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Résumé francais

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 a la pression artérielle

sur le chromosome 18 du rat.

Afin d'étudier 'hypertension dans un environnement homogéne, nous utilisons
des souches de rats consanguines, ou tous les animaux sont génétiquement identiques.
Des souches congéniques sont construites par une série de croisements entre le rat
hypertendu Dahl salt-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.
A 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 télemeétrie, diminue
significativement dans les souches congéniques S.L1, S.L2, S.L3, et S.L4 par rapport a
la souche S. La MAP n'est pas significativement différente pour S.LS et S.L6 par rapport
a S, et pour L.S1 par rapport a LEW. Les pression artérielles systoliques et diastoliques

varient de fagon 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 a mieux comprendre la

génétique de I'hypertension.

Mots clefs
Hypertension essentielle, pression artérielle, souche congénique, rat Dahl salt-sensitive,

cartographie généetique, modele animal, chromosome 18.
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Résumé anglais
Abstract

Essential hypertension is an important risk factor for cardiovascular diseases. It's
a multifactorial disease influenced by genetic and environmental factors. Previously,
linkage analysis studies have led to the mapping of a quantitative trait locus (QTL) for

blood pressure on rat chromosome 18.

To study hypertension in a controlled environement, we use inbred rat strains,
where all animals are genetically identical. Congenic strains are constructed by a series
of crosses between the hypertensive Dahl salt-sensitive rat (S) and the normotensive
Lewis rat (LEW). This results in a congenic strain wich has a genetic background from
the hypertensive S strain, exept for a region which is replaced with the homologous
region of the normotensive LEW strain. With the help 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 diastolic arterial pressures vary consistantly with
MAP values.

Therefore, the Dahl 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, Dahl salt-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 diastole’. Au moment de la systole,
le muscle cardiague se contracte et les cavités du coeur propulsent le sang, infusant les
organes avec de I'oxygéne et des nutriments. A chaque contraction du cceur, 70 ml de
sang est propulsé dans le systéme 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 a 80 battements
par minute. Le débit cardiaque, c'est-a-dire le volume sanguin éjecté par le cceur a

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

La pression sanguine est beaucoup plus grande dans les artéres que dans les
veines, et atteint un maximum dans les artéres 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 & I'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 a la pression exercée par le sang sur les parois tout de
suite aprés la contraction du cceur. La pression diastolique correspond & la pression sur
les parois aprés le passage du sang. Un résultat de pression sanguine est présente :
pression systolique/pression diastolique. L'unité de mesure est le millimetre 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, accroit la résistance et, par conséquent, augmente la

pression artérielle. Lorsque les muscles se relachent, les artérioles se dilatent et la



pression artérielle chute. Les muscles des artérioles obéissent a des nerfs, des
hormones et a 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 contrblent la pression
sanguine. Des barorécepteurs situés dans les vaisseaux sanguins détectent les grands
changements de pression et envoient I'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 a une élévation de pression dans ces
organes, s'opposent a |'action de vasoconstriction de I'angiotensine et de I'endothéline, et
la réabsorption de sodium déclenchée par le systéme rénine-angiotensine®. Le systéme
kinine-kallikréine affecte la rigidité vasculaire et le controle du sel rénal. Le systéme de
récepteurs adrénergiques influence le rythme cardiaque, la contraction cardiaque et la

rigidité vasculaire.

Les reins jouent un role essentiel dans le controle 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. Eventuellement,
I'autorégulation de plusieurs systémes résulte en une augmentation de la résistance
périphérique, ramenant le volume systolique a la normale. L'augmentation de la
résistance périphérique peut étre substantielle, menant a 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 sanguine®.

1.1.1 Systéme rénine-angiotensine (RAA)

Le systéme RAA (figure 1) est vital au maintien de la pression artérielle, de
I'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 premiére fois
en 1898 & partir de reins de lapin, et décrite comme une substance influengant la
pression *. Cette enzyme est relachée dans la circulation par I'appareil juxtaglomérulaire
du rein, sous le contréle de multiples signaux, et elle agit sur I'angiotensinogéne du foie.
Suite au clivage de I'angiotensinogéne par la protéase rénine, I'angiotensine | (Ang I) est
généré. Ang | est converti en angiotensine Il (Ang Il) par I'enzyme de conversion de



l'angiotensine (ECA), une carboxypeptidase. L'Ang Il est la principale hormone
vasoactive du systéme RAA, et ses effets incluent la vasoconstriction, la stimulation de la
sécrétion d'aldostérone et la réabsorption sodique par le rein. Le systéme RAA agit dans

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

L’action de Ang |l est effectuée a travers sa liaison a des récepteurs spécifiques
(AT, et AT,)°. 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 AT,, AT,a et AT:b, ont été
identifiés chez les rongeurs®’. Ces deux récepteurs sont le produit de deux génes
(Agtria et Agtr1b), et sont differemment exprimes et régulés®®. Il a été démontré que le
récepteur AT,a est surtout impliqué dans la régulation de la rigidité vasculaire en
périphérie et de la réponse a la pression dans le systéme nerveux central (SNC)'*'". Le
récepteur AT;b est requis pour la réponse dipsogénique a Angll dans le SNC™.

Le systéme RAA agit en concert avec d’autres systémes veillant au maintien de la
pression et des fluides, comme le systéme nerveux sympathique. |l constitue une
balance aux systémes 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 systtme RAA. Donc, méme s'il est clair que le systétme RAA joue un role
dans la pression sanguine, il ne constitue pas la cause primaire de I'hypertension ni le

seul déterminant de la pression artérielle dans I'hypertension essentielle'.

Tous les systémes régulant la pression sanguine agissent ensemble de fagon
complexe. Le role de ces systémes a été établi dans des réponses homéostatiques a
court terme. |l est difficile de déterminer si ces voies contribuent a la détermination de la
pression sanguine a long terme. Etant donné que la pression sanguine doit étre mesurée
chez des organismes vivants intacts ol tous ces systémes interagissent de fagon
complexe, il est difficile de distinguer les altérations primaires au systéme des réponses

adaptatives secondaires.
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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 a des anomalies chromosomiques, la plupart des maladies
adultes (diabete insuline-dépendant, hypertension, schizophrénie) et la plupart des
malformations congénitales communes (bec de liévre, défauts du tube neural) ne le sont

pas. Des facteurs génétiques joueraient un rble important dans leur étiologie. La



prédisposition génétique a la maladie refléte un effet cumulatif de variations génétiques a
plusieurs loci, ayant chacun un effet relativement minime sur le phénotype. | s’agit d'un
trait polygénique lorsqu'il est causé par I'impact de différents génes, et multifactoriel s'il

résulte en l'interaction de facteurs environnementaux avec de multiples génes'.

La composante génétique des traits quantitatifs est souvent due a des effets
cumulatifs de plusieurs loci sur le phénotype. Les loci qui contrélent 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 contrdlant le trait
quantitatif, mais peut aussi référer spécifiquement a un locus génétique individuel

participant au controle du trait'.

Un trait quantitatif comme la pression sanguine est distribué de fagon continue
dans la population, suivant une distribution normale (Gaussien). Afin d’expliquer cette
distribution, prenons I'exemple de deux loci indépendants, A et B, qui affectent la
pression systolique. Chacun d'eux possede deux alléles 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 a chaque locus (AA,Aa,aa, et BB,Bb,bb) vont étre
distribués respectivement selon un ratio de %, %2 et Y4. Assumant que I'alléle 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'alléle 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 génetiques
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

maodifier la forme de la distribution des fréquences.

Cet exemple, en apparence un modéle 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 & la maladie. Un individu génétiquement susceptible peut ou non
développer la maladie, dépendamment de l'interaction de plusieurs facteurs
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génétiques et environnementaux. Ensuite, des arriére-plans génétiques différents
peuvent causer une susceptibilitt & la méme maladie, donc I'étiologie de maladies
communes multifactorielles est génétiquement hétérogéne. Par exemple, les facteurs de
risque pour les maladies coronariennes incluent [I'hypertension, le diabete et
I'hyperlipidémie, et chacun d’'eux posséde ses propres facteurs de risque génétiques et

environnementaux"’.

Jusqu'a 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 modéles comme Drosophila
melanogaster, qui ont des propriétés génetiques uniques'™.  Aujourd’hui, plusieurs
technologies sont disponibles pour disséquer des traits complexes comme le contréle de

la pression sanguine.

1.2 Hypertension

Lorsque la tension artérielle est élevée, c’'est que la circulation du sang dans les
artéres 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 & obtenir étant donné que la pression varie beaucoup a court terme.
Les mesures prises a la maison peuvent étre plus fiables que celles prises en présence



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

élevée uniquement en sa présence.

1.2.1 Epidémiologie

L’hypertension est une maladie trés présente dans notre société. Elle affecte
50% des gens agés de 65 ans et plus. De plus, une personne de 55 ans avec une
pression sanguine normale a 90% des chances de développer de I'hypertension au cours
de sa vie'”. 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 140/90mmHg)'®. De plus, 'hypertension constitue
un facteur de risque pour plusieurs causes de morbidité et mortalité incluant I'accident
cérébro-vasculaire (ACV), l'athérosclérose, linfarctus du myocarde, [linsuffisance

cardiaque et des maladies rénales avancées'*?'.

Malgré le fait que I'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 contrélent restent encore aujourd’hui

relativement peu connus.

1.2.2 Hypertension chez les femmes

Peu importe I'age, 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 ans®. Ceci est di & la plus petite stature des
femmes et & un débit cardiaque plus élevé. A la ménopause, la perte d'cestrogéne 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 hommes®.

La pression systolique augmente avec I'age, alors que la pression diastolique
atteint un plateau autour de I'age de 60 ans. Chez les adultes des deux sexes, cette
derniére a méme tendance a diminuer une fois le plateau atteint®*. Les deux sexes
montrent la méme incidence d’hypertension®. La prise d’hormone post-ménopause ne

constitue pas une mesure préventive contre I'hypertension, mais le changement



d’hormones est important pour le mécanisme de I'hypertension chez la femme. En
raison d’une réponse moins positive aux médicaments anti-hypertensifs chez la femme,
la recherche sur I'hypertension est primordiale, et un traitement spécifique au sexe devra

éventuellement étre élaboré®.
1.2.3 Hypertension secondaire

L'hypertension secondaire est I'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 systéme rénine-angiotensine et du systeme sympathique

inadapté a la rétention sodée?®'. Ceci cause une hypertension artérielle.

L'hypertension réno-vasculaire est liée a une maladie des artéres rénales a
l'origine d'une ischémie du rein situé en aval. L'hyper-réninisme lié a I'ischémie rénale en
aval de la sténose provoque une activation de Ang ll, puissant vasoconstricteur. L'autre

rein, sain, maintient la natriurése et I'hyper-réninisme se perpétue?’.

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)®'.

L'hyper-aldostéronisme démontre un excés de minéralocorticoide. Sur le plan
physiopathologique, ceci a deux conséquences majeures sur le tubule distal
Oréabsorption accrue de sodium entrainant une expansion du liquide extracellulaire, et

stimulation de I'’xcrétion urinaire de potassium, responsable d'une hypokaliémie?'.
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 géne défectueux est responsable de la maladie et de

ses grandes variations de pression sanguine. Plusieurs formes monogéniques
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d'hypertension ont été caractérisées au niveau moléculaire, et tous ces génes sont

impliqués dans le mécanisme de la réabsorption de sel par les reins®.

L'hyperaldostéronisme familial de type 12728 est une pathologie héréditaire rare de
transmission autosomale dominante due a l'expression ectopique de ['aldostérone
synthase dans la zone fasciculée de la glande surrénale. L'aldostérone interagit avec le
récepteur minéralocorticoide dans les cellules du tubule rénal et cause une plus grande
activitt des canaux calciques épithéliaux. Cette activation des canaux calciques
augmente la rétention d'eau et de sel, ce qui a pour conséquence daugmenter la
pression. Le défaut moléculaire responsable de cette pathologie est un événement de
recombinaison génétique sur le bras long du chromosome 8 entrainant une duplication-
fusion entre la partie 5' du géne de la 11 B-hydroxylase et la partie 3' du géne de
I'aldostérone synthase, deux génes trés similaires (93%) impliqués dans la synthése de
stéroide surrénal. Le géne hybride posséde ainsi la partie promotrice du géne de la 11 B-
hydroxylase, sensible & I'nhormone adrénocorticotropique (ACTH), et la partie codante du
géne de l'aldostérone synthase. Ceci conduit a une synthése surrénalienne excessive,

controlée par ’ACTH plutét que par Ang 1.

L'excés apparent de minéralocorticoides® se manifeste par une hypertension
artérielle le plus souvent sévére, débutant généralement dans I'enfance. |l s'agit d'une
pathologie rare, héréditaire, de transmission autosomale récessive, en rapport avec un
déficit en 11 p-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11BHSD2). Cette enzyme
permet la conversion du cortisol actif en cortisone inactive. Or le cortisol a une affinité
importante pour le récepteur des minéralocorticoides. Lorsque I'enzyme est deficiente, le
cortisol sature ces récepteurs, aboutissant & un effet minéralocorticoide important a

l'origine de cette hypertension.

Le syndrome de Liddle®**" 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 fagon 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 génes des sous-unités B et y du canal sodique

épithélial seraient responsables de cet effet.
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Méme si la cause des formes monogéniques d’hypertension est généralement
attribuée a un seul géne, il est possible d'observer que des individus avec le méme
défaut génétique varient dans leur sévérité de la maladie. Ce phénoméne est appelé

pénétrance variable®*®,

Plusieurs facteurs pourraient étre responsables de cette
variation entre le génotype et le phénotype. Des facteurs environnementaux tel que la
diéte et la consommation de sel ont été suggérés. Aussi, 'hétérogénéité au locus
pourrait étre responsable, ol plusieurs génes peuvent causer la méme maladie de fagon
indépendante. Une autre possibilité est la variation allélique, ou plusieurs alléles du
méme géne peuvent causer le méme trait. Les différentes mutations d’'un méme gene
codant pour une enzyme peuvent affecter chacune différemment I'activité de I'enzyme, et
ainsi créer une pénétrance variable. Par exemple, des mutations ont été trouvées dans
les génes codant pour les sous-unités du canal sodique épithélial, le méme 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)*,
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 determinants
génétiques et environnementaux. L’hypertension essentielle est nommeée ainsi parce
qu'on croyait auparavant que cette élévation de pression artérielle avec I'age était

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

Le risque d’hypertension tend a se concentrer dans certaines familles et une forte
agrégation familiale de la pression sanguine est observée dans pratiquement toutes les
populations étudiées®. Etant donné qu'une famille ne partage pas uniquement ses
génes 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 étre observé parmi une variété de mecanismes
pathophysiologiques. Il peut étre difficile d’évaluer systématiquement les procédés
physiologiques dissimulés derriére une variation de pression sanguine observée®.

L’hypertension essentielle démontre une agrégation familiale sans pour autant
étre transmis de fagon mendélienne. Plusieurs facteurs contribuent a la complexité de la



12

transmission de I'nypertension essentielle. Il a été établi a 'aide d’études d’agrégation et
d'études de jumeaux identiques®” que I'héritabilité génétique contribuent & environ 30%
de la variation de la pression sanguine dans la population®. Une étude a mesuré la
corrélation de la pression sanguine chez des familles ou certains de leurs enfants ont été
adoptés, afin de départager l'influence de I'environnement des déterminants transmis
génétiquement®. Cette étude a clairement démontré que la corrélation de la pression

sanguine est plus grande lorsque la mére et I'enfant, ou deux enfants, sont reliés.

Il est maintenant accepté que ce type d’hypertension soit polygénique, c’est-a-dire
causé par des interactions entre plusieurs génes. L’hypertension essentielle serait
déterminée par l'interaction entre quelques génes majeurs ou plusieurs génes mineurs.
Selon les combinaisons de génes, différentes interactions modulent la détermination de

la pression sanguine, et I'hétérogénéité génétique influence ces interactions.

La plupart des traits qui ont un impact significatif sur la santé de la population
impliquent plusieurs génes, qui interagissent entre eux et sont influencés par des facteurs
environnementaux. Les formes de maladies trés rares impliquent le plus souvent un seul
géne, tandis que les formes de maladies plus communes seraient soumises a une fine
régulation d’'une multitude de génes. De plus, cette régulation pourrait varier d'un
individu a l'autre, selon le variant hérité. Ceci rend la tache d'identification des causes

exactes de I'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'étre exposé aux facteurs
environnementaux responsables. De nombreux facteurs environnementaux sont
associés a I'hypertension : I'age, I'hérédité familiale, I'obésité, la consommation de sel et
d'alcool, et lactivité 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’hypertension®.
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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
a 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 limitée*!*2.

De plus, il existe le régime DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension), qui abaisse la pression sanguine a l'aide d'un régime
riche en fruits et légumes, produits laitiers faibles en gras, et réduit en gras total et

saturé®,

Dans la pathogenése de traits complexes comme la pression sanguine, les
facteurs environnementaux ne sont pas seulement additifs aux facteurs génétiques®.
L'effet d'une variation allélique de tout géne dépend de I'environnement ou ce géne est
exprimé. Cet environnement peut étre spécifique a un temps ou étre I'accumulation
d’expériences environnementales durant la vie d'un individu*. L’environnement peut
influencer le phénotype en stimulant I'expression d’'un géne ou en interagissant avec le
produit du géne. Par exemple, une diéte a haute teneur en sel modifie I'expression du
géne de la rénine, ce qui méne a l'augmentation de I'excrétion de sodium et donc la

prévention de I'effet hypertensif causé par l'ingestion de sel.

1.3.1 Sensibilité au sel

Le contenu en sel de notre diéte est un facteur environnemental important dans la
régulation de la pression sanguine®. Il a été observé que la prévalence de I'hypertension

I*”. Vers

est faible dans certaines sociétés primitives avec une diéte a faible teneur en se
les années 1940, il a été démontré qu'une diéte trés faible en sel peut réduire la pression
sanguine chez certains patients atteints d’hypertension sévere. En effet, chez certains
patients (20 a4 40%), une diéte a faible teneur en sel peut les aider a mieux contrdler leur

pression sanguine*.

Des sujets humains normotendus et hypertendus sont sensibles ou résistants aux
effets d’augmentation de la pression sanguine due au sel®. De plus, des patrons
différents de rythme circadien de la pression sanguine sont observés dépendamment si
la diéte & haute teneur en sel est administrée a 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'étre
sensibles au sel que leurs vis a vis caucasiens, et qu'ils ont plus tendance a développer
des maladies rénales reliées a Phypertension®’. Les reins ont été suggérés comme
jouant un réle central dans la pathogenése de la sensitivité au sel de la pression
artérielle. 1l a aussi été démontré que la sensibilité au sel pouvait étre modifiée par la
présence dans la diéte d’autres ions. Donc, un supplément en Ca®" 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 diete a haute teneur
en Ca® et en Na*. Parallélement, une atténuation de la sensibilité au stress a été
observée par un changement de la température du corps durant l'immobilisation de

I'animal®®. La section 1.4 aborde plus en détails le role de ces ions dans I'hypertension.

1.3.2 Stress

Le stress est un facteur environnemental important dans le développement de
I'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 a des stress mentaux et physiques que des
sujets d’'une descendance normotendue avec les mémes niveaux basaux de pression
sanguine®. L’héritabilité de la réponse de la pression sanguine au stress, estimée pour
des jumeaux monozygotiques et dizygotiques, est semblable a I'héritabilité de la pression
sanguine basale®. Une exposition prolongée a un stress chronique élevé causerait a
travers le temps une adaptation anatomique dans le cceur et les vaisseaux et

contribuerait & maintenir une pression sanguine élevée®.

Plusieurs génes de réponse au stress pourraient étre impliqués dans la
susceptibilité environnementale & I'hypertension chez le rat, incluant hsp70 et tnfa. La
température et 'immobilisation de I'animal ont été associé a des changements dans la

pression sanguine et dans I'expression de ces génes®,
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1.3.3 Obésite

L’association entre I'obésité et 'hypertension est trés bien documentée, et il a été
démontré que la pression sanguine est reliée de prés au poids corporel™®. 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 I'hypertension chez

I'adulte augmente avec I'augmentation du poids corporel®

. Cet effet est d en partie aux
facteurs de risque reliés a I'obésité, I'hyperlipidémie et le diabéte mellitus, mais I'obésité
contribue aussi de fagon indépendante au risque cardiovasculaire®. 1l a été observé
qu'une diminution de la quantité de gras viscéral intra-abdominal est reliée a une

réduction de la pression sanguine chez des patients obéses et hypertendus®.

1.4 Membrane plasmique et transport d'ions

A la base, I'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 artéres formant la résistance et la régulation du volume de fluide extracellulaire.
Il a été démontré que la réponse des cellules musculaires lisses dans les vaisseaux

joueraient un role dans la régulation de la pression sanguine®.

La résistance périphérique et la régulation du volume extracellulaire peuvent étre
reliés a la membrane plasmique qui sépare les espaces intracellulaire et extracellulaire.
La structure et la fonction de cette membrane jouent un réle clé dans la pathogenese de

I'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, a 'aide de signaux spécifiques et de structures membranaires,
avec l'organisme entier. La membrane plasmique présente une permeabilité sélective.
Les molécules hydrophobes se dissolvent dans la membrane et la traversent aisement.
Par contre, les ions (H*, Na*) doivent utiliser des protéines de transport. La protéine de

type uniport transporte un seul soluté a travers la membrane, le type symport déplace
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deux différents solutés simultanément et dans la méme direction et le type antiport
transporte un soluté vers lintérieur de la cellule et un autre vers I'extérieur (pompe
Na*/K").

La vitesse de transport des ions a travers la membrane plasmique dépend du
nombre d'unités de transporteurs, I'affinité pour le type de transporteur et la vitesse de
translocation, qui sont tous spécifiquement modulés par des signaux intracellulaires et
extracellulaires®’. 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 ['étirement et le flux sanguin). Ces signaux interagissent avec des récepteurs
spécifiques qui transduisent le signal & des complexes intracellulaires de voies
biochimiques qui déclenchent de multiples réponses. La premiére étape implique des
facteurs liés a la membrane (phospholipases, protéines G, protéines kinases), puis des
seconds messagers cytoplasmiques (Ca®, cAMP, cGMP, oxyde nitrique), et finalement
des facteurs nucléaires qui agissent sur la transcription de génes. Certains facteurs de
cette voie de transduction ont été étudiés afin d’élucider les causes du transport anormal
d'ions dans I'hypertension, comme la protéine kinase C%, les protéines G® et la protéine
kinase activée par mitogéne (MAPK). De plus, I'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, I'adducine®.
1.4.1 Réle du sodium

Il existe une relation entre la consommation de Na* et le développement de
I'hypertension chez certains modéles animaux et chez les patients souffrant
d’hypertension sensible au sel. Le Na® cellulaire est augmenté chez plusieurs types
cellulaires (érythrocytes, lymphocytes) dans I'nypertension essentielle. Ceci est di soit a
une augmentation de I'entrée ou & 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 Na*K" qui exporte trois ions Na* pour deux ions K*
importés dans la cellule, en hydrolysant une molécule d’ATP a 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 Na'K" 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 I'ouabain endogéne®’.
1.4.2 Stéroides cardiotoniques endogénes

Le premier role des stéroides cardiotoniques (SCT) est de faciliter la natriurése a
travers linhibition de la pompe ATPase Na'K® dans les membranes basolatérales du
rein®®. Cependant, une production excessive de SCT peut aussi inhiber ’ATPase Na'K"
des muscles lisses vasculaires et créer une vasoconstriction®. Les SCT endogénes
contribueraient a I'hypertension sensible au sel®%. Limportance critique de la

%6788 mais le

consommation de sel dans la pathogenése de I'hypertension est reconnue
mécanisme par lequel cette surconsommation fait augmenter la pression artérielle reste
inconnu. Récemment, les stéroides cardiotoniques, comme [|'ouabain endoge‘zne69 et

70-72

autres stéroides’ %, ont été proposés comme intermédiaires candidats. Chez I'hnumain,

une diéte salée chronique cause une augmentation en SCT plasmatiques™”.

En plus,
environ 50% des patients souffrant d’hypertension essentielle démontrent des niveaux
élevés d’ouabain endogéne’™. Un niveau élevé de SCT est aussi détecté chez des

animaux affectés d’hypertension sensible au sel®">"".

Un antagoniste de ['ouabain
abaisse la pression sanguine chez ces rats hypertendus et chez certains patients atteints

d’hypertension essentielle’®.
1.4.3 Role 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 Ca®* sont ’ATPase Ca®* plasmique, qui
pompe le Ca? hors de la cellule, 'échangeur Na*/Ca®* (NCX), qui sort le Ca*" contre son
gradient de concentration en échange avec du Na" qui entre avec son gradient de
concentration, et 'ATPase Ca?* du réticulum sarcoplasmique, qui séquestre le Ca** dans
des organelles intracellulaires. Un équilibre entre ces mécanismes maintient une

concentration intracellulaire de Ca?* quatre fois plus faible que la concentration
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extracellulaire. Chez les humains et les modeles expérimentaux souffrant
d’hypertension, 'lhoméostasie du Ca®* est affectée.

Les SCT inhibent 'ATPase Na'K" de la membrane plasmique, menant a une
augmentation de Na" cytosolique. Cette accumulation cellulaire de Na* augmente la
concentration de Ca** cytosolique a travers NCX et augmente ainsi la contraction dans le
muscle vasculaire ou cardiaque.

Il a été démontré que le mode d’entrée du Ca®" a travers 'échangeur NCX de type
1 (NCX1) vasculaire est impliqué dans la régulation contractile des petites artéres et dans
le développement d’hypertension sel-dépendante®. Lorsque les SCT inhibent FATPase
Na'K" dans les cellules du muscle lisse vasculaire, I'élévation de Na* local dans la zone
submembranaire facilite lentrée de Ca®* a travers NCX1, résultant en une
vasoconstriction (figure 3). Ceci a été démontré a 'aide d'un inhibiteur de NCX (bloquant
Pentrée de Ca®") qui réussi a baisser la pression artérielle chez plusieurs modéles
d’hypertension sel-dépendante. Cet inhibiteur n’affecte pas la pression chez des
modéles normotendus ou hypertendus non sensibles au sel. Aussi, cet inhibiteur
renverse la vasoconstriction et 'hypertension induites par Pouabain endogéne, ce qui
pourrait faciliter 'entrée de Ca*" a travers NCX, di a une concentration élevée de Na"
cytosolique, sans que l'inhibiteur n’affecte directement I'activité de 'ATPase Na'K".

High sait intake

e 1

Kidney Cardiotonic steroids Vascular smooth muscle

Nat/K*
3 ATPase Na* NXC1
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Figure 3 Réle de I'échangeur NCX1 dans I'hypertension sensible au sel’®
Une diéte riche en sel peut altérer la réabsorption nefte de sel ou augmenter les niveaux de
stéroides 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 éléve la pression sanguine. Une diéte riche en sel augmente aussi les molécules
qui inhibent '’ATPase Na'K’. Des concentrations locales élevées de sodium pourraient engager
NCX1 et faciliter 'entrée de calcium. A travers I'action de NCX1, la rigidité vasculaire et la
pression sanguine augmentent.

1.5 Traitements contre 'hypertension

Plusieurs dizaines de médicaments ont été développés pour traiter I'hnypertension
(tableau 1).

récepteurs adrénergiques o et B, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de

Parmi les plus utilisés, on distingue les diurétiques, les antagonistes des

I'angiotensine (ECA), les antagonistes du récepteur AT, de Ang Il, les inhibiteurs d’entrée
de calcium et les agents agissant sur le SNC. Trés 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 (-) systéme rénine-angiotensine
Antagonistes récepteur AT, | Récepteur AT, (-) systéme rénine-angiotensine

Antagonistes récepteur o

Antagonistes récepteur

Inhibiteurs calciques

Agent agissant sur le SNC

Diurétiques

Récepteur adrénergique a4
Récepteurs adrénergiques B

(B1et B2)

Transporteurs de calcium

Récepteur adrénergique o

Récepteur imidazoline 4

Tubules rénaux

(-) résistance vasculaire périphérique
(-) rythme cardiaque

(-) rénine

(-) résistance vasculaire périphérique
{-) cellules myocardiaques

(-) résistance vasculaire périphérique
(-) activité nerveuse sympathique

(-) norépinéphrine

(-) résistance vasculaire périphérique
(+) excrétion du sodium

Un traitement contre I'hypertension s’accompagne d’une réduction importante des
ACV mortels et non mortels, et de fagon plus subtile mais significative, une réduction
d'événements coronariens®. Toutefois, les patients hypertendus traités courent un
risque plus élevé de morbidité liée a des complications cardiovasculaires que des sujets

normotendus du méme age et du méme sexe.
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Une étude a analysé la mortalité chez des patients hypertendus traités a la
Glasgow Blood Pressure Clinic®'. Chez environ 4000 patients souffrant d’hypertension
essentielle, la mortalité a été comparée a celle de deux populations témoin prés de
Glasgow durant une période de 6,5 années. La mortalité des patients hypertendus
traités était de 2 a 5 fois plus élevée que celle des populations normales. Malgre le
traitement, la pression sanguine chez les patients traités était restée plus élevée que
chez les sujets normotendus, et I'effet bénéfique du traitement était plus grand chez les
patients ol la pression était la plus réduite. Ceci suggére 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 & l'aide de médicaments

est bénéfique®.
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Chapitre 2 - Approche génétique

2.1 Stratégie

Il est aujourd’hui clair que I'hypertension essentielle est une maladie polygénique
et héréditaire. Etudier les bases génétiques de I'hypertension se révele ardu, car il y a
assurément plusieurs génes qui auraient chacun un effet minime sur la pression
sanguine. La population humaine est génétiquement hétérogéne. Chaque individu
posséde une version particuliére de chacun de ses genes, et la combinaison de ces
versions rend chaque personne unique. Ce phénomene complique la recherche de
génes responsables d’un trait complexe. Etant donné que chaque individu posséde une
interprétation différente des génes, il est difficile de déceler une petite différence dans le
génome déja trés varié d’'une population humaine. Deux principales strategies sont
utilisées afin d'étudier les bases génétiques d'une maladie complexe comme

I'hypertension essentielle : I'analyse de liaison génétique et I'étude d’'association®.
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 a proximité d’'un locus causant
une maladie et ce méme locus vont se suivre lors de la ségrégation des chromosomes
chez les individus affectés. Un locus marqueur est évalué en utilisant les
polymorphismes de I'ADN. Les deux types de polymorphismes d’ADN les plus utilisés
sont le RFLP (restriction fragment-length 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 étre courte (microsatelliites et SSLP-simple
sequence length polymorphism) ou longue (minisatellites). Afin de déterminer de quel
polymorphisme a hérité un individy, il est possible de détecter les répétitions et leurs
différentes longueurs par PCR (Polymerase Chain Reaction) et électrophorese 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 prés I'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 fagon plus fréquente que le
hasard, ils sont considérés comme étant liés. Cette liaison est quantifiée a 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 loci®*®.

Les résultats d'analyse de liaison génétique se présentent sous forme de tableau
ou de graphique, ou la courbe représente le LOD score a 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 locus), si le trait est quantitatif. La
localisation de QTL par liaison génétique détermine un intervalle chromosomique de 20 a
30 cM®. Il s’agit d’une trés grande région et une autre méthode doit étre utilisée pour
confirmer le QTL et réduire le nombre de génes candidats. Aussi, il est possible qu'il y ait
plusieurs QTLs sur le méme chromosome. Si la distance qui sépare deux QTLs est
supérieure a 80 cM, ceux-ci peuvent ségréguer de maniere indépendante®, ce qui peut
étre observé par deux pics sur le graphique. Par contre, si la distance entre deux QTLs
est inférieure a 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 géne, comme les formes monogéniques d’hypertension. Dans ces
études, un modéle de transmission mendélienne est utilisé en suivant un géne
responsable & travers des familles affectées. Etant donné que les effets de ce géne sont
présents ou absents chez les membres d'une famille, la co-ségrégation des alléles

causant la maladie peut étre détectée.

Ce type d’analyse est par contre plus difficile pour I'hypertension essentielle, qui
est le résultat de plusieurs génes. La contribution de chacun des génes est plus faible,
détecter un lien entre les alléles causant la maladie est plus difficile. On utilise alors des
méthodes de détection de partage d'alléle, ol on recherche des différences dans la

fréquence des alléles dans des familles avec des individus affectés®’.
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Analyse de paires de germains (sib-pair) affectés

Cette analyse mesure le degré de partage d’alléles chez des paires de germains qui
ont tous deux la maladie. Normalement, la chance que deux enfants partagent un
allele est de 50%. Lorsque deux enfants malades partagent un alléle plus
fréquemment que la normale, il y a un partage excessif d’alléles. Cet alléle peut

servir de marqueur pour la maladie ou étre le géne causant la maladie®®°.

Analyse de paires de germains (sib-pair) 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 alléle est présent dans un seul des germains, il est considéré comme étant

relié au géne causant la maladie®’.

Analyse de famille étendue
Cette analyse est similaire a I'analyse de sib-pair affectés sauf que le partage
excessif d'alléles est mesuré entre un individu affecté et un parent de second degré

affecté (oncles, tantes et cousins)®’.

2.1.2 Etudes 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 alléle

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

alléle est en déséquilibre de liaison avec un alléle causant la maladie. Etant 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 génes candidats

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

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

des résultats faux positifs®.
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2.2 Méthodologie

2.2.1 Approche par génes candidats

L'approche par génes candidats est une technique qui tient compte de
connaissances sur la fonction de la protéine codée par un géne. Un géne candidat est
habituellement impliqué dans les systémes physiologiques ou biochimiques qui sont
défectueux dans la maladie. Ce géne 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 I'expression du géne. Une analyse de liaison génétique ou une
étude d’association peuvent étre faites pour déterminer si certains polymorphismes dans

la séquence du géne sont liés avec la maladie.

Plusieurs génes candidats ont été étudiés afin de tenter de démontrer un lien
avec hypertension essentielle. Une étude utilisant une population F, ségrégationnelle
dérivée de rats S et R a indiqué la présence d’un RFLP dans le géne de la rénine qui
serait lié aux variations de la pression sanguine dues au sel®®. Aussi, plusieurs alléles
ont été identifiés dans le locus contenant la 11B3-hydroxylase stéroide qui seraient liés a
la sensibilité au sel dans I'hypertension®'. Certains alléles d’un locus contenant le géne
du récepteur a peptide natriurétique atrial (Gca) ont été reliés a la pression sanguine®.
L'approche de génes candidats a aussi été utilisée pour démontrer un role pour le géne
de I'a-adducine dans I'hypertension essentielle®®. La ségrégation du locus de ECA avec
la pression artérielle a été démontrée dans plusieurs croisements de rats®, et le lien
entre ECA et I'hypertension chez 'humain a été confirmé chez 'humain®. Une évidence
significative pour I'association entre le géne de I'angiotensinogéne et I'hypertension a

aussi été montré®.

Les études de génes candidats se limitent & des génes connus. De plus, il y a
beaucoup de génes candidats impliqués dans le controle de la pression artérielle, car il
s'agit d'un trait influencé par de nombreux facteurs. |l est donc difficile de départager
tous les candidats, et fastidieux de tous les étudier. Un autre aspect est a considérer
lorsque la co-ségrégation entre un géne et un phénotype d’hypertension est démontrée :
il faut tenir compte des autres génes candidats qui peuvent se retrouver tout prés et étre

responsables de I'effet observé sur la pression sanguine®’.
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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’'intérét pendant la co-ségrégation. Par la suite, les fragments d’ADN
délimitées par ces marqueurs sont évalués pour la présence de génes candidats. Cette
méthode a permis d'isoler des régions candidates sur plus d’'une douzaine de régions
chromosomiques chez ['humain, a partir desquelles plusieurs génes candidats
positionnels ont été isolés, comme le récepteur de Ang Il, le récepteur adrénergique B»,
le géne de la lipoprotéine lipase. Dans la majorité des cas, les régions isolées étaient
différentes dans chaque étude. En fait, les polymorphismes peuvent étre associés a un
phénotype dans une population particuliére et pas dans une autre, donc des différents
génes pourraient prédisposer a I'hypertension selon la population®®. Laspect le plus
difficile est encore de déterminer la causalité d’'un géne spécifique, et d’éliminer le role
des génes voisins.

2.3 Modéles animaux génétiques pour I'hypertension

Il existe des modéles animaux développés spécialement pour représenter des
maladies humaines comme I'hypertension. Un modéle animal atteint d’hypertension est
moins complexe a utiliser. Contrairement a des sujets humains, une souche animale
peut étre croisée de fagon a ce que seulement les différences dans les génes reliés a
I'hypertension soient étudiées. Aussi, les modéles animaux peuvent étre analysés dans
un environnement contrdlé ou plusieurs variables, comme la population et les conditions

environnementales, sont prédéterminées®.
2.3.1Lerat

Malgré le fait que le rat est transporteur de dizaines de maladies et constitue une
peste, il contribue & la santé humaine en testant des médicaments et en nous aidant a

mieux comprendre la pathologie de maladies humaines. Le rat de laboratoire (Rattus
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norvegicus) est originaire d’Asie centrale et son succes a travers le monde est sans
contredit d0 a sa relation avec 'homme®. Il s'agit d’'une des premiéres espéces de

mammifére a étre domestiquée pour la recherche scientifique, en 1828'%

. Les premiéres
études de génétiques avec le rat étudiaient la couleur de la fourrure comme trait a

transmission mendéliennne'®".

Le génome du rat a été en grande partie séquencé, a 'aide de la souche Brown
Norway'®2. Aujourd’hui, une deuxiéme version de la séquence du génome du rat est
disponible (http:/ncbi.nim.nih.gov). Le génome du rat (2,75 Gb) est plus petit que celui
de I'humain (2,9 Gb) mais plus grand que celui de la souris (2,6 Gb). Les génomes du
rat, de la souris et de 'humain possédent un nombre similaire de génes. Presque tous
les génes humains connus pour étre associés a une maladie possédent des orthologues
chez le rat, mais leur taux de substitution synonyme est trés différent de celui des autres
genes.

2.3.2 Souches consanguines pour I’hypertension

La majoritt des souches de rats utilisées en recherche sont des souches
consanguines et il existe aujourd’hui plus de 230 souches consanguines de R.
norvegicus'®. Une souche consanguine est développée par croisements sélectifs afin de
fixer un trait particulier, comme une maladie. On obtient ainsi une population
génétiquement homogéne, ol les alléles sont identiques & tous les loci. En plus de
I'hypertension, ces modéles génétiques sont utilisés pour des études sur le
comportement, l'auto-immunité, le cancer, les maladies dentaires, le diabéte, les
désordres métaboliques, linsuffisance rénale, la reproduction, les désordres

squelettiques, ainsi qu’en ophtalmologie, hématologie, neurobiologie et toxicologie™.

Afin de créer une souche consanguine pour I'hypertension, le processus débute
avec la sélection d’animaux hypertendus a partir de souches non consanguines. Ces
progéniteurs hypertendus sont croisés afin de produire la premiére génération (F4). Les
individus de la génération F, sont sélectionnés et croisés entre frére et sceur, pour
donner la génération F,. Ce processus continue jusqu'a ce que tous les rats soient
hypertendus. Puis, les croisements frére-sceur se poursuivent afin d'obtenir une
homogénéité génétique compléte. A chaque étape de croisement consanguin, le degré
d’homogénéité génétique augmente de 12,5%, et 20 générations (F) sont nécessaires
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pour obtenir une souche totalement consanguine®. Le méme processus est effectué
avec des souches normotendues, afin d’avoir une souche témoin. Il existe présentement
plusieurs souches consanguines majeures pour étudier I'hypertension (tableau ).
Chacune de ces souches provient de la sélection de progéniteurs selon leur pression

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

Tableau Il Lignées de rats développées sélectivement pour I'étude de I'hypertension

' Souche Abrév. Origine Référence
normotendue ou hypertendue
Genetically hypertensive GH Dunedin, Nouvelle- | Smirk et Hall, 1958
Zélande
Dahl salt-sensitive S, DS, SS/Jr | Brookhaven, USA | Dahl etal., 1962'%"%
Dahl salt-resistant R, DR, RNr
DOCA salt-sensitive SBH Jerusalem, Israél Ben-Ishay et al., 1972'%
(Sabra hypertensive)
DOCA salt-resistant SBN
(Sabra normotensive)
Lyon hypertensive LH Lyon, France Dupont et al., 1973'%
Lyon normotensive LN
Lyon low blood pressure LL
Spontaneous hypertensive rats SHR Kyoto, Japon ?::;%to et Aoki,
Spontaneous hypertensive rats — SHRSP | Kyoto, Japon Okamoto et al., 1974'""
stroke prone
Milan hypertensive MHS Milan, Italie Bianchi et al., 1974""
Milan normotensive MNS
Fawn-hooded hypertensive FHH Utrecht, Pays-bas Kuijpers et Gruys,
Fawn-hooded low blood pressure FHL 1984'"
Inherited stress induced arterial ISIAH | Novosibirsk, Russie |Markel, 1985'"*
hypertensive
Prague hypertensive PHR Prague, République | Heller et al., 1993"*
Prague normotensive PNR Tchéque

Tableau adapté de Rapp, J.P.™. Abrév. : abréviation.

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

Le rat Dahl salt-sensitive a été développé comme modéle génétique pour

I'hypertension induite par une diéte riche en sel'®.

Les rats S développent une
hypertension avec une diéte a faible teneur en sel, mais cette hypertension est

exacerbée par une diéte riche en sel. Lorsque ces rats sont nourris d’'une diéte tres riche
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en sel (8% NaCl), ils meurent tous avant 8 semaines'®""'°.

Simultanément, le rat Dahl
salt-resistant a été développé comme controle normotendu. Ce rat ne développe pas
d’hypertension lorsqu'il est nourri d’'une diete riche en sel.

La transplantation des reins du rat S au rat R méne a I'hypertension lorsque le rat
R transplanté est nourri d’'une diéte a haute teneur en sel. Tandis que la transplantation
des reins du rat R au rat S prévient le développement de P'hypertension. Ces
expériences ont démontré que le sel induit I'hypertension et qu’un défaut génétique du rat
S est exprimé dans les reins'”. 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

natriurése et la pression a l'aide de reins perfusés de rats Dahl S'*®.

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
mémes conditions, le rat S augmente sa résistance vasculaire de 9%, Lerat S
démontre des anormalités dans I'noméostasie du Na* et du Ca?*, dans la régulation de
I'ATPase Na*K''? et des pertes de Ca®* rénal'?'. |l posséde aussi une prédisposition a
développer une insuffisance rénale progressive'?’. Les anormalités au niveau du rein
comprennent une expansion mésangiale et au niveau tubulaire, une atrophie

accompagnée d'une perte cellulaire par apoptose'?'?.

De petites artéres et artérioles
proéminentes apparaissent au niveau des reins. Une augmentation de I'épaisseur des
artéres interlobaires et les artérioles préglomérulaires. Des analyses ont démontré un
remodelage vasculaire chez les rats S, et une prolifération des cellules musculaires lisses

vasculaires ',
2.3.4 Souches normotendues

Il est toujours préférable de varier les souches normotendues utilisées lors
d'études génétiques sur I'hypertension utilisant des rats. En effet, il existe d'autres
souches de rats considérées comme normotendues, a 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-Norway (BN) et Wistar-Kyoto (WKY). L'utilisation de ces
souches permet un meilleur suivi des alléles transmis, car il existe un plus grand taux de
polymorphisme entre deux souches non apparentées. Par exemple, pour le rat Dahl salt-
sensitive, le taux de polymorphisme pour les marqueurs le différenciant du rat Dahl salt-
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resistant est de 29%. Ce taux grimpe a 67% avec WKY, 50% avec LEW et 40% avec
MNS'?, De plus, I'utilisation de différentes souches permet d'étudier la contribution de
différents alléles 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 ou siége probablement un ou plusieurs génes responsables d'une
différence dans la pression sanguine au repos, entre deux souches ou deux populations
contrastantes. |l est représenté comme une région d’'un chromosome jusqu'a ce qu'il soit
identifié, lorsqu’on découvre le géne responsable de son effet. Afin d'identifier un QTL

pour la pression sanguine, une stratégie globale est utilisée'?.

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

peuvent étre des faux positifs'?"'%,

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 I'analyse de QTL pour la pression sanguine est ['utilisation

de lignées congéniques'?"'%,

Voici les étapes suivies dans notre approche pour isoler des génes ayant un role
dans le contrdle de la pression artérielle chez le rat. Cette stratégie génomique permet

d'isoler des genes n’ayant jamais été reliés a cette fonction.

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

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

(2) Confirmation de la présence du QTL dans cette région chromosomique a l'aide de
lignées congéniques.

(3) Cartographie de la région et réduction a 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 génes qui siégent dans la

région candidate.

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

La principale stratégie chez le rat pour la recherche de génes impliqués dans le
développement de I'hypertension est I'identification de QTLs pour la pression artérielle a
I'aide d'un criblage complet du génome'®. La population est construite en croisant deux
lignées au phénotype contrastant, comme une lignée hypertendue et une lignée
normotendue, pour produire une génération F;. 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 F,. Chez les
individus de cette génération, le génome et le phénotype ont ségrégué et ils sont idéaux
pour I'analyse de liaison génétique'. 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 modéles animaux'™".
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 déja
accomplie lors de mon arrivée au laboratoire, je n’ai donc pas participé au criblage du

génome fait sur un croisement S x LEW'®,

3.2 Lignées congéniques

Une lignée congénique est une souche ou une petite portion d’'un chromosome
d'une souche récipiente a été sélectivement remplacée par une portion homologue du
méme chromosome d'une souche donatrice (figure 4). Afin de construire une lignée
congénique pour étudier I'hypertension, on croise deux souches avec un phénotype
contrastant: une souche normotendue (donneuse) et une souche hypertendue
(récipiente). Ceci produit une premiére 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 alléles du génome donneur
représentent moins de 1% du génome du congénique et ceux du génome récipient, plus

de 99%. L’arriére-plan génétique est donc identique a 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 alléles de la souche donneuse. Plusieurs

lignées congéniques ont été construites de cette fagon'®.

Il faut compter de 3 a 4 ans en utilisant la stratégie traditionnelle pour produire
une lignée congénique'. Ce temps est réduit en employant la stratégie rapide de
construction de congéniques, qui utilise des marqueurs polymorphiques distribués a

134135 A chaque croisement, on sélectionne le meilleur male,

travers le génome
possédant le moins d’alléles provenant de la souche donneuse, ce qui permet de réduire
considérablement le temps nécessaire a uniformiser I'arriére-plan. Il a été calculé qu'a
partir du troisiéme croisement retour avec la souche récipiente, la contamination par la
souche donneuse est de moins de 1% si a chaque génération, 60 marqueurs espacés
d'environ 25 cM sont utilisés pour analyser 16 males. A chaque génération, les rats sont
génotypés a l'aide de loci marqueurs afin d’évaluer l'alléle parental hérité. Cette
technique permet de réduire le temps moyen pour produire une lignée congénique a 15 a

18 mois.

Les lignées congéniques originales couvrent le plus souvent de grandes régions,
afin d'étre certain que tout le QTL est transmis. Par la suite, des souches porteuses de
plus petites régions chromosomiques sont développées a 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 frére-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 a l'aide de marqueurs
polymorphiques trés rapprochés'®. Une grande densité de marqueurs polymorphique
est essentielle & une cartographie précise de la région couverte par une lignée

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

La plus petite région de QTL identifiable a I'aide de lignées congéniques est de 1
a 2 cM, puisque la possibilité de recombinaison entre deux marqueurs trés rapprochés
est faible'®. Une fois que la région du QTL est réduite & 1-2 cM, des génes candidats

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

congéniques'*"1%
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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 ou seule une région
déterminée provient de la souche LEW tandis que l'arriére-plan génétique provient de la souche
S. Pour chaque génération, tous les chromosomes d'un rat type sont représentés.

S = Dahl salt-sensitive, LEW = Lewis, CR = croisement retour.
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est faible's. Une fois que la région du QTL est réduite & 1-2 cM, des génes candidats
sont sélectionnés et clonés. Plusieurs études ont localisé des QTLs pour la pression

artérielle et réduit la région candidate grace a des lignées congéniques'**'*.

Un aspect intéressant des lignées congéniques est la possibilité d'étudier des
souches qui sont hétérozygotes au niveau de la région d’intérét. Prenons I'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 a
cette derniére, sauf avec une région d'intérét 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 géne est modifié par la
substitution d'alléle. Si la pression artérielle est égale a celle de la lignée congénique
originale ou égale a 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

Il est important de délimiter avec précision les paramétres d'une lignée
congénique. Afin de cartographier de fagon précise chacune des souches, on utilise des
marqueurs microsatellites. Les marqueurs microsatellites utilisés sont des séquences de
deux a cinq nucléotides répétés. Ces répétitions sont distribuées a travers le génome,
environ tous les 20 kb chez le rat”®. Plusieurs microsatellites sont répertoriés dans des
bases de données disponibles sur Internet (tableau Ill), mais il est possible de créer des
marqueurs microsatellites en recherchant des répétitions dans le génome séquencé du

rat.

Tableau Il 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/rat/public/

Research/MIT Center for Genome Research
Welcome Trust Centre for Human Genetics http://www.well.ox.ac.uk/rat_mapping_resources/

Rat Genome Database RatMap http://ratmap.org/ResultSearchLocus.htm?citno=666v

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 premiére carte génétique d'un chromosome a été élaborée en 1911, dans le
laboratoire de T.H. Morgan, a l'aide de la drosophile. Un chromosome était représenté
par une ligne droite, et chacun des génes était situé a un point particulier, un « locus »,
sur la ligne. Cette structure suggérait qu’'un chromosome est un arrangement linéaire de
génes, et aucune étude ne I'a contredit depuis. Nous savons aujourd’hui que cette ligne
représente la structure linéaire de I'ADN, et que les génes sont bel et bien distribués le
long de sa sequence.

A la base, une carte génétique constitue une fagon d'estimer la distance
génétique entre deux éléments. Cette distance est basée sur [lincidence de
recombinaison entre deux chromosomes d'une méme paire. Les unités de cette carte
sont les centiMorgan (cM), en I'honneur de T.H. Morgan. La distance sur la carte est
égale a 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)'.

Sur un chromosome, des recombinaisons se produisent plus fréquemment dans
certaines régions, donc les distances a cet endroit sur la carte génetique ne
correspondent pas exactement a la distance physique le long du chromosome. En effet,
les recombinaisons sont moins fréquentes lorsqu'on s'approche des extrémités du
chromosome et prés du centromére, ces régions sont donc condensées sur la carte
génétique. D'autres régions, ol les recombinaisons se produisent plus frequemment,
sont étendues. Une carte de recombinaison révéle l'ordre des génes le long d'un

chromosome, mais ne donne pas avec exactitude la distance physique entre eux'*.
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 a des cellules



36

somatiques de hamster. Une lignée de cellules d’hybrides de radiation est établie par
I'intégration des fragments chromosomiques du rat aux chromosomes du hamster. Cette
carte est basée sur I'estimation que la probabilité d’'une brisure chromosomique causée
par un rayon X entre deux marqueurs est directement proportionnelle a la distance
séparant ces marqueurs sur 'ADN. Donc, plus la distance entre deux loci est élevée,
moins il y a de chance que ces deux loci soient retenus dans la méme lignée d’hybrides
de radiation. Une carte peut étre construite a partir des résultats de présence ou
d'absence de marqueurs ou de genes obtenus par PCR sur les panneaux somatiques
d’hybrides de radiation'*®. 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 sequence
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
génes et entre les divers marqueurs génétiques. Lors du séquengage du génome du rat,
les fragments du casse-téte ont été assemblés un & coté de l'autre™®. Ces fragments
d’ADN sont appelés « supercontigs » et mesurent pour l'instant de 100 kb & 15 Mb
environ. A chaque nouvelle version de I'assemblage du génome, certains supercontigs
sont fusionnés et le nombre de fragments formant un chromosome diminue. Certains
genes prédits disparaissent, d'autres sont confirmés. A l'aide des supercontigs, on
construit une carte physique, et chacun des génes et marqueurs peuvent étre placés sur
cette carte. Etant 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 génes qu'elle contient. Les marqueurs microsatellites sont placés de fagon tres
précise, en alignant leur séquence avec celle du contig & l'aide du logiciel blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Cependant, certaines séquences ne peuvent étre
placées de cette fagon, 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 a un traitement avec divers colorants.
A r'aide de ces bandes, il est possible d'identifier des chromosomes spécifiques d’'une
cellule ou d'analyser ses chromosomes pour des anormalies structurales'’. |l est aussi

possible de localiser un géne qui a été cloné a 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 repére et
d’ancrage entre les deux cartes. Les distances physiques ne corrélent 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 méme,
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 a 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 étre visualisées a laide 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 modéles animaux, I'objectif final est
souvent de transférer les informations acquises a 'homme. Un aspect intéressant du
séquengage du génome humain, de la souris et du rat est qu'il nous permet d'évaluer
I'homologie entre ces espéces. Cette homologie nous permet de prédire la présence et
la fonction de certains génes. A travers I'évolution, de grands fragments d’ADN ont été
conservés et fransmis, et ceci explique 'homologie entre les espéces pour des régions

particuliéres d’'un chromosome.
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Lorsqu'une région intéressante est localisée dans le génome du rat, on recherche
la région homologue chez I'humain. Cette information nous permet de mieux évaluer les
génes retrouvés dans notre région candidate chez le rat, car le séquengage et
lidentification des génes sont plus avancés chez I'humain. Etant donné la grande
homologie entre les deux espéces, il y a beaucoup de chances pour qu'un géne isolé
chez le rat se retrouve chez 'humain. Evidemment, un géne qui a un effet sur la

pression artérielle chez le rat n'a pas nécessairement le méme role chez I'humain.

3.4 Etude de génes candidats

A 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 a 2 cM, plusieurs options sont

envisageables afin de I'étudier plus en profondeur.

Premiérement, on peut tenter de trouver un variant dans un géne candidat. Ceci
peut se faire en séquengant chacun des génes situés dans la région du QTL, afin de
détecter des différences dans la séquence codante de la lignée congénique positive par
rapport & 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 étre responsable d’'un changement d’expression dans le gene,
comme par exemple une mutation dans le promoteur ou dans un élément controlant

celui-ci.

Une autre facon 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. A travers tout le génome, un SNP se produit a chaque
1000 pb d’ADN. Pour chaque SNP, il y a deux alléles, ce qui est idéal pour une analyse
a grande échelle. lis peuvent coder pour un changement d’acide aminé (conserveé ou
non) ou se trouver dans une région non codante régulatrice de I'expression de genes. |l
a été observé que ce sont souvent les mémes 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



39

haplobloc, on obtient I'information de tout I'haplobloc. Une carte des haploblocs est
présentement en construction chez I'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'a maintenant, dont 1300 sur le chromosome
18 par exemple (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=snp&cmd=limits).

Lorsqu'un variant est trouvé dans un géne candidat, il faut déterminer son role
dans la régulation de la pression artérielle de la souche hypertendue originale S. 1l a été
observé que les variants régulatoires non codants sont plus fréquemment responsables

de traits complexes que les variants dans la séquence codante®'*,

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-génes, le niveau
d’'expression des génes et le phénotype d’un trait sont moins bien compris que la relation
entre la séquence codante de I'ADN et la fonction de la protéine. Les variations dans la
séquence non codante sont plus subtiles a détecter, et pourraient étre responsables de
multitudes de petits changements d'expression de génes a travers le génome qui, au

bout du compte, crée une importante variation dans la pression sanguine.

Deuxiemement, on peut étudier I'expression des génes contenus dans la région
du QTL a l'aide de buvardage Northern, de PCR en temps réel ou encore de micropuces
d’ADN. Toutefois, I'expression d’'un géne 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 géne. 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 étre trés spécifique a
ARNm qu'on veut détecter. Les micropuces d’ADN permettent de détecter des génes
candidats dans une trés 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 négatifs'®'*",

Les différents outils d’analyse statistique disponibles affectent
I'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 génes candidats obtenue par cette technique, car uniquement les génes se

retrouvant dans la lignée seront considérés'*.
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Troisié€mement, la production de rats transgéniques, ou le géne candidat de la
lignée congénique est inséré dans le génome de la souche témoin, constitue une
technique intéressante. Etant 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 trés intéressante pour étudier la causalité de génes
candidats pour des maladies du systéme cardiovasculaire. Des rats transgéniques ont
été créés en utilisant des souches consanguines comme la souche S'. Lorsqu'on veut
tester un géne candidat possédant des mutations affectant la fonction du gene, on utilise
un BAC contenant ce géne pour créer les rats transgéniques'. Les limitations des
transgéniques incluent le fait que le transgéne s'intégre 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 I'expression du
transgéne peut étre spécifique a un tissu ou a un organe. Il est aussi possible d'utiliser
un transgéne antisens et ainsi réprimer I'expression d’'un géne. Ceci a été fait par une
équipe qui a réussi a inhiber le systéme rénine-angiotensine dans le cerveau de rats

transgéniques a I'aide d’un transgéne antisens'®.
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Chapitre 4 - Le chromosome 18 du rat et
I’'hypertension

4.1 Etudes chez le rat

Le chromosome 18 du rat est constitué d’environ 87 millions de pb, et de plus de
560 génes, dont seulement 83 sont connus aujourd’hui. La plupart de ces genes sont
seulement prédits, et sont le plus souvent similaires a des génes humains ou murins. Le
chromosome 18 du rat est homologue a une partie des chromosomes 2, 5 et 18 de
I'humain.

Ce chromosome a été associé a plusieurs reprises a la pression sanguine chez le
rat, les QTLs isolés chez le rat sont résumés dans la figure 5. Une étude utilisant une
population F,, formée d'un croisement entre le rat SHR et le rat spontanément diabétique
mais normotendu BB/OK, a associé trois QTLs sur le chromosome 18 a la pression
sanguine'®. Le groupe de Michael R. Garrett a effectué un criblage complet du génome
en utilisant un croisement S x LEW™2 Cette étude a présenté des QTLs sur les
chromosomes 1,2,3,5,7,8,10,16,17 et18. Le QTL sur le chromosome 18 (figure 6) suit un
modéle additif et le LOD score maximum atteint 2,4 autour du marqueur D18Mit4. Ceci

suggére un lien entre le chromosome 18 et la pression sanguine.

Une autre étude a présenté une carte génomique comparative pour des loci
candidats pour I'hypertension, basée sur la traduction de QTLs du rat & I'humain. Ils ont
produit de multiples populations F, & 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 D18Mgh4-D18Mgh2'’. Un aspect intéressant est qu'un QTL a été trouvé

dans cette méme région chez la souris'®.

Finalement, une étude a examiné l'influence de la diéte et de la génétique sur
I'hypertension et les maladies rénales chez le rat S et chez une souche consomique'® ol
le chromosome 18 du rat BN est transposé dans l'arriére-plan génétique du rat S'. Les

rats sont maintenus sur une diéte purifiée, et a partir de 9 semaines cette diéte est a

haute teneur en sel (NaCl 4%). La substitution du chromosome 18 du rat S par celui du
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rat BN méne a 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
génes important pour I'hypertension sensible au sel et la maladie rénale sont localisés

sur le chromosome 18 du rat S.
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Figure 5 Représentation des QTLs pour la pression artérielle isoles sursle chromosome 18 du rat
Régions de QTL localisés a 'aide d’analyses de liaison géne’;tique”’z"‘r’s'1 !
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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 Etudes chez ’lhumain

Plusieurs études faites chez 'humain démontrent la présence d’'un QTL relié a la
pression sanguine dans la région 18q. Cette région est homologue a une région du
chromosome 18 du rat. La premiére étude démontrait un lien avec le syndrome
d’hypotension orthostatique familial'®?, puis cette région a été liée au changement de la
pression systolique avec la position chez des hypertendus'®, au controle de la pression
systolique®, finalement a I'hypertension essentielle dans une population d'lslande'® et
dans une population d'Australie’®. Le chromosome 18 du rat est homologue & une
région du chromosome 5 humain qui a été relié au contrdle de la pression artérielle par

des études de liaison génétique®"'®.

Toutes ces études tendent & 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.
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L'objectif général de cette étude est de déterminer si le chromosome 18 du rat
Dahl salt-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 réduire cette région candidate et de la cartographier plus précisément.

Le chromosome 18 du rat a déja été liée a la pression artérielle par plusieurs

études132,156,169

. De plus, un effet sur la pression artérielle a été détecté chez une lignée
de rats consomiques pour le chromosome 18'°. 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. A raide d'une carte de
marqueurs polymorphiques sur le chromosome 18, mon objectif fut de construire des
lignées congéniques possédant un arriére-plan génétique provenant du rat S, et un
fragment chromosomique du chromosome 18 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 a une grandeur d’environ 1 a 2 cM. Lorsque la région est réduite, il est

possible d’effectuer des études moléculaires des génes candidats.

L'identification d’'un QTL pour la pression artérielle chez le rat permet de mieux
comprendre I'hypertension chez I'humain. La plupart des génes responsables de

maladies humaines possédent un orthologue chez le rat'""

. De plus, le rat constitue un
modeéle idéal afin d'étudier les bases génétiques de pathologies humaines complexes
comme I'hypertension. L’objectif de notre recherche est de tenter d’approfondir les
connaissances que nous avons sur P'hypertension, afin de développer des traitements

mieux ciblés pour les patients souffrant de cette maladie.



Meéthodes



48

Chapitre 5 - Lignées congéniques et pression

artérielle

5.1 Modéle 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
a la souche d’origine, un contréle de qualité stricte et rigoureux est fait : 87 marqueurs
séparés a peu prés également a travers le génome du rat sont testés. Chaque
échantillon d’ADN pour chaque rat S testé est comparé a '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 manipulation'2

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 diéte faible en sel (0,2%
NaCl) et une hypertension sévére (>220 mmHg systolique) lorsque nourris d'une diéte
riche en sel (8% NaCl). Le rat LEW est normotendu et trés résistant a I'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

A r'aide de marqueurs distribués tout au long des chromosomes, il est possible de
déterminer quel alléle a été hérité a 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 nommeés par la lettre D, suivi du numéro du chromosome, suivi des trois

250_—
200——
S 1 S
T (n=19)
£
£ 150
a
5
e g coe. mes e LEW
100_.-”;.":'3-3_";.7-L;='-i_1"LE"?‘;‘-’-:.@- (n=8)
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Figure 7 Pression artérielle moyenne (MAP) des souches S (Dahl salt-sensitive) et LEW (Lewis).

premiéres lettres du consensus qui les a créés, puis d'un numéro pour Fidentifier. La
plupart des marqueurs que nous utilisons sont disponibles sur Internet et sont anonymes
(tableau lil). Lorsque aucun marqueurs polymorphiques n'a été fait dans une région
d’intérét, nous en conservons. Pour le chromosome 18, ces marqueurs sont nommés
D18ChmXX (Centre Hospitalier de I'Université de Montréal).

Les amorces pour amplifier les marqueurs microsatellites faits au laboratoire sont
créées en utilisant le logiciel Primer3 Output (http://frodo.wi.mit.edu/cgi,bin/primer3). Ce
logiciel détermine les meilleures oligonucléotides a utiliser pour amplifier un fragment
d’ADN d'intérét. La taille d’'un marqueur doit étre 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 électrophorése 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 a 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, par
amplification PCR. Les cycles PCR utilisés sont : 95°C pour 5 min; 30 cycles de 1) 94°C
pour 40 sec, 2) 50°55°/60°C pour 40 sec, 3) 72°C pour 1,5 min; 72°C pour 5 min. La
figure 8 montre une réaction PCR effectuée pour le marqueur D18Rat29. Chacun des
puits 1 & 7 représente un rat a 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.

Figure 8 Marqueur microsatellite amplifié par PCR sur plusieurs échantillons d’ADN.
Les puits 8 et 9 représentent les témoins S et LEW respectivement. |l est possible de déterminer
quel alléle a été hérité chez les rats testés (puits 1 & 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 posséde un arriére-plan
génétique S (hypertendu) et une portion du chromosome 18 LEW (normotendu). La
génération F,, 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 CR1 sont génotypés
pour 87 marqueurs séparés a peu prés également a travers le génome du rat de 18 cM
en moyenne (Tableau [V). Le choix de marqueurs peut parfois varier dépendamment de
la région chromosomique ou on veut développer le congénique. Le rat CR1 qui est
hétérozygote SL pour une région du chromosome 18, mais qui posséde un maximum
d’homozygocité SS pour le reste du génome, est sélectionné et désigne comme le

progéniteur idéal CR2. Ainsi de suite, jusqu'a CRS. A ce point, seulement les marqueurs
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délimitant la région d'intérét du chromosome 18 sont hétérozygotes SL, et les marqueurs
pour le reste du génome incluant ceux qui bordent la région d’intérét, sont homozygotes
S8S. Afin de construire une lignée congénique LEW x S, la méme méthode est utilisée,
sauf que la souche récipiente est LEW et la souche donneuse est S. Cette lignée

congénique posséde un arriére-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 D1Wox25, D1Rat304, D1Mco27, Sa, D1Uia12, D1Arb33, D1Rat19
2 Camk2d, Gca, D2Rat302, Cpb, D2Rat199, D2Uia5
3 D3Rat107, D3Rat17, D3Rat24, D3Rat66, D3Wox3, D3Rat52
4 D4Mgh1, D4Mgh16, D4Uia1, D4Mit17, D4Uiad
5 D5Rat130, D5Uia8, D5Mco2, Ela2
6 D6Rat105, D6Mit1, D6Mgh3
7 D7Mgh1, D7Rat152, D7Rat44, D7Rat110, D7Rat18, D7Rat128, D7Rat115
8 D8Mgh11, D8Rat134, D8Rat43, D8Uia2, D8Rat55
9 D9Rat64, D9Uia9, D9Wox23
10 D10Mco10, D10Mco17, D10Mgh6, D10Wox6, D10M11Mit58
11 D11Rat50, D11Mit1, D11Uia1
12 D12Mit6, D12Rat32, D12Mit4
13 D13Mgh4, D13Uia3, D13Uia8
14 D14Wox10, D14Uia2, D14Uia1
15 D15Uia8, D15Mgh2, D15Rat126
16 D16Rat14, D16Rat67, D16Uia2, D16Mit2
17 D17Mit5, D17Mghb, D17Wox7, Edn1
18 D18Uia6, D18Mit8, D18Mco6, D18Wox7
19 D19Rat82, D19Rat25, D19Rat57
20 D20Wox3, D20Wox1, D20Mgh1
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 a étudier et de la souche
témoin S, sont croisées au méme moment et au méme endroit. Pour toutes les lignées
congéniques présentées ici, des rats males 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 a partir de différentes portées lorsque possible, afin de minimiser l'influence
potentielle de cette derniére. Les rats choisis sont sevrés & I'age de 21 jours, et
maintenus sur une diéte faible en sel (0,2% NaCl, Harlan Teklad 7034). Puis, a partir de
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I'age de 35 jours, les rats sont nourris d’une diéte a haute teneur en sel (2% NaCl, Harlan
Teklad 94217), et ce jusqu'a la fin des expériences.

A r'age 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, I'état d’anesthésie est
maintenu par lisoflurane (1,5-2%). L'implantation du cathéter de pression, qui contient le
gel biocompatible a sa pointe et le fluide non comprimable liant la pointe au senseur de
pression, est faite par I'artére fémorale, et jusqu’a ce que le cathéter atteigne l'aorte
abdominale. Le cathéter est retenu et fixé par des sutures au vaisseau sanguin. Le
corps de I'implant, regroupant le senseur de pression, le module électronique réutilisable
et la batterie, est fixé au muscle de la cavité abdominale. Aprés la chirurgie, les rats
récupérent pendant 10 a 17 jours. Dans les 3 premiers jours de récupération, les rats
sont nourris de Jello-O® contenant I'analgésique buprenorphine, & 0,5% mg/kg. Par la
suite, ils sont nourris de leur diéte 2% NaCl réguliére additionnée de Ensure milkshake®
avec chocolat. Ce supplément est donné pendant environ 5 jours et facilite leur appétit et

la prise de poids.

Le systeme de télémétrie provient de Data Sciences Inc. (St-Paul, Minnesota,
USA). Chaque sonde de télémétrie est calibrée avant et nettoyée aprés 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,
I'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 a
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 a celle de la souche témoin, et si la pression artérielle est significativement

différente de celle du témoin, la région couverte par le congénique est considérée comme
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contenant un QTL pour la pression artérielle. Les rats males sont comparés a des rats
males de la souche témoin (S ou LEW), et les rats femelles sont comparés a 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 lintervalle 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 antérieurs'’?, ol 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.



Résultats
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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.81 (figure 9). Les souches S.L1 et S.L2 proviennent d'un ancétre
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, ot 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 a 'aide d’'une population F,(S x LEW), et
en utilisant le logiciel MAPMAKER'™2 Les nombres a 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 a laide de panneaux somatiques
d’hybrides de radiation. La carte physique référe a 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 hom du contig indique sa taille approximative en paires de

bases.

Pour les souches S.L1 a S.L6, une bande noire et la jonction avec une bande
blanche représentent un génotype homozygote LEW pour cette région du chromosome,
et I'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 I'extrémité de la souche et le reste du génome sont homozygote LL.
Une bande blanche représente une région d'ambiguité entre deux marqueurs

microsatellites, ou le génotype est inconnu. Les jonctions entre les bandes et les
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extrémités des régions chromosomiques d'intérét sont reliées par une ligne pointillée a 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 a 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 a 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. |l est toutefois possible que ce méme

marqueur soit polymorphique entre deux autres lignées.
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Figure 9 Carte des lignées congéniques sur le chromosome 18

57

> QTL1

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande grise
représente un fragment chromosomique provenant de la souche S. Une bande blanche aux extrémités des
bandes noires indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. Les lignées congéniques représentées
sont S.LEW-D18Mgh4/D18Rat101 (S.L1), S.LEW-D18Rat61/D18Chm31 (S.L2), S.LEW-
D18Rat61/D18Chm29 (S.L3), S.LEW-D18Rat61/D18Rat27 (S.L4), S.LEW-D18Rat61/D18Chm50 (S.L5),
D18Rat29/D18Rat62 (S.L6) et D18Rat61/D18Chm50 (L.S1). RH, radiation hybrid; cM, centimorgans; QTL,

quantitative trait loci.
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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 AmorceF (5'>3') AmorceR (§'> 1)
(pb) {version 2) ds contig {(°C)

D18Rat1 114 NW_047518 8544214 55-60 S<L  ggatcagtcaggaagtcgga  Aaggalgtgtticacccace
D18Rat5 200 NW_047516 12377713 55-60 S>L  acactatgcatacaacacatctga Cattgccatcecticagatt
D18Rat14 175 NW_047516 1949619 55-60 S<L cctaatcaaaaccagcacce Cacatccatacgcatatgetc
D18Rat22 125 NW_047512 183495 5560 S>L  clgetetgeaggttaaaggg Ggacagagaaactttccttcg
D18Rat27 143 NW_047509 2833456 55-60 S<L  gtitaaagaaagggggcacc Tttgactggaaacaggtgatt
D18Rat29 247 NW_047508 9027959 55-60 S>L  taacgggactaaggageect Tgcaaaalctictececagt
D18Rat30 143 - - 55 S<L  aatcagtcticcccagggag Tcaaattatcclctitttaaaatgg
D18Rat34 142 NW_047513 9375260 50-55 S<L  acagccltggaatggacatc Cecectgccaagagttatg
D18Rat35 175 NW_047511 638840 5560 S>L  tictgecacagecttectaa Attcagacaggagcagcgac
D18Rat42 219 NW_047665 182772 5560 S<L  accigalgtcaactttggge Ctgtcagctcggggttttag
D18Rat43 240 NW_047516 1577712 55-60 S<L  gaggacatggccteaticat Gaccagctacacatccactataca
D18Rat45 131 NW_047516 12436272 55-60 S>L  acclgaaaaaccaaccalgg  tgggcttgggtatgctate
D18Rat49 180 NW_047516 10919945 50-55 S>L  ftcaclcattgaatacactigcaty  aagaccececttctatetgtetg
D18Rat55 100 NW_047514 898263 55 S>L tgcctitttgtgcaaticaa caacaaagcagccctctcte
D18Rat61 245 NW_047514 7614563 55-60 S<L tcccagtgtitgctagacca aatcaagaggctgggactga
D18Rat62 225 NW_047508 2031662 55-60 S>L  cagaggctgagatggtggat gttgatgtgcatgcgcetaac
D18Rat67 147 NW_047510 657914 55 S>L geattigttittectegttaca geattcatcatctcticcee
D18Rat75 184 NW_047508 9574104 55 S<L  cacactcaggtggaaaagca  acccacattgaacagaacca
D18Rat80 126 NW_047516 11861136 5560 S<L  aaclgggcagaatgaacce gggcclettgttcctaggat
D18Rat92 183 NW_047513 13518350 55-60 S>L  caaaatagicttgcccaatge tcccacctgecttatgacte
D18Rat36 157 NW_047513 698566 50-55 S>L  tggacatcctcaatggacct gcagatctctcctecacage
D18Rat101 208 NW_047510 4308966 55-60 S<L  agggaaaggcaagaaccatt  ctctggcttacggtctgga
Di8Rat112 223 NW_047508 1586370 50-55 S>L caggaggtictcagaaatcca  ccgtttttgatggtactgttage
D18Rat116 228 NW_047513 194239 5560 S>L  fecactgttccagggaagac tgcatatcctittgcaacca
D18Arb7 185 - - 55-60 S>L  cagttcagatiggaaagcacgg  gtctgtgaaagegactitace
D18Mgh2  197-213 NW_047514 8356043 50-55 S<L  gigttgaagtggggacge acctcaagtgtetectetget
D18Mgh3  146-165 NW_047514 10152974 50-55 S>L  tectgacaccigtttattatgea tgaaaggtcattcctattcatgg
D18Mgh4  115-130 NW_047518 1271168 50-55 S>L  ccotaggcagtagttaccatgtge igtitctgtigeectegag
D18Mgh9 139 - - 55-60 S>L gecaaggacttggtaagtgtg aaagaaataatgtcaaaagtggee
D18Uia6 200 NW_047518 882068 50-55 S>L  asaggggtggagtaagcagt  atggactattgggaagtgagg
D18Mit1 141 NW_047508 7530638 50-55 S<L  gcggtacagaaagaaagagaga agagigttggccataaaagaca
D18Mit4 125 NW_047510 4294012 50-55 S>L gaccctegtgtegtecac caggtctctigagttcaatgaca
D18Mit8 146 - - 55 S<L  aaagccaaggicttaactgaagc icgaccacacacctcect
D18Mit9 162-185 — — 50-55 S<L  aacaaaagggaatgaatgacc  agcactgaggtgccagattt
D18Mit14 96 - - 50-55 S>L  ccgacatgaccctagctigt ttcgectatgecagtittg
D18Mcob 262 NW_047513 9115737 50 S<L  gacagatcctgatggctt ggagagttgacattcttg
TILP NW_047512 5811319 5560 S<L  aalcactggatgctggaaga agggagcagaactactaaagatac
D18Wox7 200 — — 50-55 S<L  gtggaaagcctictgttcaa caataataacagtcccact

S, Danhl salt-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.nim.nih.gov/genome/seq/RnBlast.html).
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Marqueur  Poids Contig Position T.PCR  Polym AmorceF (5'>3) Amorce R (§' > 3')
(pb) (version 2) ds contig (°C)

D18Chm1 168 NW_047510 1164104 55-60 S=L tctaaaactgctgggeatat ctcicaaagagcctctggtca
D18Chm2 225 NW_047510 2437021 55-60 S=L  atgctcectgattceagttg tggtggetcacaaccatcta
D18Chm3 211 NW_047510 3313501 55-60 S>L catgtetggeccctaggtaa tgatgtgtagacagcaggaaca
D18Chm4 167 NW_047510 4298613 60 S<L  ggcagctetttagtteectic tggciggtctigaacictga
D18Chmb 242 NW_047510 4843810 55-60 S=L  ggeccteligtggatagace cagagagagccatggaacaa
D18Chm6 195 NW_047509 693381 55-60 S>L  agtagacatgeccacctigg atggtggagaaagaggcaga
D18Chm7 20 NW_047509 1589291 5560 S<L  tggcccctagagaagtcaga tcatcaagaggggaaaagga
D18Chm8 164 NW_047509 2952231 5560 S=L taagcclgcgggattaaaga accaagtgggaattccatga
D18Chm9 221 NW_047509 4292641 5560 S=L  gacttacctggegttigage aacagctggggtectagaca
D18Chm10 244 NW_047509 5535501 5560 S=L  tigggttatgtgaccacctic gaagaggcagaggacatgga
D18Chm11 176 NW_047509 6326641 - —  gtgaaaggcecaagaticaa agctclctccegttttagee
D18Chm12 221 NW_047508 333171 55-60 S>L  {gaaaggtctiggetitggt ccttggaaaaggagcetgttg
D18Chm13 225 NW_047508 858461 — —  agagatctgcttgectctge aggecectctetgtetgtetg
D18Chm14 219 NW_047508 1334861 55-60 S>L  atgectgaaactccaggatg gcacagggacaiccattict
D18Chm15 220 NW_047508 2646531 55-60 S=L  tcacagctggcttitgttctt tccatccattitgctgacaa
D18Chmi6 170 NW_047508 3535921 - —  ccteccattgaticcagatg tttggtgctcccaggaatta
D18Chm17 220 NW_047508 4954801 55-60 S=L  ccteccatectctacttcca tgcagctcaagatgaaggaa
D18Chm18 184 NW_047508 6365861 55-60 S=L  gttcaatcaccacagcacca tgaaataactccegeactce
D18Chm18 210 NW_047508 7679421 — —  ggggagaggtgtacggaaat  cagggacctagcaacagctt
D18Chm20 231 NW_047506 967281 55-60 S=L  {ccagaatggcaatgagaga tgtgcaggatgcaggtttia
D18Chm21 195 NW_047506 2287911 55-60 S=L  acagggtggaagaagggact  agggccaaagcaagtaaggt
D18Chm22 208 NW_047506 3650571 55-60 S=L  gggtctctcaccaaaactgg tcccatacacccagaaggag
D18Chm23 208 NW_047509 3443691 5560 S<L  tgccatacaggcaaacacat algtccccaaggacatttga
D18Chm24 174 NW_047509 4623461 55-60 =L  acctitcccaccctticaac gcaaagatcaaacttgeecta
D18Chm25 152 NW_047509 6182671 55-60 S=L  cccaagtttggcactaggat aggctgtatigccaagateg
D18Chm26 203 NW_047509 7122611 55-60 =L  gtactggcgattgggacatt catftccttcacagtgcectic
D18Chm27 236 NW_047508 4193741 55-60 S=L tgtccccaaacttgaacaga gticctgggeatctggatt
D18Chm28 241 NW_047508 5357551 55-60 S=l.  aaccctatgcaatccagtga agcagccatctatctgaacca
D18Chm29 240 NW_047508 7373131 55-60 S<L  ctagcgclcticccaaaatg ggtgtttttgatcegtgagg
D18Chm30 185 NW_047506 1104701 55-60 S=L tctggtcattcceatcetgat ccatgaccaagtgcatgtct
D18Chm31 222 NW_047506 2847931 55-60 S>L  tgagcaagtceccatititc caaaggcagaggacttgtitg
D18Chm32 134 NW_047506 3838431 55-60 S=L  ctggcctgacacttccttic agaagagcctgccactacca
D18Chm33 194 NW_047514 1536911 55-60 S=L  agagctatctccagcagagca  fclgggttgaagagectcac
D18Chm34 190 NW_047514 2635271 55-60 S=L aftcteccictgageccaat galgatggggaaagagacca
D18Chm35 198 NW_047514 3340411 55-60 S=L  gacatagaggctgtcctcigg gaaccctitgccaateetet
D18Chm36 179 NW_047514 4620231 - —  clgaaatggtgcaggagaca catggtgtgectigatgtgt
D18Chma37 174 NW_047514 5732561 55-60 S=L  agclgtgtaagagggccaca ttcccagaagtecctcticte
D18Chm38 173 NW_047514 7816191 55-60 S=L  cgaatcccaaaacaticaca gggattgaatticccaaggat
D18Chm39 224 NW_047511 486061 - —  aacacgtcacccacgtatttc cctgeatctgggaggtaaga
D18Chmd40 215 NW_047511 1597801 55-60 S=L  ccctitctigtgtactagge agccagtictcttcectigtg
D18Chm41 205 NW_047511 2474521 55-60 S>L  ttcagtgaaggagtgigtga agtgceggcatctgtaattc
D18Chm42 158 NW_047512 634081 55-60 S=L  aggggtagggatctgtcagg agggcttacggaactctgct
D18Chmd3 214 NW_047512 1773421 5560 S<L  tgaccttgaccttigggatt ggcatcgaaggaaacaagag
D18Chm44 227 NW_047512 2807101 5560 S>L  cigtggatigtaccttgggtaa tcataggcaaagggactaggaa
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Marqueur Poids  Contig Position T.PCR Polym  AmorceF (5'> 3') Amorce R (5' > 3')
(pb) (version 2) dscontig  (°C)
D18Chmd5 184 NW_047512 3739021 55-60 S<L  ggcaagcactctaccactga tcttccatacatgggctgty
D18Chmd6 230 NW_047512 4945501 55-60 S>L  tccacacaggaaaagcagaac  cgittgaacacatattticctg
D18Chmd7 188 NW_047512 6071161 55-60 S>L  gttgatgcccacactgacac ggttgatcttectggagtta
D18Chm48 183 NW_047512 7048081 55-60 S<L  gggatacaacctcectggat gccagtgeatgetgaticta
D18Chm49 198 NW_047512 8687701 55-60 S>L  ggggctectagetcaaaate tetteceatgectetggtag
D18Chm50 170 NW_047513 932941 55-60 S<L {gtgcaatatcgtggggata fcettcatgtagegteatcact
D18Chm51 175 NW_047513 2069161 55-60 S<L tgccaacclggacaacataa ticatcaaatgggcatgagt
D18Chm52 195 NW_047513 4144801 55-60 S<L tttgagacaccctgggctac atctagcatcgtccaccaca
D18Chm53 201 NW_047513 4914961 55-60 S<L  aaagacticcictggcagea ctecactgacccactceact
D18Chm54 182 NW_047513 6124261 55-60 =L  gacagacatggtgctggaga gagatgtggcectictiggag
D18Chms5 205 NW_047513 7561981 55-60 S=L  aaacaaaggcacciciccaa  aaccaggaacgacaalctge
D18Chm56 159 NW_047513 8608501 55-60 S<<L cctgataggggatgcicaga cctgtgecticattictggt
D18Chm57 153 NW_047513 10157341 5560 S<L  ggggtttaagccaaaatgct ttccaggcaaggagaaaaga
D18Chm58 188 NW_047516 3269401 5560 S=L  tcaaggtttgaaccattcca aaggaaccataggaggcagaa
D18Chm59 153 NW_047516 4064221 55-60 S<L  ggcaactaagctgagggtga gttggcageecagagagagtc
D18Chm60 235 NW_047516 5309041 55-60 S=L  gagaccctgcccatcaataa ceclcttgatactgeccaga
D18Chm61 133 NW_047516 6617581 55-60 S=L  cagcctcagagccaataage  geccaggagetaagtcigatt
D18Chm62 163 NW_047516 7483441 55-60 S=L  gagcicatgtgcacacagaaa  gcctagtictitcgeactgg
D18Chm63 185 NW_047516 8289781 55-60 S=L  gaatggagticgaaggtigc cegtecatcatcetcticlgg
D18Chm64 218 NW_047516 9333001 - —  agcaacaggcaaagaggtgt  tcaacctcagggticaggtc
D18Chm65 249 NW_047518 419101 55-60 S=L  aaggacagaaagggcictca  cccgtaagccactccagtaa
D18Chm66 195 NW_047518 425581 55-60 S=L  cagcaagtigggaaagecta actgcagectgtaagecact
D18Chmé67 164 NW_047518 447721 55-60 S=L ctecaclgectatgaaaccty caagcttcclgcatctgaca
D18Chm68 184 NW_047518 451741 55-60 S=L  ggtictccagcaaagcagtc ccccaacacaggittgatet
D18Chm69 159 NW_047518 455161 55-60 S=L.  gcaagcgegtatgtgaataa gattcaggecttacattitgg
D18Chm70 167 NW_047518 483481 55-60 S=L  tcaaggcaggaatccactic ggacatgggctttgacctta
D18Chm71 181 NW_047518 519181 55-60 S=L  aggaccgigcaataatgtce gcltgcagaacacactggaa
D18Chm72 182 NW_047518 529441 — —  actigcatgcacacacacag ftigaaagaaccaggaagca
D18Chm73 192 NW_047518 551461 55-60 S=L  ccceegeatcicttacctat ctecteectictcgggttag
D18Chm74 190 NW_047518 554701 55-60 S=L  agtcagtccectgeccttat ccaccctggctttcaatatg
D18Chm75 177 NW_047518 603661 55-60 S=L tgtgaccaaccacaaagctc agaaacctigtctctgtcatgg
D18Chm76 177 NW_047518 606961 55-60 S=l.  agtacaggagggagcaagca tcctggtaaaactgectectt
D18Chm77 203 NW_047518 640801 — —  tgccatgcetacaactcaagg ggtgctcagtccagtgaalg
D18Chm78 206 NW_047518 643381 55-60 S=L  tgaggccaaggtagggtaca  catggagggactctgtctee
D18Chm79 211 NW_047518 699001 55-60 S=L tggtigaacacttgectcac atatccccacacctgggatt
D18Chm80 186 NW_047518 703681 55-60 S=L  gcigtcctggcttacctcac ggccccaggaaaactaactc
D18Chm81 209 NW_047518 773221 55-60 S=L  agaaatggtcagccctgaaa ticectgtecttaceectcet
D18Chm82 158 NW_047518 794821 55-60 S=1.  ggagctcagctticatccac aacctgttgggectggttac
D18Chm83 199 NW_047518 823021 55-60 S=L  gcgcatatagaatictgatectit  ctgtectetggettccacat

S, Dahl salt-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).
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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 p