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Résumé français

L’hypertension essentielle constitue un facteur de risque important pour les

maladies cardiovasculaires. Il s’agit d’une maladie multifactorielle influencée par des

facteurs génétiques et environnementaux. Précédemment, une étude de liaison

génétique a identifié un locus pour trait quantitatif (QTL) associé à la pression artérielle

sur le chromosome 18 du rat.

Afin d’étudier l’hypertension dans un environnement homogène, nous utilisons

des souches de rats consanguines, où tous les animaux sont génétiquement identiques.

Des souches congéniques sont construites par une série de croisements entre le rat

hypertendu DahI sait-sensitive (S), et le rat normotendu Lewis (LEW). Ceci résulte en

une souche congénique dont le génome provient de la souche hypertendue S, sauf pour

une région qui est remplacée par la région homologue de la souche normotendue LEW.

À l’aide de marqueurs microsatellites, une carte génétique détaillée du chromosome 18 a

été faite, et plusieurs souches congéniques ont été créées.

La pression artérielle moyenne (MAP), mesurée par télémétrie, diminue

significativement dans les souches congéniques S.L1, S.L2, S.L3, et S.L4 par rapport à

la souche S. La MAP n’est pas significativement différente pour S.L5 et S.L6 par rapport

à S, et pour L.S1 par rapport à LEW. Les pression artérielles systoliques et diastoliques

varient de façon concordante avec les valeurs de MAP.

Donc, le chromosome 18 du rat Dahl contient un QTL pour la pression artérielle.

L’étude de ce QTL sur le chromosome 18 du rat pourra aider à mieux comprendre la

génétique de l’hypertension.

Mots clefs

Hypertension essentielle, pression artérielle, souche congénique, rat DahI sait-sensitive,

cartographie génétique, modèle animal, chromosome 18.
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Résumé anglais

Abstract

Essential hypertension is an important risk factor for cardiovascular diseases. lt’s

a multifactorial disease influenced by genetic and environmental factors. Previously,

Iinkage analysis studies have ied to the mapping cf a quantitative trait Iocus (QTL) for

blood pressure on rat chromosome 18.

To study hypertension in a controiled environement, we use inbred rat strains,

where ail animais are genetically identicai. Congenic strains are constructed by a series

of crosses between the hypertensive Dahi sait-sensitive rat (S) and the normotensive

Lewis rat (LEW). This resuits in a congenic strain wich has a genetic background from

the hypertensive S strain, exept for a region which is replaced with the homoiogous

region of the normotensive LEW strain. With the heip of microsatellite markers, a detailed

genetic map of chromosome 18 was constructed, and seven congenic strains were

created.

The mean arterial pressure (MAP), measured by telemetry, is significantly lower in

the congenic strains S.L1, S.L2, S.L3 and S.L4 when compared to S. The MAP is not

significantly different for S.L5 and S.L6 when compared to S, neither for L.S1 when

compared to LEW. The systolic and diastoiic arterial pressures vary consistantiy with

MAP values.

Therefore, the Dahi rat chromosome 18 contains one QTL for blood pressure.

The study of this QTL on rat chromosome 18 could help better understand the genetics of

hypertension.

Key words

Essential hypertention, blood pressure, congenic strain, Dahi sait-sensitive rat, genetic

mapping, animal model, chromosome 18.
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Chapitre 1 - Hypertension

1.1 La pression sanguine

L’hypertension est causée par une pression sanguine trop élevée, ce qui cause

des dommages aux vaisseaux sanguins. La pression sanguine est la force hydrostatique

que le sang exerce contre la paroi des vaisseaux. Chaque cycle de l’activité cardiaque

comprend deux phases alternantes, la systole et la diastole1. Au moment de la systole,

le muscle cardiaque se contracte et les cavités du coeur propulsent le sang, infusant les

organes avec de l’oxygène et des nutriments. À chaque contraction du coeur, 70 ml de

sang est propulsé dans le système artériel systémique, il s’agit du volume systolique. Au

cours de la diastole, les ventricules se remplissent. La systole et la diastole ont chacune

une durée d’environ 0,4 secondes chacune, produisant un pouls de 65 à 80 battements

par minute. Le débit cardiaque, c’est-à-dire le volume sanguin éjecté par le coeur à

chaque minute, varie selon la fréquence cardiaque et le volume systolique.

La pression sanguine est beaucoup plus grande dans les artères que dans les

veines, et atteint un maximum dans les artères durant la systole, lors de la contraction du

coeur, il s’agit alors de pression artérielle systolique. Les variations de pression sanguine

dépendent du débit cardiaque et du degré de résistance périphérique à l’écoulement

sanguin. Si le volume de sang est plus grand, et que la résistance vasculaire est plus

grande, la pression augmente.

La pression sanguine est mesurée en deux parties : systolique et diastolique. La

pression systolique correspond à la pression exercée par le sang sur les parois tout de

suite après la contraction du coeur. La pression diastolique correspond à la pression sur

les parois après le passage du sang. Un résultat de pression sanguine est présenté

pression systolique/pression diastolique. L’unité de mesure est le millimètre de mercure

(mmHg). Une pression optimale se situe autour de 120/80 mmHg.

Dans la paroi des artérioles, on retrouve des muscles lisses ; la contraction de ces

muscles comprime les artérioles, accroît la résistance et, par conséquent, augmente la

pression artérielle. Lorsque les muscles se relâchent, les artérioles se dilatent et la
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pression artérielle chute. Les muscles des artérioles obéissent à des nerfs, des

hormones et à d’autres messagers. Le stress physique ou émotionnel peut élever la

pression sanguine en déclenchant des réactions nerveuses et hormonales qui

compriment les vaisseaux sanguins. Plusieurs mécanismes contrôlent la pression

sanguine. Des barorécepteurs situés dans les vaisseaux sanguins détectent les grands

changements de pression et envoient l’information au cerveau. Des facteurs produits par

les vaisseaux sanguins influencent la rigidité artérielle et cause une vasodilatation (ex.

oxyde nitrique) ou une vasoconstriction (ex. endothéline). Des peptides natriurétiques

produits par le cerveau et le coeur en réponse à une élévation de pression dans ces

organes, s’opposent à l’action de vasoconstriction de l’angiotensine et de l’endothéline, et

la réabsorption de sodium déclenchée par le système rénine-angiotensine2. Le système

kinine-kallikréine affecte la rigidité vasculaire et le contrôle du sel rénal. Le système de

récepteurs adrénergiques influence le rythme cardiaque, la contraction cardiaque et la

rigidité vasculaire.

Les reins jouent un rôle essentiel dans le contrôle de la pression sanguine.

Lorsque le niveau de sel absorbé augmente, il y a une augmentation du volume

extracellulaire et du volume plasmatique. Cette augmentation induit une élévation de la

pression sanguine, ce qui augmente le volume systolique. Éventuellement,

l’autorégulation de plusieurs systèmes résulte en une augmentation de la résistance

périphérique, ramenant le volume systolique à la normale. L’augmentation de la

résistance périphérique peut être substantielle, menant à une hypertension. Des reins

normaux minimisent ces élévations de fluide extracellulaire et de volume systolique dus

au sel, et ainsi minimise les élévations de pression sanguine3.

1.1.1 Système rénine-angiotensine f RAA)

Le système RAA (figure 1) est vital au maintien de la pression artérielle, de

l’homéostasie du volume vasculaire et de la balance d’électrolytes, spécialement lors de

perte de fluides ou de baisses de pression. La rénine a été isolée pour la première fois

en 1898 à partir de reins de lapin, et décrite comme une substance influençant la

pression ‘. Cette enzyme est relâchée dans la circulation par l’appareil juxtaglomérulaire

du rein, sous le contrôle de multiples signaux, et elle agit sur l’angiotensinogène du foie.

Suite au clivage de l’angiotensinogène par la protéase rénine, l’angiotensine I (Ang I) est

généré. Ang I est converti en angiotensine Il (Ang Il) par l’enzyme de conversion de
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l’angiotensine (ECA), une carboxypeptidase. L’Ang Il est la principale hormone

vasoactive du système RAA, et ses effets incluent la vasoconstriction, la stimulation de la

sécrétion d’aldostérone et la réabsotption sodique par le rein. Le système RAA agit dans

la circulation, mais il existe aussi dans plusieurs tissus et organes.

L’action de Ang Il est effectuée à travers sa liaison à des récepteurs spécifiques

(AT1 et AT2)5. Ces récepteurs font partie de la famille des récepteurs couplés aux

protéines G, et sont exprimés dans plusieurs tissus, entre autres dans le rein, le cerveau

et les glandes surrénales. Deux sous-types du récepteur AT1, AT1a et AT1b, ont été

identifiés chez les rongeurs6’7. Ces deux récepteurs sont le produit de deux gènes

(Agtrla et Agtrlb), et sont différemment exprimés et régulés8’9. Il a été démontré que le

récepteur AT1a est surtout impliqué dans la régulation de la rigidité vasculaire en

périphérie et de la réponse à la pression dans le système nerveux central (SNC)10’11. Le

récepteur AT1b est requis pour la réponse dipsogénique à Angil dans le SNC’2.

Le système RAA agit en concert avec d’autres systèmes veillant au maintien de la

pression et des fluides, comme le système nerveux sympathique. li constitue une

balance aux systèmes de vasodilatation comme les peptides natriurétiques produits par

le coeur. Chez une majorité de patients souffrant d’hypertension essentielle, la pression

artérielle baisse lors d’un traitement avec des inhibiteurs de ECA ou des antagonistes de

récepteurs d’Ang Il. Mais la pression artérielle baisse aussi avec certains traitements qui

activent le système RAA. Donc, même s’il est clair que le système RAA joue un rôle

dans la pression sanguine, il ne constitue pas la cause primaire de l’hypertension ni le

seul déterminant de la pression artérielle dans l’hypertension essentielle13.

Tous les systèmes régulant la pression sanguine agissent ensemble de façon

complexe. Le rôle de ces systèmes a été établi dans des réponses homéostatiques à

court terme. Il est difficile de déterminer si ces voies contribuent à la détermination de la

pression sanguine à long terme. Étant donné que la pression sanguine doit être mesurée

chez des organismes vivants intacts où tous ces systèmes interagissent de façon

complexe, il est difficile de distinguer les altérations primaires au système des réponses

adaptatives secondaires.



Stimulation sympathique
Hypotension

Baisse de la réabsorption du sel

Figure I Système rénine-angiotensine (RAA)

1.1.2 La pression sanguine, un trait quantitatif et polygénique

La pression sanguine constitue un trait quantitatif. Un trait quantitatif est un trait

qui varie continuellement. Cette variation naturelle est présente dans toutes les

populations eucaryotes et est causée par des facteurs environnementaux et génétiques.

Plusieurs traits biologiques sont quantitatifs, comme le poids corporel, la grandeur, la

résistance aux maladies des plantes et animaux, les rendements en agriculture et le

contenu en huile de certaines graines.

Malgré le fait que plusieurs maladies humaines soient transmises comme traits

mendéliens ou associées à des anomalies chromosomiques, la plupart des maladies

adultes (diabète insuline-dépendant, hypertension, schizophrénie) et la plupart des

malformations congénitales communes (bec de lièvre, défauts du tube neural) ne le sont

pas. Des facteurs génétiques joueraient un rôle important dans leur étiologie. La
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prédisposition génétique à la maladie reflète un effet cumulatif de variations génétiques à

plusieurs loci, ayant chacun un effet relativement minime sur le phénotype. Il s’agit d’un

trait polygénique lorsqu’il est causé pat l’impact de différents gènes, et multifactoriel s’il

résulte en l’interaction de facteurs environnementaux avec de multiples gènes14.

La composante génétique des traits quantitatifs est souvent due à des effets

cumulatifs de plusieurs loci sur le phénotype. Les loci qui contrôlent un trait quantitatif

sont appelés QTL (quantitative trait loci). Le terme QTL est utilisé pour décrire une

grande région chromosomique pouvant contenir un ou plusieurs loci contrôlant le trait

quantitatif, mais peut aussi référer spécifiquement à un locus génétique individuel

participant au contrôle du trait15.

Un trait quantitatif comme la pression sanguine est distribué de façon continue

dans la population, suivant une distribution normale (Gaussien). Afin d’expliquer cette

distribution, prenons l’exemple de deux loci indépendants, A et B, qui affectent la

pression systolique. Chacun d’eux possède deux allèles A et a, et B et b, distribués dans

la population également (p=q=0,5). En assumant que la population est en équilibre de

Hardy Weinberg, les trois génotypes à chaque locus (AA,Aa,aa, et BB,Bb,bb) vont être

distribués respectivement selon un ratio de %, Y2 et ¼. Assumant que l’allèle majuscule

(A ou B) contribue d’une unité (augmentation de 10 mmHg) au trait quantitatif

hypothétique (pression systolique au-dessus de 100 mmHg), et que l’allèle minuscule (a

ou b) contribue de zéro unité. Alors, la distribution du trait dans la population

s’approchera d’une distribution normale (figure 2). Plus il y a de différents loci génétiques

individuels contribuant au trait ou plus ces loci sont polymorphiques, plus la distribution

du trait suivra une courbe normale. Les effets des facteurs environnementaux peuvent

modifier la forme de la distribution des fréquences16.

Cet exemple, en apparence un modèle continu de distribution d’un trait quantitatif,

peut aussi représenter la sommation de plusieurs phénotypes différents, donc la

composition de plusieurs distributions qui se chevauchent.

En considérant la base génétique de maladies multifactorielles, il est important de

souligner que ce n’est pas la maladie qui est déterminée génétiquement, mais la

susceptibilité à la maladie. Un individu génétiquement susceptible peut ou non

développer la maladie, dépendamment de l’interaction de plusieurs facteurs
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Figure 2 Distribution de fréquence de la pression artérielle systolique déterminée par un modèle
de deux loci/deux allèles.
Adapté de Principles ofmedical genetics16.

génétiques et environnementaux. Ensuite, des arrière-plans génétiques différents

peuvent causer une susceptibilité à la même maladie, donc l’étiologie de maladies

communes multifactorielles est génétiquement hétérogène. Par exemple, les facteurs de

risque pour les maladies coronariennes incluent l’hypertension, le diabète et

l’hyperlipidémie, et chacun d’eux possède ses propres facteurs de risque génétiques et

environnementaux16.

Jusqu’à la venue de la biologie moléculaire et le développement d’un grand

nombre de marqueurs génétiques, la dissection des traits quantitatifs en composantes

individuelles était impossible sauf dans des organismes modèles comme Drosophila

melanogaster qui ont des propriétés génétiques uniques15. Aujourd’hui, plusieurs

technologies sont disponibles pour disséquer des traits complexes comme le contrôle de

la pression sanguine.

1.2 Hypertension

Lorsque la tension artérielle est élevée, c’est que la circulation du sang dans les

artères est difficile. On parle d’hypertension lorsque le patient démontre une élévation de

pression chronique, au-dessus de 140/90 mmHg. Une mesure exacte de la pression

sanguine est difficile à obtenir étant donné que la pression varie beaucoup à court terme.

Les mesures prises à la maison peuvent être plus fiables que celles prises en présence

100 110 120 130 140

Ression artérielle systolique
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du médecin, car celui-ci peut causer un stress et le patient démontre alors une pression

élevée uniquement en sa présence.

1.2.1 Épidémiologie

L’hypertension est une maladie très présente dans notre société. Elle affecte

50% des gens âgés de 65 ans et plus. De plus, une personne de 55 ans avec une

pression sanguine normale a 90% des chances de développer de l’hypertension au cours

de sa vie17. Selon le NHANES (Third National Health and Nutrition Examination Survey),

seulement 53,6% des hypertendus sont traités et 27,4% des patients traités le sont

efficacement (pression de moins de 140/9OmmHg)18. De plus, l’hypertension constitue

un facteur de risque pour plusieurs causes de morbidité et mortalité incluant l’accident

cérébro-vasculaire (ACV), l’athérosclérose, l’infarctus du myocarde, l’insuffisance

cardiaque et des maladies rénales avancées1921.

Malgré le fait que l’hypertension soit un facteur important pour plusieurs maladies

cardiovasculaires et rénales, et qu’elle affecte un grand nombre de personnes, les

causes de la maladie et les mécanismes qui la contrôlent restent encore aujourd’hui

relativement peu connus.

1.2.2 Hypertension chez les femmes

Peu importe l’âge, les femmes ont en moyenne une pression artérielle plus faible

que celle des hommes. Avant 40 ans, elles ont un pouls plus faible que celui des

hommes, et plus élevé en haut de 40 ans22. Ceci est dû à la plus petite stature des

femmes et à un débit cardiaque plus élevé. À la ménopause, la perte d’oestrogène ne

déclenche pas une élévation dramatique de la pression sanguine, mais une

augmentation de la rigidité de la paroi des vaisseaux qui cause une élévation graduelle

de la pression artérielle, qui se produit plus rapidement que chez les hommes23.

La pression systolique augmente avec l’âge, alors que la pression diastolique

atteint un plateau autour de l’âge de 60 ans. Chez les adultes des deux sexes, celle

dernière a même tendance à diminuer une fois le plateau alleint24. Les deux sexes

montrent la même incidence d’hypertension25. La prise d’hormone post-ménopause ne

constitue pas une mesure préventive contre l’hypertension, mais le changement
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d’hormones est important pour le mécanisme de l’hypertension chez la femme. En

raison d’une réponse moins positive aux médicaments anti-hypertensifs chez la femme,

la recherche sur l’hypertension est primordiale, et un traitement spécifique au sexe devra

éventuellement être élaboré24.

1.2.3 Hypertension secondaire

L’hypertension secondaire est l’effet d’une autre maladie. Plusieurs maladies

peuvent causer une hypertension. Par exemple, en cas de néphropathie

parenchymateuse, il se produit une rétention de sodium excessive et un tonus

vasoconstricteur dépendant du système rénine-angiotensine et du système sympathique

inadapté à la rétention sodée21. Ceci cause une hypertension artérielle.

L’hypertension réno-vasculaire est liée à une maladie des artères rénales à

l’origine d’une ischémie du rein situé en aval. L’hyper-réninisme lié à l’ischémie rénale en

aval de la sténose provoque une activation de Ang Il, puissant vasoconstricteur. L’autre

rein, sain, maintient la natriurèse et l’hyper-réninisme se perpétue21.

Le phéochromocytome est une tumeur médulo-surrénalienne sécrétant de la

catécholamine qui s’accompagne d’une hypertension artérielle. Le phéochromocytome

peut faire partie d’une néoplasie endocrinienne multiple ou d’une phacomatose

(neurofibromatose de Recklinghausen et syndrome de Von Hippel-Lindau)21.

L’hyper-aldostéronisme démontre un excès de minéralocorticoïde. Sur le plan

physiopathologique, ceci a deux conséquences majeures sur le tubule distal

Oréabsorption accrue de sodium entraînant une expansion du liquide extracellulaire, et

stimulation de l’xcrétion urinaire de potassium, responsable d’une hypokaliémie21.

1.2.4 Hypertension monogénique

L’hypertension monogénique est responsable d’approximativement 5% des cas

d’hypertension et est considérée comme un trait unique, car elle démontre un mode de

transmission mendélien. Un seul gène défectueux est responsable de la maladie et de

ses grandes variations de pression sanguine. Plusieurs formes monogéniques



10

d’hypertension ont été caractérisées au niveau moléculaire, et tous ces gènes sont

impliqués dans le mécanisme de la réabsorption de sel par les reins26.

L’hyperaldostéronisme familial de type 12728 est une pathologie héréditaire rare de

transmission autosomale dominante due à l’expression ectopique de l’aldostérone

synthase dans la zone fasciculée de la glande surrénale. L’aldostérone interagit avec le

récepteur minéralocorticoïde dans les cellules du tubule rénal et cause une plus grande

activité des canaux calciques épithéliaux. Cette activation des canaux calciques

augmente la rétention d’eau et de sel, ce qui a pour conséquence d’augmenter la

pression. Le défaut moléculaire responsable de cette pathologie est un événement de

recombinaison génétique sur le bras long du chromosome 8 entraînant une duplication-

fusion entre la partie 5’ du gène de la 11 f3-hydroxylase et la partie 3’ du gène de

l’aldostérone synthase, deux gènes très similaires (93%) impliqués dans la synthèse de

stéroïde surrénal. Le gène hybride possède ainsi la partie promotrice du gène de la 113-

hydroxylase, sensible à l’hormone adrénocorticotropique (ACTH), et la partie codante du

gène de l’aldostérone synthase. Ceci conduit à une synthèse surrénalienne excessive,

contrôlée par l’ACTH plutôt que par Ang Il.

L’excès apparent de minéralocorticoïdes29 se manifeste par une hypertension

artérielle le plus souvent sévère, débutant généralement dans l’enfance. Il s’agit d’une

pathologie rare, héréditaire, de transmission autosomale récessive, en rapport avec un

déficit en 11 3-hydroxystéroïde déshydrogénase de type 2 (11 3HSD2). Cette enzyme

permet la conversion du cortisol actif en cortisone inactive. Or le cortisol a une affinité

importante pour le récepteur des minéralocorticoïdes. Lorsque l’enzyme est déficiente, le

cortisol sature ces récepteurs, aboutissant à un effet minéralocorticoïde important à

l’origine de cette hypertension.

Le syndrome de Liddle30’31 est une affection autosomale dominante et est causée

par un défaut dans la réabsorption du sodium. Chez les individus affectés, le canal

sodique épithélial est activé de façon constitutive, ce qui crée une plus grande

réabsorption de sodium et une élévation de la pression sanguine et une hypertension

sensible au sel. Des mutations dans les gènes des sous-unités 3 et y du canal sodique

épithélial seraient responsables de cet effet.
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Même si la cause des formes monogéniques d’hypertension est généralement

attribuée à un seul gène, il est possible d’observer que des individus avec le même

défaut génétique varient dans leur sévérité de la maladie. Ce phénomène est appelé

pénétrance variable32’33. Plusieurs facteurs pourraient être responsables de cette

variation entre le génotype et le phénotype. Des facteurs environnementaux tel que la

diète et la consommation de sel ont été suggérés. Aussi, l’hétérogénéité au locus

pourrait être responsable, où plusieurs gènes peuvent causer la même maladie de façon

indépendante. Une autre possibilité est la variation allélique, où plusieurs allèles du

même gène peuvent causer le même trait. Les différentes mutations d’un même gène

codant pour une enzyme peuvent affecter chacune différemment l’activité de l’enzyme, et

ainsi créer une pénétrance variable. Pat exemple, des mutations ont été trouvées dans

les gènes codant pour les sous-unités du canal sodique épithélial, le même canal qui est

muté dans le syndrome de Liddle, et ces mutations peuvent causer une forme

autosomale récessive d’hypotension appelée pseudo-hypoaldostéronisme type 1

(PHA1 )34

1.2.5 Hypertension essentielle

L’hypertension essentielle constitue la grande majorité des cas d’hypertension, il

s’agit d’une forme multifactorielle de la maladie, qui implique des déterminants

génétiques et environnementaux. L’hypertension essentielle est nommée ainsi parce

qu’on croyait auparavant que cette élévation de pression artérielle avec l’âge était

normale, afin de permettre la circulation dans des artères durcis.

Le risque d’hypertension tend à se concentrer dans certaines familles et une forte

agrégation familiale de la pression sanguine est observée dans pratiquement toutes les

populations étudiées35. Étant donné qu’une famille ne partage pas uniquement ses

gènes mais aussi son environnement, il est difficile de départager ces deux influences.

De plus, la pression sanguine constitue un trait complexe et le phénotype clinique de

pression élevée peut être observé parmi une variété de mécanismes

pathophysiologiques. Il peut être difficile d’évaluer systématiquement les procédés

physiologiques dissimulés derrière une variation de pression sanguine observée36.

L’hypertension essentielle démontre une agrégation familiale sans pour autant

être transmis de façon mendélienne. Plusieurs facteurs contribuent à la complexité de la
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transmission de l’hypertension essentielle. Il a été établi à l’aide d’études d’agrégation et

d’études de jumeaux identiques37 que l’héritabilité génétique contribuent à environ 30%

de la variation de la pression sanguine dans la population38. Une étude a mesuré la

corrélation de la pression sanguine chez des familles où certains de leurs enfants ont été

adoptés, afin de départager l’influence de l’environnement des déterminants transmis

génétiquement39. Cette étude a clairement démontré que la corrélation de la pression

sanguine est plus grande lorsque la mère et l’enfant, ou deux enfants, sont reliés.

li est maintenant accepté que ce type d’hypertension soit polygénique, c’est-à-dire

causé par des interactions entre plusieurs gènes. L’hypertension essentielle serait

déterminée par l’interaction entre quelques gènes majeurs ou plusieurs gènes mineurs.

Selon les combinaisons de gènes, différentes interactions modulent la détermination de

la pression sanguine, et l’hétérogénéité génétique influence ces interactions.

La plupart des traits qui ont un impact significatif sur la santé de la population

impliquent plusieurs gènes, qui interagissent entre eux et sont influencés par des facteurs

environnementaux. Les formes de maladies très rares impliquent le plus souvent un seul

gène, tandis que les formes de maladies plus communes seraient soumises à une fine

régulation d’une multitude de gènes. De plus, cette régulation pourrait varier d’un

individu à l’autre, selon le variant hérité. Ceci tend la tâche d’identification des causes

exactes de l’hypertension essentielle beaucoup plus difficile.

1.3 Hypertension et environnement

L’hypertension constitue toujours une maladie épidémique car la grande majorité

des personnes susceptibles d’en souffrir continue d’être exposé aux facteurs

environnementaux responsables. De nombreux facteurs environnementaux sont

associés à l’hypertension l’âge, l’hérédité familiale, l’obésité, la consommation de sel et

d’alcool, et l’activité physique. L’hypertension affecte 15-20% de la population

industrialisée, tandis que chez plusieurs sociétés traditionnelles, non occidentales et non

industrialisées, on retrouve une faible prévalence d’hypertension40.
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Les recommandations pour la prévention et le traitement de la pression sanguine

élevée insistent sur une modification du mode de vie. Des changements de mode de vie

à long terme qui abaissent la pression sanguine comprennent la perte de poids, une

réduction de la consommation de sel, une augmentation de l’activité physique et une

consommation d’alcool limitée4142. De plus, il existe le régime DASH (Dietary

Approaches to Stop Hypertension), qui abaisse la pression sanguine à l’aide d’un régime

riche en fruits et légumes, produits laitiers faibles en gras, et réduit en gras total et

saturé43.

Dans la pathogenèse de traits complexes comme la pression sanguine, les

facteurs environnementaux ne sont pas seulement additifs aux facteurs génétiques44.

L’effet d’une variation allélique de tout gène dépend de l’environnement où ce gène est

exprimé. Cet environnement peut être spécifique à un temps ou être l’accumulation

d’expériences environnementales durant la vie d’un individu45. L’environnement peut

influencer le phénotype en stimulant l’expression d’un gène ou en interagissant avec le

produit du gène. Par exemple, une diète à haute teneur en sel modifie l’expression du

gène de la rénine, ce qui mène à l’augmentation de l’excrétion de sodium et donc la

prévention de l’effet hypertensif causé par l’ingestion de sel46.

1.3.1 Sensibilité au sel

Le contenu en sel de notre diète est un facteur environnemental important dans la

régulation de la pression sanguine26. Il a été observé que la prévalence de l’hypertension

est faible dans certaines sociétés primitives avec une diète à faible teneur en sel47. Vers

les années 1940, il a été démontré qu’une diète très faible en sel peut réduire la pression

sanguine chez certains patients atteints d’hypertension sévère. En effet, chez certains

patients (20 à 40%), une diète à faible teneur en sel peut les aider à mieux contrôler leur

pression sanguine42.

Des sujets humains normotendus et hypertendus sont sensibles ou résistants aux

effets d’augmentation de la pression sanguine due au sel48. De plus, des patrons

différents de rythme circadien de la pression sanguine sont observés dépendamment si

la diète à haute teneur en sel est administrée à des sujets sensibles ou résistants au sel.

Chez des sujets hypertendus, ceux étant sensibles au sel ont une élévation de la

pression sanguine sur 24 heures, mais les sujets résistants au sel ont une pression
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sanguine relativement haute uniquement durant la période de sommeil. Ensuite, il a été

démontré que des patients hypertendus afro-américains ont plus de chance d’être

sensibles au sel que leurs vis à vis caucasiens, et qu’ils ont plus tendance à développer

des maladies rénales reliées à l’hypertension21. Les reins ont été suggérés comme

jouant un rôle central dans la pathogenèse de la sensitivité au sel de la pression

artérielle. Il a aussi été démontré que la sensibilité au sel pouvait être modifiée par la

présence dans la diète d’autres ions. Donc, un supplément en Ca2 produit une baisse

significative de la pression artérielle chez des rats spontanément hypertendus. Cet effet

est maximal lorsque ces rats sont sensibles au sel et nourris d’une diète à haute teneur

en Ca2 et en Na. Parallèlement, une atténuation de la sensibilité au stress a été

observée par un changement de la température du corps durant l’immobilisation de

l’animal49. La section 1.4 aborde plus en détails le rôle de ces ions dans l’hypertension.

1.3.2 Stress

Le stress est un facteur environnemental important dans le développement de

l’hypertension. Il a souvent été observé que des sujets hypertendus et pré-hypertendus

avec une histoire familiale positive d’hypertension ont une plus grande réponse de

pression sanguine lorsqu’ils sont exposés à des stress mentaux et physiques que des

sujets d’une descendance normotendue avec les mêmes niveaux basaux de pression

sanguine50. L’héritabilité de la réponse de la pression sanguine au stress, estimée pour

des jumeaux monozygotiques et dizygotiques, est semblable à l’héritabilité de la pression

sanguine basale51. Une exposition prolongée à un stress chronique élevé causerait à

travers le temps une adaptation anatomique dans le coeur et les vaisseaux et

contribuerait à maintenir une pression sanguine élevée52.

Plusieurs gènes de réponse au stress pourraient être impliqués dans la

susceptibilité environnementale à l’hypertension chez le rat, incluant hsp7O et tnfa. La

température et l’immobilisation de l’animal ont été associé à des changements dans la

pression sanguine et dans l’expression de ces gènes53’54.
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I .3.3 Obésité

L’association entre l’obésité et l’hypertension est très bien documentée, et il a été

démontré que la pression sanguine est reliée de près au poids corporel55’56. Cette

relation est valide pour des populations variées et est confirmée chez les enfants et

adolescents comme chez les adultes. En fait, la prévalence de l’hypertension chez

l’adulte augmente avec l’augmentation du poids corporel57. Cet effet est dû en partie aux

facteurs de risque reliés à l’obésité, l’hyperlipidémie et le diabète mellitus, mais l’obésité

contribue aussi de façon indépendante au risque cardiovasculaire58. Il a été observé

qu’une diminution de la quantité de gras viscéral intra-abdominal est reliée à une

réduction de la pression sanguine chez des patients obèses et hypertendus59.

1.4 Membrane plasmique et transport d’ions

À la base, l’hypertension essentielle est créée par un déséquilibre entre la

résistance périphérique des vaisseaux et le volume sanguin. Les mécanismes

responsables sont la régulation de la contractilité des cellules du muscle lisse vasculaire

dans les artères formant la résistance et la régulation du volume de fluide extracellulaire.

li a été démontré que la réponse des cellules musculaires lisses dans les vaisseaux

joueraient un rôle dans la régulation de la pression sanguine60.

La résistance périphérique et la régulation du volume extracellulaire peuvent être

reliés à la membrane plasmique qui sépare les espaces intracellulaire et extracellulaire.

La structure et la fonction de cette membrane jouent un rôle clé dans la pathogenèse de

l’hypertension.

La membrane plasmique est constituée d’une couche bilipidique hydrophobe, de

protéines, de glycolipides et de glycoprotéines. Il s’agit d’une structure dynamique,

permettant le maintien de son individualité et son homéostasie, l’interaction avec les

cellules adjacentes et, à l’aide de signaux spécifiques et de structures membranaires,

avec l’organisme entier. La membrane plasmique présente une perméabilité sélective.

Les molécules hydrophobes se dissolvent dans la membrane et la traversent aisément.

Par contre, les ions (H, Na) doivent utiliser des protéines de transport. La protéine de

type uniport transporte un seul soluté à travers la membrane, le type symport déplace
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deux différents solutés simultanément et dans la même direction et le type antiport

transporte un soluté vers l’intérieur de la cellule et un autre vers l’extérieur (pompe

Na/K).

La vitesse de transport des ions à travers la membrane plasmique dépend du

nombre d’unités de transporteurs, l’affinité pour le type de transporteur et la vitesse de

translocation, qui sont tous spécifiquement modulés par des signaux intracellulaires et

extracellulaires61. La cascade du signal de transduction est activée par des signaux

systémiques (hormones, molécules neurologiques) et des signaux locaux (molécules

autocrine-paracrines comme les prostaglandines, oxyde nitrique, facteurs physiques

comme l’étirement et le flux sanguin). Ces signaux interagissent avec des récepteurs

spécifiques qui transduisent le signal à des complexes intracellulaires de voies

biochimiques qui déclenchent de multiples réponses. La première étape implique des

facteurs liés à la membrane (phospholipases, protéines G, protéines kinases), puis des

seconds messagers cytoplasmiques (Ca2, cAMP, cGMP, oxyde nitrique), et finalement

des facteurs nucléaires qui agissent sur la transcription de gènes. Certains facteurs de

cette voie de transduction ont été étudiés afin d’élucider les causes du transport anormal

d’ions dans l’hypertension, comme la protéine kinase C62, les protéines G63 et la protéine

kinase activée par mitogène (MAPK). De plus, l’aspect physique de la réponse cellulaire

est étudié, comme un étirement de la membrane et de ses protéines, et son effet sur une

protéine régulatrice du cytosquelette, l’adducine64.

1.4.1 Rôle du sodium

Il existe une relation entre la consommation de Na et le développement de

l’hypertension chez certains modèles animaux et chez les patients souffrant

d’hypertension sensible au sel. Le Na cellulaire est augmenté chez plusieurs types

cellulaires (érythrocytes, lymphocytes) dans l’hypertension essentielle. Ceci est dû soit à

une augmentation de l’entrée ou à une diminution de la sortie de Na. Le principal

déterminant de cette distribution inégale de Na entre les compartiments intracellulaires

et extracellulaire est la pompe ATPase NaK qui exporte trois ions Na pour deux ions K

importés dans la cellule, en hydrolysant une molécule d’ATP à chaque échange. Ceci

maintient une faible concentration intracellulaire de Na et une haute concentration de K.

Cette distribution inégale est responsable des flux d’autres ions entre les compartiments.

Il est possible que la pompe NaK soit inhibée dans certaines formes d’hypertension
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caractérisées par une trop grande quantité de Na et d’eau et par la sécrétion de

substances inhibitrices comme l’ouabain endogène61.

14.2 Stéroïdes cardiotoniques endogènes

Le premier rôle des stéroïdes cardiotoniques (SCT) est de faciliter la natriurèse à

travers l’inhibition de la pompe ATPase NaK dans les membranes basolatérales du

rein65. Cependant, une production excessive de SCT peut aussi inhiber l’ATPase NaK

des muscles lisses vasculaires et créer une vasoconstriction66. Les SCT endogènes

contribueraient à l’hypertension sensible au sel65’66. L’importance critique de la

consommation de sel dans la pathogenèse de l’hypertension est reconnue26’67’68, mais le

mécanisme par lequel cette surconsommation fait augmenter la pression artérielle reste

inconnu. Récemment, les stéroïdes cardiotoniques, comme l’ouabain endogène69 et

autres stéroïdes7072, ont été proposés comme intermédiaires candidats. Chez l’humain,

une diète salée chronique cause une augmentation en SCT plasmatiques7375. En plus,

environ 50% des patients souffrant d’hypertension essentielle démontrent des niveaux

élevés d’ouabain endogène76. Un niveau élevé de SCT est aussi détecté chez des

animaux affectés d’hypertension sensible au sel69’75’77. Un antagoniste de l’ouabain

abaisse la pression sanguine chez ces rats hypertendus et chez certains patients atteints

d’hypertension essentielle78.

1.4.3 Rôle du calcium intracellulaire

Le calcium intracellulaire est un déterminant majeur de la contraction du muscle

lisse vasculaire et un élément clé de la réponse cellulaire aux agonistes, agissant comme

un second messager. Dans les cellules au repos, il est gardé constant par une variété de

mécanismes médiés par des canaux et des pompes sodiques localisés dans la

membrane plasmique et dans les organelles intracellulaires. Les composantes

essentielles des mécanismes homéostatiques du Ca2 sont l’ATPase Ca2 plasmique, qui

pompe le Ca2 hors de la cellule, l’échangeur Na/Ca2 (NCX), qui sort le Ca2 contre son

gradient de concentration en échange avec du Na qui entre avec son gradient de

concentration, et l’ATPase Ca2 du réticulum sarcoplasmique, qui séquestre le Ca2 dans

des organelles intracellulaires. Un équilibre entre ces mécanismes maintient une

concentration intracellulaire de Ca2 quatre fois plus faible que la concentration
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extracellulaire. Chez les humains et les modèles expérimentaux souffrant

d’hypertension, l’homéostasie du Ca2 est affectée.

Les SCT inhibent l’ATPase NaK de la membrane plasmique, menant à une

augmentation de Na cytosolique. Cette accumulation cellulaire de Na augmente la

concentration de Ca2 cytosolique à travers NCX et augmente ainsi la contraction dans le

muscle vasculaire ou cardiaque.

Il a été démontré que le mode d’entrée du Ca2 à travers l’échangeur NCX de type

1 (NCX1) vasculaire est impliqué dans la régulation contractile des petites artères et dans

le développement d’hypertension sel-dépendante60. Lorsque les SCT inhibent l’ATPase

NaK dans les cellules du muscle lisse vasculaire, l’élévation de Na local dans la zone

submembranaire facilite l’entrée de Ca2 à travers NCX1, résultant en une

vasoconstriction (figure 3). Ceci a été démontré à l’aide d’un inhibiteur de NCX (bloquant

l’entrée de Ca2) qui réussi à baisser la pression artérielle chez plusieurs modèles

d’hypertension sel-dépendante. Cet inhibiteur n’affecte pas la pression chez des

modèles normotendus ou hypertendus non sensibles au sel. Aussi, cet inhibiteur

renverse la vasoconstriction et l’hypertension induites par l’ouabain endogène, ce qui

pourrait faciliter l’entrée de Ca2 à travers NCX, dû à une concentration élevée de Na

cytosolique, sans que l’inhibiteur n’affecte directement l’activité de l’ATPase NaK.

iligh sait intake

Kidnev Cardintonic stc’roîds Vascular smonth muscle

Sali rcabsorption

lncreased Constriction
volume load

Blond vessel

Blond pressure controi

Figure 3 Rôle de l’échangeur NCX1 dans l’hypertension sensible au sel79
Une diète riche en sel peut altérer la téabsorption nette de sel ou augmenter les niveaux de
stéroïdes cardiotoniques dans le sang. Une plus grande réabsorption de sel augmente la
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réabsorption d’eau afin de maintenir une concentration stable de sodium dans le sang. Le volume
ainsi augmenté élève la pression sanguine. Une diète riche en sel augmente aussi les molécules
qui inhibent l’ATPase NaK. Des concentrations locales élevées de sodium pourraient engager
NCX1 et faciliter l’entrée de calcium. A travers l’action de NCX1, la rigidité vasculaire et la
pression sanguine augmentent.

1.5 Traitements contre l’hypertension

Plusieurs dizaines de médicaments ont été développés pour traiter l’hypertension

(tableau I). Parmi les plus utilisés, on distingue les diurétiques, les antagonistes des

récepteurs adrénergiques Œ et Ç3, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de

l’angiotensine (ECA), les antagonistes du récepteur AT1 de Ang Il, les inhibiteurs d’entrée

de calcium et les agents agissant sur le SNC. Très souvent, une combinaison de

quelques-uns uns de ces médicaments est nécessaire pour abaisser suffisamment la

pression sanguine.

Tableau I Médicaments anti-hypertension

Classe de médicament Cible Effet

Inhibiteurs ECA Enzyme ECA (-) système rénine-angiotensine

Antagonistes récepteur AI1 Récepteur AT1 f-) système rénine-angiotensine

Antagonistes récepteur Œ Récepteur adrénergique Œ; f-) résistance vasculaire périphérique

Antagonistes récepteur 13 Récepteurs adrénergiques 13 (-) rythme cardiaque

(13; et f32) f-) rénine

(-) résistance vasculaire périphérique

Inhibiteurs calciques Transporteurs de calcium f-) cellules myocardiaques

(-) résistance vasculaire périphérique

Agent agissant sur le SNC Récepteur adrénergique Œ2 f-) activité nerveuse sympathique

Récepteur imidazoline h (-) norépinéphrine

(-) résistance vasculaire périphérique

Diurétiques Tubules rénaux (÷) excrétion du sodium

Un traitement contre l’hypertension s’accompagne d’une réduction importante des

ACV mortels et non mortels, et de façon plus subtile mais significative, une réduction

d’événements coronariens80. Toutefois, les patients hypertendus traités courent un

risque plus élevé de morbidité liée à des complications cardiovasculaires que des sujets

normotendus du même âge et du même sexe.
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Une étude a analysé la mortalité chez des patients hypertendus traités à la

Glasgow Blood Pressure CIinic81. Chez environ 4000 patients souffrant d’hypertension

essentielle, la mortalité a été comparée à celle de deux populations témoin près de

Glasgow durant une période de 6,5 années. La mortalité des patients hypertendus

traités était de 2 à 5 fois plus élevée que celle des populations normales. Malgré le

traitement, la pression sanguine chez les patients traités était restée plus élevée que

chez les sujets normotendus, et l’effet bénéfique du traitement était plus grand chez les

patients où la pression était la plus réduite. Ceci suggère qu’une pression sanguine

insuffisamment réduite soit la cause du haut taux de mortalité et de morbidité retrouvé

chez les patients hypertendus. De plus, les patients hypertendus ont plus souvent des

organes endommagés et d’autres facteurs de risques associés.

Malgré tout, de nombreuses études cliniques qui ont comparé un traitement anti

hypertension avec un placebo ont démontré que le traitement à l’aide de médicaments

est bénéfique82.
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Chapitre 2 - Approche génétique

2.1 Stratégie

Il est aujourd’hui clair que l’hypertension essentielle est une maladie polygénique

et héréditaire. Étudier les bases génétiques de l’hypertension se révèle ardu, car il y a

assurément plusieurs gènes qui auraient chacun un effet minime sur la pression

sanguine. La population humaine est génétiquement hétérogène. Chaque individu

possède une version particulière de chacun de ses gènes, et la combinaison de ces

versions rend chaque personne unique. Ce phénomène complique la recherche de

gènes responsables d’un trait complexe. Étant donné que chaque individu possède une

interprétation différente des gènes, il est difficile de déceler une petite différence dans le

génome déjà très varié d’une population humaine. Deux principales stratégies sont

utilisées afin d’étudier les bases génétiques d’une maladie complexe comme

l’hypertension essentielle : l’analyse de liaison génétique et l’étude d’association83.

2.1.1 Analyse de liaison génétique

L’analyse de liaison génétique est une méthode commune de cartographie

génétique. Elle est basée sur le fait qu’un marqueur situé à proximité d’un locus causant

une maladie et ce même locus vont se suivre lors de la ségrégation des chromosomes

chez les individus affectés. Un locus marqueur est évalué en utilisant tes

polymorphismes de l’ADN. Les deux types de polymorphismes d’ADN les plus utilisés

sont le RFLP (restriction fragment-Iength polymorphism) et le VNTR (variable-number

tandem repeat). Le RFLP est le résultat de différences entre les individus dans le

nombre de sites de reconnaissance pour une enzyme de restriction au locus du

marqueur. Le VNTR constitue une séquence de nucléotides répétée en nombre variable

entre les individus. Cette séquence peut être courte (microsatellites et SSLP-simple

sequence Iength polymorphism) ou longue (minisatellites). Afin de déterminer de quel

polymorphisme a hérité un individu, il est possible de détecter les répétitions et leurs

différentes longueurs par PCR (Polymerase Chain Reaction) et électrophorèse sur gel.

Lors d’études de liaison génétiques, les marqueurs microsatellites sont les plus utilisés.
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Plus un locus marqueur et le locus causant la maladie sont près l’un de l’autre,

moins il y aura de recombinaison entre eux, et plus ils voyageront souvent ensemble.

Lorsque ces deux loci se suivent lors de la ségrégation de façon plus fréquente que le

hasard, ils sont considérés comme étant liés. Cette liaison est quantifiée à l’aide d’un

LOD score, qui est une mesure de la probabilité du lien entre le locus et la maladie.

Généralement, un LOD score de 3 est considéré comme significatif et indique une

probabilité de p<0,05 de liaison entre deux loci84’85.

Les résultats d’analyse de liaison génétique se présentent sous forme de tableau

ou de graphique, où la courbe représente le LOD score à chacun des marqueurs testés

au long du chromosome. Lorsqu’un pic significatif est observé, la région démontrant le

LOD score élevé contient un QTL (quantitative trait Iocus), si le trait est quantitatif. La

localisation de QTL par liaison génétique détermine un intervalle chromosomique de 20 à

30 cM86. Il s’agit d’une très grande région et une autre méthode doit être utilisée pour

confirmer le QTL et réduire le nombre de gènes candidats. Aussi, il est possible qu’il y ait

plusieurs QTLs sur le même chromosome. Si la distance qui sépare deux QTLs est

supérieure à 80 cM, ceux-ci peuvent ségréguer de manière indépendante15, ce qui peut

être observé par deux pics sur le graphique. Par contre, si la distance entre deux QTLs

est inférieure à 80 cM, la courbe n’indiquera qu’un seul pic, et la présence de plusieurs

QTLs sera indétectable.

L’analyse de liaison génétique est le plus utile lors d’études de maladies

impliquant un seul gène, comme les formes monogéniques d’hypertension. Dans ces

études, un modèle de transmission mendélienne est utilisé en suivant un gène

responsable à travers des familles affectées. Étant donné que les effets de ce gène sont

présents ou absents chez les membres d’une famille, la co-ségrégation des allèles

causant la maladie peut être détectée.

Ce type d’analyse est par contre plus difficile pour l’hypertension essentielle, qui

est le résultat de plusieurs gènes. La contribution de chacun des gènes est plus faible,

détecter un lien entre les allèles causant la maladie est plus difficile. On utilise alors des

méthodes de détection de partage d’allèle, où on recherche des différences dans la

fréquence des allèles dans des familles avec des individus affectés87.
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1. Analyse de paires de germains (sib-pair) affectés

Cette analyse mesure le degré de partage d’allèles chez des paires de germains qui

ont tous deux la maladie. Normalement, la chance que deux enfants partagent un

allèle est de 50%. Lorsque deux enfants malades partagent un allèle plus

fréquemment que la normale, il y a un partage excessif d’allèles. Cet allèle peut

servir de marqueur pour la maladie ou être le gène causant la maladie88’89.

2. Analyse de paires de germains (sib-païr) discordants

Cette technique analyse la fréquence allélique chez des paires de germains

comprenant un membre affecté et un membre non affecté. Dans ce type d’analyse,

lorsqu’un allèle est présent dans un seul des germains, il est considéré comme étant

relié au gène causant la maladie87.

3. Analyse de famille étendue

Cette analyse est similaire à l’analyse de sib-pair affectés sauf que le partage

excessif d’allèles est mesuré entre un individu affecté et un parent de second degré

affecté (oncles, tantes et cousins)87.

2.1.2 Études d’association

L’étude d’association est une méthode alternative de liaison génétique qui

compare la fréquence allélique entre des individus affectés et non affectés. Si un allèle

est retrouvé plus souvent chez des individus affectés que chez des individus sains, cet

allèle est en déséquilibre de liaison avec un allèle causant la maladie. Étant donné que

cette méthode utilise des individus non apparentés, il est plus facile de réunir un grand

nombre d’échantillons. Cette méthode se concentre souvent sur des gènes candidats

(voir section 2.2.1). En général, une étude cas/témoins possède un pouvoir statistique

plus grand qu’une étude de liaison génétique, mais a une plus grand tendance à donner

des résultats faux positifs90.
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2.2 Méthodologie

2.2.1 Approche par gènes candidats

L’approche par gènes candidats est une technique qui tient compte de

connaissances sur la fonction de la protéine codée par un gène. Un gène candidat est

habituellement impliqué dans les systèmes physiologiques ou biochimiques qui sont

défectueux dans la maladie. Ce gène est alors analysé pour détecter des différences

dans sa séquence d’ADN entre des individus affectés et non affectés. Ces différences

peuvent affecter ou non l’expression du gène. Une analyse de liaison génétique ou une

étude d’association peuvent être faites pour déterminer si certains polymorphismes dans

la séquence du gène sont liés avec la maladie.

Plusieurs gènes candidats ont été étudiés afin de tenter de démontrer un lien

avec hypertension essentielle. Une étude utilisant une population F2 ségrégationnelle

dérivée de rats S et R a indiqué la présence d’un RFLP dans le gène de la rénine qui

serait lié aux variations de la pression sanguine dues au sel88. Aussi, plusieurs allèles

ont été identifiés dans le locus contenant la 1 1 f3-hydroxylase stéroïde qui seraient liés à

la sensibilité au sel dans l’hypertension91. Certains allèles d’un locus contenant le gène

du récepteur à peptide natriurétique atrial (Gca) ont été reliés à la pression sanguine92.

L’approche de gènes candidats a aussi été utilisée pour démontrer un rôle pour le gène

de l’Œ-adducine dans l’hypertension essentielle93. La ségrégation du locus de ECA avec

la pression artérielle a été démontrée dans plusieurs croisements de rats94, et le lien

entre ECA et l’hypertension chez l’humain a été confirmé chez l’humain95. Une évidence

significative pour l’association entre le gène de l’angiotensinogène et l’hypertension a

aussi été montré96.

Les études de gènes candidats se limitent à des gènes connus. De plus, il y a

beaucoup de gènes candidats impliqués dans le contrôle de la pression artérielle, car il

s’agit d’un trait influencé par de nombreux facteurs. Il est donc difficile de départager

tous les candidats, et fastidieux de tous les étudier. Un autre aspect est à considérer

lorsque la co-ségrégation entre un gène et un phénotype d’hypertension est démontrée

il faut tenir compte des autres gènes candidats qui peuvent se retrouver tout près et être

responsables de l’effet observé sur la pression sanguine97.
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2.2.2 Criblage du génome entier

L’analyse du génome entier étudie la possibilité qu’un locus affectant un trait

quantitatif (QTL) soit proche d’un locus marqueur. Des marqueurs polymorphiques sont

analysés dans des populations affectées pour déterminer des polymorphismes qui

suivent le trait d’intérêt pendant la co-ségrégation. Par la suite, les fragments d’ADN

délimitées par ces marqueurs sont évalués pour la présence de gènes candidats. Cette

méthode a permis d’isoler des régions candidates sur plus d’une douzaine de régions

chromosomiques chez l’humain, à partir desquelles plusieurs gènes candidats

positionnels ont été isolés, comme le récepteur de Ang Il, le récepteur adrénergique fl,
le gène de la lipoprotéine lipase. Dans la majorité des cas, les régions isolées étaient

différentes dans chaque étude. En fait, les polymorphismes peuvent être associés à un

phénotype dans une population particulière et pas dans une autre, donc des différents

gènes pourraient prédisposer à l’hypertension selon la population90. L’aspect le plus

difficile est encore de déterminer la causalité d’un gène spécifique, et d’éliminer le rôle

des gènes voisins.

2.3 Modèles animaux génétiques pour l’hypertension

Il existe des modèles animaux développés spécialement pour représenter des

maladies humaines comme l’hypertension. Un modèle animal atteint d’hypertension est

moins complexe à utiliser. Contrairement à des sujets humains, une souche animale

peut être croisée de façon à ce que seulement les différences dans les gènes reliés à

l’hypertension soient étudiées. Aussi, les modèles animaux peuvent être analysés dans

un environnement contrôlé où plusieurs variables, comme la population et les conditions

environnementales, sont prédéterminées98.

2.3.1 Le rat

Malgré le fait que le rat est transporteur de dizaines de maladies et constitue une

peste, il contribue à la santé humaine en testant des médicaments et en nous aidant à

mieux comprendre la pathologie de maladies humaines. Le rat de laboratoire (Rattus
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notvegicus) est originaire d’Asie centrale et son succès à travers le monde est sans

contredit dû à sa relation avec l’homme99. Il s’agit d’une des premières espèces de

mammifère à être domestiquée pour la recherche scientifique, en 1828700. Les premières

études de génétiques avec le rat étudiaient la couleur de la fourrure comme trait à

transmission mendéliennn&°’.

Le génome du rat a été en grande partie séquencé, à l’aide de la souche Brown

Norway102. Aujourd’hui, une deuxième version de la séquence du génome du rat est

disponible (http://ncbi.nlm.nih.gov). Le génome du rat (2,75 Gb) est plus petit que celui

de l’humain (2,9 Gb) mais plus grand que celui de la souris (2,6 Gb). Les génomes du

rat, de la souris et de l’humain possèdent un nombre similaire de gènes. Presque tous

les gènes humains connus pour être associés à une maladie possèdent des orthologues

chez le rat, mais leur taux de substitution synonyme est très différent de celui des autres

gènes.

2.3.2 Souches consanguines pour l’hypertension

La majorité des souches de rats utilisées en recherche sont des souches

consanguines et il existe aujourd’hui plus de 230 souches consanguines de R.

norvegicus103. Une souche consanguine est développée par croisements sélectifs afin de

fixer un trait particulier, comme une maladie. On obtient ainsi une population

génétiquement homogène, où les allèles sont identiques à tous les loci. En plus de

l’hypertension, ces modèles génétiques sont utilisés pour des études sur le

comportement, l’auto-immunité, le cancer, les maladies dentaires, le diabète, les

désordres métaboliques, l’insuffisance rénale, la reproduction, les désordres

squelettiques, ainsi qu’en ophtalmologie, hématologie, neurobiologie et toxicologie104.

Afin de créer une souche consanguine pour l’hypertension, le processus débute

avec la sélection d’animaux hypertendus à partir de souches non consanguines. Ces

progéniteuts hypertendus sont croisés afin de produire la première génération (F1). Les

individus de la génération F1 sont sélectionnés et croisés entre frère et soeur, pour

donner la génération F2. Ce processus continue jusqu’à ce que tous les rats soient

hypertendus. Puis, les croisements frère-soeur se poursuivent afin d’obtenir une

homogénéité génétique complète. À chaque étape de croisement consanguin, le degré

d’homogénéité génétique augmente de 12,5%, et 20 générations (F20) sont nécessaires
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pour obtenir une souche totalement consanguine98. Le même processus est effectué

avec des souches normotendues, afin d’avoir une souche témoin. Il existe présentement

plusieurs souches consanguines majeures pour étudier l’hypertension (tableau li).

Chacune de ces souches provient de la sélection de progéniteurs selon leur pression

sanguine élevée (souches hypertendues) ou non (souches normotendues).

Tableau li Lignées de rats développées sélectivement pour l’étude de l’hypertension

Souche Abrév. Origine Référence
normotendue ou hypertendue

Genetically hypertensive GH Dunedin, Nouvelle- Smirk et Hall, 1 958105

Zélande
Dahi sait-sensitive S, DS, SS/Jr Brookhaven, USA DahI et al., 1962106107

Dahi sait-resistant R, DR, R/Jr

DOCA sait-sensitive SBH Jerusalem, Israêl Ben-Ishay et al., 1972105

(Sabra hypertensive)

DOCA sait-resistant SBN
(Sabra normotensive)

Lyon hypertensive LH Lyon, France Dupont et al., 1973109

Lyon normotensive LN
Lyon iow biood pressure LL
Spontaneous hypertensive rats SHR Kyoto, Japon Okamoto et Aoki,

1963110

Spontaneous hypertensive rats — SHRSP Kyoto, Japon Okamoto et al., 1974fh

stroke prone

Milan hypertensive MHS Milan, Italie Blanchi et al., j974l2

Milan normotensive MNS

Fawn-hooded hypertensive FHH Utrecht, Pays-bas Kuijpers et Gruys,
113

Fawn-hooded iow biood pressure FHL

inherited stress induced aderiai ISIAH Novosibirsk, Russie Markel, 1985114

hypertensive

Prague hypertensive PHR Prague, République Heller et al., 1993115

Prague normotensive PNR Tchèque
Tableau adapté de Rapp, J.P. . Abrév. : abréviation.

2.3.3 Les rats Dahi sait-sensitive (S) et salt-resistant (R)

Le rat DahI sait-sensitive a été développé comme modèle génétique pour

l’hypertension induite par une diète riche en sel106. Les rats S développent une

hypertension avec une diète à faible teneur en sel, mais cette hypertension est

exacerbée par une diète riche en sel. Lorsque ces rats sont nourris d’une diète très riche
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en sel (8% NaCI), ils meurent tous avant 8 semaines107’116. Simultanément, le rat DahI

sait-resistant a été développé comme contrôle normotendu. Ce rat ne développe pas

d’hypertension lorsqu’il est nourri d’une diète riche en sel.

La transplantation des teins du rat S au rat R mène à l’hypertension lorsque le rat

R transplanté est nourri d’une diète à haute teneur en sel. Tandis que la transplantation

des reins du rat R au rat S prévient le développement de l’hypertension. Ces

expériences ont démontré que le sel induit l’hypertension et qu’un défaut génétique du rat

S est exprimé dans les reins7. Ce défaut est impliqué dans la capacité d’excrétion du

sodium rénal, et ceci a été confirmé par une étude qui démontre une relation entre la

natriurèse et la pression à l’aide de reins perfusés de rats DahI S118.

Une augmentation systémique de la concentration de sel chez le rat R provoque

une diminution de la résistance périphérique des vaisseaux sanguins de 14%. Dans les

mêmes conditions, le rat S augmente sa résistance vasculaire de 9%h19• Le rat S

démontre des anormalités dans l’homéostasie du Na et du Ca2, dans la régulation de

l’ATPase NaK2° et des pertes de Ca2 rénal121. Il possède aussi une prédisposition à

développer une insuffisance rénale progressive122. Les anormalités au niveau du rein

comprennent une expansion mésangiale et au niveau tubulaire, une atrophie

accompagnée d’une perte cellulaire par apoptose123’124. De petites artères et artérioles

proéminentes apparaissent au niveau des reins. Une augmentation de l’épaisseur des

artères interlobaires et les artérioles préglomérulaires. Des analyses ont démontré un

remodelage vasculaire chez les rats S, et une prolifération des cellules musculaires lisses

vasculaires 122

2.3.4 Souches normotendues

Il est toujours préférable de varier les souches normotendues utilisées lors

d’études génétiques sur l’hypertension utilisant des rats. En effet, il existe d’autres

souches de rats considérées comme normotendues, à part les souches contrastantes

développées simultanément aux souches hypertendues. Ces souches ne démontrent

pas de pression sanguine élevée, et sont aussi utilisées dans les études sur la pression

artérielle: Lewis (LEW), Brown-Noiway (BN) et Wistar-Kyoto (WKY). L’utilisation de ces

souches permet un meilleur suivi des allèles transmis, car il existe un plus grand taux de

polymorphisme entre deux souches non apparentées. Par exemple, pour le rat DahI sait

sensitive, le taux de polymorphisme pour les marqueurs le différenciant du rat DahI sait-
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resistant est de 29%. Ce taux grimpe à 67% avec WKY, 50% avec LEW et 40% avec

MNS125. De plus, l’utilisation de différentes souches permet d’étudier la contribution de

différents allèles d’un QTL sur la pression sanguine.
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Chapitre 3 - Isolation d’un QTL

Un QTL pour la pression sanguine est essentiellement une région

chromosomique où siège probablement un ou plusieurs gènes responsables d’une

différence dans la pression sanguine au repos, entre deux souches ou deux populations

contrastantes. Il est représenté comme une région d’un chromosome jusqu’à ce qu’il soit

identifié, lorsqu’on découvre le gène responsable de son effet. Afin d’identifier un QTL

pour la pression sanguine, une stratégie globale est utilisée126.

Lors des études de liaison génétique effectuées chez le rat, certains résultats

peuvent être des faux positifs127’128. Afin de prouver qu’une région chromosomique

contient véritablement un QTL, un test génétique plus définitif et stricte est requis. Le

test génétique de choix pour l’analyse de QIL pour la pression sanguine est l’utilisation

de lignées congéniques127’129.

Voici les étapes suivies dans notre approche pour isoler des gènes ayant un rôle

dans le contrôle de la pression artérielle chez le rat. Cette stratégie génomique permet

d’isoler des gènes n’ayant jamais été reliés à cette fonction.

(1) Analyse de liaison génétique permettant d’associer une région chromosomique à la

pression artérielle. Cette région contient donc un QTL pour la pression artérielle.

(2) Confirmation de la présence du QTL dans cette région chromosomique à l’aide de

lignées congéniques.

(3) Cartographie de la région et réduction à 1-2 cM, en utilisant des sous-souches

congéniques constituées de substitutions chromosomiques de plus en plus petites.

(4) Identification par clonage traditionnel ou informatique des gènes qui siègent dans la

région candidate.

(5) Identification par séquençage ou études d’expression de gènes candidats.
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3.1 Criblage du génome

La principale stratégie chez le rat pour la recherche de gènes impliqués dans le

développement de l’hypertension est l’identification de QTLs pour la pression artérielle à

l’aide d’un criblage complet du génome’5. La population est construite en croisant deux

lignées au phénotype contrastant, comme une lignée hypertendue et une lignée

normotendue, pour produire une génération F1. Tous les individus de cette génération

sont identiques, ayant hérité de 50% du génome de chacun de leurs parents. Ensuite,

des individus de la F, sont croisés entre eux pour produire la génération F2. Chez les

individus de cette génération, le génome et le phénotype ont ségrégué et ils sont idéaux

pour l’analyse de liaison génétique’30. Le logiciel MAPMAKER est utilisé pour construire

une carte génétique, ensuite pour identifier lequel des marqueurs utilisés démontre une

coségrégation avec le trait et comparer avec les marqueurs adjacents. Des seuils

statistiques ont été développés pour la cartographie de loci impliqués dans des traits

complexes, pour des études impliquant des sujets humains ou des modèles animaux’31.

Ces seuils sont dépendants du mode d’héritabilité du trait, de la fréquence de

recombinaison et de la méthode de cartographie. Cette partie du travail était déjà

accomplie lors de mon arrivée au laboratoire, je n’ai donc pas participé au criblage du

génome fait sur un croisement S x LEW’32.

3.2 Lignées congéniques

Une lignée congénique est une souche où une petite portion d’un chromosome

d’une souche récipiente a été sélectivement remplacée par une portion homologue du

même chromosome d’une souche donatrice (figure 4). Afin de construire une lignée

congénique pour étudier l’hypertension, on croise deux souches avec un phénotype

contrastant: une souche normotendue (donneuse) et une souche hypertendue

(récipiente). Ceci produit une première génération F,. Les individus F, sont identiques,

ils ont hérité de 50% de matériel génétique de chacun de leurs parents. Par la suite, on

effectue des croisements retour avec la souche récipiente. Selon la loi de Mendel, entre

8 et 10 croisements retour sont nécessaires pour que les allèles du génome donneur

représentent moins de 1% du génome du congénique et ceux du génome récipient, plus

de 99%. L’arrière-plan génétique est donc identique à la souche récipiente, sauf pour
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une région chromosomique précise provenant de la souche donneuse. Cette région est

donc fixée dans un état homozygote avec les allèles de la souche donneuse. Plusieurs

lignées congéniques ont été construites de cette façon15.

Il faut compter de 3 à 4 ans en utilisant la stratégie traditionnelle pour produire

une lignée congéniqu&33. Ce temps est réduit en employant la stratégie rapide de

construction de congéniques, qui utilise des marqueurs polymorphiques distribués à

travers le génome134135. À chaque croisement, on sélectionne le meilleur mâle,

possédant le moins d’allèles provenant de la souche donneuse, ce qui permet de réduire

considérablement le temps nécessaire à uniformiser l’arrière-plan. Il a été calculé qu’à

partir du troisième croisement retour avec la souche récipiente, la contamination par la

souche donneuse est de moins de 1% si à chaque génération, 60 marqueurs espacés

d’environ 25 cM sont utilisés pour analyser 16 mâles. À chaque génération, les rats sont

génotypés à l’aide de loci marqueurs afin d’évaluer l’allèle parental hérité. Cette

technique permet de réduire le temps moyen pour produire une lignée congénique à 15 à

18 mois.

Les lignées congéniques originales couvrent le plus souvent de grandes régions,

afin d’être certain que tout le QTL est transmis. Par la suite, des souches porteuses de

plus petites régions chromosomiques sont développées à partir des plus grandes, afin de

réduire la région candidate du QTL. Ces souches sont développées en croisant une

souche établie avec la souche récipiente, pour produire une population hétérozygote.

Ensuite, des croisements frère-soeur permettent de rechercher des recombinaisons dans

la région candidate. Les événements de recombinaison se produisant pendant la méiose

permettent de sélectionner des rats avec de plus petites régions provenant de la souche

donneuse. Les recombinaisons sont détectées par génotypage à l’aide de marqueurs

polymorphiques très rapprochés136. Une grande densité de marqueurs polymorphique

est essentielle à une cartographie précise de la région couverte par une lignée

congénique. Plus cette région est petite, plus la carte doit être dense.

La plus petite région de QTL identifiable à l’aide de lignées congéniques est de 1

à 2 cM, puisque la possibilité de recombinaison entre deux marqueurs très rapprochés

est faible15. Une fois que la région du QTL est réduite à 1-2 cM, des gènes candidats

sont sélectionnés et clonés. Plusieurs études ont localisé des QTLs pour la pression
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artérielle et réduit la région candidate à environ 1-2 cM grâce à des lignées
congéniques137139

RatL

II]]]]]LI]II]LI]]]]]]]IU F

1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X Y

-.0.- F1xS

LILW]LI]WLF!W]itlWLIU CRi

.jj. Croisements retour avec S

WWWWWWWWWWWWWWWWW]WWUU CR5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X Y

—O.- CR5xCR5

WWWWWWWWWWWWWWWWW!WWUU
1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 XY

WWWWWWWWWWWWWWWWWNWWUU
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X Y

Sous-souches
1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X Y

wwwwwwwwwwwwwwwwwwww1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X Y

Figure 4 Construction d’une lignée congénique
Les deux souches parentales sont S et LEW. De nombreux croisements retour sont effectués
avec la souche parentale S afin d’obtenir des lignées congéniques où seule une région
déterminée provient de la souche LEW tandis que l’arrière-plan génétique provient de la souche
S. Pour chaque génération, tous les chromosomes d’un rat type sont représentés.
S = DahI saIt-sensitive, LEW = Lewis, CR croisement retour.

n
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est faible15. Une fois que la région du QTL est réduite à 1-2 cM, des gènes candidats

sont sélectionnés et clonés. Plusieurs études ont localisé des QTLs pour la pression

artérielle et réduit la région candidate grâce à des lignées congéniques140’43.

Un aspect intéressant des lignées congéniques est la possibilité d’étudier des

souches qui sont hétérozygotes au niveau de la région d’intérêt. Prenons l’exemple

d’une lignée congénique qui contient un QTL et qui démontre une pression artérielle plus

basse que celle de la souche témoin S. Afin de créer une lignée congénique identique à

cette dernière, sauf avec une région d’intérêt hétérozygote, on croise la lignée

congénique originale avec la souche témoin S. Si la pression artérielle de la lignée

congénique hétérozygote se situe entre celle de la lignée congénique originale et celle de

la souche témoin, cela indique que le niveau d’expression du gène est modifié par la

substitution d’allèle. Si la pression artérielle est égale à celle de la lignée congénique

originale ou égale à celle de la lignée témoin, cela signifie que la séquence codante du

QTL a un effet sur la pression artérielle.

3.2.1 Marqueurs microsatellites

li est important de délimiter avec précision les paramètres d’une lignée

congénique. Afin de cartographier de façon précise chacune des souches, on utilise des

marqueurs microsatellites. Les marqueurs microsatellites utilisés sont des séquences de

deux à cinq nucléotides répétés. Ces répétitions sont distribuées à travers le génome,

environ tous les 20 kb chez le rat15. Plusieurs microsatellites sont répertoriés dans des

bases de données disponibles sur Internet (tableau III), mais il est possible de créer des

marqueurs microsatellites en recherchant des répétitions dans le génome séquencé du

rat.

Tableau III Bases de données de marqueurs microsatellites disponibles sur Internet

Organisation Site Internet

Otsuka GEN Research Institute http://ratmap.hgc.jp/Marker_search html

The Whitehead Institute for Biomedical http://www.broad.mit.edu/raUpublic/
Research/MIT Conter for Genome Research
Welcome Trust Centre for Human Genetics http://www.weII.ox.ac.uklrat_mapping_resources/

Rat Genome Database RatMap http://ratmap.org/ResultSearchLocus.htm?citno666v

National Institute of Arthritis and http://www.niams.nih .gov/rtbc/ratgbase/

Musculoskeletal and Skin Diseases
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3.3 Cartographier un chromosome

3.3.1 Carte génétique

La première carte génétique d’un chromosome a été élaborée en 1911, dans le

laboratoire de T.H. Morgan, à j’aide de la drosophile. Un chromosome était représenté

par une ligne droite, et chacun des gènes était situé à un point particulier, un « locus »,

sur la ligne. Cette structure suggérait qu’un chromosome est un arrangement linéaire de

gènes, et aucune étude ne l’a contredit depuis. Nous savons aujourd’hui que cette ligne

représente la structure linéaire de l’ADN, et que les gènes sont bel et bien distribués le

long de sa séquence.

À la base, une carte génétique constitue une façon d’estimer la distance

génétique entre deux éléments. Cette distance est basée sur l’incidence de

recombinaison entre deux chromosomes d’une même paire. Les unités de cette carte

sont les centiMorgan (cM), en l’honneur de T.H. Morgan. La distance sur la carte est

égale à la fréquence de recombinaison. Par exemple, une distance de 18 cM entre deux

éléments signifie qu’il y a 18% de chances qu’une recombinaison se produise pendant la

méiose entre ces deux éléments. Cette méthode devient moins précise lorsque la

distance est grande (>25 cM), car il est alors difficile de tenir compte des multiples

échanges qui peuvent survenir (doubles recombinaisons)144.

Sur un chromosome, des recombinaisons se produisent plus fréquemment dans

certaines régions, donc les distances à cet endroit sur la carte génétique ne

correspondent pas exactement à la distance physique le long du chromosome. En effet,

les recombinaisons sont moins fréquentes lorsqu’on s’approche des extrémités du

chromosome et près du centromère, ces régions sont donc condensées sur la carte

génétique. D’autres régions, où les recombinaisons se produisent plus fréquemment,

sont étendues. Une carte de recombinaison révèle l’ordre des gènes le long d’un

chromosome, mais ne donne pas avec exactitude la distance physique entre eux1.

3.3.2 Carte d’hybride de radiation

La technique de panneaux somatiques d’hybrides de radiation utilise des cellules

somatiques de rats, qui sont irradiées par des rayons X et fusionnées à des cellules
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somatiques de hamster. Une lignée de cellules d’hybrides de radiation est établie pat

l’intégration des fragments chromosomiques du rat aux chromosomes du hamster. Cette

carte est basée sur l’estimation que la probabilité d’une brisure chromosomique causée

par un rayon X entre deux marqueurs est directement proportionnelle à la distance

séparant ces marqueurs sur l’ADN. Donc, plus la distance entre deux loci est élevée,

moins il y a de chance que ces deux loci soient retenus dans la même lignée d’hybrides

de radiation. Une carte peut être construite à partir des résultats de présence ou

d’absence de marqueurs ou de gènes obtenus par PCR sur les panneaux somatiques

d’hybrides de radiation145. Plusieurs sites Internet publient des versions différentes de

cartes génétiques obtenues par les panneaux somatiques d’hybrides de radiation. Les

cartes publiées varient par les marqueurs qui y sont placés et les distances qui les

séparent, les distances étant exprimées en centirad (cR). Cette technique n’est presque

plus utilisée aujourd’hui, car nous disposons d’information plus précise avec la séquence

du génome du rat.

3.3.3 Carte physique

La publication de la séquence du génome du rat a permis d’améliorer la précision

de la cartographie en donnant la possibilité d’évaluer la distance physique entre les

gènes et entre les divers marqueurs génétiques. Lors du séquençage du génome du rat,

les fragments du casse-tête ont été assemblés un à côté de l’autre146. Ces fragments

d’ADN sont appelés «supercontigs » et mesurent pour l’instant de 100 kb à 15 Mb

environ. À chaque nouvelle version de l’assemblage du génome, certains supercontigs

sont fusionnés et le nombre de fragments formant un chromosome diminue. Certains

gènes prédits disparaissent, d’autres sont confirmés. À l’aide des supercontigs, on

construit une carte physique, et chacun des gènes et marqueurs peuvent être placés sur

cette carte. Étant donné qu’il s’agit de distances physiques, nous avons une

représentation plus réelle et tangible de la région représentée par une lignée congénique

et des gènes qu’elle contient. Les marqueurs microsatellites sont placés de façon très

précise, en alignant leur séquence avec celle du contig à l’aide du logiciel blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Cependant, certaines séquences ne peuvent être

placées de cette façon, car la séquence du génome correspondante n’est pas encore

assemblée.
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3.3.4 Carte cytogénétique

Une carte cytogénétique est basée sur différents patrons de bandes des

chromosomes observés avec un microscope suite à un traitement avec divers colorants.

À l’aide de ces bandes, il est possible d’identifier des chromosomes spécifiques d’une

cellule ou d’analyser ses chromosomes pour des anormalies structurales147. Il est aussi

possible de localiser un gène qui a été cloné à l’aide d’hybridation in situ.

3.3.5 Corrélation entre les cartes

Afin de confirmer la position des éléments le long d’un chromosome, une

corrélation est faite entre les divers types de cartes. Lorsqu’un marqueur positionné sur

une carte génétique est aussi localisé sur la carte physique, il peut servir de repère et

d’ancrage entre les deux cartes. Les distances physiques ne corrèlent pas directement

avec les distances de la carte génétique parce que les fréquences de recombinaison ne

sont pas nécessairement proportionnelles aux distances moléculaires. Tout de même,

les deux distances sont souvent corrélées suffisamment dans les régions d’euchromatine

pour permettre une représentation plus fiable du chromosome. Chez les humains, 1 cM

équivaut en moyenne à 1 Mb de séquence d’ADN.

La cartographie d’un chromosome permet de déterminer la position des

marqueurs microsatellites sur les chromosomes, et la distance entre eux. Toutes ces

cartes peuvent être visualisées à l’aide du logiciel MapViewer

(http://www.ncbi.nih.gov/mapview), qui permet de voir et de corréler plusieurs cartes,

plusieurs éléments et plusieurs organismes simultanément. Par contre, ces cartes ne

contiennent pas tous les marqueurs microsatellites qui existent.

3.3.6 Carte d’homologie

Dans la recherche scientifique utilisant des modèles animaux, l’objectif final est

souvent de transférer les informations acquises à l’homme. Un aspect intéressant du

séquençage du génome humain, de la souris et du rat est qu’il nous permet d’évaluer

l’homologie entre ces espèces. Cette homologie nous permet de prédire la présence et

la fonction de certains gènes. À travers l’évolution, de grands fragments d’ADN ont été

conservés et transmis, et ceci explique l’homologie entre les espèces pour des régions

particulières d’un chromosome.



3$

Lorsqu’une région intéressante est localisée dans le génome du rat, on recherche

la région homologue chez l’humain. Cette information nous permet de mieux évaluer les

gènes retrouvés dans notre région candidate chez le rat, car le séquençage et

l’identification des gènes sont plus avancés chez l’humain. Étant donné la grande

homologie entre les deux espèces, il y a beaucoup de chances pour qu’un gène isolé

chez le rat se retrouve chez l’humain. Évidemment, un gène qui a un effet sur la

pression artérielle chez le rat n’a pas nécessairement le même rôle chez l’humain.

3.4 Étude de gènes candidats

À l’aide de la mesure de la pression artérielle de sous-souches congéniques avec

des régions substituées de plus en plus petites, la région d’un QTL est graduellement

réduite. Lorsque la région d’un QTL mesure environ 1 à 2 cM, plusieurs options sont

envisageables afin de l’étudier plus en profondeur.

Premièrement, on peut tenter de trouver un variant dans un gène candidat. Ceci

peut se faire en séquençant chacun des gènes situés dans la région du QTL, afin de

détecter des différences dans la séquence codante de la lignée congénique positive par

rapport à la souche témoin. Une modification dans la séquence codante peut impliquer

une modification de la taille ou de la conformation de la protéine. Cependant, un variant

non codant peut aussi être responsable d’un changement d’expression dans le gène,

comme par exemple une mutation dans le promoteur ou dans un élément contrôlant

celui-ci.

Une autre façon de trouver des variants est de rechercher les SNPs (single

nucleotide polymorphism) connus dans cette séquence et les génotyper chez la lignée

congénique et la souche témoin. À travers tout le génome, un SNP se produit à chaque

1000 pb d’ADN. Pour chaque SNP, il y a deux allèles, ce qui est idéal pour une analyse

à grande échelle. Ils peuvent coder pour un changement d’acide aminé (conservé ou

non) ou se trouver dans une région non codante régulatrice de l’expression de gènes. li

a été observé que ce sont souvent les mêmes blocs d’ADN qui sont transmis lors des

événements de recombinaison. Ces blocs d’ADN, appelés haploblocs, contiennent

plusieurs SNPs qui sont transmis ensemble. Ainsi, en génotypant un seul SNP par
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haplobloc, on obtient l’information de tout l’haplobloc. Une carte des haploblocs est

présentement en construction chez l’humain. Ceci promet de simplifier le génotypage

des SNPs. Pour l’instant, des bases de données de SNPs sont disponibles pour le rat, et

plus de 40 000 SNPs sont répertoriés jusqu’à maintenant, dont 1300 sur le chromosome

18 par exemple (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrezlquery.fcgi?db=snp&cmd=limits).

Lorsqu’un variant est trouvé dans un gène candidat, il faut déterminer son rôle

dans la régulation de la pression artérielle de la souche hypertendue originale S. Il a été

observé que les variants régulatoires non codants sont plus fréquemment responsables

de traits complexes que les variants dans la séquence codante148’149. Toutefois, il est

plus difficile d’interpréter les conséquences de variants dans une région non codante. La

relation entre le promoteur, les variations dans les séquences inter-gènes, le niveau

d’expression des gènes et le phénotype d’un trait sont moins bien compris que la relation

entre la séquence codante de l’ADN et la fonction de la protéine. Les variations dans la

séquence non codante sont plus subtiles à détecter, et pourraient être responsables de

multitudes de petits changements d’expression de gènes à travers le génome qui, au

bout du compte, crée une importante variation dans la pression sanguine.

Deuxièmement, on peut étudier l’expression des gènes contenus dans la région

du QTL à l’aide de buvardage Northern, de PCR en temps réel ou encore de micropuces

d’ADN. Toutefois, l’expression d’un gène ne donne pas d’information sur le niveau

d’expression de la protéine. L’immunobuvardage Northern permet de quantifier la

présence d’ARNm transcrit par un gène. Le PCR en temps réel détecte aussi la

présence d’ARNm, mais permet de détecter des niveaux d’expression plus faibles. Ces

deux techniques impliquent la production d’une sonde qui doit être très spécifique à

l’ARNm qu’on veut détecter. Les micropuces d’ADN permettent de détecter des gènes

candidats dans une très grande région couverte par une lignée congénique. Le principal

désavantage de cette technologie est qu’elle donne un grand nombre de faux positifs et

de faux négatifs150’151. Les différents outils d’analyse statistique disponibles affectent

l’interprétation des résultats et la détermination de leur significativité. Le fait de combiner

les micropuces d’ADN aux lignées congénique permet de diminuer considérablement la

liste de gènes candidats obtenue par cette technique, car uniquement les gènes se

retrouvant dans la lignée seront considérés152.
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Troisièmement, la production de rats transgéniques, où le gène candidat de la

lignée congénique est inséré dans le génome de la souche témoin, constitue une

technique intéressante. Étant donné le manque de lignées de cellules souches

embryonaires pour effectuer des expériences de knock-in chez le rat, les rats

transgéniques sont une approche très intéressante pour étudier la causalité de gènes

candidats pour des maladies du système cardiovasculaire. Des rats transgéniques ont

été créés en utilisant des souches consanguines comme la souche S153. Lorsqu’on veut

tester un gène candidat possédant des mutations affectant la fonction du gène, on utilise

un BAC contenant ce gène pour créer les rats transgéniques154. Les limitations des

transgéniques incluent le fait que le transgène s’intègre au hasard dans le génome et

possiblement en plus d’une copie. Pour réduire ces limites, il est possible de créer de

multiples lignées transgéniques afin de démontrer que les résultats sont indépendants du

site d’intégration. Un aspect intéressant de cette approche est que l’expression du

transgène peut être spécifique à un tissu ou à un organe. Il est aussi possible d’utiliser

un transgène antisens et ainsi réprimer l’expression d’un gène. Ceci a été fait par une

équipe qui a réussi à inhiber le système rénine-angiotensine dans le cerveau de rats

transgéniques à l’aide d’un transgène antisens155.
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Chapitre 4 - Le chromosome 18 du rat et
l’hypertension

4.1 Études chez le rat

Le chromosome 18 du rat est constitué d’environ 87 millions de pb, et de plus de

560 gènes, dont seulement 83 sont connus aujourd’hui. La plupart de ces gènes sont

seulement prédits, et sont le plus souvent similaires à des gènes humains ou mutins. Le

chromosome 18 du rat est homologue à une partie des chromosomes 2, 5 et 18 de

l’humain.

Ce chromosome a été associé à plusieurs reprises à la pression sanguine chez le

rat, les QTLs isolés chez le rat sont résumés dans la figure 5. Une étude utilisant une

population F2, formée d’un croisement entre le rat SHR et le rat spontanément diabétique

mais normotendu BBIOK, a associé trois QTLs sur le chromosome 18 à la pression

sanguine156. Le groupe de Michael R. Garrett a effectué un criblage complet du génome

en utilisant un croisement S x LEW. Cette étude a présenté des QTLs sur les

chromosomes 1,2,3,5,7,8,10,16,17 etl8. Le QTL sur le chromosome 18 (figure 6) suit un

modèle additif et le LOD score maximum atteint 2,4 autour du marqueur Dl8Mit4. Ceci

suggère un lien entre le chromosome 18 et la pression sanguine.

Une autre étude a présenté une carte génomique comparative pour des loci

candidats pour l’hypertension, basée sur la traduction de QTLs du rat à l’humain. Ils ont

produit de multiples populations F2 à partir de souches hypertendues et normotendues.

Avec le croisement S x BN et GH x BN, un QTL a été détecté sur le chromosome 18

dans la région Dl8Mgh4-D18Mgh2157. Un aspect intéressant est qu’un QTL a été trouvé

dans cette même région chez la souris158.

Finalement, une étude a examiné l’influence de la diète et de la génétique sur

l’hypertension et les maladies rénales chez le rat S et chez une souche consomique159 où

le chromosome 18 du rat BN est transposé dans l’arrière-plan génétique du rat 5160• Les

rats sont maintenus sur une diète purifiée, et à partir de 9 semaines cette diète est à

haute teneur en sel (NaCI 4%). La substitution du chromosome 18 du rat S par celui du
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rat BN mène à une réduction de la pression artérielle moyenne lorsque comparée au rat

parental S. De plus, comme indicateur de maladie rénale, le taux d’excrétion de protéine

et d’albumine urinaire est réduit chez ce consomique. Ces résultats indiquent que des

gènes important pour l’hypertension sensible au sel et la maladie rénale sont localisés

sur le chromosome 18 du rat S.
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Carte génétique
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SHRxBB/OK SxBN SxLEW

cM GHxBN
Dl8Ratl
Dl8Uia6
D lSMgh4
Dl8Mit9

Dl8Rat45
D lSRat5
Dl8Rat42

12
Dl8Rat49 —

Dl8Mgh3

Dl8Ratl4
Dl8Rat43

8

Dl8Mit8 —

Dl8Mgh2

Dl8Rat6l —

DlSRatSS —

Dl8Rat92 —

Dl8Chm57
D 18Rat34
D l8Mco6
Dlschm5ô
D 18chm52
Dl8Chm5O —

Dl8Ratl 16
Dl8Chm4S
D18chm47
TILP
Dl8Mco3
Dl8Rat22
Dl8Rat35 -

—

Dl8Rat96
D lschm44
Dlschm43
Dlschm4l
Dl8Mgh9
DiBRatiOl
Dl8Mit4
Dlschm4
Dl8chm3
Dl8Rat67 —

DlSMitl4
D 18Rat27
D l8Chm7
Dl8Chm6 12
Dl8Rat75 —

DlSRat29 —

DlSChm29
DlSWox7

Dl8Mitl —
—

Dl SRat62
DlSChml2
D l8Rat3O

Dlschm3l —

Figure 5 Représentation des QTLs pour la pression artérielle isolés sur le chromosome 18 du rat
Régions de QTL localisés à l’aide d’analyses de liaison génétique132156161.
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Figure 6 Représentation du LOD score obtenu pour la pression sanguine sur le chromosome 18.
La ligne pointillée verticale représente le seuil de liaison significative1 2

4.2 Études chez l’humain

Plusieurs études faites chez l’humain démontrent la présence d’un QTL relié à la

pression sanguine dans la région lBq. Cette région est homologue à une région du

chromosome 18 du rat. La première étude démontrait un lien avec le syndrome

d’hypotension orthostatique familial’62, puis cette région a été liée au changement de la

pression systolique avec la position chez des hypertendus163, au contrôle de la pression

systolique164, finalement à l’hypertension essentielle dans une population d’islande165 et

dans une population d’Australie’66. Le chromosome 18 du rat est homologue à une

région du chromosome 5 humain qui a été relié au contrôle de la pression artérielle par

des études de liaison génétique167168.

Toutes ces études tendent à démontrer qu’il existe un lien entre le chromosome

18 et la pression sanguine. Aucune lignée congénique n’a encore été construite pour

couvrir ces régions candidates sur le chromosome 18 du rat.



Projet de recherche
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L’objectif général de cette étude est de déterminer si le chromosome 18 du rat

Dahi sait-sensitive (S) contient un locus pour trait quantitatif (QTL) pour la pression

artérielle. Au départ, le QTL est localisé dans une région chromosomique approximative

établie par analyse de liaison génétique. La construction de lignées congéniques permet

ensuite de réduite cette région candidate et de la cartographier plus précisément.

Le chromosome 18 du rat a déjà été liée à la pression artérielle par plusieurs

études132”56’169. De plus, un effet sur la pression artérielle a été détecté chez une lignée

de rats consomiques pour le chromosome 18170. Cependant, aucune publication ne fait

état de lignées congéniques avec ce chromosome.

Afin de construire les lignées congéniques, nous utilisons la souche S

(hypertendue) et la souche Lewis (LEW), normotendue. À l’aide d’une carte de

marqueurs polymorphiques sur le chromosome 18, mon objectif fut de construire des

lignées congéniques possédant un arrière-plan génétique provenant du rat S, et un

fragment chromosomique du chromosome 78 provenant du rat LEW. Si la lignée

congénique a une pression artérielle significativement plus basse que celle du rat S, la

région couverte par la lignée congénique contient un QTL pour la pression artérielle.

L’approche des lignées congéniques permet éventuellement de réduire la région

candidate à une grandeur d’environ 1 à 2 cM. Lorsque la région est réduite, il est

possible d’effectuer des études moléculaires des gènes candidats.

L’identification d’un QTL pour la pression artérielle chez le rat permet de mieux

comprendre l’hypertension chez l’humain. La plupart des gènes responsables de

maladies humaines possèdent un orthologue chez le rat171. De plus, le rat constitue un

modèle idéal afin d’étudier les bases génétiques de pathologies humaines complexes

comme l’hypertension. L’objectif de notre recherche est de tenter d’approfondir les

connaissances que nous avons sur l’hypertension, afin de développer des traitements

mieux ciblés pour les patients souffrant de cette maladie.



Méthodes
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Chapitre 5 - Lignées congéniques et pression

artériejle

5.1 Modèle animal

La souche de rat SS/Jr utilisée pour créer des lignées congéniques provient de

J.P. Rapp et est désignée ici S. La souche LEW/CrIBR, désignée LEW, a été acquise de

Charles Rivers (LaSalle, Canada). Afin de s’assurer que la souche S demeure identique

à la souche d’origine, un contrôle de qualité stricte et rigoureux est fait: 87 marqueurs

séparés à peu près également à travers le génome du rat sont testés. Chaque

échantillon d’ADN pour chaque rat S testé est comparé à l’ADN standard S utilisé

originalement. Aussi, tous les rats ont un étiquette dans la peau du cou et dans l’oreille

afin de faciliter leur identification et réduire les erreurs de manipulation172. Les protocoles

pour la manipulation et la maintenance d’animaux ont été approuvés par notre comité

institutionnel pour les animaux. Toutes les procédures pour les expériences suivent les

lignes directrices des régulations locales, provinciales et fédérales.

Le rat S développe une hypertension modérée sur une diète faible en sel (0,2%

NaCI) et une hypertension sévère (>220 mmHg systolique) lorsque nourris d’une diète

riche en sel (8% NaCI). Le rat LEW est normotendu et très résistant à l’hypertension

induite par le sel, ce qui en fait un contraste intéressant au rat S. La pression artérielle

moyenne (MAP) de la souche S est de 167±4 mmHg et de 96±3 mmHg pour la souche

LEW (figure 7). On peut remarquer sur cette figure la variation diurne de la pression

artérielle.

5.2 Marqueurs microsatellites

À l’aide de marqueurs distribués tout au long des chromosomes, il est possible de

déterminer quel allèle a été hérité à quel endroit du génome pour chacun des rats de

chaque génération de la construction d’une lignée congénique. Afin de délimiter les
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lignées congéniques du chromosome 18, plusieurs marqueurs ont été utilisés. Les

marqueurs sont nommés par la lettre D, suivi du numéro du chromosome, suivi des trois

250 -

200 - s
(n=19)

E
E 150

Z LEW100
HWi- (n=8)

50 I I I I I I I I I I I I I I I I I I
C 24 48 72 96 120 144

Temps (heures)

Figure 7 Pression artérielle moyenne (MAP) des souches S (Dahi sait-sensitive) et LEW (Lewis).

premières lettres du consensus qui les a créés, puis d’un numéro pour l’identifier. La

plupart des marqueurs que nous utilisons sont disponibles sur Internet et sont anonymes

(tableau III). Lorsque aucun marqueurs polymorphiques n’a été fait dans une région

d’intérêt, nous en conservons. Pour le chromosome 18, ces marqueurs sont nommés

Dl8Chm)O( (Centre Hospitalier de l’Université de Montréal).

Les amorces pour amplifier les marqueurs microsatellites faits au laboratoire sont

créées en utilisant le logiciel Pnmer3 Output (http://frodo.wi.mit.edu/cgi,bin/primer3). Ce

logiciel détermine les meilleures oligonucléotides à utiliser pour amplifier un fragment

d’ADN d’intérêt. La taille d’un marqueur doit être la plus petite possible (maximum 250

pb) afin de pouvoir distinguer facilement une différence de seulement quelques paires de

bases entre deux souches, et permettre de réduire le temps de migration. Les amorces

sont testées sur des ADNs témoins par amplification PCR. Ensuite, la réaction PCR est

migrée par électrophorèse sur un gel d’agarose 4% afin de bien séparer les fragments

d’ADN obtenus. Le gel est coloré avec du bromure d’éthidium pour voir les bandes

d’ADN sur la lampe UV.
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L’ADN de chaque rat est extrait à partir d’une biopsie de la pointe de la queue en

utilisant un Qiagen Genome kit® (Missisauga, Ontario, Canada). Ensuite, chaque

échantillon d’ADN est testé pour les marqueurs microsatellites appropriés, pat

amplification PCR. Les cycles PCR utilisés sont: 95°C pour 5 mm; 30 cycles de 1) 94°C

pour 40 sec, 2) 50°155°160°C pour 40 sec, 3) 72°C pour 1,5 mm; 72°C pour 5 min. La

figure 8 montre une réaction PCR effectuée pour le marqueur Dl8Rat29. Chacun des

puits 1 à 7 représente un rat à tester, tandis que les puits 8 et 9 représentent

respectivement les témoins S et LEW. On peut observer que certains rats sont

homozygotes SS ou LL et d’autres hétérozygotes SL.

. mit .. -

*

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 8 Marqueur microsatellite amplifié par PCR sur plusieurs échantillons d’ADN.
Les puits 8 et 9 représentent les témoins S et LEW respectivement. Il est possible de déterminer
quel allèle a été hérité chez les rats testés (puits 1 à 7).

5.3 Lignées congéniques sur le Chromosome 18

Les deux lignées S et LEW sont croisées ensemble afin de construire des

congéniques pour le chromosome 18. Le rat S constitue la souche récipiente et le rat

LEW la souche donneuse. Chacune des lignées congéniques possède un arrière-plan

génétique S (hypertendu) et une portion du chromosome 18 LEW (normotendu). La

génération F1, formée d’un croisement S x LEW, est croisée avec la souche parentale S,

il s’agit d’un croisement retour (CR1). Les rats de la génération CRi sont génotypés

pour 87 marqueurs séparés à peu près également à travers le génome du rat de 18 cM

en moyenne (Tableau IV). Le choix de marqueurs peut parfois varier dépendamment de

la région chromosomique où on veut développer le congénique. Le rat CR1 qui est

hétérozygote SL pour une région du chromosome 18, mais qui possède un maximum

d’homozygocité SS pour le reste du génome, est sélectionné et désigné comme le

progéniteur idéal CR2. Ainsi de suite, jusqu’à CR5. À ce point, seulement les marqueurs
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délimitant la région d’intérêt du chromosome 18 sont hétérozygotes SL, et les marqueurs

pour le reste du génome incluant ceux qui bordent la région d’intérêt, sont homozygotes

SS. Afin de construire une lignée congénique LEW x S, la même méthode est utilisée,

sauf que la souche récipiente est LEW et la souche donneuse est S. Cette lignée

congénique possède un arrière-plan génétique LEW et une portion du chromosome 18 S.

Tableau IV Marqueurs utilisés pour construire des lignées congéniques S x LEW

Chromosome Marqueurs testés

1 DlWox25, DlRat3O4, DlMco27, Sa, DlUial2, DlArb33, DlRatl9
2 Camk2d, Gca, D2Rat3O2, Cpb, D2Ratl99, D2Uia5
3 D3RatlO7, D3Ratl7, D3Rat24, D3Rat66, D3Wox3, D3Rat52
4 D4Mghl, D4Mghl6, D4Uial, D4M1tI7, D4Uia4
5 D5Ratl3O, D5Uia8, D5Mco2, E1a2
6 D6RatlO5, D6Mitl, D6Mgh3
7 D7Mghl, D7Ratl52, D7Rat44, D7Ratll0, D7Ratl8, D7Ratl28, D7Ratll5

8 D8Mghll, D8Ratl34, D8Rat43, D8UIa2, D8Rat55
9 D9Rat64, D9U1a9, D9Wox23
10 DlOMcolO, DlOMcol7, DlOMgh6, DlOWox6, D1OM11Mit58
11 DllRat5O, DllMitl, DllUial
12 Dl2Mit6, Dl2Rat32, D12MIt4
13 Dl3Mgh4, Dl3Uia3, Dl3Uia8
14 Dl4WoxlO, Dl4Uia2, Dl4Uial
15 Dl5Uia8, Dl5Mgh2, Dl5Ratl26
16 Dl6Ratl4, Dl6Rat67, Dl6Uia2, Dl6Mit2
17 Dl7Mit5, Dl7Mgh5, Dl7Wox7, Ednl
18 Dl8Uia6, D18M1t8, Dl8Mco6, Dl8Wox7
19 D19Rat82, Dl9Rat25, Dl9Rat57
20 D2OWox3, D2OWoxl, D2OMghl
X Dxuia2, DXMco1, DXRat93

5.4 Télémétrie

Lorsque la lignée congénique est construite, sa pression artérielle est mesurée

par télémétrie. Les couples de rats de lignées congéniques à étudier et de la souche

témoin S, sont croisées au même moment et au même endroit. Pour toutes les lignées

congéniques présentées ici, des rats mâles ont été sélectionnés pour la télémétrie. Pour

la souche S.L3, des rats femelles ont aussi été étudiés. Les rats pour la télémétrie sont

choisis à partir de différentes portées lorsque possible, afin de minimiser l’influence

potentielle de cette dernière. Les rats choisis sont sevrés à l’âge de 21 jours, et

maintenus sur une diète faible en sel (0,2% NaCI, Harlan Teklad 7034). Puis, à partir de
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l’âge de 35 jours, les rats sont nourris d’une diète à haute teneur en sel (2% NaCI, Harlan

Teklad 94217), et ce jusqu’à la fin des expériences.

À l’âge de 56 jours, lorsque le poids des rats se situe entre 250 g et 320 g, une

sonde de télémétrie est implantée. Avant la chirurgie, les rats sont anesthésiés par

inhalation d’isoflurane (4%, pour 3 minutes). Pendant la chirurgie, l’état d’anesthésie est

maintenu par l’isoflurane (1,5-2%). L’implantation du cathéter de pression, qui contient le

gel biocompatible à sa pointe et le fluide non comprimable liant la pointe au senseur de

pression, est faite par l’artère fémorale, et jusqu’à ce que le cathéter atteigne l’aorte

abdominale. Le cathéter est retenu et fixé par des sutures au vaisseau sanguin. Le

corps de l’implant, regroupant le senseur de pression, le module électronique réutilisable

et la batterie, est fixé au muscle de la cavité abdominale. Après la chirurgie, les rats

récupèrent pendant 10 à 17 jours. Dans les 3 premiers jours de récupération, les rats

sont nourris de JelloO® contenant l’analgésique buprenorphine, à 0,5% mg/kg. Par la

suite, ils sont nourris de leur diète 2% NaCI régulière additionnée de Ensure milkshake®

avec chocolat. Ce supplément est donné pendant environ 5 jours et facilite leur appétit et

la prise de poids.

Le système de télémétrie provient de Data Sciences Inc. (St-Paul, Minnesota,

USA). Chaque sonde de télémétrie est calibrée avant et nettoyée après chaque usage

selon les instructions du fabricant.

5.5 Analyse statistique

Afin de comparer la pression artérielle entre une lignée congénique et le témoin S,

l’analyse de variance de mesures répétées ANOVA est utilisée, suivi du test de Dunnett,

en utilisant le programme SYSTAT 9 (SPSS Sci. Chicago, IL). Cette analyse vise à

déterminer si la différence de pression entre deux souches atteint un niveau significatif

pour chaque composante de la pression artérielle. La correction de Dunnett tient compte

des comparaisons de groupes et de la grandeur de l’échantillon entre la lignée

congénique et la souche témoin. En fait, la pression de la lignée congénique est

comparée à celle de la souche témoin, et si la pression artérielle est significativement

différente de cefle du témoin, la région couverte par le congénique est considérée comme
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contenant un QTL pour la pression artérielle. Les rats mâles sont comparés à des rats

mâles de la souche témoin (S ou LEW), et les rats femelles sont comparés à des rats

femelles de la souche témoin (S).

Lorsque la pression artérielle d’une lignée congénique est déterminée comme

étant significativement plus basse que celle de la souche témoin S, la lignée congénique

est dite « positive », tandis que lorsque la pression artérielle des deux souches n’est pas

significativement différente, la lignée congénique est dite « négative ». Afin de

déterminer l’intervalle d’un QTL, nous comparons les lignées congéniques positives et

négatives, et localisons le QTL dans une région couverte par une souche positive, mais

non couverte par une souche négative. Ce raisonnement s’est avéré juste dans nos

travaux antérieurs172, où une lignée congénique a été faite par la suite pour couvrir

l’intervalle du QTL, et ce segment avait un effet sur la pression artérielle.
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Chapitre 6 - Pression artérielle des lignées

6.1 Lignées congéniques sur le chromosome 18

Nous avons construit plusieurs lignées congéniques couvrant le chromosome 18.

La pression artérielle a été mesurée chez sept de ces souches S.L1, S.L2, S.L3, S.L4,

S.L5, S.L6 et L.S1 (figure 9). Les souches S.L1 et S.L2 proviennent d’un ancêtre

commun qui couvrait presque tout le chromosome 18, tandis que les souches S.L3, S.L4,

S.L5 et S.L6 constituent des sous-souches provenant d’une recombinaison dans la

souche S.L2. Nous avons aussi construit une lignée congénique L.S1, où une portion du

chromosome S remplace le fragment homologue du rat LEW.

Les lignées congéniques produites sur le chromosome 18 sont représentées sur

une carte du chromosome 18 (figure 9). La carte de liaison génétique est basée sur des

résultats précédents d’études de liaison faites à l’aide d’une population F2(S x LEW), et

en utilisant le logiciel MAPMAKER132. Les nombres à droite de cet axe sont en

centimorgans (cM). La carte d’hybrides de radiation (RH) présente les distances entre

les marqueurs en centirads (cR), obtenues par à l’aide de panneaux somatiques

d’hybrides de radiation. La carte physique réfère à l’alignement des supercontigs du

génome du rat dans un ordre ascendant du bas vers le haut. Les positions des

marqueurs sur la carte physique sont obtenues par un blast de leur séquence sur la base

de données du génome du rat (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/RnBlast.html).

Le nom d’un supercontig du chromosome 18 est composé de NW_047 suivi par trois

chiffres. Le nombre sous le nom du contig indique sa taille approximative en paires de

bases.

Pour les souches S.L1 à S.L6, une bande noire et la jonction avec une bande

blanche représentent un génotype homozygote LEW pour cette région du chromosome,

et l’extrémité de la souche et le reste du génome sont homozygote SS. Pour la souche

L.S1, une bande grise et la jonction avec une bande blanche représente une région

homozygote SS, et l’extrémité de la souche et le reste du génome sont homozygote LL.

Une bande blanche représente une région d’ambiguïté entre deux marqueurs

microsatellites, où le génotype est inconnu. Les jonctions entre les bandes et les
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extrémités des régions chromosomiques d’intérêt sont reliées par une ligne pointillée à la

position des marqueurs sur la carte.

Afin de délimiter avec précision les limites des lignées congéniques construites,

plusieurs marqueurs microsatellites ont été utilisés. D’une part, des marqueurs

provenant de bases de données disponibles sur Internet ont été utilisés; ceux qui sont

polymorphiques entre les souches S et LEW sont présentés dans le tableau V. D’autre

part, des marqueurs ont été créés dans des régions pertinentes à partir de la séquence

du génome du rat (tableau VI). Certains de ces marqueurs ne sont pas polymorphiques

entre les souches S et LEW ou encore ne fonctionnent pas. Pour chacun des

marqueurs, il est indiqué sa taille, la séquence de ses amorces, le supercontig dans

lequel il est situé et sa position, la température à utiliser pour son amplification par PCR,

et son polymorphisme entre S et LEW. Lorsque la taille du marqueur est plus grande

chez la lignée S que chez la lignée LEW, on indique S>L. Lorsque la taille du marqueur

est égale entre les deux lignées, cela signifie que le marqueur n’est pas polymorphique

entre ces deux lignées et on indique S=L. Il est toutefois possible que ce même

marqueur soit polymorphique entre deux autres lignées.
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Figure 9 Carte des lignées congéniques sur le chromosome 18

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande grise
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Tableau V Marqueurs microsatellites polymorphiques entre S et LEW situés sur le chromosome 18

Marqueur Poids Contig Position T. PCR Polym Amorce F (5> 3) Amorce R (5 > 3)
(pb) (version 2) ds contig (°C)

Dl8Ratl 114 NW_047518 8544214 55-60 S<L ggatcagtcaggaagtcgga Aaggatgtgtttcacccacc

Dl 8Rat5 200 NW_04751 6 12377713 55-60 S>L acactatgcatacaacacatctga Cattgccatcccttcagatt

Dl 8Ratl 4 175 NW_04751 6 1949619 55-60 S<L cctaatcaaaaccagcaccc Cacatccatacgcatatgctc

Dl 8Rat22 125 NW_0475l 2 183495 55-60 S>L ctgctctgcaggttaaaggg Ggacagagaaactttccttcg

Dl8Rat27 143 NW_047509 2833456 55-60 S<L gtttaaagaaagggggcacc Tttgactggaaacaggtgatt

Dl 8Rat29 247 NW_047508 9027959 55-60 S>L taacgggactaaggagccct Tgcaaaatcttctccccagt

Dl8Rat3O 143 — —- 55 S<L aatcagtcttccccagggag Tcaaattatcctctttttaaaatgg

Dl 8Rat34 142 NW_0475l 3 9375260 50-55 S<L acagccttggaatggacatc Ccccctgccaagagttatg

Dl8Rat35 175 NW_04751l 638840 55-60 S>L ttctgccacagccttcctaa Attcagacaggagcagcgac

Dl 8Rat42 219 NW_047665 182772 55-60 S<L acctgatgtcaactttgggc Ctgtcagctcggggttttag

Dl 8Rat43 240 NW_04751 6 1577712 55-60 S<L gaggacatggcctcattcat Gaccagctacacatccactataca

Dl8Rat45 131 NW_047516 12436272 55-60 S>L acctgaaaaaccaaccatgg ttgggcttgggtatgctatc

Dl 8Rat49 180 NW_04751 6 10919945 50-55 S>L tcactcattgaatacacttgcatg aagacccccttctatctgtctg

Dl8Rat55 100 NW_047514 898263 55 S>L tgcctttttgtgcaattcaa caacaaagcagccctctctc

Dl8Rat6l 245 NW_047514 7614563 55-60 S<L tcccagtgtttgctagacca aatcaagaggctgggactga

Dl8Rat62 225 NW_047508 2031662 55-60 S>L cagaggctgagatggtggat gttgatgtgcatgcgctaac

Dl 8Rat67 147 NW_04751 0 657914 55 S>L gcatttgtttttcctcgttaca gcattcatcatctcttcccc

Dl 8Rat75 184 NW_047508 9574104 55 S<L cacactcaggtggaaaagca acccacattgaacagaacca

Dl8Rat8O 126 NW_047516 11861136 55-60 S<L aactgggcagaatgaaccc gggcctcttgttcctaggat

Dl 8Rat92 183 NW_04751 3 13518350 55-60 S>L caaaatagtcttgcccaatgc tcccacctgccttatgactc

Dl 8Rat96 157 NW_04751 3 698566 50-55 S>L tggacatcctcaatggacct gcagatctctcctccacagc

Dl8RatlOl 209 NW_047510 4308966 55-60 S<L agggaaaggcaagaaccatt ctctggcttacggtctgga

Dl 8Ratl 12 223 NW_047508 1586370 50-55 S>L caggaggttctcagaaatcca ccgtttttgatggtactgttagc

Dl8Ratl 16 228 NW_047513 194239 55-60 S>L tccactgttccagggaagac tgcatatccttttgcaacca

Dl8Arb7 185 — — 55-60 S>L cagttcagattggaaagcacgg gtctgtgaaagcgactttacc

Dl 8Mgh2 197-213 NW_0475l 4 8356043 50-55 S<L gtgttgaagtggggacgc acctcaagtgtctcctctgct

Dl 8Mgh3 146-165 NW_04751 4 10152974 50-55 S>L tcctgacacctgtttattatgca tgaaaggtcattcctattcatgg

Dl8Mgh4 115-130 NW_0475l8 1271168 50-55 S>L cctaggcagtagttaccatgtgc tgtttctgttgccctcgag

Dl8Mgh9 139 — — 55-60 S>L gccaaggacttggtaagtgtg aaagaaataatgtcaaaagtggcc

Dl8Uia6 200 NW_0475l8 882068 50-55 S>L aaaggggtggagtaagcagt atggactattgggaagtgagg

Dl8Mitl 141 NW_047508 7530638 50-55 S<L gcggtacagaaagaaagagaga agagtgttggccataaaagaca

Dl 8Mit4 125 NW_0475l 0 4294012 50-55 S>L gaccctcgtgtcgtccac caggtctcttgagttcaatgaca
Dl8Mit8 146 — —- 55 S<L aaagccaaggtcttaactgaagc tcgaccacacacctccct

Dl8Mit9 152-185 — — 50-55 S<L aacaaaagggaatgaatgacc agcactgaggtgccagattt

Dl8Mitl4 96 — —- 50-55 S>L ccgacatgaccctagcttgt ttcgcctatgccagttttg

Dl8Mco6 262 NW_0475l3 9115737 50 S<L gacagatcctgatggctt ggagggttgacattcttg

TILP NW_0475l2 5811319 55-60 S<L aatcactggatgctggaaga agggagcagaactactaaagatac

Dl8Wox7 200 — — 50-55 S<L gtggaaagccttctgttcaa caataataacagtcccact

S, DahI saIt-sensitive; L, LEW; T, température;pb, paires de bases; polym, polymorphisme; F,
forward; R, reverse. La position des contigs est indiquée dans la figure 9. Les supercontigs sont
ceux obtenus par un blast de la séquence des marqueurs sur la base de données du génome du
rat (http://www.ncbi .nlm .nih .gov/genome/seq/Rn Blast.html).
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Tableau VI Nouveaux marqueurs microsatellites sur le chromosome 18

Marqueur Poids Contig Position T. PCR Polym Amorce F (5’> 3) Amorce R (5’ > 3’)
(pb) (version 2) ds contig f°C)

Dl8Chml 168 NW_047510 1164104 55-60 S=L tctaaaactgctgggcgtgt ctctcaaagagcctctggtca

Dl 8Chm2 225 NW_04751 0 2437021 55-60 S=L atgctccctgattccagttg tggtggctcacaaccatcta

Dl8Chm3 211 NW047510 3313501 55-60 S>L catgtctggcccctaggtaa tgatgtgtagacagcaggaaca

Dl8Chm4 167 NW_047510 4298613 60 S<L ggcagctctttagttcccttc tggctggtcttgaactctga

Dl8Chm5 242 NW_047510 4843810 55-60 SrL ggccctcttgtggatagacc cagagagagccatggaacaa

Dl8Chm6 195 NW_047509 693381 55-60 S>L agtagacatgcccaccttgg atggtggagaaagaggcaga

Dl8Chm7 201 NW_047509 1589291 55-60 S<L tggcccctagagaagtcaga tcatcaagaggggaaaagga

Dl8Chm8 164 NW_047509 2952231 55-60 SL taagcctgcgggattaaaga accaagtgggaattccatga

Dl8Chm9 221 NW_047509 4292641 55-60 S=L gacttacctggcgtttgagc aacagctggggtcctagaca

Dl8ChmlO 244 NW_047509 5535501 55-60 S=L ttgggttatgtgaccaccttc gaagaggcagaggacatgga

Dl8Chmll 176 NW_047509 6326641 -— — gtgaaaggcccaagattcaa agctctctcccgttttagcc

Dl8Chml2 221 NW...047508 333771 55-60 S>L tgaaaggtcttggctttggt ccttggaaaaggagctgttg

Dl8Chml3 225 NW_047508 858461 — — agagatctgcttgcctctgc aggccctctctgtctgtctg

Dl 8Chml 4 219 NW_047508 1334861 55-60 S>L atgcctgaaactccaggatg gcacagggacatccatttct

Dl 8Chml 5 220 NW_047508 2646531 55-60 SzL tcacagctggcttttgttctt tccatccattttgctgacaa

Dl8Chml6 170 NW_047508 3535921 — — cctcccattgattccagatg tttggtgctcccaggaatta

Dl8Chml7 220 NW_047508 4954801 55-60 SzL cctcccatcctctacttcca tgcagctcaagatgaaggaa

Dl8Chml8 184 NW_047508 6365861 55-60 SL gttcaatcaccacagcacca tgaaataactcccgcactcc

Dl8Chml9 210 NW_047508 7679421 — — ggggagaggtgtacggaaat cagggacctagcaacagctt

Dl8Chm2O 231 NW_047506 967281 55-60 S=L tccagaatggcaatgagaga tgtgcaggatgcaggtttta

Dl8Chm2l 195 NW_047506 2287911 55-60 S=L acagggtggaagaagggact agggccaaagcaagtaaggt

Dl8Chm22 208 NW_047506 3650571 55-60

Dl8Chm23 208 NW_047509 3443691 55-60

Dl8Chm24 174 NW_047509 4623461 55-60

Dl8Chm25 152 NW_047509 6182671 55-60

Dl8Chm26 203 NW_047509 7122611 55-60

Dl8Chm27 236 NW_047508 4193741 55-60

Dl8Chm28 241 NW_047508 5357551 55-60

Dl8Chm29 240 NW_047508 7373131 55-60

Dl8Chm3O 185 NW_047506 1104701 55-60

Dl8Chm3l 222 NW_047506 2847931 55-60

Dl8Chm32 134 NW_047506 3838431 55-60

Dl8Chm33 194 NW_0475l4 1536911 55-60

Dl8Chm34 190 NW_0475l4 2635271 55-60

Dl8Chm35 198 NW_0475l4 3340411 55-60

Dl8Chm36 179 NW_0475l4 4620231 —

Dl8Chm37 174 NW_047514 5732561 55-60

Dl8Chm38 173 NW047514 7816191 55-60

Dl8Chm39 224 NW_047511 486061 —

Dl8Chm4O 215 NW_047511 1597801 55-60

Dl8Chm4l 205 NW_047511 2474521 55-60

Dl8Chm42 158 NW_0475l2 634081 55-60

Dl8Chm43 214 NW_047512 1773421 55-60

Dl8Chm44 227 NW_0475l2 2807101 55-60

S=L gggtctctcaccaaaactgg tcccatacacccagaaggag
S<L tgccatacaggcaaacacat atgtccccaaggacatttga

SL acctttcccaccctttcaac gcaaagatcaaacttgcccta
SzL cccaagtttggcactaggat aggctgtattgccaagatcg

SL gtactggcgattgggacatt catttccttcacagtgccttc
SzL tgtccccaaacttgaacaga gttcctgggcatctggatt

S=L aaccctatgcaatccagtga agcagccatctatctgaacca

S<L ctagcgctcttcccaaaatg ggtgtttttgatccgtgagg

SL tctggtcattcccatctggt ccatgaccaagtgcatgtct

S>L tgagcaagtccccatttttc caaaggcagaggacttgtttg

S=L ctggcctgacacttcctttc agaagagcctgccactacca

SL agagctatctccagcagagca tctgggttgaagagcctcac

S=L attctccctctgagcccaat gatgatggggaaagagacca

SL gacatagaggctgtcctctgg gaaccctttgccaatcctct

— ctgaaatggtgcaggagaca catggtgtgccttgatgtgt
$zL agctgtgtaagagggccaca ttcccagaagtccctcttctc

S=L cgaatcccaaaacattcaca gggttgaatttcccaaggat

— aacacgtcacccacgtatttc cctgcatctgggaggtaaga

S=L ccctttcttgtgtgctaggc agccagttctcttccctgtg

S>L ttcagtgaaggggtgtgtga agtgccggcatctgtaattc

S=L aggggtagggatctgtcagg agggcttacggaactctgct

S<L tgaccttgacctttgggatt ggcatcgaaggaaacaagag

S>L ctgtggattgtaccttgggtaa tcataggcaaagggactaggaa
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Marqueur Poids Contig Position T. PCR Polym Amorce F (5’> 3’) Amorce R (5’> 3)
(pb) (version 2) ds contig (°C)

Dl8Chm45 184 NW_047512 3739021 55-60 S<L ggcaagcactctaccactga tcttccatacatgggctgtg

Dl 8Chm46 230 NW_04751 2 4945501 55-60 S>L tccacacaggaaaagcagaac cgtttgaacacatattttcctg

Dl 8Chm47 188 NW_04751 2 6071161 55-60 S>L gttgatgcccacactgacac ggttggtcttcctggggtta

Dl 8Chm48 183 NW_04751 2 7048081 55-60 S<L gggatacaacctccctggat gccagtgcatgctgattcta

Dl 80hm49 198 NW_04751 2 8687701 55-60 $>L ggggctcctagctcaaaatc tcttcccatgcctctggtag

Dl 8Chm5O 170 NW_04751 3 932941 55-60 S<L tgtgcaatatcgtggggata tccttcatgtagcgtcatcact

Dl8Chm5l 175 NW_047513 2069161 55-60 S<L tgccaacctggacaacataa ttcatcaaatgggcatgagt

Dl8Chm52 195 NW_047513 4144801 55-60 S<L tttgagacaccctgggctac atctagcatcgtccaccaca

Dl8Chm53 201 NW_047513 4914961 55-60 S<L aaagacttcctctggcagca ctccactgacccactccact

Dl8Chm54 182 NW047513 6124261 55-60 SrL gacagacatggtgctggaga gagatgtggccttcttggag

Dl8Chm55 205 NW_047513 7561981 55-60 SL aaacaaaggcacctctccaa aaccaggaacgacaatctgc

Dl 8Chm56 159 NW_04751 3 8608501 55-60 S«L cctgataggggatgctcaga cctgtgccttcatttctggt

Dl8Chm57 153 NW_047513 10157341 55-60 S<L ggggtttaagccaaaatgct ttccaggcaaggagaaaaga

Dl8Chm58 188 NW_0475l6 3269401 55-60 S=L tcaaggtttgaaccattcca aaggaaccataggaggcagaa

Dl8Chm59 153 NW_047516 4064221 55-60 S<L ggcaactaagctgagggtga gttggcagccagagagagtc

Dl 8Chm6O 235 NW_04751 6 5309041 55-60 S=L gagaccctgcccatcaataa ccctcttgatactgcccaga

Dl8Chm6l 133 NW_047516 6617581 55-60 SrL cagcctcagagccaataagc gcccaggagctaagtctgatt

Dl 8Chm62 163 NW04751 6 7483441 55-60 SL gagctcatgtgcacacagaaa gcctagttctttcgcactgg

Dl8Chm63 185 NW_047516 8289781 55-60 SrL gaatggagttcgaaggttgc ccgtccatcatctcttctgg

Dl 8Chm64 218 NW_04751 6 9333001 -— — agcaacaggcaaagaggtgt tcaacctcagggttcaggtc

Dl8Chm65 249 NW_047518 419101 55-60 SrL aaggacagaaagggctctca cccgtaagccactccagtaa

Dl 8Chm66 195 NW..04751 8 425581 55-60 S=L cagcaagttgggaaagccta actgcagcctgtaagccact

Dl 8Chm67 164 NW_0475l 8 447721 55-60 S=L ctccactgcctatgaaacctg caagcttcctgcatctgaca

Dl 80hm68 184 NW_04751 8 451741 55-60 S=L ggttctccagcaaagcagtc ccccaacacaggtttgatct

Dl8Chm69 159 NW_047518 455161 55-60 SzL gcaagcgcgtatgtgaataa ggttcaggccttacattttgg

Dl8Chm7O 167 NW_047518 483481 55-60 S=L tcaaggcaggaatccacttc ggacatgggctttgacctta

Dl8Chm7l 181 NW_047518 519181 55-60 S=L aggaccgtgcaataatgtcc gcttgcagaacacactggaa

Dl 8Chm72 182 NW_04751 8 529441 — — acttgcatgcacacacacag tttgaaagaaccaggaagca

Dl8Chm73 192 NW_047518 551461 55-60 SrL cccccgcatctcttacctat ctcctcccttctcgggttag

Dl 8Chm74 190 NW_0475l 8 554701 55-60 SL agtcagtcccctgcccttat ccaccctggctttcaatatg

Dl 8Chm75 177 NW_0475l 8 603661 55-60 SzL tgtgaccaaccacaaagctc agaaaccttgtctctgtcatgg

Dl8Chm76 177 NW_0475l8 606961 55-60 SzL agtacaggagggagcaagca tcctggtaaaactgcctcctt

Dl8Chm77 203 NW_0475l8 640801 — -— tgccatgctacaactcaagg ggtgctcagtccagtgaatg

Dl8Chm78 206 NW_0475l8 643381 55-60 S=L tgaggccaaggtagggtaca catggagggactctgtctcc

Dl8Chm79 211 NW_0475l8 699001 55-60 SzL tggttgaacacttgcctcac atatccccacacctgggatt

Dl 8Chm8O 186 NW_0475l 8 703681 55-60 SzL gctgtcctggcttacctcac ggccccaggaaaactaactc

Dl 8Chm8l 209 NW_0475l 8 773221 55-60 S=L agaaatggtcagccctgaaa ttccctgtccttacccctct

Dl 8Chm82 158 NW_0475l 8 794821 55-60 S=L ggagctcagctttcatccac aacctgttgggcctggttac

Dl 80hm83 199 NW_0475l 8 823021 55-60 S=L gcgcatatagaattctgatccttt ctgtcctctggcttccacat

S, DahI sait-sensitive; L, LEW; T, température;pb, paires de bases; polym, polymorphisme; F,
forward; R, reverse. La position des contigs est indiquée dans la figure 9. Les supercontigs sont
ceux obtenus par un blast de la séquence des marqueurs sur la base de données du génome du
rat (http://www.ncbi.nlm .nih.gov/genome/seq/RnBlast.html).



61

6.2 Mesures de la pression artérielle

Les mesures prises sont la pression artérielle systolique (SAP), la pression

artérielle diastolique (DAP) et la pression artérielle moyenne (MAP). Elles sont prises de

façon directe et continue pendant une période de 10 à 20 jours. Pour chaque rat, une

mesure est prise des trois paramètres à chaque 2 min et durant 10 sec, 24/24 h pendant

la durée de l’expérience. Afin de simplifier la présentation des résultats, chaque point sur

les graphiques représente une moyenne sur 24 h de mesures prises toutes les 4 h.

Dans les pages suivantes sont présentées la SAP, DAP et MAP pour les rats S et

chacune des lignées congéniques S.L1 (figure 10), S.L2 (figure 11), S.L3 mâles (figure

12), S.L3 femelles (figure 13), S.L4 (figure 14), S.L5 (figure 15), S.L6 (figure 16). La

figure 16 présente les paramètres de la pression artérielle pour les souches LEW et L.S1.

Les valeurs de SAP et DAP varient de façon concordante avec les valeurs de MAP.
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Figure 10 Pressions artérielles de la souche S.L1
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L1 et S. En rose S.L1
(n=7) et en orange S (n=19). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique f DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) sont significativement différentes entre S et S.L1 (p<O.001 ).
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur l’axe vertical
sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 11 Pressions artérielles de la souche S.L2
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L2 et S. En vert S.L2
(n5) et en orange S (n19). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique (DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) sont significativement différentes entre S et S.L2 (p’CO.OOl ).
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur l’axe vertical
sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 12 Pressions artérielles de la souche S.L3 pour les rats mâles
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L3 et S. En cyan S.L3
(n=11) et en oranges (n19). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique (DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) sont significativement différentes entre S et S.L3 (p<O.003 ).
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur l’axe vertical
sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 13 Pressions artérielles de la souche S.L3 pour les rats femelles
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L3 (F) et S (F). En
brun S.L3 (F) (n4) et en orange S (F) (n17). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle
diastolique (DAP) ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) ne sont pas significativement différentes
entre S (F) et S.L3 (F) (p2’O,O55). Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24
h. Les nombres sur l’axe vertical sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent
l’erreur standard.
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Figure 14 Pressions artérielles de la souche S.L4
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique SL4 et S. En violet S.L4
(n7) et en orange S (n19). La pression artérielle moyenne f MAP), la pression artérielle diastolique (DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) sont significativement différentes entre S et S.L4 fp<O.001 ).
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur l’axe vertical
sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 15 Pressions artérielles de la souche S.L5
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L5 et S. En bleu S.L5
(n=7) et en orange S (n=19). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique (DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique f SAP) ne sont pas significativement différentes entre S et S.L5
(p>O.332 ). Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur
l’axe vertical sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 16 Pressions artérielles de la souche S.L6
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique S.L6 et S. En bleu S.L6
(n=4) et en orange S (n19). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique (DAP)
ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) ne sont pas significativement différentes entre S et S.L6
(p>O,055 ). Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres sur
l’axe vertical sont en millimètres de mercure (mmHg). Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard.
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Figure 17 Pressions artérielles de la souche LS1
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre la lignée congénique L.S1 et LEW. En vert
L.S1 (n4) et en violet LEW (n=8). La pression artérielle moyenne (MAP), la pression artérielle diastolique
(DAP) ainsi que la pression artérielle systolique (SAP) ne sont pas significativement différentes entre LEW et
L.S1 (p0546). Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. Les nombres
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6.2.1 Résumé des résultats de pression artérielle

Le tableau VII résume les résultats obtenus pour la pression artérielle des sept

lignées congéniques. La MAP diminue significativement (p’<O,OOI) dans les lignées

congéniques S.L1 (129±3 mmHg), S.L2 (135±2 mmHg), S.L3 (139±10), S.L4 (142±9

mmHg) par rapport à la souche S (167±4 mmHg). La MAP n’est pas significativement

différente (p>0,332) entre S.L5 (171±9 mmHg) et S (167±4 mmHg), ni entre S.L6

(164±12 mmHg) et S (p>0,079). La MAP n’est pas significativement différente (p>0,548)

entre L.S1 (87±2 mmHg) et LEW (96±3 mmHg).

Souche Sexe n MAP Variation de ANOVA
(mmHg) MAP (mmHg)

S.L1 mâles 5 129 ± 3 -38 p<0,00J

S.L2 mâles 7 135±2 -32 p<O,OO1

S.L3 mâles 11 149±4 -18 p<O,003

S.L3 femelles 4 141 ± 3 -19 p>0,055

S.L4 mâles 3 142 ± 9 -25 p<0,001

S.L5 mâles 7 171 ± 9 +4 p>0,332

S.L6 mâles 4 164 ± 12 -3 p>0,079

L.S1 mâles 7 87 ± 2 -9 p>0,548

S mâles 19 167±4 +71 p<0,0001

S femelles 17 160 ± 5

LEW mâles 8 96 ± 3 -71 p<O,0001

Un QTL pour la pression artérielle, pour un croisement S x LEW, peut être localisé

sur le chromosome 18 du rat DahI. Ce QTL, désigné QTL1, se situe dans la région

partagée entre les souches S.L1, S.L2, S.L3 et S.L4 (souches positives), mais non

partagée par S.L5 et S.L6 (souche négative) (figure 9). Le résultat négatif de la souche

L.S1, issue du croisement LEW x S, ne permet pas de localiser un QTL. Les résultats de

la souche S.L3 femelles ne permettent pas de déterminer si le QTL1 est dépendant du

sexe.

Tableau VII Pression artérielle moyenne (MAP) des lignées congéniques construites sur le
chromosome 18 et des souches témoins S et LEW

S, Dahi sait-sensitive; LEW, Lewis; n, nombre ae rats; MAP, Mean arterial pressure; mmHg, millimètres de
mercure; ANOVA, test statistique.
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Chapitre 7 - Stratégie de génétique animale

7.1 De l’animal à l’humain

Afin de trouver les gènes responsables d’un trait complexe comme l’hypertension,

il faut tenir compte de l’hétérogénéité au locus, l’épistase, la faible pénétrance,

l’expression génétique variée, la pléiotropie et les pouvoirs statistiques parfois limités.

Plusieurs études ont isolé des loci reliés à la pression sanguine chez l’humain,

sans que ces résultats soient consistants entre les études173’174. D’un autre côté, les

études chez les animaux ont reproduit le phénotype de plusieurs maladies complexes, et

les gènes responsables ont été élucidés. Ces études révèlent souvent les effets de loci

uniques, et ces effets peuvent être reproduits à travers les espèces et diverses souches

animales175. Ces gènes sont trouvés à l’aide d’études de liaison génétique et de

cartographie utilisant des croisements de souches consanguines176.

Plusieurs raisons peuvent expliquer les différents taux de réussite des approches

humaines et animales. Tout d’abord, l’architecture et la structure génétique jouent un

rôle important dans les traits complexes. Cet arrière-plan varie considérablement d’une

personne à l’autre, et reste difficile à détailler. Chez l’animal, il est possible de contrôler

les variables expérimentales, comme l’environnement et l’arrière-plan génétique177.

Ensuite, un effet génétique peut dépendre du contexte (âge, sexe, poids) ou de la

population. C’est pourquoi il faut élaborer des expériences pour identifier des

interactions gène-gène et gène-environnement comme facteur de risque.

Finalement, même si un allèle est physiologiquement significatif dans des études

animales, la variation dans les fréquences des allèles de loci interagissant entre eux peut

masquer cet effet chez l’humain178. Les modèles animaux sont utiles pour étudier les

voies physiologiques menant à la maladie, et le contraste des résultats entre l’humain et

l’animal dans des traits complexes comme l’hypertension est dû au rôle de plusieurs

gènes avec chacun un effet minimal, difficile à détecter.

Les QTLs ciblés lors de celle étude ne sont pas seulement reliés à la pression

artérielle sensible au sel, mais aussi à l’hypertension essentielle en général. Même si un
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QTL n’est pas identifié au niveau moléculaire, l’information contenue dans la région

chromosomique du QTL peut aider à identifier des gènes candidats lorsque cette région

présente une conservation synthétique chez l’humain179182.

7.2 Modèle animal

Les modèles animaux constituent une stratégie adéquate afin d’étudier les traits

complexes de la génétique humaine. Un modèle animal permet entre autres de contrôler

les variables expérimentales et d’effectuer des croisements contrôlés dans une

population donnée. De plus, le modèle doit permettre le développement de marqueurs

génétique, nécessaires à la dissection de traits complexes en composantes génétiques

individuelles.

7.2.1 La souris comme modèle de l’hypertension

La souris est le modèle animal le plus utilisé en recherche, car elle démontre une

grande homologie avec l’humain et sa petite taille permet un élevage plus facile. Elle est

largement utilisée pour la compréhension des fonctions des gènes grâce à son

infrastructure génétique et génomique élaborée. Il existe plusieurs études d’hypertension

répertoriées qui ont utilisé la souris comme modèle182.

Toutefois, la souris ne constitue pas le modèle idéal pour des études

physiologiques complexes. li existe peu de modèles pathophysiologiques établis, son

volume sanguin est limité, la physiologie cardiaque de la souris est différente, comme le

reflète une sensibilité réduite au calcium dans le coeur lorsque comparée au rat ou à

d’autres mammifères, et une faible dépendance de la stimulation adrénergique sur la

fonction cardiaque systoliqu&83. D’un aspect pratique, les mesures de pression artérielle

sont souvent diffuses chez la souris, sa petite taille limitant les mesures de pression

artérielle à une méthodologie non invasive rendant la détermination du phénotype

difficile184185. De plus, la caractérisation physiologique de la souris ne démontre pas de

corrélation pour certaines caractéristiques cliniques humaines comme l’hypertension.

Ensuite, les modèles de souris possèdent naturellement un grand nombre d’allèles pour

la pression artérielle et les mesures semblent démontrer que la souris possède une

grande capacité d’adaptation dans la régulation de sa pression, ce qui rend l’étude de sa

pression artérielle complexe15.
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7.2.2 Le rat comme modèle de l’hypertension

Le rat est de plus en plus utilisé pour la recherche médicale, Il engendre une

progéniture nombreuse en une période de gestation relativement courte et permet de

contrôler des composantes environnementales186’186, Ils peuvent être sujets à une variété

de conditions expérimentales et peu cher à maintenir. De plus, ce modèle est produit

facilement de larges recombinaisons génétiques permettant la dissection de traits et

interactions complexes.

Il est estimé que 90% des gènes du rat possèdent des orthologues à travers les

génomes de la souris et de l’humain187. Aussi, d’autres gènes proviennent d’événements

de duplication s’étant produit uniquement chez le rat, et non chez l’humain ou la souris.

Ces gènes contribuent à des caractéristiques biologiques spécifiques au rat, incluant

certains aspects de la reproduction, l’immunité et le métabolisme de toxines. Toutefois,

presque tous les gènes responsables de maladies humaines ont un orthologue chez le

rat. Ceci démontre l’importance du rat comme organisme modèle en science

expérimentale.

La pathophysiologie de l’hypertension, ses complications et la réponse au

traitement sont très similaire entre le rat et l’humain98’188. Étant donné que les rats ont

une durée de vie relativement courte, il est possible d’étudier la progression naturelle de

l’hypertension.

7.2.3 Les souches consanguines de rats S et LEW

Les souches consanguines de rats ont facilité l’analyse de l’hypertension

essentielle en permettant d’étudier uniquement les différences dans les gènes causant

l’hypertension. Par contre, chez une souche consanguine hypertendue, les allèles de

tous les loci sont fixés simultanément. Donc, un seul allèle par gène causant

l’hypertension est sélectionné. La combinaison de tous ces allèles uniques détermine

l’arrière-plan génétique où les gènes causant l’hypertension sont exprimés. La nature

même de l’hypertension essentielle implique une hétérogénéité génétique importante.

Ainsi, l’homogénéité génétique peut exclure les effets d’autres allèles de gènes

directement ou indirectement reliés à l’hypertension87.
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Les deux souches de rat pour lesquelles nous avons opté dans cette étude sont la

souche hypertendue S et la souche normotendue LEW. Ces deux souches étaient déjà

présentes au laboratoire. Le rat S est fréquemment utilisé pour étudier l’hypertension. Il

développe une pression artérielle élevée lorsque soumis à une diète riche en sel.

Comme souche contrastante, nous avons utilisé la souche LEW, par rapport à la souche

R qui a été développé en parallèle au S comme souche témoin. Les rats LEW sont

normotendus et résistent à l’hypertension induite par le sel. De plus, ils démontrent un

haut taux de polymorphisme avec la souche S, contrairement à la souche R, qui possède

moins d’allèles polymorphiques par rapport à S126. Il est important de souligner qu’en

recherche de QTLs, la combinaison avec des souches normotendues variées est

privilégiée car en plus de permettre d’isoler des QTLs, elle permet de diversifier les

allèles contrastants.

Un haut taux de polymorphisme entre les deux souches utilisées est primordial.

Ceci permet de cartographier avec une grande précision la région d’intérêt à l’aide d’une

grande densité de marqueurs. De plus, les études précédentes de liaison génétique faite

par Garrett et al132 utilisait le croisement S x LEW et notre objectif était de confirmer la

présence du QTL sur le chromosome 18 détecté lors de cette étude.

7.2.4 Lignées congéniques

Lorsqu’on veut construire une lignée congénique informative pour l’hypertension,

la souche receveuse doit être la souche possédant l’arrière plan génétique le plus

permissif concernant la pression artérielle. Dans notre cas, il s’agit de la souche

hypertendue S. L’utilisation de la souche LEW comme souche receveuse sera traité à la

section 8.3.

La recherche de base pour trouver les gènes qui contrôlent la pathogenèse de

maladies humaines est essentielle pour des maladies complexes comme l’hypertension.

L’analyse de liaison génétique et la cartographie par intervalle utilisant des croisements

expérimentaux ont localisé des QTLs sur presque tous les chromosomes. Aucun de ces

QTLs pour l’hypertension essentielle n’a encore mené à l’identification d’un gène. La

difficulté majeure dans l’étude de QTLs est l’identification du ou des gènes qui

causeraient la maladie, donc le passage du QTL au gène. En fait, les QTLs sont souvent
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très grands, de 5 cM à plus de 40 cM, et on peut y retrouver plusieurs centaines de

gènes.

L’utilisation de lignées congéniques permet de confirmer la présence du QTL

détecté auparavant par analyse de liaison génétique. Ensuite, elle permet de réduire la

région du QTL à environ 1-2 cM, ce qui est raisonnable pour des fins de séquençage et

pour le nombre de gènes contenus. Cependant, l’identification du gène (ou des gènes)

responsable de l’effet sur la pression artérielle demeure un grand défi.
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Chapitre 8 - Localisation de QTL

8.1 Un QTL sur le chromosome 18 du rat Dahi

Le QTL sur le chromosome 18 est localisé à l’aide des lignées congéniques

démontrant une pression artérielle significativement différente de celle de S Ainsi, la

région du chromosome qui est couverte par une lignée congénique positive contient des

allèles contrôlant la pression sanguine du rat S. Ces allèles, lorsque remplacés par des

alléles du rat LEW, influencent la pression artérielle. Dans cette étude, les allèles LEW

font baisser la pression artérielle chez certaines lignées congéniques, mais il est possible

que les allèles LEW augmentent la pression artérielle d’un congénique S x LEW189’190.

8.1.1 QTLJ

Les souches positives S.L1, S.L2, S.L3 et S.L4 partagent une région sur le

chromosome 18. Afin d’isoler le QTL1, on soustraie la région couverte par les souches

négatives S.L5 et S.L6, et on obtient le QTL1. Les probabilités qu’un QTL se situe dans

cette région sont très élevées. La région du QTL1 se situe donc entre les marqueurs

Dl8Chm52 et Dl8RatlOl (figure 9) et contient les supercontigs NW_047511,

NW_047512, et une partie des supercontigs NW_047510 et NW_07513. Ce QTL

mesure entre 10 Mb et 17 Mb, si on inclue les zones d’incertitudes.

Un QTL pour la pression artérielle a été localisé dans la même région par liaison

génétique chez le rat, en utilisant les rats S et LEW132’156. Cette région est homologue à

la région 5q chez l’humain, qui a été relié au contrôle de la pression artérielle par des

études de liaison génétique167168.

8.1.2 Interaction entre QTLs

Les souches S.L3 et S.L4 démontrent respectivement un effet sur la pression

artérielle de l8mmHg et de 25 mmHg. Ces deux souches contiendraient seulement

QTLI. La souche S.L2 a un plus grand effet sur la pression artérielle (32 mmHg), ce qui

suggère la présence de 2 QTLs dans cette région. Les résultats de pression artérielle de

la souche S.L6 (164±12 mmHg) ne sont pas significativement différents de ceux de la
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souche S. Cependant, il est possible d’observer sur les graphiques une tendance de la

pression artérielle de S.L6 à être plus faible que celle de la souche S (figure 16). lI est

intéressant de noter qu’un QTL a été localisé dans la région couverte par S.L6 par le

groupe de Kovacs156. Ceci sera évalué lors d’une deuxième mesure de la pression

artérielle de la souche S.L6 ainsi que lors du développement de sous-lignées

congéniques dans cette région du chromosome 18.

Deux études de liaison génétique faites chez l’humain relient l’hypertension

essentielle165 et l’hypotension orthostatique162 à la région 18q21-22, qui est synthénique à

la région 18q12 chez le rat, où un QTL relié à la pression sanguine a aussi été détecté

chez le rat191. Cette région est située dans le haut de la carte génétique du chromosome

18 présentée ici (figure 9), et il n’est pas exclu qu’un QTL soit éventuellement localisé

dans cette région. En effet, il est possible que l’effet sut la pression artérielle observé

chez la souche S.L1 soit dû à plus d’un QTL, car elle démontre un grand effet sur la

pression artérielle (-38 mmHg).

Afin d’identifier avec précision l’identité du QTL, il faudra réduire la région du QTL

à l’aide de mesure de pression artérielle de sous-lignées congéniques. Ces lignées

congéniques sont déjà en voie de développement et vont assurément améliorer la

localisation du/des QTL(s) sur le chromosome 18.

8.2 Recherche de gènes candidats

Le fonctionnement du QTL1 reste inconnu. Il est possible que les allèles LEW

situés dans cette région du chromosome 18 abaissent la pression artérielle en

influençant différemment les systèmes biologiques, ou encore que l’absence des allèles

S crée un vide dans une voie biologique et empêche la pression d’augmenter.

Il est important de noter que cette étude utilise le modèle du rat, il est donc

possible que le gène isolé et tenu pour responsable de la haute pression artérielle

observée soit spécifique au contrôle de la pression artérielle chez le rat. La délimitation

exacte du QTL est encore hypothétique, et la région reste beaucoup trop grande pour

rechercher des gènes candidats sérieux. Je propose ici un rapide survol de cette région

et de quelques gènes intéressants qu’elle contient.
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La région du QTL1 est évaluée entre 10Mb et 17Mb, et à environ 8cM. Dans

cette région, on retrouve 155 gènes chez le rat, dont 22 gènes connus (annexe A). À

travers les gènes connus chez le rat, quelques gènes pourraient jouer un rôle intéressant

dans la détermination de la pression sanguine. Tout d’abord, Kcnn2, qui est un canal

pour le potassium à faible conductance et activé par le calcium, exprimé dans le rein 192

Ensuite, il y a Slc4a9, un co-transporteur de sodium bicarbonate exprimé principalement

dans le rein193. Nous savons que le contrôle des électrolytes joue un rôle important dans

la détermination de la pression sanguine, donc ces deux gènes pourraient être impliqués

dans l’équilibre cellulaire du Na, du K et du Ca2. Ces gènes n’ont pas été analysés

dans cette étude car ils se trouvent dans une très grande région candidate, mais ils

pourraient constituer des gènes candidats intéressants dans le futur.

La région homologue chez l’humain contient 140 gènes dont 131 gènes connus.

Chez la souris, on retrouve 125 gènes, dont 77 gènes connus. Il s’agit d’une région

hautement conservée entre les trois espèces (figure 17).



Figure 18 Carte d’homologie de la région du QTL1
Représentation de la région homologue à la région du QTLJ chez le rat, chez l’humain (chromosome 5) et
chez la souris (chromosome 18). Gènes confirmés seulement (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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8.3 Arrière-plan génétique Lewis

L’arrière-plan génétique d’une lignée congénique doit être pris en considération

lors de l’évaluation du phénotype.

La souche L.S1 n’a pas démontré de différence de pression artérielle lorsque

comparée avec celle de la souche LEW. Ceci contraste avec les résultats obtenus avec

les lignées congéniques avec un arrière-plan S. Plusieurs groupes ont aussi tenté de

démontrer une augmentation de la pression artérielle dans des lignées congéniques où

un segment génomique d’une souche hypertendue est transféré dans une souche

normotendue194. Il est beaucoup plus difficile d’augmenter la pression artérielle en

utilisant un arrière-plan normotendu.

Ceci peut être dû au fait qu’un arrière-plan permissif non défini est requis pour

permettre à la pression artérielle d’augmenter, et que le transfert d’un QTL contenant un

ou des gène(s) avec des allèles hypertendus dans un arrière-plan normotendu n’est pas

suffisant pour générer l’hypertension. Donc, la seule présence du QTL1 avec les allèles

de la souche hypertendue S n’est pas suffisant pour faire varier la pression artérielle du

congénique L.S1.

Il est aussi possible que des gènes de susceptibilité, ici des gènes de résistance,

soient impliqués. Donc, l’hypertension se développe en l’absence des gènes de

résistance, mais ne se développe pas en leur présence. Lorsque le QTL hypertendu est

transféré dans l’arrière-plan normotendu, sans enlever ou neutraliser les gènes qui

confèrent la résistance à l’hypertension, la pression artérielle n’augmente pas. L’effet

d’un allèle augmentant la pression artérielle est masqué et devient invisible. Les QTLs

distribués dans le génome hypertendu S sont donc nécessaires mais individuellement

non suffisants à une augmentation de la pression artérielle.

La combinaison de plusieurs QTLs à travers le génome dans une même lignée

congénique pourrait faite varier la pression artérielle. Une façon d’atteindre cet objectif

est de construire un double congénique avec un arrière-plan génétique LEW, en

combinant des QTLs de plusieurs chromosomes. Ainsi, peut-être que l’effet sur la

pression artérielle pourrait être détecté.
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Chapitre 9 - Influence des facteurs génétiques et

environnementaux

9.1 Facteurs environnementaux

Chacune des étapes d’une stratégie pour localiser un QTL comporte des facteurs

limitant la validité des résultats. Par exemple, des facteurs comme l’âge, le sexe et la

diète peuvent faire varier les résultats et remettre en question la validité de l’expérience

et l’isolation du QTL. Ces facteurs environnementaux doivent être considérés lors de

l’analyse des résultats.

9.1.1 Sexe de l’animal

La détection de différents QTLs pour la pression artérielle chez des mâles et des

femelles démontre qu’il existe certains effets spécifiques au sexe dans la susceptibilité à

l’hypertension195197. Chez les rats femelles, l’hypertension apparaît plus tardivement et

progresse de façon plus modérée que chez les mâles. De nombreuses hormones

féminines, comme l’oestrogène, peuvent interférer avec le contrôle de la pression

artérielle. Par contre, la différence observée dans la pression artérielle entre mâles et

femelles ne peut être expliquée uniquement par les hormones et impliquerait un différent

groupe de gènes régulateurs.

La plupart des analyses de liaison génétique pour la pression sanguine ont été

effectuées avec des rats mâles. Les rats mâles développent une hypertension plus

rapidement que les femelles, et vu leur croissance plus grande, la mesure de pression

artérielle peut se faire plus rapidement. C’est pourquoi la majorité du criblage fait dans le

but d’isoler des QTLs pour la pression artérielle n’a pas évalué l’effet du sexe sur

l’expression des QTLs observés.

Des QTLs communs aux mâles et aux femelles existent, mais la présence de

QTLs spécifique au sexe crée un besoin pour des études spécifiques avec des femelles

et pour des interventions spécifiques aux femmes chez l’humain.
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Pour la souche S.L3, nous avons étudié à la fois des rats mâles et des rats

femelles. On observe que la MAP chez les femelles (141±3 mmHg) est plus basse que

chez les mâles (149±4 mmHg) (tableau VII). Ensuite, malgré le fait que la moyenne de la

pression artérielle ne démontre pas de différence significative avec la souche témoin S, il

est intéressant de noter que la pression artérielle suit une tendance identique à la souche

contrôle S femelle dans les premiers jours, mais qu’elle chute à partir du 6e jour.

Cependant, avec les résultats présents, il n’est pas possible de déterminer si le QTL1 est

dépendant du sexe.

9.1.2 Âge de l’animal

La plupart des analyses de liaison génétique ont été effectuées chez des animaux

adultes car la pression artérielle augmente avec l’âge et le développement, et le

phénotype est entièrement exprimé seulement à l’âge adulte. Les analyses de télémétrie

sont toujours rigoureuses quant à l’âge des rats ; leur pression artérielle est évaluée à

partir de 10 semaines.

9.1.3 Diète de l’animal

Les rats utilisés dans cette étude ont été nourris d’une diète à haute teneur en sel,

ce qui exacerbait leur hypertension. Il a été démontré que la diète peut faire varier la

pression artérielle chez les rats 198• La prise de sel est imposée à travers la nourriture, il

est donc possible que certains rats mangent plus que d’autres. Pour contrer cette

variable, le poids des rats sélectionnés pour la télémétrie est situé dans un intervalle

précis199’200. Cependant, il est possible que certains rats puissent prendre du poids avec

peu de nourriture, surtout entre les lignées congéniques et le rat S. Effectivement, il est

important de considérer que l’hypertension peut être reliée au contrôle du poids

corporel201, comme chez les rats génétiquement hypertendus SHR202.

9.1.4 Méthode de mesure de la pression artérielle

Trois méthodes sont utilisées pour mesurer la pression artérielle chez le rat: le

resserrement de la queue, la télémétrie et le cathéter artériel202. La méthode de

resserrement de la queue mesure la SAP et implique l’immobilisation de l’extrémité de la

queue de l’animal. Toutes les souches consanguines modèles d’hypertension ont été
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sélectionnées à l’aide de cette méthode, y compris le rat S106 original, les rats S et R

consanguins116, le rat SHR1’° et aussi des souches de souris hypertendues184. Il s’agit

d’une méthode rapide et peu dispendieuse, ce qui permet d’effectuer des mesures à

grande échelle. Pat contre, les mesures sont indirectes, peu précises, d’une durée de

quelques minutes seulement et ne permettent pas de détecter un changement de

pression de moins de 10 mmHg. De plus, cette méthode cause un stress à l’animal,

imposé par son immobilisation physique, et ceci peut faire varier la pression artérielle.

Ensuite, il est important d’être constant dans la période de mesure, car la pression

artérielle peut varier selon l’heure du jour et l’heure des repas.

La télémétrie constitue une méthode fiable et précise. Elle est directe, continue et

permet une mesure de la pression artérielle à long terme sans interruption. Le fait de

mesurer la pression sur 24 h permet de tenir compte des variations diurnes de la

pression artérielle. Cependant, elle est plus dispendieuse et invasive, car elle nécessite

l’implantation d’une sonde de façon chirurgicale.

9.2 Facteurs génétiques

9.2.1 Arrière-plan génétique

La composition de l’arrière plan génétique de l’animal doit être considérée comme

un facteur pouvant influencer les résultats de la pression sanguine. D’un côté, la souche

normotendue utilisée lors d’études de populations F2 peut avoir un effet important. Par

exemple, une étude a effectué un criblage du génome en utilisant des populations F2

dérivées de croisements S x R, S x BN, S x WKY et S x MNS, et a détecté des QTLs sur

plusieurs chromosome203. Certains de ces QTLs sont observés seulement dans un seul

des quatre croisements, démontrant ainsi l’effet de l’arrière-plan génétique sur

l’expression du phénotype. L’utilisation de plusieurs souches normotendues permet

d’introduite des allèles et des arrière-plans génomiques variés au site du QTL, et ainsi

augmenter l’éventail de possibilités.

D’un autre côté, l’arrière-plan génétique d’une lignée congénique est important

pour observer l’effet d’un trait complexe. La souche L.S1, qui possède un segment de la

souche S avec un arrière-plan LEW, n’a pas démontré d’augmentation de pression
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artérielle par rapport à la souche LEW. Ceci démontre un rôle important du teste du

génome dans la détermination de la pression artérielle. Il est difficile de déterminer le

rôle précis de l’arrière-plan génétique LEW chez la lignée congénique.

Un autre aspect de l’arrière-plan génétique est la possibilité de la présence de loci

résiduels provenant de la souche donneuse. Ces loci auraient échappé à la vérification

de l’arrière-plan génétique qui est fait à l’aide de marqueurs génétiques polymorphiques

distribués à travers le génome. Ils peuvent interagir avec le QTL et influencer la pression

artériel le.

Pendant la construction d’une lignée congénique, au processus de fixation de la

région d’intérêt dans un état homozygote, il est possible qu’un QTL non lié soit conservé

ailleurs dans le génome. Ce locus peut être conservé de façon homozygote,

hétérérozygote ou être perdu en cours. La présence d’un QTL inconnu peut influencer

l’interprétation de l’effet observé sur la pression sanguine de la lignée congénique126.

9.2.2 Effet de position

La fonction d’un gène ne dépend pas uniquement de lui-même, car elle est

influencée par d’autres gènes ou d’autres séquences d’ADN près du gène204. Une

séquence située près d’un gène peut jouer un tôle d’activation ou de répression sur le

promoteur du gène. Cette séquence peut se retrouver près du gène suite à un

réarrangement chromosomique durant la méiose ou la mitose (duplication, délétion,

inversion, translocation équilibrée ou non, transposition).

Il est important de considérer ces effets de l’arrière-plan génétique, car ceux-ci

peuvent influencer les résultats. Il est difficile par la suite de déterminer s’il faut attribuer

un effet sur la pression artérielle au fragment chromosomique substitué dans la lignée

congénique ou simplement à des effets diffus de l’arrière-plan génétique. La stratégie

pour évaluer si un effet de position est responsable d’une variation dans la pression

artérielle d’une lignée congénique est de construire une lignée congénique possédant un

fragment chromosomique substitué juste à côté mais sans chevaucher celui de la souche

précédente126
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9.2.3 Interaction entre les QTLs

Présentement, plusieurs QTLs ont été localisés pour l’hypertension essentielle à

l’aide du rat S205 (tableau VIII). Un aspect intéressant qui émerge de ces études est qu’il

est possible de considérer la pression artérielle, un trait polygénique, comme un

fractionnement en de multiples traits monogéniques. Autrement dit, chaque QTL pour la

pression artérielle semble fonctionner comme une unité génétique individuelle

indépendamment d’autres QTLs dans le contexte d’un arrière-plan génétique approprié.

Les analyses de liaison génétique démontrent la présence de QTL le plus souvent

dans de très grands segments chromosomiques. À l’aide de congénique, il est possible

de déterminer combien de QTLs se situent dans une région candidate, et permet aussi

d’évaluer leur effet individuel et combiné sur la pression artérielle. Par exemple, sur le

chromosome 10 du rat S, il a été déterminé qu’un fragment chromosomique déterminé

par liaison génétique contenait finalement 3 QTLs isolés, et que ceux-ci agissaient de

façon additive206.

Une épistase a été démontrée sur le chromosome 3 du rat DahI. Deux QTLs

avec un effet contraire sur la pression artérielle ont été localisés sur le chromosome 3, à

l’aide de plusieurs lignées congéniques. Lorsque ces deux QTLs sont présents dans la

même lignée congénique, l’effet du QTL augmentant la pression artérielle est masqué

par celui du QTL abaissant la pression artérielle189. Le fait que le rat LEW contiennent

des allèles pouvant augmenter la pression artérielle est surprenant. Des résultats

similaires ont été obtenus sur les chromosomes 2207 et 8190 du rat S. Ces résultats

démontrent que pour être normotendue, une souche comme LEW ne doit pas

obligatoirement être porteuse d’allèles abaissant la pression artérielle à chacun des

QTLs. Donc, la détermination de la pression artérielle chez le rat serait le résultat d’une

structure raffinée de QTLs possédant parfois des effets contraires et qui formerait une

organisation génétique pouvant être appliquée à d’autres mammifères incluant l’humain.
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Chr Souche Nombre Confirmé par Référence Détails
contrastante de QTLs lignées

congéniques
1 LEW 3 Oui 132,208,209

2 WKY 3 Oui 92,210211 Interaction avec QTLs
MNS 3 Oui 92,172,212-214 du chr 10215

LEW 1 Oui 132

3 R 1 Oui 216

LEW 2 Oui 132,189 Deux QTLs —> épistasie189

5 LEW 2 Oui 132,217,218

7 R 1 Oui 219,220

8 LEW 2 Oui 132,190 Deux QTLs avec effets opposés
sur la pression sanguine190

9 R 1 Oui 221

10 MNS 2 Oui 92,222-224 Interaction avec QTLs du chr 2215

LEW 3 Oui 206,224226 Trois QTLs additifs206

12 WKY 1 Non 227

13 R 1 Oui 228,229

BN 1 Oui 230,231

15 WKY 1 Non 232,233

16 LEW 1 Oui 132,234,235

BN 1 Oui 236

17 LEW 1 Oui 132,237

18 LEW 2 Oui 132

BN 1 Oui 238,239

Tableau adapté de Deng .Y “a. La souche contrastante est la souche de rat normotendue impliquée dans
la localisation du QTL sur le chromosome. Chr, chromosome; S, DahI sait-sensitive; LEW, Lewis; WKY,
Wistar-Kyoto; MNS, Milan normotensive; R, DahI sait-resistant; BN, Brown-Norway.

À première vue, on assume que les effets de multiples QTLs sont additifs. Par

contre, dans le cas d’une maladie complexe comme l’hypertension, il existe des

interactions épistatiques entre les QTLs et parmi les QTLs240. Une épistasie est une

dominance d’un gène sur un autre. Cette interaction est inévitable lorsqu’on observe le

nombre de différents QTLs qui ont été isolés à travers le génome, et l’effet drastique que

certains de ces QTLs ont sur la pression artérielle lorsqu’on les évalue séparément.

Donc, ces QTLs interagissent entre eux, et ne contribuent pas tous également à la

pression sanguine, c’est-à-dire que l’effet d’un QTL peut masquer celui d’un autre205.

La première observation d’épistase entre QTLs pour la pression artérielle a été

faite à l’aide d’une double lignée congénique215. L’effet combiné de segments des

chromosomes 2 et 10 est plus faible que celui de leur addition mathématique, suggérant

qu’ils interagissent entre eux de façon épistatique. Cette double lignée congénique

contenait plusieurs QTLs sur chaque chromosome, il est donc impossible d’en tirer des
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conclusions précises. L’interaction démontrée sur le chromosome 3 du rat S est plus

précise, car on y observe qu’un seul QTL abaissant la pression artérielle masque la

fonction d’un autre QTL augmentant la pression artérielle sur le même chromosome189.



o

Conclusion
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Cette étude constitue la première à localiser un QTL pour la pression artérielle sur

le chromosome 18 du rat en construisant plusieurs lignées congéniques. En utilisant des

lignées congéniques formées d’un croisement DahI sait-sensitive et Lewis, nous avons

confirmé la présence de ce QTL prédit par analyse de liaison génétique. Cette étude a

permis de cartographier avec plus de précision le chromosome 18 du rat, à l’aide de

dizaines de nouveaux marqueurs microsatellites, ce qui est essentiel à toute étude de

QTL.

Prochainement, la pression artérielle de plusieurs autres sous-souches

congéniques sur le chromosome 18 pourra être évaluée. Celles-ci vont assurément

apporter de nouveaux résultats, qui vont améliorer la localisation du ou des QTL(s) sur le

chromosome 18. L’analyse de double congéniques avec d’autres chromosomes sera

aussi intéressante. Pour ce qui est de la lignée congénique avec arrière-plan LEW,

probablement qu’une combinaison de multiples chromosomes sera nécessaire pour

observer un effet sur la pression artérielle.

Lorsque la région du QTL1 sera réduite à une grandeur d’environ 1 à 2 cM, il sera

possible d’évaluer des gènes candidats. Plusieurs régions du génome humain

homologues au chromosome 18 du rat ont été liées à l’hypertension essentielle. Il sera

intéressant de faire un rapprochement entre l’identité du QTL chez le rat et son

homologue chez l’humain, afin de mieux comprendre cette maladie qui affecte tant de

gens et dont les causes exactes restent encore vagues.
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Annexe A
Gènes retrouvés dans la région du QTL1

Gène Début Cyto défimtion, homologie

L0C307505 27643434 27795182 l8pll similaire à Alpha-1 catenine (protéine associée à cadhérinee)
(Alpha E-catenine)

L0C291 673 27807525 27983675 lBpll similaire à homologue de la chaperone du réticulum

L0C293831 28213017 28242306 18p11 endoplasmique SIL1 hypothétique

L0C361 309 28248943 28264006 1 8p1 1 similaire à protéine 2 interagissant avec d’autres et liant
le polyadénylate

SVCT1 28265406 28277535 l8pl 1 transporteur d’acide ascorbique couplé au sodium 1

L0C291675 28288389 28289866 l8pll similaire à RIKEN cDNA 2010001M09

L0C291676 28305767 28313888 l8pll similaire à RIKENcDNA5133400GO4

L0C297677 28319876 28347950 18p11 similaire à RIKEN cDNA 2700075601

L0C291670 28494548 28513353 l8pll similaire à RIKEN cDNA4930415K17

L0C291669 28554783 28555277 l8pll similaire à protéine ribosomale 405 516

L0C307500 28636024 28671884 1 8p1 1 similaire à protéine hypothétique DKFZp761 B051 4

L0C291 668 28677005 28726598 1 8pl 1 similaire à précurseur de Pro-neureguline-2 (Pro-NRG2)

L0C364839 28773302 28944010 l8pll similaire à précurseur de Pro-neureguline-2 (Pro-NRG2)

L0C307498 28948960 28949925 18p1 1 similaire à la protéine pur-alpha activateur transcriptionnel
(protéine alpha purine-riche liant l’ADN simple brin

L0C291665 29010682 29058089 18p11 hypothétique

L0C361310 29070440 29123104 l8pll similaire à prefoldine 1

Dtr 29170213 29180590 18p11 Récepteur de la toxine diphtheria

S1c4a9 29193167 29209365 l8pll Transporteur de soluté famille 4, co-transporteur
de sodium bicarbonate, member 9

Sral 29333202 29336387 18p1 1 Récepteur stéroïde, activateur d’ARN 1

Apbb3 29337069 29344192 18p1 1 Protéine liant le précurseur d’amyloid beta (A4), famille B, memb. 3

Plrr4 29346236 29348496 l8pll PLRR-4 Protéine leucine-riche polymorphique

L0C307495 29375342 29380568 l8pll similaire à biliverdine réductase B (flavine réductase (NADPH)

L0C291662 29397091 29398867 l8pll similaire à Ac2-210

Cd14 29401241 29402836 l8pll CD14 antigène

L0C291661 29462030 29468483 18p11 similaire à protéine hypothétique PR01580

L0C291660 29468657 29470480 l8pll similaire à NADH dehydrogenase (ubiquinone)
1 alpha subcomplex, 2, 8kDa

L0C291 659 29470608 29465455 l8pl 1 similaire à 1k protéine

L0C307494 29466708 29491087 l8pll similaire à RIKEN cDNA241008OP2O

L0C307492 29491748 29509665 1 8p1 1 similaire à histidyl-tRNA synthétase

L0C307491 29513353 29524549 1 8pl 1 similaire à histidyl-tRNA synthétase-like

L0C364840 29688206 29699583 l8pll similaire à protocadhérine alpha 2

Pcdha8 29724573 29747581 18p11 protocadhérine alpha 8

Pcdhal0 29748249 29750765 18pl1 protocadhérinealphal0

Pcdhal3 29755264 29952279 18p11 protocadhérinealpha 13

L0C364841 30037666 30040122 18p11 similaire à protocadhérine beta 1

L0C291656 30131444 30139561 l8pll similaire à protocadhérine beta 3
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L0C307489 30277110

L0C291 647 30288943

L0C291 646 30312073

L0C291 642 30315915

L0C307487 30349278

L0C307486 30354032

L0C364842 30557937

L0C291 640 30563426

L0C307485 30568528

L0C361 312 30588501

Pcdhga4 30595451

L0C291 637 30627672

L0C291 635 30650806

L0C364843 30661817

Pcdhga9 30672595

L0C364844 30682637

Pcdhgall 30691304

L0C364845 30696296

L0C307484 30710305

Pcdhgc3 30741247

L0C307483 30784367

Hdac3 30883856

L0C361 313 30903226

L0C291 630 30905949

L0C307482 30907253

L0C361 314 30936487

30279500

30291336

30314475

30345301

30351602

30356419

30558358

30564385

30570160

30594293

30620599

30630116

30661777

30669240

30682613

30689562

30693796

30698725

30710788

30780851

30882175

30902632

30905933

30906815

30936408

30943611

31159195

31218358

31239182

31423172

31563783

31794995

31836615

32298338

32366664

32494411

32793677

32799480

33046780

33297573
nQ)c

18p1l

l8pll

l8pll

18p11

18p11

l8pll

18p11

18p11

1 8pl 1

18p11

l8pll

18p11

l8pll

l8pll

l8pll

l8pll

l8pll

18p11

l8pll

l8pll

l8pll

18p11

1 Bpl 1

18p11

l8pll

l8pll

l8pll

18p11

18p11

iSp11

18p1i

l8pll

18p11

iSp11

18p11

18p12

l8pil

l8pll

18p11

l8pll
•1 a,l i

similaire à protocadhérine beta 13

similaire à protocadhérine beta 14

similaire à protocadhérine beta 15

similaire â protocadhérine beta 20

similaire à protocadhérine beta 21

similaire à protocadhérine beta 22

L0C364842

similaire au mutant transporteur de ornithine 2

similaire à TFIID (sous-unité 1AF1155)

L0C361 312

protocadhérine gamma, sous-famille A, 4

similaire à protocadhérine gamma A5

similaire à protocadhérine gamma A7

similaire à protocadhérine gamma A8

protocadhérine gamma, sous-famille A, 9

similaire à protocadhérine gamma AlO

protocadhérine gamma, sous-famille A, 11

similaire à protocadhérine gamma B8

similaire à 608 ribosomal protéine L21

protocadhérine gamma, sous-famille C, 3

similaire à pl4OmDia

histone déacétylase 3

similaire à RIKEN cDNA 4631403P03

hypothétique L0C291 630

similaire à la protéine FL]00007

similaire à ARF-GAP, RHO-GAP, protéine 3 contenant des
domaines d’homologie à répétition ankyrine et pleckstrin
protéine 1 activant Rho et Arf-GTPase

similaire au précurseur de protocadhérine 1 isoforme 2;
protocadhérine 42; cadhérine-like protéine 1

similaire à la protéine hypothétique KIAAOI41

protocadhérine 12

similaire à la protéine 5 liant le domaine Nedd4 WW

similaire à sprouty-4

L0C364846

facteur de croissance de fibroblastes 1

similaire à la protéine Oligophrenine-1 like
(régulateur de GTPase associé avec kinase d’adhésion focale)

similaire à la protéine Oligophrenine-1 like
(régulateur de GTPase associé avec kinase d’adhésion focale)

sous-famille de récepteur nucléaire 3, groupe C, membre 1

similaire à la protéine liant polyA, isoforme enrichi dans testicules

similaire à protéine hypothétique

L0C364848

similaire à Ac2-256
VIAAl’l7

L0C307481

L0C307480

Pcdhl2

L0C291 609

L0C291610

L0C364846

Fgf 1

L0C307459

L0C364847

Nr3cl

L0C291 615

L0C291 616

L0C364848

L0C361 315
I CC”)O11Q

31137601

31205383

31224294

31372416

31562881

31747659

31815645

31969214

32335407

32411931

32791785

32798980

33045766

33285710
‘‘‘Q7ÔQ
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L0C364853

L0C291 624

L0C361317

L0C364854

L0C364855

L0C364856

L0C364857

L0C307474

135406084
‘35434623

35509207

35589919

35624765

35646402

35720883

35752159

nGPCR-2037 35815744

Pppr2b2 35901504

35407004

35491049

35568553

35594876

35637065

35652671

35722743

35812227

35817138

36179323

36646514

36715621

36935482

37135101

37183497

37211486

37277214

37394385

37454502

37533625

37652359

38061077

38123741

38270625

38638921

39147355

39155085

39248194

39459015

39559585

39742578

40242327

40336539

40393763

40490424

40737428

18p1 1

18p11

l8pll

18p11

18p11

18p11

18p11

18p11

lSpll

l8pll

18p1 1

l8pl 1

l8pll

l8pll

18p11

l8pll

l8pll

1 8q 11

1 8q1 1

1 8q1 1

18q11

1 8q 11

1 8q1 1

18q11

1 8q 11

1 8q 11

1 8q 11

1 8q 11

1 8q 11

1 8q 11

1 8q1 1

18q11

I 8q 11

1 8q 11

1 8q1 1

18q11

L0C364853

similaire à leucyl-tRNA synthétase

similaire à KIAA1311

L0C364854

similaire au domaine POU, classe 4, factor de transcription 3
(homéoboîte spécifique au cerveau/protéine 3G à domaine POU)
(Brn-3C)
LOC364856

similaire à la protéine ribosomale 40S S2

similaire au régulateur de l’élongation de la transcription 1;
facteur de transcription CAl 50; protéine liant la TATA box
(facteur associé à TBP, polymérase à ARN Il, S, l5OkD);
facteur 25 associé à la protéine liant la TATA box

récepteur nGPCR-2037 peut-être couplé à protéine G

protéine phosphatase 2 (auparavant 2A),
sous-unité régulatrice B (PR 52), bêta isoforme

similaire au gène de la protéine sérine/thréonine kinase

dihydropyrimidinase-like 3

similaire à la protéine hypothétique K1AA0555

inhibiteur de la trypsine sécrétrice du pancréas type Il (PSTI-ll)

gène hypothétique supporté par NM_012674

similaire à ORF4

hypothétique LOC291 608

similaire à envelope

LOC364860

similaire à la protéine liant c-Mpl

similaire à l’inhibiteur de la sérine protéase, type Kazal, 5;
lymphoépithelial inhibiteur de type Kazal
similaire à myotilin

similaire à NuDiX hydrolase (ndx-5)

similaire à la protéine mutée dans le cancer colorectal (MCC)

similaire à l’hélicase à ADN/ARN DEIH-box

L0C364861

L0C364862

similaire à la protéine hypothétique MGC10084

L0C364863

L0C364864

intermédiaire potassium/canal activé par le calcium à
faible conductance, sous-famille N, membre 2

similaire à la NADH déhydrogénase (ubiquinone)
1 bêta sous-complexe 3

similaire à la protéine ribosomale S27a

similaire à la protéine à motif tripartite 36

gèranylgéranyltransférase type I (GGTase-l)

similaire à protéine membranaire associé à un vésicule;
associé à VAMP; 33kDa

L0C364858

Crmp4

LOC307479

L0C266602

L0C360294

LOC361218

L0C290608

LOC364859

L0C364860

L0C307452

L0C361 319

L0C291 605

L0C291 604

LOC307449

LOC307446

LOC364861

LOC364862

L0C288900

L0C364863

L0C364864

Kcnn2

L0C364865

L0C291 599

L0C291 597

Pggtlb

LOC317161

36541272

36655935

36860998

37126200

37168704

37201826

37252555

37382661

37453674

37531449

37549293

38044523

38086226

38137344

38625324

39136033

39154717

39247330

39454852

39558490

39598503

40240781

40336072

40367132

40447596

40709570

L0C364866 40739513 40741184 18q11 similaire à la protéine ribosomale S2



xiv

L0C302294 41183884 41184924 18q11 similaire à la déshydrogénase glycéraldéhyde-3-phosphate
(phosphorylating) (EC 1.2.1.12)- mouse

L0C302296 41198594 41201833 18q11 similaire à la lectine, liant le galactose, soluble 1

L0C364869 41225645 41231941 18q11 similaire à la protéine hypothétique FL]38968

L0C361323 41264433 41400486 18q11 similaire à RIKEN cDNA2310003AO5

L0C302297 41436833 41437833 18q11 similaire à Arfaptin 2 (Partenaire de RACJ) (protéine POR1)
L0C317168 41466290 41503059 18q11 similaire à la déshydrogénase glycéraldéhyde-3-phosphate

L0C361 324 41583741 41639794 1 8q1 1 similaire à la sémaphorine 6A1

L0C361325 42091183 42126911 18q11 similaire à RIKEN cDNA241OJI6IO5

L0C291 595 42193983 42196985 1 8q1 1 similaire au stimulateur de dissociation de nucléotides RaI guanine
(RaIGEF) (RaIGDS)

L0C364870 42237042 42237721 18q11 L0C364870

L0C364871 44274710 44274985 18q11 similaire à la protéine ribosomale L28

L0C364872 44366103 44373498 18q11 L0C364872




