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Résumé

L’hypertrophie du ventricule cardiaque gauche, un trouble fréquent dans la

population générale, est un des principaux facteurs de risque de mortalité et de morbidité

cardiovasculaires. La masse du ventricule gauche (MVG) est un caractère complexe,

partiellement influencé par la pression artérielle, et sous le contrôle prépondérant de

facteurs génétiques. Afin de détecter ces loci, plusieurs études on été menées dans des

croisements génétiques d’animaux. L’analyse d’un croisement f2 entre les rats consanguins

normotendus WKY et WKHA (divergents pour ta MVG) a mené à l’identification de 6 loci

autosomaux liés à la MVG, chacun spécifique d’un sexe. Une deuxième étude dans une

population mâle issue d’un croisement f2 entre les rats consanguins WKY et BN

(différents pour la pression artérielle bien que normotendus) a permis d’identifier, entre

autres, le locus Fp2 lié à la pression pulsatile indépendamment de la pression artérielle. La

pression pulsatile étant altérée par la rigidité artérielle, Pp2 pourrait contribuer de façon

indépendante au contrôle de la MVG. Finalement, comme les souris consanguines

normotendues C57BL/6J et A/J contrastent à la fois pour la MVG et pour la taille des

cardiomyocytes isolés, 24 lignées recombinantes consanguines AXB/BXA dérivées de ces

deux souches ont été analysées. Deux loci autosomaux, communs aux deux sexes, ont été

liés à la MVG, et 7 loci autosomaux, dont 6 spécifiques des mâles ou des femelles, ont été

liés aux dimensions des cardiomyocytes. Les déterminants génétiques de la MVG et de la

taille des cellules étaient indépendants, suggérant que des modifications génétiques

réalisées dans le fonds C573L/6J pourraient ne pas mener nécessairement à des variations

conjointes de la MVG et de la taille des cardiomyocytes. D’autre part, le chr Y a été lié aux

dimensions des cardiomyocytes. C’est la première fois que ce chromosome est considéré

dans une cartographie génétique. Des expériences complémentaires avec des souris

consomiques ont montré que le chr Y contrôle la réponse hypertrophique des

cardiomyocytes aux androgènes. En conclusion, ces études ont révélé une complexité

insoupçonnée du déterminisme génétique de la MVG et de la taille des cardiomyocytes en

fonction du sexe, indépendamment de la tension artérielle.
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Abstract

Cardiac lefi ventricular hypertrophy, a condition found frequently in the general

population, is one of the most important independent risk factors for cardiovascular

morbidity and mortality. Left ventricular mass (LVM) is a trait influenced for a minor part

by arterial blood pressure and for a greater part by genetic factors. To detect such loci, we

conducted several studies in animal genetic crosses. The analysis of the progeny of a F2

intercross between the normotensive inbred WKY and WKHA rats (which differ for LVM)

allowed the detection of 6 autosomal loci, each linked to LVM in a sex-dependent fashion.

A second study in males from an F2 intercross between WKY and BN inbred rats, which

contrast for blood pressure despite being both normotensive, led to the detection (among

other findings) of the locus Pp2, linked to pulse pressure independently from blood

pressure. Pulse pressure is altered by arterial stiffness, so Fp2 might contribute to MVG in

a blood-pressure independent manner. Finally, since the inbred normotensive C57BL16J

and Ail mice exhibit differences in both LVM and the size of isolated cardiomyocytes, 24

AXB1BXA recombinant inbred lines derived from the two strains were analyzed. Two

autosomal loci, linked to LVM in both sexes, were detected, as well as 7 autosomal loci

linked to the dimensions of isolated cardiomyocytes, 6 of them being male- or female

specific. Genetic determinants of LVM and cardiomyocyte size were independent,

suggesting that targeted genetic modifications performed into the C573L/6J background

may not necessarily lead to joint changes in LVM and cardiomyocyte size. Finally, Y

chromosome was linked to cardiomyocyte dimensions. This chromosome was included in a

whole genome scan for the first time. Additional experiments with consomic mice revealed

that the Y chromosome influences the hypertrophic response of cardiomyocytes to

androgens. Altogether, results unveilled an unsuspected sex-dependent cornplexity in the

genetic control of LVM and cardiomyocyte size, independently of blood pressure.
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Selon la fondation des maladies du coeur du Canada (Heart and Stroke Foundation

of Canada, 2003), les maladies cardiovasctiiaires représentent un important fardeau qui

pèse à la fois sur la qualité de vie des citoyens et sur l’économie du pays. Prises dans leur

ensemble, les maladies cardiovasculaires représentaient en 1999 la première cause de décès

au Canada (36%). On retrouve la même tendance aux États-Unis où 39% des décès en 2000

étaient dus aux maladies cardiovasculaires (Nabel, 2003).

La vaste étude mondiale Interheart, effectuée sur 30 000 cas-témoins dans 52 pays

disséminés sur tous les continents habités, a visé à déterminer l’importance des facteurs de

risque de maladie coronarienne à l’échelle mondiale (Yusuf et ai, 2004; Rosengren et ai,

2004; Yusctf et ai, 2005; Steyn et ai, 2005; Teo et ai, 2006; Lanas et al. 2007). Les résultats

montrent que le risque de développer un infarctus aigu du myocarde est corrélé

positivement avec 6 facteurs de risque (dyslipidémie, tabagisme élevé, hypertension

artérielle, un diabète de type 2, obésité abdominale et stress chronique) et corrélé

négativement avec 3 facteurs protecteurs (alimentation riche en fruits et légumes,

consommation régulière et modérée d’alcool et pratique régulière d’exercice physique). De

façon intéressante, le stress psychosocial (stress professionnel, domestique et financier,

événements pénibles récents) joue un rôle plus important qu’escompté dans la survenue

d’un infarctus aigu du myocarde quelque soit la région, le groupe ethnique ou le sexe

(Rosengren et ai, 2004). Globalement, ces 9 facteurs traditionnels, considérés par

l’Organisation Mondiale comme modifiables (Heart and Stroke Foundation of Canada,

2003), permettent de prédire 90% des infarctus aigus du myocarde chez les hommes et 94%

chez les femmes.

Bien que certains avancent que l’étude Interheart, par son universalité, pouffait

contribuer à trouver un dénominateur commun pour le risque coronarien à travers le monde

(Ezzati, 2004), on peut noter des limitations importantes (Yusuf et ai, 2004). En effet, les

investigateurs ont focalisé leur attention sur un nombre restreint de facteurs de risque.

L’effet global des 9 facteurs est donc probablement surestimé, d’autant plus que peu

d’individus cumulaient la totalité des facteurs de risque. D’autre part, les données sont
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basées sur le recrutement de patients hospitalisés et d’individus contrôles dans des zones

urbaines. Cette contrainte, inhérente à une étude cas-témoin dans laquelle on cherche à

respecter une homogénéité des populations malades et contrôles, ne permet pas de refléter

la prévalence des facteurs de risque dans la population générale. Enfin, même si l’étude

Interheart apporte des renseignements précieux sur la morbidité et la mortalité liées à

l’infarctus du myocarde, cette pathologie n’a été responsable que du quart des décès

attribuables aux maladies cardiovasculaires au Canada en 1999 (Heart and Stroke

Foundation cf Canada, 2003).

Dans la grande majorité des cas, la prévention des maladies cardiovasculaires est

théoriquement possible même si l’entreprise est complexe. On distingue trois niveaux de

prévention la prévention primaire cible le contrôle des facteurs de risque modifiables qui

relèvent de l’environnement physique, social et économique dans lequel l’individu évolue;

la prévention secondaire porte sur le diagnostic et les traitements précoces; enfin la

prévention tertiaire vise la limitation de la progression ou des complications de la maladie.

Ainsi la mortalité par cardiomyopathie ischémique n’a cessé de diminuer au Canada depuis

la fin des années 70 grâce aux connaissances scientifiques mises à la disposition de la

population (Heart and Stroke Foundation cf Canada. 2003).

Il existe cependant des facteurs de risque non modifiables. Le vieillissement est le

facteur dominant poir les maladies cardiovasculaires et on observe une progression du

pourcentage de mortalité avec l’âge (Figure 1, page 26). Les projections démographiques

montrent que la population vieillit et que les “baby-boorners” entrent dans les tranches

d’âge à risque. On s’attend donc à une augmentation du nombre de personnes atteintes de

maladies cardiovasculaires dans les années à venir, même si les prévisions demeurent

incertaines (Redfield, 2002). D’autre part, le sexe est un factetir qui influence le risque

cardiovasculaire conjointement avec l’âge. Ainsi les hommes jeunes ont un risque plus

élevé que les femmes du même âge alors que la tendance s’inverse en vieillissant (Figure I,

page 26). Enfin, les facteurs génétiques jouent un rôle non négligeable dans l’apparition et

l’évolution des maladies cardiovasculaires. En effet, les prédispositions héréditaires ou les
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polymorphismes ethniques peuvent avoir un impact sur la physiologie cardiovasculaire

(Nabel, 2003). En particulier, les études familiales dans la population générale (incluant

The frciminghctin Stïidy) ont montré que les antécédents familiaux jouent un rôle majeur

dans l’incidence des maladies cardiovasculaires (Mansour-Chernaly et ai, 2002).

o.)

Toutefois, l’ensemble de ces facteurs de risque (modifiables et non modifiables) ne

suffit pas à prédire entièrement la morbidité et la mortalité associées aux maladies

cardiovasculaires. Dans ce contexte, l’hypertrophie du ventricule cardiaque gauche (HVG)

émerge comme un facteur de risque important dans le pronostic des maladies

cardiovasculaires.

Figure 4-5 Pourcentage dc l’ensemble des décès altriI)tlable au

nialathes cartiiovasculaires, par groupe d’ige et par sexe,
Quuida, 1999
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par groupe d’âge et par sexe, Canada, 1999.

n



27

L’hypertrophie cardiaque

Le coeur se compose de quatre cavités, deux oreillettes (chambres supérieures) et

deux ventricules (chambres inférieures). Les parties droite et gauche du coeur sont séparées

par une paroi appelée septum. Le coeur est en fait une pompe composée de muscle (le

myocarde) dont le rôle est de faire circuler le sang dans tout l’organisme via le système

vasculaire (artères, veines et capillaires). Le sang ne peut circuler que dans un sens grâce à

la présence de valves qui contrôlent la communication entre oreillettes et ventricules, ou

entre ventricules et artères.

De façon schématique, l’oreillette droite reçoit le sang désoxygéné de la circulation

périphérique via les veines caves inférieures et supérieures. L’ouverture de la valve

tricuspide permet de transférer le sang dans le ventricule droit, d’où il sera pompé aux

poumons via l’artère pulmonaire après ouverture de la valve pulmonaire. Une fois oxygéné,

le sang revient au coeur par la veine pulmonaire dans l’oreillette gauche. L’ouverture de la

valve mitrale permet le transfert du sang dans le ventricule gauche (VG) qui éjecte le sang

dans la circulation périphérique via l’aorte, après ouverture de la valve aortique.

Le système vasculaire systémique qui distribue le sang oxygéné aux différents

organes du corps est plus long que le système pulmonaire chargé d’oxygéner le sang. Le

travail que doit fournir le VG est donc nécessairement plus important que pour le ventricule

droit (VD). D’un point de vue anatomique, on peut en effet observer que le myocarde du

VG est nettement plus épais que celui du VD. Ainsi les variations dans la masse du VG

(MVG) déterminent principalement les variations dans la masse totale du coeur.

Une augmentation de la MVG peut s’observer chez les sportifs ou les animaux qui

suivent un entraînement soutenu et chronique (Penpargkul & $cheuer, 1970; Morganroth et

al, 1975; Scheuer & Tipton, 1977). Ce remodelage hypertrophique, souvent qualifié de

physiologique, est réversible. C’est une adaptation du coeur à la surcharge hémodynamique
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durant l’effort afin d’oxygéner l’organisme de façon optimale. Cependant, une HVG

semble être associée avec quasiment toutes les maladies cardiovasculaires (l’hypertension

artérielle chronique, les dysfonctions valvulaires, l’athérosclérose, les arythmies) ou

certaines maladies systémiques (insuffisance rénale, certains troubles neuro-humoraux). On

parle dans ce cas d’HVG pathologique, car la nature chronique du remodelage

hypertrophique mènera inéluctablement à une dilatation cardiomyopathique, une

défaillance cardiaque, un infarctus du myocarde ou tine mort soudaine (Morisco et al,

2003).

L’hypertrophie cardiaque, telle que considérée dans la présente thèse, réfère

essentiellement à l’HVG dite pathologique.

Définition(s) de l’hypertrophie cardiaque

Relations entre la structure et la fonction cardiaques

Le coeur peut être l’objet de deux types de remodelage hypertrophique. Une

surcharge de travail pendant la systole, telle qu’observée lors d’une augmentation de la

pression systolique (surcharge de pression), sera balancée par un épaississement du

myocarde afin de normaliser le stress sur la paroi selon la loi de Laplace (Figure 2A, page

29). La fonction cardiaque est ainsi préservée (Linzbach, 1960; Carabello, 2002). Ceci

correspond à ctne hypertrophie concentrique, observée chez les individus ayant une sténose

aortique ou souffrant d’hypertension (James et al, 2000) (Figure 23, page 29). Une

surcharge de travail pendant la diastole est caractérisée par une augmentation de la pression

diastolique (surcharge de volume). Elle provoquera une dilatation de la chambre

ventriculaire, éventuellement accompagnée d’un amincissement du myocarde. Selon la loi

du coeur de Frank-Starling, cette dilatation permet d’augmenter la contraction (Ford, 1 976)

et s’observe chez les sujets avec une régurgitation valvulaire ou souffrant d’anémie (Katz,

2002). La dilatation aigu induite par les facteurs hémodynamiques mérite d’être clairement
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distinguée du remodelage architectural qui s’opère lorsque l’HVG concentrique devient

chronique et progresse vers une dilatation. Cette HVG, qualifiée alors d’hypertrophie

excentrique, augmente le stress sur la paroi, décroît la performance ventriculaire et établit

un cercle vicieux qui aboutit à une défaillance cardiaque (Katz, 2002) (Figure 2C, ci-

dessous).

A.

a b h

P

k. .

Normal Concentric hypertrophy

Figure 2 Morphologie du ventricule cardiaque gauche; différences entre les coeurs normal

et hypertrophiques. La représentation schématique des hypertrophies concentrique et

excentrique montre clairement les caractéristiques morphologiques. (A) Coeur normal dans

lequel figurent les éléments qui déterminent le stress sur la circonférence de la paroi

ventriculaire (CWS, circumfrrential waÏÏ stress a), la force la plus puissante générée à

l’intérieur du myocarde. P indique la pression intraventriculaire, a et b sont les demi-axes

majeur et mineur et h est l’épaisseur de la paroi. La loi de Laplace ne s’applique que

lorsque la fonction ventriculaire est relativement uniforme. (B) Le stress sur la paroi (a)

augmente lorsque la pression post-charge s’élève, mais l’épaississement du myocarde

compense le stress. (C) En cas de remodelage excentrique, l’élargissement du diamètre

ventriculaire aboutit à une augmentation du stress sur la paroi. (Lips et ai, 2003).

B.W

CWS = (P x b)/h x (1 — h/2b) (1 — hb/2a2)

Eccentric hypertrophy
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L’ hypertrophie concentrique serait un mécanisme compensatoire primaire pour

protéger le coeur contre une augmentation de la charge de travail, mais la transition entre les

deux types concentrique et excentrique d’HVG n’est toujours pas clairement définie. En

fait Fhypertrophie concentrique physiologique qui s’observe chez les nouveaux-nés, les

fimrnes enceintes et les athlètes semble tout à fait bénéfique (Lips et ai, 2003; Heineke &

Moikentin, 2006). Aussi plusieurs considèrent maintenant que l’HVG peut être soit un

mécanisme compensatoire bénéfique, soit ctne pathologie délétère inadaptée, les différences

se situant au niveau des programmes moléculaires mis en jeu dans les cellules musculaires

cardiaques (Katz, 2002; Morisco et ai, 2003; frey & Oison, 2003; Lips et ai, 2003;

Selvetella et ai, 2004; Heineke & Molkentin, 2006).

Relations entre la morphologie des cardiomyocytes et la géométrie cardiaque

Les cardiornyocytes sont les cellules musculaires cardiaques et se différencient de

façon terminale peu de temps après la naissance. En conséquence, l’homéostasie cardiaque

est très statique puisque le myocarde ne peut se régénérer par renouvellement de ses

cellules. Certains travaux suggèrent l’existence de populations de cellules rnyocardiques

qui ont des propriétés de ceiltiles souches, d’où la possibilité controversée d’une

hyperpiasie cellulaire au cours de l’HVG (Katz, 2002; Nadal-Ginard et ai, 2003).

Cependant, le paradigme établi est que les caractéristiques-clés de l’hypertrophie cardiaque

sont une augmentation de la taille des cellules, une augmentation de la synthèse protéique

(Hannan et al, 2003) et un plus haut degré d’organisation du sarcornère.

Les cardiomyocytes sont des cellules avec une structure cylindrique à base

elliptique caractéristique (Gerdes et al, 1994), assemblées en fibres dans le myocarde.

L’arrangement spatial de ces cellules dans la paroi ventriculaire est tel que la longueur des

cardiomyocytes contribue à la circonférence (ou au diamètre) du ventricule, alors que leur
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diamètre participe à l’épaisseur de la paroi (Gerdes, 2002). En conséquence, les

changements dans les dimensions des cardiomyocytes reproduisent en partie, au niveau

cellulaire, les modifications de géométrie ventriculaire (Grossrnan et al, 1975; Carabello,

2002). Un remodelage concentrique (compensé) est caractérisé au niveau cellulaire par tin

élargissement des cardiomyocytes (Zierhut et al. 1991; Boutin-Ganache et al, 2002),

résultat de l’ajout d’unités sarcomériques en parallèle (Grossman et ai, 1975). Un

remodelage excentrique (décompensé) est dû à un allongement des cardiomyocytes (Bai et

ai, 1990; Gerdes et al, 1992; Tamura et al, 199$; Souzeau et al, 2006) suite à une

sarcornogénèse en série (Grossrnan et al, 1975). Le ratio de la longueur sur la largeur des

cardiomyocytes semble très stable d’une espèce à l’autre (Gerdes & Capasso, 1995) ou en

fonction de l’âge (Bai et al, 1990). Mais dans le cas d’une défaillance cardiaque, on peut

observer un allongement disproportionné des cardiomyocytes qui suffit à lui seul à

expliquer la dilatation inadaptée du ventricule (Gerdes et al, 1992; Tarnura et al, 199$).

Les cardiomyocytes sont les principaux acteurs de la contraction ventriculaire et

contribuent de façon majoritaire à la masse cardiaque. Ces cellules sont donc les cibles

privilégiées des études sur le remodelage et la défaillance cardiaques. Pourtant le coeur est

aussi constitué d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules du muscle

lisse, les cellules endothéliales et les mastocytes. Toutes ces cellules pourraient répondre de

façon coordonnée au remodelage, mais leurs modifications ont reçu moins d’attention que

celles subies par les cardiornyocytes (Fedak et ai, 2005).

Épidémiologie de l’hypertrophie cardiaque

L’hypertrophie cardiaque dans la population générale

Deux études ont posé les jalons de l’épidémiologie de l’HVG dans la population

générale t la Framingham Heart Study débutée à la fin des années 40 (Dawber et al. 1951)
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et la framingham OJjpring Stztdy qui a enrôlé les enfants (et leurs conjoint(e)s) des sujets

de la cohorte initiale (Levy et ai, 1988).

Chez les sujets âgés de 40 ans et plus, 16% des hommes et 19% des femmes ont été

diagnostiqués avec une HVG. L’HVG est donc un trouble fréquent dans la population

générale. Dans les deux sexes, les résultats de l’étude montrent qu’une augmentation de la

MVG est le seul facteur de risque (l’âge excepté) systématiquement associé avec

l’incidence de maladies cardiovasculaires, la mortalité cardiovasculaire et la mortalité due à

d’autres causes naturelles (Levy et al, 1990). Aucun des autres facteurs de risque classiques

(sexe, taille, poids, pression artérielle (PA), traitements anti-hypertensifs, cholestérol total

et I-IDL, diabète de type 2, tabagisme) n’a de valeur pronostique significative pour

l’ensemble des trois conséquences cliniques. Une deuxième étude sur la même cohorte

montre que 1’HVG est associée à la mort soudaine indépendamment des autres facteurs de

risque (Haider et ai, 1998).

D’une façon similaire, l’HVG compromet la survie dans d’autres populations

caucasiennes (Sandvik et al, 1993; Thrainsdottir et al, 2003) ou dans la population

japonaise (Matsurnori et ai, 2002; Miura et al, 2002) indépendamment des facteurs de

risque classiques.

Ainsi l’HVG est un trouble fréquent dans la population générale et c’est un facteur

de risque important dans l’incidence des maladies cardiovascuiaires. De plus, la valeur

prédictive de l’HVG est indépendante d’autres facteurs de risque traditionnels dont la PA,

le taux de cholestérol sanguin ou le diabète meliitus.

Relations avec les maladies cardiovasculaires

L’étude épidémiologique prospective MAVI (Verdecchia et ai, 2001; De Sirnone et

al. 2002) est basée sur le recrutement de sujets hypertendus sans complications. Dans leur

premier rapport, les investigateurs montrent que 47% des sujets ont une HVG. D’autre part
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l’augmentation de la MVG et la morbidité cardiovasculaire sont reliées de façon robuste et

continue (Verdecchia et al, 2001). Dans une autre étude, les mêmes investigateurs ont

prédit les valeurs de MVG des sujets MAVI à partir des valeurs de MVG d’un groupe de

référence (323 sujets de poids normal, nonriotendus et âgés de 18 à 85 ans). En comparant

les valeurs observées et prédites, ils peuvent ainsi définir trois groupes de sujets qui

présentent une MVG appropriée, basse ou élevée. Ils observent que le risque

cardiovasculaire augmente de façon linéaire même lorsque la MVG est dans une fenêtre de

valeurs traditionnelles (Figure 3, ci-dessous) (De Simone et al, 2002).

Une étude épidémiologique prospective similaire (PlUMA) a permis de confirmer la

forte prévalence de l’HVG chez les sujets hypertendus (40%) (Schillaci et al, 2000). De

pius, les résultats montrent de nouveau une forte relation linéaire entre la MVG et la

morbidité cardiovasculaire, de même qu’entre l’HVG et la mortalité (cardiovasculaire ou

non) chez des sujets hypertendus non traités (Figure 4, ci-dessous). Cette relation est

indépendante des autres facteurs de risque.

lime te event in months

Figure 3 : Survie cumulée en présence

d’une MVG basse, appropriée ou élevée

(De Simone et aI, 2002).
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En ce qui concerne les autres maladies cardiovasculaires, plusieurs études montrent

que la MVG prédit la morbidité et la mortalité indépendamment d’autres facteurs de risque

chez des sujets atteints d’insuffisance rénale (Siiberberg et al, 1989), d’insuffisance

cardiaque congestive (Cooper et aI, 1990; Vasan et ai, 1997; Quinones et al, 2000) ou de

problèmes coronaires (Cooper et ai, 1990; Ghali et al, 1992; Bolognese et ai, 1994).

Variations en fonction de l’origine ethnique

L’étude épidémiologique prospective CARDIA a permis l’étude comparative de

sujets afro-américains et caucasiens aux États-Unis. Après ajustement pour différentes

variables anthropométriques, la PA et d’autres covariants, les résultats de l’étude montrent

que la MVG est plus élevée chez les hommes que chez les femmes, et elle est plus élevée

chez les noirs que chez les blancs (Gardin et ai, 1995b).

Une étude similaire en Grande-Bretagne montre les mêmes différences entre sujets

caucasiens et afro-caraibéens. La fréquence de sujets ayant une HVG est plus élevée chez

les noirs (53% des hommes et 38% des femmes) que chez les blancs (32% des hommes et

14% des femmes). L’augmentation de la MVG chez les noirs est liée à un risque

cardiovasculaire accru (Chaturvedi et al, 1994).

Une récente étude épidémiologique (NOMAS) s’est intéressée à la communauté

hispanique de la ville de New-York aux États-Unis. La prévalence de l’HVG est de 36%

chez les hispano-américains. De façon comparable aux études faites sur les afro-américains,

les investigateurs rapportent que l’augmentation de la MVG chez les hispaniques est

fortement liée à la morbidité et à la mortalité cardiovasculaires (Rodriguez et ai, 2006).



j

Caractéristiques épidémiologiques de l’hypertrophie cardiaque

Les différentes études épidémiologiques ont permis de démontrer la fréquence

élevée de l’hypertrophie cardiaque dans la population générale, avec toutefois des

variations en fonction de l’origine ethnique.

Plusieurs maladies cardiovasculaires sont associées à l’hypertrophie cardiaque. En

particulier, les individus souffrant d’hypertension essentielle montrent une forte prévalence

de l’I-IVG.

L’augmentation de la MVG s’accompagne d’un accroissement du risque

cardiovasculaire. La MVG est donc un facteur de risque important de morbidité et de

mortalité cardiovasculaires.

Étiologie de l’hypertrophie cardiaque

Les facteurs environnementaux

Age

Le vieillissement est le facteur ayant le plus fort impact sur l’incidence de 1’HVG

dans les deux sexes. Ainsi une HVG a été diagnostiquée chez 6% des individus de la

Framinghan; Hecirt Study en dessous de 30 ans et chez 43% des sujets âgés de plus de 70

ans (Levy et ai, 1988).

De façon intéressante, les effets de l’âge, du poids ou du diabète sur la MVG sont

atténués chez les individus âgés de plus de 65 ans. Par contre les maladies coronaires et

l’hypertension restent des facteurs de risque importants pour développer une HVG dans ce

groupe (Gardin et al, 1995a).
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Poids et obésité

L’étude Muscatine a montré que la MVG corrèle à plus de 80% avec la masse

corporelle chez des enfants et adolescents âgés de 6 à 16 ans, sans différence entre les sexes

(Malcolm et ai, 1993). D’un autre côté, une étude familiale suggère un effet du sexe

puisque la MVG et la masse corporelle sont corrélées à 70% chez les garçons et à 34% chez

les filles, l’âge moyen étant de 15 ans. Le résultat de cette dernière étude doit cependant

être modéré par le fait que les investigateurs ont défini les enfants dans les familles étudiées

comme étant des descendants directs âgés de 8 à 30 ans, ces derniers étant largement

pubères (Garner et aI, 2000). Enfin une étude génétique sur des jumeaux âgés de 11 ans

montre que 90% de la corrélation entre la MVG et le poids corporel est expliquée par les

gènes (Verhaaren et al, 1991).

Chez les adultes, on retrouve une forte corrélation entre les deux variables. Les

résultats de la framingham Heart Study montrent que la masse corporelle prédit le risque

de développer une HVG, avec une augmentation de 47% chez les hommes et 51% chez les

femmes pour chaque 2 kg/m2 supplémentaire (Levy et ai, 1988).

La tendance est accentuée chez les individus obèses. En particulier, une étude

récente montre que 78% des sujets présentant une obésité sévère développent une

hypertrophie cardiaque (Avelar et ai, 2007). De façon similaire, l’analyse des données de la

frarninghctm Heari Study montrent que la prévalence d’HVG est très élevée chez les

individus dont l’indice de masse corporelle est supérieur à 30 kg/m2 (Lauer et al, 1991).

Il existe cependant des limitations dans l’estimation de la MVG chez les sujets

obèses. Par exemple, il y a une tendance à sous-estimer la MVG chez des individus obèses

diagnostiqués avec des troubles coronaires (Gardin et ai, 1995a). D’autre part, la

contribution relative de la masse sèche et de la masse grasse dans la détermination de la

MVG n’est pas bien définie (Lauer et al, 1991). Ceci est particulièrement vrai chez les

enfants et les adolescents, chez qui on constate que la masse sèche explique 75% de la
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variance de la MVG, alors que la masse grasse explique seulement 1.5% de cette variance

(Daniels et ai, 1995).

A titres malcicÏies

Enfin, plusieurs facteurs de maladies, voire les maladies elles-mêmes, augmentent le

risque de développer une HVG, soit indirectement en augmentant la PA, soit directement

par des effets trophiques sur le myocarde : résistance à l’insuline, diabète, consommation

de sel, troubles neuro-humoraux, maladies coronaires, infarctus du myocarde, troubles

valvulaires, angine de poitrine (chez les hommes) et hypertension (Levy et ai, 1988;

Galderisi et al, 1991; Lind et al, 1995; Gardin et al. 1995a; Schroeder et ai, 1996;

Schmieder et ai, 1996; Coca & De La Sierra. 1997).

Le sexe: un facteur environnemental à part

Cette section est basée en partie sur la revue co-rédigée avec mon superviseur

(Deschepper & Llamas, 2007) et présentée en annexe 1.

Dif/irences de i’emodelage enfànction dit sexe

Le sexe est un facteur important qui mérite une attention particulière lorsqu’on

aborde les maladies cardiovasculaires (Czubryt et ai, 2006). Plusieurs évidences montrent

que le remodelage du LV est différent entre les hommes et les femmes. Par exemple, les

femmes avec une sténose aortique manifestent une HVG concentrique plus marquée, un

meilleur maintien de la fonction systolique et moins de fibrose que les hommes

(Aurigemma & Gaasch, 1995; Villari et al. 1995). D’autre part, l’hypertension induit un

remodelage concentrique chez les femmes alors qu’on observe une HVG excentrique
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dilatée chez les hommes (Krumholz et aI, 1993). Il a aussi été montré que la MVG décroît

avec l’âge chez les hommes mais pas chez les femmes (Hayward et ai, 2001). L’effet de

l’âge est aussi détectable au niveau cellulaire car le nombre de cardiornyocytes décroît en

même temps que leur volume augmente chez les hommes uniquement (Olivetti et al, 1995).

D’autres évidences chez les animaux de laboratoire sont décrites dans la revue en annexe 1

(Deschepper & Llarnas, 2007). En particulier, l’inactivation ou la surexpression de certains

gènes de structure ou de signalisation a permis de mettre en évidence un dimorphisme

sexuel important chez la souris (Tableau 1, page 39). D’une manière générale, il semble

que les mâles soient plus sensibles que les femelles aux modifications génétiques qui

induisent une I-IVG (Leinwand, 2003; Du, 2004; Du et ai, 2006).

ItôÏe des hormones sexue lies

Avant la ménopause, les femmes semblent protégées contre les maladies

cardiovasculaires. Pourtant, lorsque les complications cardiaques se développent, leurs

conséquences sont plus délétères chez les femmes que chez les hommes (Regitz-Zagrosek,

2006). De plus, les femmes sont plus vulnérables que les hommes à certaines pathologies

spécifiques telles que la cardiornyopathie dilatée idiopathique et les maladies cardiaques

induites par l’alcool (Leinwand, 2003).

Plusieurs évidences suggèrent que l’environnement stéroïdien pourrait être

responsable, au moins en partie, des différences entre les sexes. Notamment, la présence de

récepteurs aux oestrogènes fonctionnels dans les cardiomyocytes et les fibroblastes

cardiaques (Grohe et ai, 1997) ainsi que de récepteurs aux androgènes fonctionnels dans les

cardiornyocytes de plusieurs espèces (Brandenburger et ai, 2001) sont compatibles avec un

effet direct des stéroïdes sexuels dans le coeur. Ii n’existe aucune différence de MVG entre

les garçons et les filles avant la puberté (Malcoim et ai, 1993). D’autre part, un défaut

ovarien de production d’oestrogènes chez les femmes jeunes augmente considérablement le

risque cardiovasculaire (Punnonen et ai, 1997).
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Tableau J : Dimorphismes sexuels pour 1’HVG dans des modèles génétiques de souris.

Modèle HVG Survie Référence

hiactivation génique

NPR-A M> F M < F (Oliver et ai, 1997; Li et ai, 2004b)

FKBP12.6 M > F n.d. (Xin et ai, 2002)

eNOS M > F M < F (Li et ai, 2004a)

CD3$ M > F n.d. (Takahashi et ai, 2003)

Surexpression

f3-AR M > F M < F (Gao et ai, 2003)

TNFŒ M > F M < F (Kadokami et ai, 2000; Funakoshi et ai, 2002)

(Geisterfer-Lowrance et ai, 1996; Vikstrom et
Mutant ŒMHC M > F M < F

ai, 1996; Oisson et ai, 2001)

PDGF-C M < F M > F (Ponten et ai, 2003)

Phosphoiamban M> F M < F (Dash et ai, 2003)

Mutant
M = F M < F (Haghighi et ai, 2001)

phosphoiamban

n.d. t non déterminé.
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Malgré le risque cardiovasculaire rédtiit chez les femmes pré-ménopausées, il n’est

pas certain que les estrogènes soient seuls responsables de cet état protecteur. En effet, il

n’existe pas de moment clairement défini où le risque augmente chez les femmes après la

ménopause, et il semblerait que l’âge seul ait un effet indépendamment des changements

hormonaux (Rossouw, 2002; Liu et ai, 2003). Certaines études montrent que les thérapies

de remplacement d’hormones peuvent diminuer la MVG (Lim et al, 1999) et réduire le

risque cardiovasculaire (Starnpfer et ai, 1991). Toutefois, le récent essai clinique prospectif

HERS a montré que ces mêmes thérapies de remplacement d’hormones augmentent le

risque chez les femmes ménopausées en santé (Rossouw et ai, 2002). En fait, les

androgènes pourraient être, au moins en partie, responsables de certaines différences du

système cardiovasculaire entre les hommes et les femmes. Par exemple, la pius grande

concentration de HDL cardioprotectrice chez les femmes est due au fait que les androgènes

réduisent le cholestérol HDL chez les hommes après la puberté, et pas au fait que les

oestrogènes i’augmentent (Rossouw, 2002). In vitro, les androgènes induisent une

hypertrophie et une apoptose des cardiomyocytes (Marsh et ai, 1998; Zaugg et ai, 2001).

Les effets possibles des androgènes sur le remodelage cardiaque sont compatibles avec le

fait que les cardiomyocytes contiennent des récepteurs aux androgènes fonctionnels (Marsh

et al, 1998) et que l’expression de ces derniers augmente dans le coeur humain en cas

d’HVG (Thum & Borlak, 2002).

Malgré tout, ii n’y a pas d’évidence tranchée pour dire que les androgènes sont

délétères d’un point de vue cardiovascuiaire. Par exemple, les niveaux physiologiques de

testostérone participent, grâce à la conversion en estrogène par i’aromatase dans des tissus

cibles, au maintien d’une tonicité vasculaire normale chez les mâles (Mendelsohn &

Rosano, 2003). D’autre part, les niveaux de testostérone sont corrélés négativement avec

l’incidence de maladies coronaires (Mendelsohn & Rosano, 2003). Enfin, l’administration

de testostérone à des niveaux physiologiques ne semble pas affecter le risque

cardiovasculaire (Rhoden & Morgentaler, 2004). Toutefois, les androgènes peuvent avoir

des effets indésirables dans certaines conditions. Une récente étude montre que des femmes
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ménopausées avec un diabète de type 2 ont un excès d’androgènes, ce qui pourrait

contribuer à l’augmentation dti risque cardiovasculaire (Korytkowski et ai, 2005).

Les chromosomes sexuels

Les mécanismes moléculaires responsables des différences de remodelage

ventriculaire entre les sexes ne sont pas encore clairement identifiés. Cependant, les

chromosomes sexuels constituent une différence indiscutable entre mâles et femelles.

Le chr Y est caractéristique des mâles, tant chez les humains que chez les rongeurs

de laboratoire. Cependant, seules 4 études chez l’humain ont montré que des

polymorphismes du chr Y pouvaient être liés à la PA dans des populations australienne,

écossaise et polonaise (Ellis et ai, 2000; Charchar et ai, 2002), aux niveaux de cholestérol

I-IDL dans une population japonaise (Shoji et ai, 2002) et aux niveaux de cholestérol LDL

dans une population polonaise (Charchar et al, 2004). Une récente étude montre aussi que

des polymorphismes du chr Y semblent affecter la PA chez les jeunes garçons, même avant

la puberté (Shankar et ai, 2007). Les rongeurs de laboratoire offrent la possibilité de

substituer le chr Y d’une lignée donneuse à celui d’une lignée receveuse. Chez le rat par

exemple, des expériences de substitution du chr Y entre des souches hypertendues (SHR,

SI-IRSP) et normotendues (WKY, BN) ont permis de montrer que le chr Y était clairement

lié à la PA (Eiy et ai, 1997; Negrin et ai, 2001; Kren et ai, 2001). Toutefois, ce résultat ne

peut être généralisé car certaines lignées hypertendues ne montrent pas d’association entre

le chr Y et la PA (Charchar et ai, 2003; Yagil et ai, 2003). L’effet du chr Y sur la masse

cardiaque n’a pas été testé directement, mais des variants aliéliques de ce chromosome ont

été associés avec l’activité du système nerveux sympathique, la sensibilité au sel et des

phénotypes lipidiques (Eiy et aI, 2000; Charchar et al, 2003). Toutes ces variables peuvent,

en plus de la PA, avoir un impact sur le remodelage ventriculaire.
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Le chr X est présent en deux copies chez les femelles et en une seule copie chez les

mâles. Même si un des deux chr X est inactivé dans les cellules somatiques femelles,

environ 15% des gènes échappent à cette inactivation et un autre 10% est seulement

partiellement inactivé (Federman, 2006). Il est donc possible que le dosage de certains

gènes du chr X diffère entre les sexes et soit responsable des dissemblances

cardiovasculaires entre mâles et femelles. À ce jour, seules deux études chez l’humain ont

montré une association du chr X avec la PA dans des populations finlandaise et australienne

(Perola et ai, 2000; Harrap et al, 2002b). Chez le rat aussi, le chr X a été lié à la PA dans

quelques rares cas (Hilbert et al, 1991; Yagii et al, 1999). De plus, une étude dans ce

modèle animal a montré que le chr X participe à la régulation de la masse cardiaque

indépendamment de la PA (Vincent et al, 1996).

Génétique de l’hypertrophie cardiaque

Nous avons vu jusqu’ici que l’HVG peut être décrite soit comme une adaptation du

coeur à des stimuli exogènes, soit comme la limite supérieure des variations normales de la

MVG dans la population générale. Pourtant, l’étiologie de l’hypertrophie cardiaque ne peut

se résumer aux seuls facteurs environnementaux. Certaines maladies mendéliennes et

l’héritabilité de la masse cardiaque mettent en lumière l’importance des facteurs génétiques

dans la régulation de la masse cardiaque.

La génétique mendélienne de l’hypertrophie cardiaque

La cardiomyopathie hypertrophique familiale

La cardiomyopathie hypertrophique familiale (CMI-I) est une maladie à transmission

autosomale dominante avec une prévaience de 1/5 00 chez les jeunes adultes (Maron et al,
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1995: Zou et al. 2004). Elle est caractérisée par une HVG en l’absence d’autres conditions

connues pour induire une hypertrophie, telles que l’hypertension. La CMH s’accompagne

aussi de nombreux autres phénotypes cliniques hétérogènes tels que l’arrytbrnie ou une

petite taille des artères coronaires (Vikstrom & Leinwand, 1996). C’est une cause fréquente

de mort soudaine, particulièrement chez les jeunes adultes et les athlètes (Fatkin & Graham,

2002).

Plusieurs centaines de mutations individuelles ont été identifiées à ce jour dans 11

gènes sarcornériques, incluant la titine, les troponines cardiaques C, I et T, la chaîne légère

de myosine cardiaque, la chaîne lourde de myosine f3 cardiaque, l’actine cardiaque, la

tropomyosine Œ, la protéine C de liaison à la myosine cardiaque et la protéine LIM

musculaire (Bonne et al, 199$; Seidman & Seidman, 2001; Fatkin & Graham. 2002;

Bashyam et aI, 2003; Ahrnad et al, 2005; Ho & Seidman, 2006). Dans certains cas, on peut

observer une certaine corrélation entre la localisation de la mutation morbide et la sévérité

de la CMH (Vikstrom & Leinwand, 1996).

Une controverse persiste quant à la possibilité que des protéines non structurales

puissent être dysfonctionnelles dans la CMH, notamment des protéines qui contrôlent

l’homéostasie énergétique dans le myocarde. Par exemple, la protéine kinase AMPK est

impliquée dans le métabolisme du glucose. Des mutations dans l’AMPK ont été reliées

dans un premier temps à la CMH (Blair et al, 2001), mais d’autres auteurs ont préféré y

voir un défaut de stockage métabolique du myocarde plutôt qu’une forme de CMH (Arad et

al, 2002; Watkins, 2003; Arad et al, 2005). Le même raisonnement s’applique pour la

protéine LAMP2, qui est impliquée dans le stockage du glygogène (Arad et al, 2005).

D’autre part, le gène codant pour cette protéine est localisé sur le chr X alors que la

transmission de la CMH est autosomale.

Les mécanismes par lesquels un défaut dans le sarcomère mène à une

cardiomyopathie sont encore mal compris (Tsoutsman et al, 2006). De plus, plusieurs gènes

modificateurs non structuraux peuvent moduler la sévérité de la CMH induite par des
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mutations sarcomériques. On retrouve entre autres les gènes du système rénine

angiotensine-aldostérone, le récepteur B2 à la bradykinine, l’ET-l et le TNFa. (Marian,

2002; Tsoutsman et al, 2006).

La cardiomyopathie dilatée familiale

La cardiornyopathie dilatée familiale (CMD) causée par des mutations identifiées

représente environ 30% des cardiornyopathies dilatées idiopathiques (Mestroni et ai, 1996;

Towbin & Bowles, 2000). Elle est majoritairement à transmission autosomique dominante,

même si des formes récessives, mitochondriales ou liées au chr X ont été rapportées

(Mestroni et aI, 1990; Mestroni et ai, 1996; Towbin & Bowles, 2000; Villard, 2003). La

CMD est caractérisée par une dilatation du VO (voire des deux ventricules) et par une

fonction contractile diminuée. Elle aboutit invariablement à une défaillance cardiaque, des

arythmies et des accidents thrornboemboliques (Seidman & Seidman, 2001), des

évènements qui sont responsables de 30 à 50% de mortalité dans les 5 aminées suivant le

diagnostique (Villard, 2003). La CMD s’accompagne de nombreux autres phénotypes

cliniques cardiaques ou extracardiaques, incluant des troubles de conduction, des problèmes

valvulaires, des myopathies squelettiques, voire de la surdité dans certains cas

(Schonberger et ai, 2000; Seidman & Seidman, 2001; Villard, 2003).

D’un point de vue génétique, on retrouve une grande hétérogénéité des mutations

morbides. À ce jour, des mutations ont été identifiées dans des gènes du sarcomère (actine

cardiaque, chaîne lourde de rnyosine F3 cardiaque, troponine cardiaque T. protéine LIM

musculaire, titine, tropomyosine a), du cytosquelette et de l’ancrage membranaire

(desmine, sarcoglycan é, dystrophine, vinculine), de l’enveloppe nucléaire (lamine A/C) ou

de régulation du Ca2 sarcoplasmique (phospholamban) (Mestroni et ai, 1996; Towbin &

Bowles, 2000; $eidman & Seidman, 2001; Fatkin & Graham, 2002; Viilard, 2003; Ahmad

et al, 2005). Il est à noter qu’une forme liée au chr X a permis d’identifier des mutations

dans la tafazzine, une enzyme qui modifie la cardiolipine (phospholipide mitochondrial) et
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dont la fonction n’a été caractérisée que récemment (Xu et aI, 2006). Les phénotypes

annexes peuvent orienter le diagnostic moléculaire en permettant d’effectuer des

corrélations génotype-phénotype, mais il semble que de nombreux gènes morbides restent à

découvrir (Villard, 2003).

Mécanismes moléculaires impliqués dans l’hypertrophie cardiaque

De nombreux mécanismes moléculaires impliqués dans l’HVG ont été identifiés à

ce jour in vitro ou in vivo dans des modèles de souris modifiées génétiquement. Outre les

modèles développés pour confirmer les mutations morbides identifiées chez l’humain dans

les gènes de structure, nombre d’investigateurs se sont aussi intéressés à la signalisation

intracellulaire des cardiomyocytes (Hasenfuss, 1998; Chu et al, 2002). En effet, le pronostic

clinique de la CMD ou de la CMH est trop souvent impossible à établir car ces maladies

monogéniques semblent être modulées par des polymorphismes dans des gènes

modificateurs (Bonne et al, 199$; Bashyarn et al. 2003). Les voies de signalisation dont le

rôle est bien décrit dans l’HVG sont présentées brièvement dans cette section (voir aussi la

Figure 5, page 49).

Réponses moléculaires caractéristiques

L’expression des gènes de réponse précoce (ou proto-oncogènes) c-fos et c-myc

(Izumo et ai. 198$; Komuro et al, 1988; Saadane et al, 1999) représente la réponse initiale

du coeur à une surcharge de pression. D’autre part, les changements de morphologie des

cardiomyocytes sont précédés et accompagnés par la réinduction d’un programme géniqcte

foetal au niveau du VG (Frey & Olson, 2003). On observe notamment une réinduction des

peptides natriurétiques ANF et BNP dans le cas des HVG concentrique et excentrique

(Lattion et al. 1986; Schwartz et al, 1986; Izurno et al. 1988; Weinberg et al, 1999; Saadane
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et ai, 1999; Kuhn et ai, 2002). Les protéines structurales telles que les isoformes Œ et fI de

la chaîne Lourde de myosine et t’actine squelettique Œ foetale sont aussi fortement

réexprirnées (Izumo et ai, 1987; Izumo et ai, 198$; Weinberg et ai. 1999: Saadane et ai,

1999; Kuhn et ai, 2002). De plus, on observe la réinduction de facteurs de transcription

impliqués dans le développement cardiaque embryonnaire tels que GATA4 et Nkx2.5

(Saadane et ai, 1 999). Les profils de réexpression peuvent être différents en fonction du

type de stimulus hémodynarnique, comme par exemple dans les surcharges de pression et

de volume (Calderone et ai, 1995).

Les récepteurs couplés aux protéines G

L’Ang II, l’ET-l et les catécholarnines (adrénergiques Œ) sont autant de facteurs qui

agissent de manière autocrine/paracrine en réponse à un stress biomécanique, via leurs

récepteurs couplés aux protéines Gqiaii (DAngelo et al, 1997; Akhter et ai, 199$;

Wettschureck et ai, 2001). L’activation de la PLC par les protéines Gaqiii et la production

subséquente d’Ins(1,4,5)P3 mène à la relâche du Ca2 intracellulaire. Cette mobilisation des

stocks de Ca2 induit un signal hypertrophique par l’activation de la voie caicineurine

NFAT (Wilkins & Molkentin, 2004) ou l’inactivation du système CaMK-HDAC (Wu et ai,

2006).

Les protéines peuvent aussi activer les PKCs. Les isoformes PKC et PKCc ont

des fonctions similaires, voire redondantes, dans la signalisation hypertrophique du

myocarde. Pourtant ces isoformes ont des effets très contrastés sur la réponse cardiaque à

un trouble ischémique, PKC étant associée à une meilleure adaptation du coeur (Dom &

Hahn. 2004).
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Les intégrines

Les cardiomyocytes peuvent aussi détecter les stress biomécaniques directement

grâce à des mécanismes sensitifs internes. Entre autres, les intégrines sont des récepteurs

transmembranaires hétérodimériques (constitués de sous-unités cx et f3) qui font la liaison

entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette intracellulaire (Ross & Borg, 2001). Alors

que les intégrines peuvent activer des effecteurs tels que la FAK et les petites GTPases Ras

et Rho (Ross & Borg, 2001), la mélusine, qui interagit avec les intégrines, est essentielle

pour inactiver la GSK3f3 (Brancaccio et al, 2003). La délétion chez la souris de l’un ou

l’autre de ces composants (intégrines f3, FAK, mélusine) mène à une dilatation et un

dysfonctionnement ventriculaires (Shai et ai, 2002; Brancaccio et al, 2003; Peng et al,

2006).

La signalisation des MAP kinases

La cascade de signalisation des MAPK est activée par une grande variété de

facteurs, incluant les GPCRs, les récepteurs à tyrosine kinase (IGF-I, FGf), les récepteurs à

sérine/thréonine (TGFf3) et certains stimuli de stress (Sugden & Clerk, 1998). Elle aboutit à

l’activation par phosphorylation de p38, des JNKs et des ERKs (Garrington & Johnson,

1 999) qui phosphorylent à leur tour de nombreuses cibles intracellulaires, incluant les

facteurs de transcription qui induisent la reprogrammation génique cardiaque (Heineke &

Moikentin, 2006).

Les ERKs semblent jouer un rôle adaptatif dans la réponse hypertrophiqcie. La

délétion de ERK1/2 dans le coeur de souris aboutit à une hypertrophie concentrique

compensée (Bueno et al, 2000). La surexpression in vivo de MEK5 mène à un remodelage

excentrique au cours duquel les cardiomyocytes font l’objet d’une sarcomogénèse en série

(Nicol et al, 2001).
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D’un autre côté, p38 et JNK1/JNK2 semblent réguler la réponse hypertrophique de

fttçon négative, notamment parce qu’ils sont capables d’induire une apoptose ou une

nécrose dans les cardiomyocytes (Heineke & Moikentin, 2006).

Le système calcineurine-NFAT

La calcineurine est une phosphatase qui joue un rôle central dans l’HVG, et dont

l’activation dépend du Ca2 (Molkentin et ai, 199$; Frey & Oison, 2003). Sa liaison aux

facteurs de transcription de la famille NFAT induit la translocation de ces derniers dans le

noyau et l’activation de l’expression de gènes pro-hypertrophiques (Wilkins & Moikentin,

2004). De façon intéressante, de nombreux mécanismes d’inhibition de NFAT existent dans

la cellule, incluant les kinases GSK3f3 (Antos et al, 2002), p38 (Braz et al, 2003) et JNK

(Liang et ai, 2003) ainsi que le cGMP (f iedier et al, 2002; Zahabi et ai, 2003; Takimoto et

ai, 2005).

La voie PI3K-AKT

L’insuline et l’IGf-I régulent l’hypertrophie physiologique du coeur via l’activation

de la PI3KŒ. Cette dernière peut aussi être activée par les protéines couplées aux protéines

G3 (Oudit et ai, 2004). S’ensuit ensuite l’activation de AKT/PKB qui peut soit activer

l’expression de facteurs de transcription (GATA4, 13-caténine, c-Myc, NFAT) ou la

synthèse protéique (eIF2B) en inhibant GSK3, soit activer la synthèse protéique en

activant mTOR (Cantley, 2002; Proud, 2004). Les effets de la voie PI3K-AKT semblent

cependant être bénéfiques uniquement lorsque la voie est activée dans des conditions

physiologiques et de manière aigu (Shiojima et ai, 2005), ou lorsque les actions de

AKT/PKB sont limitées au noyau (Shiraishi et ai, 2004; Rota et al, 2005).
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Figure 5 : Voies de signalisation impliquées dans l’hypertrophie des cardiomyocytes

(Heineke & Molkentin, 2006).
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La masse cardiaque est un caractère complexe

Nous avons vu jusqu’ici que la masse cardiaque est sous le contrôle conjoint de

facteurs environnementaux et génétiques. Les formes d’HVG familiales sont rares en

regard de la fréquence d’HVG observée dans la population générale, et semblent elles-

mêmes sujettes à une modulation par des gènes modificateurs et des facteurs

environnementaux (Brugada et ai, 1997; Bonne et ai, 1998; Bashyam et al, 2003). En fait,

i’héritabilité de la masse cardiaque a été démontrée chez l’humain à piusieurs reprises



50

(Maron et ai, 1984; Greaves et ai, 1987; Verhaaren et ai, 1991; Gardin et ai, 1995a; Gardin

et ai, 1995b; Post et ai, 1997; Garner et ai, 2000). U en ressort que 60 à 70% de la

variabilité de la MVG est imputable aux facteurs génétiques, l’environnement ne

contribuant que de manière modeste aux variations de la MVG. Chez le rat, une étude sur

23 souches consanguines et leurs croisements a montré que les facteurs génétiques

expliquent à eux seuls 45 à 65% de la variabilité de la masse cardiaque, indépendamment

de la PA (Tanase et ai, 1982).

L’étiologie de l’HVG dans la population générale est donc, selon toute

vuaissemblance, le résultat des effets de multiples gènes, de l’environnement et de

l’interaction entre ces différents •facteurs. On peut donc considérer l’HVG comme une

maladie complexe (Deschepper et ai, 2002a) selon la définition de Lander & Schork : « le

terme ‘caractère complexe” réfère à tout phénotype qui ne suit pas les règles classiques de

l’héritabilité mendélienne récessive ou dominante attribuable à un seul gène. En général, les

complexités proviennent du fait que la simple correspondance entre le génotype et le

phénotype est perdue, soit parce que le même génotype peut aboutir à différents phénotypes

(à cause du hasard, de l’environnement ou des interactions avec d’autres gènes), soit parce

que différents génotypes peuvent aboutir au même phénotype. » (Lander & Schork, 1994).

Une méthode pour disséquer les bases génétiques d’une maladie complexe consiste

à titiliser une approche par gène candidat qui permet de cibler directement des gènes dont la

fonction est déjà établie dans la mise en place du phénotype observé (Cardon & Beli,

2001). C’est une stratégie directe, qui présente cependant les limitations suivantes la

connaissance partielle des facteurs génétiques, biochimiques et physiologiques qui

contrôlent le phénotype; le manque de structure des populations humaines, notamment la

stratification due aux différences ethniques; la petite taille des échantillons de population

étudiés; le manque de réplication des résultats; et l’absence possible de déséquilibre de

liaison avec les loci adjacents (MacRae, 2000; Cardon & Bell, 2001). Malgré tout, plusieurs

gènes ont été associés à l’HVG grâce à cette méthode, tel que résumé dans le Tableau 2,

page 52.
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La cartographie génétique par criblage de génomes entiers permet quant à elle de

mettre à jour de façon systématique les loci (et finalement les gènes) qui causent des

maladies héréditaires sans connaître ni leur localisation, ni leur fonction (Lander & Schork,

1994). La génétique des caractères complexes chez l’humain a offert des perspectives

excitantes à la fin des années 80, notamment en permettant de disséquer un caractère

quantitatif en facteurs génétiques discrets qui sont susceptibles d’ être ensuite analysés grâce

au clonage positionnel (Lander & Botstein, 1989; Altmuller et al, 2001). Pourtant, le bilan

au début des aimées 2000 n’était pas à la hauteur des espoirs et des investissements engagés

dans la course aux gènes : malgré un nombre croissant de loci génomiques cartographiés,

une dizaine de gènes ont été identifiés grâce à la génétique des maladies complexes

(Altmulier et ai, 2001; Korstanje & Paigen, 2002; Glazier et ai, 2002), contre plusieurs

milliers de gènes morbides impliqués dans les maladies mendéliennes (McKusick, 2007).

Les principaux écueils rencontrés en génétique humaine sont entre autres l’absence de

contrôle des facteurs environnementaux, l’expression différentielle des gènes cibles en

fonction de l’âge et le manque d’homogénéité dans les populations étudiées (Schork, 1997),

même si le séquençage du génome humain a permis entre temps de multiplier le nombre de

marqueurs afin d’enrichir les cartes génétiques.

Pour remédier à ces difficultés qui diminuent énormément le pouvoir statistique de

la cartographie génétique chez l’humain, les investigateurs se sont naturellement tournés

vers les modèles animaux.

Des modèles animaux pour isoler les facteurs génétiques de

l’hypertrophie cardiaque

Parce que les réseaux fondamentaux de la régulation génique sont conservés entre

diverses espèces animales (parfois même très éloignées), les mécanismes moléculaires à la
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Tableau 2 : Gènes associés à la régulation de la MVG chez l’humain.

ACE +

t323KR

f32BKR

A12

AT2

AS

AS

AS

eNOS

NPPA

NPRY

ADD1

TH

ACE2

GHSR

20 1 indel/1 SNP

54 1SNP

55 1SNP

26 ÏSNP

- hapiotypes

26 i$NP

42 1SNP

45 1SNP

40 3SNP

40 1 microsateilite

32 1SNP

25 1SNP

50 hapiotypes

51 hapiotypes

(Bruii et ai, 2001)

(Nakayama et aI, 2003)

(Alfakih et ai, 2004)

(Schmieder et ai, 2001)

(Mayosi et ai, 2003)

(Delles et ai, 2001)

(Steiia et al, 2004)

(Lapu-Bula et ai, 2005)

(Rubattu et ai, 2006)

(Rubattu et ai, 2006)

(Winnicki et ai, 2002)

(Linhart et ai, 2002)

(Lieb et al, 2006)

(Baessier et ai, 2006)

Gène n (c%I) Méthode Âge Polymorphisme Référence

ACE

ACE

ACE

80/62

149/141

141/-

écho

écho

IRM

55

45-59

20

1 indel

1 indei

1 indei

109/- IRM

(Iwai et ai, 1994)

(Schunkert et ai, 1994)

(Myerson et ai, 2001)

56/34

i25/72

120/-

362/464

120/-

173/37

34/50

160/32

160/32

162/-

108/-

536/561

827/851

écho

IRM

écho

écho

écho

écho

écho

écho

écho

écho

écho

écho

écho

Écho: échocardiographie; SNP

délétion.

Single nucleotide potymoiphism; mdci : insertion ou
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base du développement et de la fonction cardiaques peuvent être disséqués dans des

organismes tels que la mouche drosophile, le ver nématode ou le poisson-zèbre (Olson,

2006). Toutefois, les avantages d’étudier un coeur de mammifère composé de 4 chambres

permettent de mieux traduire les résultats en termes de maladies htimaines.

De nombreux bénéfices éthiques, économiques. d’accessibilité aux animaux et de

reproductibilité des méthodes expérimentales ont conduit au développement des modèles

animaux. Ces derniers ont permis d’évaluer les aspects pathophysiologiques de I’HVG tant

au niveau de l’individu qu’au niveau cellulaire. De plus, les progrès technologiques ont

rendu possible le développement d’instruments pour mesurer précisément des variables

cardiovasculaires quantitatives même chez des animaux de la taille d’une souris, et souvent

de manière non invasive (Mitchell et al, 199$; Collins et al. 2003).

L’utilisation de modèles animaux est cependant limitée par leurs caractéristiques

physiologiques intrinsèques. Ainsi, le coeur d’une souris au repos bat 10 fois plus vite que

celui d’un humain (Chu et ai, 2002). Le coeur d’un rat au repos bat 5 fois plus vite que celui

d’un humain et la relation force-fréquence est inversée (Hasenfuss, 1998). Dans ces deux

modèles (les plus utilisés dans les études sur l’HVG), les ventricules d’un animal adulte

expriment principalement l’isoforme Œ de la chaîne lourde de myosine, tandis que ceux

d’un humain expriment l’isoforme f3. Une transition vers l’expression de l’isoforme f3
s’effectue chez les rongeurs seulement en cas de surcharge hémodynamique ou de

changement hormonal (Swynghedauw, 1986).

Malgré ces limitations, de nombreuses études effectuées sur des mammifères ont

fourni une quantité énorme d’informations sur les effets de Ï’hémodynarnie et de

l’activation neuro-hurnorale, sur la fonction myocardique ainsi que sur la nature des

altérations moléculaires dans les cardiomyocytes (Hasenfuss, 1998).
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Induction expérimentale de l’hypertrophie cardiaque

Le rat est sans doute le modèle animal qui a le plus été utilisé dans les études

physiologiques et pharmacologiques du système cardiovasculaire (Jacob & Kwitek, 2002).

On peut cependant citer aussi le lapin, le chien, le porc, le chat, le hamster, le furet, le

mouton, le babouin, le cobaye (ou cochon d’Inde) et la souris comme modèles animaux

pour l’étude expéi-imentaÏe de l’HVG (Hasenfuss, 199$). Les techniques les plus utilisées

pour induire une HVG sont des chirurgies et l’infusion d’hormones causant des stimuli

hémodynamiques.

Certaines chirurgies permettent d’induire une HVG tout en modulant la forme

d’hypertrophie. Ainsi, la constriction partielle de l’aorte au niveau thoracique ou abdominal

provoque une surcharge de pression qui entraîne une hypertrophie concentrique (Mercadier

et al, 1981; Baker et ai, 1990; Rockman et ai, 1993; Barrick et ai, 2006; Miyazaki et al,

2006). La chirurgie abdominale a l’avantage de ne pas provoquer d’inflammation ni

«adhésions intrathoraciques. bien qu’une nouvelle technique de constriction de l’aorte

thoracique via une approche suprastemale permette d’éliminer certaines de ces

complications expérimentales (Del Monte et ai, 2002). Un autre avantage de la constriction

abdominale est la possibilité de la relâcher facilement afin d’observer l’impact d’une

surcharge de pression transitoire (Cutilletta et ai, 1975; Jouannot & Hatt, 1975). La fistule

aorto-cavale est une chirurgie qui permet de faire communiquer l’aorte et la veine cave. La

surcharge de volume induite par le passage du sang de l’aorte vers la veine cave provoque

une hypertrophie excentrique (Hatt et al, 1979; Flaim et ai, 1979; Garcia & Diebold, 1990;

Miyazaki et al, 2006). D’autres chirurgies permettent d’induire une HVG excentrique

comme par exemple la ligature de l’artère coronaire gauche (Pfeffer et al. 1979; Litwin et

al. 1994).

L’I-IVG peut aussi être induite par des moyens pharmacologiqcies. L’infusion de

facteurs hormonaux tels que les catécholamines (Colucci, 1998; Li et al. 2003) ou l’Ang II

(Dostal & Baker, 1992; Kim et al. 1995; Susic et al. 1996; Lako-futo et al. 2003) permet
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d’obtenir une hypertrophie concentrique. L’avantage des techniques pharmacologiques est

la possibilité de faire des études de dose-réponse, et de tester l’effet d’une stimulation

chronique ou transitoire (Saadane et ai, 1999).

Ces diverses méthodes induisent des hypertrophies importantes qui se développent

en l’espace de quelques jours seulement. Ces modèles expérimentaux ne reflètent donc pas

les pathologies humaines, qui s’installent progressivement. Cependant, la reproductibilité

des méthodes, et le contrôle du fonds génétique des animaux utilisés et de leur

environnement, permettent de définir précisément quel degré d’hypertrophie a été induit et

quelles en sont les conséquences pathologiques. Il est donc possible d’utiliser ces modèles

afin d’étudier les relations structure-fonction ou la régulation de l’expression génique

(Hasenfuss, 1998).

Par exemple, nous avons utilisé au laboratoire la fistule aorto-cavale dans un modèle

de rat congéniqcie pour un loccis contenant le gène codant pour le précurseur de l’ANF

(Souzeau et aI, 2006). Les résultats ont permis de conclure qu’un locus génétique, qui

induit tout au plus un léger remodelage concentrique du VG dans des conditions basales,

est également associé à une dilatation marquée et à un dysfonctionnement du VG lorsque le

coeur est soumis à un stress hémodynamique. Ceci démontre que les effets d’un locus

génétique donné sur le remodelage cardiaque peuvent se manifester différemment en

fonction des conditions environnementales.

Modèles génétiques de l’hypertrophie cardiaque

Afin de s’approcher au plus près des critères cliniques humains de 1’HVG, des

modèles génétiques animaux ont été développés.
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Modèles issus de l’ingéniérie génétique

Les souris modifiées génétiquement (transgéniques, knock-out et knock-in)

représentent des outils de choix qui ciblent spécifiquement l’expression de certains gènes

ou transgènes. Grâce à ces modèles, il a été possible de quantifier précisément les effets de

mutations et de changements d’expression génique sur la fonction cardiaque aux niveaux de

la cellule, de l’organe ou de l’animal entier. La somme de tous ces résultats a conduit à

l’identification de mécanismes moléculaires (préalablement non soupçonnés) impliqués

dans l’initiation et le développement de l’HVG et/ou la transition vers la défaillance

cardiaque (voir plus haut la section sur les mécanismes moléculaires impliqués dans

l’hypertrophie cardiaque) (Chu et ai, 2002). Cependant, outre les limitations dues aux

différences physiologiques entre les coeurs murin et humain soulevées précédemment, les

modifications génétiques doivent être considérées avec beaucoup de précautions afin

d’éviter les interprétations artéfactuelles : le fonds génétique de la souche de souris utilisée

peut avoir de profonds effets sur le phénotype observé, l’insertion aléatoire d’un transgène

peut entraîner des bouleversements inattendus dans une voie de signalisation non ciblée,

une redondance génique ou un mécanisme compensatoire peuvent compliquer

l’interprétation des résultats, l’expression ectopique d’un gène dans le coeur peut avoir avoir

des effets toxiques non spécifiques (Chu et ai, 2002; Yutzey & Robbins, 2007). Les progrès

méthodologiques et technologiques permettront sans doute d’éliminer ces biais

expérimentaux, notamment en ciblant les modifications génétiques d’un point de vue

spatial et/ou temporel (Yutzey & Robbins, 2007).

Modèles dérivés par sélection

D’autres modèles génétiques de l’HVG ont été obtenus par sélection de populations

ayant des phénotypes extrêmes dans des croisements de souches de rats. À la suite de

nombreux croisements consanguins, les propriétés phénotypiques anormales sont alors

fixées génétiquement. Ainsi plusieurs souches consanguines de rats qui ont été utilisées
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pour étudier l’HVG avaient en premier lieu été séiectioimées pour leur tendance à

développer de l’hypertension artérielle (Pinto et ai, 1998). Les rats SHR (Spontaneousty

hypei-tensive rat) (Bing et ai, 2002), Dahl-S (Okere et ai, 2006; Louhelainen et ai, 2007) et

LH (Lyon hpertens/ve) (Lanteime et aI, 1997) permettent donc d’étudier l’hypertrophie

cardiaque dépendante de l’hypertension. D’autres modèles permettent d’étudier la transition

entre l’hypertrophie et la défaillance cardiaques, tels que les rats SHR-SP (SpontaneozisÏy

hypertensive rat-stroke prone,) (Jesmin et ai, 2005; Takernori et ai, 2005) et SHHF

(Spontaneottsly hypertensive heart faiÏttre) (Onodera et ai, 1998; Sack & Kelly, 1998;

Reffelmann & Kloner, 2003; Minhas et ai, 2006).

Certaines souches de rats possèdent une MVG élevée en présence d’une PA

normale. La souche de rats consanguins WKHA t Wistar Kyoto hyperactive) est issue d’un

croisement entre les lignées consanguines SHR hypertendue et WKY (Wistar Kyoto)

normotendue. Initialement, les WKHA ont été sélectionnés pour séparer les déterminants

génétiques de l’hypertension et de l’hyperactivité (Hendley & Ohisson, 1991) mais le

modèle s’est avéré pertinent pour étudier l’HVG, essentiellement dans mon laboratoire

d’accueil (Masciotra et al. 1999; Deschepper et ai, 2001; Boutin-Ganache et ai, 2002;

Deschepper et ai, 2002a; Deschepper et ai, 2002b; Liamas et ai, 2005b; Souzeau et ai,

2006; Marcil et ai, 2006; Palmer et al, 2006). Plus récemment, la souche de rats

consanguins HE-IR (Hypertrophic heart rat) a été sélectionnée à partir des lignées

consanguines SHR hypertendue et F344 (fisher 344) normotendue afin d’isoler les facteurs

génétiques de l’HVG et de l’hypertension (Harrap et ai, 2002a).

La grande variété de souches consanguines disponibles tant chez le rat que chez la

souris permet aussi de comparer plusieurs lignées existentes pour un phénotype d’intérêt,

comme la MVG par exemple. Ainsi, l’analyse quantitative de 13 souches de souris a permis

de montrer une grande variabilité de la masse cardiaqtte, corrélée de façon modeste mais

significative avec la pression systolique (Deschepper et ai, 2004). En particulier, les lignées

consanguines A/J et C57BL/6J contrastent pour la masse et la géométrie cardiaques, bien
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qu’elles présentent une PA normale et comparable (J-bit et ai, 2002; Deschepper et ai,

2004).

Identifïcatïon de bd génomiques impliqués dans l’hypertrophie cardiaque

Différents modèles de rats ont servi à étudier les bases génétiques de la régulation

de la masse cardiaque grâce aux méthodes de cartographie génétique des caractères

complexes. Cette méthode est détaillée dans la section suivant ce paragraphe. Rapidement,

deux souches parentales qui présentent un polymorphisme génétique suffisant et qui

contrastent pour un phénotype quantitatif d’intérêt sont croisées selon un schéma

expérimental défini. Dans la descendance, on observe la ségrégation des génotypes

recombinés et des valeurs phénotypiques afin de déterminer l’existence d’une éventuelle

liaison statistique entre un ou plusieurs loci génomiques et la caractéristique considérée.

Une quarantaine de loci génomiques (ou QTL, quantitative trait locus) liés à la MVG ont

été identifiés chez le rat depuis le milieu des années 90, incluant les loci que j’ai

cartographiés au cours de mon doctorat (Tableau 8, page 214). Beaucoup de ces QTL

coincident avec des QTL liés à la PA, principalement parce qu’au moins une des souches

parentales est hypertendue. Seuls trois laboratoires, dont celui dans lequel j’ai effectué mon

doctorat, ont choisi d’utiliser des souches parentales norrnotendues (Sebkhi et al, 1999;

Deschepper et ai, 2001; Gauguier et ai, 2005; Llamas et ai, 2005b).

Chez la souris, peu d’études de cartographie de QTL ont considéré la masse

cardiaque comme un phénotype d’intérêt (Moody et aÏ, 1999; Sugiyama et ai, 2002; Leamy

et ai, 2002; Rocha et ai, 2004). fait à noter, les souches de souris utilisées étaient

normotendues.
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Bases théoriques de la génétique des caractères complexes

Cette section est basée en partie sur un chapitre de méthodologie co-écrit avec mon

superviseur et publié dans la série de livres Methods in MoÏecuÏar Biology chez Humana

Fress (Liamas & Deschepper, 2005). Le manuscrit est présenté en annexe 2.

Les caractères complexes, ou quantitatifs, ne sont pas reliés de façon directe et

systématique aux variants d’un gène particulier, au contraire des maladies mendéliennes

(Lander & Schork, 1994). Ils dépendent des effets combinés de nombreux facteurs

génétiques et environnementaux, chaque locus ne contribuant que pour une portion de la

variance totale du caractère. Le phénotype mesuré peut avoir des valeurs discrètes, comme

par exemple un nombre de tumeurs, ou une distribution continue, comme dans le cas de la

PA (Complex Trait Consortium, 2003). Idéalement, les valeurs phénotypiques sont

distribuées selon une loi normale dans la population étudiée. Du point de vue génétique, un

même locus peut être considéré soit comme un QTL, soit comme un locus mendélien selon

la nature de l’allèle examiné certains allèles peuvent avoir des effets quantitatifs, alors que

d’autres allèles au même locus peuvent avoir des effets qualitatifs du type «tout ou rien ».

Cependant, la distinction entre un locus mendélien et un QTL est souvent artificielle car les

mêmes techniques de détection peuvent être appliquées dans les deux cas. La classification

des effets alléliques devrait être considérée comme un continuum, avec les caractères

mendéliens à un extrême et les caractères très polygéniques à l’autre extrême. En corollaire,

une cartographie de QTL sera simplifiée si le caractère considéré est sous le contrôle d’un

petit nombre de loci ayant chacun des effets modérés à majeurs (Complex Trait

Consortium, 2003).

Le présent chapitre s’intéresse à certaines méthodologies concernant

particulièrement la génétique des caractères complexes chez les rongeurs de laboratoire.
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Les croisements expérimentaux de rongeurs

Les souches parentales

Les méthodes de cartographie de QTL chez le rat et la souris reposent sur la liaison

statistique entre d’une part des variants génétiques et d’autre part des variations

phénotypiques dans une population expérimentale. Le point de départ de toute étude

classique en génétique des caractères complexes est le choix de deux souches parentales. Le

plus simple consiste à utiliser des lignées consanguines dans lesquelles tous les animaux

d’une même lignée sont identiques d’un point de vue génétique et où tous les gènes

autosornaux (et ceux du chr X chez les femelles) sont homozygotes. En conséquence, les

seules causes de variabilité phénotypique dans les souches parentales sont d’origine non

génétique (environnement et/ou méthode utiLisée pour mesurer le phénotype) lorsqu’on

considère des individus du même sexe.

Le choix des souches parentales repose principalement sur deux critères la

présence de différences quantitatives pour le caractère d’intérêt et un polymorphisme

allélique entre les deux lignées. Un contraste marqué pour le phénotype étudié est

préférable (Moore & Nagle, 2000; Deschepper et al, 2002a) mais certaines études ont

abouti à l’identification de QTL majeurs même si les souches parentales avaient des valeurs

phénotypiques comparables (Sugiyama et al, 2002; Llarnas et al, 2005a). D’autre part, un

polymorphisme allélique élevé donne La possibilité d’obtenir des cartes génétiques denses,

et donc d’affiner la cartographie des QTL (Lander & Schork, 1994).

L’hérédité des caractères : étude de la génération Fi

La génération FI s’obtient par croisement de deux souches parentales consanguines

PI et P2. Tous les individus F1 héritent d’un lot de chromosomes de PI et du lot de

chromosomes homologues de P2. Ainsi les individus FI ont tocis le même bagage
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génétique. De picis. tous les gènes autosornaux (et ceux du chr X chez les femelles) sont

hétérozygotes. Comme pour les souches parentales, la variabilité phénotypique est due

exclusivement aux facteurs non génétiques lorsqu’on considère des individus du même

sexe.

Une analyse de la transmission du caractère des souches parentales à la génération

FI permet de déterminer un modèle d’hérédité de ce caractère. Les individus Fi peuvent

avoir une valeur phénotypique identique à celle de Pi (ou P2). On parle alors de dominance

du caractère apporté par Pi (ou P2) et de récessivité du caractère apporté par P2 (ou PI). Le

plus souvent, les individus FI ont une valeur intermédiaire du phénotype et on parle alors

de codominance des caractères. Plus rarement, les individus Fi auront une valeur

phénotypique en-dehors des limites parentales : on parle dans ce cas de “superdominance”

ou “vigueur hybride”.

Il est important d’effectuer des croisements FI réciproques entre les souches

parentales des femelles Pi sont croisées avec des mâles P2 et des femelles P2 sont

croisées avec des mâles Pi. Cette procédure permet de déterminer si tes chromosomes

sexciels portent une information génétique susceptible d’influencer le caractère d’intérêt. En

effet, les individus mâles des deux croisements Fi réciproques auront des valeurs

phénotypiques identiques si tous les QTL sont sur des autosornes. Par contre s’il y a au

moins un QTL sur les chromosomes sexuels, les valeurs phénotypiques seront différentes

entre les mâles FI réciproques selon l’origine P1 ou P2 des chromosomes sexuels

hétérologues X et Y.

Exploiter la recombinaison génétique : les croisements expérimentaux

La génération Fi sert de base pour les croisements expérimentaux. En effet, la

nature hétérozygote des individus FI permet de créer un brassage allélique aléatoire grâce à

la recombinaison méiotique dans les croisements subséquents. La taille de la population à
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générer est difficile à prédire car elle dépend de nombreux facteurs généralement inconnus

au début de l’étude : nombre de QTL, effets individuels des QTL, biais techniques et/ou

environnementaux lors du phénotypage, polymorphisme génétique entre les lignées

parentales (Moore & Nagle, 2000). En général, il est admis qu’une augmentation du

nombre d’animaux analysés renforce le pouvoir de détection des QTL à effet mineur

(Soller et ai, 1976).

Deux approches classiques ont été utilisées avec succès en génétique des traits

complexes (Peters et ai, 2007). Le croisement en retour (ou rétrocroisement) entre la

génération Fi et la souche parentale Pi (ou P2) permet de générer une population N2, dans

laquelle on retrouve autant d’individus homozygotes pour Pi (ou P2) et hétérozygotes à

chaque loctis (Figure 2 de l’annexe 2). Cette stratégie est particulièrement efficace lorsqtie

le caractère considéré est transmis de façon récessive par la souche parentale croisée avec

les Fi (Moore & Nagle, 2000). Si le caractère est codorninant, une autre approche classique

est conseillée. L’inter-croisement des individus Fi permet de générer une population F2.

dans laquelle toutes les combinaisons alléliques sont possibles à chaque locus avec une

distribution 1:2:1 (homozygote P1:hétérozygote:homozygote P2) des génotypes (Figure 2

de l’annexe 2). Ce croisement expérimental permet aussi d’étudier l’effet additif des allèles

(Moore & Nagle, 2000).

De nombreuses autres ressources sont disponibles, principalement chez la souris

(Complex Trait Consortium, 2003) : lignées d’inter-croisements avancés (Darvasi & Soller,

1995), lignées recombinantes consanguines (Bailey, 1971), croisements entre lignées

recombinantes consanguines (Threadgill et al, 2002; Zou et ai, 2005), stocks hétérogènes

(Talbot et al, 1999; Chia et ai, 2005; Valdar et ai, 2006), lignées congéniques (Snell, 194$;

Davis et al. 2005), lignées congéniques consanguines (Demant & Hart, 1 986), lignées

consomiques (Singer et al. 2004). Parmi ces ressources, certaines sont dérivées des

croisements classiques F2 et N2. Par exemple, un second rétrocroisement avec les N2

permet de générer des individus N3, à partir desquels on effectue une série de croisements

frère-soeur pendant au moins 20 générations. On obtient ainsi des lignées congéniques
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parentale donneuse (environ 12.5%) dans le fonds génétique de la souche parentale

receveuse qui a servi pour les rétrocroisements (Figure 6, page 64) (Demant & Hart, 1986;

Fortin et al. 2001). Autre exemple, une série de croisements frère-soeur à partir des

individus F2 pendant au moins 20 générations permet d’obtenir des lignées recombinantes

consanguines. Chaque lignée possède une combinaison unique des allèles parentaux, la

moitié provenant de Pi et l’autre de P2 (Figure 6, page 64) (Marshall et ai, 1992; Rapp,

2000). Enfin une série de rétrocroisements assistés par des marqueurs génétiques à partir

des N2 sur plusieurs générations permet de sélectionner des souches avec une substitution

chromosomique (aussi appelées souches consorniques). Dans chaque lignée, une paire de

chromosomes homologues du génome de la souche parentale receveuse a été substituée par

celle de la souche parentale donneuse (Figure 6, page 64) (Nadeau et ai, 2000; Singer et ai,

2004). Tous ces modèles dérivés des F2 ou des N2 offrent l’avantage d’immortaliser une

combinaison particulière des allèles parentaux au sein d’une même lignée.

Par rapport aux croisements dérivés, l’avantage de l’inter-croisement F2 ou du

rétrocroisement N2 est l’obtention d’un grand nombre d’individus (plusieurs centaines).

Ceci offre la possibilité d’analyser un grand nombre d’évènements de recombinaison

allélique et permet ainsi de détecter des QTL à faible pénétrance. Cependant, la mesure du

phénotype et le génotypage doivent être extrêmement précis car chaque individu est unique

(Sen et ai, 2005).

L’utilisation de plusieurs centaines de lignées recombinantes consanguines serait

nécessaire afin de détecter des QTL à effet mineur. Cependant, l’analyse d’au moins une

vingtaine de lignées recombinantes permet déjà de détecter des QTL à forte pénétrance

(Dernant, 2003). Chez le rat, un seul ensemble de lignées recombinantes correspond à ce

critère. Il a été développé à partir des souches consanguines SHR et BN et comprend li

lignées BXI-l (dérivées d’un croisement entre des femelles BN et des mâles SHR) et 21

lignées HXB (dérivées du croisement réciproque) (Pravenec et al, 1 989). Chez la souris,
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plusieurs ensembles de plus de 20 lignées recombinantes ont été développés et sont

disponibles commercialement, dont 29 lignées AXB et BXA (dérivées des souches

consanguines C573L/6J et A/J) (Nesbitt & Skarnene. 1984). Dans ce dernier cas, le nombre

de lignées utilisables a été réduit à 24 pour cause soit de redondance génétique, soit

d’extinction. Même si ces ressources sont limitées par le nombre de lignées disponibles,

elles offrent les avantages expérimentaux suivants (de même pour les autres croisements

dérivés)

1. Le génotypage de chaque lignée n’a pas besoin d’être répété. Dans le cas

particulier des lignées les plus communément utilisées, le génotype pour des

milliers de marqueurs microsatellites et de $NP est disponible dans des bases de

données publiques (Williarns et al, 2001).

2. La mesure du phénotype peut être répétée sur plusieurs individus génétiquement

identiques dans une même lignée. La moyenne résultante augmente la précision

de la mesure et permet de minimiser les biais environnementaux et techniques

(Rapp, 2000).

3. Un phénotype peut être mesuré en fonction du temps sur différents individus

d’une même lignée (par exemple à différents âges), même si la mesure nécessite

le sacrifice des animaux ou l’utilisation d’une technique invasive (Rapp, 2000).

4. La réponse à des stimuli environnementaux peut être considérée comme un

caractère quantitatif. La possibilité de comparer des groupes contrôles et

expérimentaux dans une même lignée donne accès à de tels phénotypes (Rapp,

2000).

5. L’analyse de phénotypes complémentaires augmente le pouvoir statistique pour

détecter des QTL (Deschepper et ai, 2002a) soit certains phénotypes

complémentaires contrastent mieux entre les souches parentales que le caractère

d’intérêt (Deschepper et ai, 2002b). soit des phénotypes intermédiaires sont sous
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le contrôle de peu de gènes, voire d’un seul gène (Rapp, 1991). Or le

phénotypage extensif d’un caractère d’intérêt et des caractères complémentaires

n’est pas toujours possible sur un même animal mais devient envisageable dans

des lignées recombinantes consanguines.

Lorsqu’un effet des chromosomes sexuels est détecté suite à l’analyse de la

génération Fi, les souches consomiques pour ces chromosomes offrent la possibilité

d’étudier en détail leur impact sur un caractère quantitatif. En ce qui concerne les

autosomes, les lignées consomiques offrent l’avantage de pouvoir créer très rapidement des

lignées congéniques spécifiques pour un locus d’intérêt en effectuant quelques

rétrocroisements avec la souche parentale receveuse (Figure 6, page 64).

Cartographie génétique de QTL

La réctssite d’un criblage du génome pour cailographier des QIL dépend de

l’héritabilité du caractère, de sa nature génétique (dominant, récessif ou additif) et du

nombre de gènes qui l’affectent. Pour un QTL donné, la résolution pour le localiser dépend

du nombre d’évènements de recombinaison dans la population étudiée (Complex Trait

Consortium, 2003).

Méthode de régression par marqueur

Les lois de base de la cartographie de QTL ont été formulées par Soller et al (1976).

Dans cet article princeps, les auteurs développent une méthode de régression par marqueur

qui utilise l’analyse de variance à chaque marqueur. Lorsque le génotype à un marqueur

coségrège de façon significative avec la distribution phénotypique dans la population

recombinante. on dit que ce marqueur est lié à un QTL. La méthode de régression par

marqueur a l’avantage d’être simple, de ne pas nécessiter la construction d’une carte
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génétique et de prendre en compte des covariables (sexe, traitement, effets

environnementaux). D’un autre côté, il y a des faiblesses importantes : on ne peut connaître

la localisation précise du QTL (il est lié à un marqueur, mais on ne connaît pas la distance

entre le QIL et le marqueur), on sous-estime les effets réels du QTL (à moins que la

distance entre le marqueur et le QTL soit nulle), les individus pour lesquels il manque le

génotype au marqueur sont écartés de l’analyse et finalement une faible densité en

marqueurs diminue énormément le pouvoir de détection du QTL (Lander & Botstein, 1989:

Broman. 2001).

Méthode de cartographie par intervalle

Lander et Botstein (1989) ont corrigé ces faiblesses en développant la méthode de

cartographie par intervalle, qui est à ce jour la plus utilisée. Il est cette fois nécessaire de

construire une carte génétique. Pour les croisements F2 et N2, la position des marqueurs

S SLP (Simple Seqtience Length Polymorphism, généralement des marqueurs

microsatellites) ou des SNP polymorphes est déterminée en fonction de la recombinaison

observée dans la population expérimentale (Crow, 1990). La distance génétique entre deux

marqueurs est statistiqLte et son unité est le centiMorgan (cM). Dans le cas particulier de

certaines populations dérivées de f2 ou de N2, des cartes à haute densité en marqueurs sont

disponibles dans des bases de données publiques et la position physique (en paire de bases,

pb) des marqueurs est déterminée grâce aux données de séquençage des génomes murins

(Williams et al. 2001). Le génotypage doit nécessairement être dénué d’ambiguïté. En effet,

la Liaison d’un QTL au caractère d’intérêt est toujours basée sur la coségrégation des allèles

des marqueurs avec la distribtition phénotypique dans la population recombinante (Soller et

al. 1976). Une erreur dans le génotypage augmente donc l’occurence d’erreurs de type I

(faux-positifs) et de type II (faux-négatifs).

La méthode de cartographie par intervalle prend en compte la recombinaison

méiotique et nécessite de calculer la probabilité qu’un QTL ait un certain génotype en
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fonction de la distance entre les marqueurs fianquants et du génotype de ces derniers

(Lander & Botstein, 1989; Brornan, 2001). On assume que la distribution du phénotype

pour chaque génotype du QTL est gaussienne et donc caractérisée par deux paramètres la

moyenne (propre à chaque génotype du QTL) et la déviation standard (commune à tous les

génotypes du QTL). Pour un QTL à une position donnée, on peut donc décrire la

probabilité Pr des données observées qui tient compte des différentes moyennes et de la

déviation standard à cette position. Il est possible d’estimer le maximum de vraisemblance

des paramètres (moyennes et déviation standard) pour chaque génotype, c’est-à-dire les

valeurs pour lesquels Pu atteint son maximum. Finalement, on calcule le logarithme de la

vraisemblance de privilégier une liaison entre le QTL et le caractère mesuré le LOD

(Logarithm ofthe odds). Le LOD est le logarithme décimal du rapport de Pr (probabilité de

la présence d’un QTL à la position donnée) sur la probabilité de l’absence de QTL dans le

génome. Plus le LOD est élevé, plus l’existence d’un QTL est vraisemblable. Ce calcul est

effectué en tout point du génome et les valeurs sont reportées sur un graphique sous forme

de courbe, la valeur maximale au pic correspondant à la position probable du QTL (Figure

7, page 72). Plusieurs algorithmes spécialisés équivalents ont été développés afin d’utiliser

la méthode de cartographie par intervalle algorithme EM (Lander & Botstein, 1989),

méthode de Hale)’ et Knott (Haley & Knott, 1992) ou méthode par répartition (Sen &

Churchill, 2001).

La cartographie par intervalle permet aussi de considérer les interactions entre

plusieurs QTL. Il est donc possible d’identifier des loci qui n’ont aucun effet

individuellement mais qui ont un impact sur le phénotype dans le contexte d’une

interaction. Plusieurs algorithmes ont été développés afin de déterminer ce type

«interaction (Zeng, 1993; Jansen, 1993; Kao et al, 1999; Sen & Churchill, 2001), bien que

seule l’utilisation de lignées congéniques permette de l’établir factuellement (Deng, 2007).
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Significativité de la liaison et intervalle de confiance

Une fois la cartographie par intervalle effectuée, il faut s’assurer qu’un pic avec un

LOD élevé (autrement dit une liaison) est crédible. En effet les erreurs de type I (on détecte

un QTL alors qu’il n’y en a pas dans le génome) sont susceptibles d’être plus fréquentes

lorsqu’un grand nombre de marqueurs est utilisé, et les erreurs de type II (on ne détecte pas

de QTL alors qu’il y en a au moins un dans le génome) lorsque le génome étudié est grand

(Lander & Botstein, 1989). Sous l’hypothèse qu’il n’y a pas de QTL, une valeur seuil est

définie par le fait que la valeur du test statistique doit dépasser le seuil avec une probabilité

de ne pas dépasser une valeur nominale u. Si le coût d’un faux-positif n’est pas important,

des seuils bas peuvent être obtenus avec u 0.10 ou u = 0.20. Si les faux-positifs sont une

préoccupation sérieuse, des seuils plus stringents tels que u = 0.01 ou u 0.001 sont

désirés (Doerge & Churchill, 1996). Pour résoudre ce problème, une série de critères a été

énoncée pour correction après tests multiples dans un criblage de génome une liaison très

significative correspond à u = 0.001, significative à u = 0.05 et suggestive à u = 0.63, tous

ces critères correspondant à une probabilité de 1%, 5% et 63% respectivement que la

détection du QTL par criblage génomique soit due au hasard (Lander & Kruglyak, 1995).

En plus de ces critères, des valeurs seuils de LOD ont été proposées, basées sur des

approximations conservatrices valides uniquement dans le cas de croisements spécifiques

F2 ou N2 analysées avec une densité infinie de marqueurs génétiques (Lander & Kruglyak,

1995). Cependant, des tests de permutation représentent une approche plus générale pour

obtenir des valeurs seuils ajustées pour un test multiple dans un criblage de génome

particulier (Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996). Dans un tel test, des

criblages sont répétés sur des versions permutées des données analysées. En respectant les

critères sur l’occurrence de faux-positifs énoncés par Lander et Kruglyak, il est ainsi

possible de calculer des seuils de LOD suggestifs ou significatifs à partir des données elles

mêmes (Figure 7, page 72).

Un débat demeure au sujet de l’estimation de l’intervalle de confiance pour localiser

un QTL. Le pic de LOD étant calculé à partir d’un rapport de probabilités, il est nécessaire
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de valider statistiquement sa position. Il est admis qu’un intervalle de confiance à 95% (la

probabilité que le QTL soit effectivement dans cet intervalle est de 95%) est suffisant, bien

qu’il soit conseillé d’être plus stringent si l’objectif est d’isoler le QTL dans une lignée

congénique (Manichaikul et al, 2006). Plusieurs méthodes ont été proposées

1. Le bootstrap non paramétrique est une méthode d’inférence statistique basée sur

le rééchantillonnage des données avec remplacements possibles (des génotypes

peuvent manquer ou être présents plusieurs fois dans les données

rééchantillonnées). La position du QTL est estimée sur la base de ces nouvelles

données, puis le processus est répété un grand nombre de fois. Un intervalle de

confiance à 95% contient ainsi 95% des positions du QTL estimées à partir des

calculs répétés du bootstivp (Visscher et ai, 1996). Cette méthode semble

toutefois être peu fiable dans le cas particulier d’une cartographie de QTL

(Manichaikul et al. 2006).

2. L’approche bayésienne est une autre inférence statistique basée sur des calculs

de probabilités conditionnelles, dans lesquelles l’observation d’un QIL à une

position donnée modifie la probabilité de l’observer de nouveau à cette même

position (Sen & Churchill, 2001). Il en résulte une distribution des positions

probables du QTL, qui semble être robuste quelque soit la taille de la

population, la densité en marqueurs et l’effet du QTL (Manichaikul et al, 2006).

3. Le saut de LOD a le mérite de ne pas nécessiter de calculs élaborés puisqu’il

consiste à retrancher une valeur fixe de LOD (saut de 1 à 2) au pic de la courbe

et à considérer les positions aux intersections avec la courbe comme les bornes

de l’intervalle de confiance (Figure 7, page 72). La valeur du saut de LOD doit

être ajustée en fonction de la taille de la population, de la densité en marqueurs

et de l’effet du QTL (Manichaikul et aI, 2006).

Il semble qu’une approche bayésienne ou celle du saut de LOD soient plus

appropriées que la méthode par bootstrcip (Manichaikul et al, 2006).
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Cartographie sommaire

La cartographie sommaire (coarse mapping.) est la localisation d’un QTL sur une

portion de chromosome, généralement dans un intervalle de 10 à 30 cM (Complex Trait

Consortium, 2003). La majorité des QTL physiologiques et comportementaux détectés à ce

jour dans une population recombinante F2 ont un effet de l’ordre de 5%, c’est-à-dire qu’ils

sont responsables d’environ 5% de la variance totale du phénotype. Augmenter la densité

de marqueurs améliore la probabilité de cartographier des QTL, mais n’apporte pas une

meilleure résolution pour localiser le ou les gène(s) causal(aux) (Darvasi et al, 1993). Il en

va de même pour le nombre d’animaux il y a plus de 99% de chance de cartographier des

QTL avec un effet de 5% à l’aide de $00 animaux (Flint et aI, 2005), mais utiliser 1000

individus ne réduira pas l’intervalle de confiance à moins de 10 cM (Darvasi & Soller,

1997). En conséquence, une expérience standard avec une population F2 nécessiterait 300-

400 animaux génotypés avec une centaine de marqueurs (espacés d’environ 20 cM) pour

détecter des QTL ayant un effet de 5% et plus (Johan, 1992; Flint et al, 2005).

Il a aussi été montré que si la mesure du phénotype doit être faite pour tous les

animaux, il n’est nécessaire de génotyper que 25% des individus aux extrémités de la

distribution phénotypique afin de conserver un maximum de variance génétique (Darvasi &

Soller, 1992; Sen et al, 2005). Les stratégies d’élaboration des croisements F2 ou N2, de

leur phénotypage et de leur génotypage peuvent être modélisées afin d’optimiser les éttides

en termes de coûts et d’information (Sen et al, 2005; Sen et al, 2007).

Comme la cartographie de QTL est basée sur la distribution du phénotype dans la

population recombinante et non directement sur les différences entre les souches parentales.

il n’est pas rare de révéler des QTL transgressifs (ou cryptiques) dont l’allèle délétère

provient de la lignée parentale utilisée comme contrôle, ou inversement (Moore & Nagle,

2000). Ceci s’explique par la nature polygénique des caractères complexes. Le contraste

phénotypique observé entre les souches parentales S (sensible) et R (résistant) est la

résultante des interactions entre plusieurs QTL et l’environnement. Cependant, tous les
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LOD

Figure 7 : Courbe de LOD, seuils statistiques et intervalles de confiance. La carte

génétique du chromosome (en cM) est en abscisse. La ligne pointillée à LOD = 1.9 est le

seuil de suggestivité (p < 0.63), la ligne pleine à LOD 3.3 est le seuil de significativité

(p < 0.05). Le pic de la courbe (LOD = 4.9) indique la position dun QTL significativement

lié au phénotype d’intérêt. Deux intervalles de confiance estimés par des sauts de 1 et 2

LOD sont représentés. Adapté de Rapp (2000).
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facteurs génétiques de la lignée S ne contribuent pas systématiquement au phénotype

“sensible”, et inversement.

Confirmation de la liaison

La confirmation de l’existence d’un QTL à l’aide de plusieurs études indépendantes

est recommandée avant d’aller plus avant dans l’identification du (ou des) gène(s)

causal(aux) (Lander & Kruglyak, 1995; Complex Trait Consortium, 2003), Ceci peut être

effectué en testant uniquement le chromosome d’intérêt dans d’autres croisements

expérimentaux (Lander & Kruglyak, 1995), voire en comparant les résultats de la

cartographie sommaire à ceux publiés pal’ d’autres investigateurs (Liamas et ai, 2005b).

Une autre méthode consiste à développer des lignées congéniques dans lesquelles le

locus d’intérêt (correspondant à l’intervalle de confiance du QTL) d’une des souches

parentales (donneuse) est introgressé dans le génome de l’autre lignée parentale

(receveuse), et réciproquement (Snell, 1948). De telles souches peuvent être générées en

effectuant 5 rétrocroisements successifs par la méthode des congéniques rapides (speed

congenics). Il s’agit de sélectionner les individus ayant le locus d’intérêt de la souche

donneuse dans un génome enrichi par la souche receveuse à l’aide de marqueurs à chaque

génération (Markel et aI, 1997; Wakeland et al, 1997). Pour valider l’existence du QTL, les

souches congéniques doivent montrer des différences quantitatives pour le caractère

d’intérêt lorsqu’elles sont comparées aux souches receveuses et ainsi révéler

expérimentalement une relation de cause à effet (Compiex Trait Consortium, 2003).

L’avantage des lignées congéniques est qu’il est possible de mesurer le phénotype d’intérêt

ou des phénotypes complémentaires chez plusieurs individus génétiquement identiques

(Boutin-Ganache et al, 2002; Souzeau et ai, 2006; Deng, 2007). Un autre avantage est que

la liaison statistique établie lors de la cartographie génétique devient une liaison physique

dans les animaux congéniques.
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La limitation principale des lignées congéniques est surtout due à la nature même

du QTL. En effet, les résultats d’une cartographie génétique ne sont pas forcément

reproductibles dans différents croisements. L’analyse de liaison ne révèle que les QTL qui

expliquent les différences observées entre deux souches parentales données. Par exemple,

un QIL peut être détecté dans un croisement AxB mais pas dans un croisement AxC. De

plus, les effets du QTL peuvent ne pas être détectables dans un autre fonds génétique à

cause des effets épistatiques d’autres loci (Lander & Schork, 1994). Cette dernière

situation, illustrée dans une lignée congénique où le QTL est introgressé dans un nouveau

génome, est semblable aux caractères mendéliens pour lesquels le phénotype est visible ou

non selon le contexte génomique (Marian, 2002; Heydernann et al, 2007).

Cartographie fine

Une distance de I cM chez la souris ou le rat équivaut en moyenne à 1 Mb (1 x 106

ph). Selon la densité génique très variable d’une région du génome à une autre, on peut

trouver une vingtaine de gènes dans cet intervalle, parfois moins, souvent plus (Flint et ai,

2005). Le but est de réduire au maximum le nombre de gènes présents dans la région du

QTL afin de faciliter l’identification du bon candidat. Afin de réduire l’intervalle de

confiance à moins de 5 cM, plusieurs solutions sont envisageables.

Dans le cas particulier d’un QTL isolé avec un effet majeur, une augmentation de la

densité en marqueurs dans la région ciblée permettra de préciser la position du QTL.

Cependant, il est recommandé d’augmenter le nombre de recombinaisons dans la région du

QTL. Ceci est possible en utilisant des lignées d’inter-croisements avancés dans lesquelles

des croisements sont effectués au hasard à chaque génération à partir d’une population F2.

Au bout de 20 générations (f20), il est théoriquement possible de réduire un intervalle de

20 cM à 2 cM (Darvasi & Soller, 1995). Les inconvénients majeurs de cette technique sont

la durée nécessaire à l’obtention d’une population (en général F5 à F8) et la nécessité
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d’cLtiliser un grand nombre de marqueurs puisque le génome est très fragmenté (Dernant,

2003).

Une autre méthode plus efficace consiste à dériver des sous-lignées congéniques à

partir d’une lignée congénique initiale (Rapp, 2000). En effet, la lignée initiale contient une

portion de chromosome relativement importante (20 à 40 cM) de la souche donneuse afin

de s’assurer que le QTL soit bien inclus. Il est donc intéressant de fragmenter le locus et de

localiser plus précisément le QTL dans l’ensemble des sous-lignées congéniques (Deng.

2007). Cependant, il est difficile de réduire la région introgressée à moins de 1 cM à moins

d’un coup de chance, un évènement de recombinaison post-rnéiotique n’ayant qu’une

probabilité de 1% dans un intervalle de 1 cM (Rapp, 2000).

Validation de gènes candidats

La causalité est un concept central de la génétique, le but étant de démontrer qu’une

mutation dans un gène donné explique les variations phénotypiques observées. La causalité,

telle que citée dans la littérature épidémiologique, peut se définir de 5 manières non

mutuellement exclusives (Parascandola & Weed, 2001)

I. Réalisation la cause est la condition qui joue un rôle essentiel dans la

réalisation de l’occurrence de l’effet. En d’autre termes la cause affecte ou altère

le résultat.

2. Nécessaire : une cause nécessaire est tme condition sans laquelle il n’y a pas de

production de l’effet.

3. Suffisante lorsque la cause est présente, l’effet doit se produire.

4. Probabiliste une cause probabilistique augmente la probabilité que l’effet se

produise. Elle n’a besoin d’être ni nécessaire. ni suffisante.
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5. Contrefactuelle une cause contrefactuelle fait une différence dans le résultat

quand elle est présente versus quand elle est absente, toute chose étant constante

par ailleurs. Elle n’a besoin d’être ni nécessaire, ni suffisante.

En génétique des caractères mendéliens, on parle le plus souvent de cause suffisante

et/ou nécessaire. Dans le cas de la génétique des maladies complexes, certains ont proposé

de se référer à une cause probabiliste et/ou contrefactuelle (Page et aÏ, 2003). Ces

définitions offrent l’avantage d’être plus inclusives, de nécessiter moins d’hypothèses (la

parcimonie étant un concept clé en sciences) et de tenir compte de la distribution d’un

phénotype quantitatif. Dans ce cadre théorique, la causalité entre un polymorphisme

génétique et un caractère complexe ne sera prouvée qu’au terme d’une accumulation

systématique d’évidences expérimentales mettre en évidence des variations dans la

séquence d’un gène candidat, montrer que le polymorphisme conduit à une modification de

fonction et/ou d’expression de la protéine correspondante in vitro, démontrer que cette

mutation fonctionnelle et/ou structurale induit des changements quantitatifs au niveau du

caractère d’intérêt. Ce dernier point nécessite l’utilisation de modèles animaux dans

lesquels le gène peut être surexprirné par transgénèse, inactivé, remplacé par un variant

allélique ou régulé par des moyens pharmacologiques. Les modèles murins sont utilisés

préférentiellement afin de respecter les caractéristiques pathophysiologiques d’une

perturbation dans un coeur de mammifère (Yutzey & Robbins, 2007). Cependant, la

génomique comparative permet de considérer des modèles alternatifs (invertébrés comme

la drosophile, ou vertébrés comme le poisson-zèbre et le xénope) dans lesquels les

méthodes d’ingéniérie génétique sont souvent plus simples et rapides (Stainier, 2001; Bier

& Bodmer, 2004; Warkman & Krieg, 2007).

L’utilisation de sous-lignées congéniques a mené à l’identification de gènes

candidats par clonage positionnel (Olofsson et al. 2003: Deng. 2007). En particulier,

l’intervalle a pu être réduit à 300 kb dans une étude sur un modèle de rat de l’arthrite

rhumatoïde. Deux gènes sont localisés dans cet intervalle minimum, dont la fonction ne

semblait o priori pas reliée à la maladie étudiée. Le polymorphisme causatif a finalement
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été identifié dans NcJi, gène codant pour une sous-unité du complexe d’oxidation du

NADPH qui produit des radicaux libres en réponse aux infections. Bien que le rôle de cette

protéine dans l’arthrite rhumatoïde ne soit toujours pas compris, les investigateurs ont

malgré tout pu prouver une relation de causalité (Olofsson et ai, 2003). Finalement, des

études subséquentes ont permis d’identifier d’une nouvelle classe de traitements de

l’arthrite rhumatoïde (Hultqvist et ai, 2006).

Cependant, même s’il est recommandé de réduire au maximum le locus, il n’existe

aucune méthode standard pour identifier un gène candidat. Quelques rares études ont pu

mener à l’identification de candidats directement à partir des résultats de la cartographie

sommaire, en s’appuyant sur la présence dans la région du QTL de gènes dont la fonction

était déjà décrite (Korstanje & Paigen, 2002). Par exemple au laboratoire, une mutation

dans le promoteur du gène Nppa (codant pour le précurseur de l’ANF) a été identifiée sur la

base de la localisation du gène dans l’intervalle de confiance d’un QTL lié à la MVG, de

son rôle de biornarqueur de l’HVG et de sa fonction dans la régulation de la MVG

(Deschepper et ai, 2001). Des études in vitro et in vivo ont permis de valider ce gène

candidat (Deschepper et ai, 2001; Boutin-Ganache et ai, 2002; Zahabi et al, 2003), ainsi que

des modèles de transgénèse ou d’inactivation génique élaborés par d’autres investigateurs

(John et ai, 1995; Oliver et ai, 1997; Chusho et ai, 2000; Knowles et ai, 2001; Kishimoto et

ai, 2001; Holtwick et ai, 2003).

Les modèles animaux peuvent permettre des avancées importantes dans la

connaissance des maladies complexes humaines, dont l’identification et la validation de

gènes candidats morbides. Cependant, le rat et la souris ne reflètent pas toujours, ou ne

développent pas forcément, tous les symptômes cliniques humains. De plus, les études en

génétique des caractères complexes chez les animaux se limitent souvent à l’analyse de

deux souches parentales consanguines. Dans ces conditions, tin investigateur ne peut

prétendre qu’un modèle animal restreint possède la diversité génétique nécessaire pour

saisir la complexité d’un phénotype. Donc même si un modèle animal peut illustrer certains



n 78

aspects d’une maladie complexe humaine, il ne peut en aucun cas la récapituler

complètement (Jacob & Kwitek, 2002),

L’accumulation et l’intégration des doimées physiologiques et génétiques dans les

trois organismes que sont le rat, la souris et l’humain permettent toutefois de mieux

appréhender les maladies humaines (figure 8 ci-dessous) (Demant. 2003). En particulier,

un nombre croissant de méthodes et d’outils bioinformatiques permet de disséquer les bases
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génétiques des caractères complexes en comparant les génomes du rat, de la souris et de

l’humain (Kwitek et ai, 2001; Pennacchio & Rubin, 2003; DiPetrillo et ai, 2005). Quelques

unes de ces méthodes sont (DiPetrillo et al, 2005)

I. La génomique comparative, qui permet d’identifier des régions chromosomiques

où la synténie est conservée afin de vérifier que des QTL sont concordants d’une

espèce à l’autre. La résolution de cette méthode est de 10 à 20 Mb.

2. L’analyse de croisements combinés recode l’information génétique à partir de

plusieurs croisements qui ont un QTL en commun. Les génotypes des différents

croisements sont combinés afin de créer un génotype de résistance et un

génotype de sensibilité, et une nouvelle analyse de cartographie est effectuée. La

résolution de cette méthode est de 10 à 20 Mb.

3. L’analyse d’haplotypes spécifiques d’un intervalle détecte les régions identiques

par descendance dans les intervalles de confiance d’un même QTL identifié dans

plusieurs croisements. La résolution de cette méthode est inférieure à 5 Mb.

4. L’analyse d’haplotypes à travers le génome associe les blocs d’haplotypes

conservés et le phénotype en comparant plusieurs lignées consanguines. La

résolution de cette méthode est inférieure à 5 Mb.

5. La comparaison de séquences permet de chercher des polymorphismes (codants

ou de régulation de l’expression) dans l’intervalle du QTL en utilisant les

données de séquençage spécifiques d’une lignée. La résolution de cette méthode

est de 10 à 20 gènes.

6. La comparaison d’expression de gènes permet d’identifier des gènes dans les

banques de données d’expression pour lesquels l’expression est soit ciblée dans

un tissu d’intérêt, soit différentielle entre deux souches d’intérêt. La résolution de

cette méthode est de 10 à 20 gènes.
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Hypothèses et projet de doctorat

La masse cardiaque est un caractère complexe sous le contrôle de nombreux

facteurs génétiques et environnementaux. Je fais l’hypothèse que les méthodes de

cartographie génétique des caractères complexes, appliquées à des croisements

expérimentaux de rats ou de souris de laboratoire, permettront d’isoler des loci génomiques

impliqués dans la régulation de la masse cardiaque ou de systèmes biologiques qui

influencent la masse cardiaque (pression artérielle, taille des cardiomyocytes). D’autre part,

un certain nombre de différences génétiques et physiopathologiques ont été observées entre

les sexes en ce qui concerne l’hypertrophie cardiaque. Je fais l’hypothèse additionnelle que

l’analyse systématique et simultanée de phénotypes cardiaques chez les mâles et les

femelles permettra de mettre en évidence une architecture génétique différentielle entre les

sexes. Enfin, je fais l’hypothèse que l’analyse simultanée de la morphologie des

cardiomyocytes et de la géométrie ventriculaire permettra de cartographier des

déterminants génétiques communs aux deux caractères.

Le but de mon projet de doctorat était d’améliorer la compréhension des bases

génétiques de la régulation de la masse cardiaque et/ou de la taille des cardiomyocytes.

Plusieurs travaux mutuellement complémentaires ont été réalisés dans ce sens.

En effectuant une analyse de liaison génétique sur le chromosome 5 à partir d’un

croisement F2 entre les souches consanguines de rats WKY et WKHA, mon laboratoire a

identifié un QTL majeur lié à la fois à la masse cardiaque et à la concentration ventriculaire

en ANF chez les mâles, et uniquement à la concentration ventriculaire en ANF chez les

femelles. Ces résultats, en plus de cetix d’études complémentaires. ont montré que des

variants alléliques du gène iVppa (codant pour le précurseur de l’ANF et localisé dans

l’intervalle de confiance du QTL) étaient responsables des différences de masse cardiaque

entre les rats mâles de ces 2 souches (Deschepper et ai, 2001). D’autre part, des analyses

morphologiques de cardiornyocytes isolés à partir de coeurs de mâles adultes ont montré

que le même iocus est lié à des différences de largeur de cardiornyocytes, leur longueur
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étant semblable entre les 2 souches (Boutin-Ganache et al. 2002; Deschepper et ai,

2002b). J’ai complété la cartographie des génomes entiers des 332 femelles et une paitie

des 351 mâles issus du même croisement F2 pour les QTL liés à la MVG. Les résultats

publiés sont présentés dans le chapitre 2 (Llarnas et al, 2005b). J’ai par la suite créé des

lignées congéniques réciproques pour un locus d’intérêt sur le chr 17 dont l’analyse est en

cours.

Tel que décrit dans l’introduction, la régulation de la MVG dépend en partie de

facteurs génétiques et de facteurs environnementaux. Parmi ces derniers, on retrouve

plusieurs maladies qui augmentent le risque de développer une HVG, incluant

l’hypertension artérielle. Certaines formes d’hypertension sont monogéniques mais la

plupart des humains souffrent surtout d’hypertension essentielle ou polygénique, considérée

alors comme une maladie complexe (Hamet et al. 1998). Au cours d’une collaboration, j’ai

effectué l’analyse d’un croisement F2 entre deux souches de rats normotendus afin de

mettre en évidence des QTL liés aux différentes composantes de la PA. Les résultats

publiés sont présentés dans le chapitre 3 (Llamas et ai, 2006).

Nous avons utilisé le modèle de rat parce qu’il présente certains avantages

expérimentaux pour les investigations cardiovasculaires. Cependant, des études ont montré

que les mâles de la souche consanguine de souris C57BL/6J présentaient des

caractéristiques d’l-IVG lorsque comparés aux A/J, en présence d’une PA normale et

comparable (Hoit et aI, 2002; Deschepper et al, 2004). Ces résultats présentent plusieurs

intérêts particuliers par rapport à nos éttides précédentes chez le rat. Il est en effet possible

d’exploiter les souches recombinantes consanguines AXB et BXA dérivées des C573L/6 et

des A/J pour effectuer une cartographie de QTL, ce qui nous offre un certain nombre de

bénéfices. Premièrement, le génotype des lignées (plusieurs milliers de marqueurs

microsatellites et SNP) est disponible dans des bases de données publiques. Deuxièmement,

la précision des mesures phénotypiques peut être augmentée en les répétant dans chaque

souche sur des individus génétiquement identiques. Troisièmement, l’analyse de

phénotypes complémentaires augmente le pouvoir statistique pour détecter des QTL
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(Deschepper et ai. 2002a). En particulier il a été montré qu’entre deux souches de rat, les

différences dans la taille des cardiomyocytes isolés étaient amplifiées par rapport aux

différences observées au niveau de la MVG (Deschepper et al, 2002b). Or l’utilisation des

souches recombinantes permet d’avoir accès à la fois à la masse cardiaque et à la taille des

cellules cardiaques isolées en utilisant plusieurs individus génétiquement identiques. Il

existe aussi des lignées dérivées des C57BL/6J et A/J dans lesquelles un chromosome de la

souche receveuse a été substitué par le même chromosome de la souche donneuse Nadeau

et al, 2000; Singer et aI, 2004). Ces souches consomiques offrent la possibilité d’étudier en

détail l’impact de chromosomes particuLiers (incluant les chromosomes sexuels) sur un

caractère quantitatif ainsi que de pouvoir créer très rapidement des lignées congéniques.

Pour finir, le modèle de souris a l’avantage de faciliter l’extension ultérieure des résultats

génétiques par des expériences de transgénèse ou d’inactivation génique.

J’ai donc mesuré une variété de phénotypes cardiovasculaires dans 24 souches

recombinantes AXB et BXA t masse cardiaque, taille des cardiomyocytes isolés et

variables de la pression sanguine par télémétrie. Les résultats de l’analyse de cartographie

de QTL sont présentés dans le chapitre 4 et sont présentement sous presse (Liarnas et ai,

2007). L’article a de plus été choisi pour illustrer la couverture du journal PÏiysiological

Genomics (annexe 3). Pour finir, cet article a fait l’objet d’une revue éditoriale écrite par

Gary Churchill, présentée dans l’annexe 4 (Churchill, 2007).

Un des résultats majeurs de l’article précédent est la mise en évidence du rôle

majeur du chr Y des souris C57BL/6J dans la régulation de la taille des cellules cardiaques.

Afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu, j’ai étudié les effets du chr Y seul

ou combinés à ceux des androgènes sur la taille des cardiornyocytes isolés de souris. Tous

les résultats supplémentaires sont présentés dans le chapitre 5.



Chapitre 2: Cartographie génétique de QTL liés à la

masse cardiaque dans un croisement expérimental de

rats consanguins normotendus.

Ï’Vhen you haie eliminated ail ii’hich are

impossible, then whatever remains, hrni’ever

improbable, must be tÏ?e truth.

Sir Arthur Conan Doyle (The adventure of the

blanched soldier)
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Abstract

Genetic mapping of the progeny of a F2 intercross between WKY and WKHA rats

had previously allowed us to detect male-specific iinkage between locus Cm24 and lefi

ventricular mass index (LVMI). By ftirther expanding that analysis, we detected additional

loci that were ail linked to LVMI in a sex-specific manner despite their autosomal location.

In males, we detected one additionai locus (Lvm8) on chromosome 5 (bd = 3.4), the two

loci Lvrnl3 (bd = 4.5) and Lvrn9 (bd = 2.8) on chromosome 17, and locus LvmlO (bd =

4.2) on chromosome 12. The bocus Lvm]3 had the same boundaries as locus Cm26

previously reported by others using a different cross. None of these loci showed linkage to

LVM in fernales. In contrast, we identified in fernales the novel bocus Lvrn]1 on

chromosome 15 (bd = 2.8), as well as locus LvrnJ2 (bd = 2.7) that had the same

boundaries on chromosome 3 as bocus Cm25 detected previously by others using a cross of

other normotensive strains. In prepubertal males, there were no differences in the width of

cardiornyocytes from WKY and WKHA rats, but cardiomyocytes from WKHA becarne

progressively wider than that of WKY as sexual maturation progressed. Altogether, these

results provide evidence that distinct genes may influence LVMI of rats in a sex-dependent

manner, maybe by involving sex-specific interactions of sex steroids with particular genes

involved in the determination of LVMI and/or cardiornyocyte width.

Keywords: quantitative trait bocus; genetics; iinkage study; lefi ventricular mass; left

ventricubar hypertrophy; sex-specificity; rat.
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Introduction

Lefi ventricular hypertrophy (LVH) is a major predictor of cardiovascular mortality

and rnorbidity in hurnans (Levy et al. 1990; Devereux et al. 1994; de Simone et al. 2002).

In hypertensive patients, regression of LVH is associated with reduction in cardiovascular

events (Zhang et al. 2003), and recent evidence from clinical trials lias indicated that LVH

constitutes a legitimate target for treatrnent above and beyond blood pressure (BP) control

(Sharp and Mayet 2002). However, it has also been recognized that individuals with

comparable levels and duration of high BP may manifest different levels of end-organ

injury (Colin 199$). In the particular case of lefi ventricular mass (LVM), it appears that a

major part of its variance is accounted for by genetic factors (Nunez et al. 1996; Verhaaren

et al. 1991). The identity ofthese factors in hurnans has remained elusive, because LVM is

a “complex quantitative trait” that is controlled by the interactions between a number of

envirornuental and genetic factors, and genes responsible for such traits have been

notoriously difficuit to detect by classical genetic linkage analysis in humans (AltmUller et

al. 2001). One useful alternative is to perform linkage studies in animal genetic crosses, as

this approach may reveal candidate genes that can be later tested by association in human

populations.

LVM index (LVMI) is the ratio of LV weight over whole body weight (BW). BP

independent quantitative trait loci (QTL) can either increase LVMI in normotensive

individuals or arnplify the effects of hypertension on LVMI. In genetic crosses, they are

revealed as QTLs linked to LVMI without coincidental linkage to B? in the same cross. To

date, the Rat Genome Database (RGD; http://rgd.mcw.edu/) bas inventoried 13 BP

independent QTLs in crosses where at least one of the parental strains was hypertensive.

These QTLs are now identified by the symbol Cm (for “cardiac mass”), and include Cm3

and Cm6 (Moreno et al. 2003), Cm] 7-21 (Garrett et al. 2003), Cm32-36 (Bilusic et al.

2004), Cm22 (Innes et al. 1998) and Cm26 (Tsujita et al. 2000) (Table 1). In addition, two

other QTLs for LVMI have been identified in crosses performed with two normotensive

parents, i.e. Cm25 (Sebkhi et al. 1999) and Cm24 (Deschepper et al. 2001; Boutin-Ganache
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et al. 2002). 0f note, many of these QTLs had been identified previously by RGD with

different symbols (as indicated in Table 1 in the “synonyms” column).

Crn24 has been detected by us in a cross between Wistar..Kyoto (WKY) and WKY

derived hyperactive (WKHA) rats. WKHA constitutes a recombinant inbred strain derived

from phenotypic selection and repeated inbreeding ofthe progeny ofa cross between WKY

and spontaneously hypertensive rats (SHR) (Hendley and Ohisson 1991). We have shown

by telernetry recording that these 2 strains had identical and normal levels of BP, yet that

LVMI as weÏÏ as the width of cardiomyocytes were higher in WKHA rats than in their

WKY counterparts (Deschepper et al. 2002). Genome scanning of the progeny of the

WKYxWKHA F2 intercross revealed on chromosomal hand 5q36 of Rattus Norvegicus

chromosome 5 (RNO5) Crn24 as major QTL that was linked simultaneously (and in an

inverse fashion) to LVMI and LV concentration of atrial natriuretic peptide (ANP)

(Descliepper et al. 2001; Boutin-Ganache et al. 2002). In the course of that study,

identification of Cm24 had been facilitated by the fact that linkage of that QTL to a trait

associated with LVMI (i.e. LV concentration of ANP) was so strong (bd = 8.9) that the

locus was already detectable afier obtaining the genotypes of a relatively smali subset (i.e.

74 individuals out of total of 345 individuals) of the male progeny (Deschepper et al.

2001). Although mapping of this locus was further refined and confirmed by genotyping

all male and female individuais of the progeny with markers for RNO5 (Deschepper et al.

2001; butin-Ganache et al. 2002), genotyping of chromosomes other than RNO5

remained to be performed for ail individuals from the progeny in order to exploit all

information provided by the cross. Moreover, we had noticed that Cm24 was linked to

LVMI only in the male progeny of the WKYxWKHA cross despite the fact that it was

linked to LV ANP concentration both in males and females (Boutin-Ganache et al. 2002).

Consequently, in the event that we could identify other QTLs linked to LVMI, we were

interested in testing whether the linkage would be sex-specific. Other previous studies on

LVMI in rats had used only male individuals (limes et al. 1998; $ebkhi et al. 1999; Tsujita

et al. 2000; Moreno et al. 2003; Garrett et al. 2003; Bilusic et aI. 2004). Finally, one

additional utility of any QTL study is that replication of reported QTLs is an integral part of
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the strategy toward verifying the significance of iinkage signais, and that repiication of a

QTL by an independent group of investigators using a different sampie popuiation is a

required step to obtain so-caiied “confirmed Iinkage” (Lander and Krugiyak 1995). In the

event that we could detect additionai QTLs, it was of interest to test whether their

boundaries matched that of other QTLs reported as being linked to LVMI in crosses

generated previously by others.
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Material and methods

Animais and genetic crosses

The WKHA/Cfd rats originated from a colony rnaintained at the “Institut de

recherches cliniques de Montréal” (IRCM), as registered with the Institute of Laboratory

Animal Resources. WKY/Cfd rats aiso originated from a colony maintained at the IRCM

and were derived from WKY/Cr parents obtained from Charles River (St. Constant,

Quebec, Canada). Ail animais were used at 12 weeks of age for the purpose of these

studies. The total progeny of 345 males and 332 fernales from a F2 intercross between

WKHA and WKY rats was the same as that used previously for genotyping either the

whoie genome of a subset of animais from the population or one particuiar cliromosome for

ail members ofthe population (Deschepper et al. 2001; Boutin-Ganache et al. 2002). For

practical reasons, these animais were generated by 2 separate waves of breeding. For the

first wave, male WKHA rats were mated to female WKY rats, and the resulting F1 animais

were further mated randomly to generate 153 maie and 198 female F2 rats. For the second

wave (perfoniied a few months later), male WKY rats were mated to female WKHA rats to

produce Fi animais, then 146 male and 186 female F2 animals. This design represents a

“reciprocal cross”, which ensures that sexual chromosomes of both parental origins are

represented equally within the F2 population.

A jiimai procedtires

On the day of tissue collection, each animal was weighed for determination of

whole BW. The rats were then killed by decapitation, and spleens and hearts were

coliected. Heart ventricles were dissected into right ventricle (without the septal wall) and

lefi ventricle (LV; including the septal wall). Each part was blotted dry and weighed

individually. LVMI was calculated by dividing the weight of LV by that of whole body
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weight. The spleens were frozen in liquid nitrogen and kept at — 70°C for additional

analysis.

Microsatettite analyses

Genomic DNA was obtained from frozen spleen samples from each animal using

the DNeasy tissue kit (Qiagen, Mississauga, ON). Analysis of simple sequence length

polyrnorphisms was carried out by polyrnerase chain reaction (PCR) amplification of

genomic DNA with M13-tailed microsatellite markers labelled with either dye IRD700 or

dye IRD800 (LiCor Biotechnology, Lincoin, NE, USA), similarly as described previously

(Boutin-Ganache et al. 2001). The products were separated and analyzed using a LiCor

4200 DNA analysis system. 0f note, this procedure represented an improvement vs. the

manual technique that we had used in our previous studies (Deschepper et al. 2001), as it

provided clearer resolution and better discrimination between alleles (Deschepper et al.

2001; Boutin-Ganache et al. 2001). Although we had reported previously that a panel of

80 rnarkers provided coverage of ail autosomes in the WKY/WKHA cross (Deschepper et

al. 2001), one rnarker on RNO6 and one other on RNO16 no longer appeared as

polyrnorphic between WKY and WKHA with the irnproved technique. As a resuit, we had

only one polymorphic rnarker on RNO6 and no polyrnorphic rnarker on RNO16, and

unable to find other polyrnorphic markers despite extensive testing of published rnarkers.

Since at least 2 markers per chromosome are required to define intervals, RNO6 and

RNO 16 were excluded from the interval mapping linkage study.

Geiietic analyses

Previous modeling studies have shown that for single trait studies, it is alrnost neyer

useful to genotype more than the upper and lower 25% of a population (Darvasi and Soller

1992). Since we had observed that the LVMI values were distributed normally in both
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male and female F2 rats, we selected the individuals that had the 25% highest and lowest

LYMI values within each progeny for preliminary whole-genome scans, which amounted

to 179 males and 16$ female rats. We used our panel of 78 markers that were polymorphic

between WKY and WKHA rats to cover ail autosomes with the exception of RNO6 and

RN016 (see above). The defined intervals averaged 17.2 + 13.5 and 18.9 ± 10.8

centimorgan (cM) (mean ± SD) for females and males, respectively. Although it is usually

recommended to use 150 markers defining intervals averaging 10 cM, the lower number

of markers and longer intervals in the present study reflect the low rate of polyrnorphism

between the WKY and WKHA strains (since one parental strain for the generation of

WKHA was WKY, and the other one was $HR which derives from an ancestral stock that

is shared by WKY as well). This panel of 7$ markers comprises more polymorphie

rnarkers and covers more autosornes than a panel published previously by others for the

sarne 2 strains (Courvoisier et al. 1997). We also calculated (assuming that the combined

iength ail rat autosomes amount to 1,497 cM, and that the length of RNO6 and RNO 16 is

45 cM and 25 cM, respectively, as reported in RGD) that the percentage of autosomes

(exciuding RNO6 and RNO16) that were covered with spacings < 20 cM off markers

arnounted to 88%. 0f note, it is likely that this panel of 7$ markers does not result in a lack

of sensitivity as compared to a larger set, since chromosomal regions not covered by a

dense set of markers are likely to represent chromosomal regions that are identical between

WKY and WKHA, and thus not informative.

Genotyping data were analyzed with Map Manager QTX (Manly and Olson 1999)

in order to construct linkage maps. Linkage probability was then exarnined by interval

mapping, using the Haley-Knott regression method (Haley and Knott 1992). Genome-wide

significance thresholds were set, as suggested previously, at the p < 0.63 (“suggestive”), p

< 0.05 (“significant”) and p < 0.00 1 (‘highly significant”) levels (Lander and Kruglyak

1995; Manly and Olson 1999). Threshold for values ofthe log-likelihood ofthe odds (bd)

ratios were calculated on the basis of permutation tests performed on the data sets

themselves (using 1000 permutations with p = 0.01 in either male or female populations)

(Churchill and Doerge 1994). For initial Ïinkage analyses, bd scores and significance
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thresholds were calculated without any assumption about the mode of heritability. For ail

QTLs reaching the suggestive level, the phenotypic data were grouped according to the

origin of the allele closest to the peak of the bd curve, and corresponding data were

analyzed by one-way ANOVA to determine the mode of inheritance (either additive or

dominant/recessive). For each QTL, bd scores and significance thresholds were then

recalculated on the basis of the appropriate model of inheritance. Confidence intervals

(C.I.) were estirnated by bootstrap analysis (Visscher et al. 1996). To estimate the

contribution of each QTL to the total variance, additional genotyping was performed in

order to assess for aIl 345 males and 332 females of the F2 intercross the allelic origin of

markers belonging to those chromosomes where QTLs had been detected with the genome

wide analysis. These recalculations did not change the localization ofany ofthe QTLs: the

data were used to obtain a precise estimate of the contribution of each QTL to the total

variance, but flot to recalculate the significance of linkage since permutation tests require

complete data from the whole genorne. Finally, possible interactions between QTLs were

investigated by two-dimensional, two-QTL genome scanning, as implemented in Map

Manager QTX (Manly and Oison 1999).

Isolation of adiitt cardioniyocytes

For isolation of cardiornyocytes, hearts were rapidly removed from anesthetized

WKY and WKHA rats previously injected intraperitoneally with 500 units heparin sulfate,

and [Ca2]-to1erant cardiomyocytes were isolated by the Langendorff method (cardiac

retrograde aortic perfusion), as described previously (Deschepper et al. 2002; Touyz et al.

1996). The cardiomyocytes were separated from non-cardiomyocytes by sedimentation on

a 6% solution of bovine serum albumin, fixed for 30 min in 0.08 M phosphate buffer

containing 1.5% glutaraldehyde, and rinsed with 0.15 M phosphate buffer. After being

allowed to settie in Petri dishes, the cardiomyocytes were examined with a Zeiss Axiovert

microscope connected to a video camera that albowed capture of the images as electronic

files. Using the Northern Eclipse y. 6.0 software, about 100 cells (+ 5) from each animal
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were analyzed for determination of cell length and ceil surface. On the basis of these

measurements, celi width was calculated as the surface/length ratio, as described previously

(Deschepper et aÏ. 2002).
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Resuits

L frM 3W and L VMI in parental strains, fi and f2 progeny

We first verified that in the male and fcmale F2 progenies, there was a correlation

(as should be expected) between LVM and BW. The correlation was linear and significant

(P < 0.001) (Fig. 1), with the values of the r2 conelation scores indicating that 3W

accounted for 60% of the total variance of LVM in the male and female F2 populations.

To adjust the values of LVM for the BW covariate, we therefore calculated LVMI (as

performed in most studies assessing changes in LVM) for comparisons between

individuals. LVMI in WKHA rats was signfficantly higher than in their WKY counterparts

in male (2.61 ± 0.14 vs. 2.51 + 0.10, mean + SD; P = 0.0028, Fig.1A) as well as in female

rats (2.97 ± 0.19 vs. 2.76 ± 0.13, mean ± SD; P = 0.0001, Fig.IB). The overail pattern of

inheritance of the genes underiying LVMI in WKHA rats seemed to be dominant, since

LVMI in the Fi progeny was sirnilar to that in WKHA rats. The LVMI of the F2 progeny

was distributed normally around the mean for both sexes (data not shown). 0f note, mean

BW was similar and flot statistically different in WKY, WKHA and F2 animais (Fig. 1).

Model-free detection of QTLs in tue progenies

A preiiminary iinkage map for LVMI was constructed on a model-free basis (i.e.

without assumption about the mode of inheritance). It revealed that QTLs iinked to LVMI

in the male progeny (on RNO5, RNOI2 and RNO17) were cleariy distinct from those in

the fernale progeny (on RNO3 and RNOÏ5) (Fig. 2). To further test that QTLs linked to

LVMI may not be due to artifactual changes of the value of LVMI by an isolated change in

BW, we cornpared those results to a linkage analysis performed for 3W. No significant

peak was found in females, and one single significant peak (bd = 4.0) was found in males

centered around DlMit7 on RNO1. The boundaries of that QTL overiapped with that of a

QTL previously detected in a cross between SHRIMo1 and BB/Ok rats (Kovâcs et al.
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199$), and identified in the Rat Genome Database by the symbol Bw20 (RGD;

http://rgd.rncw.edu/). There was no QTL linked to BW on any of the chromosomes

comprising a peak linked to LVMI.

Modet-based anatysis of QTLs liii ked to L VMI in tue niate progeny

On RNO5, we detected (in addition to the Cm24 locus reported previously

(Deschepper et al. 2001)) a second peak on the bd curve (bd 3.4) that was positioned

doser to the centromere (f ig. 3 and Table 2). It reached the “significant” threshold and

appeared to be independent from Cm21 because there was no overlap of the C.I. of both

QTLs. 0f note, symbols used for QTLs linked to cardiac mass have recently been

regrouped and renamed in RGD with the Cm symbol, replacing the previously used

nomenclature that included Lvm (for “left ventricular mass”) and Hw (for “heart weight”).

We chose to identify ail QTLs reported in the present paper using the Lvm symbol,

assuming that RGD will rename them later using the Cm symbol. Since QTL5 previously

identified in RGD with the Lviii symbol ranged from Lvml to Lvm7, we named any

additional QTL identified in the present study starting from Lvm8, which corresponded to

the QTL distinct from Cm24 on RNO5. On RNO17, we detected 2 peaks with non

overlapping C.I. (Fig. 3 and Table 2). Both QTLs (herein named Lvm 9 and Lvml3) were

linked to LVMI in an additive manner and were “transgressive”, meaning that high LVMI

was associated with the WKY aÏÏele despite the fact that the LVMI of the parental WKY

was lower than that of WKHA. Lvml3 (Yod 4.5) was positioned at the tebomeric end of

the long arm ofRNOl7 and reached the “highly significant” level. The region covered by

the C.I. of Lvm]3 was relatively small (4 cM), and rnatched closely with the C.I. of Cm26

reported previously by others using a SHRxLEW cross (Tsujita et aI. 2000). The other

QTL on RNO17 (Lvm9, bd = 2.8) reached the “significant” level, and its C.I. had

boundaries that matched that of a cardiac mass QTL that also mapped to BP using a

LHxLN cross (Bilusic et al. 2004). finally, one QTL (LvmÏO) was detected on

chromosome RNO12 (Yod = 4.2) (Fig. 3 and Table 2). High LVMI was linked to the WKY
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allele of LvmlO (meaning that it was also transgressive) in a dominant manner, and

reached the “highly significant” level. Analysis of the combined allele effects for ail loci

did not reveal any QTL interactions in the male progeny.

Modet-based anatysis of QTLs tinkefl to LVMI in theftmaleprogeny

One QTL (designated Lviii]]) was detected at the telomeric end ofthe long arm of

chromosome RNO15 (bd = 2.8), was linked to LVMI in an additive manner (Fig. 4 and

Table 2), and reached the “signfficant” level. One other transgressive QTL (designated

Lvrn]2) was detected on chromosome RNO3 (bd = 2.7), with LVMI being linked to the

WKY allele in a recessive manner. Tts peak was centered on D3Wox9 and linkage reached

the “significant” threshold level (bd = 2.7) (Fig. 4 and Table 2). The C.I. of Lvm]2

matched closely with that of QTL Cm25 previously reported by others using a WKYxF344

cross ($ebkhi et al. 1999). Analysis ofthe combined ablele effects for ail boci did not reveal

any QTL interactions in the fernale progeny.

Devetopment-dependent changes in tite widtht of cardiomyocytes isotated from

mate WKYand WKHA rats

We have shown previously that cardiornyocyte width correlates closely with LV

mass and morphobogy in WKY and WKHA rats (Deschepper et al. 2002; Boutin-Ganache

et al. 2002). To test whether differences in the width of cardiomyocytes from WKY and

WKHA rats may depend on sexual maturation, we measured the width of cardiomyocytes

isolated from the hearts of male WKY and WKHA rats sacrificed either before puberty (at

4 weeks of age) or afler the onset of sexual maturation (at $ and 12 weeks of age) (Fig. 5).

We found no differences in the width of cardiomyocytes isolated from the hearts of four

week-old male WKY and WKHA rats. However, cardiornyocytes from male WKHA rats



Mamrn Genome. 2005 Sep;16(9):700-1 I (used with permission) 9$

became progressively and significantly wider than that from their WKY counterparts at 8

and 12 weeks of age.
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Discussion

The present study represents a continuation and completion of the genotyping of the

same WKYxWKHA F2 intercross that had previously allowed us to identified Crn24 on

band 5q36 ofRNO5 as a major QTL linked to LVMI in male rats. In addition to Crn24, the

current study allowed us to identify in males 3 novel QTLs (Lvm8 on RNO5, Lvm9 on

RNO17 and LvrnlO on RNO12), as well as QTL Lvml3 on RNO17 that had the same

boundaries as the BP-independent QTL Cm26 previously reported by others in males from

an intercross between $HR and LEW rats (Tsujita et al. 2000). In female rats, none of the

QTLs matched that found in males from the same cross, but we found the novel QTL

Lvrnll on RNO15, as well as one QTL on RNO3 (Lvm]2) that had the same boundaries as

that of QTL Crn25 previously reported by others in males from an intercross between

normotensive WKY and F344 rats (Sebkhi et al. 1999). It is unlikely that linkage of any

QTL to LVMI could result from a QTL affecting BW independently of LVM, and thus

artifactually affecting LVMI. Indeed, even in the event of a QTL affecting BW, the strong

correlation between LVM and 3W indicates that the change in 3W would probably have a

proportional effect on LVM. 0f note, we detected (in males only) one QTL linked to BW.

The boundaries of that QTL overlapped with that of QTL 3w20 (previously detected in a

cross between $HRMol and B3/Ok rats (Kovâcs et al. 1998)), but it was clearly distinct

from any QTL linked to LVMI.

Within Cm24, there is now abundant functional and genetic evidence that

natriuretic peptide precursor A (Nppa,) is the gene that links to LVMI (Deschepper et al.

2001; Holtwick et al. 2003; Zahabi et al. 2003; Boutin-Ganache et al. 2002). Lvrn]2 is a

locus whose C.I. matched that ofQTL Crn25 reported in previous studies where it had been

proposed that the prostaglandin synthase 1 gene (Ftgs]) might be a possible candidate

within that interval (Sebkhi et al. 1999). However, recent data from the rat genorne

sequence do flot support this possibility, because Ptgsl is located on the 3p1 1 cytogenetic

hand, whereas LvmÏ2/Crn25, as reported herein and previously (Sebkhi et al. 1999), is

located on the 3q24 hand (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/). Lvrnl3 is another
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locus whose C.I. had boundaries that matched that of QTL Cm26 detected previously by

others (Tsujita et al. 2000). The C.I. of Lvrn]3/Cm26 was much smaller and better defined

than that of Lvm]2/Crn25, as it covered a region of only 4 cM on the telomeric end of

hand 17q12.3 ofRNOl7. Whithin the Iast 10 Mb ofthe telorneric region ofRNOl7 (thus a

region that is slightly larger than that comprised by the last telomeric 4 cM of RNO17),

only 10 known genes (Table 3) and 56 putative genes have been identified by the last

version of published rat genome sequence (build 2.1). Based on published profiles of tissue

expression and pathophysiological data, Cacnb2 (which codes for the 32 subunit of the L-

type calcium channel) may be the gene for which a possible link to LVM may be most

obvious, given the fact that integration of calcium-dependent signals is a central

mechanism of pararnount importance in the control of LVMI (Frey et al. 2000). Likewise:

1) pharmacologie stimulation of L-type Ca2 currents induces hypertrophy in cultured

cardiornyocytes (Liu et al. 1994; Zhang et al. 199$; $ei et al. 1991), 2) long-acting

antagonists of L-type Ca2 currents prevent the development of LVH in SHR rats (Zou et

al. 2002), and 3) E subunits (such as the one encoded by Cacnb2) have been shown to be

rate-lirniting for expression of functional L-type calcium channels (Colecrafi et al. 2002),

so changes in expression may translate in differences in the levels of corresponding

currents. Another candidate gene may be virnentin, which is present in cardiac fibroblasts

and rnyofibroblasts, and whose expression may be increased in the course of post-injury

cardiac growth (Heling et al. 2000; $ehl et al. 2000). However, additional expression

studies (airned at determining which genes are expressed in the heart at significant levels,

and which ones are differentially expressed between WKY and WKHA) are needed to

further incriminate candidate genes, and their possible role will need to be further validated

in congenic anirnals.

Whenever a QTL is detected in a given population, replication of that QTL by an

independent group of investigators using a different sample population is a required step to

obtain so-called “eonfirmed linkage”, and it has been suggested that Ïinkage should exceed

the p < 0.01 level to confer “eonfirrned status” to a QTL (Lander and Kruglyak 1995).

Lvrnl3 clearly exceeded that significance threshold. The C.I. of Lvml2 also matched that
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of the QTL previously reported by others using a cross between normotensive parents

(Sebkhi et al. 1999), but linkage was significant only at the p< 0.05 level. The boundaries

of Lvm9 on RNOI7 matched that of Crn31 reported previously by others, although that

QTL also rnapped with BP in that cross, and may therefore not have been BP-independent

(Bilusic et al. 2004). Although it was not the focus of the present study, we also found in

the male progeny a QTL for whole 3W (p < 0.0 1) whose boundaries were similar to QTL

Bw20 (RGD; http://rgd.rncw.edu/) detected by others in a cross between SHR/Mol and

33/0k rats (Kovàcs et al. 199$).

Another feature of particular interest was that many of the QTLs detected were

transgressive, meaning that it was the WKY allele that was iinked to high LVMI despite the

fact that LVMI was higher in WKHA than in WKY. This may be in une with the previous

reports indicating that WKY hearts had features of hypertrophic cardiornyopathy when

cornpared to other rat strains (Aiello et al. 2004; Kuribayashi et al. 1988b; Kuribayashi et

al. 1 9$$a). WKY have even been used previously as the strain with high LVMI in a cross

with F344 rats in order to detect QTLs iinked to LVMI (Sebkhi et al. 1999). These

hypertrophie characteristics of WKY hearts have been considered as independent from and

additional to the biventricular hypertrophy that can be seen in a subpopulation of WKY and

have been believed to be due to ventricular septal defects (Pfeffer et al. 1979; Slama et al.

2002). One other possibility would be that, despite the fact that both parental strains were

normotensive, particular patterns of gene segregation wouid lead to increased BP in some

of the F2 individuals, leading to changes in LVMI. Accordingly, with the notable

exception of Lvrnl3/Crn26 on RNO17, the C.I. of ail other QTLs identified in the present

study overlapped with that of QTLs linked to BP (as Iisted in RGD for many studies).

However, precise assessment of BP requires telemetry measurements. These were not

perforrned either in the present progenies (because they cornprised large numbers of

individuals). Since QTLs identified by Iinkage analysis require further physical

confirmation in congenie animais, it will be possible to perfonn telemetry measurements of

BP in these new strains to test whether differences in LVMI eould be due to differences in

BP. Aeeordingly, we have verified that BP was flot affeeted in congenic animais where the
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Crn24 iocus had been exchanged between WKY and WKHA rats (unpublished

observations).

$trikingly, ail the QTLs detected in the present study were sex-specffic despite their

autosomal location. Although the majority ofprevious QTL linkage studies in rodents have

used mostiy maie progenies, some have previousiy revealed sex-related differences for

cardiovascular traits such as plasma cholesterol levels (Kato et al. 2000; Korstanje et al.

2004) or several BP-related traits (Moreno et al. 2003). Interestingly, there are now rnany

examples where inactivation or overexpression of genes have been found to have different

outcornes in either maie or female mice (Leinwand 2003; Du 2004). In human hearts, sex

has been reported as one of the most important variable accounting for differences in

cardiac gene expression (Boheler et al. 2003). Such differences may partly be due to the

effects of sex steroids. Accordingly, we found that differences in the width of

cardiomyocytes between male WKY and WKHA rats was not present prior to puberty, but

developed progressively along with sexual maturation. Cardiomyocyte width is a variable

that correlates closely with concentric hypertrophy in rats (Gerdes 1992), and we have

verified previously that this was also true in the parental WKY and WKHA rats

(Deschepper et ai. 2002; Boutin-Ganache et al. 2002). There is also evidence that sex

steroids may interact with either the production or the effects of ANP (whose production is

governed by Nppa, the gene responsibie for linkage of Cm24 to LVMI). Indeed,

inactivation ofthe ANP receptor has recently been shown to biock the effect oftestosterone

on the width of cardiomyocytes (Li et al. 2004). Conversely, estradiol has been shown to

increase the production of ANP by neonatal cardiornyocytes (Babiker et al. 2004).

Likewise, there is evidence that Cacnb2 (a candidate gene within LvmI3/Cm26) is

inftuenced by sex steroids, since estrogens (and also possibly testosterone) affect both the

expression and/or properties of L-type Ca2 channels (Du 2004; Golden et al. 2004).

Altogether, these data provide possible explanations for the sex-specificity of the QTLs

linked to LVMI.
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The trait of LVMI is of great importance, since epidemiological studies have

shown that it is one of the strongest predictors of cardiovascular mortality and morbidity in

humans (de Simone et al. 2002; Devereux et al. 1994; Levy et al. 1990). Although whole

genorne scanning constitutes a commonly used strategy to elucidate the genetic

determinants of complex traits (such as LVMI), a recent review of such studies revealed

that their success rate is disappointingly low when performed directly in human populations

(Altintiller et al. 2001). This highlights the importance of finding QTLs in crosses

performed with animal models, since such studies can reveal candidate genes whose role

can be further tested in human populations by association studies. The current study

reveals an additional layer of complexity, since QTLs may be distinct and different in male

and female progenies. Further studies are therefore needed to investigate how sex

dependent factors may interfere with the effects of particular genes on LVMI.
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Tables

Table 1: List of QTLs inventoried in the Rat Genome Database for linkage to cardiac mass

Parental strains Chr ReferenceQTL Synonym

Cardiac mass QTL coincident with a bÏood pressure QTL in the same study

Cml Bp158 SR/Jr, $S/Jr 7 (Cicila et al. 1997)

Cm2 BN/SsNHsd, $$/JrHsdMcwi $ (Moreno et al. 2003)

Cm4 BN/SsNHsd, $$/JrHsdMcwi 9 (Moreno et al. 2003)

Cm5 BN/$sNHsd, SS/JrHsdMcwi 12 (Moreno et al. 2003)

CmlO Bp112 $S/JrRkb, SHR/FubRkb 3 ($iegel et al. 2003)

Cml] Bpl]3 SS/JrRkb, SHR1FubRkb 9 (Siegel et aI. 2003)

Cm12 Bpll4 SS/JrRkb, $HRJFubRkb 19 (Siegel et al. 2003)

Cm13 Bp162 SR/Jr, SS/Jr 3 (Cicila et al. 1999)

Cm14 Bp5] SRIJr, $S/Jr 3 (Cicila et al. 1999)

Cm16 Hwl SS/JrMco, SHR/NHsd 1 (Cicila et al. 1997)

Cm23 Lvm2 DRY, SHR 1 (Innes et al. 199$)

Cm27 Lvm7 LEW/Crj, SHRJIzrn 7 (Tsujita et al. 2000)

Cm28 Bp53 SS/Jr, SHR 9 (Garrett et al. 2005)

Cm29 BN/SsNHsd, SS/JrHsdMcwi 2 (Stoil et al. 2001)

Cm30 BN/SsNHsd, SS/JrHsdMcwi $ (Stoli et al. 2001)

Cm31 BN/SsNHsd, $$/JrHsdMcwi 10 (Stoli et al. 2001)

Cm34 LH/Mav, LN/Mav 17 (Bilusic et al. 2004)



Cm3

Cm6

Cml 7

Cm 18

Cm19

Cm20

Cm21

Cm22

Cm26

Cm32

Cm33

Cm35

Crn36

Cardiac

Cm24

Cm25

SS/Jr, BN

S$/Jr, BN

independent from blood pressure

BN/SsNHsd, SS/JrHsdMcwi

BN/S sNHsd, S S/JrHsdMcwi

SS/JrMco, SHR!NHsd

SS/JrMco, $HR!NHsd

SS/JrMco, SHR/NHsd

S$/JrMco, SHR’NHsd

S$/JrMco, SHRJNHsd

DRY, SHR

LEW/Crj, $HR!Izrn

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

with normotensive parental strains

WKY/Cfd, WKHA/Cfd

WKY, F344/N

112

Reference

(Kato et al. 2005)

(Kato et al. 2005)

at Ïeast one hypertensive

$ (Moreno et al. 2003)

7 (Moreno et al. 2003)

3 (Garrett et al. 2003)

4 (Garrett et al. 2003)

$ (Garrett et al. 2003)

9 (Garrett et al. 2003)

9 (Garrett et al. 2003)

2 (Innes et al. 1998)

17 (Tsujita et al. 2000)

1 (Bilusic et al. 2004)

10 (Bilusic et al. 2004)

1 (Bilusic et al. 2004)

1 (Bilusic et al. 2004)

5 (Deschepper et al. 2001)

3 (Sebkhi et al. 1999)
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QTL Synonym Parental strains Chr

Cmii

Cmi2

Cardiac mass QTL
parental strain

10

10

11’ith

Hw2

Hw3

Hw4

Hw5

Hw6

Lvml

Lvm6

mass QTL

Lvm3

Lvm4

“Synonym” refers to previous appellations of the same QTL5 in previous versions of the

Rat Genome Database. Chr refers to the chromosome where each QTL has been detected.
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Table 3: List ofknown genes in the telomeric region ofthe 17q12.3 band on RNO17

Start Stop Symbol Description

$6440505 $6514516 Itga8 integrinalpha8

$7262796 $7285493 Pter phosphotriesterase related

$7556726 $7634645 Cubn Cubilin

$7858113 $7866596 Vim Vimentin

88864079 $9089703 Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit

9296298$ 92986829 Pip5k2a phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type lia

93505522 93507376 Ptfla pancreas specific transcription factor, la

96270263 96332690 Gad2 glutamate decarboxylase 2

96587164 96659522 Abil eps$ binding protein (e3Bl), altematively spliced

96769605 96807358 Ymelll YME1 (S.cerevisiae)-like 1

Start and stop: respective positions of start and stop sites of corresponding genes in the

sequence ofRNOl7 (NCBI, build 2.1).
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Figure 1: Correlation between LVM and 3W, and distributions of values of LVMI and

3W in parental, Fi and/or F2 populations. The value for each animal is represented by a

symbol; the mean values for each group are represented by horizontal unes; the values for

mean and $D are indicated for each group. The number of rats used in each group (n) is

indicated under each corresponding group. The top (Fig lA) represent values for males.

The bottom (Fig lB) represent the values for females.
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Figure 2: Genomewide scans for LVMI in the male (f3’) and female () progenies, as well

as for BW in the male progeny. The dotted unes represent the suggestive (p = 0.63) and

significant (p = 0.05) levels as determined by permutation tests using 1,000 permutations,

using a model-free basis without assumptions about the mode ofheritability. Hatched areas

highlight QTLs reaching at least the suggestive level in each population.
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Figure 3: QTLs Ïinked to LVMI in the male F2 progeny. The plain lines represent the plot

of variations of bd scores across the chromosome. The dotted lines represent the

suggestive (p = 0.63), significant (p = 0.05) and highly significant (p = 0.00 1) levels as

determined by permutation tests using 1,000 permutations, using the corresponding mode

ofheritability. The gray bars represent the confidence interval ofthe QTLs as calculated by

bootstrap analysis. The name of each QTL is indicated bebow. * QTL matching the

interval of a BP-independent QTL published previously; QTL matching the interval of a

BP-dependent QTL published previously.
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Figure 4: QTLs linked to LVMI in the female F2 progeny. The plain unes represent the

plot of variations of bd scores across the chromosome. The dotted lines represent the

suggestive (p = 0.63) and significant (p = 0.05) levels as determined by permutation tests

using 1,000 permutations, according to the corresponding model of hereditability. The gray

bars represent the confidence interval of the QIL as calculated by bootstrap analysis. The

name of each QTL is indicated bebow. * QTL matching the interval of a BP-independent

QIL published previously.
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Figure 5: Width of cardiomyotes isolated from WKY and WKHA male rats at 4, 8 and 12

weeks of age. Values are average ± $D. * P <0.05 vs. WKY, as deterrnined by one-way

ANOVA followed by post-hoc Newman-Keul’s tests.



Chapitre 3: Cartographie génétique de QTLs liés à la

pression sanguine dans un croisement expérimental de

rats consanguins normotendus.

In the long history of humankind (and animal

kind too) those who Ïearned to coilaborate and

improvise most effectiveÏy have prevaiÏed

Charles Robert Darwin
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Abstract

By continuous monitoring of abdominal aortic blood pressure via telemetry in

conscious rats, we have observed that systolic, diastolic and pulse pressures of male

Brown-Norway rats were ail significantly lower than that of male Wistar-Kyoto rats,

despite the fact that ail values in both strains were within normotensive ranges. further

analyses performed in 166 animaIs from the progeny of n F2 intercross between Brown

Norway and Wistar-Kyoto rats revealed that, despite a high correlation between systolic

blood pressure and diastolic blood pressure, there was no correlation between pulse

pressure and diastolic blood pressure, and the value of the correlation between systolic

blood pressure and pulse pressure was lower than that of systolic blood pressure with

diastolic blood pressure. Two major and highly signfficant (p < 0001) QTLs linked to

pulse pressure were found on chromosome 4 (Fpl) and 16 (Pp2,). Only suggestive QTLs

were found for systolic blood pressure, but the strongest one ($bp]) had the same peak

and linkage probability profile as PpÏ. Altogether, these data show that genetic

determinants affecting pulse pressure in normotensive animais are either stronger or

independent from the ones affecting systolic blood pressure, and are of interest in light of

evidence showing that pulse pressure is highly heritable in hurnans and that elevated

pulse pressure is a predictor of cardiovascular risk.

Keywords: blood pressure/analysis — blood pressure/genetics — quantitative trait

loci/genetics — rat inbred bnlgenetics — models, animal/genetics — vascular

diseases/ultrastructure
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Introduction

Numerous studies have used crosses between inbred rat strains to dissect out

quantitative trait loci (QTL) linked to blood pressure. Although such crosses (maintained

under different environmental conditions) have made it possible to identifi up to now

273 QTLs linked to blood pressure (http://rgd.rncw.edu), most ofthese studies (if not all)

have used crosses where at least one parental strain was hypertensive. Moreover, the

majority of these QILs concem only systolic blood pressure (SBP), as only a limited

number of studies have measured blood pressure via intra-arterial devices 1-4 $uch

recordings are a requirement to measure diastolic blood pressure (DBP) and pulse

pressure (PP). PP is of particular interest because it is governed, in addition to the force

ofventricular ejection, by intrinsic properties ofthe vascular tree. The principal vascular

characteristics that influence PP are the cushioning capacity of large arteries and the

timing and intensity of wave reflections , both of which are govemed predominantly by

large artery stiffness 6 Moreover, PP is a powerful and independent predictor of

cardiovascular risk, particulariy in older patients 7b0, and thus carnes predictive

information above and beyond that carried by SBP or DBP. Likewise, PP or surrogate

measurements are markers of atherosclerosis I I-13 and elevated PP associates with low

renal function in eiderly patients 14

In the course of preiiminary experiments where abdominal aortic blood pressure

was continuously monitored via telemetry in conscious rats, we have observed that $BP,

DBP and P? of Brown-Norway (BN) rats were ail signfficantly lower than that of Wistar

Kyoto (WKY) rats, despite the fact that ail values in both strains were within

normotensive ranges 15 We therefore proceeded to generate an F2 intercross between

both strains to test: 1) to which extent the values of SBP, DB? and PP would co

segregate; and 2) whether QTLs linked to each particular trait would be distinct or show

overiap.
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Material and methods

Animais

Two inbred strains of rats were used for the current studies. The WKY/Cfd rats

originated from a coiony maintained at the “Institut de recherches cliniques de Montréal”

(IRCM) and were derived from WKY/Cr parents obtained from Charles River (St.

Constant, Quebec, Canada). BN/$sN rats were purchased from Harlan Sprague DawÏey

(Indianapolis, IN). Male and female WKY/Cfd rats were first mated to either male or

fernale BN/$sN rats. The resulting Fi animais were further mated randomly to generate

male F2 animais. This design represents a “reciprocal cross”, which ensures that sex

chromosomes of both parental origins are represented equaily within the F2 population.

Ail procedures on animais were approved by the University of Victoria Animai Care

Committee and conducted according to guidelines issued by the Canadian Council on

Animal Care.

Surgery and tetemetry recordings

Each rat was first operated at 10-12 weeks of age. Twenty min before induction

of anesthesia, each animai received the analgesic buprenorphine (Temgesic®, Schering

Plough, 0.02 mg/kg i.p.) and the antibiotic preparation Tribrissen 24% (0.25 mL/kg).

Anesthesia was first induced by 4% isoflurane in inspired gas (30% 02, 70% air), then

maintained by reducing the concentration to 2%. Each rat was transferred to a heated

table for surgicai implantation of the blood pressure PA-C40 telemetry implant

(Datasciences, St-Paui, MN). The cannula of the implant was advanced via the femorai

artery into the abdominal aorta at about the level of the kidneys. The body of the

transmitter was inserted into a subcutaneous pocket on the rat’s lefi flank and held in

place by a purse string suture. The rats received two additional doses of buprenorphine

at approximately 12 h intervals afier transmitter implantation. At least 10 days were
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allowed for recovery before acquiring one 24 h control record of blood pressures, heart

rate (HR) and locomotor activity. We occasionally acquired a second 24 h record if the

first was ofpoor quality or incomplete. Data were acquired at 250 Hz for 10 sec every 2

min. Transmitters were zeroed before implantation and the zero was checked at

explantation. If the two zeroes differed by more than 12 mmllg then a linear correction

was applied to the data. Ail values for the above variables represent averages of values

collected over the 24 h period.

Afier recording baseline values in parental BN and WKY rats, a second surgery

was performed to clip the right renal artery and thus generate two kidney-one clip (2K-

1 C) hypertension. The right kidney was approached by a flank incision and a silver clip

placed on its artery. The gap in the clip was initially set to 0.25 mm with a feeler gauge;

afier positioning, the gap was adjusted so that the diameter ofthe artery distal to the clip

was less than that proxirnal to the clip. The incision was closed in layers, the abdominal

muscle with interrupted sutures and the skin with uninterrupted subcuticular sutures.

Anaïgesia and anesthesia procedures were as described above. Blood pressure was

monitored by brief sampling in the following days. Animals that developed malignant

hypertension (defined as mean arterial pressure > 160 rnmHg accornpanied by rapid

weight loss and/or developrnent of seizures) and those that failed to develop hypertension

were culled (11%). The effect of strains on the time-dependent evolution of SBP and

PP was tested by 2-way ANOVA, followed by post-hoc Fisher’s test to test for

differences between strains at particular time points.

To monitor general health, rats were weighed daily from 5 days before the initial

surgery until 12 days afier the second surgery and then at weekly intervals. Blood

pressure recordings afier 2K-1C began 12 — 14 days afier surgery. Twenty four hour

records were acquired weekly for $ weeks, as described above. At the end ofthat period,

all anirnals were killed by KC1 injection under isoflurane anesthesia, and the spleens

were collected for genornic DNA extraction.
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Microsatellite markers and genetic analyses

Genomic DNA was obtained from frozen spleen samptes using the DNeasy tissue

kit (Qiagen, Mississauga, ON). Analysis of simple sequence length polymorphisms was

carried out by polymerase chain reaction (PCR) amplification of genomic DNA with

M13-tailed microsatellite markers labeled with either dye IRD700 or dye IRD800 (LiCor

Biotechnology, Lincoin, NE, USA), simitarly as described previousÏy 16 The products

were separated and analyzed using a LiCor 4200 DNA analysis system.

The order of microsatellite markers was obtained from rat genome databases

(http ://www.niams.nih.gov/rtbc/ratgbase; http://rgd.mcw.edu; http:/!www.well.ox.ac.uk/

rat_mapping_ressources; http ://www-genome.wi.mit.edu/rat/public). Genotyping data

were then analyzed with J/qtl (http://www.jax.org/staff/churchill/Iabsite/software/Jqtl/),

which is a JAVA-enabled version of the R/QTL package Markers misplaced or

showing aberrant recombination were removed from the dataset. We used a total of 144

polymorphie microsatellite markers in order to obtain dense coverage of ail autosomal

chromosomes (7.6 + 3.2 markers per chromosome, with distance between two markers

averaging 14.3 ± 8.2 cM). Linkage probability was examined by interval mapping, using

the EM algorithrn 18 Genome-wide significance thresholds were set, as suggested

previously, at the 37th (“suggestive”), 95th (“significant”) and 99.9th (“highly

significant”) percentiies which correspond to the chance of finding one false positive

linkage 0.63, 0.05 and 0.00 1 times, respectively 19,20 Threshold for values of the log

likelihood of the odds (LOD) ratios were calculated on the basis of permutation tests

performed on the data sets themselves (using 1000 permutations) 21 for QTLs of

interest, the phenotypic data were grouped according to the origin of the allele closest to

the peak of the LOD curve, and corresponding data were analyzed by one-way ANOVA

to determine the mode of inheritance. Confidence intervals (C.I.) were estimated by the

Ï -bd support interval method 22 Possible interactions between QTLs were investigated

by two-dimensional, two-QTL genome scanning using the EM algorithm.
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The degree of genetic determination (i.e. the ratio of genetic to total variance)

was estimated as (Vt—Vg)/Vt, where V was the total variance of the phenotype in the F2

cohort (explained by both environmental and genetic factors), and Vg was the pooled

estimate of the phenotype variance in the parental and Fi cohorts (solely due to

environmental factors)’.
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Resuits

The distribution of phenotypic values in the parental, Fi and F2 cohorts is shown

in Table 1. It can be appreciated that the values of PP, SBP and DBP were -24%, 15%

and 11% lower in BN than in WKY rats, respectively. Phenotypic values in the fi and

F2 animais were intermediate between those of the 2 parental strains. The degree of

genetic determination in the f2 cohort was estirnated as 36%, 25% and 20% for PP, SBP

and DBP, respectiveiy. Other measured phenotypes (HR and locomotor activity) were

not different between the 2 strains and did not segregate in the progeny ofthe cross.

Using resuits obtained in ail 166 F2 male animais, we performed correlations

between the values of SBP, DBP, PP and mean arterial pressure (MAP) (Fig. 1). Not

surprisingly (since each variable participates in the calculation of MAP), there was a high

and significant correlation (r2> 0.8$; p <0.0001) ofthe values of $BP and DBP with that

of MAP. However, the value of the correlation of $BP with DBP, although stili highly

significant (p < 0.000 1), was lower (r2 = 0.625) than that of SBP with MAP. Despite the

high correlation between SBP and DBP, there was no correlation between PP and DBP,

and the value ofthe correlation between $BP and PP was lower (r2 = 0.345; p <0.0001)

than that of $BP with DBP.

The whole genome scan revealed 2 major and highly significant (p < 0.00 1) QTLs

linked to PP on chromosome 4 (Fpl) and 16 (Pp2) (Table 2 and Fig. 2). Two

dimensional, two-QTL genome scanning revealed that Fp] and Fp2 interacted in an

additive (non-epistatic) manner, the combined LOD score for Ppl and Pp2 being 10.49.

In contrast to PP, only suggestive QTLs were found for SBP. The highest of such QTLs

(Sbpl) had a LOD score> 3 but did not quite reach the significant level (p < 0.0$) (Table

2 and Fig. 2). However, the peak of $bp] was identical to that of Fp], and its profile of

linkage probability on chromosome 4 was very similar to that of Ppl (Fig. 3). Other

QTL5 linked to either PP and SBP showed oniy suggestive iinkage (p < 0.63), and none

of these peaks showed significant overlap. Characteristics of ail signfficant or suggestive
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QTLs (with exact location, Ci. and mode of inheritance) are summarized in Table 2.

Although DBP was different in parental strains, we found no QTL with significant or

suggestive linkage to DBP in the F2 progeny.

To test whether the difference in PP observed between BN and WKY under basal

normotensive conditions would persist under hypertensive conditions, hypertension was

induced by 2K-1C, and blood pressure was monitored up to 8 weeks afier installing the

clip of the renal artery. SBP increased in both BN and WKY rats in a time-dependent

manner, but at most time-points, both SBP and PP were lower in BN rats than in their

WKY counterparts (Fig. 4). By 2-way ANOVA, it was found that strains (P <0.05) and

time (P <0.001) each had a significant effect on the values of SBP and PP, but that the

strains had no significant interaction with the effect oftime.
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Discussion

PP is defined as the difference between DBP and SBP. As DBP and SBP are both

lower in BN than in their WKY counterparts, it is not possible a priori to determine

which component of blood pressure is responsible for the 24% lower PP in BN rats. As

co-segregation studies in the F2 progeny showed no correlation of P? with DBP, SBP

appears to be the only component of the blood pressure profile that contributes to P? in

the current cross. Using the progeny of a cross between Lyon hypertensive (LH) and

Lyon normotensive (LN) rats, other had previously reported a similar lack of correlation

between P? and DB? . Although PP correlated significantly with SBP, the relatively

low correlation coefficient (r2 = 0.345) also indicated that other factors must play

prominent roles. Genetic factors are likely candidates, as human studies indicate that

heritability of P? is high, with some loci influencing PP being different from the ones

linked to either DB? or $BP 23-25

Calculated estimates showed that the degree of genetic determination of P? was

greater than that of either $BP or DBP in the current cross between normotensive rat

strains. In keeping with this notion, we found 2 highly significant QTLs for PP (Ppl and

Fp2), only suggestive QTLs were found for SBP ($bpl being the strongest one), and no

QTL was found for either DB?, HR or locomotor activity. Several unes of evidence

suggest that Pp] and Sbpl might correspond to one same QTL being linked to both traits:

1) the peak marker of Ppl was identical to that of $bpl; 2) the profiles of linkage

probability of both QTL5 were very similar; and 3) the fact that $B? co-segregated to

some extent with ?P in the F2 population indicates that there is a genetic link between

both phenotypes. 0f note, we caimot rule out the possibility that Ppl and Sbpl

correspond to two very close but distinct loci. However, simultaneous linkage for both

?? and SB? has been reported for a QTL on chromosome 13 in a low resolution mapping

of a LN/LH intercross as well as for a QTL on chromosome 3 in a SHR$?/WKY

intercross maintained on a high-salt diet 2
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In addition to Ppl, we found one other QTL on chromosome 16 (Fp2) that

showed highly significant linkage to PP but no iinkage with either $BP or DBP. In

human populations, it has been reported that QTLs linked to PP may either be different

from those linked to SBP or DBP 25, show partial overlap 23,24, or show complete overlap
26 with QILs linked to SBP or DBP. In animais, our data are the first to identify at least

one QTL linked to PP independentiy of blood pressure.

The mechanisms governing PP and aortic stiffness are compiex, and involve

multiple factors including the properties of the extracellular matrix, the composition and

properties of ceiis constituting the vessei walls, and severai humoral influences 6,27

Aithough some have reported that there were differences in collagen content and

mechanicai properties of conduit arteries from several normotensive and hypertensive

strains of rats 28 it has flot been verified whether these differences correlate with

differences in PP in vivo. Interestingly, the vascuiar waiis of BN rats have been reported

to harbor severai anomalies compared to other strains, including a high incidence of

ruptures of the internai eiastic lamina (IEL) of large arteries and a decreased

concentration of aortic eiastin 29 Moreover, IEL ruptures have been linked to two QTLs

on chromosomes 5 and 10 in a cross between BN and the New Zealand Genetically

Hypertensive (GH) rat 30, and the aortic eiastin content has been linked to two QTLs on

chromosome 2 and one QTL on chromosome 14 in a cross between BN and LOU rats 31

Although these 2 traits indicate that there is vascular fragility in BN rats, it is unknown

whether they have an impact on PP. Moreover, none of these previously reported QTLs

show any overiap with the ones identified in the present study.
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Perspectives

The continuation of the current studies by the generation of congenic animais

should make it possible to identify candidate genes and/or vascular factors that are

responsibie for differences in PP. Aithough the cunent QILs were identified under

normotensive conditions. we also show that differences in PP were maintained when BN

and WKY were made hypertensive. Thus, the generation of congenic animais should

have the additional utility of ailowing one to test whether PP bas pathophysiologicai

consequences that are different or additional to that of biood pressure per se. There bas

been a iack of such a genetic animai model, if one excepts modeis where more severe

monogenic diseases (such as Marfan, Ehiers-Danlos or Williams syndromes) have been

mimicked by gene inactivation 6 For instance, despite having increased susceptibiiity to

hypertension-induced renal disease 32 and defective renal autoregulation BN rats have

both iow incidence and slow progression of age-reiated giomeruiar disease and a

greater iife expectancy than $prague-Dawiey and Wistar rats One plausible

expianation would be that the lower PP in BN rats is partiy responsible for their relative

freedom from chronic progressive nephrosis, a hypothesis that could be formaiiy tested in

congenic strains. Finally identification of genes linked to PP would be of interest in light

ofthe evidences suggesting the adverse prognostic value of elevated P? in humans7’4.
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Tables

Table 1: Phenotypic values in parents and progeny of crosses

Estirnated degree of
genetic determination

* <0.01 vs. WKY

cohort n SBP DBP PP HR Activity

WKY 10 122.3 ± 6.6 $0.1 ± 5.9 42.1 ± 2.2 312 ± 12 3.5 ± 0.4

BN 16 103.9 ± 3•$* 71.6 ± 3.2* 32.3 ± 1.8* 319 ± 12 2.5 ± 1.7

F1 24 109.2±4.6 74.3±3.9 34.9±3.8 315±11 2.4± 1.0

F2 166 114.8±6.6 77.1 ±5.4 37.7±4.1 316±19 2.6±0.8

0.25 0.20 0.36 N/A NIA
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Figures
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Figure 1: Correlations between the values ofDBP vs SBP, MAP vs DBP or SBP, and PP

vs MAP, DBP or SBP. The values ofthe r2 coi-relation coefficients and the signfficance

levels of each coi-relation are as indicated.
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Figure 4: Temporal evolution of the values of SBP (lefi panel) and PP (right panel) in

either BN (hollow markers) or WKY (plain markers) from 1 to $ weeks afier 2K-1C

surgery. Ctl is the baseline value before surgery, whereas recordings for Weekl started

12-14 days after surgery. All values are mean + SEM (n = 14-1$). For SBP, the effect

of strain and tirne were both significant (p < 0.00 1). For PP, the effect of strain and tirne

were both significant (p < 0.03 and p < 0.0001, respectively). Asterisks indicate values

that were significantly different (*p < 0.05 and **p < 0.0 1) at particular tirne-points.
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Chapitre 4: Cartographie génétique de QTLs liés à la

masse cardiaque et à la morphologie des cardiomyocytes

dans une population de souris recombinantes

consanguines.

And a tnozise is a miracle enough to stagger

sextillions ofinfidets

Walt Whitman (Leaves of grass)
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Abstract

Left ventricular hypertrophy is one of the main risk factors for cardiovascular

mortality and rnorbidity. It has been proposed that hypertrophic stimuli act for a great part

by increasing the size of cardiomyocytes, and that the latter characteristic is a necessary

condition to differentiate left ventricular hypertrophy from other benign forms of cardiac

enlargement. To test if the sanie genetic loci control the size of cardiomyocytes and left

ventricular mass, we perforrned whole-genome linkage analyses in a panel of 24

recombinant inbred AXB/BXA mouse strains. Whereas one major locus was linked to lefi

ventricular mass in both males and females, loci linked to the size of cardiomyocytes were

clearly distinct and showed sex-specific linkage. Moreover, the parental origin of

chromosome Y had strong effects on the size of cardiomyocytes in male mice, but did not

affect left ventricular mass. In addition of showing that genetic loci that increase the size of

cardiomyocytes are not necessarily linked to increased lefi ventricular mass, our findings

have important consequences on how to evaluate cardiac phenotypes when performing

genetic manipulations in mice, and in determining the cause of sex-specific differences

when using models derived from C57BL/6J mice.

Keywords: Cardiac hypertrophy; Cardiovascular genomics; Linkage analysis; Quantitative

trait locus.
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Introduction

Numerous clinical studies have repeatedly and convincingly shown that increased

lefi ventricular mass (LVM) is highly predictive of cardiovascular morbidity and mortality

(4;1O;15;30;41). Inappropriately high LVM is known as lefi ventricular hypertrophy

(LVH). However, it is difficuit to set a threshold that differentiates benign cardiac

enlargement from maladaptive LVH, because cardiovascular risk increases continuously

and proportionally with LVM over a wide range of LV mass values, even those extending

below what had ofien been considered as the “upper normal” limit (1O;41). Another

difficulty relates to the fact that changes in LVM may resuit from differences in the number

(hyperpiasia) or size (hypertrophy) of cardiomyocytes (CM5), in the number of non-CM

celis (prirnarily fibroblasts), and/or in the composition of the extracellular matrix (17).

Consequently, there is no simple definition of what LVH corresponds to at the cellular

level. The fact that most signaling pathways that lead to LVH have been identified on the

basis of their effect of the size of neonatal rat cultured cardiomyocytes suggests that

increased size of cardiomyocytes is an important feature of LVH (23). Consequently, it has

been proposed that any phenotypic characterization of LVH should test whether CMs are

enlarged, and that increased size of CMs is one essential feature that distinguishes LVH

from other benign forms of cardiac enlargernent (17;21). A natural extension of this

postulate is that genes and/or pathways leading to LVH are the same as those that affect

CM size. This has led in part to the common practice of measuring CM size to determine

whether increased LVM in genetically-modified mice truly corresponds to LVH (17).

Genetic crosses between normotensive rodents (to date, mostly rats) have made it

possible to identify loci and/or genes linked to LVM independently of blood pressure

(5;13;25;31;42;46). However, it has neyer been verified systematically to what extent

genes controlling LVM overlap with those controlling the size of CMs in such crosses.

This is difficuit to test in genetic inter- or backcrosses, because precise measurement of the

size of CMs requires their isolation from aduit hearts (20), and this procedure is not
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compatible with measurements of LVM. An alternative tool for linkage studies is that

provided by panels of recombinant inbred (RI) strains, wherc each strain contains a

particular combination of genes from the 2 parental strains consolidated by inbreeding (11).

This makes it possible to perform multiple phenotyping, since each individual within a

particular strain share the same genotype. for instance, the panel of AXB/BXA RI strains

has been constructed from reciprocal crosses between Ah and C5711L/6J mice (34).

Although both strains are normotensive, it has been reported that LV from C57BL/6J mice

harbored an eccentric hypertrophy in comparison to A/J counterparts (24). We therefore

used this panel to perform linkage analyses and compare the genetic pathways that control

LVM and the size ofCMs.
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Materials and methods

Experimentat animais

Ail procedures on animais were approved by the Institut de Recherches Cliniques de

Montréal (IRCM) Institutionai Animal Care Committee and conducted according to

guidelines issued by the Canadian Council on Animai Care. Breeding trios for the parental

A!J and C57BL/6J strains, the chromosome-substitution (consomic) A/J

chrYC57BL/6J/NaJ and C57BL/6J-chrYA/J/NaJ strains, and the recombinant inbred (RI)

AXB/PgnJ and BXA/PgnJ strains were obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor,

ME). For simplicity, ail RI strains and consomic are identified hereafter without the PgnJ

or NaJ suffix, respectively. As females from some RI strains (BXA1, BXA2, BXA12 and

BXA26) were known to be poor mothers, they were substituted with ovariectomized

C3 SnSmn.CB I 7-Prkdcscid/J females implanted with ovaries from the corresponding RI

strains by the Jackson Laboratory tecimicai services, and mated to males from the cognate

RI strain. Ail animais were then bred in the IRCM pathogen-free animai faciiity. To test

for parent-of-origin effects, reciprocal Fi progenies were generated by mating either A/J

maies with C57BL/6J femaies (B6AF1) or C57BL/6J males with A/J femaies (AB6F1).

According to a pubÏished note from the Jackson Laboratory (2), sorne nominalÏy

independent AXB/BXA RI strains are near duplicates. Thus we chose only one sister strain

per dupiicate group: AXB13 [related to AXB14 (now caiied AXBI3a)] and AXBY$ [now

caiied AXB19a, reiated to AXB19, and AXB2O (now caiied AXB19b)]. A total of 13 AXB

(AXBY, 2,4,5,6,8, 10, 12, 13, 15, 18,23 and 24) and 11 BXA (BXA1, 2,4, 11, 12, 13,

14, 16, 17, 24, 25) were used in the current study. The BXA26 strain was discarded

because of breeding problems. Ail animais were used at 12 weeks of age for phenotyping

procedures.

Tisstte coiiection
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Tissues were collected from 7-11 male and female individuals for each strain

(either parental, consornic or RI) or Fi cross. On the day of tissue collection, each mouse

was weighed for determination of whole body weight (BW). killed by cervical dislocation,

and several tissues (heart, thymus, adrenal glands and kidneys) were collected. Heart

ventricles were dissected into right ventricle (RV, without the septal wall) and left ventricle

(LV; including the septaÏ wall). Each tissue was blotted dry and weighed individually.

Relative tissue weights were then calculated for LV (LVW/BW), RV (RVW/BW), thymus

(TW/BW), both adrenal glands (AW/BW) and both kidneys (KW/BW).

Cardiomyocytes isolation and videomicroscopy

Cardiomyocytes (CMs) were isolated from 4-5 male and female individuals for each

strain (either parental, consomic or RI) or Fi cross. Afier inducing anesthesia, the heart

was quickly removed from each mouse, mounted for cardiac retrograde aortic perfusion,

and CMs were isolated as described (47). Afier the last Ca2+ restoration, cells were fixed

for 10 min in 80 mM phosphate buffer containing 1.5% glutaraldehyde, a solution shown to

preserve alI dimensions ofisolated CMs (22). After pelleting fixed celis by gravity for 10

mm, they were resuspended in 100 mM phosphate buffer, and examined with an Axiovert

S100TV microscope (Zeiss) with slight modifications vs. our previously published

procedure (14). In short, the profiles of cells were visualized by autofluorescence

(excitation 540 nm, emission 620 nm) and their image captured with a Retiga EXi

monochrome camera (Qimaging, Surrey, BC, Canada). The area, length, width and

widthllength ratio of —‘100 CMs per heart were measured using the public domain Java

image processing program ImageJ (40).

Btood pressure measurernents
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To measure diastolic blood pressure (DBP), systolic blood pressure (SBP), mean

arterial pressure (MAP), pulse pressure (PP) and heart rate (HR) in conscious unrestrained

mice, 3 male and female individuals from each strain (parental or RI) or Fi cross were

implanted under isoflurane anesthesia with telemetry devices (Data Sciences International,

St. Paul, MN). The catheter of the implant was inserted into the aortic branch through the

lefi carotid, maintained by two ligatures, and the body of the transmitter was inserted into a

subcutaneous pocket at the right inguinal level. Animals were allowed one week to recover

from surgery, and all measured values were then recorded for 48 hours. Males from the

BXA14 and BXA24 strains were discarded because of consistent post-implantation

behavioral problems.

QTL mapping

Genotype data [either single nucleotide polymorphisms (SNP) or simple sequence

iength polymorphisrns (S$LP)] were obtained from GeneNetwork (www.genenetwork.org)

and edited to remove unused strains and loci with identical strain distribution pattems.

Undefined genotypes in sister strains were edited using original data from the Weilcome

Trust Center for Human Genetics (www.well.ox.ac.uk/mouse) and the Mouse Genome

Infonriatics (www.informatics.jax.org). A total of 965 autosomal and 29 X-specific

polymorphic markers were used. None of the quantitative trait values were transformed, as

they ail conformed to the normal distribution according to the D’Agostino test for

normality. Genome-wide scans were performed separately in males (using only autosomal

markers) and females (using both autosomal and X-linked markers).

Analyses were done in three stages as previously described (43), using the RIqtl

package (6). First, main QTL effects were detected by performing single-QTL genome

scans. Significance thresholds were set at the p < 0.63 (suggestive) and p < 0.05

(significant) levels as suggested previously (28;33). Thresholds were calculated on the

basis of permutation tests (1000 permutations) performed on the data sets themselves (16).
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Confidence intervals (CI) were determincd by calculating the 1 .5-LOD support interval, as

recommended recently (32). On the basis of the values of CM size obtained in reciprocal

Fi and consomic animais (Fig. 1), the genome scans for CM size components were

performed in maies by defining the parental origin of chromosome Y (chr Y) as a covariate

in either additive or interactive models. The interactive model was used when it yielded

significant QTLs whose LOD score differed from the scores calculated by the additive

rnodei by a value> 2.0 (27). The second step consisted of performing a two-QTL, two

dimensional genome scan for ail traits to detect potential epistatic interactions. As single

QTL analysis is based on its marginai effect and does not take into account other loci, the

third step used a multiple regression modei to re-evaiuate the statistical linkage of each

locus to the phenotype of interest in the context of ail other loci (identified as either QTLs

or suggestive loci by the single-iocus scans). Using this analysis, terms that fail to meet

significance thresholds under the new criteria are eliminated one at a tirne, and the analysis

is repeated until all remaining loci are significant. This method also calcuiates the

contribution of each significant locus to the total variance, based on adjusted (type III)

sums of squares (S S), as well as the percentage of the total variance is accounted for by ah

combined loci.

$tatistics

Differences between groups were evaluated by t-tests or one-way ANOVA followed

by Keul’s post-hoc analysis. Conelations between phenotypes were evaiuated by

caiculating r2 values on the basis of hinear regression. All calculations were performed

using GraphPad Prisrn (GraphPad Software, San Diego, CA).
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Resuits

Pitenotypic aitatyses

In parental strains, LVW/BW (but flot 11W or RVW/BW) was higher in C573L/6J

mice than in its A/J counterparts; likewise, the surface area of CMs from C57BL/6J was

greater than that of A/J counterparts (Table 1). Both strains were normotensive, with MAP

and SBP being slightly more elevated (by 10 mmHg) in male (but flot female) C57BL/6J

mice. Phenotypic values for other traits are compiled in the supplementai data (Tables Si,

$2).

Analysis of the reciprocal AB6F 1 and B6Af 1 crosses revealed a strong parent-of

origin effect on the size of CMs in males, but not in females (Table 1 and fig. lA). To test

the potential contribution of chr Y from each strain, we used reciprocal consomic strains

C57BL/6J-chrYA/J [C57BL/6J mice carrying the non-pseudoautosomal region (NPAR) of

chr Y from A/J] and A/J- chrYC57BL/6J (Ah mice carrying the NPAR of chr Y from

C573L/6J), and tested whether substituting the NPAR of chr Y between the C57BL/6J and

A/J strains affected the size of CMs. We found that the presence of chrY from C57BL/6J

into pure (C57BL/6J or A/J) or mixed (Fi) genetic backgrounds was associated with

increased size of CMs in comparison to counterpart strains carrying chr Y from A/J (Fig.

lA). In contrast to CM size, LVW/BW did not differ between consomic strains and their

corresponding host strain (data not shown), or between reciprocal Fi animais (Table 1).

Distributions of the trait values among ail 24 RI strains are shown in supplemental

data (Tables $1, $2). Ail strains were normotensive, but there was a significant correlation

ofthe LVW/BW values with that oftelemetric MAP; however, the values ofthe correlation

coefficients (r2 = 0.23, P <0.05 in males; and r2 = 0.27, P <0.01 in fernales) indicated that

MAP was not responsible for more than 23-27 % of the variance of the LVW/BW values

(f ig lB). In contrast, there was no correlation between CM size and MAP. 0f note, CM

surface area provides is a very robust and precise phenotype. Accordingly, the intra-strain
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coefficient of variability of CM surface area averaged 3% in either males or females,

whereas CM surface area in strains with the largest CMs was up to 42% higher than in

strains with the smallest CMs. Moreover, despite the fact that LVW/BW and CM size were

both greater in C57BL/6J than in A/J, the 2 traits segregated independentiy when examined

in ail 24 RI strains (fig. lB).

QTL inapping

After the single-locus scan, we detected significant QTLs for LVW/BW and CM

size components (fig. 2, Table 2), but flot for any of the other phenotypes measured,

including blood pressure values and normalized weight of other tissues (data not shown).

for LVW/BW, we detected one major QTL (named QTL Lvml for Lefi Ventricular Mass

QTL Ï) showing linkage in both sexes (fig. 2 and Fig 3). Interestingly, the A/J allele at the

closest marker to Lvml was linked to the highest phenotypic value, despite the fact that the

A/J parental strain had a lower LVW/BW than C57BL/6J. QTLs linked to CM size

components were different in males and females and ciearly distinct from Lvml (fig. 2).

In females, one major QTL on chr 14 (named Cmsl for Cardiac Myocyte Size QTL 1) was

linked to both CM area and length (Fig. 2 and Fig 3). A peak showing the same profile at

the same position also showed suggestive linkage to CM width. This suggested that both

length and width contributed to the variance of CM area, as confirmed by the multiple

regression model (see beiow). In females, another QTL on chr 5 (named Cms2) showed

significant linkage to CM width only. In males, given that the origin of chr Y had a strong

effect on CMs from either reciprocal fis or consomic strains (f ig. lA), genome scans for

CM size components in males were performed by defining the parental origin of chr Y as a

covariate. Using the additive model, one major QTL (named Cms3) showed significant

linkage to both CM area and width (f ig. 2). Although found on chr 5, the profile and

location ofCms3 in males was clearly distinct from that ofCms2 in females (f ig. 3).
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The two-QTL, two-dimensional genome scan did not detect any epistatic

interaction between the autosomal QTLs in both males and females. However, to test

possible interactions of QTLs with cbr Y in males, we repeated the single-locus scan by

setting the origin of chr Y as an interactive covariate. This analysis revealed two additional

QTLs that were not detected in the previous analysis: Crns4 on chr 10 (linked to CM area

and width) and Cms5 (linked to CM iength) (Fig 4). Ail the above QTLs (along with their

positions, LOD score and phenotypic effects) are summarized in Table 2.

To re-evaluate the importance of chr Y and the single scan-QTLs in the context of

ail other loci (either significant or suggestive), build the final linkage model and caiculate

which percentage of the total variance is accounted for by all loci, ail data were recalculated

using the multiple regression model. The results (Table 3) show that: 1) both in males and

females, Lvml contributed for a large part of the variance Q31 %) of LVW/BW; 2) in

females, Cmsl and Cms2 each contributed to a large part of the variance of CM size

components; 3) some loci other than QTLs identified by single-locus scans contributed to

part of the variance of LVW/BW (both in male and fernales) and CM size components (in

females); 4) in males, chr Y (as well as its interactions with Cms4 and Cms5) contributed to

a large part ofthe variance of CM size components (ranging from 15-32%); and 5) other

QTLs contributing individually to CM size components in males were Crnsl, Cms2 and

Cms3.
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Discussion

The present study aiiowed us to identify for the first time naturai genetic variants

that control CM size in mice. Most of these ioci were sex-specific, and, importantly, were

different and distinct from the major QTL Lvml that controiled LVM in both sexes. The

distinct influence of loci controlling LVM and CM size was reinforced when examining the

effects of the origin of aileles on the phenotypes. Indeed, strains with AA genotypes for

Lvml had greater LVM than their BB counterparts, whereas the CMs strains with BB

genotypes at ail Crns loci had increased size compared to their AA counterparts.

Interestingiy, regulation of the width and the length of CMs has been suggested to

correspond to different biologie processes eontroiied by different regulation pathways, with

increased width corresponding to the addition of sarcomeres in parailel, whiie increased

length corresponds to the addition of sareomeres in series (3;32). This notion is compatible

with our findings showing that (in addition to the effects of chrY): 1) in femaies, Cmsl was

linked to both area and iength of CMs, whereas Crns2 was iinked oniy to CM width; and 2)

in maies, Cms 3 and Crns4 were linked to both area and width of CMs, whereas Cms5 was

linked only to CM length. Others had suggested that beyond absolute values, the

width!iength ratio of CMs was a very eonserved and tightly reguiated phenotype (20).

However, in eontrast to absolute values of CM size, we did flot detect in the present study

any QIL iinked to this relative ratio.

None of the QTLs identified in the present study showed any obvious overiap with

QTLs previousiy reported (either by us or by others) as being linked to LVM, either in mice

or syntenic regions in other species. Neither did we identify within these QTLs any

obvious candidate genes on the basis of their known function. However, the latter strategy

suffers from limitations, as it bas been shown that it may distract from identifying genes

that are truly iinked to a trait but could not have been suspeeted on the basis of their known

functions (39). Identification of culprit genes will therefore need to wait until congenic

unes further narrow the regions of interest.
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0f note, other had previously used the same panel of AXB/BXA RI mice to

acquire cardiac phenotypes by M-mode echocardiography and estimate LVM, but these

authors did not report on association of a QIL with LVM (36). However, we have verified

that there was no correlation between the values of LVW/BW acquired by ourselves with

the values of LVM estimated on the basis of non-invasive echocardiography. We postulate

that, despite its utility in evaluating LV function and morphology in the very contrasted

parental strains, this method does flot have sufficient resolution to detect smaller

differences in LVM in the RI strains that constitute this panel. In contrast to LVW!BW, the

values we obtained for telemetric blood pressure were very sirnilar to those published by

others using the same method and the same parental C57BL/6J and A/J strains (35).

However, we did not detect any QTL linked to any component of blood pressure, and the

latter cannot therefore account for any of the phenotypic differences in LVW/BW or CM

size.

It is well established that there are important differenees between males and females

in cardiac rnorphology, function and disease progression, both in humans and animal

models (9;12;18;29). From a genetie standpoint, sex-specific differences in linkage from

various studies do not rnanifest themselves in the same fashion for all loci. for instance, in

a previous study with rats, QILs linked to LVM in males were different from those linked

to the same phenotype in females (31). This is in contrast to the present study, where there

was a perfect match of the linkage profile of Lvml in both male and female mice. From a

phenotypic standpoint, sex-specific differences concern many aspects of cardiac physiology

and are more the rule than the exception (9;12;18;29). Although these differences may

arise from multiple mechanisms (including differential effects of sex steroids), there has

been evidence that chr Y carnes genes that may affect cardiovascular outcome (8).

Accordingly, chr Y variants have been linked to blood pressure in rats (19) and humans

(44), as welI as to cholesterol levels in the human population (7). However, the mechanism

by which chr Y associated to these phenotypes has always been elusive, and has neyer been

linked to a phenotype to the level of a well-defined cdl type. In our study, we found that

chr Y accounted for a large part of the variance of CM size, both in the background of
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parental strains or in the mixed background of RI strains. The interactions of the

responsible genes on chr Y with that of other QTLs (and how the latter differ from the ones

linked to LVM) are surnmarized in part in fig. 5. Outside of their effect on sex

determination and gerrn ce!! function, the function of genes on chr Y are still poorly

understood (26). It has been reported that chr Y from most mouse laboratory strains

(including A/J and C57BL/6J) all originated from common male Mus musculus molossinus

ancestors (37). However, it has recently been reported that chr Y polymorphisms in A/J

and C573L/6J mice are capable of modifying autoimmune disease susceptibiiity (45),

indicating that some genetic drifi in chr Y must have occulTed. Accordingly, recent data

indicate that 1O% of ail 4935 identified $NPs on chr Y are polymorphic between A/J and

C573L/6J (1). further experiments on the mechanisms responsibie for the effect of chr Y

on CM size rnight provide an important adjunct for understanding how genes on chr Y

affect cardiovascular outcome.

Irnportantly, there is an ever-growing list of examples where the effects of gene

manipulations in mice (resulting from either knockout, overexpression or dual targeting) on

cardiomyopathy phenotypes differ between male and females (18). These differences

concern survival, the level of hypertrophy and/or fibrosis, as well as dysfunction (1$). The

mechanisrns responsible for these sex-specific differences have ofien not been resolved, but

C57BL/6J mice are the prefened genetic background for most genetic manipulations. We

do not know yet whether chr Y (beyond its effect on CM size) also affects cardiac ftinction,

particularly in the context of disease and perturbed genetic regulation. However, our data

suggest that, at the very least, sex-specific differences in the C57BL/6J background should

not be generalized to ail mouse strains.

In surnrnary, our data show that genetic ioci that increase the size of CMs do not

necessarily Ïead to increased LVM, and that different loci can even influence both

phenotypes independently from each other. Consequently, one cannot assume that genetic

modifications in anirnals should automatically alter both phenotypes to the same extent.

We also found that chr Y from C57BL6/J harbors allelic variants that have strong effects on
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the size of CMs. Since C57BL6/J mice are the prefened background for most genetic

manipulations, the origin of chr Y should be assessed when genetic manipulations affect

phenotypes in a sex-specific fashion in models derived from C57BL/6J mice.
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Table 3: Multiple regression analysis ofQTLs and other loci

Trait Sex Locus DF % var P

LV/BW f Lvm] 1 32.6 0.000114

Chrl6@78.5 1 7.9 0.029921

LV/BW M Lvm] 1 30.2 8.25 x i0

Chrl6@83.1 1 12.7 0.00476

CMarea F Cmsl 1 36.5 1.28x i0

ChrlO@105.8 1 21.9 0.000256

CM iength F Crns] 1 32.7 3.71 x i0

Chrl9@37.0 1 23.9 0.000219

CM width F Cms2 1 20.0 0.00291

Cms] 1 9.7 0.029

CM area M Cms3 1 6.8 0.033 $6

Crns4 2 20.9 0.00292

ChrY 2 24.7 0.00137

Crns4xChrY 1 14.8 0.00319

CM length M Cms] 1 8.1 0.003 1996

Crns2 2 26.7 0.001988

ChrY 2 32.6 0.000764

Cnzs5 x ChrY 1 23.0 0.000991

CM width M Cms3 1 8.6 0.004257

Crns4 2 23.1 0.000169

ChrY 2 21.6 0.000246

Crns4xChrY 1 15.4 0.000342

DF: degrees of freedom. The percent variances are based on adjusted (type III) sums of squares

(SS). Loci other than narned QTLs are identified on the basis oftheir chromosome and position on

the chromosome (in CentiMorgans). For ail traits, the caicuiated contribution of ail combined ioci

to the total variance averaged 73.2% (SD 6%) (ranging from 63 to 84.5%).
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Figure 2: Single-locus genorne-wide scans in males and fernales. Only peaks showing

significant linkage (p < 0.05) have been identified by a QTL name. For females, chr X is

flot shown since there was no QTL mapped on it. Analyses were done separately in both

sexes. For CM area and width in males. analyses were done with the origin of chrY as an

additive covariate. Lower and upper dotted lines represent suggestive (p = 0.63) and

significant (p = 0.05) thresholds respectively.
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Figure 5: Sumrnary of main phenotypic effects and respective contributions of loci to

corresponding traits. The same loci account for a significant part of the variance of

LVW/BW in both males and females, but show no overlap with loci contributing to the

variance of the surface area of CMs in either males or females. In males, Chr Y accounts

for a significant part of the variance of the surface area of CMs, either by itself or by

interacting with Crns4. Loci identified solely by their chromosomal location correspond to

those that were flot significant afier the single-locus scan but were identified afier multiple

regression analysis. Other contributions of loci to either width or length of CMs are

detailed in Table 3.
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Chapitre 5: Le chromosome Y influence la réponse des

cardiomyocytes aux androgènes chez la souris

Any conclusion f...] has a wider inductive

basis when inferred from an experirnent in

which the quantities ofother ingredients have

been varied.

Sir Ronald Aylmer Fisher (The design of

experiments)
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Introduction

Les chromosomes sexuels humains n’ont été complètement séquencés que

récemment (Skaletsky et al, 2003; Ross et ai, 2005). Le chr Y est le troisième plus petit

avec une taille de 58 Mb (devant les chr 21, long de 47 Mb, et 22, long de 50 Mb). Les chr

X et Y des mammifères placentaires partagent une petite région pseudoautosomale dont

l’homologie est maintenue par recombinaison homologue obligatoire au moment de la

méiose (Graves et aI, 2006). Chez la souris, cette région pseudoautosomaie est réduite à

720 kb, au niveau du télomère du bras long du chr Y (Yq) (Perry et ai, 2001), et ne contient

que le gène $ts (Steroid sutfatase) (Graves, 2006). Le reste du chromosome, spécifique des

mâles, est une mosaïque de séquences répétées hétérochromatiques et de séquences

euchromatiques qui ne subissent pas la recombinaison homologue. Les régions

euchrornatiques comportent de grandes structures palyndromiques, qui permettraient de

préserver certains gènes de la dégradation au cours de l’évolution par conversion génique

(recombinaison non homologue) (Skaletsky et al, 2003; Rozen et al, 2003). Malgré ces

observations, certains avancent l’hypothèse controversée que le chr Y humain disparaîtra

d’ici 5 à 10 millions d’années (Marshail Graves, 2002).

La partie non recombinante du chr Y, spécifique des mâles, est celle à laquelle je

ferai référence en parlant du chr Y dans le reste de la présente thèse. Elle inclut le bras

court (Yp), et Yq sans la région pseudoautosomaie. On dénombre seulement 10 gènes sur

Yp, ordonnés du centromère vers le télornère de la façon suivante (Rohozinski et al, 2002)

- Rbmylal : RNA binding motifprotein lai on chr Y; aussi appelé Rbm, Rbm]. Ce

gène est présent en 50 copies (Toure et ai, 2005).

- $ry : sex determining region ofchr Y; aussi appelé TdJ Tdy.

- Zfy2 zinc finger transcritionfactor 2 on chr Y.

- Usp9y: ubiquitin specflc peptidase 9 on chr Y; aussi appelé Dffiy; Fafi2.
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- Ddx3y DEAD box polypeptide 3 on chr Y; aussi appelé Dby, DlPasl-rsl.

- Uty: ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on chr Y; aussi appelé

Hydb.

- EJ2s3y: eukaryotic translation initiation factor 2s3 on chr Y; aussi appelé Spy,

Tj5’, Eif2gy.

- Jaridld t jztmonji, A T rich interactive domain ]D; aussi appelé $mcy.

- Ubelyl t ubiquitin-activating enzyme E] on chr Y; aussi appelé $by, Ube-2,

Ube]y, A]s9Y-].

- Zj5 J t zinc finger transcription factor 2 on chr Y. Les gènes Zj54 et ZJj2 sont

issus d’une duplication récente chez la souris et présentent une très forte

homologie de séquence (Jolmston et al, 199$).

Yq porte quant à lui un grand nombre de copies (> 50 chacun) de 3 autres gènes

distincts (Toure et ai, 2004a; Toure et al, 2005)

- Ssty] : spermiogenesis specfic transcript] on chr Y; aussi appelé $my.

- $sty2 t spermiogenesis specflc transcript 2 on chr Y.

- Sly t Sycp3 like Y-linked.

Chez la souris, les seules fonctions élucidées des gènes du chr Y sont restreintes à la

détermination du sexe mâle et à la reproduction (Polanco & Koopman, 2006; Graves et al,

2006). La fonction des gènes du chr Y en dehors des gonades est peu connue et

essentiellement limitée aux rôles de quelques noyaux neuronaux (Arnold, 2004), du

système mineur d’histocompatibilité (Simpson et ai, 1997a) et aux maladies autoimmunes

(Teuscher et al, 2006). Cependant, des polymorphismes du chr Y sont associés avec des

caractères cardiovasculaires. incluant la PA et les niveaux de lipides plasmatiques chez
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l’humain (Charchar et ai, 2003; Jobling & Tyler-Smith, 2003; Charchar et al. 2004) et la

PA chez le rat (Ely et al, 1997; Negrin et ai, 2001; Kren et ai, 2001).

L’identification d’effets phénotypiques de gènes du chr Y dans des cellules

cardiovasculaires constituerait un bon point de départ pour élucider leurs mécanismes

d’action, mais aucun n’a été identifié à ce jour. Dans le chapitre précédent, j’ai rapporté les

effets du chr Y sur la régulation de la taille des cardiomyocytes, dans un ensemble de

lignées recombinantes consanguines et de lignées consomiques dérivées des souches de

souris A/J et C573L/6J.

Pour expliquer ces résultats, l’hypothèse la plus parcimonieuse était que

l’expression différentielle d’un ou plusieurs gènes du chr Y dans les cardiomyocytes aurait

un impact sur leur morphologie, selon l’origine C57BL/6J ou A/J du chromosome. J’ai

donc vérifié si un ou plusieurs gènes avaient une expression différentielle au cours du

développement dans le VG de souris mâles C57BL/6J et consomiques C573L/6J-chrY A/l.

Un séquençage des gènes qui correspondaient à ces critères a été effectué sans aboutir à

l’identification d’un polymorphisme.

Par la suite, je me suis intéressé à d’éventuels effets indirects des gènes du chr Y sur

les cardiomyocytes, via les hormones sexuelles mâles. En effet, les cardiomyocytes

contiennent des récepteurs aux androgènes fonctionnels qui médient l’hypertrophie

cellulaire (Marsh et al, 199$). Des expériences de castration prépubertaire et de

supplémentation en testostérone ont permis de suggérer que le chr Y des C57BL/6J

sensibilise les cardiomyocytes aux effets de la testostérone.

Afin de mieux comprendre les différences observées lors des castrations et

supplérnentations en androgènes, j’ai finalement vérifié si l’origne du chr Y pouvait être

liée à la régulation de la testostérone et/ou de son récepteur. Ainsi, la testostérone

plasmatique a été dosée chez des mâles adultes des souches parentales et consomiques. J’ai

aussi mesuré la distance ano-génitale chez des souriceaux de 4 jours. Cette distance, qui

résulte de la croissance du périnée, est sensible à l’exposition aux androgènes durant la
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gestation (Vom Saal, 1979). La distance ano-génitale renseigne donc sur la production

foetale de testosterone testiculaire, critique pour le développement du tractus génital sous

contrôle androgénique. Enfin, j’ai mesuré l’expression du messager et de la protéine du

récepteur aux androgènes.
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Matériel et méthodes

Aniniaux expérimentaux

Toutes les expériences sur les animaux ont été approuvées par le comité d’éthique

animale de l’Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM) et effectuées en accord

avec les recommandations du Conseil Canadien de Protection des Animaux. Des trios de

reproducteurs des souches de souris consanguines C57BL/6J, A/J et consomiques

(C57BL/6J-chrY A/J et A/J-chrY C57BL/6J) ont été fournis par le Jackson Laboratory (Bar

Harbor, ME). Les reproductions ont ensuite été effectuées dans l’animalerie SPF (specific

pathogen-free) de l’IRCM.

Ampt/ïcations génomiques par PCR

Les coeurs de deux mâles C573L16J âgés de 12 semaines ont été prélevés. Les VG

ont été rapidement disséqués, épongéss sur du papier absorbant, plongé dans de l’azote

liquide puis réduits en poudre à l’aide d’un mortier et d’un pilon. L’ADN génomique a été

extrait et purifié à l’aide d’un kit commercial DNeasy bÏood & tissue (Qiagen Canada,

Mississauga, ON). Après resuspension des échantillons dans du tampon T10E0.01 (pH = 7.4),

l’ADN a été quantifié par mesure spectrophotométrique de l’absorbance à 280 nm.

Une liste des gènes du chr Y a été établie à partir des versions successives buiÏd 34,

35 et 36 de la séquence du génome de souris, disponibles dans la base de données publique

Genorne Bioinforinatics de l’Université de Californie à San Diego (UCSC,

http://www.genorne.ucsc.edu). Des paires d’oligonucléotides ont été conçues de telle sorte

que l’amplicon soit localisé dans un intron (Tableau 3, page 195). Le gène S’y n’étant

composé que d’un unique exon, l’oligonucléotide antisens est ancré dans la région 3’ extra-

génique. Les gènes Zj’1 et Zj5’2 sont issus d’une récente duplication dans le génome de

souris et présentent une trop forte homologie de séquence pour les discriminer par PCR
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(Johnston et ai, 199$). Une unique paire d’oligonucléotides a donc été utiiisée pour les

deux fr

Pour les amplifications des gènes Ddx3y et EJ2s3y qui ont été ensuite séquencées,

les séquences des paires d’oligonucléotides sont fournies dans le Tableau 4, page 196 et le

Tableau 5, page 197.

Chaque réaction de PCR a été effectuée dans 20 .tl de mélange réactionnel

contenant 2.5 unités de Taq polymérase (Qiagen Canada, Mississauga, ON), lx de tampon,

lx de solution Q, 200 1iM de chaque dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP), 0.5 .tM

d’oligonucléotide sens, 0.5 tM d’oligonucléotide antisens, 100 ng d’ADN, H20 distillée

stérile. Les réactions ont été effectuées avec un thermocycleur PTC-225 DNA Engine

Tetrad (MJ Research, Waltham, MA) de la façon suivante t 5 min de dénaturation à 95°C

suivies de 30 cycles de 1 min de dénaturation à 95°C, 30 sec d’hybridation à 60°C et 30 sec

(1 min pour les amplicons de plus de 500 pb) d’élongation à 72°C. Les produits

d’amplification ont été visualisés sous lumière UV, après électrophorèse sur gel d’agarose à

1.5% contenant du bromure d’éthydium.

Synthèse d’ADNc à partir d’ARN total

Les coeurs, les quadriceps, les cerveaux, les thymus, les poumons, les rates, les

foies, les estomacs, les intestins grêles, les gros intestins, les reins, les pancréas, les glandes

surrénales, les testicules, du gras péritonéal et les vessies de 2 mâles C57BL/6J âgés de 12

semaines ont été prélevés. Les VG ont été disséqués et les estomacs, pancréas, intestins et

vessies ont été nettoyés dans du tampon phosphate 100 mM. Tous les tissus ont été

rapidement épongés sur du papier absorbant, coupés en petits morceaux, puis plongés dans

de l’azote liquide.

Pour l’expression ontogénique des gènes du chr Y, les coeurs de mâles C573L/61 et

C57BL/6J-chrY A/J ont été prélevés. Les groupes étaient composés dans chaque souche de
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5 foetus (E17.5), 5 nouveaux-nés, 5 juvéniles âgés de 1 semaine, 5 juvéniles âgés de 2

semaines et 5 adultes (12 semaines). Les VG ont été rapidement disséqués, épongés sur du

papier absorbant, coupés en petits morceaux puis plongés dans de l’azote liquide.

L’ARN total a été extrait et purifié à l’aide d’un kit commercial RNeasy minikit

(Qiagen Canada, Mississauga, ON), avec une une étape de digestion de l’ADN afin

d’éliminer tout contaminant génomique. Après resuspension des échantillons dans du

tampon TE (pH 8.0), l’ARN a été quantifié par mesure spectrophotométrique de

l’absorbance à 260 nm. La pureté de l’ARN a été estimée avec le ratio des absorbances à

260 nm et 280 nm. L’ADNc a finalement été synthétisé à partir de 2 jig d’ARN total en

utilisant le protocole standard fourni avec l’enzyme Superscrit II reverse transcriptase

(Invitrogen Canada, Burlington, ON).

Amptcation de t’ADNc par PCR

Les paires d’oligonuclétides ont été conçues pour chevaucher au moins une jonction

exon-exon (Tableau 6, page 198). Le gène Sry n’étant composé que d’un unique exon, une

réaction de PCR a été effectuée à partir d’ARN total afin de contrôler pour une

contamination génomique.

Chaque réaction de PCR a été effectuée dans 20 tl de mélange réactionnel

contenant 2.5 unités de Taq polymérase (Qiagen Canada, Mississauga, ON), lx de tampon,

lx de solution Q, 200 iM de chaque dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP), 0.5 tM

d’oligonucléotide sens, 0.5 tM d’oligonucléotide antisens, 100 ng d’ADN, ‘420 traitée au

DEPC. Les réactions ont été effectuées avec un thermocycleur PTC-225 DNA Engine

Tetrad (MJ Research, Waltham, MA) de la façon suivante: 5 min de dénaturation à 95°C

suivies de 30 cycles d’amplification (1 min de dénaturation à 95°C, 30 sec d’hybridation à

60°C et 30 sec d’élongation à 72°C). Les produits d’amplification ont été visualisés sous
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lumière UV, après électrophorèse sur gel d’agarose à 1.5% contenant du bromure

d’éthydium.

Amptfication de l’ADNc par PCR en temps réet avec ta technologie SYBR green

Le gène RpsJ6, codant pour la sous-unité ribosomale l6S, a été utilisé comme

référence (sens: 5’ -CATGGTCCAGCTCACAACC-3’; antisens: 5’ -CCACAATGCGGTAAAAAGG

3’). L’expression du gène du récepteur aux androgènes (Ar) a été testée avec les

oligonucléotides suivants: sens: 5’-cTcAccAAGcTccTGGATTc-3’; antisens: 5’-

AGGAAAGTCCACGCTCACC-3’. Ces deux paires d’oligonucléotides chevauchent au moins

une jonction exon-exon.

Pour chaque paire d’oligonucléotides, une courbe standard a été effectuée afin de

déterminer quelle dilution de la solution d’ADNc serait nécessaire pour la quantification

subséquente. Chaque réaction de PCR en temps réel a été effectuée dans 20 tl de mélange

réactionnel contenant lx de mélange PCR QuantiTect SYBR green 2x (Qiagen Canada,

Mississauga, ON), 0.25 tM d’oligonucléotide sens, 0.25 p.M d’oligonucléotide antisens, 2

d d’ADNc dilué (1/10, 1/20, 1/40, 1/20, 1/160, 1/320 ou 1/640), H20 traitée au DEPC. Les

réactions ont été effectuées avec un thermocycleur Mx3005P (Stratagene, La Joua, CA) de

la façon suivante : 15 min de dénaturation à 95°C, 40 cycles d’amplification (45 sec de

dénaturation à 95°C, 30 sec d’hybridation à 58°C et 30 sec d’élongation à 72°C) et

finalement une incrémentation de la température de 55°C à 95°C. Cette dernière étape

pennet de construire une courbe de dissociation qui renseigne sur la spécificité des

oligonucléotides. Afin de confirmer les résultats de la courbe de dissociation, les produits

d’amplification ont été visualisés sous lumière UV, après électrophorèse sur gel d’agarose à

1.5% contenant du bromure d’éthydium. Dans tous les cas, l’analyse de la courbe standard

a montré qu’une dilution de travail 1/100 des ADNc était adéquate. Des PCR en temps réel

ont de nouveau été effectuées avec cette dilution, et le rapport de l’expression de chaque

gène sur l’expression de Rps]6 a été calculé.
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Séquençage des gènes Ddx3y et EjJ2s3y

Environ 1 kb du promoteur, les exons (incluant 30 pb des introns flanquants) et la

région 3’UTR des gènes Ddx3y et Eij2s3y ont été séquencés à partir des amplifications par

PCR décrites plus haut. Le séquençage a été effectué par le Centre d’Innovation Génome

Québec et Université McGill (Montréal, QC).

Castratioji des souris males

Les chirurgies ont été effectuées par Sonia Bélanger, technicienne en santé animale

employée dans mon laboratoire au moment de l’expérience.

Des mâles A/J, C57BL/6J, C57B1!6-chrY A/J et A/J-chrY C573L/6J âgés de 4

semaines ont été castrés. Les souris ont été anesthésiées avec de l’isoflurane gazeux en

utilisant un vaporisateur de table. L’anesthésie a été induite dans une chambre de

contention avec 5% d’isoflurane dans de l’02 à 100%, puis maintenue par l’intermédiaire

d’un cône nasal avec un flux de 0.2 hmm d’isoflurane à 1.5-2% dans de I’02 à 100%. Pour

éviter une hypothermie pendant la procédure, les animaux reposaient sur un tapis chauffant

à 37°C. Les testicules ont été exposés à travers une petite incision, ligaturés avec une suture

simple puis excisés. L’incision a ensuite été refermée avec du fil à suture absorbable. Les

animaux du groupe contrôle ont subi une chirurgie simulée, c’est-à-dire sans exposition et

excision des testicules. Les animaux ont pu récupérer de l’opération pendant 30 min sous

une lampe chauffante, puis ils ont été mis dans une cage propre avec un accès libre et

illimité à l’eau et à la nourriture.

Supplémentation en testostérone

Les mâles A/J, C57BL/6J, C57B1/6-chrY A/J et A/J-chrY C57BL/6J castrés ont été

utilisés à l’âge de $ semaines. Tous les deux jours, les animaux ont reçu des injections
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sous-cutanées de soit 0.2 mg/kg, soit 0.8 mg/kg de cypionate de testostérone (Sandoz

Canada, Boucherville, QC) dilué dans de l’huile de maïs. Les animaux contrôle ont reçu

uniquement le véhicule. Le traitement a été suivi pendant 4 semaines.

Poids des vésictites séminales

Les mâles ayant été castrés puis injectés (contrôle, 0.5 mg!kg et 2.0 mg/kg de

cypionate de testostérone) ont été utilisés à l’âge de 12 semaines. Les vésicules séminales

ont été prélevées, épongées sur du papier absorbant et pesées. Les tibias gauches ont été

prélevés, autoradiographiés, puis les images de tibia ont été mesurées à l’aide d’un pied à

coulisse. Le rapport du poids des vésicules séminales sur la longueur du tibia a ensuite été

calculé. J’ai choisi la longueur du tibia car le poids corporel différait significativement entre

les animaux traités à la testostérone et ceux ayant reçu le véhicule.

Isolation des cardiomyocytes et vidéo-microscopie

Les souris ayant subi la chirurgie simulée et ceux qui ont été castrés puis injectés

(contrôle, 0.5 mglkg et 2.0 mg!kg de cypionate de testostérone) ont été utilisés à l’âge de 12

semaines. Les animaux sous anesthésie ont été pesés puis le coeur a rapidement été prélevé.

Les cardiornyocytes ont ensuite été isolés par perfusion aortique rétrograde comme décrit

précédemment (Zhou et al, 2000) et dans le chapitre 4.

Dosage de la testostérone ptasmatiqt,e

Des souris mâles AIJ, C57BL/6J et C57B1/6-chrY A/J âgées de 12 semaines ont été

utilisées. Un volume de 150 tl de sang a été prélevé par la veine sous-mandibulaire, sur les

animaux non anesthésiés, dans des tubes eppendorf contenant de l’EDTA (6 tM final). Le
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plasma a été récolté après centrifugation à 1500 rpm pendant 15 mm, puis conservé à —

80°C.

La testostérone plasmatique a été dosée par une méthode immunologique

enzymatique à l’aide du testosterone LIA kit de Cayman Chemical (Ann Harbor, MI). Cet

essai est basé sur la compétition entre la testostérone libre plasmatique et une molécule

conjuguée de testostérone-acétylcholinestérase, pour un nombre limité d’anticorps de lapin

dirigés contre la testostérone. Le produit de la réaction de l’acétylcholiestérase avec son

substrat a une couleur jaune caractéristique et absorbe à 412 nm. L’intensité de la couleur,

mesurée par spectrophotométrie, est inversement proportionnelle à la quantité de

testostérone libre d’origine plasmatique. Les échantillons ont été purifiés au préalable avec

une extraction à l’éther, tel que précisé dans le protocole du fabricant.

Mesttre de ta distance ano-génitate

La distance ano-génitale mesurée chez des souriceaux est un reflet de l’ampleur du

pic de tesostérone testiculaire prénatal (Vom Saal, 1979). Des souriceaux mâles et femelles

A/J, C57BL/6J, C57B1/6-chrY A/J et A/J-chrY C57BL/6J âgés de 4 jours ont été utilisés.

Après décapitation, les souriceaux entiers ont été fixés pendant 1 à 2 jours dans une

solution tampon de phosphate (80 mM) contenant 1.5% de glutaraldéhyde. Les animaux ont

ensuite été placés sur le plateau d’un stéréoscope à dissection MZ12 (Leica Microsystems

Canada, Richmond Hill, ON) et les images de la région ano-génitale ont été acquises à

l’aide d’une caméra MicroPublisher 3.3 RTV (Qimaging, Surrey, BC) et du logiciel

Northern Eclipse v.7.0 (Empix, Mississauga, ON). La distance ano-génitale, correspondant

à la distance entre la partie caudale de la papille génitale et la partie rostrale de l’orifice

anal, a été mesurée à partir des images à l’aide du logiciel Northern Eclipse v.7.0.
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Immunobuvardage de type Western dii récepteur aux androgènes

J’ai effectué cette expérience avec l’aide de Sylvie Picard, assistante de recherche

au laboratoire.

Des souris mâles Ail. C57BL/6J, C57B116-chrY Ail et A/J-chrY C57BL/6J âgées de

12 semaines ont été utilisées. Les VG ont été rapidement disséqués puis épongés sur du

papier absorbant. L’extraction des protéines et l’immunobuvardage de type Western des

récepteurs aux androgènes ont été effectués comme décrit précédemment (Monks et al,

2006). Après buvardage, les membranes de transfert ont été coupées à 75 kDa afin de

permettre des incubations en parallèle avec les anticorps primaires anti-AR ($anta Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA; dilution 1/500; AR 108 kDa) et anti-actine c (Sigma

Aldrich, Saint-Louis, MO; dilution 1/10 000; actine Œ = 43 kDa). Le rapport de

l’irnmunoréactivité de AR sur celle de l’actine u a été calculé.

Analyses statistiques

Les résultats du dosage de la testostérone plasmatique ont été évalués par des

ANOVA non paramétriques à un facteur contrôlé (test de Kruskal-Wallis), suivies d’un test

de comparaison multiple de Newmairn-Keuls. Les mesures de la distance ano-génitale et les

résultats de l’immunobuvardage de type Western ont été évalués par des ANOVA à un

facteur contrôlé, suivies d’un test de comparaison multiple de Tukey. Pour toutes les autres

mesures, des ANOVA à deux facteurs contrôlés ont été effectuées, suivies d’un test post

hoc de Bonferroni. Toutes les analyses ont été faites à l’aide du logiciel GraphPad Prism

v.4.03 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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Résultats

Expression des gènes dtt chr Y dans le coeur

J’ai vérifié dans un premier temps que les gènes localisés sur le chr Y (d’après les

bases de données génomiques) étaient bien spécifiques des mâles. En effet, les révisions

successives des assemblages du génome de la souris depuis 2005 ont mené à

l’identification de plusieurs erreurs dans la composition en gène du chr Y, notamment des

gènes supposément dupliqués à partir des autosomes. À l’époque où j’ai débuté ce projet, il

y avait, par exemple, une duplication possible du gène Sgcb (codant pour le sarcoglycan 13)

du chr 5 vers Yq. Or les mutations des protéines structurales sarcoglycans ont un impact

majeur dans la dystrophie musculaire et les cardiomyopathies (Zhu et ai, 2002). En

particulier le sarcoglycan 13 a un rôle central dans l’assemblage du complexe dystrophine

sarcoglycans (Shi et al, 2004) et des mutations dans Sgcb ont été reliées à une forme sévère

de cardiomyopathie (Barresi et al, 2000). Ce gène représentait donc un candidat idéal pour

expliquer les différences observées entre les souris A/J et C57BL/6J. Cependant, une

analyse des chromosomes en métaphase par hybridation fluorescente in situ (FISH) a révélé

que le gène Sgcb avait une localisation exclusivement autosomale (résultats non montrés).

Finalement, seuls les 13 gènes cités en introduction du présent chapitre ont été

retenus: Rbmylal, Sry, Zfy2, Usp9y, Ddx3y, Uty, Ezj2s3y, Jarid]d, Ubelyl, Zj5’ 1, $slyl,

$sty2 et $ly. Les amplifications par PCR de ces gènes à partir d’ADN génomique ont

permis de conclure qu’ils étaient tous présents dans le génome des mâles et absents de celui

des femelles (Tableau 7, page 199).

Cinq de ces 13 gènes étaient exprimés dans le coeur de souris mâles adultes (mais

pas dans le coeur de souris femelles adultes) : Ddx3y, Uty, EiJ2s3y, Jaridld et $ly (Tableau

7, page 199). Une analyse au niveau d’autres tissus a par ailleurs révélé que l’expression de

ces 5 gènes était largement ubiquiste (Figure 9, page 200). J’ai finalement étudié

l’expression de ces gènes au cours du développement chez des souris mâles possédant un
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chr Y d’origine C573L/6J ou A/J dans un contexte génomique identique C57BL/6J

(souche parentale C57BL/6J et lignée consomique C57BL/6J-chr Y A/J respectivement).

Les résultats des PCR en temps réel montrent une légère différence uniquement à la

naissance pour Ddx3y (P <0.001) et Ezj2s3y (P <0.001) (Figure 10, page 201).

J’ai alors séquencé environ 1 kb du promoteur, les exons (incluant au moins 30 pb

introniques en 3’ et en 5’ des exons) et la région 3’UTR des gènes Ddx3y et Ef2s3y

d’origine C573L/6J ou A/J. Aucun polymorphisme n’a été détecté.

Effets combinés du cltr Y et de ta castration sur ta taille des cardiomyocytes

Une castration prépubertaire chez les mâles C57BLI6J a induit une diminution de la

taille des cardiomyocytes à l’âge adulte (P < 0.001). Cependant, la castration n’a pas eu

d’effet sur la taille des cellules chez les souris consomiques C57BL/6J-chrY A/J, pour

lesquelles le chr Y d’origine C57BL/6J est substitué par celui des A/J. De manière inverse,

la castration n’a eu aucun impact sur les cellules des mâles A/J castrés, alors qu’une

diminution de leur taille était observable chez les consomiques A/J-chrY C57BL/6J (P <

0.001) (Figure 11, page 202). Une explication possible était que l’origine du chr Y

influence la réponse des cellules cardiaques à la testostérone.

Afin de tester cette hypothèse,j’ai vérifié si l’origine du chr Y était associée avec un

effet de la testostérone lorsqu’administrée à des souris adultes castrées avant la puberté. Le

traitement à la testostérone a augmenté la taille des cardiornyocytes des souris adultes

C57BL/6J de manière dose-dépendante (comparaison avec les animaux ayant reçu le

véhicule : P < 0.05 pour 0.2 rng/kg de testostérone; P < 0.001 pour 0.8 rng/kg de

testostérone), mais aucun effet n’a été observé chez les C57BL/6J-chr Y A/J. D’un autre

côté, les cellules des souris adultes A/J-chr Y C57BL/6J ont répondu à la testostérone

(comparaison avec les animaux ayant reçu le véhicule: P < 0.01 pour 0.2 mg/kg de
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testostérone; P < 0.001 pour 0.8 mg/kg de testostérone), d’une manière similaire aux

C57BL/6J (Figure 12, page 203).

Il est à noter que la réponse aux androgènes n’a pas été affectée de cette façon dans

toutes les cellules somatiques puisque le traitement à la testostérone a eu un impact

comparable sur le poids des vésicules séminales dans les 3 souches (Figure 13, page 204).

Niveatix de testostérone et expression des réceptettrs aux androgènes

À l’âge adulte, les mâles C57BL/6J présentaient des niveaux de testostérone

plasmatique plus bas que les A/J et les consomiques C57BL/6J-chrY A/J. Ainsi la

substitution du chr Y d’origine C57BL/6J par celui des Ail, dans le fonds C573L16J,

s’accompagne d’une augmentation de la concentration plasmatique de testostérone (Figure

14, page 205).

La distance ano-génitale ne présentait aucune différence entre les femelles A/J,

C57BL/6J, C57BL/6J-chrY A/J et A/J-chrY C573L/6J. Chez les mâles, les C57BL/6J

présentaient une distance ano-génitale plus grande que les A/J ou les lignées consomiques

(P <0.01 lorsque comparés aux A/J; P <0.01 lorsque comparés aux A/J-chrY C57BL/6J; P

< 0.001 lorsque comparés aux C573L/61-chrY A/J). De façon intéressante, la substitution

du chr Y d’origine C57BL/6J par celui des A/J, dans le fonds C57BL/6J, était reliée à une

diminution marquée de la distance ano-génitale (P < 0.00 1). Quant à la substitution du chr

Y dans le fonds Ail, elle n’a pas semblé avoir d’effets (Figure 15, page 206).

Enfin, l’analyse de l’expression ontogénique du messager du récepteur aux

androgènes n’a pas montré de différences entre les lignées C57BL/6J et C57BL/6J-chrY

Au, qui possèdent le même gène Aï (localisé sur le chr X et codant pour le récepteur aux

androgènes), mais qui diffèrent pour le chr Y (f igure 16A, page 207). De façon similaire,

l’expression protéique du récepteur était comparable dans les 2 souches parentales et les 2

lignées consomiques (Figure 16B, page 207).
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Résumé des résultats

Une expression différentielle a été observée pour les gènes Ddx3y et EJ2s3y dans le

VG de souris mâles C57BLI6J et consomiques C57BL/6J-chrY A/J, uniquement à la

naissance. Cependant, le séquençage de ces gènes n’a pas mené à l’identification d’un

polymorphisme.

Des expériences de castration prépubertaire et de traitement chronique à la

testostérone ont suggéré que le chr Y des C57BL/6J sensibilise les cardiomyocytes aux

effets de la testostérone.

L’expression du récepteur aux androgènes ne varie pas en fonction du chr Y

C57BL/61 ou A/J, tant au niveau du messager que de la protéine.

Les niveaux de testostérone circulante à l’âge adulte sont plus bas chez les mâles

C57BL/6J que chez les A/J. Par contraste, le pic de testostérone prénatal (estimé à partir de

la distance ano-génitale chez les souriceaux) est plus important chez les C57BL/6J que chez

les A/J. Enfin, dans le fonds C57BL/6J, le chr Y semble jouer un rôle dans les niveaux de

testostérone pendant la période périnatale ainsi qu’à l’âge adulte.
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Tableaux

Tableau 3 : Oligonucléotides pour les amplifications génomiques des gènes du chr Y.

. Séquence de , , . , , Taille
Gene Sens (5 —> 3) Antisens (5 —* 3)

reference (pb)

Ddx3y BC021453 GCCATGGCGCAGTATTAACT TTTGAAGAAACTCCGGTTCG 200

Ej2s3y NMO12O11 GGAACATTGGCAAAGGCTTA CCTGGAAGCACTCACTAGGC 194

Jarid] d NMO 11419 AGCCATCCAGATTCCTTGTG AAGGATCCCACACCCTTTTC 223

Rbrnyla] NM011253 TGCATTGCTATTTTGCCTCT CACGCAATACTGGCCTCTAA 185

$ly NM2O 1530 GTCATTGGGGATGGATTCTG GAAGCCGAGGATTTCAAACA 199

Siy NM011564 GCCTGTTGATATCCCCACTG TGGTGGTGGTCATGAAACTG 189

$styl NM009220 CTGCCCTGGAACTCACTTTG GAGAGAATGCAGGACCAAGG 221

$sty2 AK006494 AATGCCAAAGCTCCTGTTTG TATCTTCCCAGGGACACAGC 185

Ube]y] AF 150963 GGCCTAGAAGCAATGTCCAG TAAGCAAGCACACAGGCATC 197

Usp9y NM148943 TTGAAGAGGccAACTnGTG AGGCCACCTTGGGTTACAIA 192

Uty AF057367 TTCAGTGGCTTTGAACCCTAA GGAGTGGTGGTGGAACAAAT 189

Zfy]/2 X143$2 CCCCTGTGTAGGCIGIGATT GCITTCCTGTCTGGGTGTGT 234



Tableau 4:

séquençage.

Prom + cxl

Ex2

Ex3

Ex4

Ex5

Ex6

Ex7

Ex$

Ex9 & 10

Exil & 12

Ex13 & 14

Ex15 & 16

Ex16 & 17

3’UTRl

3’UTR2

3’UTR3

GCAAGAAACTCTTTAGGGGATG

CCTAAATGAGTGGGCTGAAAC

GGTATCCAGCGTGGTTTTTG

TTÂGGCCTTCATTCCCACTG

CATTTGTAGCTCCCTTTTTGG

CCATCACAGGAGAACAGTGG

AGGGTCAGAAGGATGGCTTAG

CTCAGGTCCAATGCAAAAGC

CCTTTTGAGACCTTGCTTCAC

GGGTACTTTCTGGCTTTTGC

CCCTTATCCTTCCCATTTCTG

AGTCAGCCTTGCAAATCCTC

TTCTAGGCCCCATGGTCTAC

GCAGATTCAGTGGAGGATTTG

TTCATGAGAGCTCAAAGTCACAA

TATGCAGCAGCAGGCTTTAC

TGTGTCAAGAACTTGGTTCAGA

TGGCCAAGTTAAAACAAAGG

TTTCAGCTCAGGGTGGTTTC

CAAAGACTTCCTGAAGGGATG

CACTGGATAGCCATTGTTGG

GACCCAGATGCCTTAAGAAGC

TCCCCTCACAAGTTGTCCTC

GGGGAACAAAAGAGTTGCTG

AAGCCAGAAAGTACCCTGGAG

TGGGAAGGATAAGGGTGGAC

CAGACAGAGACACACACAAAACC

TTTGAGGTCCCAAGATCCAG

CCACCAAATCCTCTGTTGTG

GGTACAACCAAGCAGGAAGTG

AAAGCCTGCTGCTGCATAAT

CGTGTGCCACCACTTCAG

TTCCAATTGCCTTTCATTTTG

Oligonucléotides pour amplifier partiellement le gène Ddx3y à des

196

fins de

Prom

Taille
Séquence Sens (5’ —* 3’) Antisens (5’ —* 3’)

(pb)

TCAGTTTAATTATCCGGCTTCC 649

690

273

607

613

602

54$

579

534

662

742

57$

625

63$

791

693

560

Prom: promoteur; Ex : exon; 3’UTR: région 3’ transcrite non traduite. Lorsque 2 exons

sont mentionnés, cela signifie que l’intron intercalé est aussi amplifié.



Tableau 5:

séquençage.

Prom

Prom + exi

Ex2

Ex3&4

Ex5

Ex6

Ex7

Ex8

Ex9

ExlO

Exil

Ex12

CTCGCCAGTTTTTGGATTTG

TTGGGATGGAGGTTAGGATG

TTTCTCGACCGCTAAAATCC

AGTGTCTCAGGCTCACAGAGG

GATCATCCCCTTTCCACCTC

TCTTGGGTCTTGGTTTCACC

GTCAGTGCACTCAACCCTCA

GCTGGCCTCAAACTCTGAAA

GCTTGTGCACCAATACCATC

TCTACAGGGGACCAAATGAG

CGTGGATCCATACACCAGAC

CCTTCTTCTGGCCTCTACCG

CAGCTACTTGCCATGGACTTC

CAGTCGGTATCACCGGTCTC

ACACCCAAGTCTCGAGGATG

GGCTACTAAGCAACTGTCACATC

AACCAAGTTCAATGCTTCTGG

CACCATAAATTCTGTGTTTGGATG

GTGGTGCATGCCTTTAATCC

CCAGAGAGATCCAACTTCTGGTA

TGGACAAATAGCCCTTTGAATAC

AGAGCACCGACTGTTCTTCC

CCAGATTGCAAAGTGAAGACC

TGAGGCAAAATTGAATCCAG

sont mentionnés, cela signifie que l’intron

Oligonucléotides pour amplifier partiellement le gène Eij2s3y à des

197

fins de

Taille
Séquence Sens (5’ — 3’) Antisens (5’ —* 3’)

(pb)

476

499

501

72$

486

457

502

510

531

524

587

663

Prom: promoteur; Ex: exon. Lorsque 2 exons

intercalé est aussi amplifié.
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Tableau 6: Oligonucléotides pour amplifier les messagers des gènes du chr Y.

GTGCCTTCTTGGTTGGAAAG

AGGAGGCAGAGTTAGTGCAG

TCCCAATCTAGAGCGCATTC

AGCCAGGAGACCATCATCAC

CGAACGAACGAGAGAGGAAG

TTATGGTGTGGTCCCGTGGT

GTGGTCTGTGAAAGGCAAGC

TGGTGCCTGGTCTCTATCAG

TGTCCAAGAAACGCAAAGTG

GGAATGGCTTGGAGATGAAC

ATGGAGAAGGGCATGAGAAC

AGGTGTTCTGGGTTTTCAGG

AATCCAGCATTTGCAGAACC

CTTCTTATCTGGCCCCAACC

GAACCACCTTTTGCCTCCTC

TGCAAAGTGTCTCCCAGAAG

TCCCCAAGTTCATCAAAACC

GGCCTTTTTTCGGCTTCTGT

CCAGCCTCAGGATTATTTGG

CGTTTACGCCAGACACAATG

ACACTGGAAGCCTGGAGATG

TCTTGGTCATCAGGGTCCTC

AGTTGGTGGTCTTGGAGGTG

TGCATCAGCTCCTATTCCATC

Gène
Taille

Sens (5’ —÷ 3’) Antisens (5’ — 3’)
(pb)

Séquence de
référence

BC021453

BC043656

AF127244

NMO1 1253

BC049626

NMO1 1564

X05260

AK006494

AF150963

NM_1 48943

Af057367

X143$2

Ddx3y

Ep’2s3y

Jaridld

Rbrnylal

Sty

$ry

Sstyl

Ssty2

Ubelyl

Usp9y

Uty

Zj5’1/2

137

144

116

202

234

124

200

205

206

192

201
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Tableau 7 : Expression des gènes du chr Y dans les coeurs de souris C57BL/6J adultes.

Présence génomique Expression cardiaque
Gène

Mâle Femelle Mâle Femelle

Gènes du chr Y exprimés dans le coeur

Uty + +

Ddx3y + - +

Jaridld + - +

Sty + - +

Ejf2s3Y + - +

Gènes du clir Y non exprimés dans ]e coeur

Usp9y + -

Rbinylal +

$ry +

ZJj4/2 +

Sstyl +

Ssty2 +

Ubelyl +
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Figures
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Figure 9 : Expression ubiquiste des gènes du chr Y exprimés dans le VG. Aucune bande

n’était visible en regardant le gel directement sous lumière UV pour $iy dans la rate et le

pancréas. Dans tous les autres cas, une bande était visible.
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Figure 10 : Quantification de l’expression des gènes du chr Y dans le VG. Des PCR en

temps réel ont été effectuées avec la technologie SYBR green, à partir d’ADNc de VG. Le

rapport de l’expression de chaque gène sur l’expression du gène de référence 16S a été

calculé à différents moments du développement (jour embryonnaire E17.5, naissance, 1

semaine, 2 semaines et 12 semaines). p <0.001.
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Figure 11 Effets d’une castration sur la taille des cardiomyocytes isolés. La surface des

cardiomyocytes, isolés à partir de coeurs de souris mâles âgés de 12 semaines, a été

mesurée. Les animaux ont été castrés avant la puberté, à l’âge de 4 semaines. ‘‘K p <

0.001.
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Figure 12 Effets de la testostérone sur la taille des cardiomyocyles isolés. La surface des

cardiomyocytes, isolés à partir de coeurs de souris mâles âgés de 12 semaines, a été

mesurée. Les animaux ont été castrés avant la puberté (à l’âge de 4 semaines), puis ils ont

reçu des injections sous-cutanées de cypionate de testostérone tous les deux jours, entre les

âges de 8 et 12 semaines. * p <0.05; ** p <0.01; p <0.001.
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Figure 13 Effets de la testostérone sur la taille des vésicules séminales. Le rapport du

poids des vésicules séminales sur la longueur du tibia gauche a été calculé chez des souris

mâles âgées de 12 semaines. Les animaux ont été castrés avant la puberté (â l’âge de 4

semaines), puis ils ont reçu des injections sous-cutanées de cypionate de testostérone tous

les deux jours, entre les âges de 8 et 12 semaines.
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Figure 14 : Niveaux de testostérone plasmatique chez des mâles adultes. * p < 0.05.
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Figure 15 : Distances ano-génitales mesurées chez des souriceaux âgés de 4 jours. La

distance entre la partie caudale de la papille génitale et la partie rostrale de l’orifice anal a

été mesurée sur des souriceaux mâles et femelles âgés de 4 jours. n.s. : non significatif; ***

p < 0.001.
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Figure 16: Expression des récepteurs aux androgènes dans le VG. A: expression

ontogénique du messager du gène Ar, mesurée par PCR en temps réel avec la technologie

SYBR green, à partir d’ADNc de VG. Le rapport de l’expression de Ar sur l’expression du

gène de référence 16$ a été calculé. B : expression protéique du récepteur aux androgènes

mesurée par immunobuvardage de type Western, dans des VG de souris mâles âgées de 12

semaines. Le rapport de l’irnmunoréactivité de AR sur celle de l’actine Œ a été calculé.
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Chapitre 6 : Discussion

Our belief in a hypothesis can have no stronger

basis than our repeated unsuccessful critical

atternpts to refute it.

Karl Popper (The logic of scientific discovery)
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Mieux comprendre les bases génétiques d’un caractère complexe

L’héritabilité de la MVG indépendamment de la PA a été démontrée à la fois chez

l’humain (Maron et ai, 1984; Greaves et ai, 1987; Verhaaren et ai, 1991; Gardin et ai,

1995a; Gardin et ai, 1995b; Post et ai, 1997; Garner et ai, 2000) et chez le rat (Tanase et ai,

1982). Ii en ressort que ia variabiiité de la masse cardiaque est attribuabie dans une grande

proportion aux facteurs génétiques. L’étiologie de i’HVG de cause non mendélienne dans

ia population généraie est donc ie résuitat des effets de nombreux gènes, de

l’environnement et de l’interaction entre ces différents facteurs. À ce titre, on peut quaiifier

i’HVG de maiadie compiexe (Deschepper et ai, 2002a).

Queiques études d’association avec i’HVG chez l’humain ont mené à

l’identification de polymorphismes morbides dans plusieurs gènes candidats (Tableau 2,

page 52), incluant principaiement des gènes reliés au système rénine-Ang Il-aidostérone

(ACE, ACE2, AT2, AS). L’accumuiation de connaissances sur la régulation de la MVG a

permis de tester aussi des gènes impiiqués dans le tonus vascuiaire (NPPA, NPR1, ADDY,

eNOS et I32BKR), le métabolisme énergétique (GHSR) ou l’activation sympathique (1H).

Maigré ces résuitats encourageants, i’approche par gène candidat présente les limitations

suivantes (MacRae, 2000; Cardon & Bell, 2001):

1. La connaissance des mécanismes moléculaires qui contrôlent le phénotype est

fragmentaire, et donc ie nombre de candidats à tester est restreint.

2. La stratification insoupçonnée des popuiations humaines, due aux différences

entre groupes ethniques, ne permet pas de généraliser ies résuitats d’une

association.

3. La petite taille des populations étudiées diminue la probabilité de détecter un

déséquilibre de liaison avec les gènes testés.
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4. La validité de chaque étude doit être testée par réplication des résultats dans des

populations indépendantes, et peut requérir de façon ultime des méta-analyses.

La cartographie de QTL par criblage de génomes entiers est une approche

radicalement différente. Elle permet de disséquer un caractère quantitatif en un certain

nombre de loci génétiques sans faire d’hypothèse préalable sur leur position ou leur

fonction (Lander & $chork, 1994). Dans un second temps, ces unités génétiques discrètes

sont analysées par des méthodes classiques, telles que le clonage positionnel, afin

d’identifier les polymorphismes morbides (Lander & Botstein, 1989; Altrnuller et ai, 2001).

Cependant, la cartographie de QTL est une entreprise difficile dans des populations

humaines pour les raisons suivantes (Schork, 1997)

1. Les facteurs environnementaux sont difficilement contrôlables.

2. L’expression des gènes impliqués dans la mise en place du caractère complexe

évolue au cours du développement d’un individu.

3. Les populations humaines manquent d’homogénéité génétique.

La cartographie génétique chez les modèles animaux, notamment les rongeurs de

laboratoire, offre une alternative intéressante. Avant tout, la synténie est très forte entre les

différentes espèces animales, à plus forte raison dans un même clade. Ainsi, le rat, la souris

et l’humain, tous mammifères euthériens, partagent plus de 90% de leurs gènes (Rat

Genome Sequencing Project Consortium, 2004). D’autre part, le développement du coeur

est extrêmement semblable. La septation, qui est la partition des chambres cardiaques, suit

la même séquence d’évènements, alors que la maturation des valves et du myocarde est très

similaire (Wessels & Sedmera, 2003). La physiologie cardiovasculaire de ces trois espèces

présente aussi des similitudes intéressantes. Initialement, le rat a d’ailleurs été un modèle de

choix pour les physiologistes et les pharmacologistes, alors que les généticiens lui ont

préféré la souris (Jacob & Kwitek, 2002). Le récent séquençage des trois génomes, couplé

aux progrès technologiques qui entraînent le développement d’instruments de mesure
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performants sur des petits animaux, permettent maintenant de compiler les données

génétiques et physiologiques acquises dans les deux modèles de rongeur, et d’en tirer des

conclusions pertinentes pour la santé humaine (Hasenfttss, 1998; Hoit & Nadeau, 2001;

Jacob & Kwitek. 2002).

Toutefois, il faut garder en tête que des variations physiologiques propres à chaque

espèce sont documentées. Par exemple, le coeur d’un rat au repos bat 5 fois plus vite que

celui d’un humain, la relation force-fréquence est inversée, et la récupération du Ca2

cytosolique est principalement médiée par les pompes du reticulum sarcoplasmique, alors

que les échangeurs Na/Ca2 ont un rôle plus important chez l’humain (Hasenfuss, 1998).

Quant à la souris, son coeur au repos bat 10 fois plus vite que celui d’un humain (Chu et al,

2002). À l’âge adulte, le VU des deux espèces de rongeurs exprime principalement

l’isoforme Œ de la chaîne lourde de myosine, tandis que celui d’un humain exprime

l’isoforme 13. Une transition vers l’expression de l’isoforme f3 s’effectue seulement en cas

de surcharge hémodynamique chez les rongeurs (Swynghedauw, 1986).

Outre le séquençage de leur génome et la remarquable densité en marqueurs des

cartes génétiques, le rat et la souris offrent des ressources de premier choix d’un point de

vue génétique. Leur petite taille, leur maturité sexuelle rapide (4 à 6 semaines) et leur

période de gestation courte (3 semaines) permettent de créer et de maintenir des colonies

importantes en milieu contrôlé. Ce dernier point est capital, car la maîtrise des facteurs

environnementaux permet de réduire les variations phénotypiques aux seuls effets

génétiques. Au cours du XX1e siècle, de nombreuses lignées consanguines ont été

développées. Ces ressources offrent une homogénéité génétique idéale au sein de chaque

souche, tout en présentant une variété de phénotypes pertinents en terme de maladies

humaines d’une lignée à l’autre. De plus, la généalogie de ces lignées est bien connue. Chez

le rat, 63 souches consanguines et 214 souches dérivées ont été analysées afin d’établir la

phylogénie des rats de laboratoire (Canzian, 1997). Chez la souris, l’histoire de plus de 450

lignées a été déterminée avec précision sur des bases moléculaires et historiques (Beck et

al, 2000; Petkov et ai, 2004). La souris étant le modèle de choix pour la mutagénèse dirigée,
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la variabilité génétique de certaines sous-lignées, comme celles dérivées de la souche 129,

a été particulièrement investiguée (Simpson et al, 1997b).

Cartographie de QTL liés à la masse cardiaque

Étude chez le rat

À partir de croisements entre les souches consanguines SHR (hypertendue et

présentant une MVG élevée) et WKY (PA et MVG normales), il a été possible de séparer

l’HVG et l’hypertension par sélections successives chez le rat (Hendley & Ohlsson, 1991).

Ceci a mené à la création de la nouvelle lignée consanguine WKHA, qui présente toutes les

caractéristiques d’une HVG concentrique bien que la PA soit normale (Deschepper et al,

2002b).

Avant mon arrivée au laboratoire, l’analyse partielle des mâles issus d’un

croisement F2 entre les rats consanguins WKY et WKHA avait conduit à l’identification

d’un QTL majeur lié à la MVG sur le chr 5 (Crn24) (Deschepper et ai, 2001). J’ai ensuite

poursuivi l’analyse du même croisement F2 entre les souches de rats consanguins WKY et

WKHA, en étendant la cartographie à la totalité du génome dans les deux sexes (voir article

1, chapitre 2). Les QTL sont maintenant répertoriés dans la banque de données publique

Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu/), avec un changement de nomenclature par

rapport à l’article 1 (Chapitre 2) détaillé dans le Tableau 8, page 214.

Afin de maximiser les chances de cartographier un QTL, il est recommandé de

sélectionner des souches parentales qui contrastent pour le phénotype d’intérêt, mais qui

présentent aussi un degré élevé de polymorphisme génétique. En effet, seules les portions

de génome polymorphes sont détectables dans la population ségrégeante après

recombinaison méiotique, et ce sont donc elles qui apportent l’information nécessaire pour

construire une carte de liaison des marqueurs, et finalement cartographier des QTL. Or les
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souches WKHA dérivent d’un croisement entre les rats WKY et SHR. L’analyse

d’empreintes génétiques a montré que ces deux dernières lignées sont apparentées à 65%,

alors que les WKHA présentent 85% de similarité génétique avec les deux souches

parentales. Le problème majeur du génotypage des individus f2 issus du croisement entre

les WKY et les WKHA a donc résidé dans l’obtention de marqueurs polymorphes. Une

étude précédente avait déjà établi une carte avec 58 marqueurs microsatellites répartis sur

15 des 20 autosomes du rat (Courvoisier et ai, 1997). Dans mon étude, j’ai pu construire

une carte contenant 7$ marqueurs répartis sur 1$ des 20 autosomes, espacés d’environ 1$

cM. La densité en marqueurs était donc adéquate pour effectuer une étude de liaison,

d’autant plus qu’augmenter le nombre de marqueur n’aurait pas permis d’accéder aux

régions communes entre les WKY et les WKHA (régions de toute façon non informatives

d’un point de vue de ta cartographie de QTL).

L’analyse m’a permis de localiser 2 loci sur les chr 5 et 12 (respectivement

Lvm8/Cm51 et Lvm]O/Cm56) et 2 loci sur le chr 17 (Lvrn9/Cm55 et Lvml3/Cnz57) chez les

mâles, et 2 loci sur les cbr 3 etl5 (respectivement Lvml2/Cm58 et Lvml]/Cm59) chez les

femelles. Même si le but ultime est l’identification d’un polymorphisme causal dans un

gène candidat, une cartographie de QTL peut permettre de mieux comprendre l’architecture

génétique d’un caractère complexe. Les résultats de cette étude montrent que la masse

cardiaque, dans le contexte génétique particulier des souches WKY et WKHA, est régulée

principalement par 7 loci (incluant Cm24 identifié avant mon arrivée au laboratoire)

répartis sur 5 autosomes. En avril 2007, 16 des 20 autosomes présents chez le rat portent au

moins un QTL lié à la MVG (Tableau 8, page 214). Cependant, beaucoup de loci ont été

cartographiés dans des croisements utilisant au moins une souche de rats hypertendus. Si on

s’intéresse tout particulièrement aux QTL liés à la MVG indépendamment de la PA, ces

derniers sont quand-même répartis sur 14 des 20 autosomes. Aucun QTL n’a été localisé

sur les chromosomes sexuels, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que la plupart des

études n’ont considéré que les mâles dans leurs analyses. De façon intrigante, aucun

investigateur n’a rapporté d’éventuelles interactions épistatiques entre QTL liés à la masse
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Tableau $ Mise à jour du tableau 1, article 1, chapitre 2.

QTL Alias Souches parentales

QTL liés à ta fois à ta MVG et à la FA

Cmi Bp158 SR/Jr, $S/Jr

Cm2 BN/SsNHsd, $S/JrHsdMcwi

Cm-1 BN/SsNHsd, SS/JrHsdMcwi

Cm5 BN/SsNHsd. SS/JrHsdMcwi

CmiO Bp]]2 SS!JrRkb, SHR!fubRkb

Cmli Bp]13 $$/JrRkb, SHRFubRkb

Cm12 Bpii SS/JrRkb, SHRIfubRkb

Cml3 Bp162 SR/Jr, SS/Jr

Cmi-? BpS] SR1Jr, SS/Jr

Crn16 Hwi SS/JrMco, SHRINHsd

Cm23 Lvm2 DRY, SHR

Cm27 Lvm7 LEW/Crj, SHR!Izrn

Cm28 Bp53 $S/Jr, SHR

Cm29 BN/SsNHsd, $$/JrHsdMcwi

Cm30 BN/SsNHsd, $S/JrHsdMcwi

Cm31 BN!SsNHsd, SS/JrHsdMcwi

Cm31 LH/Mav, LN/Mav

Cm50 SS/Jr, BN

Cm51 SS/Jr,BN

Cm61 $R/JrHsd, SS/JrHsd

(Cicila et ai, 1997)

(Moreno et ai, 2003)

(Moreno et ai, 2003)

(Moreno et ai, 2003)

(Siegel et ai, 2003)

(Siegel et ai, 2003)

(Siegel et ai, 2003)

(Cicila et ai, 1999)

(Cicila et ai, 1999)

(Garrett et ai, 2003)

(limes et ai, 199$)

(Tsujita et ai, 2000)

(Garrett et ai, 2000)

(Stoii et ai, 2001)

(Stoii et ai, 2001)

(Stoil et ai, 2001)

(Bilusic et ai, 2004)

(Kato et ai, 1999)

(Kato et ai, 1999)

(Herrera et ai, 2006)

Chr Référence

7

$

9

12

3

9

19

3

3

1

1

7

9

2

$

10

17

10

10

20

Cmii

Cmi2

RHW-m 1
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Cm3

Cm6

Cm17

Cm 18

Cm 19

Cm20

Cm21

Cm22

Cm26

Cm32

Cm33

Cm35

Cm36

Cm38

Crn39

Cm41

Cm42

BN/S sNHsd, S S/JrI-IsdMcwi

BN/S sNHsd, $ $/JrHsdMcwi

SS/JrMco, $HR!NHsd

SS/JrMco, SHRINHsd

$$/JrMco, SHRINHsd

$S/JrMco, SHR/NHsd

$S/JrMco, $HR!NHsd

DRY, $HR

LEW/Crj, SHRIIzrn

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

LH/Mav, LN/Mav

LEW, HTG

LEW, HTG

LEW, HTG

LEW, HTG

Référence

(Herrera et ai, 2006)

(Herrera et ai, 2006)

(Herrera et ai, 2006)

au moins une sottc!te parentale

$ (Moreno et ai, 2003)

7 (Moreno et ai, 2003)

3 (Garrett et ai, 2003)

4 (Garrett et ai, 2003)

$ (Garrett et ai, 2003)

9 (Garrett et ai, 2003)

9 (Garrett et ai, 2003)

2 (Innes et ai, 199$)

17 (Tsujita et ai, 2000)

1 (Biiusic et ai, 2004)

10 (Biiusic et ai, 2004)

1 (Biiusic et ai, 2004)

1 (Biiusic et ai, 2004)

2 (Ueno et ai, 2003)

2 (Ueno et ai, 2003)

$ (Ueno et ai, 2003)

2 (Ueno et ai, 2003)

QTL Alias Souches parentales

Cm62 RHW-m2 $R/JrHsd, $S/JrHsd

Cm64 RHW-f] $R/JrHsd, $$/JrHsd

Cm66 RHW-f3 SRJJrHsd, SS/JrHsd

QTL liés à la MYG indépendamment de la FA,
hypertendue

Chr

5

5

5

avec

Hw2

Hw3

Hw4

Hw5

Hw6

Lvml

Lvm6
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QTL Alias Souches parentales Chr Référence

Crn43 SHRSP/Tkyo, WKY/Tkyo 3 (Inomata et ai, 2005)

Cm44 SHR$P/Tkyo, WKY/Tkyo 10 (Inomata et ai, 2005)

Cm45 $HRSP/Tkyo, WKY/Tkyo 13 (Inomata et ai, 2005)

Cm46 SHRSP/Tkyo, WKY/Tkyo 3 (Inornata et ai, 2005)

Cm47 SHRSP/Tkyo, WKY/Tkyo 6 (Inomata et ai, 2005)

Crn48 WKY/Tkyo, $HRITkyo 3 (Inornata et ai, 2005)

Crn49 f344, SHRJKyo 2 (Di Nicoiantonio et ai, 2006)

Crn52 SS/Jr, SHRi’NHsd 1 (Garrett et ai, 2006)

Cm53 $S/Jr, SHR/NHsd 9 (Garrett et ai, 2006)

Cm60 PD/Cub, BN/Cub 2 (Seda et ai, 2005)

Crn63 RHW-rn3 SR/JrHsd, $$/JrHsd 6 (Herrera et ai, 2006)

Cm65 RHW-J2 SP]JrHsd, SS/JrHsd 2 (Herrera et ai, 2006)

QTL liés à ta MYG, avec tes 2 souches parentales normotendues

Cm24 Lvrn3 WKY/Cfd, WKHA/Cfd 5 (Deschepper et ai, 2001)

Cm25 Lvm4 WKY, f344/N 3 ($ebkhi et ai, 1999)

Cm37 Cmii BN, LOU/Ins 1 (Gauguier et ai, 2005)

Cm54 Lvrn8 WKY/Cfd, WKHA/Cfd 5 (Liamas et ai, 2005b)

Cm55 Lvrn9 WKY/Cfd, WKHA/Cfd 17 (Liamas et ai, 2005b)

Cm56 LvmiO WKY/Cfd, WKHA/Cfd 12 (Liamas et ai, 2005b)

Cm57 Lvmi3 WKY/Cfd, WKHA/Cfd 17 (Liamas et ai, 2005b)

Cm58 Lvmi2 WKY/Cfd, WKHA/Cfd 3 (Liamas et ai, 2005b)

Crn59 Lvmii WKY/Cfd, WKHA/Cfd 15 (Liamas et ai, 2005b)
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cardiaque. Ces résultats, dans leur ensemble, confirment la nature polygénique du

déterminisme génétique de la MVG.

La cartographie de QTL est basée sur la distribution du phénotype dans la

population ségrégeante et non sur les différences entre les souches parentales. Il est donc

possible qu’une souche ayant un phénotype élevé soit en fait porteuse d’un ou plusieurs loci

liés à un phénotype bas. Le caractère complexe, observé au niveau de l’animal, est la

résultante homéostatique de plusieurs gènes dont les effets ne sont pas forcément orientés

dans la même direction, d’où l’existence de ces QIL, qu’on qualifie de transgressifs (ou

cryptiques). Cette situation est bien illustrée dans le croisement F2 que j ‘ai analysé, où 4

QTL étaient transgressifs (Lvm9/Crn55, Lvm]O/Cm56, Lvml2/Cm58 et Lvml3/Cm57). Ceci

pourrait s’expliquer par le fait que les coeurs des WKY ont certaines caractéristiques de

cardiomyopathie hypertrophique lorsqu’ils sont comparés à d’autres souches (Kuribayashi,

1987; Kuribayashi et ai, 198$; Aiello et al, 2004). D’ailleurs, la lignée WKY a été

considérée comme présentant une MVG élevée dans un croisement avec les rats F344

(Sebkhi et ai, 1999). Ces caractéristiques hypertrophiques ont été considérées comme étant

indépendantes de l’hypertrophie biventriculaire observée dans des sous-populations de

WKY, et qui serait due à un défaut de septation (Pfeffer et al, 1979; Slama et ai, 2002).

Étude chez la souris

Chez la souris, de nombreuses manipulations génétiques in vivo (inactivations de

gène ou surexpressions) ciblent des gènes candidats afin de disséquer les médiateurs

moléculaires et biochimiques de l’HVG (Chu et ai, 2002). L’altération des gènes est le plus

souvent limitée aux seuls tissus cardiaques grâce à l’utilisation de promoteurs spécifiques

du coeur. Cependant, il n’existe pas à proprement parlé de modèles consanguins

sélectionnés pour une masse cardiaque élevée. Une étude récente a mis en évidence la

variabilité, en conditions basales, de la MVG, de la PA et d’autres phénotypes quantitatifs à

travers l’analyse systématique de 13 souches de souris consanguines (Deschepper et al,
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2004). Ainsi, la souche A/J présentait une MVG inférieure de 27% aux C57BL/6J en

présence d’une pression systolique (mesurée par sphygrnomanométrie à la queue, ou «tau

ciff») normale et comparable (Hoit et ai, 2002; Deschepper et ai, 2004), ce qui concordait

avec les comparaisons effectuées par d’autres entre les mêmes souches (Hoit et ai, 2002;

Deschepper et ai, 2004). Comme ces deux lignées de souris sont éloignées d’un point de

vue phylogénétique (Beck et ai, 2000; Petkov et ai, 2004), il était permis de présager que

l’étude d’une population ségrégeante issue des A/J et des C57BL/6J mènerait à

l’identification de QTL liés à la MVG.

Toutefois, l’analyse de la population F2 de rats avait mis en évidence quelques

faiblesses au niveau du phénotypage. Même si la mesure par pesée directe de la MVG sur

chaque animal est robuste, elle ne tient pas compte de la variabilité individuelle induite par

les facteurs environnementaux. D’autre part, la PA n’avait pas été mesurée sur les rats F2.

En conséquence, je n’ai pas pu écarter le fait que les QTL liés à la MVG ne soient pas aussi

liés à la PA, bien que les souches parentales ne contrastent pas pour ce caractère. Enfin, le

succès d’une cartographie de QTL réside dans l’analyse de phénotypes intermédiaires, qui

seraient sous le contrôle d’un plus petit nombre de gènes que le caractère complexe lui-

même (Rapp, 1991; Descheppcr et ai, 2002a). La morphologie des cardiomyocytes

récapitule certaines altérations de la géométrie cardiaque lors d’une HVG chez le rat, le

hamster, le chien et l’humain. Notamment, la largeur des cellules est corrélée à un

remodelage concentrique du coeur, alors que leur allongement est associé à une dilatation

(Gerdes, 2002). Cependant, il est impossible d’avoir accès à la fois à la MVG et aux

dimensions des cardiornyocytes à partir d’un même coeur, pour des raisons expérimentales.

Or, le phénotypage complet de tous les individus F2 est nécessaire car ils possèdent chacun

une combinaison unique des allèles parentaux.

Les souris A/J et C573L/6J ont servi à générer un ensemble de lignées

recombinantes consanguines AXB/BXA. Dans cette population ségrégeante, chaque lignée

détient une combinaison unique des allèles parentaux, et plusieurs individus génétiquement

identiques peuvent être phénotypés dans une même souche. La limite importante de cette
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ressource est le petit nombre de lignées disponibles, et donc le petit nombre de méioses

informatives à analyser. Cependant, dans le cadre particulier d’une étude sur la MVG, les

lignées recombinantes m’ont offert les bénéfices suivants

L Je n’ai eu à me concentrer que sur les mesures phénotypiques, le génotype des

différentes lignées étant disponible dans des bases de données publiques. Les

données de séquençage de plusieurs génomes de souris de laboratoire et la

recherche intensive de SNP ont permis ces dernières années d’obtenir des cartes

à haute résolution (Williams et aI, 2001). J’ai compilé les données de génotypage

(SNP et marqueurs microsatellites) afin de supprimer les loci redondants, et j’ai

obtenu une carte composée de 965 marqueurs autosomaux, séparés en moyenne

de 1.71 cM, et de 29 marqueurs sur le chr X, séparés en moyenne de 1.76 cM.

2. L’effet des facteurs environnementaux sur la variabilité des phénotypes a pu être

minimisé, en effectuant la moyenne des mesures effectuées sur plusieurs

animaux génétiquement identiques. Le petit nombre de lignées analysées est

donc compensé par la qualité et la robustesse des données phénotypiques.

3. Dans une même lignée recombinante, j’ai pu évaluer plusieurs caractères

connexes la MVG, les dimensions des cardiomyocytes isolés et les différentes

composantes de la PA mesurées par télémétrie. Le but était de pouvoir analyser

la coségrégation de ces phénotypes.

L’analyse de liaison à partir des lignées recombinantes a permis de détecter 2 QTL

liés à la masse cardiaque sur les chr 13 (Lvml) et 16 (suggestif, donc non nommé), à la fois

chez les mâles et les femelles. Un total de 14 QTL liés à la MVG, répartis sur 10 des 19

autosomes, avaient préalablement été cartographiés dans des croisements entre des souris

normotendues (Moody et al, 1999; Sugiyarna et ai, 2002; Leamy et al, 2002; Rocha et al,

2004). Les 2 QTL que j’ai identifiés allongent donc la liste à 16 QTL répartis sur 12 des 19

autosornes. Contrairement aux résultats obtenus chez le rat, plusieurs interactions entre

QTL ont été notées (Sugiyama et al, 2002), incluant celles que j’ai décrites dans l’article 3
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(chapitre 4). Enfin, aucune différence entre les sexes n’a été rapportée concernant la

MVG, bien que deux études en plus de la mienne aient considéré des mâles et des femelles

dans leurs analyses (Moody et ai, 1999; Learny et ai, 2002). Le nombre d’analyses

effectuées avec le modèle de souris est bien moins important que chez le rat, ce qui

explique probablement que peu de QTL soient liés à la MVG chez la souris.

Comme dans l’analyse de la f2 de rats, j’ai constaté la présence d’un QTL

transgressif. En effet, les lignées qui possèdent l’allèle A/J pour Lvm] ont une MVG plus

élevée que celles qui ont l’allèle C57BL/6J, à l’inverse de ce qu’on observe chez les

souches parentales. Ce résultat est troublant, car Lvml est le seul QTL majeur lié à la MVG

dans l’ensemble de lignées recombinantes AXB/BXA. Il est possible qu’un grand nombre

de loci à effets modestes n’aient pas été détectés au cours de l’analyse.

De l’importance d’une mesure phénotypique fiable et robuste

Le phénotypage est la pierre angulaire de toute bonne cartographie de QTL. Dans le

cas particulier des caractères cardiovasculaires, le développement de méthodes fiables,

reproductibles, à faible coût et de préférence non invasives représente un défi (Hoit &

Nadeau, 2001). L’échocardiographie est une méthode simple qui permet une évaluation

répétée et non invasive de la morphologie et des performances du VG, spécialement si elle

est couplée à l’utilisation d’un transducteur à hautes fréquences (Rottman et al, 2007). Cette

méthode est maintenant considérée comme un outil puissant pour phénotyper des souris

modifiées génétiquement, chez lesquelles les différences entre les animaux contrôles et les

mutants sont très prononcées (Collins et al, 2003). Cependant, les approches par imagerie

peuvent avoir de sérieuses limitations lorsqu’un investigateur souhaite évaluer des

variations naturelles parmi des souches de souris consanguines, ou des effets non

pathologiques dans une condition expérimentale donnée.
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Figure 17 : Comparaison des mesures de la MVG par pesée directe ou par

échocardiographie dans l’ensemble de lignées recombinantes AXB/BXA. Les données en

abscisse sont les estimations d’après les images obtenues par échocardiographie en mode M

(Nadeau et al, 2003), les données en ordonnées ont été obtenues par pesée directe (tableau

$1, article 3, chapitre 4). Tous les animaux sont des mâles adultes. Les souches parentales

sont représentées par les cercles vides et n’ont pas été considérées dans l’analyse de

corrélation.

En fait, les MVG des différentes lignées recombinantes AXB/BXA, que j’ai

mesurées par pesée directe à l’aide d’une balance de précision, diffèrent énormément de

celles estimées par analyse d’images échocardiographiques en mode M, et rapportées

précédemment (Nadeau et ai, 2003). J’ai constaté une complète absence de corrélation

(0.14%) entre les 2 ensembles de données (figure 17, ci-dessus). L’utilisation

d’anesthésiants (Yang et ai, 1999; Chaves et ai, 2001; Takuma et al, 2001) et l’acquisition

des images en mode M ou 2D (Kiatchoosakun et ai, 2002) sont des sources de limitation

clairement identifiées. Une cause d’erreur plus importante est due à l’extrapolation des

mesures effectuées en 2 dimensions à un VG à géométrie spatiale (Kiatchoosakun et ai,

2002). En effet, le postulat que le VG a grossièrement une fonne ovoïde n’est pas vérifié
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chez tous les individus. De plus, les 3 dimensions (épaisseurs du septum et de la paroi

postérieure, et diamètre de la cavité) sont élevées au cube dans l’équation qui permet de

calculer la MVG, ce qui peut amplifier les erreurs de mesure de façon dramatique.

L’imagerie par résonnance magnétique est la seule méthode non invasive fiable pour

mesurer la MVG, mais son application aux modèles de rongeurs est encore peu répandue et

relativement coûteuse (Epstein, 2007).

En conclusion, malgré son utilité pour évaluer les différences contrastées entre les

souches parentales A/J et C57BL/6J (Hoit et al, 2002), l’échocardiographie n’a

apparemment pas une résolution suffisante pour détecter des variations plus subtiles au sein

de l’ensemble de lignées recombinantes AXB/BXA.

Cartographie de QTL liés à la morphologie des cardiomyocytes

Les cardiomyocytes de rats néonataux ont été le premier modèle pour analyser les

mécanismes de croissance du coeur. En fait, la plupart des effecteurs humoraux impliqués

dans l’HVG ont été identifiés grâce à leurs effets trophiques sur les cardiomyocytes

(Heineke & Molkentin, 2006). Dans un coeur adulte, les cardiomyocytes ressemblent à des

cylindres à base elliptique. Ils sont arrangés dans la paroi myocardique de manière que leur

longueur soit tangentielle et que leur axe transverse soit transmural. En conséquence, il a

été proposé qu’un changement dans la longueur des cardiomyocytes pourrait contribuer à

une dilatation ventriculaire, alors qu’un changement dans la largeur entraînerait un

épaississement du myocarde. De nombreuses évidences chez le rat, le chien, le hamster et

l’humain ont confirmé que les changements de morphologie des cardiomyocytes sont

corrélés avec les remodelages hypertrophiques prédits (Gerdes, 2002). Il est même possible

de caractériser les formes d’HVG physiologiques (qui s’observent chez les athlètes de haut

niveau et les femmes enceintes) et les formes pathologiques (concentrique ou dilatée) sur la

seule base de la croissance des cardiomyocytes (Heineke & Molkentin, 2006)
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1. l’hypertrophie physiologique s’accompagne à la fois d’un allongement et d’un

élargissement modérés des cellules.

2. l’hypertrophie pathologique (de type concentrique) dans sa phase compensée est

caractérisée par un léger allongement et par un élargissement prononcé des

cardiomyocytes.

3. la dilatation cardiaque résulte d’un allongement anormal des cellules.

Ceci a mené à la pratique désormais courante de mesurer la taille des

cardiomyocytes dans les modèles de souris modifiées génétiquement, afin de déterminer si

l’augmentation de la masse cardiaque correspond vraiment à une HVG (Dom et al, 2003).

En corollaire, il est admis que les déterminants génétiques qui régulent l’HVG sont les

mêmes que ceux qui affectent la taille des cardiomyocytes.

L’élargissement des cardiomyocytes résulte de l’ajout d’unités sarcomériques en

parallèle, alors que l’allongement est dû à une sarcomogénèse en série (Grossman et al,

1975). Cependant, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l’ajout des sarcomères en

série, en parallèle, ou dans une combinaison des deux, ne sont pas encore complètement

compris (Aoki et al, 2000; Nicol et al, 2001). Il était donc pertinent de prendre en

considération la morphologie des cardiornyocytes de façon systématique dans une étude de

cartographie génétique.

Les mâles C57BL/61 sont caractérisés à la fois par une taille des cardiomyocytes et

par une MVG plus élevées que chez les A/J. Chez les femelles, le contraste est moins

prononcé bien que significatif En se basant sur les hypothèses et conclusions détaillées ci

dessus, il était légitime de s’attendre à une coségrégation des deux caractères dans

l’ensemble de lignées recombinantes consanguines. Pourtant, l’analyse des phénotypes

dans la population recombinante a montré, dans les deux sexes, une absence de

coségrégation de la taille des cardiomyocytes et de la MVG.
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Le criblage du génome entier des 24 lignées recombinantes consanguines a permis

d’identifier 7 QTL autosomaux liés aux dimensions des cardiornyocytes. Seul un locus

(CrnsJ sur le cbr 14) était commun aux mâles et aux femelles. Cms3, Cms4 et Crns5

(respectivement sur les chr 5, 10 et 4) étaient spécifiques des mâles, alors que Cms2 (chr 5)

et deux locis mineurs sur les chr 10 et 19 n’ont été cartographiés que chez les femelles.

Comme le laissait suggérer l’analyse de coségrégation des phénotypes, aucun de ces QIL

n’était commun avec ceux liés à la MVG (figure 18, page 225). En analysant les effets

alléliques des QIL, on constate que cette dichotomie est encore plus prononcée. En effet,

j’ai mentionné plus haut la nature transgressive de Lvml, locus majeur lié à une MVG

élevée, qui est pourtant d’origine A/J. Dans le cas des QTL liés à la taille des

cardiomyocytes, j’ai observé au contraire que les effets alléliques de tous les loci étaient

orientés dans la direction indiquée par les souches parentales, à savoir une augmentation de

la taille des cellules lorsque le QTL vient des C57BL/6J.

Les résultats de l’analyse de liaison au niveau des autosomes semblent corroborer

les observations qui montrent que l’élargissement et l’allongement des cardiomyocytes

correspondent à des mécanismes moléculaires différents, à la fois à l’intérieur d’un même

sexe et entre les sexes. En effet, chez les femelles j’ai remarqué que Cms] est lié à toutes

les composantes de la taille des cardiomyocytes (longueur, largeur et surface), alors que

Cms2, le locus sur le chr 19 et celui sur le chr 10 sont chacun uniquement liés à la largeur,

la longueur et la surface, respectivement (figure 18, page 225). Chez les mâles, la longueur

est régulée par Cmsl et Cms5. Par contre, la largeur et la surface sont sous le contrôle

commun de Cms3 et Cms4, qui ne sont pas liés à la longueur (figure 18, page 225). Il

semble donc que la régulation de la surface des cardiomyocytes s’opère principalement via

un élargissement des cellules chez les mâles, et via un allongement chez les femelles.

Cette étude est la première à considérer la morphologie des cardiomyocytes comme

étant un caractère quantitatif intermédiaire de la MVG. De façon surprenante, une

augmentation de la taille des cellules ne conduit pas nécessairement à une augmentation de

la MVG. De plus, des Ioci différents peuvent influencer les deux phénotypes de façon
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indépendante. En conséquence, il est risqué d’admettre que des modifications génétiques

vont altérer automatiquement à la fois la MVG et la taille des cardiomyocytes, surtout si le

fonds génétique est C57BL/6J. Il semble que les conclusions tirées à partir des observations

faites dans d’autres modèles animaux et chez l’humain ne soient pas applicables dans le cas

particulier d’une population dérivée des C57BL/6J et A/J.

Une hypothèse intéressante pour expliquer l’absence de corrélation génétique entre

la masse cardiaque et la taille des cardiornyocytes serait que le nombre de cellules est

différent entre les C57BL/6J et les A/J. Ce phénotype pouffait en plus être l’objet d’une

cartographie génétique puisqu’il est quantitatif et probablement sous contrôle polygénique.

Cependant, des limitations techniques empêchent de déterminer efficacement le nombre de

cardiornyocytes dans un coeur de souris. La mise au point d’une méthode de comptage des

différents types de cellules cardiaques fait partie des objectifs à court ou moyen terme de

mon laboratoire.
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Figure 1$ : Schéma récapitulatif des QTL cartographiés lors de l’analyse des lignées

recombinantes consanguines de souris.
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Cartographie de QTL liés à la pression artérielle

Étude chez le rat

Plusieurs maladies augmentent le risque de développer une HVG, incluant

l’hypertension artérielle. Certaines formes d’hypertension sont monogéniques mais la

plupart des humains souffrent surtout d’hypertension essentielle (polygénique) considérée

alors comme une maladie complexe (Hamet et al, 199$). Afin d’identifier des QTL liés à la

PA, un très grand nombre d’études ont utilisé soit des croisements expérimentaux entre des

souches de rat consanguins, soit des populations dérivées, comme par exemple les lignées

recombinantes consanguines de rats BXH/HXB. Près de 300 QTL liés à la PA sont

aujourd’hui recensés dans la base de données publique Rat Genome Database

(http://rgd.mcw.edu).

Dans toutes les études, les investigateurs ont utilisé une souche parentale qui

développe une hypertension soit spontanément (par exemple SHR, SHRSP, Lyon

Hypertensive), soit à la suite d’une induction (par exemple avec l’ingestion de sel chez les

rats Dahi Sensitive et Sabra Sensitive). De plus, la plupart des QTL sont liés

essentiellement à la pression systolique (PS) car les investigateurs ont effectué les mesures

par sphygmomanométrie à la queue. C’est une méthode qui a le mérite d’être non invasive

et peu coûteuse, mais la précision de la mesure dépend en grande partie de

l’expérimentateur et du confort de l’animal. En effet, le niveau de stress augmente

facilement chez ce dernier puisque la mesure requiert son immobilisation dans un tube de

contention. D’autre part, les variables de pression diastolique (PD) et de pression pulsatile

(PP) ne sont pas mesurables par sphygmomanométrie à la queue. Seules 5 études, incluant

celle que j’ai effectuée, ont utilisé un dispositif intra-artériel qui mesure en continu la PA

pendant plusieurs jours, sur des animaux libres de tout mouvement (Dubay et al, 1993;

Clark et al, 1996; Llamas et al, 2006; Herrera et al, 2006; Soler et al, 2006). La télémétrie

nécessite une chirurgie et un délai de récupération des animaux implantés avec le dispositif,

mais elle permet d’accéder à toutes les composantes de la PA de manière très précise.
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La PP est la différence entre la PS et la PD. Cette variable quantitative dépend à la

fois de la force d’éjection ventriculaire et des propriétés intrinsèques du système vasculaire.

En particulier, la rigidité des grosses artères gouverne leur capacité à amortir le flux

sanguin, ainsi que la synchronisation et l’intensité des ondes de réflections (Laurent et al,

2005). Or ces phénomènes ont un impact direct sur la PP (Safar et ai, 2003). La PP, tout

comme la MVG, est un prédicteur puissant de la morbidité et de la mortalité

cardiovasculaires, en particulier chez les patients âgés (Verdecchia et al, 1998; Khattar et

al, 2001; Franklin et al, 2001; Asmar et ai, 2001; Van Popele et ai, 2001; Henington et al,

2003; Verhave et al, 2005; Lekakis et al, 2006). De plus, sa valeur prédictive est

indépendante des autres facteurs de risque, ce qui lui confère un intérêt particulier en

comparaison des pressions diatolique et systolique. Pourtant, aucun modèle animal n’a

permis d’isoler des QTL spécifiques de la PP, alors que chez l’humain 4 loci ont été

rapportés dans une seule étude (DeStefano et ai, 2004).

Au cours d’une collaboration, j’ai effectué l’analyse d’un croisement F2 entre deux

souches de rats normotendus, afin de mettre en évidence des QTL liés aux différentes

composantes de la PA (voir article 2, chapitre 3). Les rats BN présentent une PD, une P5 et

une PP plus basses que les rats WKY, bien que les valeurs dans les 2 lignées se situent dans

des limites considérées comme normales. J’ai donc analysé une population de mâles F2 afin

de savoir comment les trois variables pourraient ségréger. L’analyse de coségrégation des

phénotypes a révélé une corrélation modeste mais significative entre la PP et la PS (34.5%),

et aucune corrélation entre la PP et la PD (0.1%). Ceci suggérait l’existence de

déterminants génétiques communs entre la PP et la PS, en même temps qu’une

indépendance génétique de la PP et de la PD. Deux QTL majeurs liés à la PP ont été

identifiés, sur les chr 4 et 16 (respectivement Fpl et Fp2). Les autres QTL, tous suggestifs,

étaient liés soit à la PP, soit à la PS. Aucun QTL n’a été détecté en analysant la PD.

Fp], sur le chr 4, colocalise avec un QTL suggestif lié à la P$. Il n’est pas

impossible que les deux QTL soient distincts, bien que très proches, mais les profils des

courbes de LOD score et le fait qu’il y ait une certaine coségrégation des 2 phénotypes dans
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la population F2 suggèrent une liaison simultanée. Des résultats similaires ont déjà été

rapportés auparavant avec d’autres croisements expérimentaux. Par exemple, l’étude d’une

population f2, issue du croisement entre les 2 souches Lyon normotendue et hypertendue, a

montré une liaison simultanée à la PP et à la PS sur le chr 13 (Dubay et ai, 1993). De façon

intéressante, les auteurs ont aussi observé une absence complète de coségrégation en

analysant les phénotypes PP et PD. D’autre part, l’analyse d’un croisement F2 entre les

lignées $HRSP et WKY a indiqué une colocalisation de QIL liés aux trois composantes de

la PA, uniquement lorsque les animaux avaient été mis sur un régime riche en sel (Clark et

aI, 1996).

Pp2, sur le chr 16, est le premier QTL lié à la PP indépendamment de la PA dans un

modèle animal. Ce résultat est important car les mécanismes moléculaires à la base de la PP

et de la rigidité artérielle sont encore méconnus. On sait que de nombreux facteurs sont

impliqués, incluant les propriétés de la matrice extracellulaire, les propriétés des cellules

vasculaires et les effets de quelques hormones sur la fonction endothéliale (Zieman et ai,

2005; Laurent et ai, 2005). Le développement de lignées congéniques pour Fp2 permettrait

d’envisager d’aller plus loin dans l’identification du ou des gènes impliqués spécifiquement

dans la régulation de la PP.

Enfin, la rigidité des grosses artères altère la dynamique pulsatile du flux sanguin,

créant ainsi une surcharge de travail pour le coeur. Or ce phénomène est la principale cause

d’HVG chez les patients atteints d’insuffisance rénale terminale, chez qui on observe une

calcification vasculaire importante (Nitta et ai, 2004; Guerin et aI, 2006). La mise en

évidence d’un locus qui régule de façon distincte la PP est intéressante, car ce locus

pourrait aussi être impliqué dans la régulation de la MVG indépendamment de la PA.
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Étude chez la souris

Comme mentionné plus haut, j’ai mesuré la PA par télémétrie dans les souches

parentales et les 24 lignées recombinantes AXB/BXA. Le but était de vérifier si les loci liés

à la MVG ou aux dimensions des cardiomyocytes pouvaient aussi être liés à la PA.

Les A/J et les C57BL/6J avaient des valeurs de PS, PD et PP semblables dans

chaque sexe. Ce manque de contraste entre les souches parentales laissait penser qu’aucun

QTL ne serait détecté en relation avec ces phénotypes. Cependant, la distribution assez

étendue des valeurs dans les lignées recombinantes a justifié l’analyse de liaison. De plus,

au moins 2 études ont été menées avec succès bien que les souches parentales ne

présentaient pas de différences phénotypiques majeures (Sugiyama et al, 2002; Llamas et

al, 2005a).

Dans les deux sexes, les analyses de corrélation des phénotypes dans la population

recombinante ont montré une absence de coségrégation de la PA et de la taille des

cardiornyocytes (—2%), et une corrélation relativement peu élevée de la PA et de la MVG

Q-25%). Le criblage génomique n’a révélé, quant à lui, aucun QTL lié à l’une ou l’autre

variable de la PA.

Ces résultats montrent que les C57BL/61 et les A/J partagent des allèles communs

pour réguler la PA. D’autre part, les résultats impliquent qu’aucune composante de la PA

ne peut être responsable des différences observées au niveau de la MVG et de la taille des

cardiornyocytes.



Du QTL au gène causal

Cumuler les évidences expérimentales pour prouver la causalité

L’analyse partielle du croisement F2 entre les rats consanguins WKY et WKHA,

avant mon arrivée au laboratoire, avait conduit à l’identification du QTL majeur Cm24 lié à

la MVG, sur le chr 5 et uniquement chez les mâles (Deschepper et ai, 2001). Du fait que

l’ANF était fortement et inversement corrélée à la MVG dans cette population (Masciotra

et al, 1999), et que le gène Nppa codant pour l’ANF se trouvait dans la région de Cm24,

l’analyse de liaison s’est révélée encore plus significative en considérant les variations

quantitatives de I’ANF ventriculaire, à la fois chez les mâles et les femelles (Deschepper et

al, 2001; Boutin-Ganache et al, 2002). Une fois de plus, cet exemple illustre l’intérêt de

favoriser l’utilisation de phénotypes intermédiaires qui peuvent augmenter la puissance de

la liaison, parce qu’ils sont selon toute vraissemblance sous le contrôle d’un nombre

restreint de gènes par rapport au phénotype complexe.

L’analyse détaillée des effets du locus, dans des lignées de rats congéniques, a mené

ensuite à considérer la morphologie des cardiomyocytes comme un autre phénotype

intermédiaire intéressant à analyser, plus robuste et sensible que la MVG. En effet, la

largeur des cardiornyocytes, classiquement associée au remodelage concentrique chez le

rat, était clairement affectée par Cn224 dans les souches congéniques. Les effets du locus au

niveau de la MVG étaient, quant à eux, beaucoup plus modérés dans les mêmes lignées

congéniques (Boutin-Ganache et ai, 2002). D’autre part, j’ai participé à une étude montrant

l’impact d’une surcharge de volume, induite par une fistule aorto-cavale, sur les rats

congéniques. Les résultats ont démontré que Crn24 induit un remodelage concentrique du

VG modeste dans des conditions basales, alors qu’il est associé à une dilatation prononcée

et à un dysfonctionnement du VG lorsque le coeur est soumis à un stress hémodynamique.

Les effets étaient visibles à la fois au niveau cellulaire et au niveau de la géométrie

cardiaque (Souzeau et al, 2006). La conclusion majeure de cette étude est que les effets
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d’un locus génétique sur le remodelage cardiaque peuvent être fortement modulés par les

conditions environnementales.

L’identification d’un polymorphisme ayant un impact sur l’expression de Nppa a

permis de considérer ce gène comme un candidat sérieux dans l’HVG. Les rats WKHA, qui

présentent une HVG concentrique et qui ont des niveaux bas d’ANF ventriculaire, ont un

allèle hypomorphe de Nppa (Deschepper et al, 2001). De nombreux modèles de souris

modifiées génétiquement ont d’ailleurs confirmé la validité de ces résultats. En particulier,

les inactivations géniques de Nppa et de Nprl (codant pour le récepteur à l’ANF) sont

associées à la fois à un remodelage concentrique et à une hypertension en conditions

basales (John et ai, 1995; Lopez et ai, 1995; Oliver et ai, 1997; Chusho et ai, 2000;

Kishimoto et al, 2001; Kuhn et ai, 2002). L’augmentation de la PA, qui s’explique par le

fait que l’ANF systémique est connu pour ses effets natriurétiques et vasodilatateurs, peut

cependant influencer le développement d’un remodelage cardiaque. Le contrôle de la PA

par des moyens pharmacologiques, ou la restriction de l’inactivation de Npr] aux seuls

cardyomyocytes, ont permis de montrer que l’absence de signalisation de 1’ANF induit bien

une HVG basale indépendamment des facteurs hémodynamiques. Dans ces mêmes

conditions de PA nonnale, le coeur est l’objet d’une hypertrophie prononcée, accompagnée

d’une perte de fonction, en réponse à une surcharge de travail (Knowles et al, 2001;

Holtwick et aI, 2003). À l’inverse, deux études (dont une effectuée dans mon laboratoire

d’accueil) ont montré que l’activation de la voie de signalisation de l’ANF, par

surexpression d’un de ses effecteurs dans les cardiomyocytes, a des effets protecteurs

lorsque le coeur est soumis à une surcharge de travail (Kishimoto et ai, 2001; Zahabi et ai,

2003). Ces effets sont particulièrement visibles au niveau des cardiomyocytes.

L’ensemble de ces travaux illustre la pertinence d’exploiter la cartographie

génétique dans des modèles animaux. Sans faire d’hypothèse préalable, il a été possible de

mettre en évidence un gène dont le polymorphisme explique des variations quantitatives à

la fois au niveau de l’organe (MVG), au niveau cellulaire (morphologie des

cardiornyocytes) et au niveau moléculaire (concentration ventriculaire en ANF).



232

Finalement, cette étude de liaison pionnière a pavé la voie à une récente étude

d’association chez l’humain, dans laquelle des variants alléliques du gène NPPA et de

NPRÏ ont été impliqués dans la modulation de la masse cardiaque (Rubattu et al, 2006).

Toutefois, le bilan des gènes identifiés depuis le début des années 90 révèle que le

succès de l’approche de cartographie des caractères complexes dans les modèles animaux

est très modéré. Les bases de données génomiques de la souris (Mouse Genome

Jnformatics. http://www.informatics.jax.org) et du rat (Rat Genome Database,

http://rgd.mcw.edu) recensent, en avril 2007, près de 4750 QTL cartographiés dans les deux

espèces. Malgré ce nombre important de loci, moins de 1% ont été caractérisés au niveau

moléculaire et ont mené à la validation de gènes candidats, incluant Nppa (Korstanje &

Paigen, 2002; Glazier et al, 2002; flint et al, 2005). En comparaison, la base de données sur

les maladies mendéliennes humaines (OMIM. http://www.ncbi.nlm.nih.gov) contenait, en

janvier 2007, 204$ phénotypes caractérisés au niveau moléculaire, pour un total de 11 224

gènes mutés (McKusick, 2007).

La cartographie de QTL dans les modèles murins n’a donc pas encore tenu ses

promesses d’identification de gènes impliqués dans les maladies complexes humaines

(Moore & Nagle, 2000). Toutefois, l’importance des QTL dans l’amélioration des

connaissances des mécanismes pathologiques ne doit pas être sous-estimée. L’ensemble des

résultats accumulés à ce jour montre qu’effectivement, l’architecture génétique des

maladies complexes est subtile. Le récent séquençage des génomes du rat, de la souris et de

l’humain a entrainé le développement d’outils et de méthodes bioinformatiques pour

analyser les QTL (DiPetrillo et ai, 2005). En conséquence, la communauté internationale

des généticiens des caractères complexes (Complex Trait Consortium) affirme que la

combinaison des approches expérimentales et bioinformatiques permettra, dans un avenir

proche, d’élucider les bases moléculaires de la suceptibilité et de la sévérité des maladies

humaines les plus fréquentes (Complex Trait Consortium, 2003; Complex Trait Consortium

et ai, 2004).
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Affiner et confirmer la localisation d’un QTL

Analyses bioinformatiques

Le génome des souches de rats ou de souris consanguins est un mélange de

différentes sous-espèces qui ont été hybridées en animalerie ou dans les laboratoires. Il en

résulte une structure en mosaïque composée de segments ancestraux, dans lesquels les

combinaisons alléliques des $NPs se retrouvent sous forment de blocs d’haplotypes

(Cuppen, 2005; Yang et ai, 2007). En conséquence, la variation génétique entre les souches

d’animaux de laboratoire est ancestrale, ce qui signifie que l’allèle de susceptibilité d’un

QTL provient d’une source ancestrale et que l’allèle de résistance provient d’une autre

source ancestrale. Si un QTL est localisé à la même position dans plusieurs croisements, on

peut assumer que toutes les souches qui portent l’allèIe de susceptibilité partagent le même

allèle ancestral du gène causal, de même que pour les souches qui portent l’allèle de

résistance.

L’analyse de croisements combinés est basée sur cette hypothèse d’un gène causal

ancestral (DiPetrillo et ai, 2005). C’est une méthode qui pennet de diminuer l’intervalle de

confiance de façon statistique, sans expériences supplémentaires. La colocalisation des loci

Lvrnl3/Crn57 (article 1, chapitre 2) et Crn26 (Tsujita et al, 2000) à l’extrémité télomérique

du chr 17 permettrait ce genre d’analyse, d’autant plus que la méthode de phénotypage est

identique dans les deux études. En admettant que j’obtienne les données de Tsujita et al, ii

faudrait recoder les génotypes des souches qui portent l’allèle du QTL lié à une masse

cardiaque élevée (SHR et WKY) par un allèle arbitraire H (pour «High »), et ceux des

souches qui portent l’allèle du QTL lié à une MVG faible (LEW et WKHA) par un allèle

arbitraire L (pour « Low »). Ainsi je pourrais effectuer une nouvelle analyse de liaison à

partir de cette population combinée. Le résultat de la cartographie devrait mener à une

réduction de l’intervalle de confiance, et donc du nombre de gènes candidats présents dans

la région (DiPetrillo et al, 2004; Li et al, 2005; Ishimori et al, 2006).
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Cette stratégie ne peut pas s’appliquer au QTL Lvm]2/Cm58 (article 1, chapitre 2)

localisé à la même position que Lwn4/Cm25 (Sebkhi et ai, 1999). En effet, l’analyse de

croisements combinés est basée sur le recodage allélique de multiples souches. Dans le cas

présent, la souche WKY est commune aux deux croisements expérimentaux et porte l’allèle

lié à une MVG élevée, ce qui devrait diminuer le pouvoir statistique del’analyse.

Une autre méthode bioinformatique pour affiner la cartographie d’un QTL est

l’analyse d’haplotypes dans un intervalle spécifique (Cuppen, 2005). Étant donné

qu’environ 95% de la variation génétique entre deux souches consanguines est d’origine

ancestrale (Frazer et al, 2004; Yang et ai, 2007), les régions d’identité par descendance

entre deux souches utilisées pour cartographier un QTL ne contiennent probablement pas le

polymorphisme causal (Wiltshire et ai, 2003). On peut donc assumer que les segments de

sources ancestrales différentes contiennent le gène causai, et limiter la recherche de gènes

candidats à ces régions. Les loci Lvm]3/Crn57 (article 1, chapitre 2) et Cm26 (Tsujita et al,

2000) à l’extrémité télomérique du chr 17 se prêteraient bien à ce genre d’analyse. Toujours

à condition d’obtenir les données de Tsujita et al. je pourrais grouper les doimées

génotypiques dans l’intervalle du QTL en souches qui portent l’aiièie lié à une MVG élevée

(« High ») d’une part, et en souches qui portent l’allèle lié à une faible MVG (« Low »)

d’autre part. Les régions dont le génotype est à la fois partagé parmi les souches «High» et

«Low» séparément et différent entre les groupes «High> et «Low », seraient considérées

comme un bloc d’hapiotype susceptible de contenir le polymorphisme causal. Cependant,

les ressources publiques en $NP sont encore peu développées chez le rat (Zimdahl et al,

2004). D’autre part, la souche WKHA n’est pas une lignée communément utilisée et ne fera

probablement pas l’objet d’un génotypage intensif. L’analyse d’haplotypes ne semble donc

pas envisageable dans le cas particulier de cette étude.

Ces stratégies bioinformatiques ne peuvent être appliquées à l’étude que j’ai

effectuée chez la souris. En effet, aucun des QTL identifiés n’a révélé de colocalisation

avec un autre QTL cartographié précédemment chez la souris ou dans des régions

synténiques chez le rat. Il est toutefois possible que d’autres études soient effectuées dans
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l’avenir, d’où l’intérêt de mettre les données à la disposition de la communauté (tableaux

supplémentaires de l’article 3, chapitre 4). En particulier, le projet «Coïlaborative Cross»

à pour objectif de créer un millier de souches de souris recombinantes consanguines à partir

de 8 souches parentales. Cet ensemble de lignées de référence permettra d’exploiter

l’analyse d’haplotypes à l’échelle des génomes entiers, et plus particulièrement au niveau

des intervalles spécifiques que sont les QTL que j’ai identifié.

Cartographie physique

La possibilité de comparer les résultats de plusieurs analyses de cartographie

indépendantes, utilisant des souches parentales différentes, offre l’avantage de pouvoir

confirmer la position d’un QTL (Lander & Kruglyak, 1995). En effet, l’identification et

l’impact d’un QTL dépendent entièrement du fonds génétique dans lequel il se trouve

(Lander & Schork, 1994). Le fait de cartographier un QTL lié à un caractère particulier

dans plusieurs fonds génétiques permet de s’assurer de sa robustesse, et augmente les

chances de succès d’une cartographie fine. Ainsi, l’intervalle de confiance de Lvm]3/Cm57,

à l’extrémité télomérique de la bande q12.3 du chr 17, coïncide parfaitement avec celui de

Cm26 détecté auparavant dans un croisement F2 entre les souches de rats consanguins

LEW et SHR (Tsujita et al, 2000). La région génomique, restreinte à 10 Mb, contient une

cinquantaine de gènes présumés et 10 gènes connus, parmi lesquels certains peuvent avoir

un impact cardiaque.

J’ai donc entrepris de développer des lignées congéniques réciproques pour

Lvin]3/Cm57. Ces lignées sont obtenues par croisements en retour successifs entre la

souche donneuse qui possède le locus d’intérêt (dont la présence est contrôlée par

génotypage à chaque génération) et la souche receveuse (Snell, 194$). Dix générations de

croisements en retour permettent d’obtenir des animaux hétérozygotes pour le locus

d’intérêt, et qui possèdent 99.9% du génome de la souche receveuse. Un inter-croisement

est alors nécessaire pour générer les individus homozygotes de la lignée congénique. Afin
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d’obtenir de telles lignées plus rapidement, ii est possible de sélectionner, à chaque

génération, le mâle qui présente le plus grand enrichissement en génome de la souche

receveuse, et de le croiser avec une femelle de cette souche (Lander & Schork, 1994). Cette

méthode des congéniques rapides (« speed congenics ») est basée à la fois sur le

génotypage du locus d’intérêt et sur le criblage du génome entier. Elle permet d’obtenir des

lignées congéniques en seulement 5 générations, incluant l’inter-croisement (Markel et ai,

1997; Wakeland et al, 1997). Au moment de la rédaction de la présente thèse, les animaux

congéniques réciproques pour Lvml3/Crn57 sont générés. Il reste maintenant à vérifier que

le locus a un impact sur la MVG et/ou la morphologie des cardiomyocytes dans ces lignées,

avant de s’intéresser précisément aux gènes présents dans la région.

La cartographie génétique que j’ ai effectuée chez la souris est basée sur une forte

densité de marqueurs, ce qui a permis d’obtenir des intervalles de confiance restreints par

comparaison avec les études chez le rat. Cependant, aucun gène candidat flagrant n’a pu

être identifié sur la base d’une fonction avérée dans l’HVG. Cette stratégie fondée sur

l’évidence souffre toutefois de limitations, car elle peut nous éloigner du gène qui est

réellement lié au caractère d’intérêt mais qui n’aurait pu être suspecté à partir de sa fonction

connue (Olofsson et al, 2003). L’identification d’un gène responsable repose donc sur le

développement de lignées congéniques, ce qui sera facilité par la disponibilité de lignées

substituées pour tous les chromosomes, issues des souris C57BL/6J et A/J. En particulier,

le QTL Lvm] se prête particulièrement bien au développement de lignées congéniques car

il est commun aux 2 sexes et l’intervalle de confiance fait moins de 4 cM.

Les différences génétiques entre les sexes

Des loci autosomaux différents entre les sexes

Les résultats les plus marquants de l’article 1 (chapitre 2) et de l’article 3 (chapitre

4) concernent les différences sexuelles dans la régulation de la MVG, ou de la taille des
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cardiomyocytes, par des loci autosomaux. Comme je l’ai détaillé en introduction (voir

aussi la revue en annexe 2), le sexe est un puissant modulateur des maladies

cardiovasculaires chez l’humain et les animaux de laboratoire. En particulier, le sexe

affecte la morphologie et la fonction cardiaques, et joue un rôle déterminant dans

l’évolution pathologique du remodelage hypertrophique (Leinwand, 2003; Du, 2004;

Czubryt et ai, 2006; Du et ai, 2006; Deschepper & Llamas, 2007).

Pourtant, la plupart des études de liaison à la MVG chez le rat ont été effectuées

uniquement chez les mâles (Innes et ai, 199$; Sebkhi et ai, 1999; Tsujita et al, 2000; Garrett

et ai, 2000; Deschepper et ai, 2001; Stoil et ai, 2001; Siegel et ai, 2003; Garrett et ai, 2003;

Biltisic et ai, 2004; Seda et ai, 2005; Di Nicolantonio et ai, 2006; Garrett et ai, 2006). Une

seule étude s’est intéressée spécifiquement aux femelles (Moreno et ai, 2003). La raison

principale, bien qu’elle n’ait pas toujours été formulée clairement, est que les femelles sont

soumises à un cycle hormonal qui peut entrainer une variabilité phénotypique individuelle

importante. Or, comme je i’ai mentionné en introduction, les valeurs mesurées chez un

animal F2 ou N2 doivent être fiables, afin de ne pas introduire d’erreurs de type I ou II dans

l’analyse de liaison. Par ailleurs, les quelques études qui ont examiné à la fois ies mâles et

les femelles dans leurs croisements n’ont pas forcément considéré le sexe comme une

covariable dans les analyses de liaison. Certains ont plutôt choisi de normaliser les données

pour les différences observées entre mâles et femelles, alors que d’autres ont simplement

analysé les deux sexes ensemble (Cicila et ai, 1997; Cicila et ai, 1999; Kato et ai, 1999;

Gauguier et ai, 2005). En fait, ce n’est que récemment que les investigateurs ont pris en

compte le sexe dans les analyses (Boutin-Ganache et ai, 2002; Ueno et ai, 2003; Inornata et

ai, 2005; Llarnas et ai, 2005b; Herrera et al, 2006), ce qui a permis de constater qu’au

moins un iocus autosornal était systématiquement spécifique d’un sexe dans chaque étude.

Chez la souris, deux études de liaison à la MVG ont considéré uniquement des mâles

(Sugiyarna et al, 2002; Rocha et al. 2004) et deux autres ont normalisé les différences

observées entre mâles et femelles (Moody et ai, 1999; Leamy et al, 2002). L’étude des

lignées recombinantes que j’ai effectuée est donc la seule, chez la souris, à avoir considéré

l’effet du sexe dans une analyse de liaison. L’ensemble de ces observations suggère très



23$

fortement que les réseaux génétiques à la base de la régulation de la MVG sont (au moins

en partie) différents en fonction du sexe, ce qui ajoute un degré de complexité

supplémentaire au déterminisme génétique de la masse cardiaque.

Les modèles de mutagénèse dirigée chez la souris ont d’ailleurs montré des résultats

similaires. Certaines mutations n’ont d’effets que chez les mâles. Par exemple,

l’inactivation du gène codant pour FKBP2.6, une protéine membranaire du reticulum

sarcoplasmique impliquée dans le contrôle du flux de Ca2, induit une hypertrophie

seulement chez les mâles (Xin et aI, 2002). La même chose s’observe avec l’inactivation de

CD3$, une enzyme impliquée dans la signalisation du Ca2 (Takahashi et al, 2003). D’une

manière générale, il semble que les mâles soient plus sensibles que les femelles aux

modifications génétiques qui mènent à une hypertrophie. Ainsi le coeur des mâles est l’objet

d’un remodelage plus sévère que celui des femelles lors de la surexpression du

phospholamban (Dash et al, 2003), du TNFŒ (Kadokami et ai, 2000; Funakoshi et ai, 2002)

et du récepteur adrénergique 2 (Gao et ai, 2003), ou lors de l’inactivation de Nprl (Oliver

et al, 1997) et de eNOS (Li et aI, 2004a).

Toutes ces différences pourraient être dues aux hormones sexuelles. Par exemple,

j’ai montré dans l’article 1 (chapitre 2) que la largeur des cardiomyocytes chez les WKHA

et les WKY est identique avant la puberté, et que les cellules deviennent progressivement

plus larges chez les WKHA avec la maturité sexuelle. Dans ce modèle, l’élargissement des

cardiomyocytes est clairement associé à une HVG concentrique chez les mâles (Boutin

Ganache et al, 2002; Deschepper et al, 2002b). D’autre part, la seule différence moléculaire

évidente réside dans l’allèle hypomorphe de Nppa chez les WKHA, qui n’a été lié à l’HVG

que chez les mâles (Deschepper et al, 2001). Or, il a été montré que les hormones sexuelles

interagissent avec la signalisation de l’ANF. En fait, les différences de remodelage

hypertrophiques entre mâles et femelles suite à l’inactivation de Nprl dépendent de la

présence des androgènes (Li et al, 2004b). D’un autre côté, les estrogènes exercent des

effets antihypertrophiques sur les cardiomyocytes néonataux via une activation de la

signalisation de l’ANF dans les cellules (Babiker et ai, 2004). Ces résultats, dans leur
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ensemble, pourraient expliquer pourquoi Cm24 est lié aux variations de MVG observées

spécifiquement chez les mâles.

Différences dues aux chromosomes sexuels

L’étude des effets des chromosomes sexuels, en génétique des caractères

complexes, nécessite d’élaborer une stratégie de croisement particulière. En effet, ii est

important d’effectuer des croisements Fi réciproques entre les souches parentales P1 et P2,

c’est-à-dire croiser des femelles Pi avec des mâles P2, et des femelles P2 avec des mâles

P1. Seule cette procédure permet de déterminer si les chromosomes sexuels portent une

information génétique susceptible d’influencer le caractère d’intérêt. En effet, les individus

mâles des deux croisements Fi réciproques auront des valeurs phénotypiques identiques si

tous les QTL sont sur des autosomes. Par contre s’il y a au moins un QTL sur les

chromosomes sexuels, les valeurs phénotypiques seront différentes entre les mâles Fi

réciproques, selon l’origine parentale des chromosomes sexuels hétérologues.

Une seule étude a rapporté un effet des chromosomes sexuels sur la MVG au milieu

des amées 90, dans laquelle les investigateurs ont conclu que le chr X des rats Lyon

Hypertensive contribuait à une augmentation de la MVG (Vincent et ai, 1996). Cette étude

reposait sur une analyse poussée de la ségrégation des chromosomes sexuels, dans des

croisements Fi et des rétro-croisements réciproques. La non disponibilité de marqueurs

génétiques à l’époque de l’étude ne leur a pas permis d’effectuer une étude de liaison.

Aucune autre étude, chez le rat ou chez la souris, n’a rapporté d’effet des chromosomes

sexuels sur la MVG. Ceci est principalement dû au fait que la majorité des investigations

ont utilisé des croisements unidirectionnels pour générer les Fi. Ceux qui ont pris soin de

faire des croisements réciproques n’ont pas détecté de dimorphisme entre les mâles Fi, ou

n’ont simplement pas analysé les Fi et sont passés directement à la génération de la

population ségrégeante.
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L’analyse des Fi réciproques entre les souris A/J et C57BL!6J a montré que les

mâles différaient pour la taille des cardiomyocytes, mais pas pour la MVG. La seule

manière d’imputer sans ambiguïté les effets observés à l’un ou l’autre des 2 chromosomes

sexuels est d’utiliser des lignées consorniques réciproques pour le chr Y (Negrin et al,

2001). J’ai ainsi pu prouver que les différences de taille des cardiomyocytes étaient dues au

chr Y (plus précisément à la partie non recombinante, spécifique des mâles), celui des

C57BL/6J étant associé à une élongation des cellules.

Il est normalement impossible d’effectuer une cartographie génétique sur le chr Y,

notamment en raison de sa nature haploïde et, donc, de l’absence de recombinaison à la

méiose (Charchar et al, 2003). Cependant, l’effet majeur du chr Y sur la taille des

cardiomyocytes dans les lignées consomiques suggérait qu’il pourrait avoir un impact dans

l’ensemble des lignées recombinantes. D’un point de vue pratique, j’ai donc considéré

l’origine du chr Y (A/J ou C57BL/6J) comme une covariable additive ou interactive dans le

criblage génomique des lignées recombinantes, pour les différentes composantes de la

morphologie cellulaire. De cette manière, j’ai pu cartographier des loci autosomaux liés aux

caractères d’intérêt, tout en tenant compte de l’influence du chr Y. Cette approche a été

rendue possible en utilisant le logiciel d’analyse R/qtl. À ma connaissance, aucun autre

logiciel public d’analyse de liaison n’offre à la fois la prise en compte d’une covariable

qualitative (l’origine du chr Y) et la possibilité de modéliser une architecture génétique afin

d’appréhender les effets additifs ou interactifs des QTL cartographiés.

Finalement, j’ai révélé des interactions du chr Y avec les deux QTL autosomaux

Crns3 et Cms4 (sur les chr 5 et 10 respectivement). Le chr Y semblait donc contribuer de

façon majeure, individuellement et par le biais d’effets épistatiques, aux régulations

conjointes de la longueur, de la largeur et de la surface des cardiomyocytes (Figure 18,

page 225). C’est la première fois qu’une analyse de ce genre est effectuée.

Très peu de travaux ont montré que des polymorphismes du chr Y pouvaient être

liés à un phénotype cardiovasculaire. Chez l’humain, 4 études ont révélé une influence du

chr Y sur la PA (Eliis et al, 2000; Charchar et ai, 2002; $hankar et al, 2007), sur les niveaux
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de cholestérol HDL (Shoji et ai, 2002) et sur les niveaux de cholestérol LDL (Charchar et

al, 2004). Chez le rat, la substitution du chr Y entre des souches hypertendues ($HR,

SHR$P) et normotendues (WKY, BN) a permis de prouver clairement que le chr Y était lié

à la PA (Ely et al, 1997; Negrin et al, 2001; Kren et ai, 2001). Ce résultat n’a pu être

généralisé car certaines lignées hypertendues ne montrent aucun effet du chr Y sur la PA

(Charchar et ai, 2003; Yagil et ai, 2003). L’effet du chr Y sur la masse cardiaque n’a jamais

été testé directement, mais des variants ailéliques de ce chromosome ont été associés avec

l’activité du système nerveux sympathique, la sensibilité au sel et des phénotypes lipidiques

(Ely et ai, 2000; Charchar et ai, 2003). Toutes ces variables peuvent, en plus de la PA, avoir

un impact sur le remodelage ventriculaire. Toutefois, tous ces caractères sont la résultante

physiologique d’un grand nombre de facteurs moléculaires, biochimiques et cellulaires, et

les mécanismes par lesquels le chr Y influence ces phénotypes n’ont jamais été décrits.

L’étude de liaison que j’ai complétée montre pour la première fois l’impact du chr Y sur un

type cellulaire bien défini. Ces effets sont puissants et robustes puisqu’ils sont à la base de

iarjatjons importantes de la taille des cardiomyocytes, à la fois dans le fonds génétique pur

des souches parentales et dans celui composite des fi et des lignées recombinantes.

Le chromosome Y et les androgènes

Le chr Y des lignées de souris de laboratoire provient de la sous-espèce asiatique

Mus muscuÏus moÏossinus, alors que le reste du génome nucléaire est une mosaïque

contenant des fragments originaires de lim.domesticus, Mrn.inuscuÏus et M,n.castaneus

(Nagamine et ai, 1992). Historiquement, on sait que les souris asiatiques, qui contribuent

aujourd’hui au génome des souris de laboratoire, ont été introduites en Europe à la fin du
9ème siècle. D’un point de vue évolutif, cet évènement est récent malgré le grand nombre

de générations de souris de laboratoire produites, et il est probable que très peu de variants

alléliques soient présents sur le chr Y. Cependant, l’étude de l’évolution moléculaire de

gènes qui étaient présents sur les chromosomes sexuels avant que ces derniers cessent de
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recombiner (Jaridld et ZJj’ sur le chr Y, Jarid]c et ZJ± sur le chr X), a montré que les

gènes du chr Y sont soumis à une accélération évolutive car ils accumulent des mutations à

une fréquence plus élevée que le reste du génome (Sandstedt & Tucker, 2006). Aussi, des

polymorphismes du chr Y ont récemment été associés à la susceptibilité d’une maladie

autoimmune chez la souris (Teuscher et al, 2006). Il est donc vraissemblable que des

variants alléliques sur le chr Y existent entre les souris C57BL/6J et A/J.

La partie non recombinante du chr Y de souris contient seulement 13 gènes

identifiés à ce jour (Rohozinski et ai, 2002; Toure et al, 2004a). Ce petit nombre de

candidats à tester est une aubaine en génétique des caractères complexes. En effet, il est

rare d’obtenir un intervalle de confiance ne contenant qu’une dizaine de gènes à la fin

d’une cartographie sommaire de QTL. Cependant, les méthodes classiques de cartographie

fine et de clonage positionnel ne sont pas applicables sur le chr Y. L’approche par gène

candidat est difficile du fait que la fonction des gènes n’est que partiellement élucidée et

limitée principalement au développement sexuel, et il n’y a donc aucun lien

physiopathologique évident. Quant aux analyses moléculaires proprement dites, telles le

séquençage ou l’analyse des profils d’expression, elles peuvent se révéler compliquées à

cause du grand nombre de copies de certains gènes (Hargreave, 1999).

Malgré tout, il était tentant de disséquer les mécanismes moLéculaires à la base de

l’effet du chr Y sur la morphologie des cardiomyocytes révélé par l’étude des C57BL/6J et

des A/J, ainsi que des lignées recombinantes et consomiques dérivées. La cartographie

génétique a permis de mettre en évidence des candidats positiome1s sur le chr Y, qui n’ont

pas forcément une fonction avérée dans l’organe cible (le coeur). En fait, ces candidats

pourraient jouer un rôle dans un système biologique extra-cardiaque et avoir un impact

indirect sur la physiologie et/ou le développement cardiaque. Cependant, l’hypothèse la

plus parcimonieuse était que l’expression différentielle d’un ou plusieurs gènes du chr Y au

niveau du coeur aurait un impact direct sur la taille des cardiomyocytes, selon l’origine

C57BL/61 ou A/J du chromosome. L’analyse de l’expression ontogénique de ces gènes

dans le coeur a révélé de légères différences d’expression pour 2 candidats (Ei/2s3y et
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Ddx3y) à la naissance, mais leur séquençage n’a pas mené à l’identification d’un

polymorphisme (voir chapitre 5). D’autre part, Jarid]d a une forte homologie avec

Jumonji, un gène impliqué dans la prolifération des cardiomyocytes et qui a un rôle crucial

dans le développement cardiaque. J’ai montré que Jaridld est exprimé dans le coeur (voir

chapitre 5). Bien qu’il n’y avait pas de différence d’expression ontogénique pour Jarid]d,

j’ai séquencé ce gène car il constituait un candidat fonctionnel intéressant. Aucun

polymorphisme n’a pu être mise en évidence (résultats non montrés).

Je me suis donc intéressé à des effets indirects des gènes du chr Y sur les

cardiomyocytes, via les hormones sexuelles mâles. En effet, les cardiornyocytes

contiennent des récepteurs aux androgènes fonctionnels qui médient l’hypertrophie

cellulaire (Marsh et al, 199$). D’autre part, une récente étude a montré que la signalisation

des androgènes est impliquée dans la croissance normale du coeur chez la souris, et module

la réponse hypertrophique et la fibrose pendant le remodelage cardiaque (Ikeda et al, 2005).

D’une manière générale, les propriétés anaboliques des androgènes favorisent une HVG

chez la souris, le rat et l’humain (Hayward et al, 2001; Czubryt et al, 2006). Plusieurs

évidences que des gènes du chr Y pourraient influencer les niveaux de testostérone

plasmatique proviennent d’études sur les comportements agressifs chez la souris (Carlier et

al, 1990; Sluyter et aI, 1996). D’autre part, le chr Y a été impliqué dans le métabolisme des

androgènes chez la souris (Jutley & Stewart, 1986), et a été directement lié aux niveaux de

testostérone plasmatique chez des rats adultes, grâce à l’utilisation de lignées consomiques

pour le chr Y (Toot et al, 2004). Enfin chez l’humain, le gène Sry interagit in vitro avec le

récepteur aux androgènes (Yuan et al, 2001), mais ce résultat doit être modéré par le fait

que Sry a des structures et des profils d’expression spatiale ou temporelle très différents

chez l’humain et la souris (Clepet et al, 1993; Polanco & Koopman, 2006).

Les mâles C57BL/6J sont considérés comme ayant une déficience androgénique

chronique, et ils sont caractérisés par des niveaux de testostérone plasmatique bas en

comparaison d’autres souches (Bartke, 1974; Brouillette et al, 2005). Le dosage de la

testostérone plasmatique à l’âge adulte a montré que les mâles C57BL/6J avaient moins
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d’androgènes circulants que les A/J et les consorniques C57B16J-chrY A/J. Ce résultat

suggère que le chr Y influe sur les niveaux de testostérone plasmatique (voir chapitre 5).

Cependant, des niveaux de testostérone bas ne s’accordent pas avec une masse cardiaque

élevée si l’on considère les propriétés anaboliques des androgènes.

Je me suis donc proposé d’investiguer la réponse des cardiomyocytes aux

androgènes, en fonction de l’origine C57BL/6J ou A/J du chr Y. Des castrations

prépubertères dans les souches parentales C57BL/6J et A/J, ainsi que dans les deux lignées

consorniques, ont causé une atrophie des cardiomyocytes uniquement chez les souris

possédant un chr Y d’origine C573L/6J. Aucun effet n’a été noté chez les animaux

possédant un chr Y de type A/J. Afin de valider ces observations, j’ai administré un

traitement chronique de testostérone à des animaux castrés avant la puberté. L’expérience a

révélé une réponse hypertrophique des cellules en fonction de la dose d’androgène, en

présence du chr Y d’origine C57BLI6J, alors qu’aucun effet n’a été observé chez les souris

possédant un chr Y d’origine A/J (voir chapitre 5). L’ensemble de ces résultats suggérait

que l’origine C57BL/6J ou AJJ du chr Y pouvait influencer la sensibilité des

cardiomyocytes aux effets anaboliques de la testostérone, soit en augmentant la production

du stéroïde, soit en agissant sur la réponse cellulaire.

Quant à l’expression du récepteur aux androgènes, l’origine du chr Y n’a pas

montré d’effets sur les niveaux de messager ou de protéine (voir chapitre 5). En

conséquence, si le chr Y contrôle la réponse hypertrophique des cardiomyocytes à la

testostérone via la signalisation du récepteur aux androgènes, il est nécessaire que cela se

fasse par l’intermédiaire d’un des nombreux cofacteurs (Chang & McDonnell, 2005;

Tournazou et aI, 2007). Il a d’ailleurs été proposé que l’action des androgènes en relation

avec l’hypertrophie cardiaque soit influencée conjointement par les variations du récepteur

spécifiques du tissu, l’activité des enzymes du métabolisme androgénique, et les

corégulateurs du récepteur (Liu et al, 2003).

Par ailleurs, le rôle de l’environnement périnatal dans le développement de

pathologies cardiovasculaires à l’âge adulte a récemment été reconnu. Par exemple,
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l’empreinte androgénique néonatale détermine le dimorphisme sexuel observé au niveau

de la PA basale et de la susceptibilité à l’hypertension induite par un régime alimentaire

chez le rat SHR adulte (Plut et ai, 2002). Ceci apporte un argument intéressant pour

expliquer que le déclenchement des maladies cardiovasculaires ait tendance à être

prématuré chez les mâles, et que la progression pathologique soit souvent plus délétère. Un

évènement clé dans la vie précoce des mâles est l’afflux périnatal d’androgènes

testiculaires, au cours duquel les concentrations circulantes de testostérone atteignent des

niveaux adultes. Cette période est critique pour l’empreinte hormonale du cerveau (Arnold

& Gorski, 1984), de la prostate (Singh & Handelsman, 1999), et probablement d’autres

tissus sensibles aux androgènes tels que le coeur. De façon intéressante, la castration de rats

mâles à la naissance prolonge leur durée de vie, alors que la castration au moment de, ou

après, la puberté n’a aucun effet (Talbert & Hamilton, 1965). Ce résultat est à rapprocher

des observations faites sur une cohorte d’humains transsexuels de sexe génétique féminin,

dans laquelle l’incidence des maladies cardiovasculaires n’était pas plus élevée que dans la

population générale malgré une exposition à des doses massives de testostérone (van

Kesteren et ai, 1997). De la même façon, les femmes avec un syndrome poÏykistique

ovarien sont exposées à des quantités assez importantes de testostérone, de façon

chronique. Pourtant, on n’a pas observé d’incidence élevée de maladies cardiovasculaires

(Wild et al, 2000), ni de mortalité précoce (Pierpoint et ai, 1998), malgré une augmentation

des facteurs de risque cardiovasculaires (Dahlgren et aI, 1992; Elting et ai, 2001). Le fait

que ni les transsexuelles, ni les femmes avec un syndrome polykistique ovarien, ne soient

exposées aux androgènes pendant la période périnatale pourrait expliquer leur relative

résistance aux complications cardiovasculaires.

Chez la souris et le rat, il est possible d’évaluer l’ampleur du pic de testostérone

prénatal en mesurant la distance ano-génitale 4 jours après la naissance (Vom Saal, 1979).

J’ai donc effectué ces mesures chez des mâles et des femelles dans les souches parentales

C57BL/6J et A/J, ainsi que dans les lignées consomiques (voir chapitre 5). Aucune

différence n’a été observée chez les femelles. Les mâles C57BL/6J avaient la plus grande

distance ano-génitale. La substitution du chr Y chez les consomiques C57BL/6J-chrY A/J a
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induit une diminution prononcée de cette distance. Par contre, je n’ai pas remarqué d’effet

significatif de la substitution du chr Y dans le fonds A/J. Dans toutes les expériences

impliquant les lignées consorniques, j’ai remarqué que la substitution du chr Y dans le

fonds génétique C57BL/6J était systématiquement associée à des effets prononcés sur les

cardiomyocytes. Par contraste, la substitution du chr Y dans le fonds A/J a des effets plus

modestes sur la taille des cardiomyocytes. De façon similaire, les résultats obtenus avec les

distances ano-génitales suggèrent que la testostérone périnatale semble être l’objet d’une

forte influence du chr Y uniquement dans le fonds C57BL/6J. D’autre part, les niveaux de

testostérone plasmatiques bas et la MVG élevée chez les C57BL/6J adultes ne s’accordent

pas avec les propriétés anaboliques de la testostérone. Je fais donc l’hypothèse que le chr Y

contrôle la sensibilité des cardiomyocytes adultes à la testostérone, en influençant l’ampleur

du pic prénatal d’androgènes. De plus, comme les effets semblent dépendre du fonds

génétique et comme le suggèrent les résultats de la cartographie de QTL, le chr Y

interagirait avec au moins un locus autosomal.

Cette hypothèse est étayée par les mécanismes mis en place lors du développement

sexuel des mâles (Wilhelm & Koopman, 2006). La détermination et la différenciation des

testicules sont des étapes charnières du développement sexuel, mais l’implication de

nombreux régulateurs transcriptionnels, de réseaux de signalisation et de messagers

endocriniens sous-tendent la masculinisation des organes tels que le cerveau, la prostate, et

peut-être d’autres tissus comme le coeur. Or, les gènes du chr Y jouent un rôle dans la

détermination du sexe mâle, dans la spermatogénèse et dans ta fertilité (Affara & Mitcheli,

2000; Charchar et ai, 2003; Ditton et al, 2004; Toure et ai, 2004b). En particulier, Sry est

l’élément clé dti développement des testicules et du tractus génital, et donc de la production

de testostérone prénatale.

Afin de valider l’hypothèse que le chr Y contrôle la sensibilité des cardiomyocytes

adultes à la testostérone en influençant l’ampleur du pic prénatal d’androgènes, il sera

nécessaire d’exposer, pendant la période périnatale, les mâles C57BL/6J (sensibles aux

effets anaboliques de la testostérone) à un antagoniste des récepteurs aux androgènes, et les
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mâles C57BL/6J-cbrY A/J (résistants aux effets anaboliques de la testostérone) à une dose

élevée de testostérone. Il faudra ensuite vérifier l’impact d’une castration prépubère et d’un

traitement chronique à la testostérone sur la taille des cardiomyocytes. Si l’hypothèse est

juste, je m’attends à ce que l’antagoniste prénatal abolisse les effets hypertrophiques chez

les animaux qui ont un cbr Y C5711L/6J, et que la testotérone prénatale induise une

hypertrophie des cellules chez ceux qui ont un chr Y A/J. Dans le cas où l’hypothèse est

vérifiée, il faudra alors contrôler l’existence d’un polymorphisme allélique sur le chr Y.

Priorité sera donnée au gène Sry, qui est le candidat le plus évident pour affecter la

production de testostérone testiculaire chez l’embryon.

Conclusion

Grâce à l’étude de plusieurs populations ségrégeantes de rat ou de souris, j’ai pu

disséquer conjointement, ou séparément, les bases génétiques de la régulation de la masse

cardiaque, de la morphologie des cardiomyocytes, et de la pression artérielle.

Mon travail a abouti à la cartographie de plusieurs QTL originaux liés à la masse du

ventricule cardiaque gauche, à la longueur, la largeur et la surface des cardiomyocytes, à la

pression systolique et à la pression pulsatile. J’ai aussi confirmé la position de deux QTL

liés à la masse cardiaque chez le rat, identifiés préalablement dans des croisements

indépendants utilisant au moins une souche parentale différente. De plus, j’ai mis en

évidence un QTL lié à la pression pulsatile, indépendant de la pression artérielle. Ce QTL

est le premier du genre dans un modèle animal, et il pourrait être également hé au

développement d’une hypertrophie cardiaque. Enfin, l’étude chez la souris a révélé qu’une

augmentation de la taille des cellules ne conduit pas nécessairement à une augmentation de

la MVG, et que des loci différents peuvent influencer les deux phénotypes de façon

indépendante.
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Les résultats, dans leur ensemble, ont dévoilé une complexité insoupçonnée du

déterminisme génétique en fonction du sexe, indépendamment de la pression artérielle.

Chez le rat, les loci autosomaux liés à la MVG se sont tous révélés spécifiques d’un sexe.

Chez la souris, le chr Y a été lié pour la première fois à un caractère complexe (en

l’occurrence, les différentes composantes de la morphologie des cardiomyocytes) au cours

d’un criblage génomique. De manière intéressante, le chr Y interagirait avec des loci

autosomaux.

J’ai montré que certains gènes du chr Y sont exprimés dans le coeur, mais aucun

polymorphisme pouvant influencer la morphologie des cardiomyocytes n’a été détecté

après séquençage. Par ailleurs, j’ai montré que le chr Y pouvait contrôler la réponse

hypertrophique des cardiomyocytes aux effets anabolisants de la testostérone.

Éventuellement, le chr Y pourrait interférer avec une possible empreinte androgénique

périnatale des tissus cardiaques.

Finalement, le développement de lignées congéniques, ainsi que l’analyse

physiologique et moléculaire des effets du chr Y, devraient permettre d’identifier de

nouveaux gènes candidats impliqués dans l’étiologie de l’hypertrophie cardiaque,

indépendamment de la pression artérielle.
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Hypertensive Cardiac Remodeling in Males and Fernales
From the Bench to the Bedside
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inhihit scseral pottit iillv hartiiful nic’elianisms ttr ptthwus.

as suitititari,ecl in lue ‘lubie. For itustmce, estraditil Itthihits

pressure os erload—i tuduced iwpeflttpitv via j nductitttu tif tue
Ptttdiitctitttt tut triai ttittiUtetie PePtilie5 tttd, tlutts, via cd—

ration of i uttracel ittiar cC M P. svhuicb ha hccn sttitwtu itt he

stifhiciertu tu iutltibjt pressure itveritttd hypertrophtv4

The Presence ot’ Estrogens or the Absence
ot Androgens?

\Vlten ectnsiderittg tIre causes cuf redttecd cardittvascutlar rjsk

in pretnctttipautsal stotuicut. ituticli lutte attentiittu lias bectu paid

in hue poteutuiti protective eh I’ectt of estrogetus thaui on ih

possible deieterious eflects tuf atudr gens. l—loe ever. lite ah

seutec oh a citai auud shtarp break pottu in lue risc itt feuille

crihos tsctthtr tisk tu ttteltopause ltts lcd situe ttt clualiciugi’

tite estrttgen prtuteetlut livpotltesist The tact tilt tite

prltspectlt e Ilitruitotte autd Estuogeutiprogestitu Rc’phacerttent

Sttudv il—1ERS t Ititi ot estrigert rephacetuetut uhuertpv aetutliv

iticreased catdiovascut itt risk itt iueaithy ptsuuiienoptttstl

wotttett Itus rei nfurced tItis tluituk j utg.7 Seserui I itues tif cvi—

denec indtcate that atudrogetts mav lie t at least in putt)

respcttsibbe kir sotTe di fferetuccs in tlue cardtos tseular sys—

tetlts iiI maies atid lertstics, hi ittstattce. lite itigher platuuta

cltnceiutraticttt itt iuigh—dcttsity lixtprtttciti itt u tunteit is lie—

0f tic titi Utt autdrtugetts decreuse lttgiu—dettsitb ht—

popruutein choiesuetol tiiti not heeutuse of the I art tluuti estrit—

getis mci case it, lut maic uttice. cite iitcreutsed risk ni posi—MI

rupture tif the ventricutiar ssall e bccause ni testosterotue:

hosvesiur, esurogens fliutV dectease ihe risk in tiiles hy virtue

of their testosierone—iosverittg eflccts. I Likewise, tiuttch ttt

titc se’—dcpetutiettt thfieretuces in tdtuit tttouse cardiac rcuuut_

liriatiott are hecutuse of ilte elicets ttt auudrogetts’ Ihere ttc

uisiu severi I rai ttttuitels wh’re Itigiter iesels itt blond pressutre

iii tuiles are exbulaitued bb u dcliti’rttuuts eftcet itt testostetttti

bttt not h1 u hkuotl pressut te—bu eritte cl cet iti esurogeuts. t
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kets se. there is evideitee that ant ianditeen treat tuent of
hvpercnsive rats with flutamide decra.ses end—orgait damage
u heait and kidnevs5; how ever. tue inteipietation nf these

data arc flot cie:tr eut. becat se ii tu amide hits also heett flntnd
to have cardiovascular actions that arc androuen receplor
utdepem]eut. In vitro. aututtogcuts have hecu reported o
t ttduee ahii)fltuisI s t Ii CaftIiOhitVOC tet’ Flk posthie eflects oC
andtogens on cardiac remodeling arc compatible wit[t lite
report that cardiuiuutvocytcs contaitt iunctinnal autd espotisive
autdroizcti receptors’

iJespite the flndittgs iisted ahuive. thre iii no clear—cut
es idence that autdroueos are deietetiotts Ciom t eurdinvaseular

staucipomt: t I t iii males. there is evidcnce thiit physiolouical
leveR ol testosteuone participatc, via ils conversion tu estro—

ucn iii taruet tissues liv atOtttit:ise, to lite ttu:utlitett:tttce cd
ulUtfltal sascular lotte Itt ntaies t2t itt meut. lucre R ait
t n terse re iationsiuip betis ecu tcsk)stcrone Icveis and lite
ntcidcttce tut corottare heart disease; and 3t [lucre iii no
eviclence litai administration oC testosterofle al siolouical
closes itas anv eifect oit cardiovascular risk!” I iowever, the

possuhility retutaiuus that aiudmgcns lutay cXert tclverse eflcc [s
tu eenain ptnictt lar hauktitounds and/or t,nditiotts. For

nst tnee, ii ha s heen reported recentiv I liai pnsl menopan sa I
wou[tcti witlt type 2 duahetes have ev iderice oC autdroeti
escess that iruuht ctititrihute to incteased cardiovascular
risku

Mechanisins of Actions of Sex Steroids and
C ene—Environrnent Interactions

Flic efft’cl.s oC estrouens aie mediated via 2 distinct ta pes oC

[R. tuaI is, ERcu aud ERf3 Each ER appears to couttribtute
cli li etcntly tu the s artoits catdioptoleetive et Gccts oC cstro—

gens. In ihe vasciulature. [he protectuve eIlects oC estrogens
lias e hectu shown itt knockout itt icc ti) 15e tïiecitatcd piedom—
iaautttv via FRis. In eontrasi. tue proteciive elCeci ni estradiol
acai nst pressuuie overioad—indttced hypenroputy is aboli shed
ouuly alter inacti satioti OC ERpoo I nterestinglv. recent data
j ndicate dvii ERJ3 geute 50F rnotphisms associate witlt eh
vent rieit lar mass and vali t hiekness in wnmen huit toi in

nett” Fioss et et’. the ntolecttiar uttttchtncuv uutethattng cciiuiar
responses to est mucus is eouttltlex and involves hot h getuomic

:utd ttotuuettomic et tecls. s regulated h’ ntuneu’tius coregula—
irrv prcutcitis, attd is siull Car lroutt heinu tuuudersuutc l’’”” The

actions oC actisated autdiogeut receptors are ntodulaued hy an

etiuaiia large ttuttuuber tut coreguuiatou’s.’ but their ttuecitatuisuuus
tu iclion anti their poteutoal oies witltin lite cardiovascular

‘vstettt tinte hectu stuulicd itt lets detail thau tint oC ERs

Wtteu cottsideriutc tic elfects OC stemids oui lite ttcart. nue

sittuuld aLoi taLe irttuu uccouuit titir actions tut clii lctettt ccii

types and/or ptoccsses For ittstattce, estrogetts attd attdrogens

have heen stuggested b tuas e adverse attd hetuehc’ial eCtects tin

ntl:tnttttator iwocesses tu cardiontyocstcs ami/or immune

celis. respcctivclV
Wc have show ii recetit lv hv tirtkage anal soi s t hit genetic

ioci iinkcd bu cil ictitrictulur utuass tutider hasehute cuuuditiotts

iii uutales ire ditlc•’rcuit autd thstituct it’om titose iuuiuutd tut feuttales

tu u utuurrutuuicttsiuc rat crutss.’ Ilotrc’tcr. whucut lite heurts ire

cutallctuged ha t utltttttc’ ovcrload, t ou ticular loctus tiuai

shuussc’d littkugc bu hasciutte cil seuttricular nuass in uuuuies otuly

svas linked to transitiou tcuward eoutgestis e heari iailttte LotIt
itt ntates attd teuttates. tRis sltosviutg that t lie e blect oC loci tttav
lie titutcluhated hv ettvirututttteiutal coulclitions! Soute oC tttese

gcuue—eutviuu)ttttteult ituterttctiouus nias acttuuliy uestult Cnuutt ciii—
Cercuices itt tite response oC mcli vidujais to ses steroids i—tir

eXauttitlc. uuucuu’utgeuis iutcrease eut veutirictui:tr mass bit a uttuuclu

guetter cxtcttt in uttic’e sr lieue tite geute cudiuun Cor utatriuretic
peptudc receptor A svas iruactivalccl tiuan in their vi lcl—uype
ccttuuutcrpauls’ u lui Buts. sve lits e made siutti lut uuhseut ilions.

hecacuse orcitidectomv did lot dccrcase tRi size oC cardio—
myocvtes itt Wtslar—Kvo[o uttate ruts hit dicl so in Congeflic

Wisiar—Kotuu ruts coitbaiutiutg a it ponuouputic variant allele tuf
thc’ geuue cuidiutg Ior atriai natriureLic peptidc’ prectursor t B L

mcl EEC)., tuuuptuhi isheci ohisers :tt iuutis, 20(16) lut soulte in—

statuces. stetsuicls theutiselves nua\ ccuutstitute tRi euiviut)ttutteuulLi
Induit. whicit is lien modtuiatcul h geute vuriartis srithitt lic

steusid—respoutsivc’ uuu:ucltiuterv For instaulce, rece tut data tut

tutiuttans show that ariaitts oC bite ERs geute associatc usiilu Mi
ut tiiett.’ u’heueas vautattts oC tite ERf3 geute tssociale svitit cli
vcuitiiccuitr toits’, itt sivuutteul i’hus. uvltett consideriutu lue

actions oC ses stcrctids. jute shottld reutteutther tuaI tluei r eCCecbs
cnn tue unociuhuted by lIte gc’utetie t,ackgrututttl cul individutuis,

as oeIl as ha cnviruuttuneuttat euutuduticitus (iuucicuduuig age attd/or
post uuuemipttu sti condition t

Role o! Sex Chromosomes
lise mecitatuisuits rcspuuutsilslc kir se ‘—hasecl dit Cereutc’c’s in

veuitriettiit ur’utttucleliuig aie lot etttiueiv ‘leur, but dilbc’renc’es
in sex citruuujtostuunes cotlstïtttte auu ctuuctusptutahte ditIetettce
heloceut maies md feituales f )tue ttb lIte utlrihuues tiC tituletuess

itt Ittumatus attcl lahorator s dents s lite preseltce oi cltronto—

sortie Y Ittterestittgly, sescual cituimosoitte substitution es—

perititettis luise bcetu pcriouiitccl between ttorttttteutsive tWist—

ar—Kyoto, Brosvut Norsvay . atuci Ki ttg lIoltctutatt ) ttict

lus pertettsi se C spcuuttauteotusly ityperleuusi ve auuci spouttarueoctsty

htypertettsi ve stucikc—prottc) rit inhted straiuts !u lui sevcrah

cases. duc’ puescutcc oC citrcuuutosouute Y Croutu lite Itperiensuve
sbr:titt tris ussuueiaied with u 20- o 25-mnt itg diClerence in

hiouud pressure f )C usine, thts is nuit n gc’ulc’tic citaracuerislic oC

iII luvpcttetusise straiuts, bectuse tratusier oC cltutuuuuosouuic Y

Intuit odier hvpcrtensive strai uts sud nui vueld ihe saune

eIÏcct,3 Whtcit preseuut. due eClecb tut chuuurutcuscuittc Y tris

fou id tu clepend Oui ttte pucsc 1cc o C lestosterotte auud ot
aticlutugeut ueceptors Aithuiitgh tbte et ieet 01 cbronsutsuuutte Y

tin cli vctitricrttar utiass lias nuit heen bested direerlu, alielic

variauuts oC titis chu’ontosouite also associate with svuiupauhetic

tien otus s stem uctuvity, sali seuisttisity. atiul iipud phctiotypc’s

ail oC sslticit uttay (tut actditiouu tut blottit pressture( aCiect circliac

tetttuidehtttg u t Receutbly ste hase ttteasuued [lue shipe cul

catctiouuuvoe tes iront 2 tOOttSe SI raiuts disphayi iT tnarked

tlii’leretuees ut catdiae ntass. thab is.A/J autd C57131/hi

ttiice ‘ lui kcepiuug wittt lue clitlerenccs itt caudiuc uuuuss.

cardiottt) ocyies ln:itn C57B1/6J n ice srere uncicit auget tltait

Ihat trtuuut titete sVJ cotuuuterpat’ts I Iuusvever. scthstittuotttus ui

chrtutiuosiuutie Y (uehssceul bhe 2 sbuaiuts tes caiccl tluat ctuutuututt

situe Y lu utuut C57BI/OJ was assu ucuutccl w itlt tut ittcteased suce
oC caidiuuunyi ucvtcs, clcspitc’ bIte tact tuaI hluiod pressure tris

svibluuut Lite ttourttobetusuvc ange tut ail tub tue sLraiuis7’ FtuiIluer

nutalvses tue tuuuclerss tv tu dcci hIer lIte titecluanistiis respuutusu—
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cardiomyocytes
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other celis

Diagram summarizing the ways and mecha
nisms by which sex can modulate the pheno
type 0f the heart.

hIc or tlicse ciiccis. ilic Indinc in animais niav have

icIi.ieiiic ior hunian PPUlaii0I1S hecatise ehrnini,snme Y
I)1)lYIfliPltl%1i1S 11115e hecit IIiilcd in di iferences in blond

In 3 dittcrent p()pulannnsand in higli—densiit ii—
piptlit chçilesttiiI levels in a .Iapanese popolatinti.

t Iiniiiiosniii X s lie nlltcr Sex chtnnii,st’itie. i’’ in 2
copies in leiiiales and I clips iii males. Althoucli I ni tlic 2 X
clttimsnities s enniniinIs mach sied in temale ceIR hy

cninpaciinn itti tue i3air bois, 5-i ni geiles nu the

I ilacti ‘c itilsOifle X escape inacti S aLit)n. and another I
i nnI pariim11 iiiuciiv.uiI. This I ives ample ronin toi

totuble imses nI celtes crett on the X chromosome in

conirihute In s’x—t’iaIc’d hinInic di[ierences, bel Ihe possible

j mpaci nt this ptieiiirnennn lias ont hecn mvestigated in

detai I

Steroids and Periitatal Programming
Bevond the mie ni pnstptuheriai sternids. eariy life expnsure
in steroids may alsn has e iltuporiani cnnsequences oui laie—lite
cardmovaseular diseases. Pot instance. excess exposure nf

des clopina fettuses in glucncnrticoids ittcuesses t[teir blond
p.ssuue laier diuriite adulu life.” A kev event in eariy niale

lite s ilte p’tiutalal aitdumugen serge. u perind liaI s uritictl lot

lunriuuiinal imuptinlin anti ses diflememmtiaiinti f ihc brain anti

lime ptn5titlC. sud pnsslsly ilso otliet tissues. iicltiduitii Cmii—

lins isetulcit nnes.51 Neoiiatal andi-oceut inntpriuutiiw lias hecit

tepntied In dciernune lic ses—specitk siisce phihilits nt rais tn

caleteuca diet—itudtccd lispettetcsinuu.I lmnpnttsuutlv. the envi—
roitmuenti cnmctanuus nittuineunus aients thai may tiisiupi the
ttuutciniuu tif stercuit liiirnttines h acdut us cithcr aCnnists or

iiuiaCnuuists md. iltus. tiisiurh tue norma! nechannisni nt

peritaial iiiipiifltitia. ( tilt’ exanspie S uluat ni snyhean—
detived phytnestrngens (PLi, that is. the isniiavnnes daidtein

attd m!enisiein. tinst cnniuiieic iai uocleiit chosvs aie snvhean

detieed icnml, thtus, couttain Pis ai sufflcient lv high Concentra—

tinuts tn atiect the pitvsmnlny nI several nrgans. ‘iVe. dIcte—

inte, compared lais lcd ss j iii siandatd PE—rich nideni ehnw

ss ith nihers receivinit n Ph- tee cascin—hased dieu ii est
ss Itether the dici wnuld have ait tiipuet 011 catdiac tnorphol—

oi and/nr limnemim. We inond iliat lIte hearts ni rat s lcd wnh

n Ph—dec cas’mn—hased dit des-’lnped leattures ni dilated

eçCc’lttric iuvpetiroplny antI iuntlike the hearts nI ilueir couiner—

parts let! si iih PE-deli snv—hased dieu) ptngressed tosvard

cnngesu se heurt. failure whc’ti lurtlter clutillenged by vnluumie
nverltiad. lnnupniiantly. tlue cf cci of dietary Ph was te

stricieul in tlucir presetice in tue utmateunal diei duriimg perinatal
developuneuti, tluus tlemonstrsiitug thai recepinus uecogunieeil

by Ph t presu uuuuhl\ stetoici recepiturs I puas an npnrtamit inle

u i lie peu-i natal pungrant cii 1g of cattli mmc ittorplun 0g suit!

fuiuct ion. f)f Ilote, whereas sntne h,tve cnmtiirmed ihat dietarv

t’Es plu lied rats agaiuusi vnluutue tuverltiaml. ntlters lisse

reporte! diflerent anti divergeni eilects ni dietar l’Es,

hecamuse s soe—hccseit diei mippears in w-orscn eardiae ttinction

in male transgenic nuuuse miilels nr Iuvpertrnphic cardinuttv
npstlu ‘ Hosvever, it s iunkuunsvn svhei lier tut’ lailer efieet s

relaie! in peri natal or adu lu expose te in Ph.

Cli nical Consequences
As sutiiimiarized in the figure. lucre aie tuany ways suit!

rnechanisms hy wtiieh sex cnn rnndulate ihe cardiac phenci—

type. anti ututiclt renlaits in he lcatned about each fui theuuu,

‘fluese paihss-ays tlceuttselves are mode lated hy other diciots.
ineltidung ihe genetic backgrntund cii individuals antI age. lite
modulainuyac dons ni sex sieroids tilt iuiilauuumatnrv

mie mii pmctticmcllr inienest: hecatusc’ Iluose mit’ lukelv io h’eciiuue

note prevaleuit as age iuueueases. ii iiuighi explain in part why

lie ltroic’chive eflecis ni estiogeuts il enuumg ssnuueni unit tutu

adverse et lecLs svhen replaceuneitt theimtpy is gi eec in nlder

p si unuentu ip.itu sal set iuflCuu.5
Aliltotiglu lie caidinvasctular eftects nf eslutugeuis uttil an—

dmogetis are uni tmucilntutul positIve tir negative, respeeitvely

lite evideuice res iesved uhns e has let! iii lime svidelv held

pmc’pt ion that ss onneut nue piotecued agai ulsi es rdio vmisiu lar

dise.ises Tlui s lias lcd in the tmutfori unale cntiseqttence litai

cardinvasctclar diseuses tme less duaguutised iii wnmen mmd ihat

the aie iess likely to reeeive apptcipriate tteaimenmi Hnw

ever. candiovasctnlat diseuses ivptcally manifesi themselves

during ttmiddie age. ah u unie witeut woutteum are pnstnuienn—

pausaI antI even litote eulnetahic ho emircliovasetu mir proislems

than mcli1 t )ne cnnsequeuiee tif the l-l ERS Trial is tltau uluerc

is cturreuttlv in sale tutd aceepted ltnrunoutal replaectmueuit

iherape no redmuce catdinvasciu mir risk in posimneliopatusat

ssoiuielt’-’ li is. tlterelnre, erituctl muni in tuinuniui,e ihe duag—

itosis auud tueatuneutt nf cmmrdicts ascular cliscase in ss-iuimclu ‘fus

— I
— umpnntung

effects
cardmac ceils

dgonad

f
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AGE J
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shotild alto serve as an I mpc’tus tu hiutet understand hosv
sittoids exert iticir pi)lcntial cardi protcctve action md use
ihai knowledEe in dcsin pmpcr siraiegies or hormonal
replacement tprovidd that aex sleroids arc the main cause ni’
sex-specitic diilerences). Because aenctics hase shown thai
di l’l’ercni genes may be responsible for ventricil lar retuodeling

n males ami lclnalcs.i it in alto possible that the emcacy of
soute drtitts Wi il [Et cli Iletent iii ntett anti svomen, Su tar,
tiitlcrenees in the use ut’ cardiovascular drugs have heen
mostly justilïed [w difterences in pharniacokitieties and/or in
the acEs ity ut’ dru—rnctabnliiin enzvmes.1m However. lie—

cause wonien are sE Il tmdcrrepresented in siudies on arterial
hvperie nslon and heart t’ai lure. sve sti li dc) flot appl’ec iUtc

tu lly ss hether dtugs work dit’tcrcut y in mcii anti stoinen. 1f
dit’t’crcncs are l’otiiid, a better uiidetstaudima ut the mecha—
nisms 0f’ sex-speciPe eai’diovaseular tlifferences should tac

hclpl’ul in tac opiinutation ut therapies acenrdiniz 10 [lie s’x
ut the pal ients.
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Identification and Validation of Loci and Candidate
Genes Lïnked to Cardiac Hypertrophy

Bastien Liamas and Christian F. Deschepper

Su mma ry

Left ventricular hvpertrophy (LVH) is a complex quantitative trait that bas a
strong prognostic value for cardiovascular mortality and morbidit. C’ardiac
mass is determined in part by the influence oC genetic loci that are Lnown as

cluantitative trait loci (QTLs). the iocalization oC which can be perfc)rmed
experimental iv in genetic animal crosses. The present chapter outiines stan
dard procedures fbr the sciection ofappropriate animal strains. thr assessmcnt
of mode of inheritance. thr characterizing the carci iac phenotype. tbr pertorm—
in vholc—geiiome scans. and ror conclucting linkage anaises. ldentitication
otQTt.s may lead to the identification of candidate gencs whose roles can he
t’urther investigated in either transgenic, knockout. or pharmacologically
manipulated animal moUds.

Key tVords: Left ventricu lar hvpertrophy: cardiomyocvte: complex trait:

cluantitative trait locus: inbrecl mouse strains: inbred rat strains: animal genetic
crosses; recombinant inbred strains; recombinant congenic strains: simple se—
quence length polymorphism; iinkage mapping; congenic animais: candidate
ene.

J. Introduction

Complex traits (aiso called quantitative traits) cnn he detined as phenotvpic
traits that (unlike mendelian traits) are not linked h a simple one—to—one rela—
tionship tc) ariants of one particular gene (1). These traits are characterized b’
measurable phenotypic variations owing to the combined etïects oC genetic
and en ironmental influences. the combination oC hich makes it impossible
to predici apriori the magnitude or importance oCthe trait (2). Identification oC

From: Methods in Molecular Medicine, vol. 112’ Motecular Cardiology, Melhods and Proto cols
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gene mutations iinked w mendelian traits may be a tong and chalienging pro
ceas. but the most timiting fiictor is the availability of informative pedigrees.
Once ihcse have been obaincd. idcntification ofdie locus is highly feasible, as
iltustmted by die fact that die 1mb between human syndromes and gene muta
tions have bccn established in seveal hundrcds of examples (3). In conflst
many cardiovascular traits (including susceptibility w cardiovascular diseases)
can be defincd as complex traits, so that pmgress in die identification ofgenes
tinked w such traits lias been lagging. Nonetheteas. there has been in recent
yean an accelemtion in the identification ofgenes linked w comptes traita, in
pan thanb ta the availability ofnew research tools (4.5).

A iocus linked w a complex trait is catied a quantitative trait Iocus (QTL).
Since finding a QTL in humans remains a difficult tast a viable alternative is
flrst to map QTLs in animal models widi quantitative traits differences and
then ta use this information w identil& candidate genes. The successive steps
ofthis stratcgy have beenam outlincd in Fig. 1. This chapter focu on how
QTL mapping strategies can be used w find QTLs linked to cardiac ventricular
mass. In both humans and animais, the latter ait is highly variable. and b
variance has been shown ta be determined to a large extent by heritable factors
(6.7). It is also n trait ofclinicai significance, because chronic loft ventricular
hypertrophy (LVH) constitutes one ofthe most powerfut independent risk fac-
tors for cardiovascutar morbidity and monalhy Ø,9). and is associated with
die devciopmcnt ofarrhythmias, heart failure and cardiac suddcn dcath (10).

2. MaWrials
I. inbred an 1mai strains (sue Subheadlng 3.1. and Note 1).
2. Pmgeny ofcrusses benveen inbœd strains (sue Subheadlng 33. and Notes 2 and 3).
3. Top-bail balance.
4. Micrometer caiiper.
5. DNeasy Tissue extraction kit (Qiagen, Vaiencia, CA). containing spin coiumns,

2-mL collection tubes, buffer ATL. u proteinase K solution (20 mglmL). buffèr
AL buffer AWI, and buffer AW2.

6. RNase A solution (100 mWmL H2O).
7. 96-100% Bthanoi.
8. Microcentrifuge tubes.
9. DNA elution buffer (10 mMTds-HC1, pH 8.0/0.01 mMEDTA).

10. Spectrophotometer.
li. 6.6 pM Unlabeled M13 primer (5’-CACGACGflGTAAAACGAC-3’). in DNA

elution buffer (fur analysis of polymerase chain reaction (PCRj products on
manual sequencing gels).

12. 3000 Ciimmoie [y3!P1ATP (Amenham Biosciences. Piscataway. NJ).
13. T4 polynucleotide kinase (10 WgL) and accompanying 5X stock fonvard buffer

350 m.WTris-HCI, pH 7.6.500 mM KC1. 50 mAl MgCI3. 5 mM2-mercaptoethanoi.

r —
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COMPLEX
QUANTITATIVE

TRAIT ANIMAL 1
MODEL j

EXTENSION TO •geneticcrosses
HUMAN TRAITS j recombinant strain

panels

• gain of function
RuNCTIONAL NHERITNCE

• loss of function
j VALIDATION

• rnechanisms

L9Eii]
• functional

jVALJDATION] • linkage maps

polymorphisms

________

CAL
CANDIDATE VALIDATION

GENES
congenic

• bioinformatics strains

fig. I. Diagram ofsteps required tor identitication and validation ota quantitative
trait Iocus (QTL) in animal models. Some of the tools and/or techniques required at
each step are indicated in italics.

14. SpeedVac lyophylizer.
15. 6.6 ttM M 13 primer custom—labeled (in thc 5’ position) with a fluomchrome dye.

in DNA elution buflr (for analysis ofPCR products with an automated sequcnc—
ing apparatus).

j6

0.66 jiM for’vard primer with a 5 M 13 tau, in DNA elution buffer.
17. 6.6 jiM Reverse primer in DNA clution buflr.
18. dNTP mix: 25 mAi dATP, 25 mM dCTP, 25 mM UGTP. 25 mA! UTTP, in HO.
19. 5 U!jiL Taq polymerase.
20. IOX PCR butTer: 0.5 M KCI, 0.! MTris-HCI, pH 8.3, 15 mMMCl1, I me/mL eclatin.
2 I. PCR thermal cvcler.
22. DNA sequencing equipment.
23. Personal computer and linkage analysis soflware (sec Subheading 3.7. and Note 1).

3. Methods

3.1. Selection 0f Parental Strains

Parental inbred strains constitute the starting point for any animal genetie
stuclv (sec Note 1). hie choice oC parental strains shoulci be gu ided by (1) the
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presence of quantitative differences Ior a trait of interest. and (2) (lie presence
oC ahundant genetic polymorphisms between the two strains. hie selection oC
such strains is greatly faciiitated by the availabilitv of several on—une data—
bases. For rats, the main resource is the Rat Genome Database (http://
rgd.mew.edu/). which makes an inventory oC information concenling genetic
polymorpliisms and phenotypes and maintains up—to—date links to other sites.
For mice. the Jackson Lahoratories provide comprehensive information on
mouse strains via the Mouse Genome Informatics website (http:/I
www.infbrmatics.jax.org/) as cil as the Mouse Phenome Database (http://
aretha.jax.org’puh—cgi/phenome/mpdcgi?rtn=docs/hoine). An exhaustive Iist oC
additional rodent resources is a ailable on the National Institutes oC Health
website (http://www.nih.ttov/science/models/).

3.2. Assessment of Mode of Inheritance in the Progeny
of Crosses

When using the progeny ot crosses between to i)arelital strains. n pheno—
h pic analysis oC the trait oU interesi (.vce Suhheadng 3.4.) should be perLormed
in the F I prmen) in order to assess the mode oC inheritance oC the trait of
interest. Assuming that the value ofa given trait is cither low or high in paren
tal strains PI and P2. respectiveiv. the trait vill be cither: (I) dom inant’reces—
sive (if its value in the F] proenv is at the sanie time flot statisticaliy different
compareci with one ofthe parental sirains and statisticaliy diftèrent compared
with the other parental strain), or (2) codominant (if its value is intermediary
hetween that oC the trait in parental strains PI and P2). Likewise. reciprocai
crosses (in hich female P I and maie P2 animais are cressed, as weii as male
PI and female P2 animais) shouid be performed to assess whether underiying
genetic determinants are on autosomes or sexual chromosomes. If the QTL is

on autosomes. the magnitude oC a iven trait wiil he similar in crosses per—

formed îth either male PI animais (and female P2 animaIs) or ith male P2
animaIs (and female PI animais). I C the QTL is on sexual chromosomes. the

ma2nitudle ofthe trait will he different in the FI progcny according to hetiier
the males used in the cross originated Crom strain PI or P2.

3.3. Selection ofa Genetic Cross

Genetic studies are performed on animaIs derived from crosses between
parental inbred strains. One ciassical way oC proceeding is to peroit1i an cx—

periiiiental Cross between two parental inbred strains. the type of cross being
seiected on the mode oC inheritance of (lie trait (.vee Note 2). Alternative mod—

els include that of recombinant inhred (RI) strains and rccomhinant congenic

(RC) panels (sec Note 3). For rats. there is one RI panel that lias heen clcrived
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from an 12 cross between SHR and BN inbred strains (11). This panel com
prises I I 13X11 (derived from crosses between Cemale BN and male SHR) and
21 HXB strains (derived from the reciprocal cross) and constitutes the only
available rat panel with at least 20 different strains. It lias heen ttsed to eluci
date some ofthe genctic determinants of LVII (12). as welI as for other cardio
vasciilar traits (including arterial pressure, dyslipidemia. and glucose
rnetabolism) (!3). For mice. several panels of RI mice are available from the
Jackson Laboratories. These ineltide 20 AKXD strains (derived from AKR and
DBA/2 strains). 29 AXB/BXA strains (derived fi’om A/J and C57BI16 strains),
and 32 BXD strains (derived from reciprocal crosses between C57B1!6 and
DBA/2 strains). In addition. two informative panels oC RC mice strains that
hae been developed. One is composed of 20 CeS (derived from BALB/cHeA
and STS/A strains) (14,). The other one comprises 37 AcB/BcA (derived from
reciproeal crosses between A/J and C57BI!6 strains) (15. Collectively, these
variotis panels have been used so far for findimz QTLs linked to diabetes, suscep
tihility to cancer and/or infcctious agents, and hehaviural traits but have not been
exploited mttch for cardiovascular traits. Nonethetess. it lias recently heen found
that A!J and C57Bl6/J mice exhihitdiffcrences in LV mass and morphology (I6,
as weII as in cardiomyocyte morphology (Llamas and Deschcppcr. unpuhlished

data). It might therefore he expected that the AXB/BXA RI panel will he useful
for flnding QTLs linkcd to LV mass or related traits.

3.4. Phenotypic Characterîzation

Phenotvping is an important part of a QTL search, and several principles
should guide hich particular phenotypic measurcment should be made (sec

Note 5). The present section descrihes liow to measure corrected mass index.
arguably the most commonly used phenotype for quantification ofcardiac mass

(sec Note 6). However, other measurements that shotild he performed include
that of card iornyocyte morphology (sec Note 7).

I. Weii.h the animal to obtain whole body weiht.
2. AIer killing the animal, open the chcst and the heart oui dissect.
3. With dissection scissors, remove the atria. separate the free wall ofthe right yen

tricle (RV) from the LV (which comprises a block oC tissue that contains both the
septal and the free walls).

4. Dissect out the tibia. and air-dry.
5. \Veigii each ventricular sample on a top-load balance.
6. Measure dry tibia Ïength from the tip oC the cond les to the tip ot’ the medial

mal leolus w ith a rn icrometer cal iper.
7. Divide the weight ot’each ventricular sample by either 13W or bv tibia length (see

Note 6).



Methods Mol lied. 2005;1 12:321-37 (used with permission) II-302

326 Llamas and Deschepper

3.5. Isolation of Genomic DNA

Several considerations should guide the choice of tissue and the type of cx—
traction procediire (sec Note 8). The following protocol describes a standard
procedure for isolation of DNA from spleen.

• Collect the spleen from the animal. snap—freeze the tissue. and po4’der the tissue
with a noriar and pestie under I iqu id nitrogen.

2. Transfer approx 10 mg ot powdered spleen in a chilled u icrotuhe.
3. Add I 80)11. ofATL buffer and 20 pI, ofproteinase K solution to the wbe. vortex,

and incuhate at 55C until complete lysis ofthe tissue (4—16 h).
4. Add 4 pL of RNase A solution. Vortex and incubate for 2 min at room teruperature.

5. Vortex for 15 s, add 200 pL of AL bcrtfer, vortex again. and incuhate at 70CC for
10 min.

6. AUcI 200 pL ofethanol. and vortex, A white precipitate should form,
7. Pipet the mixture into a DNeasy spin column. centrifuge for I min at 8000 rpru,

and discard the tlowthrough and collection tube.
8. Place the DNeasv spin column in a new collection tube. acld 500 pI. of AW I

buffer, centrifuge for I min at 8000 rpnu. and discard the tlowthrough und collec
tion tube.

9. Repeat the same procedure with 500 pI. of A W2 buffer. centrifuge for 3 ni in at
full speed. and discard tlow—through and collection tube.

10. Place the DNeas spin column in a clean microcentrifuge tube, pipet 100—200 pL
of DNA elution buffer onto the membrane at the bottom ofthe column, incuhate
for I min ut room temperature. and recover DNA bv centrifugation for I min ut
8000 rpm.

Il. Repeat step 10 in u new clean nicrocentrifuge tube. and combine the second
eluate with the fïn’st one.

12. Quantify ONA b ahsorhance at 260 nm.
13. Keep stock aliquots of DNA samples in their original concentration (as obtuined

after elution frotu the DNeasv columns) aL —2tïC.
4. Make aliquots of genomic DNA ut orking dilutions (20 ngpI. of DNA elution

bu ffer).

3.6. Genotyping Procedures

The most common way of genotvping animaIs is to amplify genomic DNA

hy PCR, using primers known to flank simple scquence repetitixe sequences.

Sinice the lcngth ot’such sequences is highly polymorphie between strains. their

amplitication will reveal simple scqucncc lcngth polymorphisms (SSLPs). Our

PCR amplification proceclure uses labclled M 13 primers (sec’ Note 9). 1f the

PC’R produets are to be analyzed manuallv with a SequenCing l)oly’acrylam de

gel followcd bv autoradiography, the M 13 primer shotnld first he labcled ith

as clescrihed below in Sublicading 3.6.2. If the PUR produets are to he

analvzed with an auwmatecl sequencer. one should ctistom—order the M 13
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primer prelaheled in 5’ with a fltiorochorne dye that is compatible ith the
detection svstem of the automated sequencer.

3.6. 1. Selection of Primer Pairs

lnthrmation concerning the nucleotide sequence of primer pairs (along with
inthrmation concerning the length of the ampi ified product in several inhred
strains and the distribution of each marker on genetic and radiation hybrid
maps) can be found in a varietv oC sites. For mice, the information is 1)rovided
by the Mouse Genorne informaties website (http://www.informatics.jax.org/).
For rats, comparable information can be found on the following websites: (http:/
www—genome.wi.mit.edu/rat/public). NI H/Arb (http://www.niams.nih.gov/rtbc/
ratgbase/). Wellcome Trust (http://w ww .tell.ox.ac.uk!rat mapping ressourees/).
Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu/), and RatMap (http://

ratmap.gen.gu.se/). The sequence inthrmation ohtained on these various sites

eau he tised to order primer pairs from any oligonticleotide provider. 0f note.
the amplification procedure descrihed helow incorporates a labeled M13 primer
in the PCR am 1)1 ification reaction (sec Note 9). This rcqti ires to S’-ta il in of alt
forward primers (whose sequence is dcfinecl in the datahases described ahove)

ith the M13 sequence 5’-CACGÂCGTTGTAAAACGAc’-3’ (J7,.

3.6.2. [32P]-Labeling ofMl3 Primer (in Case of Manual Sequencing Gels)

I. Add 8 uL oC [y-32P]ATP in a clean microcentrifuge tube. and concemrate in a
Speed-Vac lyophvlizer (down to —1

2. Resuspend concentrated radioisotopc in 30 FL ofunlabeled M 13 primer solution.
3. Add 2 iL ofT4 kinase. 8 tiL ofT4 forward btiffr5X stock. and 4 pL l-ko (final

volume 46 IIL).
1. Mix well. and inctibate for I h at 37CC.

5. Denature fur 10 min at 65 °C.

3.6.3. PCR Amplification of Genomic ONA

1. Prepare a PCR,’dNTP mix by coinbinint I mL oCdNTP mix, 10 mL oC 1OX PCR
buflir. and 39 mL 11,0.

2. For PCR reactions to be anatyzed by manual seqttencing gels. prepare a 2X primer
mix 1w combining 10 ltL Taq polymerase, 30 FL M 13 forward primer, 4$ IIL oC
reverse primer. 4t pL of[32P]-labelcd M 13 primer (as described in Subheading
3.6.2.). and adjust up to I mL with PCRJUNTP mix. for PCR products to be
anakzed 1w automated sequencin apparati. prepare a 2X primer mix by com—
bining 10 dL Taq polyrnerase. 30 IIL M 13 forward primer. 48 tL reverse primer.

24 tiL M 13 primer custom-labeled with a Iluorochrome dyc in the 5’ position. and

adjust tip tu I aL viIii PCR!UNTP ni ix (sec Note 10).
3. Add 20--100 ng ol’ genomic DNA in 5 j.tL oC DNA elution tiuffr in a clean

microcentrifuge tube. and mix with 5 l.iL of2X primer mix.
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Parental
samples F2 progeny samples

Hoz Hoz Hoz Hoz
PI P2 Hez Hez

P2
Hez

P2
Hez

Parental
samples N2 progeny samples (PI donor strain)

Hoz Hoz Hoz Hoz
PI P2 Hez Hez Hez Hez

Fig. 2. Examples ofelectrophoresis migration protiles ofan arnplitied microsatellite
iuarker in F2 or N2 progenies and the relative frequency of allelic occurrence in the
sanie populations. PI, parental I t P2. parental 2t Hoz. homozygote: Hez. heterozy—
gote.

4. Amplifv each sample by cvcling in the PCR thermal cvcler (see ote 11).

3.6.4. Analysis of PCR-Amplified Allele Fragments on Sequencing
De vices

After amplitication, the relative migration profile of each aiuplifled allele

fragment is cletennined hy analysis with a sequencing device. Genotyping is
performed by comparing the migration position of cadi amplilied allele ith
that oC tic ailele from each parental strain, as il lustrated in Fig. 2. Accordingly.
each genomic sample will be scored as either hemozy’goiis PI, homozygous
P2, or heterozvgous P I /P2 for a given marker. For each pnmer pair, the cx—

pected size of tic corresponding amplilied allele can he predicted irom the
information gathered in the dalabases given in Subheading 3.6.1. If one se—

Iccts markers whose cxpected size differs h at least 50 hp. it is tien possible to
multiplex several PRC reactions anti load them together in tic saiiie gel lane or
capillary (typically three per lane or per capillary). Whcn one is Lising an auto—

mated sequencer, the numher of multiplcxed reactions can he further mtilti—
pied hy tic numher of dves that eau be detected hy tic corresponding
apparatus.
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3.7. Coarse Linkage Mapping

After collecting ail genotvpic and phenotypic data in each animal, QTLs are
detected and localizeci (at lo resulution) by statistical calculations. The aigo—
rithms used for these calculations (18,19,) have beeti implemented in varions
software applications (sec Note 4). hie analysis implies mUltiJ)le steps: (1) on
the hasis of the distribution oC SSLP markers among the population. one deter—
mines the relative position ofeach marker on each chromosome: the results ot’
this procedure (called linkage mapping) cnn be fine tuncd hy comparison with
the resuits oC similar linkage maps puhlished for mice and rats on reiated
websites: (2) one caiculates the significance of linkage ofeach genomic locus
to the trait oC interest and performs intervai mapping to constnict curves depict—
ing the signiticance level of linkage at tixed interv aIs aiong ail chromosomes: (3)
one estimates the probability oC linkage on ihe basis oC appropriate significance
thresholds (sec Note 12): (4) one caiculates the contidence interval for the local
ization oC each QTL see Note 13): and (5) OI1C perlbrms further caleulations to
detect possible interactions betwecn each significant QTL (sec Note 4). By pro
ceediiw in this manner, iinkage ol QTLs to heart weight lias heen rept)rted in

genetic populations of normotensive rats (2021) or mice (22).

3.8. Physical Mapping.

Since the tirst step in ÇYFL detection relies on the statistical method, it is
important to provide an independent confirmation that the ph sical region con—

taining the QIL wiil indeed affect the phenotypic trait under investigation
(2,23). This is performed b construction ofso-cailed congenic unes. The pro
cedure in olves the transfer ofa precise genetic region fl’om one donor inbred
strain into the hack.tround ofanother inbred recipient strains. ‘Fo this end. ani
mais from the FI progcny are hackcrossed to the recipient strain. The resulting

progeny is genotyped to identit individuals that have retained the desired
genetie reglc)n Irom the donor strain, and these individuals are further back—

crossed ith the recipient strain. Backci’oss matings over tcn generations resuit

in animaIs that are heterozygous for the locus of’ interest from the donor strain.
and approx 99.9% oC the remainder oC the genome belongs to the recipient

strain (24,). The intt’ogressed region can then be made homozygous by intel’—
crossing, which generates the congenic strain. The latter is thcn used to quanti—

tate the phenotypic trait and to con firm that il is influenced by the introgresscd
genetic material fl’om the donor strain. ho speed up the whoie process. one cnn

rely on the so-callcd speeci-congenic hreeding procedure (24,). This pi’ocedurc
iinplies that, in addition to genotyping the progcny of’ each hackcross for the

introgressed region, une also uses additional markers to identify mdiv iduals
that are most enricheci for the background oC the recipient strain. By proceed—
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ing in this manner, one needs only Ibur cycles of backcmssing to obtain an
animal in which the genome outside die introgressed bcus is apprex 300% tha
of the recipient strain (2(1. Congenic rats have previously been genemted 10
conflrm physical linkage ofa OU to cardiomyocyte morphology (25).

3.9. Fine Mapping

An additional utility of congenic satins is that they constitute the stading
point for fine mapping ofa QU 10 intervals that range fmm 1105 cM. lndeed.
statislical detection of QTL bas limited resolution and is not appropriate ta
define smaller inteivals. Once a congenic satin bas been generated. they can
be funher backcmssed mb the recipient satin ta generate subcongenics whose
diffbrential genetic segments arc smaller than in the congenic parent and over
lap to difibrent extents. By comparing die phenotypes ofseveral subcongenic
strains and the physical boundaries ofdieir respective introgressed region, it 15
then possible to identi& a minimal physical intentai mat is sharcd by ail
subcongenics and diat correlates with die trait of intcrest (26). Although il was
usually considcred that a QU should be fine-mapped to an interval no greater
titan 1 cM in order 10 be able ta identil3’ a candidate gene, lite completion of
genome sequencing ofseveml model organisms has &ciiilated die groundwork
for identif> ing candidate genes. Nonedieless. h remains truc diat the lesser die
genes in a given interval. die greater die chances are of identifying the correct
causative gene.

3.10. identification and Validation ofCandidate Genn

Causation is an essential concept in die field ofgenetics. die goid standard
being lite demonstration diat a mutation widiin a given gene is linked w die
trait of interest. In contrast, diem is no such gold standard for genes linked to
complex traits: instead, one proceeds bodi by elimination of&lse iinks and by
accumulation ofcircumstantial evidence w buiid a case in favor ofdie identity
ofa QTL (Z3.5). To illustrate lIte appmach. othen bave recently referred w a
quotation front die fictional Sherlock Holmes, who statcd that: ‘When you
have eliminatcd ail of which is impossible, thon whatever remains. however
improbable. must be die Midi (3). Suffice itto say. QTL identification requires
a combination of flair, experimentai evidence. and detective work that 15
beyond die scope of a simple ‘methodf chapter. Nonetbeless, a classical
appmach is to test whether (I) diem are variations in die sequences of the
alleles ofs given gene. (2) whether such changes may lead to either changes in
the function and/or lite level of expression of die corresponding pmtein, and
(3) whether such changes may cause quantitative changes in bite trait of inter-
est. The latter involves die use ofanimal models in which the gene of interest
can be ehher overexpressed (in transgenic animaIs), inactivated (by knockout),
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replaced witi1 a ariant aliele (hv kiiockin). or modulated b pIniriiiaciogicat
means. In the case of LVH. hoth transi.enic and knockout animais strom.k
support the mie of at least one candidate gene hose iocus coincides WitI1 that

ofa QIL Iinked to card lac mass (27).

4. Notes
I. An inbred strain is isouenic. which implies that ail animais from that strain are

eneticaiIv identical to each other. and ail nonsextial gènes corne in pairs of iden—
tical hornozygous alleles. in sarne—sex animais within such a strain. ail biological
variabiiity is exclusively owing w nongenetic factors (i.e., environrnent and/or
methodologe). The genornes of the Parental strains are recombined in genetic
crosses that are used ta identit Iinks between chromosome loci and particular
quantitative phenotypes.

2. Que can distinguish twa basic types of crosses: (I ) intercrosses between two FI
animais (which ield F2 proeny). or (2) backcrosses ofan FI animal with one of
the initial parents (which yieid N2 progeny). 0f note. many QiLs aie linkecl ta
phenotypes in a codominant manner. wherehy the quantitative value of the phe—
notype is iineariy reiated to the numbers ofgiven alieles of one particular gène.
in such cases, intercrosses are advantageous because aIl combinations ofa given
genetic locus are present within the F2 progenv in a 1:2: I distribution (homozy—
gotis Pi :heterozyous:homozygous P2) t Fig. 2). In cases of genes with domi—
nant/recessive effects, N2 populations may be advantageous as thev viIl contain
a greater proportion of gènes with hornozvgous combinations in a 1: I distribti—

tion (homozygous Plor P2:heterozygous) (fig. 2).
3. Ri strains are produced by inbreeding (bv repetitive brother—sister mating) sepa—

rate pairs of F2 animais. Each animal contains a unique combination of 50% of

the gènes from each parental strain. Provided there isa sufficient number ofthese
strains (preferahlv >20), the can he tised collectivelv for QTL detection. Advan—

tages of RI strains include the following: (I) once the genotvping of individuais
from each strain is completed. it no longer needs to be repeatecl: (2) phenotypic
traits can be quantitated by averaging the ‘aIues from seerai geneticallv identi—
cal animaIs (which allows for greater precision): (3) phenotvpic traits can be
quantified at diffèrent time—points (i.e.. age); and (4) one can qtwntitate the re—
sponse of a trait to an environmental stimulus (which is not aiwa s possible in
individuai animais from genetic crosses). One disadvantage s that mapping low—
penetrance QTLs rnight oniy he possible if sets of several hundred RI strains are
used (28). RC strains are derived from two sequential hackcrosses (N3) of one
donor inhred strain into another recipient inhred strain. In an RC set. each strain
contains different combinations ofapprox 12 .% ofthe genome ofthe donor strain
within the backeround ofthe receiving strain. A ithough there aie caveats about the
tise of RC strains for mapping studies, thev are useful. as the pover to detect rel
evant Çi Ls mav he considerahiv increased compared wïth RI strains (28,t.

4. MAPMAKER!QTL vas one of the first software packages deveioped to con
strtict genetic maps anci perform linkage analyses (37,). The program vas written
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for either the DOS or LIN IX operating systems. It lias heen used b> man) inves
tigators but is no longer used much nowadays. in part hecause it lias not beeti
updated for the iast I t) vr. but also because of the development of other appi ica—
tions that have enhanced calculation capabilities and operate in n more user—
friendlv manner. Thèse new applications cnn ail operate on a personal comptiter
with the Windows and’or Mac operating systems, are regularly tipdated. are avail—
able freel through public distribution programs. allow for importation ot data
formatted for analvsis with MA PMA KER:Qi’L. perform ail the calculat ions
described in the section on coarse Iinkage mapping. anti provide tutorials along
v ith step—hy—step examples for uninitiated users. Hie prcigrams ma) differ some—
what in terms ofwhich speciflc algorithms are used for calctiiations and/or con—
cerning some ofthe features thev offer. One ofthe most popular packages among
investigators is Map Manager QTX (http://www.mapmanager.org), which was
developed by Kennetii Mati I> (38_t. The program lias n user—frienclly and flexible
interface. allows for the fast and cas) construction of framework genetic maps.
accommodates most possible types of experimental crosses, considers ail pos
sible modes of inheritance. pertorms exhaustive 21) searches for interactions
among QTLs. and provides both graphic and tabular text outputs.

Another powerful package (called R/QTL) vas developed hy Broman et al.
(39_t. k has ticen implemented as an add—on package for the fleelv available sta—
tisi ical software catled R” anti cnn be clownloaded from the site http:!

wwvhiostat.jhsph.edu’-khroman’qtl/. It is a bit less user—friendly than Map
Manager QTX but implements n verv comprehensive set of methods, and is writ—
ten itt such a wav that the more sophisticated user cati readilv extend its methods.
it lias the additional advantages of incorporating algorithms to deal with missing
data and enotvping errors and aiiowing graphic outputs to visualize interactions

between QTLs. A third option is the QFL Cartographer piogn created b>’
l3asten and Zeng (http://statgen.ncsu.edu.qtlcartindex.php). It does tiot constrtict
hnkage Tnaps. so thèse have to be imporred from those constructed bv ocie ofthe
ahove programs. However, it tises n diffèrent and perhaps more rotiust algorithm
to calculate possible interactions hetween QTLs.

5. Since QTL detect ion relies on statistical procedtn’es. it is preferable to find plie—

notypic measurements that aliow for the greatest possible separation (idealk’, >2

standard deviations) between the average values in each parental strain. Although
tlus is determined in h3all by the choice ofparental strains. there are often differ—
ent techniques to measure one given phenotypic trait, and some techniques ma)’
al low t’or better separation of the Irait values than others (29.30.). In addition, n
detailed phenotypic characterization m ight define distinct subphenotypes that cnn
each tic Iinked to a different Q’FL. In the case ofcardiac mass. it lias been argued
thai gross heart weight fal s short of what is needed w phenotype LVI-] and that a
ni inimum characterization should also include at ieast measut-ements of
carciioiiivocvte size. characterization ofventricular morphology. and an)’ ratilicu—
lar pattern ofchange in gêne expression (31). Other useful variables inight include

n chiracterization ofheart morphology and function in vivo b>’ echocat’diographv.

as ‘ell as measurements of cardiom> ocvte contractile function.
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6, In young aduit animais. hody weight s usually appropriate to correct cardiac
mass and obtain an indexed value. However. sometimes hody weight changes
dispropoiiionately as compareci with cardiac mass. Ihis may happen. for instance,
with senescent animais or in the case ofexperimentai conditions that might either
increase (i.e.. volume loading, heart failtire) or decrease (i.e.. muscle wasting)
the body weight ofthe animais in a relativeh short period. In such cases. u better
reference value is provided b tibia Iength (which is proportional to the growth
status ot’ the animal and is Ilot affecteci bv superimposed rapid changes in hody
weight) (32,). Aithough this value can he ohtained by dissection of the tibia and
direct measurement (as descrihed in Stbheading 3.4.), an alternative method 15
to obtain an X—rav image of the limbs of the animais and then measure tibia
iength directly on that image.

7. One coin non procetiure to phenotvpe hypertrophv ut the ievel ofcardiomyocytes
themselves is to measure cross-sectional area in sagittal cardiac sections (33).
ï’his proceclure invoives the detection of the externai houndaries of
cardiomvocy’tes by labehng them with fluorescein—conjugated wheat germ ag—
giutinin. ()ne cati then deflne the area of the cross—sections of approx 100
cardiomvocvtes/heui’t sections using a digitizer, and caiculate the cot’responding
surfiice ai’eas with a morphoinetrv computer proram. However. some have ar—
gued that precise assessments ol cardiomyocvte morphologv can only be lier—
formec] on cardiomvocytes isolated from adttit heurts (34,. The latter procecitire
reqitires retrograde aortic perftisioti ofthe heatis with u defined seqtience ofsev—
eral varmed and oxygenated solutions. ‘111e precise description of that method
ma) constitute a methotls chapter bv itselfand is hevond the scope ofthe present
une. However. several detailed protocols have heetl lxihlislled for either rat tSS,)
or mouse (36) hearts. l’ue patiictilar utility of performing such measurements to
phenotvpe LVH in genetic models lias been illttstt’ated previoctsiy (25).

S. Genomic DNA can easily be extracted and puritieci fr0111 various tissues and/or

plasma. Since a whole—genotne scan requires the genotyping oteach animal with
a large number ofmarkers. spleen is u tissue ofchoice because it yields relatively

high quanlilies of ONA (5—30 pg) from as little as 10 mg oftissue. Other tissues
such as hveror tau clips (when genotypitlg needs tube l,erformed prior to comple—
non of the phenotypic procedures) can be used as well but require u littie moie
tissue (approx 25 me). Other considerations concern the qualitv and stabilitv of
the genomic DNA preparation sinceaQ’Ft. mapping project cun run over mail)’
months (anti sometimes years). Although cheaper nlethods ma)’ be available. the
genomic DNÂ one can obtain using the DNeasv kit is hoth ofgood qualitv and

partictt iariv stable. Although the DNeasy kit provides its own elution buffer (iden—
tified as AE). our protocol uses another DNA eltition bttffer with u lower EDTA

concentration (siiice higher ED1A concentrations ma)’ sometimes interlere vith

subseqiient PCR amplitications). Àfter eluting the DNA from the DNeasy col—

umn. it cati be conserved ut the satiie concentration to prepare stock al iquots that

should be kept at —20°C, Aliquots ot’ genomic DN.A ut working dilutions (4—20
ng/pl .) can be kept ut 4°C for as long as satisfactorv PCR amphflcations can be
obtained.
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9. The whoIe-genome scan ofthe progeny ofa genetic cross ma> tpicalIv necessi
tate the genotyping ofapprox 200 animaIs with 150 microsatellite markers, which
amounts te ut least 30,000 PCR reactions (without even takin in consideration
genotvping that needs to be repeated hecause oftechnicul failures). Cost-effec
tive and hih—throughpttt methods are therefore desiruhie. Our modification of
the standard procedure replaces the forward primer bv a mix (in an - 15: I ratio)
of a iaheled M 13 primer and a forward primer that is 5—tailed v ith the M 13
sequence 5’-CACGACGT1GY’AAAACGAC-3 (17.). Fhis method bas several
advantages: t I ) only one primer needs te he iaheled for ail primer pairs to be
used, which saves time and;or expenses (especially %hen dye-Iubeled primers
are used ): and (2) the reaction preducts are mach cleaner than vhat is obtuined
with original nentailed primers. which makes it possible to multiplex ut least
three SSLP reactions yielding products cf different size.

10. The M 13 primer (laheled with either [y—32P]ATP or a fluorochrome dye) is used

ut the same concentration as the reverse primer. When the M 13 primer is com—

bined with an Ml 3—tailed forward primer (in the approximate molur ratio of
15: I) and the cognate reverse primer, it generates an amplifled allele fragment

labeled with the tag carried h> the M 13 primer (17.). The 15:1 molar ratio ofthe

laheled M 13 primer vs that ofthe unlabeled M l3-tailed fonvard primer is gener

ail> appropriate for most reactions but ma> vaiy somewhat according te the truc

concentration cf the M I 3—tai lcd forward primer. It is thus recommended te per—

form pieliminarv experimems te titrate the relative concentration cf Ml 3—tailed
forward primer and find its optimal ratio. Each PCR reaction is carried eut in a

final volume cf 10 p L. but it is besi to optim ize the vhole procedure for 96—well
PC R plates (or equivalent tube strips). using a multichannel pipetor and a thermal

cycler that accommodates 96—well llates. B> preceeding in this fashion with a

four-bleck thermal cycler, crie can typically generate approx 1500 PCR reac

tions/day (that need to he further analvzed on a sequencing device).

Il . For products ranging from 150 te 300 bp. a typical PCR amplification vill com

prise one initial denaturation cycle at 94’C for 90 s. followed by 30 alternating

cycles cf denaturation (30 s ut 94CC), annealing (45 s ut optimal temperature),

and elongation (3t) s ut 72’C). The procedure is terminated by u final elongation

step of 3 min ut 72 C. However, seme primer pairs ma> require slightlv different

con ions.
12. Signiticance cf linkage is calculated by assigning u score to each locus. the most

lar une being the Iog— li ke I ihood ratio cf the data under the nu Il hypothesis

(i.e.. lcd score). Great cure must be taken in detenuining which threshold should

be used w determine whether a QTL is signiflcantly linked W u given phenotype.

Statistical guidelines have heen published te determine (on the basis cf conserva
tive assumptions) whether I inkage results obtained with several types of crosses

should [le ccnsidered either suggestive, significant (p < 0.05), or highly signili—

cant (p <0.001) (18,). More recently, others have proposed the use of permutation

tests to actually calculate for the given dataset tvhich threshold should he used te

consider data as significant or highlv significant (40,). Such permutation tests

have been implemented in ail the recent software applications described ubove.
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13. After determinin which QTLs are most signiticant. one should assign realistic
confidence intervals for their local ization. One popular method s the LOI) drop—
off ,ncthod: ifone considers the curve that represents graphical y the evolution of
linkae sittnificunce levels (expressed as bd scores) along the chromosome and
detines the highest bd score as the peak. the contidence interval is thus cleflned
bv the lenth ofchromosome that is covered hy signiticance levels whose values
are that of the peak —1 bd score. However, in the case of “weak QTLs (i.e..
those ‘s’. ith Iow Iinbge probability), this mav include must of the chromosome.
Beotstrap tests provide more reliable calculations to assign confidence intervals
over ail QIL strenitths und have been implemented in ail the software applica
tions described above.
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Systems biology is the study ofthe interactions between the components ofbiologioa/

systems, and how these interactions give tise to the function and behavior of that

system (ref. Wikipedia). ldeally the practice of systems biology s a cyclical process that

alternates between stages of mathematical modeling and experimentation. A model is a

quantitative description of the system. By solving the mortel, the “forward problem”, we

can make predictions about the behavior of the system that can be verified

experimentally. Based on the outcome of the experiment. the model may be refined and

the cycle begins again. In essence, systems biology s an approach to solving an

inverse problem”: given observations 0f a system in response to perturbations we

attempt to deduce or inter the tunctional properties of the system. Inverse problem are

notoriously hard to solve and the key to success s to choose a set 0f perturbations that

provides good discrimination among alternative models. When the perturbations in a

systems biology experiment are genetic variants, we refer to the approach as systems

genetics. Llamas et al. in this issue 0f Physiological Genomics provide us with a simple

but compelling demonstration of systems genetics in practice.

For sake of illustration, consider s simplified model of the “system” of blood pressure

regulation. In our initial model, blood pressure (BP) s the product of cardiac output (CO)

and peripheral resistance (PR). Thus BP CO * PR. We know that genetic factors

affect blood pressure and would like to extend the simple model by adding genetic

effects on cardiac output, peripheral resistance, or both. We are able to measure blood

pressure and cardiac output but cannot measure both on the same animal. Direct

measurements of peripheral resistance are flot available to us. Fortunately we have

access to a panel of recombinant inbred mouse strains (RIS) with a wide range of blood
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pressures. We measure BP and CC on different, but geneticaliy dentical animais and

study the relationships of the measured traits at the level of the strain means. Moreover

the recombinant inbred panel has been denseiy genotyped and extensiveiy phenotyped

by other researchers, opening the possibihty of extending our Usystem
to inciude other

measured traits. We can aiso map the genetic ioci (QTL) associated with biood

pressure, at no extra cost.

Suppose that we have mapped two QTL, Both are associated with biood pressure but

only one QTL (Qi) has an effect on cardiac output. According to our model, the other

QIL must act on biood pressure through the peripherai resistance pathway. The modei

is Wiustrated graphicaty n Figure 1. The estimated ailehc effects provide quantitative

parameters with which one can make predictions. The effect 0f a B” genotype at Cl is

to reduce cardiac output by a factor of 0.9 reiaùve to the “A” genotype, with a

corresponding decrease in biood pressure. The “B” genotype at Q2, acting through its

effect on peripherai resistance, increases biood pressure by 33%. The modei gives the

fotowing quantitative predictions for the twoiocus genetic system:

Qi Q2 BP

: :J
B B 120

We can confirm (or not) that the parental strains of the Ri panel have the predicted biood

pressures but what about the other combinations? Certainiy they exist in the Ri panel,
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but these are the same animais that we used to estimate the model and thus they do flot

provide an independent test of our prediction. Again we are fortunate to have access to

a set of chromosome substitution unes2 between the parental strains A and B. Our

prediction is that BA_Qi will have blood pressure lower than the 10w parental strain and

that B.A_Q2 will have higher blood pressure than the high parental strain. This example

illustrates the phenomenon 0f trangressive segregation that is often seen in QTL studies

In this case, the A allele at Qi is associated with high blood pressure despite the fact

that t derives from the parental strain with lower blood pressure.

Next we carry out the experiment. If we are able to validate our predictions there s

some small comfort to be had in the consistency between our model and the data. But if

we are Iucky, our prediction will fail and this will force us to reconsider our initial model.

For example suppose that the cardiac output has increased by 10% as predicted in the

B.A_Q1 animais but their blood pressure is only 120, similar to the B strain. One

plausible explanation is a feedback loop. Perhaps high blood pressure induces a

physiological mechanism that Iowers peripheral resistance in order to maintain a normal

blood pressure. Homeostatic mechanisms are common features of biological systems

This would lead to us modify our model (red arrow in Figure 1) and to devise a new

experiment, perhaps using genetic perturbations, to test the new model,

As in our simple example, Llamas et al., used a recombinant inbred strain panel to

address a question about the relationship between two quantities, cardiomyocyte size

(CMS) and left ventricular mass (LVM). Very roughly, we can think of LVM as the

product of CMS and number of cardiomyocytes plus a bit of other stuif that makes up the
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left ventricle of the heart. Both LVM and CMS are measurable quanbties, but it s flot

possible to measure both on the same animal.

[lamas et al. demonstrate how complex traits genetic can yield to careful statistical

analysis. They find that the CMS associated QIL are sex specific and that males from

reciprocal Fi crosses are quite different. Further analysis reveals that this Y

chromosome effect is mediated by epistatic interactions with Iwo different autosomal

loci To achieve this insight, they employed an interacting covariate in their genome

scan analysis. The resuit is a rich and accurate quantitative model of the genetic

architecture 0f CMS. Next, they utilize a complementary resource, reciprocal BAY and

A.BY consomic strains, to confirm the Y chromosome effect.

The LVM trait presents some interesting twists as well. The sïngle, major QIL for LVM

has a paradoxical effect. The parent with lower LVM contributes the high ailele. The

paradox is easily explained. The allele effects in my fictional model of blood pressure

regulation are similar to the QTL effects estimated by Llamas et ai. The observation of

a transgressive QTL telis us something about the system. Anather system component,

genetic or physiological, is present and acting to counter the direct effect of this QTL,

There is something that is stiil perpiexing about the system. We expect LVM to be

correlated with CMS and it is (Figure 2). t is follows that the QTL with direct effects on

CMS should have an indirect effect on LVM. This isn’t the case. The CMS QTL are

quite distinct from the LVM QTL and there is not even a hint 0f shared effect to be seen

in the genome scans (Liamas et al. Figure 2). Llamas et ai, have demonstrated that

two distinct pathways are involved in the genetic regulation of LVM, but flot everything is

neatly tied up. Perhaps we could look at CMS and LVM in the reciprocal consomic unes
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B.A13 and A.B13, the site of the LVM QTL, to obtain additional information about this

system.

RI strain panels provide an abundance of natural genetic variants that can serve as

perturbations for systems genetics studies. Natural genetic variation is qualitatively

different from engineered variation. Most natural variants are not loss offunction. They

tend to be subtle changes in regulation or amino acid substitutions that are compatible

with normal function. Yet the phenotypic diversity that arises from mixing mouse

genomes can be extreme and unpredictable. Experiments that simultaneously perturb

multiple factors can be much more efficient than approaches that perturb one factor at a

tïme, but they still require a reasonable sample size to achieve effective results.

Despite the success exemplified by Llamas et aI, existing recombinant inbred mouse

strain panels ace too small to tackie the complex systems 0f genetic and physiological

regulation that underlie most common disease phenotypes. In addition, existing RI

panels capture only a fraction of the genetic diversity that exists in mice and there are

substantial blind spots due to shared ancestry among strains3. Larger and more diverse

RI strain panels are being developed1 and these will enable genetic experiments on the

grander scale that we typically associate with systems biology. Recombinant inbred

strain panels can provide insights into biological processes and mechanisms that go well

beyond the mapping of QTLs. This proof of principle study provides a glimpse into what

systems genetics can achieve.
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Figure Legends

Figure 1 A graphical model cf blood pressure (BP) regulation showing blood

pressure as the product cf cardiac output (CO) and peripheral resistance (PR)

and two QTL (Q1 and Q2) with allelic effects as indicated.

Figure 2: Scatter plot cf cardiomyccyte (CM) Iength by normalized left ventricular

mass, data from Llamas et al. Red and blue points indicate female and male

data, respectively.
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Figure I
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