présent chez
les animaux qui affichent une haute pression sanguine (102;103). Il ne semble pas y
avoir de déterminant prédominant dans le développement de I’hypertrophie cardiaque
qui est influencée par plusieurs facteurs comme 1’angiotensine II, la prise de sel, les
statuts hormonaux et le moment de la journée ou la pression sanguine est élevée
(104). Bien qu’il n’est pas clair quels sont les facteurs qui contribuent

majoritairement & I’élargissement cardiaque, il est admis sans aucun doute que la
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haute pression sanguine contribue a son développement en augmentant le stress sur la
paroi des vaisseaux cardiaques ou en augmentant le travail cardiaque (105).
L’hypertrophie cardiaque gauche semblerait alors présente et en partie dépendante de
la PA (106). Une étude globale sur 1’hypertrophie cardiaque chez le rat récapitule un

nombre de géne candidats potentiellement élevé (107).

Des dommages rénaux peuvent se produire en réponse a des manipulations non
génétiques visant a induire I’hypertension (par exemple, par la constriction de I’artére
rénale). Il peut donc étre anticipé que des QTL pour la PA soient associés a des
dommages rénaux. Il est toutefois tout aussi logique de déduire que des génes
(adaptifs ou non) contrdlent les dommages rénaux en réponse a un stade de PA
donné. Par exemple, des expériences de transplantations entre les rats
histocompatibles BN et SHR ont démontré que le rein du rat BN était plus sensible

aux inductions a des dommages rénaux que le rein du rat SHR (108) .

En se reportant a la croissance rénale dans le contexte de croissance de tout
Porganisme, [I’hypertension essentielle pourrait également subvenir d’une
disproportion entre la croissance rénale et la croissance corporelle (109). Des
suggestions différentes basées sur la croissance corporelle humaine actuelle
proposent que dans I’hypertension essentielle, le rein est trop petit (110;111) et la
masse corporelle trop grande (112). Il faut toutefois souligner que I’hypertrophie, le
rein et la prise de sel sont des composantes qui vont souvent de paire. Dans le

contexte de ['utilisation du rat Dahl comme modéle, ces composantes sont critiques.

Diete. Une diéte riche en sel peut provoquer plusieurs réactions face a I’hypertension,
que ce soit I’humain ou le rat. Chez I’humain (comme chez le rat), des études
démontrent que des sujets normotendus ou hypertendus peuvent étre sensibles ou
résistants a I’augmentation de la PA liée a la prise de sel (113). Par exemple, chez la
souche normotendue de rat WKY et R, seule I’hypertrophie cardiaque ventriculaire
gauche est augmentée par la consommation croissante de NaCl qui demeure

indépendante de la PA (114). On peut également remarquer que les rythmes
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circadiens des sujets sensibles au sel soumis a une diéte riche en sel ont des
élévations de PA constantes sur 24h alors que des sujets résistants au sel ont une PA

élevée essentiellement durant les heures de sommeil (115).

Beaucoup d’évidences démontrent que le rein joue un rdle prédominant dans
I’hypertension essentielle (116) et il également été suggéré que la PA liée a la
sensibilité au sel implique centralement le rein. Des d’expériences de transplantations
réciproques de reins chez le rat Dahl (S et R) (117) ainsi que le rat WKY et SHR
(118) démontrant que I’hypertension suit le rein (i.e., la pression sanguine du
receveur du transplant augmente si le donneur est hypertendu) et ce, pour des
conditions environnementales semblables. Basé encore sur des études de
transplantations rénales, ce lien entre le rein et I’hypertension semble également

constant chez I’humain (116;119).

La régulation de la PA via les reins peut étre controlée par des interactions
ecogenétiques avec des loci spécifiques via I’hémodynamique rénale en réponse a la
prise de sodium. L’hémodynamique rénale comprend notamment le flot plasmatique
et sanguin et la filtration glomérulaire. Par exemple, il a été démontré que le flot
sanguin de la médulla est important dans la régulation du sodium et ’homéostasie de
I’eau ainsi que dans le contrdle a long terme de la pression sanguine. La réduction du
flot sanguin médullaire est influencée par des inhibiteurs tels que la nitrique oxyde
synthase (120) et par I'infusion médullaire de vasopressine arginine (121) et suffit a
produire une hypertension soutenue. De plus, il a été démontré que la sensibilité au
sel peut étre modifié par une diéte en d’autres ions. Un apport supplémentaire en Ca®*
(jumelée a une diéte en Na* élevée) diminue la PA dans la souche normotendue
WKY et hypertendue SHR (122).

Influence de 1'dge des rats. 11 a été souligné que certains effets génétiques sur la PA
peuvent avoir des composantes développementales inobservables sans étudier la PA

pendant la croissance et le développement (123-125). De plus, il 4 été noté que
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’étude de rats en début de croissance ciblerait davantage les génes impliqués dans la

cause de I’hypertension plutot que le simple 1’effet (conséquence).

Effet du sexe. Le résultat de plusieurs études physiopathologiques chez le rat ont
indiqué que le sexe jouerait un role significatif dans le développement de
Phypertension et suggére !’existence de QTL pour la PA également sur les
chromosomes sexuels X et Y (126-130).

En conclusion, des facteurs comme la diéte, ’age des rats et I’effet du sexe ont une
influence sur les résultats de notre stratégie globable d’identification de QTL pour la
PA. Bien que des études indépendantes existent concernant ces facteurs, ceux-ci
demeurent indissociables de nos études génétiques car un choix d’4ge, du sexe et de
la diéte doit néanmoins étre effectuée. Il demeure toutefois extrément difficile de
juger I'importance de chacun deces facteurs sur la localisation de QTL étant donné la
nature complexe du controle de la PA. Ces sujets seront réabordés dans la discussion

au chapitre 6 et regroupés au chapitre 8.

2.7 Analyses statistiques

Liaison génétique. Les études de liaison génétique sont des études suggestives. Elle
ne permettent en aucun cas de prouver l'existence d'un QTL. Le LOD score demeure
suggestif car les statistiques n’incluent pas la quantité de QTL pouvant étre impliqués

dans I’étude et la liaison ne posséde aucun contrdle (130a).

Souches congéniques. Les souches congéniques sont également soumises & des tests
statistiques. Ceux-ci permettent de conclure en des différences ou ressemblances
statistiques significatives. Il est a noter que bien qu'un niveau significatif est atteint, la
preuve de la présence d'un QTL réside en d'autre méthodes et qu'un mutant doit étre
obtenu pour valider les mesures statistiques. Il est & noter que dans le cas des
congeniques, le génotype des rats est connu et les différences de PA ne sont
attribuées qu’a une région déterminée. Si aucun facteur limitant (abordé au chapitre

8) la stratégie n’est présent, le QTL déterminé par I'usage des congéniques est plus
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qu’une simple association au méme titre que la liaison génétique. Le cas échéant, le

QTL serait toutefois également un faux-positif.

Afin de savoir s’il y a une différence significative entre les lignées étudiées, un
test ’ANOVA est tout d'abord effectué. Ce test est influencé par la moyenne et la
dispersion de chaque groupe en fonction du nombre de groupes comparés et du
nombre d’échantillons de chaque groupe. Si un ou plusieurs groupe est différent des
autres, d’autres tests nommés “post hoc” sont effectués. De plus, puisqu’en
télémétrie, les mesures sont étendues sur des périodes de plusieurs jours, ' ANOVA a
mesures répétées, une variante de '’ ANOVA est utilisée. Le principe est le méme que
I’ ANOVA mais tient compte du fait que les mesures de pression de chacun des rats
sont effectuées sur plusieurs jours. L’analyse par ANOVA permet d’éviter d’avoir
recourt a d’autres tests supplémentaires si tous les groupes sont semblables sans tenir

compte du groupe témoin S & part.

Il existe également des tests post hoc de comparaisons par paires. Tout d’abord, il
existe le test de Tukey qui permet de comparer toutes les paires possibles. En second,
il existe le test de Dunnet afin de comparer chaque groupe a un groupe témoin, soit le
groupe du rat S. Le test de Dunnet est un test suffisamment puissant puisqu’il est
limité aux comparaisons d’intérét entre les lignées congéniques et le témoins S. Les
lignées sont regroupées entre elles mais sont toutes uniquement comparées au témoin
S. 1l est également possible d’avoir besoin d’effectuer une comparaison de tous les
groupes entre eux, par exemple, lors d’études d’interactions de lignées appartenant a
des chromosomes différents. Le test de Dunnet ne permet pas de tirer de conclusion
comparant les lignées entre elles. Le test de Tukey peut alors directement succéder
PANOVA. 1l est toutefois important de souligner qu’en raison d’une augmentation du

nombre de comparaisons effectuées, ce test est moins puissant.

Chromosome 16 et 17 du rat — Etudes précédentes.

Tres peu d’études ont été effectuées sur le chromosome 16 et 17 en ce qui

concerne le contrdle de la PA. Elles seront directement abordées dans la discussion.



CHAPITRE 3
Recherche et analyse moléculaire de géne candidats

3.1 Recherche de génes candidats

Approches analytiques de génes candidats : clonage positionnel et clonage par génes
candidats. Lorsqu’on ne connait pas en profondeur les fonctions physiologiques des
genes candidats contenus dans une région, le clonage positionnel est préféré (131). Il
est donc possible d’enclencher les recherches d’un géne candidat & partir de la région
cible du congénique. Le principe est d’obtenir une région trés petite (environ 1-2
cM) afin de réduire le nombre de génes candidats possibles. Ainsi, indirectement, le
clonage positionnel réfere a I’identification d’un locus causant un phénotype suite a
I’utilisation de la liaison génétique et/ou des souches congéniques puis a I’étude de la
structure et fonction de '’ ADN dans Iintervalle chromosomique définit cette liaison

et/ou ce congénique.

Alors que le clonage positionnel s’applique principalement lorsque le QTL pour la
PA a été cartographié & 1-2 c¢M, I’approche par génes candidats peut débuter a
n’importe quel moment dés qu’un géne candidat logique a été découvert dans la
région chromosomique d’intérét. Un candidat logique fait par exemple référence & un
gene dont la fonction déja connue serait liée au contrdle de la PA ou encore & la
régulation du sel. Dans ce cas, on peut donc directement créer les souches

congéniques a partir dudit candidat.

Cartographie physique. Suite a la création de sous-lignées congéniques qui
s’entrecoupent  partir de la souche congénique originale, il est possible de déduire
plus finement la position du QTL. Les préalables de base exigent une quantité
saturante de marqueurs chromosomiques (environ un minimum d’un marqueur tous
les 500 Kb) dans la région d’intérét et ’obtention de recombinaisons génétiques

maximales. Une fois que les marqueurs saturent la carte, il faut obtenir un segment
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génomique détaillé a 'aide d’autres outils comme les librairies d’insertion génomique
de chromosomes artificiels de levure (YAC), les chromosomes artificiels de bactérie
(BAQC), les clones de phage P1 (PAC), les cosmides ou les clones de bactériophages.
Ces librairies sont utilisées afin de tenter de générer des supercontigs en
« marchant » d’un marqueur a lautre afin d’obtenir un segment séquentiel
physiquement continu entre les marqueurs qui permettra par la suite de dresser la liste
des génes candidats potentiels. Le recouvrement aisé de la carte physique est
hautement fonction de la longueur des insertions d’ ADN de rat dans le vecteur, de la
stabilit¢ des vecteurs de support ainsi que du pourcentage de recouvrement
génomique du génome du rat par ceux-ci. Ce recouvrement est récemment facilité par
I’existence de supercontigs disponibles par simple homologie de séquences des

marqueurs sur NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Un systéme de YAC intéressant est constitué de clones de séquences génomiques
du rat introduits dans le génome circulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae.
Les systemes de YAC peuvent contenir de 50 & 1000 kbp d’ADN (132) et I’'usage de
ces clones peut éventuellement permettre le recouvrement de séquences du génome
de rat sur plusieurs méga bases (Mb)(133). La librairie de Genome Research
(www.resgen.com) couvre 9.8 fois le génome du rat. Le désavantage principal des

YAC est la forte propension de 20 & 30% & former des chiméres (134). Un clone

chimérique contient des séquences non continues du génome inséré.

Les BAC peuvent servir de complément aux YAC. Les BAC sont des clones de
séquences d’un génome d’intérét, insérés dans le plasmide F d'Escherichia coli. 1l est
possible de cloner des fragments d’ADN jusqu’a 1 Mb dans les BAC utilisant les
facteurs F (133) . Bien que de moins grande capacité que dans les YAC, ’ADN
inséré dans les BAC est stable, facile 4 manipuler, et représente une source d’ADN
unique et sans chimeéres (133). De plus, des libraiies de BAC (http./
bacpac.chori.org/rat230.htm) qui couvrent plusieurs fois le génome de rat sont

fabriquées (135).
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Choix des génes candidats. Dans le cas du clonage positionnel et une fois que la liste
de génes de la région d’intérét est disponible, la cartographie comparative basée sur
les homologies entre I’humain, la souris et le rat est souvent un point de départ. On
peut ainsi procéder plus aisément a la sélection des génes candidats. De plus, dans le
cas du clonage par geéne candidat et/ou clonage positionnel, il est astucieux de
procéder a la sélection des candidats par analyse différentielle a I’aide de
technologies comme le profil d’expression génique différentielle par micro-puces a
ADN par exemple. On pourrait également avoir recourt a la méthode complémentaire
des SNPs (single nucleotide polymorphism pour polymorphisme simple de
nucléotides) . Finalement, la sélection des génes candidats peut également reposer sur
I’étude des fonctions physiologiques ainsi que leurs expressions dans des organes

cibles des génes connus dans la région d’intérét..

3.2 Analyse moléculaire des génes candidats

Une fois qu’un géne candidat est sélectionné, on peut débuter différentes analyses

qui peuvent étre regroupées sous analyses qualitatives et quantitatives

Analyses qualitatives. On peut directement commencer par 1’analyse des ADNc
(ADN complémentaire) obtenus par amplification d’exon. Pour ce faire, on aligne

simplement les séquences afin de détecter la présence de mutations.

Une analyse qualitative complémentaire est également 1’utilisation des SNPs.
Cette méthode s’apparente aux marqueurs microsatellites dans 1’optique olt on peut
différentier deux alléles mais en utilisant les enzymes de restriction (135a). Les SNPs
sont dailleurs plus abondants et plus stables que les marqueurs microsatellites (135a).
C’est une méthode trés prometteuse jumelée a la technologie des micro-puces 8 ADN
(qui sera abordée plus loin). Lorsque jumelée au micro-puces, il est possible de cibler
au niveau quasi-génomique toutes les différences ainsi obtenir un profil hypertendu
vs normotendu. En plus de pouvoir augmenter la quantité de marqueurs disponibles

pour une région donnée, ils permettraient au niveau individuel d’évaluer si une all¢le
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est ancestrale, sauvage ou variante (mutante). Lorsque les SNPs choisis sont centrés
sur les éléments fonctionnels des séquences il pourraient conduire indirectement au
choix de candidats. Toutefois, pour identifier les éléments fonctionnels a 1’aide des
SNPs il faut disposer d’une banque compléte chez le rat. Une banque en

développement existe sur NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ .

La preuve finale pour démontrer qu’un géne est bel et bien le QTL cherché devrait
provenir d’expériences transgéniques. Pour ce faire, il faudrait remplacer uniquement
le géne candidat par son homologue contrastant afin d’observer la différence de PA.
Malheureusement, les expériences transgéniques chez le rat sont pour le moment

inaccessibles.

I1 est & noter que le choix des tissus a étudier doit étre considéré lors de 1’analyse
d’un gene candidat, et ce, pour tous les types d’analyses. Le choix des tissus lors de la
plupart des analyses sauf celle du séquengage de I’ADN est un choix
fondamentalement qualitatif et incontournable. Le choix des tissus est un point
extrémement délicat dans la découverte de genes pour I'hypertension, il sera abordé

dans la discussion.

Analyse quantitative. L’analyse quantitative fait référence aux différents niveaux
d’expressions d’un geéne. Un PCR en temps réel et 'immunobuvardage sont deux
méthodes figurant parmi de nombreuses autres méthodes d’analyses quantitatives
d’un candidat. Elles servent de vérificateurs incontournables d’une technologie plus
puissante et maintenant accessible qu’est 1’étude du profil d’expression génique

différentielle par micro-puces 8 ADN.

Les avancements en biologie moléculaire et la technologie générale ont rendu
possible D’évaluation des niveaux d’expression virtuelle de tous les génes
simultanément. Un procédé expérimental trés commun est la comparaison des
niveaux d’expression dans des animaux mode¢les expérimentaux qui ont des niveaux
différents de PA ou apres I’exposition a des stimuli qui affecte la PA dans des lignées

cellulaires ou tissus cardiovasculaires (136;137). Ces études générent de longues
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listes de génes qui sont différentiellement exprimés entre les groupes expérimentaux,
apportant la conclusion que le phénotype d’intérét est associé avec des altérations du
niveau d’expression de ces genes. Par exemple, une étude comparant SHR avec la
souche BN a démontré que plus de 1 % des genes testés dans le cceur, le cerveau, les
reins ou tissus adipeux démontrent des niveaux d’expression différents ente les

souches (138).

Une approche qui s’avere moins exhaustive est le profil d’expression par micro-
puces combinée avec des stratégies génétiques comme [’utilisation de souches
congéniques (139) ou transgéniques (140). Elle permet de réduire la liste des genes
différentiellement exprimés et cible 1’attention sur les génes candidats prioritaires
réduisant ainsi le niveau de complexité de 1’analyse du profil. Il est a noter qu’encore
une fois, les ou les tissu(s) a choisir pour I’analyse est un point délicat & déterminer.
Finalement, une autre approche est la combinaison de la liaison génétique avec les
micro-puces & ADN permettant ainsi de procéder a une double combinaison
statistique et ce, 2 un niveau génomique complet. Ce procédé est maintenant appelé

genetical genomics (141).
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Abstract

A Chromosome (Chr.) 16 segment of the Dahl salt-sensitive (S) rat was
shown by linkage to contain a blood pressure (BP) quantitative trait locus (QTL). To
verify and further narrow down the region harboring the QTL, two congenic strains
were made by replacing two segments of the S rats with the homologous segments of
the Lewis (LEW) rats. The construction of these congenic strains was facilitated by
a genome-wide marker screening. The two congenic strains contained an segment in
common and BPs of both were significantly lower than that of the S strain.
Consequently a BP QTL could be localized to the overlapping region of about 49.4
centiRay (cR) including the telomere on a radiation hybrid map. Heart weights, left
and right ventricular weights, kidney weights and aortic weights over length were all
significantly decreased in the congenic strains compared to the S strain. Thus, there
appeared to exist an association between the effects of the QTL on BP and on cardiac,

renal and vascular hypertrophy.

Introduction

The S rat is an animal model that has been intensely utilized for mapping QTL
(singular and plural) for BP (Deng 1998). In our previous genetic studies, a
suggestive linkage was detected between a region on Chr. 16 and BP (Garrett et al.
1998). This was consistent with the work of other investigators using another strain
of hypertensive rats (Schork et al. 1995). However, linkage alone was not sufficient
to establish the authenticity of a QTL. For example, a QTL was initially localized by
linkage to a segment on Chr. 17 (Deng et al. 1994). But the region where the QTL
most likely resided turned out not to harbor one by the use of a congenic strain
(Garrett et al. 1998). Because the construction of a congenic strain involves
physically moving a section of a chromosome, it provides more definitive and
stringent evidence that the chromosome region in question indeed contains a BP

QTL. To prove, and if it exists, to fine map the QTL on Chr. 16, we constructed two
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congenic strains. This report provides physical evidence for the involvement of a

Chr.16 segment in BP regulation.

Methods

Animals: The SS/Jr rat used for making congenic strains was obtained from Dr. J.
Rapp and are customarily designated as S. LEW/CrIBR (LEW) rats were purchased
from Charles Rivers (La Salle, Canada). These strains were maintained in our facility
and monitored as reported previously (Dutil and Deng 2001).Protocols for handling
as well as maintaining animals were approved by our institutional animal committee.
All procedures for the experiment were in accordance with the guidelines of local,

provincial and federal regulations.

Breeding scheme for generating congenic strains: The breeding procedure and
screening protocol were essentially the same as reported previously (Deng et al.
2001). In brief, rats of the S and LEW strains were first bred to produce F, rats,
which were backcrossed to S rats to produce the first backcross generation (BC1).
BCl1 rats were genotyped for 92 markers approximately evenly spaced throughout the
rat genome with an average spacing of about 18 cM (Table 1). The BC1 rat, which
was heterozygous SL for a Chr.16 region but possessed the maximum SS
homozygosity for the rest of the irrelevant genome, was selected and designated as
the ideal breeder for a subsequent breeding with an S rat to produce BC2. BC2 rats
were genotyped and screened exactly as for the BC1 rats to derive an ideal breeder
BC2. This process continued until BC5. At this point, it was found that only the
markers delineating a Chr. 16 region of interest (Figure 1) was heterozygous SL;
whereas the markers for the rest of the genome including those flanking the Chr. 16

region of interest were homozygous SS.

To establish a congenic strain, a BC5 rat was bred to an S rat to duplicate the

segment of interest. Subsequently, a female and a male rats were sister-brother
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crossed to finally generate rats homozygous LL for the region of interest, but
homozygous SS for the rest of Chr. 16 and rest of the genome. Two congenic strains
produced are S.LEW-D16Uia2/D16Rat12 and S.LEW-D16Mit2/D16Ratl12, and are
abbreviated as S.L1 and S.L2 respectively. The chromosome regions homozygous
LL in each strain are shown as solid bars in Figure 1. All the markers in the region

were genotyped for both congenic strains.

BP measurements: The BP study for the rat is essentially the same as described
previously (Dutil and Deng 2001). In brief, the mating pairs of the S and congenic
strains to be studied were bred simultaneously. Male rats were weaned at 21 days of
age, maintained on a low salt diet (0.2% NaCl, Harlan Teklad 7034) and then fed a
high salt diet (2% NaCl, Harlan Teklad 94217) starting from 35 days of age until the
end of the experiment. The implantation of telemetry probes, the age of animals and
postoperative cares of animal are the same as described previously (Dutil and Deng
2001, Deng et al. 2001).

Tissue extraction: Rats were sacrificed by decapitation at 14 weeks of age. The
organs of interest were removed, cleaned from surrounding adventitial connective
tissues and fat, blotted to remove excess blood, and weighed immediately. To
minimize any potential inconsistency in the collection, one person was designated for
harvesting one particular organ and also for the subsequent dissections into sub-
portions of interest. The whole heart was then dissected into the left ventricle plus
the septum, and into right ventricle. The weight of each section was then recorded

and corrected for the body weight of the respective animal.

DNA extraction and Genotyping: DNA for each rat was extracted by tail biopsy
using a Qiagen Genome kit and the genotype of each rat was determined by PCR
based on the methods previously published (Deng et al. 2001).

Radiation Hybrid mapping: A rat/hamster (RH) panel of 96 radiation hybrids was

purchased from Research Genetics (Huntville, AL, http://www.resgen.com/). For
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chromosome mapping, each marker was genotyped using RH by PCR according to a
previously published protocol (Deng et al. 2001, Dutil and Deng 2001). To locate a
marker of interest onto an existing RH framework map, the results of genotyping
were entered into a web site, http://rgd. mcw.edu/RHMAPSERVER.

Statistical analysis: Repeated measures’ Analysis of variance (ANOVA) followed
by the Dunnett test in the SYSTAT 9 program (SPSS Sci. Chicago, IL) was used to
compare the significance level for a difference or a lack of it in a BP component
between a congenic strain and the S strain. The Dunnett correction takes into account
multiple group comparisons as well as sample sizes among the comparing groups. In
the analysis, a BP component was compared at each day for the period of

measurement among the strains.

Results

Congenic constructions: By following the strategy of selecting an ideal BC rat at
each generation, the construction of two congenic strains were accomplished in 5,
instead of 8, BC generations as used conventionally (Rapp and Deng 1995). The
current results are consistent with our previous work (Deng et al. 2001) and the resuit
of other investigators (Jeffs et al. 2000). All the markers (Table 1) except the region
of interest (Figure 1) turned out to be homozygous at BC5. The chromosome regions
containing LEW substitutions in the congenic rats are shown in Figure 1. In the end,
each region of interest from the S rat was replaced by the homologous region of the

LEW rat, i.e. a LL region on the SS genetic background.

BP Study: The basic design of raising animals is similar to our previous congenic
work regarding the age and sex, and in terms of the timetable of dietary treatments
(Dutil and Deng 2001). All the BP components were measured including mean
arterial (MAP), diastolic (DAP), and systolic pressures (SAP). For the simplicity of

presentation, each point in the graphs in Figure 2 represents averaged 24-hour
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readings taken from averaged values at every four hours. One BP reading was taken
every 4 hours for all the data points collected within that period of time. Then, these
4-hour readings were averaged for 24 hours or 6 readings were averaged within 24
hours to obtain one data point, which appears as a point on the graph. BP differences

between S and LEW rats were significant (p<0.0001) (Figure 2).

Mapping of a BP QTL: Figure 2 shows comparisons of MAP, DAP and SAP of S
rats with those of two congenic rats as well as the LEW rat. Congenic strains were
compared to each other in the length of the chromosome replacements and for their
effects on BP. The region containing the QTL can be localized to the segment shared
in two strains that both showed significant decreases in BPs. MAPs, DAPs and SAPs
of S.L1 and S.L2 were lower (p<0.04) than those of the S strain in most of the days of

measurements (Figure 2).

Evaluation of cardiac, renal and aortic hypertrophy: Tissues of interest for each
congenic strain were measured and compared to those of the S strain. Figure 3 shows
comparisons of heart weights (HW/BW), aortic weights over aortic length
(AW/AL)/BW and kidney (KW/BW) weights (all corrected for body weights, BW)
among LEW and congenic strains with those of the S strain. LEW had a lower
(p<0.001) HW/BW, (AW/AL)BW and KW/BW than S. Values of the HW/BW,
(AW/AL)/BW and KW/BW and in S.L1 and S.L2 were lower (p<0.05) than S. The
decrease in the HW/BW is associated with decreases in both left ventricular
(LVW/BW) and right ventricular weights (RVW/BW) in both congenic strains.

Discussion

A BP QTL is mapped to the Chr.16 segment between D16Rat21 and the telomere
(Figure 1), which is shared between S.L1 and S.L2 congenic strains. This segment is
about 49.4 centiRay (cR) in size. We chose to focus on the radiation hybrid mapping

because linkage distances vary from one F2 population to another derived from
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various crosses (Deng et al. 1998). A further fine mapping and eventual positional
cloning of the QTL will rely on the physical distance, not necessary on the frequency
of recombination between markers. It seems that S.L1 has a slightly higher BP than
S.L2, but this difference is not significant (P<0.10).

Alternatively, the telomere itself might influence BP, because both congenic strains
contained the telomere from, presumably, LEW strain [i.e. the most telomeric marker
known on Chr.16, D16Ratl12 (hitp.//www-genome.wi.mit.edu/rat/public/), is that of

LEW (Figure 1)]. Considering potential biological functions of telomeres in aging,
apoptosis, and even in essential hypertension (Aviv and Aviv 1997, Hamet et al. 2001),
a possible involvement of the Chr.16 telomere in BP regulation can not be ruled out.
Constructions of congenic substrains and analyses of the telomere length will be further
pursued.

It is noteworthy that HWs/BW, (AWs/AL/)BW, KWs/BW are associated with BP
effects of both congenic strains (Figure 3), indicating that the QTL may have direct
connections with cardiac, aortic and renmal phenotypes. Whether or not these

correlations indicate a cause-effect relationship remains to be proven.

There was evidence from linkage analysis using other rat models that genes for
BP and left ventricular hypertrophy (LVH) could be separated. For instance, a locus
Hsp27 on rat Chr. 12 was found to cosegregate with LVH in a F; cross involving the
Spontaneously Hypertensive rats (SHR) (Hamet et al. 1996). Another locus for LVH
was found on rat Chr. 14 in SHRSP (Clark et al. 1996). Moreover, LVH can be
independent of hypertension. This has been shown as the expression of the locus for
the atrial natriuretic peptide (Anp) on rat Chr. 5 was linked to LVH in an F; cross
involving the Wistar-Kyoto (WKY) and WKY-derived hyperactive strains (Masciotra
et al. 1999). Both of these strains have a similar BP and both are not hypertensive.
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Table 1. Chromosome markers used to make congenic strains.

Chromosome

Markers tested

D1Wox25 - D1Rat304 - D1Mco27 - Sa - D1Uial2 - D1Arb33 - D1Rat19 -
D1Mco4

2 Camk2d - Gea - D2Rat302 - Cpb — D2Mco13 - D2Rat199 - D2Uia5

3 D3Rat107 - D3Rat17 - D3Rat24 - D3Rat66 - D3Wox3 - D3Rat52

4 D4Mghl - D4Mgh16 - D4Uial - D4Mit17 - D4Uia4

5 DS5Rat130 - D5Mit5 - D5Uia2 - D5Mco34 - D5Uia8 —DS5 Rat95 - D5Mco2
- Ela2

6 D6Rat105 - D6Mit1 - D6Mgh3

7 D7Mghl - D7Rat152 - D7Rat44 - D7Rat110 - D7Rat18 - D7Rat128 -
D7Rat115

8 D8Mghl1 - D8Rat134 - D8Rat43 - D8Uia2 - D8Rat55

9 D9Rat64 - D9Uia9 - D9Wox23

10 D10Mco10 - D10Mco17 - D10Mgh6 - D10Wox6 - D10M11Mit58 —
D10Mco15 — D10Rat11 — D10Mghl

11 D11Rat50 - D11Mit1 - D11Uial

12 D12Mit6 - D12Rat32 - D12Mit4
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13 D13Mgh4 - D13Uia3 - D13Uia8

14 D14Wox10 - D14Uia2 - D14Uial

15 D15Uia8 - D15Mgh2 - D15Rat126

16 D16Rat14 - D16Rat67 - D16Uia2 — D16Rat21- D16Mit2 — D16Rat12

17 D17Wox7 - D17Mit5 - D17Mgh5 — Agtria - Ednl

18 D18Uia6 - D18Mit8 - D18Mco6 - D18Wox7

19 D19Rat82 - D19Rat25 - D19Rat57

20 D20Wox3 - D20Wox1 - D20Mghl

X DXUia2 - DXMcol - DXRat93

Footnotes for Table 1: All the markers are polymorphic between S and LEW strains.
For designations of genes, see Deng et al. (1994) and Dutil and Deng (2001). The
rest of the markers are mostly anonymous (Garrett et al. 1998; Deng et al. 1998;

http://waldo.wi.mit.edu/rat/public/).
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Figure 1. QTL mapping. The linkage map is essentially the same as published
previously (Garrett et al. 1998, Deng et al. 1998) and recently integrated map
(Bihoreau et al. 2001). Numbers to the left of the linkage map are units in cM. The
order some loci on the map has been initially determined by linkage using the
MAPMAKER program, and then verified by scoring crossovers during the
construction of congenic strains. RH map refers to that based on rat/hamster
radiation hybrids, in which units are in centiRays (cR). Numbers indicate distances
in cR between markers.  Solid bars under congenic strains symbolize the S
chromosome fragments that have been replaced by that of the LEW rat. The entire
region indicated by solid bars and junctions between the solid and open bars are
homozygous LL on the map for all the markers listed in the corresponding positions.
Open bars on ends of solid bars indicate the ambiguities of crossover breakpoints
between markers. Junctions between solid and open bars as well as ends of
chromosome regions of interest in each strain are connected by dotted lines to the
marker positions on the map. The markers are anonymous (Garrett et al. 1998, Deng

et al. 1998, http://waldo.wi.mit.edu/rat/public/,  http.//www.well.ox.ac.uk/

rat_mapping_resources/rat_compar2001_maps.html). = SL1 and S.L2 refer to
congenic strains S.LEW-D16Uia2/D16Rati2 and S.LEW-D16Mit2/D16Ratl2

respectively. S, the Dahl salt-sensitive strain. MAP refers to the averaged mean

arterial pressure during the period of measurement for each strain. ANOVA with the

Dunnett correction compares MAPs among S, and the two congenic strains.
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Figure 2. Comparisons in BP components between LEW, S.L1, S.L.2 and the S
strains. Mean arterial (MAP), diastolic (DAP) and systolic (SAP) pressures were
significantly different between LEW and S (p<0.0001), and between both congenic
strains S.L1 (n=4) and S.L4 (n=4) and the S strain (n=11) (p<0.04). Each time point
on the graph represents an average of 24-hour readings. All the numbers on the
vertical axes (or Y) are in mmHg. Error bars represent SEM. For strain designations,

see the legend for Figure 1.

Figure 3. Comparisons of cardiac, renal and aortic parameters between the
LEW, congenic and S strains. HW, heart weight; LVW and RVW, left and right
ventricular weight, KW, kidney weight; LKW and RKW, left and right kidney
weight; BW, body weight, AW and AL, aortic weight and length respectively, mg,
milligram; g, gram. HW, LVW, RVW, KW, LKW and RLW were corrected for BW.
Error bars represent SEM. For congenic strain designations, see the legend for Figure

1. For age, dietary treatment and other procedures, see the method section for detail.
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CHAPITRE 5
Méthodologie et résultats expérimentaux additionnels

Volet A: Résultats pour I’étude du chromosome 16

A.5.1 Construction des congéniques et études de PA

Le chapitre 4 résume la stratégie générale de construction des congéniques et de
mesures de PA. Deux souches congéniques (C16S.L3 et C16S.L4) ont été ajoutées (Figure
4). C16SL.3 et C16S.L.4 référent respectivement a la souche congénique S.LEW-
D16Chm36/D16Chm23 et S.LEW- D16Rat38/D16Chm66. S réfere a la souche Dahl Salt-
Sensitive (S). La cartographie réajustée de la figure 4 est en accord avec la publication.

La Figure 5 démontre la comparaison de la pression artérielle moyenne (MAP),
pression artérielle diastolique (DAP) et pression artérielle systolique (SAP) des rats S avec
les trois souches congéniques. Les mesures de trois rats ont été ajoutées pour la souche
C168.L2 (correspond a la souche S.L2 de la publication). Le résumé des statistiques de PA
des souches apparait au bas de la figure 4. Seule la MAP a été résumée, la DAP et SAP
étant consistantes avec la MAP. La comparaison entre les souches parentales S et LEW

apparait également dans la publication.

Cartographie d’un QTL pour la PA. Les souches congéniques ont été comparées entre elles
dans la grandeur de leurs remplacements chromosomiques ainsi que leurs effets sur la PA
afin de déterminer la région contenant le QTL. Comme le démontre la figure 4, la
cartographie du QTL est maintenant physique et soutenue par des marqueurs domestiques
dont le préfixe Chm fait référence au Centre Hospitalier de 1’Université de Montréal
(CHUM) en accord avec la nomenclature des rats (http://rgnc.gen.gu.se/Brief html). Les

détails concernant ces marqueurs sont disponibles au Tableau III du chapitre 7.
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Figure 4. Cartographie physique du QTL du chromosome 16. Les nombres a droite sont en unités
centirad (cR) d’hybrides de radiation. L’ordre des marqueurs sur la carte a été déterminé par
recombinaison génétique et approuvé par placement des séquences sur le supercontig NW_043030
provenant de www.ncbi.nlm.nih.gov dont les positions sont indiquées en paies de base (pb). Les

barres solides symbolisent les fragments S qui ont été remplacés par ceux du rat LEW pour les
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marqueurs listés aux positions correspondantes. Les barres non remplies indiquent les régions
d’ambiguité de recombinaisons entre les marqueurs. Les jonctions entre les barres solides et non
remplies sont associées & leurs marqueurs respectifs en pointillés. Les marqueurs non associés a un
pointillé présentaient un génotype incertain. Les marqueurs sont anonymes((1;57); http://

waldo.wi.mit.edu/rat/public/ ; http://www.well.ox.ac.uk/ rat mapping_resources/ et tableau III).

MAP référe a la pression artérielle moyenne durant la période de mesure de chaque souche. p
représente ’ANOVA et la correction Dunnet comparant les MAP entre S et les trois souches
congéniques. Rn.13534 référe au candidat des micro-puces & ADN ainsi que sa position

correspondante sur la carte physique. Voir texte pour désignation des souches.
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Figure 5. Comparaisons des composantes de la pression artériclle (PA) entre les souches

congéniques et S du chromosome 16. En bleu C16S.L2 (n=7), en vert C16S.L3 (n=8), en mauve
C16S.L.4 (n=10) et en rouge S (n=16). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle
diastolique (DAP) ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) étaient significative entre S et
C16S.L.2 (p < 0.01 ) et non significative entre les souches C16S.L3 et S (p >0.4) ainsi qu’entre
C16S.L4 et S (p> 0.4). Chaque point sur le graphique représente une moyenne lecture de 6h . Tous

les nombres sur I'axe verticale sont en millimétres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs

représentent I’erreur standard.
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A.5.2 Etudes d’homologie

Un tracé d’homologie du rat avec la souris et I’humain vient s’ajouter et exploiter la
cartographie physique (Figure 6). La désignation des genes connus ou similaires a un géne
connu est la suivante: Ppif (PPiase), gene de la peptidylpropyl isomérase F (cyclophiline
F); RAI17 Géne d'induction d'acide rétinoique 17; ANXAI1l, géne de l'annexine All;
PLAC9, géne spécifique du placenta 9; LOC219346, géne similaire a la double homéoboite
2; SLMAP, géne de la protéine associée au sarcolemme; ARF4, géne du facteur 4 de
ribosylation d'ADP; LOC201625, géne similaire & la chailne lourde d’axonéme dynéine 7;
ASB14, géne de la répétition d'ankyrine et de la boite contenante la SOCS protéine 14;
APPL, Gene de la protéine adaptatrice contenant un domaine pH, un domaine PTB et un
motif leucine zipper; HESX1, géne la I'homéoboite 1; IL17RD (SEF), géne du récepteur D
de l'interleukine 17; ARHGEFP3, Géne du facteur 3 d'échange de nucléotides Rho guanine;
RAP140, Géne de la protéine 140 associée au rétinoblastome; LOC344690, géne similaire a

la protéine p110 de la cytomatrice. Les autres locus sont inconnus.

A.S.3 Génes candidats des micro-puces 3 ADN

Rats. Les reins de rats méiles des souches S, LEW et un congénique ‘double’
C10S.L1/C16S.L2 (C10S.L1 couvre presque le chromosome entier soit D10Mghl/
D10Mgh6, voir figure 14 pour cartographie) ont été sélectionnés pour effectuer les analyses
de profil génique d’expression différentielle par micro-puces 3 ADN. Les rats ont été
nourris & une di¢te de 2% NaCl & partir de leur 4e semaine. L’age des sujets pour les
analyses était de 5 semaines pour tenter de cibler les génes exprimés différentiellement de

type causal plutot qu’effectif.

Préparation de I’ARN et micro-puces a ADN. Les rats ont été sacrifiés par décapitation.
L’ARN a été préparé utilisant le kit RNeasy de Qiagen en triplicata pour S et LEW et en
duplicata pour C10S.L1/C16S.L2. Des micro-puces & ADN de rats de la série U34 (a,b et ¢)

de Affimetrix ont été utilisées (http://www.affymetrix.com). Chaque puce (a, b ou ¢)

contenait environ 8700 génes ou étiquettes de séquences exprimées (EST). L’analyse des

micro-puces a été effectuée au Genome Center de Montréal (http://genome.mcgill.ca/).
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Rat Souris Humain
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Figure 6. Cartographie comparative du chromosome 16 du rat, pour la souris et I’humain. La barre
verticale de gauche représente la région du QTL ainsi que la position des marqueurs flanquants. La
premiére carte 4 gauche est la carte physique du chromosome 16 du rat. Les nombres représentent la
région en paires de bases (pb) couverte par chacun des genes ou locus sur le supercontig. La carte
centrale est une représentation de deux contigs du chromosome 14 de la souris. La carte de droite
est une représentation de trois contigs humain du chromosome 3 et 10. Les génes ou locus sur ces
deux cartes sont les représentatifs et/ou homologues a la fois chez I'humain, la souris et le rat.
Toutes les cartes ne présentent que les portions d’intérét des contigs. Toutes les données pour le rat,
la souris et I’humain proviennent de www.ncbi.nlm.nih.gov. Voir texte pour désignation des génes

et locus.
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Candidats. Pour le chromosome 16, les génes et EST différentiellement exprimés (d’un
facteur d’un minimum de 2.5 fois) entre S et C10S.L/C16S.12 ainsi que S et LEW ont été
localisés sur la carte physique a la figure 4 par une combinaison de ces méthodes in silico:
http://ratest.eng.uiowa.edu/cgi-bin/database/search, http.//rgd. mcw.edu/RHMAPSERVER/,

http://www.ncbi.nlm. nih.gov/UniGene/ et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Les génes
ou EST étant exprimés différenticllement entre LEW et C10S.L/C16S.L2 en addition ont

été éliminés pour non-validité. Un seul EST correspondait a ces critéres et uniquement pour
S versus LEW (hors de la région du congénique C168S.1.2) soit le EST du cluster Rn.13534.

A.5.4 Séquencage du géne candidat Arf4

Le séquencage du géne du facteur 4 de ribosylation de I’ ADP (4rf4) a été effectué par le
service de séquengage du laboratoire d’immunogénétique du CHUM'. Une analyse de la
séquence de PADN complémentaire (ADN) de S et LEW a été effectuée par différents
blocs correspondant chacun a un exon. Rapidement, des amorces ont été crées dans la
région flanquante de chaque exon puis amplifiées par PCR & partir des extraits d’ADN
utilisés pour le génotype. Les séquences ont été alignées ensemble (S et LEW) ainsi

qu’avec la séquence ARF4 de NCBI disponible sur (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) & I’aide

d’un logiciel disponible en ligne (http://xylian.igh.cnrs.fr/ ). L’alignement n’a démontré

aucune différence au niveau de la séquence.

! Service de séquencage, Centre de recherche du CHUM, Campus Notre-Dame, Laboratoire
d’immunogénétique, Pavillon Mailloux, M4211-L4, 1560 Sherbrooke est, Montréal, Québec, H2L 4M6,
courriel: julie.lacaille.chum@ssss.gouv.qc.ca
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Volet B : Résultats pour ’étude du chromosome 17

B.S5.1 Construction des congéniques et études de PA

La stratégie de sélection d’un rat BC idéal & chaque génération est la méme que pour la
publication. La construction des congéniques s’est effectuée en sept BC au lieu de huit
comme utilisé conventionnellement (86) grace a la méthode de congénique rapide. Un total
de quatre souches congéniques (C17S.LA, C17S.LB, C17S.LC et C17S.L.D) ont servit a la
définition de la cartographie du QTL (Figure 7). La souche C17S.LA et C17S.LB référent
respectivement a la souche congénique S.LEW- DI17Rat51/D17Rat84 et S.LEW-
D17Rat51/D17Chm14. La souche C17S.LC et C17S.LD référent respectivement a la
souche congénique S.LEW- D17Chm17/D17Rat124 et S.LEW-D17Chm2/D17Rat84. S

référe a la souche Dahl Salt-Sensitive (S).

Toutes les mesures de pression sanguine ont été évaluées, incluant la pression artérielle
moyenne (MAP), pression artérielle diastolique (DAP) ainsi que la pression artérielle
systolique (SAP) (Figure 8). Chaque point sur le graphique représente une moyenne de
lecture de donnée de 24 h a partir d’'une moyenne des valeurs de 4 h pour tous les points de
données recueillis dans ces périodes de temps. Le résumé des statistiques de PA des
souches apparait au bas de la figure 7, seule la MAP a été résumée, la DAP et SAP étant
consistantes avec la MAP. Les différences de pression sanguine entre les rats S et LEW

apparaissent dans la publication du chapitre 4.

Cartographie d’un QTL pour la PA. Les souches congéniques ont été comparées entre elles
dans la grandeur de leurs remplacements chromosomiques ainsi que les effets sur la PA. La
région contenant le QTL peut étre localisée au segment partagé par des souches de rats
congéniques démontrant une baisse significative dans les pressions sanguines excluant les
régions couvertes par les souches congéniques ne démontrant aucune baisse de pression
sanguine significative (figure 7). La cartographie du QTL est soutenue par un survol
cartographique physique.
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Figure 7. Cartographie du QTL du chromosome 17. Les nombres présentés a droite de la carte sont
en unités centimorgan (cM). L’ordre de certains loci de marqueurs indiqués en rouge sur la carte a
initialement été déterminé par liaison utilisant le programme MAPMAKER, vérifié par la suite par
recombinaison génétique sur les souches congéniques et approuvé (sauf pour les marqueurs entre

parentheéses) par placement des séquences sur les supercontigs (dont la taille en paires de bases (pb)

est montrée entre parenthéses) provenant de www.ncbi.nlm.nih.gov. Les barres solides symbolisent



59

les fragments S qui ont été remplacés par ceux du rat LEW pour tous les marqueurs listés a ces
positions correspondantes. Les barres non remplies indiquent les régions d’ambiguité de
recombinaisons entre les marqueurs. Les jonctions entre les barres solides et non remplies ainsi que
la fin des régions d’intéréts du chromosome sont associées d leurs marqueurs respectifs en
pointillés. Les marqueurs non associés & un pointillé présentaient un génotype incertain. Les

marqueurs sont anonymes ((1;57); http://waldo.wi.mit.edu/rat/public/; http://www.well.ox.ac.uk/

rat_mapping_resources/ et tableau IV). MAP référe a la pression artérielle moyenne durant la

période de mesure pour chaque souche. Finalement, p représente I’ANOVA et la correction Dunnet
comparent les MAP entre S et les trois souches congéniques. Rn.40249 et Rn.8867 représentent les
candidats des micro-puces & ADN et leurs positions correspondantes sur la carte physique. Voir

texte pour désignation des souches.
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Figure 8. Comparaisons des composantes de la pression artériclle (PA) entre les souches

congéniques et S du chromosome 17. En bleu C17S.LA (n=5), en vert C17S.LB (n=5), en mauve
C178.L.C (n=10), en orange C17S.LD (n=10) et en rouge S (n=10). La pression artérielle moyenne
(MAP), la pression artériclle diastolique (DAP) ainsi que la pression artérielle systolique (SAP)
étaient significative entre S et C17S.L.A (p<0.01 ) et non significative entre les souches C17S.LB et
S (»>0.5), entre C17S.LC et S (p>0.6) ainsi qu’entre C17S.LD et S (p>0.04). Chaque point sur le
graphique représente une moyenne lecture de 24 h. Tous les nombres sur ’axe verticale sont en

millimétre de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent I’erreur standard.
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B.5.2 Génes candidats des micro-puces a ADN

Les démarches expérimentales pour les rats, la préparation de I’ARN et I'analyse

des micro-puces & ADN est la méme que pour le chromosome 16.

Candidats. Les génes et EST retenus étaient ceux différentiellement exprimés d’un facteur
minimum de 2.5 fois entre S et LEW ainsi qu’entre C10SL/C16S.L2 et LEW. Les candidats
pour le chromosome 17 ont été disposés & leurs emplacements respectifs sur la cartographie

physique de la figure 7 en suivant la méme démarche que pour le chromosome 16.



PARTIE IT1

DISCUSSION, CRITIQUES
ET PERSPECTIVES



CHAPITRE 6
L’étude de I’hypertension chez le rat

6.1 Choix des souches de rat pour ’étude de Phypertension

La souche de rat S était disponible au laboratoire au commencement. Ce rat est
couramment utilisé dans I’étude de 1’hypertension. Il posséde I’avantage, lorsque
soumis a une diéte riche en sel, de développer rapidement une haute PA constante et
aisément contrastante avec un rat normotendu. Ainsi, il a fallu faire le choix de la
souche contrastante normotendue LEW qui était également disponible. Contrairement
a la souche R, d’autres souches normotendues comme LEW présentent un plus grand
polymorphisme et révélent également plus de QTL pour la PA qu’un contraste que R
et S peut révéler (voir tableau II). Ne pas prendre le R comme contrle du S
n’empéche rien puisqu’une combinaison avec différentes souches normotendues peut

quand méme démontrer I’existence d’un QTL (le méme ou un nouveau).

La souche LEW est une souche de choix comme donneur pour la souche S. Le
polymorphisme des marqueurs est évalué & 50% entre le rat S et le rat LEW (54).
Cette différence facilite une cartographie soutenue par une grande densité de
marqueurs. Finalement, les études précédentes de liaison génétique de Garrett et
al.(57) du rat S utilisant comme contraste le rat LEW sont disponibles et ont servi de
point de départ pour ce projet. Le but spécifique de I’analyse génétique est donc
d’identifier la région du QTL puis éventuellement des génes candidats pouvant
intervenir dans la régulation de la PA dans le rat S contrasté par le rat LEW pour le

chromosome 16 tout comme le chromosome 17.

I1 faut cependant souligner que l'utilisation du rat S ne permet pas de faire la
dissection d’une PA liée directement & la consommation de sel. Il faut toujours tenir
compte du fait que nous ciblons simultanément des QTL qui ont une réponse

particuliére au sel, en plus de I’hypertension spontanée.
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6.2 Délimitation génétique

Marqueurs microsatellites. Lorsqu’ils sont disponibles, 'usage de marqueurs connus
retrouvés sur les bases de données Internet ou publications importantes est une source
de choix pour la cartographie car elle permet une bonne intégration des différentes

études et avancements effectués pour le chromosome correspondant.

Panneaux somatiques d’hybrides de radiation (RH). La méthode d’hybride de
radiations posséde I’avantage principal de ne pas nécessiter de polymorphisme entre
les souches pour les marqueurs. Cette méthode était particuliérement utile lorsqu’un
marqueur particulier devait étre localisé sur la carte génétique préétablie (par
exemple, un marqueur de géne ou un marqueur déja recensé dans la littérature). Cette
méthode a permit d’évaluer les distances de certaines régions d’intérét en particulier
lorsque aucune autre information de distance cartographique n’était disponible. Suite
a I’entrée en lice de supercontigs de taille connue qui permet de placer les marqueurs

en ordre, il n’a plus été prioritaire de s’appuyer sur cette technologie.

6.3 Analyse de populations par liaison génétique

Puisque le concept global du projet porte sur des approches strictement génétiques
de localisation de gene, les études de liaisons intéressantes pour notre projet sont
celles qui ne sont pas ciblées a partir d’un candidat préétabli. Les publications
proposant les QTL des chromosome 16 et 17 proviennent conséquemment
principalement d’études utilisant la stratégie globale de liaison génétique par

délimitation génomique.

6.4 Souches de rats congéniques

Lignées congénique et sous-lignées congéniques. Pour chacun des chromosomes des

lignées congéniques et sous lignées congéniques adéquates ont été développées.
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Croisements retour et stratégie congénique rapide. La quantité de croisements retour
effectuée pour les deux chromosomes étudiés dépasse celle requise par la stratégie
congénique accélérée (voir section de résultats de la publication scientifique et du
chromosome 17) . De plus, un nombre respectable de marqueurs a été maintenu tout
au long du suivi du génotype des rats selon la stratégie congénique rapide (Table 1,
chapitre 4). Finalement, la fabrication de sous-lignées congéniques favorise aussi
I'uniformisation de I’arriére plan génomique par accroissement du nombre de

croisements du congénique avec la souche S.

Choix des marqueurs. Une étape essentielle lors de la construction des congéniques a
¢été de maintenir la région cible hétérozygote. Plus la distance entre les marqueurs
servant au suivi génétique est éloignée, plus la chance d’obtenir des événements de
recombinaison-double entre les deux marqueurs est grande. La figure 4 et 7 démontre

une distribution continue des marqueurs le long des régions d’intéréts.

6.5 Analyses physiologiques

Mesures de la PA. La mesure de la pression artérielle, soit la pression systolique,
diastolique et moyenne sont des mesures physiologiques essentielles aux analyses
génétiques. Elles permettent de dresser un pont direct entre la qualité de quantitativité
de I’hypertension et la validation d’utilisation d’un outil génétique puissant afin d’en

déméler les composantes innombrables.

Les trois principales méthodes de prises de la pression artérielle chez le rat
possédent des avantages et désavantages. Le Tableau III résume les avantages et
désavantages des deux méthodes d’intérét. Il semble que la prise de PA par
tesserrement de la queue est plus adéquate lorsque utilisée comme outil initial pour
une délimitation général des différences de PA. Elle permettrait de déterminer
grossiérement les chromosomes susceptibles de contenir un QTL pour la PA et

semble plus appropriée pour la liaison génétique qui requiert un large support
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technique. Cette méthode induit cependant un stress imposé par I’immobilisation
physique de ’animal qui réduit la précision des mesures (changement de PA de
moins de 10 mmHg difficiles & détecter.

Puisque la télémétrie une mesure plus directe, cette méthode semble plus adéquate
pour tenir compte des composantes qui peuvent étre additives et affectant
normalement la pression sanguine comme les variations diurnes ou les petits
changements de PA. Cette méthode demeure « invasive », i.e. elle exige une insertion
matérielle dans I’animal. L’espace occupé par I’implant télémétrique (Figure 9) peut
éventuellement affecter les organes avoisinants. Cette méthode présente toutefois
généralement moins de sources d’erreurs que la prise de la PA par resserrement de la
queue et s’applique mieux a 1’utilisation de souches congéniques. En effet, la quantité
de rats exigée pour une étude de liaison génétique est incompatible avec I’utilisation

de la télémétrie notamment en raison du support technique exigé.

Tableau III. Tableau de deux des trois principales méthodes de prises de la PA

chez le rat ainsi que leurs avantages et leurs désavantages d’utilisation.

Méthode Avantages Désavantages
Non « invasive » e Stress imposé par I’immobilisation
Non dispendieux physique
Rapide pour la mesure e Mesures de PA indirectes
de SAP e Mesures de DAP et MAP non
Resser- fiables
rement e Vasoconstriction
de la e Aucune mesures i long terme
queue e Induction d’un réchauffement chez
I’animal

e Moins précis, changements de PA
de moins de 10 mmHg difficiles a

détecter.
e Précis pour SAP, DAP e Tres dispendieux a I’achat, les
et MAP mesures et le maintient de
Télémétric | ® Mesures de l"A directes l’équipt?ment
Mesure continuelle, e « Invasive »
chronique et a long
terme

Tableau III — p.63 - Note. adapté de Deng A.Y. (1)
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En télémétrie, lorsque possible, les mesures de la PA sont effectuées sur
différentes portées de la méme souche & lintérieur d’une méme vague
d’implantation. Le cas échéant ou si la souche est importante, ces mémes mesures
sont effectuées sur plusieurs vagues d’implantations différentes. Les résultats sont
alors regroupés ensemble et restreignent les variations dues a la télémétrie et/ou aux

facteurs environnementaux/génétiques de la souche mesurée.

Figure 9. Implant de télémétrie et cathéter de Data Sciences Inc.

Mesure d’hypertrophies cardiaques et rénales. Les QTL pour la PA sont presque
toujours essentiellement associés avec un effet sur le poids du cceur par une
hypertrophie cardiaque en réponse a une PA qui augmente de fagon chronique. I1 est
cependant difficile d’éliminer la possibilité que des loci pour I’hypertrophie cardiaque
puissent exister de fagon indépendante de la PA et ségréguer avec des QTL pour la
PA lors de la formation des congéniques (142). Il est possible que des QTL pour la
PA soient également associés & des dommages rénaux ou anormalités rénales.
Toutefois, I'implantation des sondes de télémétrie a lieu dans la cavité abdominale du
rat. Il est donc possible que cette mesure d’installation influence les résultats des
mesures d’hypertrophies rénales en raison de sa proximité physique avec le rein
(Figure 10). En effet, ce dispositif réduit 1’espace naturel que dispose chaque organe

avoisinant,
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Abdominal Wat

Abdominal Wall

Figure 10. Schéma explicatif de I’implantation d’une sonde de télémétrie de Data Sciences
International. Emprunté de telemetry information guide (143). Le corps de I’implant (implant
body) se situe dans la cavité du mur abdominal (abdominal wall). Caudal Epigastric Artery
référe a Iartére épigastrique caudale; Femoral Artery et Femoral Vein, artére fémorale et
veine fémorale; Saphenous Nerve, nerf saphene. Catheter Stem et Catheter Tip, cathéter stem
et embout du cathéter.

Ces mesures demeurent donc toutes suggestives quant au lien possible entre
I’hypertrophie des organes et les baisses de PA des congéniques comparé au témoin
S. La seule conclusion possible est donc la démonstration d’une corrélation ou une
absente de corrélation. De plus, bien qu’un nombre restreint de rats est suffisant pour
valider les mesures télémétriques, cette méme quantité de rat soumis au sacrifice
subséquent est minime lorsqu’il s’agit d’effectuer des mesures de poids et longueurs

(Figure 11), les capacités statistiques sont moins puissantes.
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Figure 11. Mesure de la longueur d’une aorte de rat a I’aide d’une régle graduée
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Influence de 1’dge des rats. Pour la liaison génétique, la plupart des analyses ont été
effectuées chez des animaux adultes car la PA augmente avec l’dge et le
développement, ainsi, le phénotype est entierement exprimé. Puisque la méthode
utilisée pour ce projet est trés dispendieuse, aucune étude n’a été portée sur la
variation de la PA pendant la croissance. Dans le cadre de ce projet, les composantes
développementales sur la PA sont ignorées. Les analyses de télémétrie demeurent

toujours rigoureuses quant a 1’age des rats (144;145).

Le lien cause a effet concernant les QTL pour la PA ne peut donc pas étre démélé
avec les études de liaisons génétiques et congéniques. Néanmoins, les expériences
d’expression génique différentielles par micro-puces a ADN ont été effectuées a
’aide de tissus de rats dgés de 5 semaines uniquement. Cette initiative permet de

restreindre la liste de candidats impliqués uniquement dans un lien d’effet avec la PA.

L ’effet du sexe. La plupart des analyses de liaison génétique ont été effectuées sur des
rats mailes. Probablement parce que les maéles développent I’hypertension plus
rapidement que les femelles et également en raison des nombreuses hormones
féminines pouvant interférer avec les PA obtenues. De plus, les mailes sont
physiquement plus larges ce qui facilite la chirurgie d’implantation des sondes
télémétriques. Si on choisit d’étudier les deux sexes, cela complique le protocole

expérimental, il faut analyser les sexes séparément pour les QTL.

Diéte. La prise de sel est imposée a travers la nourriture. Il ne faut donc pas éliminer
la possibilité que certains rat mangent plus que d’autres. Pour contrer cette faille, les
rats soumis a la télémétrie doivent se trouver dans un intervalle de poids
donné(144;145). Cependant, il est possible que certains rats soient plus aptes a
prendre du poids avec peu de nourriture, surtout si leurs génotypes sont différents
(entre S et un congénique, par exemple). Effectivement, il est possible que le trait qui
contrdle la PA affecte aussi la prise de poids de I’animal. D’ailleurs, il existe des cas
dans lesquels I’hypertension et le contrdle du poids sont associés par un facteur
physiologique indépendant, comme chez les rats génétiquement hypertendus SHR
(146).
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6.6 Approche statistique

La principale question est de savoir si la différence génétique entre les lignées
congeniques et le groupe témoin, soit S, se traduit par une différence au niveau des
caractéristiques cardiovasculaires. Puisque la mesure de la PA est un élément clef
dans ces études génétique, des statistiques de base permettent de définir les
paramétres de chacun des groupes. Les mesures de PA sont effectuées par télémétrie,
les mesures sont hautement spécifiques, ce qui rend les analyses statistiques aisées.
Pour une souche donnée, les mesures de tendance centrale ainsi que les mesure de

dispersion ont été effectuées (ANOVA).

La variante de ’ANOVA, I’ANOVA a mesures répétée nous oblige a nous poser
trois questions importantes. La principale interrogation demeure les méme i.e.
existait-il des différences entre les groupes? Par la suite, il faut se demander si le
tracé des moyennes de chacun des groupes change avec le temps. Finalement, il faut
s’assurer que le tracé pour chacun des groupes suit la méme évolution dans le temps.
Le cas échéant, il faut effectuer une ANOVA pour chaque jour. De cette maniére,
nous avons pu nous apercevoir que la souche S ou les lignées congénique négatives
pour la PA affichait une augmentation de PA dans le temps démontrant ainsi leur

sensibilité au sel (voir tracé détaillé pour cette fin 4 la figure 5).

Considération pratiques

Chacunes des étapes énumérant la stratégie de la localisation d’un QTL comporte des
facteurs limitant la validité des résultats. Par exemple, des facteurs comme I’influence
de I’4ge, du sexe et la contribuent 4 influencent la validité de la stratégie de
localisation d’un QTL et sont regroupés sous « facteurs environnementaux ». On
retrouvera au chapitre 8 une conclusion critique sur ’ensemble des facteurs

interférant avec la stratégie générale employée.
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Lorsque la région d’intérét devient petite et exige une grande densité de

marqueurs, on doit créer des marqueurs domestiques. Des marqueurs domestiques

pour le chromosome 16 aident a la cartographie du QTL (Tableau IV).

Tableau TV. Nouveaux marqueurs domestiques construits & partir de supercontigs

du chromosome 16 du rat.

ggataggccctccattctgt

Marqueurs | Supercontig | Séquence des amorces |Taille (pb)| Temp | Condition | Polymor-
des rats (5°->3") (°C) | (Pou A) | phisme
DI6Chm2 | NW_ 043030 |28tatBecstcacacceact 208 | 50 A S>L
= gagggaggtgcagaccttta
DI6Chmé | NW 043030 |icicicatacaccatecactea | 550 | 5 A S>L
= gectttcttcttcecccata
DI6Chm7 | NW 043030 |2ccascictectacccagtg 208 | 50 A S<L
- gaatgactccatgccaggaa
DI6Chm14 |NW_ 043030 |BiHatgstcteggegtca 193 | 60 A S>L
- getgtcttetgttagecatg
DI6Chm16 |NW 043030 |BCtgtaacaccealgtgagg 181 | 50 P S>L
= ctttcatgcaaacgtgacca
DI6Chm23 |NW 043030 |cacacaageeteeggtcta 19 | 60| A S>L
tgagaatatggaggcagagg
DI6Chm24 |NW_043030 |EHatBetcteegsst 193 |60 | A S>L
- getgtettetgttagecatg
D16Chm25 |NW 043030 |2883at888ecctacagitt 206 | 55 A S>L
tgggpatgatagacttgtag
tgcaaagtgcagagtccagt
DI6Chm26 |NW 043030 200 | 60 P S>L
~ cagggtgtttgtgtgttctt
DI6Chm31 |NW 043030 |2883ctigagegcatitiga 205 | 55 A S<L
cctctaacctcegeacacat
DI6Chm32 |NW_043030 |(BBCtHgectcaccagtaat 217 | 50| A S>L
ggcttcccatectagtecte
DI6Chm33 |NW 043030 |caggagteagtaggaaaag | g0 | oo A S>L
- tgaaaacaaggcagttgcag
DI6Chm34 |NW_043030 |{calaacecagecatiigaa 189 | 50 P S>L
- ggcgccttttcatagcaaat
DI6Chm36 |NW_043030 |cAc8gageccaatagaagat |, 0 | oo | 4 S>L
cccagacaaggaaatgtctca
D16Chm37 | NW_043030 |cotageecteictgatgigg 201 | 55| A S>L
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Tableau 1V. (suite)

Marqueurs | Supercontig | Séquence des amorces |Taille (pb)| Temp | Condition| Polymor-
des rats (5°-> 3% (°C) | (Pou A) | phisme
DI6Chm42 | NW_043030 |S8tcgesttctgaccact 199 | 50| A S<L
- aaggagacccagggttacaaa
D16Chmd3 | NW_043030 |2acattiggetcccaagaga 200 | 55| A S>L
- gtcaccctggeatgaaagtt
ggccaaaggtctgaagaaag
D16Chm49 |[NW_043030 cgggctotgtictotatatt 213 45 A S<L
DI16Chm54 | NW_043030 |tfetgagecteteaageaga 200 | 50| A S<L
- cagaaacagggcagcctaag
DI6ChmS8 | NW_043030 |ccagectgctetacacactg 199 | 55| A S<L
- ctcagacaccatctgggaca
catggattaaatggttcccagt
D16Chm60 | NW 043030 tcggtctatctgtecgtotg 261 50 A S>L
DI6Chm61 | NW 043030 |28c28taatgtgcgggacte 190 | 50| A S<L
- atgcttagacaccgcgagat
DI6Chm63 | NW_043030 | 8accageeccactitatga 238 | 50 | A S<L
- gtgcectggctttgagaattg
DI16Chm64 | NW_043030 |2Scacagatgceaccagtit 250 | s0 | A S>L
= acccactcagtcaaccctca
DI16Chm66 |NW 043030 |[2CtB8BaBBEagagactegt | 530 | 5 A S>L
tcccagatgatggcctttta

Tableau IV — p.68-69 - Note. La position des marqueurs polymorphiques d’intérét est
disponible a la Figure 4. La désignation Temp fait référence a la température
d’utilisation des marqueurs. Le polymorphisme fait référence au type de polymorphisme
observé entre les souches en fonction de la taille. La condition référe au type
d’¢électrophorése effectué soit agarose (A) ou polyacrylamide (P). Certaines séquences
des marqueurs proviennent originellement de séquences de BAC remplacés aujourd’hui
par le supercontig NW_043030 dont la séquence est disponible au site de NCBI :

des http://www-

http://www.ncbi.nlm.nth.pov__ et la création amorces au

genome. wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi.

Liaison génétique

Une étude de liaison génétique pour la PA (population F2 de rat S X LEW) a

précédemment été effectuée (57) et indiquait un score lod suggestif d’environ 2.3. La

région du QTL se situait entre le marqueurs D16Wox1 et le marqueur D16Mit2. Cette

étude a servi de point de départ pour la recherche de QTL pour ce chromosome. Une
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autre étude de liaison génétique pour une population F2 (Spontaneously hypertensive
rat (SHR) X Brown-Norway (BN)) a suggéré I’existence d’un QTL pour la PA entre
les marqueurs D16Mit2 et D16Mit5 (147). Dans cette étude, le score lod atteint son
maximum & mi-chemin entre ses deux marqueurs, soit 4.3. De plus, les auteurs ont
suggéré que ce QTL est récessif, i.e. que la variation de PA n’est significative que
lorsque les deux alleles du QTL, permissives pour la PA, sont présents. Ainsi, c’est
seulement lorsque le marqueur D16Mit2 affichait un génotype homozygote
correspondant au rat SHR qu’une variation de PA était observée par rapport au
génotype homozygote BN. Lorsque D16Mit2 étaient hétérozygote SHR et BN,
aucune variation de la PA n’a été noté par rapport au génotype homozygote BN. Voir

Figure 12 pour résumé des résultats de ces deux études.

Chromosome 186
Garrett et al. Schork et al.
Carte génétique 1998 1995
— D18McoB
107
-3 D16Mco4
B.3
22— D18Mco3 f-
— D16MI3
7.5 D16Uia2
—4 D18vvox11
D16Rat21
13.0 || D16Mits [
—f D16MIL2
F2 (8 X LEVW F2 (BHR X BN)

Figure 12. Carte génétique du chromosome 16 et localisation du QTL pour la PA provenant
de deux études indépendantes de liaison génétique. Les tracés de score lod ainsi que leurs
emplacements sont adaptés de Garrett et al.(57) ainsi que Schork et al. (148). Les nombres
indiqués a gauche de la carte génétique indiquent les distances en unités centimorgan (cM).
Les marqueurs indiqués en rouges sont ceux retrouvés a la Figure 4. Les lignes minces en
bleu représentent un signal d’environ une unité de lod, les lignes grasses bleues un signal de 2
unités de score lod ou plus et les fleches indiquent ’emplacement auquel le Jod atteint son
maximum. Pour I’étude de Schork et al, seul le score lod maximum était disponible. L’étude
de liaison génétique a été effectuée sur une population méles F2 de la souche Dahl Salt-
Sensitive (S) croisée avec la souche Lewis (LEW) ou une population F2 de la souche

Spontaneously hypertensive rat (SHR) croisée avec la souche Brown Norway (BN).
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Souches congéniques

Localisation du QTL. La Figure 1 de larticle présente les souches S.L1 et
S.L2(C16S.L2) ainsi que la localisation du QTL & la région inférieure du
chromosome 16 couverte par la souche S.L2(C16S.L2). Plusieurs rats ou souches
s’ajoutent afin de raffiner la localisation du QTL, soit trois rats pour S.L.2 (C16S.L2),
et les souches C16S.L3 et C16S.L4, présentés a la figure 4 et 5 de la section de
résultats additionnels. Le QTL se situe entre les souches C16S.L.3 et C16S.L4, dans
leurs régions d’ambiguités correspondantes. La région d’intérét est couverte par deux
congéniques positifs soit S.L.1 et S.L.2(C16S.L2). L’existence de plus d’une souche
positive pour la différence de PA permet d’assurer la reproductibilité du QTL. Ces
deux souches congéniques servent également de contrdles négatifs pour I’implication
possible de I’arriére plan génomique sur la PA. La Figure 13 démontre la localisation
du QTL illustrée ainsi que toutes les souches congéniques rassemblées sur la méme
carte génétique. Ce diagramme simplifié permet de mettre en emphase la stratégie de

substitution chromosomique employée pour réduire la grandeur des régions cibles.
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Figure 13. Diagramme démontrant la stratégie de substitution pour la cartographie du
QTL pour la PA du chromosome 16 avec I'utilisation des souches congéniques. Les
barres solides symbolisent les fragments chromosomiques S qui ont été remplacés par
ceux du rat LEW entre tous les marqueurs des extrémités aux positions
correspondantes. Les jonctions des marqueurs des extrémités entre les barres remplies
et les barres non remplies sont homozygotes LEW. Les barres non remplies indiquent

les régions d’ambiguité de recombinaison entre les marqueurs. Les jonctions des
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marqueurs des extrémités entre les barres non remplies et S sont homozygotes S.
Finalement, les lignes fines représentent les régions homozygotes S. L’effet sur la PA
indique si une différence de PA ( + si positif et — si négative) a été détectée entre la
souche congénique et la souche parentale S (indiquée par S en rouge). La région
comprise entre les deux pointillés indique la région du QTL. Voir figure 1 de la
publication scientifique et Figure 4 et pour désignation des souches et origines des
marqueurs. Les marqueurs indiqués en rouge réferent a ceux retrouvés pour la liaison

génétique de la Figure 12.

La région du QTL est couverte par une distance maximale d’environ 2.16 Mb et
peut ainsi étre représentée a I’aide d’une cartographie physique (voir Figure 4). 11 est
difficile d’obtenir davantage d’événements de recombinaison en raison de la quantité
de rats qui seraient alors exigés. Il est dommage que la région du QTL soit déduite en
fonction des lignées congéniques négatives plutt que par les résultats positifs d’un
seul congénique comprenant cette courte région d’intérét. Toutefois, puisque la
région d’intérét est petite, I’avancement de 1’étude de ce chromosome serait

maintenant avantagée par la recherche de génes candidats.

Implication du télomére. Chez les humains et autres mammiféres, les télomeres
comprennent une séquence TTAGGG en tandem répétitive (149-151). Leurs
fonctions, pas encore complétement comprises, impliquent la stabilisation de
I’extrémité des chromosomes et la protection des génes localisés dans les régions
subtélomériques. Ces régions subtélomériques sont riches en génes vitaux pour les
fonctions cellulaires et pourraient impliquer la régulation de la PA. Ce point a été
soulevé dans la publication. La seule différence entre la lignée C16S.1.2 et le rat S est
la courte région a I’extrémité du chromosome ainsi que le télomére. La différence de
PA entre C16S.12 et S est significative. La lignée C16S.L3 contient également une
région a I'extrémité du chromosome et le télomeére. La différence de PA avec la
souche S est quant a elle non significative. Du point ce point de vue, la différence de

PA ne peut pas étre directement attribuable au télomére en tant que tel.
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QOTL supplémentaires. La démonstration du principe de substitution de la Figure 13
ne nous permet pas d’exclure la région comprise en D16Mit3 et D16Rat38 comme
pouvant contenir un QTL additionnel pour le chromosome 16. Toutefois, comme le
mentionne la publication, la différence de PA entre la souche S.L.1 et S.L.2 n’est pas
significative. Il ne serait cependant pas impossible qu’un ou plusieurs QTL pour la
PA se situe dans cette région. 11 faudrait créer une souche congénique ne recoupant
pas C16S.L2 (ou S.L2) pour s’en assurer. Il serait hypothétiquement possible que la
région couverte par C16S.L2 masque la présence d’un ou plusieurs QTL potentiels.
En effet, il a été suggéré (score lod d’environ 2) qu’un autre QTL pour PA se situe
dans la région médiane du chromosome suivant les travaux de liaison génétique
effectués par Garrett et al.(57) (voir Figure 12). Aucun congénique n’est disponible

pour effectuer 1’analyse de ce dernier QTL potentiel pour le moment.

Utilisations des souches congéniques: interaction chromosome 16 et 10. Les souches
de départ du chromosome 16 proviennent d’une souche mére possédant également le
chromosome 10. Notamment, la souche C16S.L2 du chromosome 16 qui est jumelée
avec différentes souches du chromosome 10 ( Figure 14). Les souches congéniques
représentées sont C10S.L.9 (S.LEW-D10M11Mit119/D10Rat27), C10S.L.6 (S.LEW-
D10Rat204/ D10Mghl), C16S.L2 (S.LEW-D16Rat21-D16Rat112) et les souches
congénique doubles sont S LEW- D10M11Mit119/D10Rat27- D16Rat21-D16Rat112
et S.LEW- DI10Rat204/D10Mghl- DI16Rat21-D16Rat112. Plusieurs analyses

d’interactions sont en cours s’effectuent présentement sur ces souches.



Chromosome 10

Carte

tR

D10Mght
052

cM

854] 22

D 01 1Mi119
D10Ret237 535

ot 0%?'\’&27 .

~

-~
2611

Breat —

752

Ace
D10Rat204 42

D10Rat13

/

E ]'01 0QTLt

C10S.19/C165.L.2

combinant
c10QTLY/C18QTL

C108.16/C165.L.2

Combinant
cioQTL2/c16QTL

Chromosome 16

Souches congeniques “simples"

C10S.19 C10S.L6

Souches congéniques "doubles”

crearL { ¢

~

404

C165.2

Carte
¢R

D16Rat21

D162
D16ChmE6

D16Rat12
D16Chm23

77

DiOMco1s
17.49

DI0Rsl9

§2.7

D10Real11 —

~1
D1 0Mghi

Figure 14. Construction de combinaisons de souches congéniques du chromosome 10 et 16.
La localisation des deux QTL (des souches C10S.L9 et C10S.L6) du chromosome 10 a été
obtenue par Palijan et al(152). La souche C16S.L.2 ainsi que la localisation du QTL ont été
simplifiées a partir de la figure 4. La région indiquée par des barres solides ainsi que la
jonction est homozygote LEW sur la carte génétique pour tous les marqueurs listés aux
positions correspondantes. Les barres non pleines indiquent les régions d’ambiguité de
recombinaison. Les fléches indiquent les origines de combinaison entre les souches. Ace,
geéne de ’enzyme angiotensine-convertible; Brcal, géne du cancer du sein; Nos2, géne de la
forme inducible de la nitrique-oxyde synthase. Les autres marqueurs sur les deux

chromosomes sont anonymes ((152) et Figure 4). Voir texte pour désignation des souches.

A6.5 Analyses physiologiques

Mesures de la PA. Puisque 1’étude du chromosome 16 est relativement récente,

aucune mesure par resserrement de la queue n’a été utilisée pour la localisation d’un
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QTL pour la PA mise & part les analyses de liaison génétique de Garrett et al.(57)
Toutes les expérimentations de mesures de la PA ont été effectuées par télémétrie

concernant les souches S et LEW.

L’ajout de trois rats supplémentaires pour la souche C16S.L.2 permet de renforcer
la reproductibilité de la télémétrie car les mesures de PA ont été effectuées sur

plusieurs portées de rats et a des intervalles de temps différents.

Mesures d’hypertrophie. Les mesures d’hypertrophies portant sur le congénique S.L1
et S.L2 (Figure 3 de Iarticle scientifique) démontrent une baisse significative de
I’hypertrophie cardiaque, aortique et rénale en comparaison au rat S. Ces mesures
n’ont pas été effectuées pour les souches congéniques subséquentes et deviendraient
superflues étant donné I’imprécision des manipulations et la puissance statistique de
telles mesures. De plus, le débat concernant I’hypertrophie ventriculaire gauche et
son lien avec la PA demeure en suspend pour le moment. Depuis plusieurs mois, ces

mesures ne sont plus effectuées sur les congéniques au laboratoire.

Analyses statistiques

Pour le chromosome 16, la plupart des données ont été analysées par I’ANOVA
ou ANOVA a mesures répétées. Par la suite, le test post hoc de Dunnet a servi pour la
comparaison des souches avec S. Le test de Tukey a ét¢ utilisé lors de la comparaison
des souches S.L1 et S.L2 afin de déterminer si elles étaient significativement
différentes entre elles. Ce test sera trés précieux pour les mesures de télémétrie pour
les nouvelles souches du chromosome 16 et 10 afin de déterminer s’il existe des
interactions entre chromosomes. Le regroupement de souches clefs ensemble sera

probablement nécessaire pour ne pas perdre trop de puissance statistique.
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En plus de la grandeur de la région d’intérét, une autre justification pour la

création de marqueurs domestiques réside en 1’existence de régions spécifiques tres

conservées ayant tendance & posséder le méme nombre de répétitions microsatellites

entre les souches.. Ces régions ont nécessité le test d’un grand nombre de marqueurs

avant d’obtenir un marqueur polymorphique et la liste de marqueurs disponibles dans

les banques de données s’avérait alors insuffisante. En conséquence, des marqueurs

domestiques ont été également crées pour le chromosome 17 (Tableau V).

Tableau V. Nouveaux marqueurs domestiques construits a partir de

supercontigs du chromosome 17 du rat.

Marqueurs | Supercontig Séquence des amorces Taille | Temp| Condition | Polymor-
de rat (8°—37%) (pb) (°C) | (PouA) | phisme

D17Chm2 |NW_043117 |gagcaggaactggtctcattg 221 50 A S>L
tgccatgacattggctaaaa

D17Chm9 |[NW 043117 |cagatggtcaatgtgacagga 196 55 A S>L
cctetgacttctggectaca

D17Chm14 [NW_043115 |gcagatcaggcagggagtta 199 60 A S<L
caggaggcagaagcattigt

D17Chm17 aucun  |gtatcagagcccttgettgg 198 60 A S<L
cattacaccgctitctgeac

D17Chm26 | NW_043109 |ggtcaacgatgcaaaagaca 241 50 A S<L
aaggtggtggattaccttgg

Tableau V — p.76 - Note. La position des marqueurs polymorphiques d’intérét est

disponible a la figure 7. Voir tableau I pour désignation des composantes du tableau.

Le marqueur D17Chm17 n’a pas pu étre positionné sur un supercontig, sa position a

été évaluée par recombinaison génétique. Les séquences des marqueurs proviennent

de supercontigs du chromosome 17 dont les séquences sont disponibles au site de

NCBI : http:// www.ncbi.nlm.nih.gov et la création des amorces au http:/www-

genome. wi.mit.edu/cgi-bin/ primer/primer3_www.cgi .
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Liaison génétique

Trois études de liaison génétique pour la PA ont été précédemment effectuées
(Figure 15). L’étude de liaison génétique de Garrett et al.(57) indiquait un signal de
liaison génétique pour le chromosome 17 chez des rats maéles entre les marqueurs
D17Mco3 et D17Mco10. Le signal pour un QTL a été remarqué précédemment par
Deng et al.(61) dans la méme région pour les mémes souches contrastante ( F2 (S X
LEW)). Encore selon I’étude de Deng et Dene, le signal était cependant absent pour
les souches contrastantes S et Brown Norway (BN). Une autre étude de liaison
génétique effectuée également sur le chromosome 17 avec le modele de rat sensible
au sel Sabra, Salt-Sensitive Sabra hypertension-prone (SBH) (avec comme souche
contrastante le rat Sabra résistant au sel, souche Salr-Resistant Sabra hypertension
resistant (SBN)) localisait un signal pour un QTL dans la méme région (153). Cette
étude portait toutefois sur la spécificité du sexe en fonction de la susceptibilité au sel
dans le développement de I’hypertension. Seules les femelles présentaient une co-

ségrégation de la région du chromosome 17 avec la PA.

Chromosome 17
Garrett et al Deng et al. Yagil et al
Carte génétique 19908 1994 1908
—4 D17TMit S
11.4
—4 Acrm I
D17Mco3
7.9 | O17Magnhs
—4 Hilh
3 4_ Prl
39
—J D17Mmit2
88
—4 D17mMcoiu
F2(SXLEW) F2 (SBH x SBN)
3

Figure 15. Carte génétique du chromosome 17 et localisation du QTL pour la PA
provenant de trois études indépendantes de liaison génétique. Les tracés de lod ainsi que
leurs emplacements sont adaptés de Garrett et al.(57), Deng et al.(61) et Yagil et al.(153).

Les nombres indiqués a4 gauche de la carte génétique indiquent les distances en unités
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centimorgan (cM). Les marqueurs indiqués en rouge sont retrouvés a la figure 7. Les
lignes minces en bleu représentent un signal d’environ 1 unité de lod, les lignes grasses
bleues un signal de 2 unités de Jod ou plus et les fléches indiquent I’emplacement auquel
le lod atteint son maximum. L’étude de liaison génétique a été effectuée sur une
population méles F2 de la souche Dahl Salt-Sensitive (S) croisée avec la souche Lewis
(LEW) et sur une population femelle F2 de méles de la souche Salt-Sensitive Sabra
hypertension-prone (SBH) croisée avec des femelles de la souche Salt-Resistant Sabra

hypertension resistant (SBN).

A priori, ce QTL semblait toutefois étre un faux-positif. En effet, en plus de
Pétude de liaison génétique, Garrett a procédé a la construction de congéniques avec
ces méme souches ( S et LEW) et la souche obtenue ne produisait aucun changement
significatif de la PA comparé a S. La région supérieure n’a toutefois été ciblée
qu’avec le marqueur Hith, le seul marqueur disponible au moment de la construction
du congénique. Ainsi, comme mentionné par Garrett, puisqu'il est possible que la
souche congénique ne couvre pas une suffisamment large section du chromosome 17
en raison de I’indisponibilité des marqueurs génétiques, il est possible que le QTL

n’ait pas été ciblé.

En raison de I'inexistence d’une souche congénique ciblant avec certitude la
région du QTL démontré par liaison génétique et en raison de ’existence de trois
études indépendantes démontrant un signal pour un QTL pour la PA dans une région
commune du chromosome 17, il était justifié de poursuivre les investigations. Ces
investigations comprennent notamment la construction d’une lignée congénique

couvrant une large région du chromosome.

Souches congéniques

Parmi toutes les souches produites, les souches C17S.LA, C17S.LB, C17S.LC et
C17S.L.D ont été retenues pour les études de localisation du QTL (Figure 16). Le

premier congénique couvrant une large région du chromosome, soit C17S.LA est la
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seule souche positive pour I’effet sur la PA. La reproductibilit¢ du QTL reste a
déterminer. La sous-lignée couvrant le bas de la région d’intérét, C17S.LD semble
négative pour la PA mais se situe tout juste sur la frontiere statistique de négativité.
Les deux sous-lignées négatives pour la PA servant en méme temps de contrdle
négatif pour I’arriére plan génomique sont C17S.LB et C17S.LC. Ces méme données

sont disponibles a la figure 7 et 8 de la section de résultats.
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Figure 16. Diagramme démontrant la stratégie de substitution pour la cartographie du QTL
pour la PA pour le chromosome 17 avec I'utilisation des souches congéniques. Les barres
solides symbolisent les fragments chromosomiques S qui ont été remplacés par ceux du rat
LEW entre tous les marqueurs des extrémités aux positions correspondantes. Les jonctions
des marqueurs des extrémités entre les barres remplies et les barres non remplies sont
homozygote LEW. Les barres non remplies indiquent les régions d’ambiguité de
recombinaison entre les marqueurs. Les jonctions des marqueurs des extrémités entre les
barres non remplies et S sont homozygotes S. Finalement, les lignes fines représentent les
régions homozygotes S. L’effet sur la PA indique si une différence de PA ( + si positif et — si
négative) a été détectée entre la souche congénique et la souche parentale S (indiqué par S en
rouge). La région comprise entre les deux pointillés indique la région du QTL. Voir Figure 7
des résultats additionnels pour désignation des souches et origines des marqueurs. Les

marqueurs indiqués en rouge référent a ceux retrouvés pour la liaison génétique (Figure 9).
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Localisation du QTL. Tout d’abord, la souche C17S.LA prouve [’existence d’au
moins un QTL pour le chromosome 17 et le signal obtenu en liaison génétique n’est
pas un faux positif Malgré 1’aide cette souche principale, la localisation du QTL
demeure nébuleuse. En effet, selon des études de congéniques effectuées par Garrett
et al(57), le QTL devrait se trouver dans la région supérieure du chromosome (au-

dessus du marqueur D17Mco3) alors qu’il semble plus bas.

Les souches négatives pour la PA C17S.LB et C17S.LC semblent éliminer la
possibilité d’un QTL pour la région supérieure du alors que la souche C17S.LD pour
la région médiane du chromosome. Le QTL se trouverait donc dans la région non
chevauchante entre la souche C17S.LA et C17S.LD (comprise entre D17Chml19 et
D17Rat84). Logiquement, puisque la sous-lignée C17S.LD découle directement de la
souche C17S.LA, celle-ci ne devrait pas posséder de région non chevauchante. Il est
donc intéressant d’analyser de plus prés cette région ambigué partagée par la souche
C17S.LA et C17S.LD.

Région ambigué de la souche C17S.LA et C17S.LD. Peu de marqueurs étaient
disposés dans cette région lors du début des analyses alors que cette région couvrait
une distance d’un minimum de 8.8 cM ou I’équivalent d’environ 20 Mb (voir figure
4). Un grand nombre de marqueurs ont donc été ajoutés a cette région ambigué afin
de tenter de bien redéfinir ’endroit de recombinaison. Ces marqueurs sont D17Rat87,
Prl, D17Rat181, D17Rat15, D17Mit2 et D17Rat83. Certains de ces marqueurs
démontraient un génotype hétérozygote SL pour quelques rats des deux souches.
L’obtention de régions hétérozygotes peut nuire aux mesures de PA. Comme on I’a
vu pour le chromosome 16, si le QTL est récessif, il se peut I’état d’hétérozygotie soit
suffisant pour produire un faux négatif. Il sera utile et nécessaire de redéfinir avec
clarté cette région a I’aide des souches homozygotes avant de conclure avec certitude

que cette région contient un QTL.
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Quantité de QTL. Si nous contournons le paradigme de la région ambigué de la
souche C17S.LA et C17S.LD, une premiére hypothése est que le chromosome 17 est
doté de plusieurs QTL. Chacun des ces QTL pris séparément provoquerait alors un
effet discret sur la PA finale non détectable en télémétrie. Une suggestion serait alors
d’augmenter de fagon substantielle la quantité de rats des autres sous-lignées (par
exemple, C17SLB et C17SLC) a soumettre & la télémétrie. Toutefois, cette
alternative demeure limitée par la qualité de la méthode de télémétrie qui sera
abordée plus loin. Une autre proposition serait la construction de souches
congéniques “doubles” dans le méme chromosome. Par exemple, on obtiendrait ce
type de congénique en croisant la souche C17SLB et C17S.LD afin de cibler
simultanément une région supérieure et une région inférieure du chromosome.
Toutefois, cette alternative n’a pas été étudiée entre autre parce que la souche
C17S.LD n’a pas été conservée une fois les mesures de PA effectuées et ce, pour des
raisons de capacités physiques limitées ou sont disposés les rats. Il faudrait donc
régénérer d’autres sous-lignées & partir de la souche C17SLA pour la région

supérieure du chromosome.

QTL opposés. Une seconde hypothése, qui n’est pas obligatoirement en discontinuité
avec la premiére est que le chromosome 17 peut également contenir des QTL ayant
des effets opposés pour la PA. Chacun de ces QTL ne produirait pas nécessairement
un simple effet discret sur la PA. Une suggestion serait alors d’augmenter la quantité
de souches a étudier par la production de sous-lignées possédant de trés courtes
régions cibles. Des sous-lignées trés raffinées permettrait de focaliser 1’effet potentiel
d’une petite région donnée et pourrait mener a I'isolation d’'un QTL augmentant la
PA. En effet, il est aussi aisé d’analyser une augmentation de la PA (par rapport a la

souche S) que la diminution escomptée habituellement gréce a la télémétrie.

Une premicére tentative de subdivision des souches a été effectuée. En effet, bien
que la sous-lignée C17S.LC ne produise aucune différence de PA, celle-ci a été
subdivisée en deux pour analyses de PA additionnelles. Les mesures de télémétrie ont

été effectuées sur un nombre substantiel de rats (n=11) (résultats non montrés).
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Aucune différence significative de PA n’a été obtenue. Il serait particuliérement
d’intérét d’effectuer ce méme test pour la souche C17S.LD car elle contient la région
d’ambiguité. Finalement, toutes ces sous-lignées scindées permettront alors
également d’effectuer des analyses de congéniques “doubles” au sein du méme

chromosome.

En résumé, dans la plus complexe des situations, la premiére hypothése n’exclut
pas la deuxiéme et toutes ces situations au sein du méme chromosome sont
plausibles. Elles sont toutes deux en accord avec I’incapacité de localiser avec
certitude une unique petite région contenant un QTL. Si plusieurs QTL se trouvent au

sein du méme chromosome, cela implique probablement des interactions entre genes.

Puisque le QTL n’a pas pu étre localisé a une courte région et que la ou les
régions d’intéréts peuvent s’étendre sur une grande partie du chromosome, la souche
C17S.LA couvrant plus de 40 ¢cM (voir figure 4), aucune étude de recherche de
génes candidats n’a été amorcée & partir des résultats de rat congéniques. En effet, le
début des analyses de ce type devrait étre effectué sur une région de moins de 1-2
cM.

Utilisations des souches congéniques. La souche du chromosome 17 provient d’un
mélange avec le chromosome 16. Aucun résultat n’est disponible concernant une
interaction possible entre ces deux chromosomes pour le moment. La priorité est tout
d’abord accordée & la localisation du QTL pour la PA.

Analyses physiologiques

Mesures de la PA. L’étude du chromosome 17 a débuté depuis 1994 et la méthode
utilisée était originellement par resserrement de la queue. Toutes les études de liaison
génétique ont été effectuées selon cette méthode. La vérification des mesures de PA

sur des congéniques et par télémétrie n’a été effectuée qu’au cours de ce projet
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Mesures d’hypertrophie. Pour toutes les raisons expliquées précédemment, aucune
étude d’hypertrophie n’a été effectuée pour le chromosome 17. Cependant, il existe
un candidat pour un locus lié a I’hypertrophie mais indépendant pour la PA pour le
chromosome 17. En effet, une étude de liaison sur le chromosome 17 du rat suggeére
fortement I’existence d’un locus pour I’hypertrophie cardiaque prés du géne récepteur
de la dopamine (Drd1A)(154) alors que pour cette méme région aucun QTL pour la
PA n’est suggéré. Aucune de nos souches ne contient cette région du géne Drd1A
puisque celui-ci correspond a Pextrémité inférieure du chromosome selon notre
cartographie. Il n’est ainsi pas impossible que ce locus indépendant de la PA
influence les données d’hypertrophie qui auraient pu étre obtenues pour le

chromosome 17.

Effet du sexe. Les études précédentes de liaison génétiques sur le chromosome 17
avec le Sabra Model (153) démontrent qu’un QTL pour la PA pourrait étre liée au
sexe. Il serait intéressant d’effectuer les analyses de télémétrie sur les mémes souches
congéniques de ce projet mais avec des femelles uniquement. Ceci permettrait de
confirmer ou écarter la possibilité de I’implication du sexe dans les régions cibles de

cette étude.

Diéte. Bien que les études soient moins courantes chez le SBH, ce modéle développe
une hypertension seulement liée au sel sans développer d’hypertension spontanément
(153). La localisation d’un QTL dans une région semblable & la notre pourrait alors

suggérer que le QTL ciblé dans cette étude sera lié a la prise de sel.

Analyses statistiques

Tout comme pour le chromosome 16, la plupart des données ont été analysées par
I’ANOVA 4 mesures répétées pour le chromosome 17. Par la suite, le test post hoc de
Dunnet a servi pour la comparaison des souches avec S. Il n’a pas été encore

nécessaire d’avoir recourt au test de Tukey



CHAPITRE 7
Recherche et analyse moléculaire de génes candidats

7.1 Recherche de génes candidats

Approches analytiques de génes candidats. La méthode scientifique du laboratoire a
pour concept global de chercher des QTL sans aucun biais ou préférence pour un
géne donné. Le clonage positionnel est donc de mise. Toutefois, lors d’expériences
d’expression différentielle par micro-puces 8 ADN, nous avons eu recours au clonage

par géne candidats.

Cartographie physique. Lorsque le QTL est petit, la région a été clairement délimitée
par la cartographie physique. Il a faut alors dresser une liste exhaustive de tous les
génes connus et non connus, tous potentiellement candidats. La démarche peut étre
facilitée ou ennuyée par la découverte d’une région riche ou pauvre en génes qui
allége ou alourdit la quantité de candidats potentiels. Il est donc probable, dans la
mesure du possible, d’avoir ajuster la distance approximative a laquelle la

cartographie physique commence.

Choix des génes candidats. Une cartographie comparative peut étre construite dés que
la liste des génes et loci de la région cible du rat est compléte et la liste est parfois
assez longue. Il faut donc développer un ordre logique de choix des candidats. Si un
géne ou locus de rat n’obtient aucun homologue humain correspondant, on peut
d’emblée y consacrer moins d’efforts. On peut méme procéder plus durement par
élimination et choisir des candidats qui sont homologues chez les trois espéces. En
effet, si un locus inconnu possede un homologue chez la souris et chez I’humain, les
chances que ce locus soit véritablement un géne sont plus grandes. Finalement, si un
gene est conservé du rat & I’humain en passant par la souris, les chances sont plus
grandes qu’une défectuosité de ce géne puisse trouver un équivalent chez I’humain

souffrant d’hypertension.
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La description des fonctions physiologiques des génes contenus dans la région
d’intérét est un autre indice pour choisir judicieusement les génes candidats en ordre
de priorité. De plus, le lieu d’expression spécifique de ces candidats potentiels peut
également guider le choix d’un candidat. Dans la régulation de la pression sanguine,
une QTL inconnu pourrait davantage étre exprimé dans des systémes organiques
comme le systéme cardiovasculaire, nerveux et plusieurs systémes endocriniens.
Cette méthode biaisée de choix d’expression peut toutefois demeurer obscure puisque

a priori, il n’y a aucune raison de choisir un tissu candidat plut6t qu’un autre.
5 y

C’est le niveau général d’expression génique dans des tissus cibles comme le rein
ou le cceur que ’analyse différentielle par micro-puces & ADN cible. Cette méthode,
jumelée avec ’'usage des rats congéniques peut aussi fournir des indices importants
quant aux genes candidats a choisir. Une fois que I’infrastructure de congéniques est
disponible, il devient plus ais¢ de carrément créer des congéniques s’ajustant aux
résultats de I’analyse d’expression différentielle par micro-puces 8 ADN et de vérifier
la PA obtenue avec ce nouveau congénique. Plus simplement, il n’est pas impossible
qu’un (ou plusieurs) candidat(s) soi(en)t différentiellement exprimé(s) dans la méme

région cible obtenue par I’approche par clonage positionnel.

7.2 Analyse moléculaire de génes candidats

Le clonage ultime de géne candidat par clonage positionnel du QTL présente une
difficulté majeure car il semble que les variants génétiques ont plutdt tendance a

résulter par des changements subitils plutot que grossiers (86).

Analyses qualitatives. 11 est de mise de commencer 1’analyse d’un géne candidat par
son séquengage, que ce soit suite au clonage positionnel ou par géne candidat (155).
En effet, si le géne d’intérét ne comporte aucune différence entre les deux souches
contrastantes au niveau de la séquence codante, il y a de fortes chances pour que ce

candidat ne soit pas celui escompté. Evidement, des séquences identiques ne
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signifient pas automatiquement que le gene candidat en question ne corréle pas avec
la PA. Cela signifie davantage que ce géne n’est pas impliqué primairement et n’est
donc pas considéré comme un QTL. A moins que la séquence de la région de la
mutation ne comporte par de motif de reconnaissance pour les autres protéines
régulatrices, c’est au niveau post-transciptionnel ou traductionnel que la mutation
devient fonctionnelle. Il est donc important d’évaluer la séquence protéique obtenue
pour le cas ou des mutations sont retrouvées dans le géne candidat. En effet, si cette
mutation est silencieuse, i.e. ne modifie pas la séquence d’acides aminés, la protéine

obtenue, méme mutante, est la méme.

La méthode complémentaire des SNPs aurait pu étre utilisée dans le cadre de ce
projet. La seule limite est leur disponibilit¢ immédiate et au niveau génomique. Il
faudrait dresser une banque de SNPs pour tracer le profil des rats a I’étude afin
d’éventuellement observer les types d’alléles. Toutefois, au niveau de 1’utilisation des
SNP comme simples marqueurs, il serait de approprié d’envisager développer une
infrastructure pour la continuité de ce projet. Cette approche est pour le moment
généralement utilisée chez 1’humain mais pourrait bien représenter I’avenir des

animaux modéles.

L’utilisation des animaux transgéniques est pour le moment un idéal a atteindre
chez le rat dans 1’étude de I’hypertension. Ce genre de substitution chez le rat requiert
une technologie plus développée. Lorsqu’un homologue du gene candidat est
disponible, il peut s’avérer judicieux de se rapporter a des études chez les souris

transgéniques pour le moment.

Analyses quantitatives. 1l est important de considérer toutes les limites de 1’approche
par profil d’expression génique par micro-puces 8 ADN. Elles incluent notamment la
méthode statistique employée, la non-détection de changements transcriptionnels et
post-transcriptionnels, la mixture de la population de cellules et finalement la
réplication de résultats d’une méthode extrémement coiiteuse. De plus, bien que les

rats étaient jeunes lors des analyses, la différentiation de génes candidats impliqués
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primairement ou secondairement dans le contrle de la PA (cause a effet) demeure
délicate. En effet, le rat S développe I’hypertension trés précocement (153). En
addition, les différences d’expressions peuvent étre liées a d’autres différences
phénotypiques entre les souches, par exemple, des variants génétiques physiquement
liés au géne primaire d’intérét ou défectuosité de genes qui ne sont pas reliés a la

pathogenése de la maladie.

Un autre point délicat est le choix des tissus et du type cellulaire qui sont les plus
important a étudier pour la pathogenése primaire de I’hypertension. Notre analyse a
été effectuée a partir de tissus rénaux du rat S, probablement parce que le rein de cette
semble un organe central, non seulement pour la susceptibilité de cette souche au sel
mais également pour le contréle de la PA en général. De plus, le QTL du
chromosome 16 ainsi que les QTL du chromosome 10 de ce rat corréle avec

I’hypertrophie rénale (Figure 3 de la publication et (156)).

Finalement, il est aussi a mentionner que cette méthodologie ne permet pas
d’évaluer le niveau d’expression protéomique. En effet le niveau d’ARNm messager
d’une cellule n’est pas toujours directement proportionnel au niveau protéique. Il est
impossible d’exclure la possibilité qu’une mutation d’un géne n’affecte pas le niveau
quantitatif ’ARNm. 1l faudrait pour cibler le profil d’expression protéique avoir
recours a la protéomique. Le principal avantage du profil d’expression de geénes sur la
mesure de phénotypes complexes est qu’une seule analyse peut analyser des milliers
de phénotypes d’ARNm simultanément. Ce profil offre une évaluation globale des
différences ente nos souches parentales. Ce genre d’expérience hautement critiquée

s’est toutefois avérée utile pour générer de nouvelles questions et hypotheses.

Concernant les PCR en temps réel et I'immunobuvardage, aucune vérification n’a
été effectuée pour le moment pour le chromosome 16 et 17. Ces méthodes possedent
des désavantages et avantages. Le PCR en temps réel est une méthodologie qui
requiert une équipement adéquat couteux et un protocole laborieux et difficile a

optimiser (156a). Cette méthode demeure toutefois la plus sensible et plus flexible
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des méthodes de quantification de ’ARNm (156b). L’immunobuvardage, que ce
soitde type Western ou Northern posséde tous les désagréments des interactions
protéine-protéine ou des difficultés techniques de sondes efficaces. Cette méthode
demeure toutefois une source alternative classique de quantification généralement
mieux admise que les nouveaux procédés comme l’utilisation des micro-puces a

ADN par exemple.
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Volet A. Recherche de génes candidats pour le chromosome 16

Recherche de géne candidats

Cartographie physique. La premiére tentative de cartographie physique a été entamée

avant que la séquence du supercontig ne soit disponible (Figure 17).
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Figure 17. Cartographie physique du chromosome 16 par BAC et YAC pour les souches
congéniques C16S.L2, C16S.L3 et C16S.L4. La méthode utilisée in silico est I’obtention
du BAC (cercle plein) du marqueur (relié a son BAC en pointillé) au http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ et I’alignement des bouts des BAC (carrés pleins bleus
ou verts ) au http://www.tigr.org/tdb/bac_ends/rat/ bac_end_intro.html. A gauche de la
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figure se trouve les EST (http://ratest.uiowa.edu/) positionnés aux BAC en pointillés. Les

contig de YAC criblés par PCR (carré plein rouge) reliés a leurs marqueurs respectifs en

pointillés proviennent de clones de ResGen (www.resgen.com). Voir Figure 4 pour

origine des marqueurs et désignations des souches. La région illustrée en vert référe i la

région d’intérét du QTL et la région en bleue exclue du QTL.

Le travail d’établissement d’une carte de transcription des EST de la région
d’intérét afin de fournir une liste compléte des génes a débuté grice a la technologie

des BAC et YAC. La position des BAC était obtenue par placement des séquences

des marqueurs sur Internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/RnBlast.html.
Les extrémités de certains BAC pouvaient également étre jointes par homologie

http://www tigr.org/tdb/ bac_ends/rat/bac_end_intro.html. La position des YAC,

criblés par PCR sur des clones la compagnie Research Genetic (www.resgen.com) a

également soutenu le positionnement des marqueurs et P’obtention d’une courte région
continue. A Porigine, la premiére vague de télémétrie pour la souche C16S.L3 semblait
positive, la cartographie physique a donc débuté a I’extrémité compléte du chromosome.
Comme le démontre la Figure 17, on peut remarquer 2 trous important se situant dans
la région d’intérét et une faible quantité de EST. Cette méthode aurait pu en partie
permettre de « marcher » complétement de marqueurs en marqueurs et fournir une
longue liste de EST, mais a partir du moment ol un supercontig séquencé de cette
région devient accessible, cette technologie s’est avérée désuéte, coliteuse et longue.
Les trous ont donc pu étre comblés par alignement des marqueurs par homologie sur

la séquence du supercontig.

Selon I'alignement des marqueurs sur le supercontig NW_043030, la région du
QTL couvre une distance maximale de 2,16 Mb (Figure 4). Une des limites de cette
cartographie est la possibilité de rencontrer des inversions au niveau du supercontig
et ainsi sous-estimer la grandeur réelle de la région cible. C’est ce qui semble s’étre
produit lorsqu’une grande densité de marqueurs moléculaire s’est ajoutée au-dessus
de la souche C16S.L3. Ces trous observés sur la carte physique fournie par les BAC

et YAC demeure donc non comblée puisque la position des marqueurs sur le
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supercontig ne correspond pas toujours & celle obtenue par recombinaison. La
position d’un bon nombre de marqueurs demeure donc ambigué. Cependant, puisque
la liste de génes candidats n’est pas trop exhaustive (voir Figure 6), la distance exacte
couverte par le QTL devient moins prioritaire et tous les génes de cette région globale
sont retenus. Le raccourcissement de la région cible est davantage limité a la chance

d’obtenir des recombinaisons supplémentaires et exige beaucoup de rats et de temps.

Choix du géne candidat. La liste des 41 génes et loci obtenus par cartographie
physique a été dressée sous forme de cartographie par homologie (voir figure 6), il a
fallu procéder a I’élimination successive de candidats potentiels pour choisir un géne
candidat de départ car analyser tous les génes simultanément requerrait beaucoup trop
de temps, d’argent et de support technique. Cependant, dans une région QTL aussi
réduite, tous les génes ou locus s’avérent étre des candidats & considérer. Tout
d’abord, I’analyse de loci non homologue soit & I’humain soit & la souris ou non
similaire 4 un géne connu ont été reportées a plus tard. A partir de ces candidats
restants, une recherche littéraire quant aux fonctions physiologiques de ces génes a
été entamée. Aucun geéne ne semblait clairement étre impliqué dans le contrdle de la
PA. Il a donc fallu procéder a une vague supplémentaire d’éliminations. Le choix
s’est arrété sur les genes les plus conservés et les plus connus chez les trois espéces.
Seul le géne ARF4 et PPlase correspondent & ces critéres. Finalement, puisque le
gene ARF4 se trouve en position plus centrale de la région du QTL, ce géne est
clairement contenu dans la région d’intérét. Sa position est supportée par 101 EST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/:cluster Rn.35935)

et vérifiée grice 4 un marqueur d’un microsatellite avoisinants (données non montrées)

L’analyse d’expression différentielle par micro-puces & ADN n’a pas influencé le
choix d’un géne candidat en particulier pour ce chromosome. Le seul candidat est le
géne Parg dont la protéine est une poly(ADP-ribose) glycohydrolase contenant un
signal d’exportation nucléaire (157). L’EST nommé U1-R-Al-dp-b-12-0-UI du
cluster Rn.13634 (voir section de résultats pour méthode in silico d’identification des

candidats) présentait une différence d’expression d’un facteur en valeur absolue de
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2.66 entre la souche S et LEW. La souche C16S.L4 contenait ce géne candidat et
s’est avérée négative quant & un effet possible sur la PA. Finalement, ce géne ne
posséde aucun lien évident avec le contrdle de la PA. Sa localisation correle

cependant avec les deux pics obtenus dans les études de liaison génétique présentées.

Choix du géne candidat ARF4

Généralités. Le géne du facteur 4 de ribosylation de I’ADP (A4rf4) du rat est bien
conservé a travers les espéces mammaliennes. La protéine Arf4 du rat contient 180
acides aminés, un domaine GTPase et posséde une homologie de 100% avec la souris
et 96% avec I’humain et L’ADNc est exprimé un peu partout, notamment dans le

cceur, le rein et le cerveau (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/:cluster Rn.35935).

Les facteurs de ribosylation de ’ADP sont des protéines d’environ 20 kilodalton
(kDa), localisée au Golgi et impliquées dans les voies biochimiques de sécrétion des
protéines. Elles sont requises pour l’association des protéines sans clathrine aux
vésicules de transport et facilitent le trafic intracellulaire des protéines (158). Plus
spécifiquement, il a été¢ suggéré que ARF4 soit impliqué dans la spermatogenése
(158). Ainsi, aucun lien évident n’a pu étre démontré entre Arf4 et le contrdle de la

PA. Une analyse moléculaire a tout de méme été entamée pour s’en assurer.

Séquencgage. La librairie ’ADNc étant cofiteuse et seulement disponible pour le rat
S, le séquengage a été effectué par amplification des exons sur le génome. Aucune
différence au niveau des séquences du rat S, LEW et NCBI n’a été détectée (données
non montrées). Il faudra effectuer a une deuxiéme reprise le séquengage complet
incluant la région promotrice. Par la suite, il faudra poursuivre les analyses avec les
40 autres candidats mis de c6té si aucun événement de recombinaison sur la sous-
lignée C16S.L2 ne permet un raccourcissement de la région d’intérét ou si I’ordre de

la séquence du supercontig NW_043030 n’est pas révisé.
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Volet B. Recherche de génes candidats pour le chromosome 17

Cartographie physique. La cartographie physique du chromosome 17 n’a été que
survolée. Générer une liste exhaustive de génes potentiellement candidats n’est pas
adéquat a ce stade-ci. La cartographie physique a simplement amélioré la disposition
plus claire des marqueurs et évaluer les distances réelles fournies par la carte
génétique. En effet, les distance en cM demeure fonction des fréquences de
recombinaisons qui son potentiellement inégales. 11 a été soulevé que la relation entre
la distance génétique et physique se situe autour d’environ 1.9 Mb/cM en assumant
que le rat contient 3 billions de pb (75). Finalement, la cartographie physique
également permit de disposer les génes candidats obtenus par analyse d’expression

différentielle par micro-puces & ADN.

Choix des geénes candidats. La ou les régions d’intérét couvre une distance trop
grande pour effectuer une cartographie comparative du chromosome 17 a ce stade-ci.
De plus, bien que des recherches littéraires des fonctions physiologiques des génes de
ce chromosome puissent étre fructueuses, I’énergie devrait d’abord étre appliquée sur
la détermination de la région du QTL. Il est néanmoins intéressant de se pencher sur
les génes candidats obtenus par I’analyse d’expression différentielle par micro-puces
a ADN. Parmi les trois candidats obtenus pour le chromosome 17 (Tableau VI),
deux correspondent aux régions & 1’étude soit Rn.40249 et Rn.8867 correspondant a
I’EST221848 et un EST du géne Crfg.

Le gene Crfg (pour géne de I'insuffisance rénale chronique) code pour une protéine
nucléaire guanosine triphosphate liante. Cette protéine a été liée 4 un phénotype
d’insuffisance rénale chronique par analyses d’expression différentielle par PCR
(159). 11 a été soulevé que la protéine Crfg pourrait étre importante pour la régulation
normale des fonctions du rein car ’ARNm de Crfg de la médulla externe de reins de

rats possédant des maladies rénales affichait une expression dramatiquement réduite
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en comparaison a un rein normal de rat (159). La protéine CRFG humaine se situe sur

le chromosome 10p15-p14 et posséde 88.5% d’homologie avec la protéine du rat.

Tableau VI. Profil de I’expression génique différentielle par micro-puces a ADN

entre la souche S et la souche LEW pour le chromosome 17.

« cluster UNIGENE » | Facteur Géne ou géne similaire Supercontig

d’expression
D difféll)'entielle (+ autre chr.)
Rn.19706 2,59 similaire au géne de la NW_043087
(UI-R-Y0-1t-b-06-0-UT) protéine a doigt de zinc 30

(souris)

Rn.40249 7,39 similaire a la ubiquitine- NW_043112
(EST221848) ligase Nedd4 (rat)
Rn.8867 10,65 Crfg NW_043112
(UI-R_BT0-pl-e-10-0- (protéine G liante) (+chr4)
91§

Tableau VI — p.93 - Note. Voir section de résultats pour sites Internet correspondants a la
méthode in silico. Le supercontig NW_043087 est hors des régions d’études pour le
chromosome 17 et se situe & la localisation 17p14 soit a I’extérieur de la région inférieure de
D17Mcol0 (voir figure 7). Le facteur d’expression différentielle faire référence au facteur de

la différence d’expression entre la souche S et LEW en valeur absolue.

Chez la souris, la protéine Nedd4 (Nedd4, précurseur neuronal exprimé dans les
cellules “rétro-régulées” lors du développement) a récemment été impliquée dans la
stabilisation de I'ubiquitination du facteur du récepteur I de I’insuline (160). Plus
intéressant, il a d’abord été proposé d’abord que I’homologue humain Nedd4, situé
sur le chromosome 15, agit également en régulateur au niveau des canaux sodiques
dans le transport du sodium dans I’épithélium du rein et autres épithélium Ces canaux
sodiques sont hyperactifs dans le syndrome de Liddle, une forme héréditaire

d’hypertension (161).

Ces deux loci sont intéressants pour notre étude. Toutefois, contre tout attente, ils
sont contenus dans la région couverte par le congénique C17S.LC qui en plus de ses

sous-lignées scindée en deux, n’a démontré aucun effet pour la PA comparé a S. Pour
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le moment, ils ne sont pas retenus comme candidat potentiel pour le ou les QTL du
chromosome 17. 1l serait toutefois intéressant de reconsidérer éventuellement ces
deux loci dés que la région du QTL sera clairement identifiée, notamment par la
vérification des niveaux d’expression différentielle par PCR en temps réel et

immunobuvardage avant de songer a d’autres analyses moléculaires.



CHAPITRE 8
Stratégie de délimitation d’un QTL pour la PA

La délimitation d’un QTL pour la PA, que ce soit par liaison génétique ou
construction de congéniques arbore certaines limites. Méme lorsqu’il s’agit
d’analyses moléculaires, il faut toujours tenir compte du fait qu’il se peut que le géne

pathologique étudié soit spécifique a I’espéce étudiée.

8.1 Population ciblée.

I1 faut mettre ’emphase sur le fait qu'un résultat de liaison génétique et de
souches congéniques (comprenant le profil d’expression génique par micro-puces a
ADN) découle d’une ségrégation de population unique a ces deux souches. Cette
unicité peut se traduire suite au croisement d’autres paires de souches par une
absence de polymorphisme fonctionnel & un QTL donné. Fonctionnellement
polymorphique signifie qu’au locus comptant pour un QTL, il y a une différence
allélique d’ADN qui cause une différence fonctionnelle dans I’expression ou
activité du produit codé par le locus. Ainsi, une autre paire de souche peut étre
homozygote pour un allele du QTL mais n’apporter aucun effet sur PA finale. Ce
phénoméne est observé pour plusieurs QTL. Un exemple de ce phénoméne
croisement spécifique est le géne candidat ACE (enzyme de conversion de

Pangiotensinogene) sur le chromosome 10 du rat (162).

La détection de I'effet d’'un QTL donné dépend donc hautement de I’identité des
deux souches croisées pour obtenir les populations ségrégantes. Dans le cas présent,
I’étude s’est limitée & la comparaison de deux souches contrastantes. De plus, les
souches de rats croisées proviennent d’un couple sélectionné au départ, ce qui réduit
la quantité d’alleles qui peut entrer en cours d’expérience. Une alternative a cette
limitation serait d’étudier d’autres souches contrastantes. Par exemple, en utilisant
des rats congénique SHR contrastés par BN ou MNS. Cependant, on a déja pu

remarquer, concernant le chromosome 16, que la liaison génétique suggérait un QTL
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pour la souche SHR lorsque contrastée par BN a une localisation semblable (voir
Figure 12). Concernant le chromosome 17, la liaison génétique suggérait un QTL
dans une région semblable pour les souches SBH et SNH (voir Figure 15) mais pas S
et BN. De plus, il serait informatif d’étudier les mémes souches, soit le S et LEW

mais avec des souches originant d’un différent couple de départ.

8.2. Arriére plan génomique

Chaque arriére-plan génomique est unique 4 la souche parentale utilisée pour
former la population ségrégante. Un exemple de I’ampleur de I’effet de V’arriére plan
génomique spécifique sur un locus a été démontré sur le candidat 115-

hydroxylase(163). Cet effet peut étre subdivisé en trois catégories.

Arriére plan génomique de la souche étudiée. Malgré la tentative de décomposition
de la PA en une forme monogénique, il est possible que la variation de la PA corréle
avec la spécificité de I’ensemble des alléles contenu dans une souche de rat en
particulier. Ceci renforce la notion de spécificité de la population ciblée puisque
qu'un QTL influence la PA tout en demeurant en relation avec I’arriére-plan

génomique.

Une fagon de vérifier I’arriére plan génomique de la souche étudiée est d’effectuer
un test de réciprocité qui permet d’observer ’effet sur la PA aux alléles contrastants
d’'un QTL isolé. Idéalement, si aucun effet du génome n’est impliqué dans le
changement de la PA, cibler un QTL pour la PA en remplagant 1’alléle normotendue
LEW d’un génome hypertendu S devrait apporter une variation inverse et
proportionnelle au remplacement de I'allele hypertendue S d’un génome
normotendue LEW. Cette notion est également associée a la notion de permissivité
du génome. Une seule étude solide portant sur le chromosome 1 du rat SHR et WKY
est disponible sur I'utilisation avec succés de congéniques réciproques (164). Elle

n’éclaire toutefois pas la réciprocité des souches S et LEW.
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Notre méthodologie des congéniques est basée sur la prémisse que les alléles des
génes augmentant la PA ont été enrichis chez ce rat durant la sélection (souches
hypertendues). Le choix de la souche receveuse pour construire une souche
informative devrait étre la souche possédant [’arriére plan génomique le plus
permissif concernant la PA, dans notre cas, la souche hypertendue S. Le cas échéant,
I’effet de I’alléle abaissant ou augmentant la PA sera masquée par ’arriére plan
génomique et deviendra invisible. Ce phénomeéne vient appuyer le manque de

données disponible sur le test de réciprocité.

Loci résiduels de la souche donneuse. L’arriére plan génomique de la souche
donneuse peut également constituer une différence importante entre la souche
congénique et la souche receveuse selon deux facteurs a I’exception de la région
d’intérét du donneur. Malgré la méthode approuvée de croisement retours du receveur
avec le rat donneur, il est possible de conserver un QTL résiduel non lié a la région
d’intérét. En effet, bien que la proportion d’ADN résiduel du donneur soit évaluée a
moins de 1%, la présence possible de QTL non connus, soit a I’était hétérozygote ou
homozygote, pourrait confondre les interprétations quant aux effets sur la pression du
QTL ciblé.

La vérification de ’homogénéité de I’arriére plan génomique fait partie des
démarches expérimentales habituelles (table I des marqueurs de délimitation
génomique de la publication) et est automatiquement imposée a tous les rats
conservés ou croisés. Néanmoins, pour des raisons pratiques, la quantité de
marqueurs testés demeure limitée. Il est alors difficile d’éliminer avec certitude la
probabilité de conserver des loci résiduels de la souche donneuses. Un outil pour
tenter de réduire cette probabilité est I’utilisation d’une souche contrdle négative sur
le méme chromosome (qui a de forte probabilité de conserver le méme arriére plan
génomique) que la souche positive pour la PA. De plus, comme il a été mentionné,
une autre astuce est d’effectuer les mesures télémétriques a des intervalles différents

pour une souche donnée. Cette méme souche est alors soumise entre-temps a d’autres
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croisements avec la souche parentale témoin (soit S) afin de tenter de s’assurer

I’uniformité de I’arriére plan génomique.

8.3 Evénements génétiques non controlés

Effet de position. 11 est également possible que la fonction d’un géne ne dépende pas
uniquement de ses propriétés intrinséques. Sa fonction peut étre affectée par d’autres
genes ou simples séquences d’ADN de fonctions inconnues présentent dans la méme
région cible chromosomique. Cet effet de position peut intervenir lors de
réarrangement durant la méiose et a I’occasion lors de la mitose. Ces réarrangements
chromosomiques incluent la duplication, les délétions, les transpositions, les
translocations, les inversions de géne et les événements de recombinaisons inégales.
1l est particuliérement difficile d’éliminer la possibilité d’un événement de double
recombinaison qui pourrait s’effectuer entre deux marqueurs. Les premiéres

évidences de cet effet de position proviennent d’études de la drosophile (165).

Ces effets de position viennent appuyer la nécessité d’utiliser une grande densité
de marqueurs au niveau de la région cible. Ces effets de position sont toutefois
généralement des effets indécelable de I’arriére plan génomique et peuvent influencer
'interprétation de la cause de I’effet de la PA d’une souche congénique. Il est
important de savoir si I’effet de PA vient réellement de la région chromosomique
substituée, notamment pour la stratégie congénique rapide dans lequel on effectue le
génotype d’un nombre large de marqueurs étalés partout dans le génome de 1’animal
dans le but de sélectionner les régions conservées du donneur. Cette méthode créer de

maniére expéditive une souche de rat congénique en moins de 8 générations (166).
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8.4 Multifactorialité de I’ hypertension

Interaction géne-géne. L’identification d’un QTL au niveau moléculaire repose sur
les mécanismes physiologiques du QTL par lesquels la PA peut étre régulée. Les
analyses génétiques moléculaires prouvent que la PA est polygénique car il y a de
bonne évidence pour plusieurs QTL démontrés par liaison génétique, par usage de
rats congéniques et dans plusieurs expériences indépendantes. De plus, cette évidence
est démontrée par la variation énorme apportée par un seul QTL sur la PA. Une
question au hasard est de savoir le nombre total de QTL dans le rat S capable de le
rendre hypertendu ainsi que I'importance de chacun. A priori, il n’existe aucune
preuve qu’un QTL est plus important que les autres dans le rat S . Une autre question
intéressante est donc de savoir jusqu’a quel point I’effet combiné de tous ces QTL
agit sur la PA finale du rat, d’'une fagon mathématique additive ou si c’est effet est un

complexe phénoméne impliquant des interactions entre les génes.

Les principales formes d’interactions géne-géne sont la complémentation et la
suppression ou I’épistase (167). La complémentation survient lorsque les alléles de
différents génes se modifient entre eux pour produire un phénotype final. Dans le
phénoméne d’épistase, un géne suppresseur élimine I’ expression spécifique de I’aliéle
d’un autre géne. La plupart des systémes qui fonctionnent par épistase comportent
des éléments liés entre eux qui fonctionnent en hiérarchie. Il est donc possible que
des éléments régulateurs clefs, une interaction partielle ou des multiples cascades

soient impliquées dans les voies biochimiques régissant la pression sanguine.

Le phénomeéne de complémentation ou d’épistase dans la régulation de la PA chez
le rat peut étre étudié grace a une comparaison de la PA entre des souches “multi-
congéniques” regroupant plusieurs QTL. A mesures que différents QTL sont
identifiés, cette voie devient accessible et pourrait étre fortement informative quant a

la maniére dont la PA est régulée dans un systéme complet.



104

Interaction géne-environnement. L’environnement peut étre interne (par exemple le
gendre) ou externe (par exemple la diéte ou le stress). Il peut étre particulier a un
moment spécifique ou représenter I’accumulation d’expériences durant la vie du rat
(168).

L’environnement n’agit pas seulement de maniére additive avec |’arriére-plan
génomique mais également en combinaison (8;11). Sur une période de temps
prolongée, les composantes génétiques deviennent dépendantes de 1’environnement
parce que I’environnement peur changer le stade fonctionnel des génes et il est
nécessaire d’en tenir compte dans la hiérarchie des composantes ciblées (169).
L’environnement influence le phénotype a travers la stimulation ou ’atténuation de
’expression de génes ou via I’interaction avec des produits de génes. Un exemple
applicable a cette étude est qu’une haute diéte riche en sel se présente comme un
facteur environnemental qui peut altérer I’expression du géne comme la rénine par
exemple qui méne a une plus grande excrétion de sodium et influence la prévention

de I’effet du sel sur I’hypertension (169).

Malgré un contréle strict de l’environnement lors des analyses de liaisons
génétiques ou I'utilisation de souches congénique, son influence ne peut en aucun cas
étre éliminée. Une suggestion se rapportant & notre étude est de soumettre les rats a
une diéte riche en sel mais aussi pauvre en sel afin délimiter cette influence

environnementale. Des travaux sont présentement en cours sur ce sujet.

9.5 Comparaison et reproductibilité des OTL

Plusieurs différences entre les QTL rendent la comparaison et la reproductibilité
techniquement difficile. Il y a notamment 1’utilisation de marqueurs différents par
les différents chercheurs, I’effet du sexe, la diéte en NaCl, 'utilisation de souches
différentes qui introduisent des QTL ou arriére-plans génomiques différents, I’dge a

laquelle la PA des rats a été mesurée ou encore les effets impliquant la pression
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systolique, diastolique et la fréquence cardiaque. Néanmoins, une comparaison non
astringente sur ces facteurs et sur ’ensemble des QTL communs ou reproductibles
peut étre effectuée (Figure 18). Concernant le chromosome 16 et 17, on peut
remarquer que les QTL ne sont pas reproductibles pour toutes les souches et ce, pour
toute les raisons énumérées ci-haut. De plus, la raison principale réside trés
certainement dans la spécificité des populations qui ne présentent pas nécessairement
les méme génes défectueux concernant la PA. Il en va de méme pour 'humain qui
posséde également une hétérogénéité concernant les défectuosités des génes

contr6lant la PA.

SHRSP

Figure 18. Diagramme présentant les QTL pour la PA communs ou reproductibles identifiés
dans différentes expériences indépendantes. Seules les souches hypertendues sont présentées.
Les cercles font références au rat SHRSP, Stroke-prone spontaneously hypertensive; SHR,
spontaneously hypertensive rat ; MHS, Milan hypertensive strain ; S, Dahl Salt-Sensitive ;
SBH, Sabra hypertensive. Les chiffres indiqués référent aux numéros des chromosomes.

Adapté de Dominiczak et al. (170).

L’installation d’une convention sur le choix des marqueurs de base, de la diéte en
sel en fonction des souches ainsi que de 1’dge de mesure de la PA des rats (sauf pour
études développementales) serait une alternative intéressante afin d’atténuer les effets

de la diversité méthodologique des scientifiques.
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Conclusion

Le chromosome 16 et 17 du rat ont fait I'objet de peu d’études concernant
I’hypertension. La plupart des études mentionnant I’implication possible de ces
chromosomes dans le contrdle de la PA étaient surtout centrées sur des recherches
systématiques au niveau du génome. Le défi principal concernant ces QTL (qui
étaient 4 la bases suggérés) était de prouver leur existence. Lorsque les ressources a la

fois génomiques et littéraires sont moins abondantes, la stratégie devient centrale.

Le chromosome 16 et 17 contiennent bel et bien un QTL pour la PA. Le QTL du
chromosome 16 a d’ailleurs été cerné de plus prés grice a la stratégie établie. Des
analyses moléculaires ont été entreprises pour ce QTL, il s’agit maintenant de les
poursuivre. Il serait intéressant de poursuivre les efforts pour raccourcir la région
d’intérét pour éliminer une portion des candidats et procéder au séquencage
systématique de tous les génes et locus présents. Concernant le chromosome 17, il
serait intéressant de se pencher vers les différentes hypothéses soulevées par la
position ambigué de ce ou ces QTL. Par exemple, explorer I’hypothese selon laquelle
ce chromosome contient plusieurs QTL interagissant ensemble et/ou ayant

possiblement des effets opposés sur la PA.
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