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Résumé

Le but de cette thése est premi¢rement d’évaluer 1’effet du vieillissement sur les
fonctions psychomotrices des souches de souris sélectionnées génétiquement en fonction de
leur tension artérielle (TA); deuxiemement, de localiser les déterminants génétiques des
phénotypes psychophysiologiques a partir de souches recombinantes congéniques (RCS).
Ces travaux ont mené a la publication de 4 articles. Le premier article décrit 1’évaluation
des fonctions psychomotrices des souches avec une tension artérielle élevée (HBP), basse
(LBP) et normale (NBP). La performance aux épreuves d’exploration, d’habiletés motrices
et d’apprentissage spatial, a été mesurée sur deux cohortes agées respectivement de 12 mois
et de trois mois. Indépendamment de 1’age, les HBPs sont hyperactives dans I’open-field
(OF), mais pas dans le test d’exploration de trous. Inversement, les LBP explorent moins
d’espaces que les NBP et, a trois mois seulement, sont hypoactives dans 1’OF. Par ailleurs,
les HBPs et les LBP présentent des déficits précoces de coordination motrice et des
fonctions visuo-motrices. Le second article concerne 1’évaluation longitudinale de la
coordination motrice, de I’anxiété et de 1’apprentissage spatial des souches HBP, LBP et
NBP, a I’age de deux mois et de 12 mois. Le vieillissement accentue 1’hyperactivité des
HBPs dans I’OF. Par contre, I’hypoactivité des souris LBP est détectable seulement a I’age
de deux mois. Indépendamment de 1’age, les souris HBP et LBP montrent une perception
réduite du danger dans I’épreuve d’anxiété et des dysfonctions visuo-motrices au labyrinthe
aquatique. Enfin, des déficits précoces de coordination motrice se manifestent seulement
chez les HBPs. 1l reste a déterminer si les déficits observés sont liés a des déterminants
génétiques indépendants ou secondaires aux altérations de la tension artérielle. Le troisieme
article présente la comparaison entre les souches consanguines A/J et C57Bl/6J (B6) aux
épreuves de I’OF, de la planche a trous, du labyrinthe aquatique et du cintre (coordination
motrice). Les B6 explore d’avantage I’OF et la planche a trous. Les B6 sont moins rapides
sur le cintre, mais supérieurs aux A/J dans le labyrinthe aquatique, avec une plate-forme

invisible ou visible. Ces résultats démontrent 1’implication de déterminants génétiques.
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Cette thése se termine par un quatrieéme article sur la localisation des déterminants
génétiques de la susceptibilité au stress dans les RCS, dérivées de A/J et B6, et présentant
un agencement spécifique de 12.5% du génome. La réactivité émotionnelle est évaluée
dans I’OF et le plus-maze; la réponse de stress est mesurée par radio télémétrie de la
température interne pendant le stress d’immobilisation (SI) sous dicte réguliere et riche en
sel; excrétion des électrolytes urinaires est dosée apres 24 heures de dicte salée. Les /oci
les plus significatifs sont situés dans les régions suivantes: de 1’émotionalité¢ dans I’OF
(Emol) sur le chr. 1 (LOD=4.6) correspondant a la région homologue impliquée dans la
cohorte d’hypertension familiale du Saguenay; de la dopa décarboxylase (ddc) sur le chr.
11 pour I’émergence du plus-maze (LOD=4.7); de la protéine liant I’endotoxine (/bp) sur le
chr. 2 pour I’hypothermie initiale en réponse au SI (LOD=4); et de HSP90 sur le chr. 12
pour I’excrétion de Ca++ (LOD=4.6). Des banques de données sont ensuite interrogées
pour recenser les polymorphismes des régions régulatrices ou codantes des genes candidats
chez les souches ancestrales A/J et B6, dont les séquences sont disponibles pour le génome
entier. Des utilitaires web permettent de dévoiler les changements dans la structure
secondaire de ’ARNm, I’interférence avec des microARN ou avec d’autres motifs de
liaison. Plusieurs SNPs fonctionnels ont ¢été identifiés pour le QTL du chr. 1,
particuliérement dans les éléments de régulation; ceux-ci impliquant des genes reliés avec
les réponses inflammatoire/immunitaire ou avec le systéme cardiovasculaire. La
quantification par la PCR confirme une régulation a la baisse d’atp/a2 dans le cceur et le
cerveau des souches susceptibles a 1’anxiété. Ces résultats confirment 1’intrication des

altérations de la susceptibilité au stress et de la régulation de la TA.

Mots-clés : anxiété, exploration, coordination motrice, apprentissage spatial, vieillissement,
souches recombinantes congéniques, Locus de trait quantitatif (QTL), hypertension, génes

candidats, polymorphismes sur un nucléotide.



Abstract

Our studies in this thesis, which led to 4 publications, are divided in two parts. The
first part describes the neuropsychological effects of aging in strains of mice genetically
selected for high (HBP), low (LBP) or normal blood pressure (NBP). The second part
focuses on the genetic determinants of these neuropsychological phenotypes in recombinant
congenic strains (RCS) of mice. The first manuscript compares HBP or LBP mice to
normotensive controls in tests of exploration, motor coordination, and spatial learning at
two age levels: 3 and 12 months. At either age, HBPs were hyperactive in an open field
(OF) but not in terms of hole-poking responses. On the contrary, LBPs were hypoactive in
the OF and in the hole-board, with the effect on the former measure being limited to the
younger cohort. In either cohort, HBP and LBP mice were deficient in subtle aspects of
motor coordination, and visuomotor function. These strains may serve as experimental
models for the evaluation of beneficial early antihypertensive or antihypotensive treatments
on brain function. The second study uses a longitudinal design to compare either HBP or
LBP mice to normotensive controls at 2 and 12 months of age for motor coordination,
anxiety, and spatial learning. Hyperactivity of HBPs in the OF increased with aging;
whereas LBP mice were hypoactive only at 2 months of age. At both age, HBP and LBP
mice displayed reduced levels of anxiety in the elevated plus-maze (EPM), abnormal
coordination and visuomotor guidance. It remains to determine if these strain-, age-, and
test-specific abnormalities are genetically related or secondary to uncontrolled hypertension
or hypotension. The following article compares the C57BL/6J (B6) to the A/J inbred mouse
strain in exploration of the OF and the hole-board, in the coat-hanger coordination test, and
in spatial learning of a water maze. B6 mice displayed a higher number of segment
crossings in the open-field and of hole-poking responses than A/J mice. By contrast to their
hypo activity, A/J strain were faster in the coat-hanger motor test, but deficient in the

submerged but also in the visible platform version of the water maze. These results indicate
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the considerable potential of genetic models derived from B6 and A/J mice for discerning

the determinants of several behavioural phenotypes.

In the last manuscript, the genomic loci bearing stress-related phenotypes were
dissected by genome wide analysis of linkage in the recombinant congenic strains (RCS),
resulting from a cross of B6 and A/J progenitors, each strain bearing 12.5% of specific
parts of one progenitor on the background of the other. Adult male mice from 14 A/J and
22 B6 background lines were evaluated for emotional reactivity in the OF and the EPM.
Core temperature was monitored by radio-telemetry during immobilization (IM), under
standard and salt-enriched diets. In addition, urinary electrolytes were measured. The
highest LOD scores strengthen the evidence for a previously reported locus for
emotionality in the open-field on Chr 1 (LOD=4.6), in the Ddc region encoding dopa
decarboxylase, on Chr 11 in the EPM (LOD=4.7), near Lbp (lipopolysaccharide binding
protein), on Chr 2 for initial hypothermia during IM (LOD=4), as well as in the region of
Hspca, encoding heat shock protein 1 alpha (48.0 cM) on Chr 12 for Ca™" excretion after a
24 hr-salt load (LOD=4.6). RCS stress QTL overlapped with several candidate loci for
cardiovascular disease. /n silico evidence of functional polymorphisms by comparative
sequence analysis of progenitor strains assisted to ascertain this convergence, then further
tested using quantitative PCR for releant genes mRNA. The anxious BcA70 strain showed
down regulation of the A#pla2 gene expression in the heart (P < 0.001) and brain (P < 0.05)
compared to its parental B6 strain, compatible with the enhanced emotionality described in
knock out animals for this gene, also involved in the salt-sensitive component of
hypertension. Functional polymorphisms in regulatory elements of candidate genes of the
cardiovascular / inflammatory / immune systems support the hypothesis of genetically-

altered environmental susceptibility in cardiovascular disease development.

Keywords: anxiety, exploration, motor coordination, spatial learning, aging, recombinant
congenic strains, Quantitative Trait Loci (QTL), hypertension, candidate genes, single

nucleotide polymorphisms.
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ANOVA : Analyses de variance

ANP : atrial natriuretic peptide

ATP-ase : transporteur polypeptidique -adenosinetriphosphatase
AVC : accidents vasculaires cérébraux

B6 : souche consanguine C57Bl/6J

BC : backcross ou rétro-croisement

BDNF : brain-derived neurotrophic factor

BP : blood pressure

Ca++ : calcium

cM : centiMorgan

CO : cytochrome oxydase

Chr. : chromosome

CHUM : Centre Hospitalier de I’Université de Montréal

CREB : protéine liant I’élément de réponse a I’AMPc

CREF : facteur de relache de la corticotrophine

CV : cardiovasculaire

Emo : locus de la réactivité¢ émotionnelle ou emotionality

EPM : elevated plus-maze ou +-maze

ERK : extracellular signal-regulated kinases

GABA : acide gamma-amino-butyrique

GCA : récepteur guanylyl cyclase de I’ANP (gene nprl)

Gnb : guanine nucleotide binding protein

GR : récepteur des glucocorticoides

GTP : Guanosine-5'-triphosphate

H2 : héritabilité

HBP : lignée de souris high blood pressure avec hypertension artérielle
HHS : axe hypothalamo-hypophyso surrénalien

HSP: heat-shock protein

HSTF : facteur de transcription des Hsp

HTA : hypertension artérielle

IBD : identical by descent

IECA : inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine
IGF : insulin growth factor

IM : stress d’immobilisation

KO : knock-out

LBP : lignée de souris low blood pressure avec tension artérielle basse
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LC : locus coeruleus

LOD : logarithm of the odds ou probabilité statistique exprimée en base
logarithmique

LPS : lipopolysaccharides

MAPK : mitogen-activated protein kinase

Mbp : million de paire de bases

MGI : Mouse Genome Informatics (htpp://www.informatics.jax.org)
Micro ARN : acide ribonucléique d’interférence

MR : récepteur des minéralocorticoides

MRI : imagerie par résonance magnétique

MT : movement time (latence)

MUHC : McGill University Health Centre

Na/K : sodium/potassium

NBP : lignée de souris normal blood pressure avec tension artérielle normale
NCBI : National Center for Biotechnology Information

NO : oxyde nitreux

NPY : neuropeptide Y

OR : odds ratio

OF : open-field

PCR : réaction en chaine de la polymérase

PVH : noyau para-ventriculaire de I’hypothalamus

QTG : géne du trait quantitatif

QTL : locus de trait quantitatif

RAA : systéme rénine/angiotensine/aldostérone

RCS : souches recombinantes congéniques

RFLP : restriction fragment lenght polymorphism

RI: recombinant inbred

SDP : strain distribution pattern

SEM : erreur de mesure standard d’'une moyenne

SEMQ : Service d’évaluation en méthodes quantitatives de 1’Université de Montréal
SHM : souche de souris spontanément ou génétiquement hypertendus
SHR : souche de rats spontanément ou génétiquement hypertendus
SI : stress d’immobilisation

SNP : single nucleotide polymorphism

SSCP : single-stranded conformational polymorphism

SSLP : simple sequence lenght polymorphism

TA : tension artérielle

TNF : tumor necrosis factor

UTR : untranscribed regions

VNTR : variable-number tandem repeat

Wr : facteur de résistance a la Warfarin
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Au doux souvenir de ma mere, Monique Sauriol Thifault décédée le 12 avril 1997, apres un

dur combat de plus d’une décennie contre le cancer du sein.

A mon pére qui m’a tout donné, y compris probablement une prédisposition héréditaire

pour [’hypertension et le diabete.

A mon fils Guillaume, « persévere !!!»
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Chapitre 1. Introduction

Cette theése se divise en deux parties principales qui correspondent aux objectifs des
articles présentés. Il est a noter que la participation de I’auteur principal a chacune des
étapes de la réalisation des articles a été essentille et déterminante. Son réle a décrit une
progression constante, jusqu’a I’exercice d’une responsabilité pleine et entiere dans la
derniére publication. Les deux premiers articles visent a établir la présence d’anomalies
psychomotrices, pouvant modéliser les manifestations cliniques de la démence vasculaire,
chez les souris spontanément hypertendues (SHM pour Spontaneously Hypertensive Mice
ou HBP pour Blood Pressure High) vieillissantes. La deuxiéme partie comprend aussi deux
articles qui concernent la localisation des déterminants génétiques des réponses
psychophysiologiques caractéristiques des SHM. La revue des écrits couvrira donc dans un
premier temps les liens connus entre 1’hypertension et la démence vasculaire, en insistant
sur la contribution des modéles animaux dans ce domaine. Par la suite, nous aborderons la
composante génétique de I’hypertension, en révisant les méthodes et résultats des
recherches expérimentales. Une emphase particulicre sera placée a 1’égard du paradigme de
la susceptibilité au stress, qui se présente comme une variable intermédiaire, impliquée
dans les mécanismes physiopathologiques de I’hypertension, et pour laquelle la recherche

de ses déterminants génétiques sera le cceur de notre propos.

1.1. Revue de la littérature

1.1.1. Définitions : hypertension artérielle et vieillissement

La tension artérielle (TA) varie en fonction de la balance entre le débit cardiaque et
la résistance des arteres périphériques. La Société Canadienne d’hypertension définit
I’hypertension artérielle (HTA) par des valeurs de TA systolique/diastolique supérieures ou
égales a 140/90 mm Hg (Société québécoise d'hypertension artérielle, 2002). Cette
condition affecterait environ 15-20% de la population mondiale et représente donc un enjeu
socio-économique important. L’observation réguliere de la TA est d’autant plus importante
du fait que 50% des patients avec TA normale élevée évoluent vers I’HTA avec 1’age.

Depuis 1992 (Joffres et al., 1992), les enquétes du CHHS (Canadian Heart Health Surveys)



ont dévoilé une prévalence tres élevée d’HTA systolique non controlée chez les patients
agés de 65 a 74 ans. Ainsi, la prévalence de ’'HTA est de 50% apres 1’age de 70ans. Des
résultats plus récents de ces enquétes montrent que la conscientisation est trés lente puisque
42% des sujets hypertendus ignorent leur état (Joffres et al., 1997). Enfin le Canada montre
certains retards par rapport aux Etats-Unis dans le dépistage et le contrdle de PHTA
systolique chez les personnes agées, et ce particulierement chez les patients diabétiques
(Joffres, Hamet, Maclean, L'ltalien, & Fodor, 2001). L’HTA systolique est le premier
facteur de risque pour I’incidence d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) et autres
pathologies cardiovasculaires; cependant, la diminution concomitante de la TA diastolique
apres 60 ans, produit souvent une augmentation de la pression différentielle qui constitue

un facteur de risque supplémentaire (Société québécoise d'hypertension artérielle, 2002).

1.1.2. Principaux mécanismes de régulation de la TA

Ce résumé succinct tiré de Marieb (Marieb & [traduction: Jean-Pierre Artigau et
al.], 1993) ne vise qu’a introduire le lecteur et définir la terminologie, des précisions seront
ajoutées par la suite.

La TA est soumise au contrdle du systéme neuroendocrinien et des fonctions rénales
qui régulent le débit cardiaque, la résistance périphérique et le volume sanguin.

Le systéme nerveux autonome permet d’ajuster rapidement 1’apport sanguin, selon
les demandes de 1’organisme, en modifiant le diametre des artérioles. Les fibres efférentes
du sympathique agissent localement sur les muscles lisses vasculaires via [’effet
vasoconstricteur de la noradrénaline.

Le réseau complexe de noyaux du bulbe rachidien comprend une région
d’intégration sensorielle (A 2), dans la région du tractus solitaire, qui regoit des signaux du
nerf vague (fonctions végétatives), des barorécepteurs des grandes artéres centrales, des
hormones circulantes et des centres supérieurs. Cette intégration permet de réguler la région

C1 (cellules noradrénergiques) qui stimule les fibres vasomotrices sympathiques, et la



région Al qui exerce un controle inhibiteur sur C1 (effet vasodilatateur) (Guyton, 1987).
Ce systeme permet un ajustement réflexe de la TA en adaptant le débit cardiaque et la
résistance périphérique en fonction des inputs des barorécepteurs sensibles a 1’étirement.
Une vasoconstriction réflexe peut également étre provoquée par une diminution du pH ou
de la concentration sanguine en O2 (ou augmentation du CO2) qui sera détectée par des
chémorécepteurs. Enfin, les centres supérieurs et particulierement 1’hypothalamus (noyaux
latéraux et tubéraux) envoient différents relais de fagon a moduler la TA en fonction des
besoins de I’organisme. Deux circuits presseurs descendants y sont dédiés (Strazielle,
Lalonde, Thifault, & Hamet, 2004): (1) cortex insulaire, hypothalamus, partie rostrale
ventrolaterale du bulbe; (2) septum latéral, locus coeruleus (via habénula), partie rostrale
ventrolaterale du bulbe.

Divers facteurs hormonaux exercent également leurs influences sur la TA. Les
surrénales induisent la vasoconstriction par la sécrétion de noradrénaline dans la
circulation; tandis que ’adrénaline provoque une augmentation du débit cardiaque et une
vasoconstriction généralisée. Le peptide natriurétique auriculaire (ANP) est libéré lors
d’une distension des oreillettes due a une augmentation de la TA. L’ANF augmente
I’excrétion du sodium et de I’eau par les reins (effet inverse de celui de I’aldostérone), ce
qui résulte en une diminution du volume sanguin et de la TA. L’ ANF suscite également une
vasodilatation généralisée et inhibe la production de liquide céphalo-rachidien. L’hormone
antidiurétique, produite par I’hypothalamus, réduit la diurése et provoque une intense
vasoconstriction lors de chute de la TA. L’endothélium vasculaire peut produire de
I’endothéline, un peptide aux effets vasoconstricteurs puissants qui agit sur la perméabilité
au calcium des cellules musculaires lisses des vaisseaux, ou par contraste, I’oxide nitreux
qui induit une vasodilatation bréve et tres localisée.

Les mécanismes rénaux de régulation de la TA s’expriment de fagon soutenue et
durable. D’une part, les reins ajustent directement 1’excrétion ou la rétention d’eau en
fonction de la TA et du volume sanguin. D’autre part, le systeme

rénine/angiotensine/aldostérone (RAA) opére via I’appareil juxta glomérulaire du rein, pour



libérer la rénine lorsque la TA diminue. La rénine déclenche alors une cascade enzymatique
qui permet la production de 1’angiotensine II; en plus de son effet vasoconstricteur, celle-ci
stimule la production d’aldostérone par la corticosurrénale pour favoriser la réabsorption du
sodium et de I’eau par le rein. De nombreuses évidences témoignent du rdle crucial de la
rétention du sodium en situation de stress (Harshfield et al., 2003). La revue exhaustive des
génes candidats et des études d’association concernant la portion d’hypertension induite par
le stress reprend les mécanismes évoqués ici (Imumorin et al., 2005). Cette derniére revue
nous sera d’un grand secours puisque la composante de stress (endophénotype) relié¢ a

I’hypertension sera le sujet principal de la partie génétique de la these.

1.1.3. Démence et hypertension : conclusions des études
cliniques

Au cours de la décennie 60-70, les tenants d’un traitement plus agressif de ’HTA
ont rassemblé beaucoup d’évidences suggérant un lien entre I’HTA, le vieillissement et le
développement de troubles cognitifs d’attention, d’abstraction, de mémoire et d’habiletés
sensori-motrices (Abate, Zito, Ferrari-Ramondo, & Di Iorio, 2001). Les <études
standardisées ((Farmer et al., 1990); (Kilander, Nyman, Boberg, Hansson, & Lithell, 1998))
confirment le role de ’HTA comme facteur majeur de risque et d’aggravation des accidents
vasculaires cérébraux (AVC), suite au rétrécissement des artérioles (remodelage vasculaire)
et a ’athérosclérose des gros vaisseaux. Aussi, 1’occlusion des petites arteres pénétrantes et
la réduction de I’apport sanguin (ischémies) ou épanchement (extravasation) des fluides
provoquent des dommages multiples tant au niveau cortical que sous-cortical (raréfaction
de la matiére blanche ou Iésions ischémiques dites états lacunaires des ganglions de la base
ou du thalamus).

Le role de 'HTA comme facteur d’aggravation de la démence s’aveére complexe a
démontrer en raison d’une relation inverse entre la sévérité des démences et la TA

(hypotension), qui s’explique par la présence de conditions de co-morbidité telles que



I’apathie, la malnutrition et I’ Alzheimer (Skoog, Andreasson, Landahl, & Lernfelt, 1998).
L’Alzheimer se distingue de la démence vasculaire en histopathologie par la présence de
plaques séniles (dépot d’amyloide), mais comporte également des composantes
vasculaires/inflammatoires importantes (Anisman, Merali, & Hayley, 2008; Tong,
Nicolakakis, Kocharyan, & Hamel, 2005). Les critéres classiques du diagnostique
différentiel de démence vasculaire (Hachinski et al., 1975) concernent les aspects focalisé
et épisodique des atteintes, qui correspondent a des anomalies du flot sanguin cérébral
(conditions cardiovasculaires antécédantes) ou a la détection d’infarctus cérébraux par
tomodensitométrie (Huff & Boller, 1987). En pratique, 1’identification précoce de la
démence vasculaire pose toujours de nombreux défis méthodologiques (Wiederkehr,
Simard, Fortin, & van Reekum, 2008).

Plusieurs études importantes ont contribué a documenter le lien entre ’HTA et les
démences. En 1997, I’étude rétrospective “nun study” (Snowdon, Greiner, Mortimer, & et
al., 1997) démontre que 1’expression clinique de la démence est plus fréquente dans les cas
ou des dommages vasculaires sont présents, en plus des critéres histopathologiques associés
a D’Alzheimer. Plus précisément, le risque de démence est de 20.7 fois dans le cas
d’atteintes sous-corticales du thalamus/noyaux gris/matieére blanche versus de 6.7 fois pour
les atteintes corticales. Ainsi, les démences dites vasculaires tendent a évoluer « en escalier
» par rapport a la progression réguliere d’Alzheimer avec ou sans accidents cérébro-
vasculaires majeurs. Dans la méme perspective, 1’étude prospective longitudinale
«Goteborgy (Skoog, 1997) retrouve [’association entre la manifestation clinique
d’Alzheimer, le passé d’hypertendu et les dommages sous-corticaux d’origine vasculaire.
L’étude «Rotterdam» confirme I’association entre I’athérosclérose et 1’ Alzheimer (Hofman
et al., 1997). De plus, les patients Alzheimer ayant souffert d’HTA ou d’hyper insulinémie
montrent une plus grande densité de plaques séniles et des atteintes cérébrales plus séveres
en résonance magnétique (Abate et al., 2001).

Le projet “démence vasculaire” (Forette et al., 1998) de I’étude randomisée a

double insu Syst-Eur (Systolic Hypertension in Europe), démontre qu’un traitement de



I’HTA principalement avec un inhibiteur calcique réduit de 50% 1’incidence de la démence
chez les hypertendus de plus de 60 ans. D’autres résultats semblent confirmer I’effet de
neuro-protection des inhibiteurs calciques, et ce autant dans les essais expérimentaux
(Gould, Murphy, & Snyder, 1985; Disterhoft, Thompson, Weiss, & et al., 1995), que dans
les essais cliniques (Morich, Bieber, & Lewis, 1996). Dans cette perspective, STONE
(Shanghai Trial Of Nifedipine in the Elderly) fit la premi¢re démontrer 1’avantage de la
nifédipine (Haiat & Leroy, 2004), en premicre intention de traitement (malgré la
controverse toujours existante quant a son innocuité), avec une diminution significative des
évenements cardiovasculaires individuels ou combinés tels que les troubles du rythme et les
AVC (Gong et al., 1996; Hamet & Gong, 1996). Ces évidences ont été maintes fois
confirmées depuis, notamment par 1’étude CONVINCE (Controlled ONset Verapamil
INvestigation of Cardiovascular End points) (Black et al., 2003). Par ailleurs, les
traitements avec des antihypertenseurs classiques comme dans SHEP (Systolic
Hypertension in the Elderly Program, (SHEP Cooperative Research Group, 1991)), ou plus
récents (tels que les bloqueurs des récepteurs de l’angiotensine) comme dans 1’étude
SCOPE (Study on Cognition and Prognosis in the Elderly, (Sever, 2002)), n’ont pas

démontrer d’efficacité jusqu’a présent pour prévenir la démence.

L’étude ALLHAT (Antihypertensive and Lipid-Lowering Treatment to Prenvent
Heart Attack Trial), menée avec plus de 33 000 hypertendus de 55 ans et plus, démontre
I’équivalence entre les traitements avec un diurétique (chlorthalidone), les IECA
(inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine) ou les bloquants calciques pour la
prévention des issues primaires et secondaires comme ’AVC (Appel, 2002). Par contre,
I’étude ANBP-2 (Second Australian National Blood Pressure Study) rapporte une plus
grande réduction de D’incidence d’infarctus avec un traitement a base d’IECA, en
comparaison avec celui a base d’un diurétique (hydrochlorothiazide), sans différence sur
I’incidence d’AVC ou de la mortalité chez des hypertendus de 65 a 84 ans (Wing, Reid,
Ryan, & et al., 2003). ASCOT (A4nglo-Scandinavian Cardiac Outcome Trial) montre la

supériorité de la combinaison des médications récentes (amlodipine/perindopril) versus



classiques (atenolol/thiazide) quant a I’incidence des AVC, des éveénements
cardiovasculaires, de 1’apparition du diabéte et de la mortalité toute cause confondue

(Dahlof et al., 2005).

Les effets du vieillissement, comme le développement de ’'HTA, étant la résultante
de processus complexes qui s’échelonnent sur toute la vie; les modéles animaux s’aveérent
une nécessité pour décortiquer les effets de la génétique et de I’environnement qui s’y
enchevétrent d’une fagon complexe (Hamet, Pausova, Adarichev, Adaricheva, & Tremblay,
1998). Dans ce contexte, une stratégie possible consiste a identifier les déterminants de
variables intermédiaires telles que les effets de la dicte (Dumas et al., 2002) ou de la
susceptibilité¢ individuelle au stress (Hamet & Tremblay, 2002b). C’est donc avec
I’intention de simplifier les questions que nous abordons la combinaison vieillissement et

HTA chez ’animal.

1.14. Démence et hypertension: modéles expérimentaux

des rongeurs

L’idée développée précédemment, selon laquelle I’hypertension peut
amplifier les effets du vieillissement sur la cognition (effet additif), n’est pas étrangere au
fait que plusieurs équipes de recherche ont choisi les SHR pour tenter de modéliser
I’interaction vieillissement et HTA. Ainsi, un accroissement des déficits d’apprentissage en
fonction de 1’age a été décrit lors du conditionnement opérant des SHR (Meneses, Castillo,
Ibarra, & Hong, 1996). Certains ont rapportés des déficits semblables dans un labyrinthe
radial (Mori, Kato, & Fujishima, 1995), ou dans le labyrinthe aquatique de Morris (Diana,
2002). D'autres ont décrit des altérations cérébrales dans la distribution des récepteurs
GABA(B) (Ichida et al., 1996) ou des récepteurs nicotiniques (Terry, Jr., Hernandez,
Buccafusco, & Gattu, 2000). Or ces études ont toutes la faiblesse majeure de prendre les
rats WKY comme groupe contrdle; alors que ces derniers, comme les SHR, démontrent
également une grande susceptibilité au stress et a la dépression comportementale (Pare &

Redei, 1993) et des déficits a 1’épreuve de Morris des 1’age adulte ((Grauer & Kapon,



1993); (Diana, Scotti de Carolis, Frank, & et al., 1994)), les deux souches ayant le méme
fondement génétique du rat Wistar. Dans le cas des SHR comme modele du déficit
d’attention avec hyperactivité, rappelons ici que I’usage des Wistar-Kyoto (WKY) comme
groupe contrdle est controverse, parce que les WKY sont moins actifs que d’autres souches
normotendues telles que Wistar et présentent des singularités dans la réponse du systéme
dopaminergique au Methylphenidate (Drolet, Proulx, Pearson, Rochford, & Deschepper,
2002). A ce titre, le modéle des souris génétiquement hypertendues peut étre considéré
comme avantageux par rapport a celui du rat SHR, dans la mesure ou deux souches
controles (hypotendue, normotendue) de méme background génétique permettent d’évaluer

I’effet différentiel de I’hypertension.

Enfin, les anomalies comportementales des SHR apparaissent des 1’age adulte
((Diana, 2002); (Meneses et al., 1996); (Sagvolden et al., 1992)) et sont généralement
interprétées comme une incapacité a composer avec des situations dangereuses ((Docherty,
1990); (Knardahl & Sagvolden, 1979); (LeDoux, Sakaguchi, & Reis, 1982); (Soderpalm,
1989); (Svensson, Harthon, & Linder, 1991)). Bref, la littérature sur les SHR dans le
domaine comportemental ne nous fournit pas de modele pour 1’étude de la démence, mais
nous amene a nous pencher sur les déterminants génétiques de la susceptibilité au stress. Il
est par ailleurs notable que le modele génétique d’HTA chez le rat SHR (spontaneously
hypertensive rats) nous ramene a I’effet du vieillissement; alors que 1’on pose I’hypothéese
d’un vieillissement “cellulaire” accéléré, en raison d’un déséquilibre des processus

prolifératifs versus apoptotiques (Hamet et al., 2001; Simon et al., 2006).

1.1.5. Composante génétique de ’HTA essentielle

Les premieres évidences d’une composante génétique dans I’HTA proviennent des
études épidémiologiques qui démontrent une plus grande prévalence pour les personnes
provenant de familles ou la maladie est présente. Ainsi, pour les individus de 55 ans et
moins, la probabilité¢ de développer ’'HTA sera quatre fois plus élevée en présence d’une

histoire familiale « positive » (Hamet, Pausova, Tremblay, & Deng, 2002a). Les études de



jumeaux montrent une fréquence plus élevé d’HTA chez les jumeaux identiques que chez
les hétérozygotes et permettent d’estimer que la composante génétique explique 49% des
ces différences (héritabilité). Les études sur les enfants adoptés, telles que le Montreal
Adoption Survey (Biron, Mongeau, & Bertrand, 1976), démontrent que 1’incidence de
I’HTA est de deux fois supérieure chez les enfants naturels de familles « hypertendues » en
comparaison a ceux qui sont adoptés. Ainsi, ces dernicres études permettent d’évaluer que
la composante génétique explique 61% de la variabilité sur la mesure de TA systolique,
contre 39% pour la composante environnementale (Mongeau, Biron, & Sing, 1986).
Comme pour la plupart des pathologies, les formes monogéniques (mutation d’un
seul géne) représentent moins de 5% des cas d’HTA. Ces mutations sont bien documentées
(Hamet et al., 2002a), et produisent un effet marqué sur la TA en agissant sur les voies
métaboliques des stéroides surrénaux ou sur des transporteurs rénaux des électrolytes. La
plupart des génes impliqués ont été écartés des recherches sur I’HTA essentielle a part de la
11B-hydroxylase (enzyme de dégradation du cortisol) qui demeure un geéne candidat pour
I’HTA essentielle (Rapp, 2000). L’HTA essentielle ou primaire se définit donc par son
développement lent, sous I’influence de plusieurs genes (polygénique) en interaction
(épistasies), dont les effets individuels sont plus ou moins remarquables. Le caractere
polygénique du trait de la TA se démontre également par I’observation a 1’effet que la
mesure de la TA dans la population générale varie de fagon continue et décrit une courbe
normale de Gauss. Dans ce contexte, le trait sera dit complexe du fait qu’il ne suit pas les
régles Mendéliennes de la transmission d’un trait monogénique, c’est-a-dire déterminé par

un seul géne causal.

1.1.6. Génétique quantitative des traits complexes

Les analyses mendéliennes de ségrégation demeurent le modele de base pour

localiser les déterminants génétiques des traits complexes (Lander & Schork, 1994). Par
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contre, d’autres méthodes peuvent étre employées: les études d’association et 1’approche
des all¢les partagées.

Les ¢tudes d’association relevent de 1’épidémiologie génétique qui s’appuie surtout
sur des “case control studies” (Seda, Tremblay, Sedova, & Hamet, 2005). Ces études
comparent les différences entre les individus sains et affectés dans la population générale
quant a la fréquence de certains alleéles d’intérét physiopathologique. Une association
positive peut s’interpréter de différentes facons: si I’allele identifiée est la cause du trait,
une forte association devrait pouvoir étre reproduite dans différentes populations. Une autre
possibilité est d’avoir identifié un marqueur trés preés du gene causal et qui coségregue
parcequ’il n’a pas encore été séparé par les recombinaisons méiotiques. Enfin, il est
toujours possible qu’une association refléte une caractéristique historique propre a la
population étudiée et que le trait n’ait en fin de compte aucun déterminant génétique. Les
populations homogenes sont plus faciles a analyser (ex.: population du lac St-Jean). L’ADN
des géniteurs est nécessaire pour effectuer des contrdles négatifs (identification des alleles
sains) ou positifs (le parent hétérozygote a plus de chance d’avoir transmis un all¢le
coupable a I’enfant atteint) sur différents marqueurs. Un exemple d’association concerne
I’alcoolisme et le récepteur dopaminergique D2. La fréquence de ce polymorphisme varie
tellement chez différents groupes contrdles qu’il est impossible de vérifier cette hypothese
d’association (Blum et al., 1995).

L’approche non-paramétrique des alleles partagés consiste a démontrer que la
fréquence d’un allele particulier chez les parents affectés n’est pas due au hasard. Plus
précisément, il s’agit de dénombrer les copies regues (0 ou 1 ou 2) de différents marqueurs
chromosomiques (sur un chromosome en particulier ou sur tout le génome), et a évaluer la
corrélation entre le nombre d’all¢les partagés a un locus donné et le carré de la différence
phénotypique. Cette opération sera répétée avec une densité croissante de marqueurs, de
manicre a restreindre de plus en plus une région chromosomique, et ce pour révéler un

locus et éventuellement isoler le geéne. L’application la plus utilisée est ’analyse des “sib-
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pairs”. Par exemple, cette approche a permis d’isoler le facteur angiotensinogene qui
explique certains cas d’HTA (Lifton & Jeunemaitre, 1993).

Le raffinement des analyses mendéliennes de ségrégation dans les études animales
de croisement offre maintenant des possibilités nouvelles d’étudier les traits complexes.
Ceux-ci seront disséqués en termes de leurs composantes monogéniques. La stratégie
optimale consiste a générer des souches consanguines, sélectionnées pour différer sur le
trait d’intérét (Mormede et al., 2002), de les croiser ensemble pour produire une premiere
génération filiale (F1) d’hétérozygotes; puis, en croisant les “F1”” ensemble, les hybrides de
seconde génération filiale “F2” seront homozygotes sur 50% du génome. Ainsi, chaque
individu de “F2” représentera une recombinaison unique de 1’héritage parental, ce qui
permet d’identifier quel loci ou segments chromosomiques sont associés a I’augmentation
ou la diminution sur la mesure d’un trait (QTL ou quantitative trait locus).

L’analyse de liaison permet d’établir la concordance entre les variations du trait (ou
phénotype) et certaines variations du génotype, en se basant sur le principe que les
marqueurs anonymes a proximité du géne causal vont co-ségrégé ou voyager avec lui pour
servir d’indicateur et faciliter sa localisation par le phénomene du déséquilibre de la liaison.
Les marqueurs anonymes sont des éléments hautement polymorphiques de I’ADN de type
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) ou VNTR (variable-number tandem
repeat). Ces éléments permettent de différencier les individus en fonction respectivement
du nombre de sites de restriction (zone d’action des enzymes) ou du nombre de répétitions
de certaines séquences contenues dans le segment. Les VNTRs peuvent étre longs (mini
satellites) ou courts (microsatellites et simple sequence lenght polymorphism ou SSLP) et
ces différences seront révélées par PCR (polymerase chain reaction) ou sur gel
d’électrophorese (Hamet et al., 2002a). Par ailleurs, la position d’un locus ou QTL se
définit en termes statistiques par la probabilité associée au test statistique paramétrique qui
évalue I’effet du génotype sur la valeur du phénotype. Les QTL seront rapportés a I’aide de
scores LOD (logarithm of the odds) qui correspondent au logarithme base 10 du

«likelihood ratio» se rapportant a I’hypothese de linkage. Cette définition statistique varie a
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I’intérieur d’un intervalle de confiance, qui dépend de la taille de I’échantillon testé, de la
magnitude de I’effet sur le phénotype et de la densité des marqueurs génétiques employés.
En prenant I’exemple de la TA, puisque la majorité des effets rapportés dans les
populations ségrégantes expliquent de 5-15% de la variance; on peut estimer que la
précision de l’intervalle d’un QTL correspond a un segment de 20-35 c¢cM (pour un
¢chantillon de 200-300 hybrides F2). Or une précision de 1 cM est nécessaire pour
considérer des études de séquencage, puisqu’une telle région peut contenir environ 40
genes. Il faudra donc restreindre 1’étendue des régions concernées (Rapp, 2000).
Maintenant, les déterminants des traits complexes peuvent étre localisés dans le
génome entier (where) sans méme savoir quel systeme physiologique est impliqué (what)
(Mormede et al., 2002). Cette approche est nommée « total genome scan » ou « interval
mapping », par contraste avec I’approche des genes candidats, et s’appuie sur la
disponibilité récente de carte de linkage avec un grand nombre de marqueurs sur tout le
génome de la souris permet de synthétiser les données connues sur les génes humains

(http://www.informatics.jax.org). De plus, le transfert de connaissances inter especes se

décrit comme 1’approche de la «génomique comparative» et permet de prendre avantage
des nombreuses homologies ou synthénies dans 1’ordre des génes chez I’humain et la souris

((Sugiyama et al., 2001); (Wehner, Radcliffe, & Bowers, 2001); (Moore & Nagle, 2000)).

1.1.7. Mod¢éles de la génétique expérimentale

Les souches recombinantes consanguines ont été créées pour faciliter 1’étude des
traits complexes. Les souches progénitrices parentales sont choisies, I’une comme modele
de pathologies humaines (hypertension, dyslipidemie..) et I’autre, son contrdle, idéalement
pour sa distance génétique. Le premier croisement (F1), réciproque si possible, est suivi
d’un deuxiéme aléatoire (F).

Les représentants de “F2” sont croisés entre fréres et sceurs sur plus de 20

générations, afin d’atteindre une homozygocie sur I’ensemble des loci. Ceci permet de
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séparer les composantes des traits polygéniques d’un trait complexe en plusieurs
regroupements contribuant aux phénotypes intermediaires, qui eux contribuent au
phénotype complexe de la pathologie sous étude. Il est a noter que plusieurs all¢les
peuvent contribuer au phénotype intermediaire. L’établissement des lignées consanguines
permet aussi de disposer de souches reproductibles, ce qui rend possible I’analyse des
phénotypes dont la mesure est plus variable, en plus de pouvoir tester nombres
d’hypothéeses sur 1’ontogenése des physiopathologies ou sur tout phénotype évoluant avec
I’age ((Rapp, 2000); (Hamet et al., 2002a)). C’est dans cette perspective qu’une série de
lignées recombinantes consanguines ont été développées spécifiquement pour 1’étude de
I’HTA essentielle, a partir du croisement des souches SHR et BN (Pravenec, Klir, Kren,
Zicha, & Kunes, 1989) et utilisée comme mode¢le d’identification des déterminants
génomiques de la période périnatale a 1’adulte, particuliérement ceux affectant les fonctions
rénales (Hamet et al., 1998).

Plus récemment, des souches congéniques ont été¢ congues dans le but de restreindre
ou préciser les régions chromosomiques détectées par les modeles précédents jusqu’a un
intervalle d’environ 1¢cM ((Rapp, 2000); (Hamet et al., 2002a)). La procédure consiste a
sélectionner des souches qui different sur le trait d’intérét, pour générer des hybrides de
premicre génération (F1), qui seront rétro croisés (backcross) a 1’un ou 1’autre des parents
d’origine et ce, sur plus de huit générations. Ceci permet, par exemple, de transférer une
allele causant ’'HTA sur un background normotendu (ou l’inverse) et ainsi confirmer
I’implication de la région concernée (Rapp & Deng, 1995). Une variante du mode¢le,
appelées souches consomiques consiste a transférer un chromosome entier; ce qui a permis
de démonter I’existence de déterminants de la TA sur le chromosome Y (Ely, Daneshvar,
Turner, Johnson, & Salisbury, 1993; Dumas et al., 2000a). Enfin, une autre variante,
nommées souches congéniques doubles, permet d’étudier les interactions entre loci par le
transfert simultané de deux régions chromosomiques. Par exemple, ceci a permis d’établir
que ACE (enzyme de conversion de 1’angiotensine) peut modifier I’expression du récepteur

A de ’ANP (atrial natriuretic peptide ou GC-A pour guanylyl cyclase) pour déterminer
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I’occurrence de ’HTA sensible au sel (Garrett et al., 1998b). Cette interaction entre les
genes ACE et Nprl (Natriuretic peptide receptor 1), a été confirmé par la présence d’un
SSCP (single-stranded conformational polymorphism) dans une séquence répétitive de
dinucléotide dans le promoteur du gene Nprl, qui differe entre les rats SHRs et BN-Lx
(Tremblay et al., 2003). Ce polymorphisme est associ¢ a une activité cyclase basale accrue
du récepteur GC-A, une expression augmentée de I’ARNm (acide ribonucléique messager)
codant pour ce récepteur et une TA diastolique plus faible chez les lignées RI (recombinant
inbred) possédant 1’allele BN (plutot que 1’allele SHR et inversement) sur les deux genes :
ACE/Nprl.

L’approche des génes candidats, s’appuie sur la connaissance a priori de la fonction
d’un geéne (candidat indépendant) ou de sa localisation dans le génome (candidat
positionnel), et consiste a détecter les variations alléliques entre sujets sains et affectés.
Dans le domaine de ’HTA, ces études se sont concentrées sur le systtme RAA : des
mutations dans le géne a-adducin ont été associées a I’HTA essentielle; la composante
sensible au sel de I’HTA dans les études expérimentales de ségrégation a été associce a des
variations alléliques dans les geénes de la rénine, de la 11B-hydroxylase et de gca.
Cependant, ces ¢tudes ne peuvent exclurent la contribution d’autres genes, puisqu’elles ne
couvrent que 5-10% des genes possibles (Hamet et al., 2002a). Paradoxalement, la
contribution de certains génes peut aussi €tre occultée par 1’approche du « total genome
scan », puisque 1’effet positif d’un locus sur le trait peut annuler 1’effet négatif d’un autre
locus (Rapp, 2000); c’est pourquoi les deux approches sont complémentaires, il est
essentiel de comparer différents modeles de croisements. Aussi, les génes candidats devront
étre confirmés a I’aide de souches congéniques ou transgéniques.

Le modele des animaux transgéniques consiste a introduire un gene dans les cellules
germinales sexuelles, de fagon a ce que 50% des animaux produits seront hétérozygotes
pour le transgene ((Kuhn, Schwenk, Aguet, & Rajewsky, 1995); (Smithies, Kim,
Takahashi, & Edgell, 2000)). Aprés une série de croisements, des homozygotes seront

obtenus et maintenus par croisements consanguins. Ces derniers exprimeront le nouveau
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gene dans toutes leurs cellules (ou dans certains tissus spécifiques). Ces études sont
complémentaires aux autres modeles présentés et permettent de confirmer le role des génes
candidats. Encore une fois, les é¢tudes concernant ’HTA se sont concentrées principalement
sur le systtme RAA (Hamet et al.,, 2002a). En outre, plusieurs mode¢les transgéniques
concernent 1’axe hypophyso-cortico-surrénalien (Steckler, 2001).

Enfin, il importe de souligner qu’apres ’identification d’un géne candidat, plusieurs
¢tapes restent encore a franchir avant le séquencage du géne (Hamet et al., 2002a). Les
analyses des RFLP (restriction lenght polymorphisms) chez des parents affectés permettent
de découvrir des marqueurs en bordure du locus et d’en restreindre I’étendue. L'intervalle
est exploré a I’aide de sondes propres a cette région candidate, puis la séquence est
reconstituée et les mutations recherchées. Cette démarche fastidieuse est cependant

grandement facilitée depuis que nous pouvons comparer les s€quences entre les especes.

1.1.8. Génétique de ’hypertension

L’analyse de liaison a ét¢ abondamment utilisée et documentée dans le
domaine de I’HTA, notamment dans les études de croisements chez le rat; et des revues
extensives sont disponibles ((Rapp, 2000); (Hamet et al., 2002a)), dans lesquelles des QTL
sont rapportés sur presque tous les chromosomes (chr.) du rat. Brievement, le chr.1 contient
un QTL confirmé par trois croisements F2 et comprend le géne candidat Sa, sur exprimé
chez SHR (versus WKY); le méme QTL renferme également les sous-unités y et  des
canaux sodiques épithéliaux impliqués dans ’'HTA monogénique du syndrome de Liddle.
Un QTL sur le chr.2 est a proximité des genes gca (récepteur de ANP) et carboxypeptidase
B. Une région spécifique du chr.4 contient des QTL d’HTA, de résistance a I’insuline et
d’hypertriglycéridémie des SHRs. Le chr.10 possede un QTL dans la région des génes
ACE, la sous-unité B2 du transporteur ATPase Nat+/K+ et la NO synthase inductible. Le
chr.12 renferme un QTL dans la région de hsp27 (heat shock protein). Le chr.13 renferme
un QTL dans la région du géne de la rénine, confirmé par quatre croisements F2 et une

étude avec des souches congéniques.
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Chez la souris cette fois, un croisement F2 entre les souches consanguines BPH/2 et
BPL/1 a permis de rapporter un QTL sur le chromosome 10 (LOD=4.9) (Wright et al.,
1999). Cependant, le protocole employé pour mesurer la TA chez la souris nécessite de
chauffer et d’immobiliser les animaux pendant la mesure de la TA par plétismographie sur
la queue. Nous pensons que dans ce contexte, le QTL mentionné correspond du moins en
partie a un trait de susceptibilité au stress. La méme réflexion s’applique quant a la
sélection initiale des SHM en fonction de leur TA, car le méme protocole de
plétismographie (avec chauffage et contention) a ¢été employé par Schlager (Schlager,
1974). A cet effet, dix jours d’entrainement a I’immobilisation n’habituent pas les réponses
de TA et du rythme cardiaque qui demeurent aussi €levés qu’au premier jour, lorsque
mesurées par télémétrie (Gross & Luft, 2003). Toujours dans cette méme perspective, un
rétro croisement dérivé des souches de souris A/J et C57BL/6J (sensible au sel) révele six
QTL d’HTA induite par le sel (Bpql-6) sont synténiques ou correspondent avec des QTL
d’HTA retrouvés chez ’humain et le rat (Sugiyama et al., 2001). De plus, Bpq2 et Bpq6
correspondent respectivement aux régions impliquées dans 1’émotionnalité, sur les chr. 1 et
15 de la souris (Flint, 2003). Encore une fois, notons que les QTL de TA rapportés chez la
souris se rapportent a une mesure de la TA par plétismographie, avec chauffage et
immobilisation des animaux. Ceci pourrait expliquer la convergence vers des régions

impliquées dans le stress ou 1’anxiété; nous y reviendrons.

1.1.9. Génétique de ’anxiété: modeles chez les rongeurs

L’expression pathologique de I’anxiété regroupe des symptomes psychiatriques
dont la prévalence est la plus élevée. Les études sur I’hérédité familiale, les jumeaux ou
I’adoption démontrent un réle important des facteurs génétiques; tandis que I’hétérogénéité
des troubles liés a 1’anxiété reflete I’origine polygénique de cette entité (Torgersen, 1990).
Les tests comportementaux d’approche/évitement chez les rongeurs constituent un des
paradigmes les mieux documentés en génétique du comportement et permettent d’illustrer

I’évolution des méthodes en génétique. L’open-field, développé par Hall en 1934 (Wehner
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et al.,, 2001), est le test le plus fréquemment employé pour mesurer la réactivité
émotionnelle des rongeurs, ou la peur des espaces ouverts (agoraphobie). Plus précisément,
I’anxiété se manifeste par une diminution de la locomotion et une augmentation de la
défécation liée a I’activation du systéme nerveux sympathique. Dans nos études, nous
utilisons une boite carrée de 60 cm de coté, en fibre de verre, pour effectuer cette épreuve.

L’équipe de DeFries (DeFries, Gervais, & Thomas, 1978) fut une pionnic¢re dans ce
domaine, en démontrant que la corrélation négative entre les degrés d’activité et de
défécation est préservée par co-ségrégation, par le biais de souches de souris consanguines
qui different par leur degré d’activité €levé et faible respectivement (F3 C57BL/6J x
BALBY/c)).

Trullas et Skolnick (Trullas & Skolnick, 1993) ont comparé I’anxiété de 16 souches
de souris consanguines dans 1’ open-field et le labyrinthe en croix surélevé. Cette dernicre
épreuve d’agoraphobie est sensible aux benzodiazépines et repose sur la préférence des
rongeurs pour des compartiments fermés par rapport a des compartiments ouverts. Dans
cette étude, la portion de la variabilité inter souche qui s’explique par les déterminants
génétiques (héritabilité ou h?), est de 69% pour la durée et de 78% pour la fréquence des
visites dans les compartiments ouverts. Dans 1’open-field, h* est de 75% sous une lumiére
intense et de 44% sous une illumination faible. Les différences entre les souches extrémes
A/J et C57BL/6] disparaissent sous une lumiére infrarouge dans 1’ open-field, dans lequel
la sensibilit¢ a la lumicre est fortement déterminée par la mutation récessive de la
tyrosinase (chr.7 :44 ¢cM des albinos A/J (DeFries, 1969)). Par contre, la préférence des A/J
pour les bras fermés du labyrinthe en croix se maintient sous la lumicre infrarouge et
dépend de facteurs indépendants du systeme visuel (Cohen, Kang, & Gulick, 2001), comme
c’est le cas également pour I’ open-field ((Gershenfeld et al., 1997a); (Gershenfeld & Paul,
1997b)). Ces deux épreuves semblent toutefois déterminées par un agencement unique des
facteurs génétiques, puisque l’ordre des souches consanguines testées par Trullas et

Skolnick (Trullas et al., 1993) (ou le SDP, strain distribution pattern) différe entre les deux
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épreuves. Un SDP unique est également obtenu pour 1’effet des benzodiazépines sur la
performance a ces épreuves anxiogenes (Griebel, Belzung, Perrault, & Sanger, 2000).

Les analyses des QTL liés a I’anxiété, proviennent principalement de deux
populations d’animaux, soit de croisements entre les lignées sélectionnées de DeFries
(Flint, 2003), ou soit de croisements entre les souches A/J et C57BL/6J. Les premiers QTL
“putatifs” ou probables, caractérisent les lignées RI BxA, AxB (Mathis, Neumann,
Gershenfeld, Paul, & Crawley, 1995). A/J et C57BL/6J seront ensuite utilisées dans
différents croisements F2 pour localiser les QTL des chr. 1(101 cM) et 10(74 cM) sur
I’épreuve de 'open-field ((Gershenfeld et al., 1997a); (Gershenfeld et al., 1997b)). La
position du QTL sur le chr.1 a été précisée a 73+ 0.8 cM (emo3), a I’aide d’une population
hétérogene dérivée de huit souches consanguines (Talbot et al., 1999). Enfin, 1’étude de
quatre épreuves différentes mesurant le trait d’anxiété dans un croisement F2 a partir des
lignées de DeFries, décrit des QTL qui convergent sur les chr. 1 et 15 (Flint, 2003). Ce
dernier auteur fait également une revue exhaustive et trés détaillée de tous les QTL
concernant des traits comportementaux; le Tableau I en présente une synthése se limitant au

phénotypes liés a I’anxiété chez la souris.
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1.1.10. Stress, HTA expérimentale et physiopathologie

Henry propose une revue des différents modeles animaux d’HTA expérimentale
sans manipulation génétique et de leurs contributions dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques qui lient ’HTA au stress (Henry, Liu, & Meehan, 1995).
C’est a I’époque des travaux russes sur la dépression comportementale acquise (learned
helplessness) pendant ’acquisition de tache discrimination hautement conflictuelle, que
I’on publia la premi¢re monographie sur ’HTA essentielle ou neurogénique (Pickering,
1961), qui reconnait une composante ¢émotionnelle dans le développement de la maladie.
En partant des primates utilisés par la NASA, en passant par diverses stimulations aversives
chez le rat, il fut démontré chez la souris qu’un stress psychosocial soutenu (environnement
restreint qui force les interactions et la compétition) peut induire une HTA durable qui peut
étre prévenue a 1’aide de B-bloqueurs ou controlée par un traitement aux IECA. Ces
évidences suggerent que les mécanismes en cause sont I’hypersensibilité vasculaire a
I’angiotensine II, conséquence de I’hyperactivité soutenu du sympathique, lui méme
provoqué par la stimulation du /ocus ceeruleus et du noyau amygdalien central. Certains ont
proposé que le noyau amygdalien central joue un rdle cardinal dans 1’ajustement des
réponses du sympathique (via des projections vers I’hypothalamus latéral) au stress
psychogénique (Reis & LeDoux, 1987). Dans un contexte normal, un réajustement réflexe
est effectué par le noyau adrénergique C1 du bulbe rachidien (comme dans le baro-réflexe);
mais il semble que chez les animaux hypertendus, I’ajustement réflexe est contourné par les
mécanismes centraux lors des réponses émotionnelles.

Le modele explicatif de I’HTA expérimentale de Henry reprend les phases
successives du  syndrome  général d’adaptation au  stress de  Selyé:
alarme/résistance/épuisement (Selye, 1976); auxquelles se greffent une adaptation du
systtme cardio-vasculaire (Folkow, 1990), qui évolue vers une augmentation de la
résistance vasculaire périphérique via un remodelage vasculaire (rétrécissement de lumicre
des vaisseaux) en faveur de la prolifération des cellules musculaires lisses (Hamet et al.,
2001). On peut souligner au passage que le recrutement du systéme de défense est
favorable pour la préservation de I’espece a 1’age de la reproduction (la synthese accrue des

catécholamines par la médullosurrénale et le systéme sympathique mobilise les ressources
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du systéme immunitaire, favorise la glycolyse et la conservation des électrolytes/fluides par
I’activation du systéeme RAA), mais contribue peut-&tre a 1’usure des organes cibles.

Quand la perception d’une menace se maintient dans le temps, parce que le
challenge dépasse les ressources de 1’individu ou lui rappelle des expériences douloureuses;
la réponse active de défense (fight or flight) ne trouvant aucun exutoire, elle fait place a la
défaite et au recrutement de 1’axe hypophyso-cortico-surrénalien, sur laquelle Selyé a
consacré ses travaux (Selye, 1976). Certains continuent de lui attribuer un réle dans les
pathologies liées a I’anxiété et a la dépression ((Arborelius, Owens, Plotsky, & Nemeroft,
1999);(Johansson et al., 2001)) ou a I’interaction avec le systtme immunitaire ((Marchetti
et al., 2001);(Bonneau, Mormede, Vogler, McClearn, & Jones, 1998)). Par contre, la
question de la spécificité des réponses a différents stress demeure ouverte. A cet égard,
I’expression de c-fos chez les animaux normaux montre un marquage spécifique et sélectif
de différentes régions cérébrales en fonction de différents stress tels que 1’immobilisation,
la douleur, le froid ou I’hypoglycémie ((Dampney & Horiuchi, 2003);(Pacak & Palkovits,
2001)). Sur le plan cardio-vasculaire, Folkow résume les conséquences physiologiques du
stress de la vie moderne de la fagon suivante (Folkow, 2001): chez les individus
génétiquement susceptibles, la balance entre le recrutement des systemes de défense ou de
défaite respectivement, déterminera les manifestations cliniques en faveur de ’'HTA ou des
maladies métaboliques (dislipidémies, résistance a 1’insuline, dépdt de gras abdominal et
athérosclérose) ou souvent une combinaison des deux tableaux. Les travaux de Pausova et
al. ((Pausova et al.,, 2000);(Pausova et al., 2003)) concordent avec ces dernieres
observations.

L’innervation des surrénales par le sympathique module I’intensité de la réponse
hormonale au stress. La sécrétion d’ACTH (hormone adrénocorticotrophine), par
I’hypophyse antérieure, régule la synthese et la sécrétion des glucocorticoides cortisol et
corticostérone par le cortex surrénal. La production d’ACTH est sous le controle des
hormones CRF (facteur de relache de la corticotrophine) et vasopressine du noyau para-

ventriculaire (PVH) de I’hypothalamus (Mormede et al., 2002).. Ce dernier noyau (PVH)
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recoit des afférences des autres noyaux hypothalamiques (intégration et régulations des
fonctions métaboliques et circadiennes), de différents noyaux du bulbe rachidien
(intégration des fonctions vitales) et du systeme limbique des émotions (Choi et al., 2007).
Les récepteurs intracellulaires des glucocorticoides ont la capacité de modifier I’expression
de certains geénes et ce faisant joue un rdle cardinal dans la réponse au stress en
potentialisant I’effet des catécholamines sur 1’activit¢é métabolique du cerveau et des
organes vitaux, via le récepteur des glucocorticoides (GR) a basse affinité et spécifique au
cortisol. Le récepteur aux minéralocorticoides (MR) posséde une haute affinité pour le
cortisol et 1’aldostérone et régule le métabolisme des électrolytes et du volume liquidien
(Huang, Amin, & Leenen, 2006).

Une grande variabilité génétique dans les mécanismes de la réponse
neuroendocrinienne au stress a €té rapportée tant chez 1’humain que chez 1’animal
(Mormede et al., 2002; Hamet et al., 2002b). Par exemple, , des effets différentiels du sexe
et du background génétique sur la réponse neuroendocrinienne a I’immobilisation répétée
ont démontré, avec les souches de souris consanguines C57BL/6 et DBA/2 (Jones,
Sarrieau, Reed, Azar, & Mormede, 1998). Cette dernicre équipe s’est €également intéressée
aux déterminants génétiques de la réponse (neuroendocrinienne) au stress d’immobilisation
chez le rat. Le transporteur spécifique au cortisol, transcortine est leur principal géne

candidat (Mormede et al., 2002).

1.1.11. CRF et autres déterminants majeurs de la réactivité

émotionnelle

D’autres groupes se sont intéressés a la génétique des troubles anxieux. Smoller et
al. (Smoller et al., 2001b) ont basé¢ leurs études d’association en partant des genes candidats
découlant des études animales (Gershenfeld & Paul, 1998). Ce groupe a utilisé¢ le
phénotype intermédiaire de 1’inhibition comportementale qui semble conservé et bien
caractérisé tant chez I’humain que chez les rongeurs. Une inhibition de I’activité lors de

situations nouvelles a en effet été observé chez des souris transgéniques sur-exprimant CRF
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(Bakshi & Kalin, 2000). Plusieurs études rapportent que cette symptomatologie est un
facteur de risque chez les enfants de parents souffrants de troubles de panique ou de phobie
sociale (Smoller et al., 2001b). A partir d’analyse de fréquence des haplotypes, une
association a finalement été confirmée dans ces familles a risque, entre un polymorphisme

dans la région codante de CRF et I’inhibition comportementale (Smoller et al., 2005).

Par ailleurs, depuis le début de notre projet en 1996 jusqu’a aujourd’hui, un grand
nombre d’évidences (Nemeroff, 1996) ont impliqué les éléments du systéme CRF (peptides
reliés au CRF, ses récepteurs et la protéine liant celui-ci), pour enfin proposer des
antagonistes comme alternative pour le soulagement de 1’anxiété et de la dépression (Keck,
Ohl, Holsboer, & Muller, 2005; Sapolsky, 2003). Dans la méme veine, des essais cliniques
ont aussi cours avec un antagoniste sélectif du récepteur V1b de la vasopressine (Serradeil-
Le Gal et al., 2005) et pour bien d’autres systémes de neurotransmission/neuromodulation

tel que le glutamate (Mathew, Price, & Charney, 2008).

1.1.12. La susceptibilité au stress comme variable
intermédiaire associée a ’HTA essentielle

Plusieurs études de santé publique suggerent une association entre le stress
professionnel, plus précisément le manque de contréle décisionnel, et la prévalence des
pathologies cardiovasculaires (Karasek et al., 1988; Marmot, Bosma, Hemingway, Brunner,
& Stansfeld, 1997). Streptoe précise que des facteurs individuels liés a la personnalité, tels
que le refoulement de la colére peuvent potentialiser les effets d’un environnement social
hostile (Steptoe, 1997). La réponse cardiovasculaire aux stress physiques tels que la
stimulation par le froid, ou aux stress psychogéniques (tests arithmétiques) sont maintenant
employés pour déterminer la prédisposition génétique (ou héritabilité familiale) pour le

développement des pathologies vasculaires (Hamet et al., 2002b).

Pour remettre en perspective I’importance du stress comme facteur de risque pour le

développement des troubles cardiovasculaires, 1’étude INTERHEART place ce dernier au
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troisieme rang, avec un risque augmenté (odds ratio ou OR) d’infarctus du myocarde de
2.67, apres les dislipidémies (OR = 3.25) et le tabagisme (OR = 2.87), mais loin devant la
diete, I’exercice et la consommation d’alcool ayant tous un OR en bas de un (Yusuf et al.,
2004). Rappelons que cette étude s’appuie sur des mesures objectives et subjectives du
stress relié au travail et a la vie privée, sur plus de 24 000 cas/témoins dans 52 pays
(Rosengren et al., 2004). Une étude récente suggere également un risque augmenté de plus
du double pour le développement du syndrome métabolique en présence de stress

chronique au travail (Chandola, Brunner, & Marmot, 2006).

Sur le plan expérimental, les SHRs et SHM démontrent une hyper réactivité aux
stress (Hamet et al., 2002b). Ainsi, il fut a démontré qu’un locus de thermosensibilité (¢ms)
chez les SHM coségrégue ou est associé a la TA élevée, a 1’aide de croisements hybrides
F2 de seconde génération filiale (Malo, Schlager, Tremblay, & Hamet, 1989). Cette
thermosensibilité a également ét€¢ observée chez les patients hypertendus (Kunes,
Tremblay, Bellavance, & Hamet, 1991). De plus, I’exposition a des stress psychogéniques,
tels que les changements de cage, la manipulation, le placement dans 1’open-field ou
I’immobilisation, résulte en une augmentation plus importante du rythme cardiaque, de la
TA et de la température chez les animaux génétiquement hypertendus (Morimoto,

Watanabe, Morimoto, Nakamori, & Murakami, 1991).

1.1.13. Effet de la diéte salée sur la réponse au stress : un
exemple d’interaction génes/environnement en génomique
comparative

Les études épidémiologiques et essais cliniques n'ont pas démontré d’effet marqué
du sodium nutritionnel sur la TA dans la population générale (Hamet et al., 2002b).
Cependant, certains individus semblent plus susceptibles a cet effet, pour lequel le degré
différentiel d’activation du systeéme nerveux sympathique (et du systtme RAA) serait le

mécanisme principal ((Poulter, Shipley, Bulpitt, Markowe, & Marmot, 1988); (Staessen et
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al., 1989); (Staessen et al., 1991)). De plus, plusieurs études tant chez I’humain ((Rollnik,
Mills, & Dimsdale, 1995); (Staessen et al., 1994); (Williams et al., 1992)) que chez
I’animal ((Anderson, Dietz, & Murphy, 1987); (Bensi, Bertuzzi, Armario, & Gauna, 1997);
(Bourjeili, Turner, Stinner, & Ely, 1995); (Dibona & Jones, 1995)) suggerent une
interaction entre les effets du stress psychogénique et de la di¢te sodée. Ceci de telle sorte
que certains individus, dits non-modulateurs, deviennent hypertendus car ils réduisent leur
excrétion, ou méme augmentent leur consommation de sodium en situation de stress. Ainsi,
on a pu sélectionné une sous population de SHRs sensibles au sel dont I’intensité de la
réponse au stress d’immobilisation (température corporelle et TA) est modulée par le ratio
sodium/calcium de la diete (Dumas, Tremblay, & Hamet, 1994).

On peut donc concevoir que certains genes de susceptibilité déterminent le seuil de
sensibilit¢ aux stimulations environnementales (Dumas, 2001). Dans cette perspective,
I’augmentation de la température corporelle en réponse au stress d’immobilisation est
déterminés par des QTL sur les chromosomes 10, 12 et Y du rat, dans les lignées
recombinantes consanguines dérivées de SHR et BN soumises a une diéte riche en sodium
(Dumas et al., 2000a). Le locus du Chr. 10 a récemment été confirmé chez des hybrides F2
dérivés de BN et hHTg (hypertriglycéridémique) (Klimes et al., 2005). Par ailleurs, 1’étude
de Dumas et al. (Dumas et al., 2000a) nous enseigne que les genes de susceptibilité
s’expriment (ou deviennent détectables) en relation avec certaines stimulations spécifiques
telles qu’une dicte riche en sel, dans le cas des déterminants de la réponse au stress. C’est
d’ailleurs une des premicres études sur les déterminants génétiques de la réponse au stress
(Hamet et al., 2002b). Le Tableau II présente les QTL de stress pertinents a I'é¢tude de
I'HTA essentielle.
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Légende du Tableau II. HTA : hypertension; Hsp : protéine de choc thermique
(heat shock); TA : tension artérielle; RFLP : restriction fragment lenght polymorphism;
SNPs : single nucleotide polymorphisms; F2 : hybrides de seconde génération filiale; RI :
recombinant inbred ou recombinantes consanguines; BC : backcross ou rétro-croisement;
TNF : tumor necrosis factor ; myh : myosin heavy chain ; HSTF : facteur de transcription
des Hsp(s); Npr: récepteur du peptide natriurétique atrial; Gnb : guanine nucleotide
binding protein; IGF : insulin growth factor; ATP-lal : transporteur polypeptidique
sodium/potassium-adenosinetriphosphatase ; Wr : résistance a la Warfarin; ACE : enzyme
de conversion de 1’angiotensine; NO : oxyde nitreux; Drd2 : récepteur dopaminergique d2;

B-2 AR : récepteur adrénergique 2.
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1.2. Fondements méthodologiques

1.2.1. Modé¢les animaux génétiquement hypertendus

La majorité des modeles animaux pertinents pour 1’étude de I’HTA sont des
lignées consanguines de rongeur sélectionnées en fonction de leur TA. Une revue
exhaustive des souches disponibles a été faite (Rapp, 2000). Bien que la vaste majorité des
publications concernent les rats spontanément hypertendus (SHR); nous prendrons
I’exemple des souris spontanément hypertendues (SHM ou BPH, pour blood pressure high)
pour décrire la production de ces lignées. Les SHM (Schlager, 1974) ont été développées en
sélectionnant les souris avec TA élevée, basse ou normale a partir du croisement aléatoire
de huit souches consanguines d’origine différente (LP/J, SJIL/J, BALB/cJ, C57BL/J, 129/],
CBA/], RF/J et BDP/)), poursuivi par séléction positive jusqu’a la stabilisation de
I’expression des phénotypes de TA (hypertendue, hypotendue, normotendue), pour ensuite
produire des souches consanguines (inbred), en reproduisant fréres et sceurs de méme
phénotype pendant plus de 20 générations. Par ailleurs, I’étude des souches consanguines
est I’équivalent expérimental des études sur les jumeaux humains; par contre, elle a pour
avantages de contourner le probléme de I’hétérogénéité génétique des populations

humaines, et d’avoir un meilleur contrdle sur les facteurs environnementaux.

1.2.2. Pertinence des modéles dérivés des souches
consanguines A/J et C57Bl/6J pour I’étude des phénotypes liés
au stress

Nous avons choisi d’évaluer le comportement des souches consanguines A/J et
C57Bl/6] pour plusieurs raisons. Des différences ont été décrites entre ces souches
concernant les épreuves comportementales d’anxiété ((Flint et al., 1995); (Flint, 2003);
(Garrett, Niekrasz, Haque, Parker, & Seale, 1998a); (Mathis, Paul, & Crawley, 1994),
(Mathis et al., 1995); (Trullas et al., 1993); (Turri, Talbot, Radcliffe, Wehner, & Flint,
1999)) et d’apprentissage spatial (place learning) ((Crabbe, Wahlsten, & Dudek, 1999);
(Crawley et al., 1997); (Owen, Logue, Rasmussen, & Wehner, 1997)).
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A/] et C57Bl/6] différent également dans leur réponse au stress d’immobilisation ou
a P’injection d’endotoxine (Pausova, Richard, Dumas, Tremblay, & Hamet, 1999c¢) et dans
leur susceptibilité a ’'HTA induite par le sel (Sugiyama et al., 2001). Un des objectifs est
donc de reprendre 1’étude de Dumas et al. (Dumas et al., 2000a) chez la souris, dans le but
de confirmer ou de préciser nos QTL de la température corporelle en réponse au stress
d’immobilisation obtenus chez le rat, avec une diéte riche en sel. Nous avons choisi la
mesure de la température corporelle interne (core temperature) par radio télémétrie comme
parametre de la susceptibilité au stress, en partie parce que la mesure de la TA par radio
télémétrie n’était pas encore disponible chez la souris lors de I’initiation du projet. La
mesure de la température corporelle interne décrit des réponses similaires en réponse aux
stress thermique, d’immobilisation (McMurtry & Wexler, 1981) ou a [Dinjection
d’endotoxine (Pausova et al., 1999b). De plus, la télémétrie constitue une méthode non
invasive de premier choix qui permet de distinguer les effets attribuables au stress

((Morley, Conn, Kluger, & Vander, 1990); (Butz & Davisson, 2001)).

Enfin, nous avions un acces privilégié au modele génétique des RCS dérivées du
croisement de A/J et C57BIl/6J, pour lequel peu de données comportementales ont été

publiées (Joober, Zarate, Rouleau, Skamene, & Boksa, 2002).

Le mode¢le des recombinantes congéniques (RCS pour Recombinant Congenic
Strains), que nous avons utilisé, est une combinaison des modeles des souches
recombinantes consanguines et des souches congéniques. Les principes d’application des
RCS ont été développées par Demant pour la dissection de traits polygéniques (Demant &
Hart, 1986); plus précisément, pour ¢tudier les multiples facteurs de susceptibilité¢ au
cancer. Ce modele a été repris par le groupe de Emil Skamene (Hopital Général de
Montréal de 1I’Université McGill) en rétro croisant a deux reprises la premicre génération
issue du croisement de A/J et C57BI1/6J avec I'une ou I’autre de celles-ci, puis en fixant les

souches obtenues par croisements consanguins sur plus de 25 générations (Fortin et al.,
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2001). Ainsi, chaque lignée possedera un agencement particulier de 12.5% du génome d’un

des parents sur le background de 1’autre et vice et versa (fig.1).

nll;éll}e fer%éle Croisements néi[l&e fe]I}n%He
i b frére/soeur 20 x) i
- “— 99% Homozygotes -

B6 X A/J v A/J X B6

v e v

F1 N 100% Heterozygotes F1 _—

v - o

1 x g1 Rétrocroisements (2x) - x Fl
B6 Al
\ Y \
BB Croisements AA
AA . BB
=) frére/soeur (20 x) poy
87.5% 12.5% v 12.5% 87.5%

Souches BcA  99% Homozygotes Souches AcB

Figure 1. Schéma des croisements nécessaires a la production des RCS

Ce modele s’avere particulicrement utile dans le cas des phénotypes
comportementaux pour lesquels il est statistiquement plus efficace de comparer des souches
plutét que des individus. L’analyse du “strain distribution pattern” ou SDP permet de
calculer un indice d’héritabilité des phénotypes comportementaux (ratio des variances inter
souches/intra souches, (Falconer, 1960)) et d’identifier des souches informatives dans

chacun des backgrounds. Une souche sera informative dans la mesure ou son phénotype est
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statistiquement différent (selon un test t avec correction de Sattertwaithe-Welsh sur la
valeur p pour tenir compte de I’hétérogénéité des variances selon notre consultation aupres
de Miguel Chagnon, expert du Service de consultation en méthodes quantitatives ou SEMQ
de I’Université de Montréal), de celui de son géniteur (A/J ou C57BI1/6J). Ceci signifie
qu’elle a hérité de facteur(s) génétique(s) déterminant(s) dans le 12.5% qui la caractérise
sur le plan génétique. Enfin, nous pourrons identifier les régions chromosomiques
impliquées en visualisant la distribution des alleles parentales sur plus de 620 marqueurs et
en identifiant les régions dans lesquelles les souches informatives différent (Fortin,

Stevenson, & Gros, 2002).

1.2.3. Outils biostatistiques de détection des QTL

Les épreuves statistiques qui permettent la détection des QTL doivent évaluer
I’importance de I’effet sur le trait et la localisation des marqueurs associés a cet effet (Rapp,
2000). Des ouvrages de référence ((Lynch & Walsh, 1997); (Silver, 2001)) et différents
articles de revue ((Flint, 2003);(Moore et al., 2000)) ont été consultés a ce sujet. Cependant,
la fagon de procéder la plus simple est d’effectuer des tests t en considérant chacun des
marqueurs comme une variable indépendante (Rapp, 2000). De plus, 1’'usage des tests t
nous permet de postuler des variances inégales dans le calcul du test t (SEMQ). Les
résultats seront rapportés a I’aide logarithme de la valeur de la probabilité (Flint, 2003).

Pour déterminer le seuil de signification, la valeur de a=0.05 peut étre divisée par le
nombres de tests effectués selon la correction de Bonferroni (Joober et al., 2002). Lander et
Kruglyak ont établi des normes de signification pour les études de QTL qui varient en
fonction du mod¢le de croisement employé (Lander & Kruglyak, 1995): pour le mode¢le des
lignées recombinantes consanguines (modele le plus prés des recombinantes congéniques),
un QTL sera considéré significatif a partir d’'un LOD (logarithm of the odds) de 3.2, selon
le critere d’une fausse détection sur 20 «genome scan»; et un QTL sera considéré suggestif
a partir d’un LOD de 1.9, selon le critere d’une fausse détection par «genome scan» (Flint,

2003). Bien que ces normes soient bien respectées par la plupart des publications,
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I’utilisation des tests de permutations (Doerge & Churchill, 1996) sont de plus en plus
employés parce qu’ils permettent de calculer un seuil de signification pour chaque
phénotype et selon les parametres du modele de croisement utilisé (Moore et al., 2000); tant
et si bien que cette option est maintenant incluse dans le logiciel spécialisé que nous avons
utilisé.

Il est de rigueur d’utiliser deux méthodes d’analyse pour confirmer les QTL obtenus
((Joober et al., 2002);(Moore et al., 2000)). Nous avons donc utilisé le logiciel spécialisé de
génétique quantitative, MapManager QTX (Manly, Cudmore, Jr., & Meer, 2001) pour
différentes raisons : le logiciel a été¢ développé pour fonctionner sur des ordinateurs
personnels, et sur les plates-formes courantes (Macintosh et Windows); il rencontre les
normes ¢énoncées précédemment et permet une visualisation graphique des résultats qui
rencontre aussi les normes de publication courantes. Il nous permet d’utiliser la variance
des groupes en plus des simples moyennes, ce qui rend I’analyse plus performante (celle-ci

est basée sur des régressions multiples) et comparable avec la méthode des tests t.

1.24. Outils bio-informatiques pour la détection de

polymorphismes fonctionnels

Nous profiterons ici de I’occasion pour illustrer quelques applications découlant de
I’avénement du séquencage des génomes humain (Lander et al., 2001), de la souris
(Waterston et al., 2002) et du rat (Gibbs et al., 2004). Depuis, des banques de données sur
les polymorphismes (SNP ou single nucleotide polymorphism) ont été constituées pour les
principales souches consanguines, dont A/J et B6, si bien qu’une région de quelques
centimorgans peut étre décortiquée en quelques genes candidats (Marshall et al., 2002).
Plusieurs outils informatiques dits in silico, qui peuvent étre interrogés directement sur
internet. Le rationnel consiste a utiliser les séquences des souches ancestrales A/J et B6 qui
sont disponibles pour le génome entier, pour tenter de débusquer les variations a 1’origine
des différences dans les phénotypes (Marshall et al., 2002; Hitzemann et al., 2003; Yalcin,
Flint, & Mott, 2005). En outre, les éléments de régulation de ’ARNm en 5’ et en 3’
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correspondent a des séquences précises : la structure en tige et boucle de I’ARN (stem-loop)
(Svoboda & Cara, 2006), les motifs de liaison aux protéines régulatrices et les cibles des
microARNs répriment la traduction des ARNm en formant des barri¢res structurales
(Wilkie, Dickson, & Gray, 2003), affectant ainsi a la baisse I’expression du géne concerné.
Nous nous sommes centrés a détecter les éléments pour lesquels des ressources étaient

disponibles.

Dans le premier cas du locus d’émotionnalité¢ (Chr 1: 171-174 Mb), la liste des
genes candidats possédant des variants distincts chez AJ et B6 a été obtenu a I’aide d’un

abonnement au Celera Discovery System (http://cds.celera.com). La traduction en paire de

bases a partir de la localisation des marqueurs anonymes en bordure du QTL s’est effectuée
a partir des données du National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dérivée de cette derni¢re ressource publique, la banque de

données dbSNP Genome Build 36.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/MouseSNP.cgi) a

été interrogée pour repérer les SNPs (A/J versus B6) compris dans chacun des autres QTL,
soit dans la région codante des génes, les régions non-traduites (UTRs) en 5’ et 3” et a
I’intérieur de 2 kb dans la région du promoteur. Le 2 kb correspondant a la valeur par
défaut dans NCBI pour définir la limite supérieure du locus d’un gene. La localisation
exacte des SNPs se vérifie avec I’option de visualisation « variation » de Map Viewer pour
la région promotrice ou avec Blast 2 Sequences du NCBI, pour les éléments inclus dans la

séquence de I’ARNm.

En relation avec les régions d’occurrence des SNPs, soit codante ou regulatrices
(promoteur et UTRs), leur valeur fonctionnelle est respectivement évaluée en fonction des
domaines de la protéine (PROSITE) ou des motifs de I’ADN (TRANSFAC vertebrate motif

Library); ces deux outils étant compris dans la méme banque de données

(http://motif.genome.ip/). A cette étape, les geénes candidats d’interét sont selectionnés en
fonction des évidences de la littérature en lien avec le phénotype, en s’appuyant

principalement sur Entrez Gene du NCBI. Par la suite, I’'impact des SNPs en 3’ est estimé
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avec D’interface web du programme Vienna RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAfold.cgi/). Ce-dernier permet de visualiser les changements induits par 1’ensemble

des SNPs (haplotype) sur la configuration de la structure secondaire de I’ARNm. De plus,
un programme maison de reconnaissance de patrons de séquence a été créé afin de détecter
les séquences consensus des cibles pour les ARN d’interférence (Xie et al., 2005),
particulicrement aux sites des changements de structure. Enfin, les patrons de séquence
AUUUA et AAUAAA ont été ajoutés a notre librairie en raison de leur importance
fonctionnelle (Wilkie et al., 2003). Le motif AUUUA expliquerait I’instabilité¢ des ARNm
dans les cascades inflammatoires associées et stabilisées par la voie p38 MAPK

(Saklatvala, Dean, & Clark, 2003).

1.2.5. Méthode de quantification de [P’analyse par
amplification a la PCR

Comme nous avions déja démontré I’expression différentielle de HSP27 et HSP70
dans le rein des rats hypertendus (Hamet, Malo, & Tremblay, 1991; Dumas et al., 2000b;
Hamet et al., 1994); I’idée de départ fit de valider cette observation dans les souches RCS
informatives. Dans cette perspective, tous les animaux ont été sacrifiés apreés une heure

d’immobilisation, pour ensuite récolter les principaux organes (coeur, reins, foie, cerveau).

L’aspect technique de 1’amplification génique par la PCR (réaction en chaine de la
polymérase) sera explicité dans I’article correspondant. Par contre, il importe d’expliquer
notre méthode de quantification qui est une simplification de celle de Pfaffl (116), laquelle
ajoute un niveau supplémentaire de complexité en reportant les ratios sur une échelle

logarithmique.

Partant de la valeur Ct définie comme le cycle PCR précis auquel il y a production
du fragment du géne a 1’étude ; cette valeur doit d’abord étre normalisée en regard d'un

gene qui est exprimé en continu et de facon stable chez l'individu ("housekeeping gene").
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Dans le cas qui nous concerne, le géne de I'ARN ribosomal 18S de la souris a été choisi a
partir de la littérature. La valeur doit étre également rapportée en rapport avec un controle.
La moyenne de la souche parentale A/J (n = 4) sera utilisée pour tous les controles.
Toutefois, une valeur d'efficacité d'amplification du geéne a di étre déterminée au préalable
en faisant des courbes de dilution du cDNA. La valeur finale est donc un ratio d'efficacité
d'amplification (R) d'un gene a étudier (atpla?2 par exemple) élevé a la puissance delta Ct
(contrdle A/J - BcA17 par exemple) sur l'efficacité d'amplification du housekeeping gene

(18S RNA) élevé a la puissance delta Ct (controle A/J - BcA17) selon la formule suivante :

delta Ct (controle - gene)

R= E gene

E 18S delta Ct (contrdle - gene)

1.3. Enoncé des objectifs de chaque article de la thése

Pour chacun des articles présentés, les objectifs poursuivis se décrivent comme suit:

. Compte tenu que les souris SHM montrent une concentration plus élevée de
noradrénaline dans le cerveau a 1’age adulte (Schlager, Freeman, & Sustarsic,
1979) ; des déficits cognitifs (Elias & Schlager, 1974) et une augmentation de
I’apoptose dans diverses régions cérébrales (néocortex, striatum, hippocampe et
thalamus) des SHM agées de 12 mois (Hamet et al., 1995). Les Articles 1 et 2 visent
a ¢évaluer la présence de déficits caractéristiques de la démence vasculaire tels que
des troubles cognitifs, de mémoire ou d’habiletés sensori-motrices chez les souris
SHM agées de 12 mois.

. Des différences comportementales entre les souches A/J et C57Bl/6] ont été
rapportées pour I’activité motrice (Crawley et al., 1997; Logue, Owen, Rasmussen,
& Wehner, 1997; Mathis et al., 1994), I’anxiété (Garrett et al., 1998a; Trullas et al.,
1993), I’apprentissage spatial dans le labyrinthe en T (Bertholet & Crusio, 1991;
Crabbe et al., 1999) ou le labyrinthe aquatique de Morris (Crawley et al., 1997;
Owen et al., 1997). Dans I’article 3, I’évaluation comportementale des souches A/J
et C57B1/6] a pour but de mettre au point un protocole, en sélectionnant les
épreuves pour lesquelles ces deux souches génétiquement éloignées different le
plus. Dans ces conditions, il devient théoriquement plus probable de pouvoir isoler
les loci chromosomiques en cause a l’aide des croisements (Schork, Nath,
Lindpainter, & Jacob, 1996).
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Les déterminants génétiques des réponses comportementale et physiologique a des
stress dits psychogéniques (open-field et immobilisation) seront localisés dans les
RCS. Les QTL ainsi obtenus seront comparés a ceux des autres groupes, dont les
tableaux 1 et 2 présentent une synthese en relation avec 1’étude de ’HTA essentielle
(Article 4).
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Chapitre 2. ARTICLE 1

EVALUATION NEUROBIOLOGIQUE DES SOURIS
GENETIQUEMENT HYPER/HYPOTENDUES

2.1.
Neurobehavioral Evaluation of High Blood Pressure and

Low Blood Pressure Mice

S. THIFAULT, R. LALONDE, C.C. JOYAL, and P. HAMET

Manuscrit publié¢ dans la revue Psychobiology, 27(3):415-425 (1999).
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2.2. Abstract

Mice chronically subjected to high blood pressure (BP) or to low BP were compared
to normotensive controls in tests of exploration, motor coordination, and spatial learning at
two age levels: young adult (3 months) and middle-aged (12 months). At either age, by
comparison to controls, high BP mice were hyperactive in an open field but not in terms of
hole-poking responses. On the contrary, low BP mice were hypoactive in the open field and
in the hole-board, with the effect on the former measure being limited to the younger
cohort. In either cohort, high BP mice and low BP mice were deficient in some aspects of
sensorimotor testing requiring balance and equilibrium. Moreover, high BP and low BP
mice had longer path lengths and escape latencies during acquisition of a hidden platform
in a water maze. In the younger cohort, low BP mice had longer path lengths and escape
latencies even during a visible platform version of the task, an indication of a disturbed
visuomotor function. These mutants may serve as experimental models for the evaluation

of beneficial antihypertensive or antihypotensive treatment on brain function.
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2.3. Introduction

Although in Western countries hypertension is generally controlled by available
antihypertensive drugs, there is interest of developing animal models of chronic
hypertension in order to compare between the potential beneficial effects of these agents on
brain functions. Many hypertensive strains of rats are available (McCarty, 1983), but the
behavior of spontaneously hypertensive rats (SHRs), an experimental model of essential
hypertension in humans (Yamori, 1983), has been the most thoroughly studied. It has
frequently been reported that the motor activity of SHRs is higher than that of the Wistar
Kyoto control strain (Gentsch, Lichtsteiner, & Feer, 1987; Leaton, Cassella, & Whitehorn,
1983; Sagvolden, Hendley, & Knardahl, 1992; Whitehorn, Atwater, Low, Gellis, &
Hendley, 1983) and other strains such as Wistar (Danysz et al., 1983). However, the
increase of motor activity and the increase of arterial pressure in SHRs are caused by

independent genes (Sagvolden et al., 1992; Whitehorn et al., 1983).

In addition to changes in motor activity, learning deficits have been reported in
SHRs in some but not all tasks. For example, Knardahl & Karlsen (1984) found that SHRs
had more entries into shocked areas than Wistar Kyoto rats in a multiple trial passive
avoidance task under different stimulus discriminability conditions. Moreover, SHRs were
impaired during the acquisition of a bar-press response (Meneses & Hong, 1998). However,
other reports indicate not only a lack of a deficit but even a paradoxical improvement
(Danysz et al., 1983; Widy-Tyszkiewicz, Scheel-Kriiger, & Christensen, 1993). One factor
that may explain these differential results is the age of the animals. The acquisition of an 8-
arm radial maze task was impaired in SHRs by comparison to Sprague-Dawley rats at 12
months but not at 3 months of age (Wyss, Fisk, & van Groen, 1992). The latter result may
be due to age-associated brain abnormalities (Bendel & Eilam, 1992; Ritter & Dinh, 1986)
or retinopathy (Saito et al., 1992) as a direct consequence of chronic exposure to

hypertension. On the other hand, ventricle volume dilation was not reversed by early
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administration of captopril, an angiotensin-converting enzyme inhibitor and
antihypertensive agent (Ritter, Dinh, Stone, & Ross, 1988), indicating that some indices of

brain atrophy in SHRs are independent of arterial pressure.

The present study describes the behavioral characteristics of a second model of
hypertension, high blood pressure (BP) mice, that can be compared either to normotensive
mice or to low BP mice (Schlager, 1974; Schlager, Freeman, & Sustartic, 1979). These
lines were obtained from crossbreeding eight unrelated inbred strains followed by random
mating with a randomly bred normotensive control group, yielding by the 24th generation
high BP mice with mean blood pressure levels of 142 mm Hg, normotensive mice with
levels of 102, and low BP mice with levels of 81 mm Hg (Schlager, 1981; Iwao et al.,
1984). By the 37th generation, sufficient to fix the genes in each line, the mean BP values
of the 3 month old high BP group (132 mm Hg) were significantly higher than the age-
matched normotensive group (96 mg Hg) (Malo, Schlager, Tremblay, & Hamet, 1989).
Similar values were reported in a subsequent study (Malo, Pang, Schlager, Tremblay, &

Hamet, 1990).

Differences in brain neurotransmitter levels have been reported between these
strains. High BP mice had higher whole brain concentrations of noradrenaline, whereas low
BP mice had lower levels (Schlager et al., 1979). These brain abnormalities may be directly
responsible for their altered BP levels, as this neurotransmitter has been shown to be
involved in altered responses to stress (Henry, Liu, & Meehan, 1995). Since apoptotic cell
death in widespread regions of the brain (neocortex, striatum, hippocampus, thalamus) and
other organs have been described in high BP mice at 12 months of age (Hamet et al., 1995),
we decided to evaluate their behavioral characteristics at that age with a battery comprising
a wide range of functions, including motor activity, motor coordination, and spatial
learning. As a basis of comparison, a separate series of mice were evaluated at the young
adult stage (3 months of age). We wished to determine whether high BP mice are
hyperactive, as has been reported in SHRs. We also wished to determine whether high BP
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mice have defects in tasks requiring balance and equilibrium and in a water maze task
(Goddlett, Hamre, & West, 1992; Lalonde, 1987; Lines & Milner, 1985; Morris, Garrud,
Rawlins, & O'Keefe, 1982; Sutherland & Rodriguez, 1989).

Untreated hypertension can lead to cerebrovascular disease and neuropsychological
deficits, but the possible neuropsychological consequences of hypotension have not to our
knowledge been investigated in human patients. Primary orthostatic hypotension appears in
several syndromes and as a consequence of central and peripheral nervous system disorders
or drug ingestion (Stewart, Bray, & Aguayo, 1983). In the present study, the

neurobehavioral effects of chronic hypotension were directly compared to the effects of

hypertension.
24. Method
24.1. Animals

In the first experiment, high BP (n=6), low BP (n=5), and normotensive controls
(n=8), originally obtained from the labor