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RESUME

L’hypertension essentielle est une augmentation sévére de la pression
artérielle (PA) a 140/90 mm Hg. Notre étude comprend trois objectifs : (1) diminuer
la longueur des régions des QTLs sur les chromosomes 17 (C17QTL1) et 16
(C16QTL1), (2) identifier les génes inclus dans ces QTLs, et (3) étudier la PA pour
des alléles hétérozygotes pour C17QTL1 et C16QTL1. Méthodes : Des souches
congéniques avec un arriére-plan génétique hypertendu, sauf pour une région
normotendue (LEW) sur le chromosome & l'étude, sont croisées avec des rats
hypertendus Dahl salt-sensitive (DSS). Pour identifier un Q7L lié a la PA sur les
chromosomes 17 et 16, des sous-souches congéniques sont construites et de
nouveaux marqueurs microsatellites sont recherchés. Résu/tats : Nous avons réduit
la région de C17QTL1 de 34,8 Mb a 1,6 Mb avec 6 génes candidats. Par contre,
nous n'avons pas diminué la région de C18QTL1 de 2,16 Mb, maintenant de 2,19
Mb et avec 29 génes. Les études d’alléles hétérozygotes montrent que C17QTLA1
suit un effet de dose réponse et que l'aliéle LEW de C16QTL1 agit de fagon
dominante par rapport a l'aliéle DSS. Conciusion : C17QTL1 correspond a un des 6
génes et représente un nouveau géne dans la détermination de la PA. La région de
C16QTL1 doit étre réduite davantage. L'utilisation de sous-souches congéniques
nous a permit de trouver la localisation exacte du QTL associe a la PA, d'augmenter
sa résolution et de valider ou d'invalider un gene candidat a étre un QTL. De plus,
puisque certains génes présents dans C17QTL1 et C16QTL1 ont des homologies
avec les génes humains, I'identification exacte de ces QTLs va faciliter la découverte

des QTLs associé a I'hypertension essentielle chez I'humain.

Mots clés: Hypertension essentielle, pression artérielle, lignée congénique, rat Dalh

salt-sensitive, chromosome 17, chromosome 16, QTL, hétérozygote.
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ABSTRACT

Essential hypertension is an increase of blood pressure (BP), over 140/90
mm Hg. The goal of our studies is three fold: (1) to reduce the QTLs area on
chromosome 17 (C17QTL1) and 16 (C16QTL1), (2) to identify the genes include in
these QTLs area, and (3) to study BP for heterozygous alleles for C17QTL1 and
C16QTL1. Design & methods: Congenic strains with a hypertensive genetic
background, except for an area on the chromosome which is normotensive (LEW),
were crossed with hypertensive Dahl salt-sensitive (DSS). To identify a QTL linked to
BP on chromosomes 17 and 16, congenic sub-strains were constructed and new
microsatellites markers were found. Results: We have reduced the area of C17QTLA1
from 34.8 Mb to 1.6 Mb and have 6 candidates genes. But, we haven’t reduced the
area of C16QTLA1, initially 2.16 Mb and now 2.19 Mb with 29 genes. Heterozygous
alleles have showed us that C17QTL1 follow a dosage effect and that LEW allele of
C16QTL1 acts in a dominant way. Conclusions: C17QTL1 corresponds to one of the
6 genes, and represent a new gene in determination of BP. C16QTL1 area has to be
reduced more. Use of congenics allows us to find the exact localisation of the QTL
associated to BP, to increase their resolution, and to valid or invalid a candidate
gene to be a QTL. Because some of C17QTL1 and C16QTL1 genes have a
homologue with human genes, the exact identification of these QTLs will facilitate

the discovery of a QTL associated to essential hypertension in human.

Key words: Essential hypertension, blood pressure, congenic strain, Dahl salt-

sensitive rat, chromosome 17, chromosome 16, QTL, heterozygous.
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CHAPITRE |

INTRODUCTION



1- HYPERTENSION

1.1 Pression artérielle

L’hypertension est causée par une pression sanguine trop élevée. La
pression sanguine correspond a la force hydrostatique que le sang exerce contre la
surface de la paroi des vaisseaux sanguins. Etant donné que la pression sanguine
des artéres est toujours plus élevée que dans les veines, on parle de pression
artérielle (PA) '. L’unité de mesure de la pression ‘sanguine ou de la PA est le

millimétre de mercure (mm Hg).

' Chaque cycle cardiaque est appelé révolution cardiaque et comprend deux phases
alternantes, la systole et la diastole '. En moyenne, chez une personne au repos, la
révolution cardiaque dure environ 0,8 seconde. A chaque battement du cceur,
environ 70 mL de sang est propulsé vers les artéres.

Au cours de la systole, les ventricules se contractent et le sang se vide pour étre
expulser vers les artéres. Le volume du sang expulsé est égal au volume entrant
dans les artéeres. Le sang exerce alors une pression maximale sur les parois des
artéres qu'on nomme pression artérielle systblique (PAS). La PAS varie entre 120 et
130 mm Hg pour une personne en santé. Au cours de cette phase, le sang irrigue

les organes.

La diastole représente la phase ou les ventricules se remplissent. Le coeur est au
repos et le sang arrive des veines. Les artéres de leur c6té, ne regoivent plus de
sang mais continuent a en perdre. La pression artérielle diastolique (PAD) baisse, et
ce juste avant que commence la systole. La PAD se sitLje autour de 80 mm Hg. En

autre terme, la PAD est la pression sur les parois aprés le passage du sang.

La PA est toujours ajustée de fagon a assurer 'écoulement du sang vers les tissus

et les organes pour leur fournir 'apport nécessaire en oxygene et en nutriment. Chez



une personne en santé, la PA optimale oscille autour de 120/80 mm Hg. Etant donné
qu’au repos, la diastole occupe les deux tiers du cycle cardiaque contre un tiers pour.
la systole, la PA moyenne (PAM) cdrrespond a la formule suivante : pression
diastolique + (pression différentielle/3) 2. La pression différentielle étant la différence
entre la PAS et la PAD. Ainsi, avec 120/80 mm Hg, la PAM est 93 mm Hg. |

PA dépend du débit cardiaque et de la résistance vasculaire périphérique
totale Le débit cardiaque est la vitesse du sang éjecte par minute. || dépend de la
fréquence cardiaque et du volume systolique. La résistance périphérique varie en
fonction du diametre des artérioles et de la friction du sang sur les parois. La paroi
des vaisseaux sanguins est composée de trois couches: la tunique externe
composée de fibres de collagéne et de fibres élastiques qui permettent aux
vaisseaux de se dilater sous la pression; la tunique moyenne composée de muscles
lisses et de fibres élastiques; et 'endothélium. C'est au niveau des arteres et des
arterioles q'ue la résistance périphérique est |la plus importante, tout d'abord a cause
de leur petit diametre, puis de leur couche épaisse de muscle lisse. La contraction
de ces vaisseaux diminue leur circonférence et augmente la résistance vasculaire,
c’est la vasoconstriction. A I’bpposer, la vasodilatation est Paugmentation de la
circonférence de la paroi due au relachement des muscles lisses. L'écoulement se

fait facilement et |la résistance diminue.
1.1.1 Mécanismes de régulation de la pression artérielle

La régulation de la PA est assurée par les ajustements du débit cardiaque,
de la résistance vasculaire périphérique totale et du volume sanguin. La PAM doit
étre contrdlée pour deux raisons : elle doit étre suffisamment haute pour assurer
I'écoulement du sang, sinon le cerveau et les autres tissus ne recevraient pas une
quantité adéquate de sang; et elle ne doit pas étre trop haute pour que le travail du
coeur ne soit pas excessif et pour que le risque de dégats vasculaires pouvant aller
jusqua la rupture soit réduit % L'augmentation de la PA est directement
proportionnelle & une vitesse d'écoulement du sang plus grande et a une résistance

vasculaire plus grande. Tel est le cas chez une personne hypertendue.

Les facteurs qui influencent I'activité contractile du muscle lisse artériolaire peuvent

étre locaux ou extrinséques. Les facteurs locaux sont sécrétes par les cellules pour



permettre des ajustements du débit selon les besoins métaboliques de l'organe,
alors que les facteurs extrinséques exercent un effet vasomoteur pour la regulation
de la PA. Les facteurs extrinséques sont nerveux (stimuli chimiques) et hormonaux,
ce qui implique la participation du systéeme nerveux. En effet, les muséles lisses sont
richement innérvés par des terminaisons sympathiques. Ces facteurs et stimuli

peuvent avoir une activité vasoconstrictrice ou vasodilatatrice.
1.1.1.1 Systéme nerveux autonome

Le systéeme nerveux autonome, composé du systéme nerveux sympathique
(SNS) et parasympathique (SNPS) jouent un rdle important dans la régulation de la
PA. Suite & un stress ou une activité physique intense, le SNS augmente le débit
cardiaque et stimule une vasoconstriction des vaisseaux, ce qui entraine une
augmentation normale de la PA. Au repos, le SNPS est activé, conduisant ainsi a
une diminution du débit cardiaque et de la PA. La surveillance continuelle de la PA
est assurée par des barorécepteurs qui sont sensibles aux variations de la PA. En
cas de chute de pression, l'information est transmise au systéme nerveux central et
a I'hypothalamus qui augmentent la production de molécules vasoconstrictrices. Les
barorécepteurs se retrouvent principalement au niveau du sinus carotidien, de la
crosse aortique et de l'oreillette droite du coeur. Les barorécepteurs carotidiens
‘surveillent la, pression dans les artéres irriguant le cerveau, et les barorécepteurs
aortiques surveillent la pression des principales artéres qui alimentent le reste de

'organisme. La PA est alors maintenue a son riveau normal.

1.1.1.2 Facteurs vasoconstricteurs/ vasbdilatateurs
En général, s’'il y a vasodilatation dans une région, il faut qu'l y ait
vasoconstriction ailleurs a débit cardiaque inchangé, et vice vérsa. Ainsi, la PA ne
baisse pas et le cerveau et les autres organes sont bien irrigués.
. /
La vasoconstriction des vaisseaux, responsable de Faugmentation de la PA, est
dictée par plusieurs systemes. L'endothéline 1 (ET;), un neuropeptide sécrété par
'endothélium vasculaire, induit uhe vasoconstfiction tres puiésante, capable de durer

jusqu’a 3 heures sur les cellules musculaires lisses de la paroi des artéres. Le



systeme rénine angiotensine aldostérone (RAA) est un autre systeme

vasoconstricteur (voir section 1.1.1 3).

Parmi les vasodilatateurs bien connus, il y a le monoxyde d’azote (NO), une petite
moléculé de courte durée de vie, a action locale. L’acétylcholine, synthétisé par les
terminaisons nerveuses, agit comme médiateur sur les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins pour libérer le NO, responsable du relachement du muscle lisse
artériolaire et 'augmentation de la circulation sanguine Son inhibition produit une
séquence d'événement caractéristique de I'hypertension artérielle essentielle. Le
facteur natriurétique atrial (ANF) s’oppose aux effets vasoconstricteurs de la
noradrénaline et de langiotensine Il en inhibant la libération de la rénine et de
laldostérone. Le systéme kinine-kallicréine (KK), similaire au systéeme RAA, libére
des peptides aux propriétés vasodilatatrices comme la kinine et la bradykinine. Chez
les individus hypertendus, I'activité enzymatique de la kallicréine pour cliver le
précurseur de la kinine, est réduite ®. D’autres molécules impliquées dans la
vasodilatation des vaisseaux sanguins sont : I'histamine, un médiateur local sur les
muscles lisses et les a-bloquants/B-bloquants qui bloquent I'effet constricteur de

['adrénaline.

Plusieurs mécanismes métaboliques peuvent influencer Ila circonférence des
vaisseaux. L’activation des récepteurs adrénergiques par l'adrénaline (ou le
noadrénaline) influence le rythme cardiaque, la contraction du coeur et la rigidité
vasculaire. L’effet vasoconstrictrice ou vasodilatateur dépendra du sous-type de
récepteur activé (a ou ). La température auquel l'organisme s’expose peut
également influencer. Le froid va entrainer la vasobonstriction, alors que le chaud va
entrainer la vasodilatation. Il y a aussi les modifications chimiques locaux, comme
les concentrations de O, et de COs..

1.1.1.3 Systeme rénine-angiotensine-aldostérone

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA) (Figure 1) est le principal
complexe de régulation de la PA et du maintient de I'noméostasie hydrosodée
(équilibre entre les ions Na+ et I'eau) ® . En effet, suite & la perte de fluides ou d’'une
baisse de la pression, le systéme RAA est activité. Il s'agit d’un systéme hormonal

par lequel des réactions de dégradations enzymatiques ont lieux.



La rénine a été isolée a partir du rein de lapin et identifiée comme une substance
influencant la PA, en 1898 par Tigerstedt et Bergman °. Cette protéase rénine est
sécrétée par lappareil juxtaglomeérulaire du rein vers la circulation, pour convertir
langiotensinogéne du foie en angiotensine | (Ang |). Lors du transit par la circulation
pulmonaire, Ang | est clivé par 'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA), une
carboxypeptidase, pour générer I'angiotensine Il (Ang Il). L’Ang Il est la principale
hormone vasoactive du systéme RAA, responsable de la vasoconstriction, de la
stimulation de la sécrétion d’aldostérone de la glande corticosurrénale, et de la
réabsorption sodique par le rein. Le systeme RAA agit dans la circulation, mais il
existe aussi dans plusieurs tissus et organes. Par exemple, la conversion de 'Ang |l
a partir de son précurseur peut se faire a partir d’'une sérine protéase connue sous le

nom de chymase, principalement retrouver dans les ventricules cardiaques °.
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Figure 1. Systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA).

(Figure provenant de hitp:/en.wikipedia.org/wiki/Renin-angiotensin_system)

L’action de I'Ang Il est effectuée via leur liaison a des récepteurs spécifiques de
type | (AT;) et de type Il (AT,) situés sur la membrane plasmique des cellules cibles
6. Ces récepteurs sont trés ubiquitaires et font partie de la superfamille des
récepteurs a sept domaines trans-membranaires couplés a des protéines G (GPCR)

7. lls sont traduits via les génes Agtria, Agtrib et Agtr2. Chez le rat et la souris, il



existe deux sous-types du récepteur AT,: ATs et AT . lls different par leur
distribution tissulaire et par Iéur mode de régulation. La stimulation des récepteurs
AT, est responsable de la plupart des effets physiologiques et physiopathologiques
de I'angiotensine Il : la vasoconstriction, la stimulation de la synthése d’aldostérones,
la rétention rénale de Na* et d’eau, et I'activation du SNS & 7. Le role des récepteurs
AT, est encore mal caractérisé, mais semble s’opposer aux effets des récepteurs

AT, in vitro aussi bien qu’in vivo ® .

Le systéme RAA agit en concert avec d’autres systemes veillant au maintien de la
pression et des fluides, comme le systéeme nerveux sympathique. |l constitue une
contrebalance aux systémes de vasodilatation comme les peptides natriurétiques
produits par le coeur ® et le systéme kinine-kallicréine °. Cet équilibre est essentiel
pour le fonctionnement normal du rein et de ’homeostasie de la pression. Chez la
majorité des patients qui suivent un traitement avec des inhibiteurs d’'ECA ou des
antagonistes de récepteurs Ang I, une diminution de la PA est observée. Toutefois,
la PA baisse aussi avec certains traitements qui activent lé systéme RAA 8. Le
systeme RAA contribue sans aucun doute a l'augmentation de la PA, mais ne

constitue pas la seule cause de 'hypertension®.

1.1.2 Le rein

Les reins jouent un réle essentiel dans le controle de la pressioh sanguine.
Bien que les reins représentent moins de 1% de la masse corporelle de 'humain, ils
recoivent environ 20% du sang propulsé par chaque battement de coeur '. Une telle
proportion du débit cardiaque permet aux reins de filtrer et d'excréter I'urine, pour
maintenir I'équilibre hydroélectrolytique (homeostasie) du sang et de l'organisme en
général. Le rein est l'organe qui sécréte la rénine, principale enzyme dans le
déclanchement du systeme RAA. Lorsque le niveau de sel absorbé augmente, le
volume sanguin augmente aussi, ce qui induit une élévation de la pression sanguine
et donc de la dilatation des vaisseaux. Pour retrouver 'équilibre, les systemes et les
molécules vasoconstrictrices vont étre stimulés, ramenant le tout a la normal. Des
reins normaux minimisent ces élévations de fluide extracellulaire dues au sel, et
minimise ainsi les élévations de pression sanguine. L’hypertension et le systéme
rénal sont intimement liés 'un a l'autre. La présence d’une élévation de’ la PA est

trés souvent présente chez les personnes atteintes de maladies rénales, et est un



facteur de risque pour la progression de maladies rénales '°. De plus, chez le rat "
et ’humain '2, une transplantation d’un rein d’'un donneur normotendu & un receveur
hypertendu réduit la pression sanguine de fagon significative. Ce résultat interprete

clairement la relation entre le rein et la pathogenése de I'’hypertension.

1.2 Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est définit par une augmentation sévere de la
pression sanguine. Au repos, ’'HTA est en permanence supérieure a 140/90 mm Hg.
Le coeur travaille plus fort et les chances d’avoir une attaque et des problémes
réenaux sont plus grandes. Il s’agit d’'un déséquilibre de la résistance périphérique
des vaisseaux et/ou du flux de volume sanguin circulant. Malgré tout, 'lHTA est une
maladie asymptomatique. Il y a trois niveaux d’HTA : niveau 1 avec des mesures
allant de 140-159/90-99 mm Hg, le niveau 2 allant de 160-179/100-109 mm Hg, et le
niveau 3 allant de 180/110 mm Hg et plus. Une mesure exacte de la PA est difficile a
obtenir étant donné que la pression varie beaucoup a court terme. Les mesures
prises en absence d’un professionnel de la santé sont généralement plus fiables, car
celui-ci peut causer un stress qui augmente la pression. On parle également

d’hypotension artérielle, lorsque la pression est inférieure a 100/60 mm Hg.
1.2.1 Epidémiologie

L'HTA est un probléeme de santé publique important et constitue un fardeau
économique pour la société. Elle affecte plus de 1 milliard de personnes dans le
monde entier et est impliquée dans la mort de 7,1 millions de personnes par année
- (www.who.int/en/index.html). En effet, elle constitue un facteur de risque majeur
pour plusieurs causes de morbidité et mortalité incluant I'accident vasculaire cérébral
(AVC), l'athérosclérose, linfarctus du myocarde, linsuffisance cardiaque et les

dysfonctionnements rénaux avances.

En 2000, 26,4% (972 millions) des adultes étaient hypertendus; une projection en
2025 améne ce chiffre a 29,2% (1,56 milliard) . Ces valeurs sont probablement

sous-estimées, si I'on tient compte de la rapidité a laquelle les modes de vie



changent dans certains pays, comme la Chine et I'inde. Certaines données
suggerent une stabilisation ou une diminution de la prévalence a I'HTA dans les
pays développés, par contre, une forte augmentation est observée dans les pays en

développement "%,

De plus, le risque d’étre atteint d’HTA augmente avec I'age; 50% des gens ageés de
65 ans et plus sont hypertendus. Des études ont démontré que chez les 55 a 65
ans, qui présentent une PAM normale, 90% d'entre eux vont développer 'HTA au

cours de leur vie, homme et femmes confondus '°.

Méme si I'HTA est un facteur de risque important pour plusieurs maladies du cceur
et du rein, et qu'elle affecte un grand nombre de personnes, les causes de la
maladie et les mécanismes qui la contrdlent restent encore aujourd’hui relativement

péu connus.
1.2.2 Formes d’hypertension

1.2.2.1 Chez la femme

En régle générale, les hommes sont plus concernes par 'HTA que les
femmes. La différence est de I'ordre de 6 a 7 mm Hg pour la PAS et de 3a 5 mm Hg
pour la PAD. Néanmoins, cette différence s'annule a partir du moment ou les
femmes sont ménopausées '°. Méme situation pour leur pouls; plus faible que celui
des hommes avant I'age de 40 ans, mais plus élevé aprés 40 ans . Le débit
cardiaque, par contre, demeure plus élevé que les hommes durant toute leur vie a
cause de leur petite stature '”. La résistance vasculaire périphérique en est donc la
cause. A la ménopause, la perte d’cestrogéne déclanche une augmentation de la
rigidité de la paroi des vaisseaux qui cause une élévation soudaine de la PA et du
pouls '®. La présence d'cestrogéne circulant serait responsable de I'élasficité des
arteres chez les jeunes femmes '®. Cette hormone sexuelle qui les protége contre
des risques d’élévation de la PA n’est pas présente chez 'homme, ce qui explique

I'évolution de la pression chez la femme.

L’hypertension chez certaines femmes est également associée a I'utilisation de

pilules contraceptives et aux thérapies hormonales durant la ménopause '°. Une
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légere augmentation de la PAS et/ou de la PAD est observée chez ces patientes.
Certaines femmes développent pour la premiére fois une HTA au milieu de leur
grossesse. Dans certains cas, la mére et 'enfant peuvent étre affectés.

Malheureusement pour les femmes, la réponse aux médicaments anti-hypertensifs
n'est pas aussi positive que chez 'homme '°. La recherche sur 'hypertension est

primordiale, et un traitement spécifique au sexe devra éventuellement étre élaboré.

1.2.2.2 Monogénique ou mendélien

L’HTA monogénique est une forme rare d’hypertension chez 'humain qui
compte pour approximativement 5% de toutes les causes de la maladie. Elle est
considérée comme un trait unique par'ce qu'elle est transmisse selon un mode
mendélien d’hérédité 2. Un seul géne défectueux est suffisant pour causer une
maladie capable d’augmenter la pression sanguine de fagon exagérée. Plusieurs
formes monogéniques d’hypertension ont été caractérisées au niveau moléculaire,"
et tous ces génes soht impliqués dans le mécanisme de la réabsorbtion'du sodium
par les reins 2.
L'hyperaldostéronisme familial de type 1 ?°, (glucocorticoid remediable
aldosteronism) est une atteinte familiale de transmission autosomique dominante
associé a une HTA. La production excessive d’aldostérone est liée a Pexistence d’un
géne chimérique constitué de la séquence promotrice du 11 B-hydrolase et de la

région codante du géne de l'aldostérone synthase #" %%, I’

enzyme 11 -hydrolase est
régulé par 'hormone ACTH et son expression se limite a la zone fasciculée de la
corticosurrénale. L’aldostérone synthase est uniquement exprimé dans la zone
glomérulée et est 'enzyme clé dans la synthese d’aldostérone. L'expression du gene
chimérique produit une enzyme chimére capable de synthétiser I'aldostérone dans la

zone fasciculée sous la dépendance de 'ACTH plutot que de I'angiotensine I,

Le syndrome de Liddle % est une maladie autosomique dominante qui cause une
HTA sévére. Chez les personnes atteintes, une activation constitutive du canal
épithélial sodique du tube collecteur rénal entraine une augmente de I'absorption du

sodium dans les reins, qui cause une forte élévation du volume extracellulaire et de
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pression -sanguine . Il s’agit en fait d’une mutation retrouvée dans la sous-unité

ou y du canal épithélial sodique, qui diminue sa dégradation 22,

Le syndrome d’excés apparent de minéralocorticoides % est un trait autosomique
récessif caractérisé par une forte augmentation de cortisol circulant. Dans le plasma,
1e niveau de cortisol est beaucoup plus élevé que celui de I'aldostérone. Le cortisol
peut alors lier le récepteur minéralocorticoide avec la méme affinité que
l'aldostérone, mais il est plutbt converti en cortisone par la 11 B-hydroxy-stéroide
déshydrogénase. Chez les personnes atteintes du syndrome, une mutation du"géne
qui code pour I'enzyme diminue son activité, entrainant une exagération de la

27

stimulation des récepteurs minéralocorticoides par le cortisol et donc de

hypertension 2.

Le symptéme relié au récepteur minéralocorticoide **

est caractérisé par une
mutation (MRsgio) Qui active le récepteur. La mutation lui confere la possibilité
d’activer certaines hormones. L'activation de la cortisone dans les cellules du tube
collectif induit une réabsorption persistante du sel, une expansion du volume et de
HTA.

| % est une

Le syndrome de Gordon ou de pseudohypoaldostéronisme de type |
maladie autosomique dominante. Deux WNK kinases, WNK4 et WNK1 sont liés au
syndrome. Normalement, WNK4 inhibe le cotransporteur de Na*/CI' (NCC), mais
une mutation de 'enzyme augmente la réabsorption du sodium, une expansion du

volume et de 'HTA *. Les mutations entourant WNK1 reste encore a étre étudiées.

Quoi quil en soit, les formes d’hypertension monogéniques sont rares et
n’expliquent pas nécessairement la variabilité a la pression sanguine dans une large
population ', De plus, des individus atteints d’'un méme défaut génétique varient
dans la sévérité de la maladie, c’est ce qu’on appelle la « pénétrance variable » %%,
Cette différence est attribuée par des facteurs enVironnementaux, de 'hétérogénéité ‘
au locus et des variations des alléles. Toutefois, il a été suggéré que les génes
responsables au développement de ces formes d’hypertension pouvaient jouer un
réle dans la pathogénie de I'hypertension essentielle et permettraient d’élucider de
nouveaux mécanismes impliqués dans I'augmentation de la pression ** *. Ces

genes peuvent étre de bons génes candidats.
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1.2.2.3 Secondaire

L’hypertension secondaire compte pour environ 5 a 10 % des cas
d’hypeﬁension. Contrairement a I'hypertension essentielle (primaire) qui est
idiopathique, les causes de I'hypertension secondaire sont identifiables et peuvent
.étre traitées. L’hypertension secondaire origine souvent d’un autre probleme médical

ou d’'un déréglement organique présent chez un patient.

Parmi les causes les plus connues, il y a: la maladie néphropathie

parenchymateuse

qui -peut étre considérée comme une cause Ou une
conséquence de I'hypertension, 'hypertension réno-vasculaire % qui est liee a une
maladie rénale influengant le rétrécissement des deux artéres rénales causé par
Ang Il et le phéochromocytorhe %, une tumeur médulo-surrénalienne sécrétant de

la catécholamine qui s’accompagne d’une HTA.
1.2.2.4 Primaire ou essentielle

L'hypertension artérielle essentielle (HTAe) est la forme la plus répandue
d’hypertension et représente a elle seule 90% des cas. Elle se classe parmi les
maladies idibpathiques, c’est-a-dire qui n'a pas de causes apparentes ou
caractérisées. L'HTAe est dite « essentielle » parce qu’on croyait auparavant que

cette élévation de PA avec I'age était normale.

L’'HTAe est un trait quantitatif complexe qui est affectée par des combinaisons
variées d'altérations génétiques complexes et de facteurs environnementaux. I
s’agit en fait d’'une forme multifactorielle et polygénique de I'’hypertension. Les effets
des genes peuvent étre indépendants et donc simplement additif, ou plus complexe
et étre caractérisés par des phénomenes d'épistasies et de pléiotropies. L'épistasie
désigne leffet interactif de deux ou plusieurs geénes sur un phénotype et la
pléiotropie désigne les effets simultanés d’'un seul géne sur plusieurs phénotypes.
L’hétérogénéité génétique y joue également un role. L’exemple le plus classique’
concerne la réponse a la quantité de sel consommé; chez certains hypertendus, la
PA augmente apres avoir consommeés du sel alors que chez d’autres elle ne varie

pas ¥. En plus des facteurs génétiques, il y a des composantes environnementales
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qui modifient I'expression de 'hypertension par l'intermédiaire de génes. Parmi les

facteurs environnementaux les plus importants, on retrouve le stress et la diéte.

L’'HTAe est une maladie complexe qui ne suit pas un patron clair d’hérédité, mais
démontre plutét des cas d’agrégation familiale *. Plusieurs facteurs contribuent & la
complexité de la transmission de 'HTAe. Il a été démontré qu’une forte pression
sanguine, chez les 55 ans et moins, survient 3,8 fois plus souvent pour les individus
provenant d’'une famille au antécédent hypertendue que ceux aux familles
' normotendues % De plus, cette régulation peut varier d’un individu a l'autre, selon le
variant hérité. Ceci rend la tache d’identification des causes exactes de 'HTAe
beaucoup plus difficile.

1.2.3 Hypertension et facteurs environnementaux

L’HTAe est associée a de nombreux facteurs environnementaux comme
I'obésité, la consommation d’alcool, le stress, la sédentarité et la consommation de
sel. Ces habitudes de vie sont arrivées avec la modernisation de notre société
d’aujourd’hui. En effet, I'hypertension .est généralement associée aux pays
industrialisés. Certaines données suggérent une stabilisation ou une diminution de la
prévalence a 'HTA dans ces pays développés et une forte augmentation dans les
pays en développement ** *'. De plus, 'HTA se place au troisiéme rang des
problémes de santé lié aux mauvaises habitudes de vie ** **, L’HTAe est donc
largement déterminée par des facteurs environnementaux.

Dans la pathogénie des traits génétiques complexes, comme la pression sanguine,
les facteurs environnementaux ne font pas juste s’ajouter de fagon additive aux
facteurs génétiques déja présents “. En faite, une variation allélique dans un géne
dépend de I'environnement dans lequel le géne est exprimé. La complexité des
interactions entre les génes et I'environnement fait que la compréhension de 'HTAe

est toujours limitée.
1.2.3.1 Obésité

L’'obésité est causée par une alimentation trop riche et une sédentarité

prolongée. Elle est associée au syndrome métabolique tout comme la résistance a
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Iinsuline, l'intolérance au glucose et la dyslipidaemia. Des études épidémiologiques
ont clairement démontré une relation directe entre la masse corporelle et la PA, peu |
importe I'ethnie, 'age, les groupes socio-économiques et le sexe ***. La corrélation
a également été établie, entre la masse corporelle et le développement de
’hypertension *. De plus, une réduction de la pression sanguine a été observée
chez les obeses hypertendus a la suite d’'une diminution du gras viscéral intra-
abdominal . Une diminution d’au moins 5 kg chez les adultes obéses peut
rapidement diminuer la PA “®, ce qui suggére que les mécanismes mis en jeu par la
perte de poids contribuent a la baisse chronique de la PA.

1.2.3.2 Alcool

Une corrélation hautement significative entre la surconsommation d'alcool et
le niveau de pression a également été démontrée. Selon I'Organisation mondiale de
la santé (WHO Global Burden of Disease Study) *°, 16% de toutes les maladies

hypertendues est attribué a la consommation d'alcool. Une étude a également

- démontré quil y avait une augmentation de 40% des risques reliés au

développement de Phypertension chez les personnes qui boivent plus de 25 ¢
d’alcool par jour *°. Une augmentation approximative de 1 mm Hg correspond a une

| 51, L’effet est toutefois réversible si 'on s’abstient

consommation de 10 g d’alcoo
pendant 2 a 4 semaines °'. De plus, c’est la quantité d’alcool consommé et non le
type d’alcool qui est important dans la relation avec la PA. Certaines personnes qui
consomment beaucoup peuvent augmenter leur résistance vis-a-vis les thérapies

antihypertenseurs .
1.2.3.3 Stress

Bien qu’il soit couramment admis que le stress contribue a I'élévation de la
tension, les études concluantes sont peu nombreuses. Ceci s’explique par la .
difficulté a le définir correctement, a le percevoir et a le mesurer *> *3. Certains
résultats d’études ne permettent pas de reconnaitre une association entre le stress
psycho-émotionnel et la variabilité de la pression sanguine * °**®, D’un autre cété,
les sujets hypertendus ou pré-hypertendus provenant d’une famille avec des
antéceédents d’hypertension ont une réponse plus forte a la pression sanguine

lorsqu'ils sont exposés au stress, que ceux avec des parents normotendus *. De
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plus, une souche de rat Wistar, nommé ISIAH, a été sélectionnée pour mesurer la
pression sanguine suite & un stress *®. Les mécanismes entourant le stress semblent
étre dirigés par des facteurs reliés au mode de vie (diete, exercice, alcoolisme), -
connu poUr avoir un impact direct sur les mécanismes de régulation de la PA. De
nouvelles recherches sur ce sujet et l'utilisation plus diversifiée et meilleure des
méthodes pour I'évaluer sont nécessaires pour comprendre la relation entre le stress

et 'hypertension.

1.2.3.4 Exercice physique

Certaines observations ont suggéré la relation possible entre la pression
sanguine et la forme physique. Toutefois, leur interprétation est d'ifficile a cause de la
variété des méthodes employées pour quantifier la forme physique. De plus, 30 a 60
minutes d’activités aérobiques (marche rapide, bicyclette, natation) trois fois par

59, 60

semaine diminuent la pression sanguine , alors que les activités comme la

musculation n’exercent aucun effet sur la variation de la pression sanguine °'.-
1.2.3.5 Sensibilité au sel

La principale cause de I'hypertension est une trop grande consommation de
sel dans notre alimentation de tous les jours. QOutre le sel ajouté au repas, il y a le sel
ajouté dans toutes les préparations que l'on peut acheter (surgelés, conserve).
Santé Canada a fixé I'apport maximal tolérable pour les adultes a 2,3 g de s.odium,
soit I'équivalent de 6 g de sel par jour, et un apport recommandé de 1,5 g de sodium
~par jour. Plusieurs études de population, sinon toutes, démontrent qu’une réduction

de la consommation de sodium réduit la PAS chez les hypertendus 5 63,

Dans une pbpulation, certains sont résistants et d'autres sont sensibles a
laugmentation de la pression sanguine apres avoir consommé du sel. Les sujets
sensibles au sel sont caractérisés paf une élévation de la PA sur une période de 24
heures ®, possiblement causée par des facteurs génétiques. En effet, des études de
co-ségrégation concernant des souches de rat génétiquement hypertendu
démontrent que I'effet de la consommation du sel sur la pression sanguine est dirigé
par des interactions éco-génétiques entre des loci spécifiques %. La capacité du rein

a excréter le sodium diminuerait alors. Des découvertes intéressantes ont également
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démontré qu’il y avait une différence dans I'excrétion du cortisol urinaire ® et les
fonctions dilatatrices de 'endothélium  entre les sujets sensibles au sel et les sujets
résistants au sel, ce qui 0|.ivre les portes pour essayer de comprendre les
mécanismes entourant ce phénomene. Les reins ont été suggérés comme jouant un

role central dans la pathogenése de la sensitivité au sel de la PA.

Il a été démontré que la sensibilité au sel pouvait étre modifiée par la présence dans
la digte d’autres ions. Un supplément en Ca®* ou en K' produit une baisse
significative de la PA chez des rats spontanément hypertendus. Cet effet est
maximal lorsque ces rats sont sensibles au sel et nourris d’'une diéte a haute teneur

* % & Le sodium est essentiel a petite dose, au bon

en Ca** et en Na
fonctionnement du corps humain. Le sodium contenu dans le sel augmente en effet

la PA s’il est consommé en trop grande quantité.

1.3 Membrane plasmique et transport d’ions

L’'HTA affecte le rein, mais est également caractérisée par des anomalies
généralisées de la membrane des vaisseaux sanguins. La résistance vasculaire
périphérique dépend des cellules du muscle lisse, et plus précisément de Iactivité
au niveau. de la membrane plasmique. La membrane plasmique est une structure
dynamique, permettant de maintenir 'lhoméostasie de 'organisme entier, a l'aide de
signaux spécifiques, de l'interaction avec les cellules adjacentes et de sa structure

membranaire. Elle joue un réle clé dans la pathogenése de I'hypertension.

La membrane plasmique présente une perméabilité sélective. Les molécules
hydrophobes la traversent aisément, alors que les ions (H*, Na*, K*, Ca®*) doivent

utiliser des protéines de transport.
1.3.1 Homéostasie entre sodium et potassium
Comme il a été mentionné plus tét, le sel est grandement consommé dans

les pays industrialisés, a cause des produits alimentaires transformés. Ces produits

contiennent trop de Na* et peu de K*, qui est retrouvé en bonne quantité dans les
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fruits et les légumes. Des études cliniques ont démontré qu’une diete faible en K*
causait une rétention de Na* intracellulaire ce qui entraine une élévation de la PA .
Normalement, le rein humain est ajusté pour conserver le Na* et excréter le K*. Ce
meécanisme s’applique parfaitement aux hommes et femmes de la préhistoire qui
consommaient peu de sel, rhais beaucoup de fruits et légumes. Avec un tel régime,
le Na* conservé est négligeable et le K* est beaucoup excrété ® . Par contre, dans
notre société d'aujourd’hui, ol le sel est abondamment utilisé au détriment des
aliments riches en K*, le mécanisme s’ajuste trés difficilement.

L’homéostasie du Na* et du K joue un réle important dans [I'élasticité de
Pendothélium. La rétention de Na* diminue également la synthése de NO, un agent

vasodilatateur .
1.3.2 Réle des stéroides cardiotoniques endogénes

Le réle des stéroides cardiotoniques endogenes (SCT) est de faciliter la
natriurése a travers l'inhibition de la pompe Na*/K*-ATPase dans les membranes.
basolatérales du rein. Une corrélation significative entre la PA et I'inhibition de la

pompe Na‘/K*-ATPase a été confirmé ©

. Depuis, des SCT tel que I'ouabain
- endogene, le marinobufagenin, la proscillaridin A et le bufalin ont été identifié
comme étant des candidats intermédiaires dans la pathogenése de I'hypertension
essentielle °. En effet, une augmentation prolongée de Na* cause une élévation du

69-71

niveau de SCT dans le plasma , suivit d’une forte inhibition des pompes Na*/K*-

ATPase qui induit une entrée de Na* dans la cellule.
1.3.3 Réle du calcium

La rétention du Na* implique un déficit en K, ou hypokaliémie (Figure 2), et
une libération de stéroides cardiotoniques endogénes. Un exces de sodium dans le
corps inhibent les pompes sodiques Na*/K*-ATPase, entrainant un augmentation de
sodium intracellulaire (Na'i). L’'abondance de Na‘i stimule ensuite les pompes
Na*/Ca** de type 1 (ou NCX1 pour sodium-calcium exchanger type 1), responsable
du transport du Ca** vers la cellule. Le manque de K* inhibe les canaux potassiques
et les pompes sodiques Na*'/K*-ATPase de la membrane cellulaire, entrainant une

dépolarisation de la membrane (mV). La dépolarisation membranaire des celiules du
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muscle entraine une entrée supplémentaire de Ca?®* dans le milieu intracellulaire par
l'activation des canaux calciques a voltage dépendant, des canaux du réticulum
sarcoplasmique et des pompes Na*/Ca®* de type 1 ¥ 7°. La présence de quantité
importante de Ca?* active le mécanisme responsable de la contraction des muscles
lisses des vaisseaux et des muscles cardiaques. Normalement, une
hyperpolarisation de I’endothéliale relache le Ca®* pour permettre la vasodilatation et
Iéquilibre, mais un déficit prolongé de K" implique une vasoconstriction chronique
des artéres, des artérioles et de la paroi du caeur &, qui caractérise 'hypertension.

—— Stimulation ou augmentation

Défiar en potassium : .
dans e corps ou Ex;é-xd: sodium
hypokaliémie ans le corps

Figure 2. Cascade moléculaire impliquée dans la contraction des muscles lisses des
artéres par un excés de sodium et un déficit en potassium.

(Figure modifiée d’Adrogue H. J. et al. ®” avec la permission de I'éditeur)

1.4 Traitement contre I’hypertension

Le contrble de la pression sanguine chez un patient atteint ’HTA dépend de

la rapidité a laquelle elle est détectée et des traitements appropriés, tant
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pharmacologiques que les modifications liés au mode de vie. La volonté du patient.
ainsi qué sa motivation joue un réle crucial dans la réussite du contréle de son
hypertension. Normalement, le but est de maintenir la pression sanguine au dessous
de 140/90 mm Hg. Bien que de nombreuses avancées ont été réalisées, le contrdle
de I'hypertension demeure faible dans toutes les régions de monde. La prévention
pﬁmaire de I'hypertension demeure la meilleure fagon de prévenir la maladie et ses

complications.
1.4.1 Modification au mode de vie

Plusieurs approches liées a la modification du mode de vie devraient
~ s’appliquer en premier lieu pour le contréle de I'hypertension. Une douzaine d’études
cliniques ont documenté les bénéfices d’'une diminution de la pression sanguine
suite a des modifications au mode de vie, telles que la réduction de sel consommé,

la perte de poids, la forme physique et la réduction d’alcoo! "

. Certaines personnes
peuvent prévenir ou contrdler leur pression sanguine en adoptant des habitudes plus

saines et ainsi éviter les traitements pharmacologiques.
1.4.2 Traitement pharmacologique

Parfois, la pression sanguine demeure élevée méme apres des changements
dans nos habitudes de vies. Dans ce cas, il est nécessaire de traiter avec des
médicaments. La médecine va contréler la pression sanguine mais ne la guérit pas.
Le but ultime d'un traitement qui diminue la pression sanguine est de réduire la
morbidité et la mortalité des maladies cardiovasculaires et rénales. Plusieurs
médicaments ont été développés pour traiter 'hypertension (Tableau 1). Parmi les
plus utilisés, il y a les diurétiques, les antagonistes des récepteurs adrénergiques o
et B, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), les
antagonistes du récepteur AT, de Ang Il, les inhibiteurs d’entrée de calcium, les
agents agissant sur le SNC et les vasodilatateurs directes. Trés souvent, une
combinaison de ququUes-uns de ces médicaments est»nécessaire pour abaisser

suffisarmment la pression sanguine.



Tableau |. Médicaments antihypertenseurs

Classe de médicaments

Effets

Diurétiques

Excrétion de sel et d’eau du corps

Béta-bloquants

Diminution du rythme cardiaque

Alpha-blogquants

Diminution de la résistance vasculaire

périphérique

Antagonistes des récepteurs de
I'Ang Il

Diminution du systéeme RAA, diminution de la
résistance vasculaire périphérique

Bloquants des canaux calciques

Empéche I'entrée du calcium dans les muscles,
diminution de la résistance vasculaire

périphérique

Inhibiteurs de 'ECA

t

Empéche la formation de FAng I, diminution de la

résistance vasculaire périphérique

Vasodilatateurs directs

Relaxe les vaisseaux sanguins, diminution de la
résistance vasculaire périphérique

Médicaments du SNC

Diminution de I'activité sympathique

20

Les thérapies pharmacologiques contre I'hypertension ont été associées a 35-40%,

20-25% et 50% de

réduction sur des

incidences

reliées aux - accidents

cérébrovasculaires, aux infarctus du myocarde et aux: crises cardiaques,

respectivement 72,

Les bénéfices de ces traitements pharmacologiques sont

observés dans plusieurs pays, peu importe '4ge, la race, le genre et le groupe

socioéconomique.
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2- GENETIQUE DE L’HYPERTENSION

2.1 Aspect génétique
2.1.1 Pourquoi étudier les facteurs génétiques

[l est aujourd’hui clair que I'hypertension essentielle est une maladie
héreditaire. En effet, il a été estimé que 30 a 50 % de la variance de la pression
sanguine dans une population est héréditaire. Cette évidence provient des études de
familles, de jumeaux et d'enfants adoptés. Chaque étude examine la proportion
génétique et environnementale qui contribue a la variation de la pression sanguine.
S’il y a une composante génétique a 'hypertension, le niveau de pression sanguine
et lincidence a I'hypertension est similaire entre des individus apparentés . En plus
de ces études, une relation étroite a été établit entre les afro-américains et
'hypertension. Au Etats-unis, la communauté noire est plus prédisposée
génétiquement a I'hypertension que ne le sont les caucasiens. lis ont tendance a
développer I'hypertension plus rapidement au cours de leur vie, les valeurs de
pression sont plus sévéres, ils sont plus sensibles au sel et le taux de mortalité est
plus grand °. Dans cette situation, ii y a des composantes génétiques de
I'hnypertension liées a la race. Cette relation n'est qu'une évidence de plus de la

contribution des facteurs génétiques au développement de 'hypertension.

Les chances d’avoir I'hypertension augmentent avec I'age et elle représente un
probléme important de santé majeur. Pour ces raisons, il est nécessaire d'identifier
et de décrire les génes responsables de la variation de la PA dans une population

pour comprendre les causes génétiques de I'hypertension.
2.1.2 Trait complexe, quantitatif et polygénique

La pression sanguine est un caractére quantitatif possédant de fortes

composantes génetiques. Les caractéres quantitatifs sont des traits complexes qui
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presentent de continuelles variations, ils peuvent prendre une infinité de valeurs.
Ces variations naturelles sont présentes dans toutes les populations eucaryotes,
varient quantitativement d'un individu a l'autre et sont causés par des facteurs
environnementaux et génétiques. Les caractéres quantitatifs sont fréquemment
appelés caractéres multifactoriels, a cause des variances environnementales et
génetiques. Plusieurs traits biologiques sont naturellement quantitatifs, comme

I'intelligence, le poids corporel et la grandeur corporelle.

En plus d'étre multifactorielle, la pression sanguine est polygénique parce qu’elle
implique plusieurs génes. Elle ne dépend pas d'un seul géne majeur, mais plutét
d’'une mosaique de plusieurs génes qui interagissent entre eux, chacun ayant une
petite influence ou une contribution différente variant selon le genre, la race, 'age et
le mode de vie ®. Un géne qui affecte un caractére quantitatif est appelé locus a trait

quantitatif ou QTL (pour quantitative trait locus).

Plusieurs maladies humaines comme le diabéte, I'hypertension et la schizophrénie
sont des traits génétiques complexes causées par des facteurs génétiques et
environnementaux qui interagissent. Chacun de ces facteurs s'ajoute au risque, ou
prédisposition, qu'a une personne de développer la maladie. Le risque global qu'a
une personne de manifester la maladie est donc un caractére multifactoriel. Un tel
caractére est un « caractére a seuil », qui se manifeste ou non selon la fait que le
risque soit au-dessus ou en dessous d'une valeur critique ”’. Pour 'hypertension la

valeur critique est de 140/90 mm Hg.
2.1.3 Locus a trait quantitatif ou QTL

Un locus, ou loci au pluriel, définit un emplacement précis et invariable sur un
chromosome ou sur une carte génétique. Un locus peut contenir un géne mais pas
nécessairement. Un locus a trait quantitatif ou QTL (pour quantitative trait locus)
peut étre utilisé pour décrire une région chromosomique pouvant contenir un ou
plusieurs loci controlant le trait quantitatif, mais peut aussi se référer spécifiquement
a un locus génétique individuel participant au contréle du trait. Ainsi, un géene qui
affecte un caractére quantitatif est appelé QTL. Les QTLs peuvent fonctionner

individuellement ou entre eux.
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Les QTLs sont responsables des differences dans un trait quantitatif entre deux
souches ou deux populations contrastantes. lls sont donc associés a des traits
phénotypiques particuliers. En connaissant le nombre de QTLs impliqués dans la
variation d'un trait phénotypique, comme l|a pression sanguine, il serait possible de
démystifier I'architecture génétique de I'hypertension. L'étude sur les QTLs permet

également d'identifier des génes candidats responsables d'un trait.

2.2 Approche génétique

Etudier les bases génétiques de I'hypertension se révéle ardu, a cause de
I'nétérogéneité d’'une population, des meécanismes épigenétiques, des facteurs
environnementaux " et du fait qu’il ne présente aucun symptéme. Les génes qui
déterminent les caractéres quantitatifs ne peuvent pas étre identifiés par des études
de généalogies parce que leurs effets vont étre masqués par la ségrégation des
autres genes et par les effets de I'environnement. Ces génes ou ces QTLs peuvent
tout de méme étre localisés s'ils sont génétiquement liés a des marqueurs
génétiques "’. Deux principales approches sont utilisées afin d’étudier les bases
génétiques d’'une maladie complexe comme I'hypertension essentielle : 'analyse de
liaison génétique et les études d’association 7. Ces deux approches peuvent se
faire d’apres I'étude de genes candidats ou le criblage du génome entier. Avant tout,
définissons ce que sont les marqueurs polymorphiques, car la réussite d'une étude

génétique dépend grandement de la densité de marqueurs génétiques disponibles.
2.2.1 Marqueurs polymorphiques

Une différence génétique est appelée polymorphisme. La plupart du
polymorphisme de 'ADN n'est pas associé a des maladies ou troubles héréditaires,
mais est souvent situé dans des séquences d’ADN non codantes. Toutefois, chaque
polymorphe peut servir de marqueurs génétiques. Il existe plusieurs formes de
marqueurs polymorphismes sur I'’ADN.
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Le polymorphisme de Iongueurvde fragment de restriction (ou RFLP pour Restricted
Fragment Length Polymorphism) est caractérisé par les différences de longueurs de
fragments d’ADN dues a la présence ou a 'absence de sites de clivages le long des
molécules d’ADN.

Le polymorphisme mono-nucléotidique (ou SNP pour Single Nucleotide
Polymorphism) correspond a une variation d'une seule paire de bases a un site
nucleotidique particulier entre les génomes des individus d’'une méme espéce ou sur
les paires d’'un chromosome d'un méme individu. Ce type de polymorphisme est
largement répandu dans le génome humain, comme dans celui de bien d'autres
organismes. Le SNP représente ainsi une variation présente dans des populations
ethniques ou isolées géographiquement. On retrouve environ un SNP a chaque
1300 pb *®.

Les microsatellites sont des répétitions de simple séquence variable de di, tri ou
tétranucléotides hautement représentéees dans le génome des eucaryotes. Le
polymorphisme provient du nombre de répétitions, qui varient entre dix a quelques
centaines. L'utilisation de microsatellites est largement utilisée en cartographie
génétique a cause de sa densité et de son important degré de variation entre
individus. On compte en moyenne un microsatellite a tout les 2 kb d’ADN humain "
et a tout les 20 kb d'ADN de rat .

2.2.2 Stratégies
2.2.2.1 Par géne candidat

L'analyse des génes candidats a été la premiére stratégie pour déeterminer et
tester des génes pouvant étre impliqués dans I'HTAe. Cette stratégie assume qu'un
géne ou un groupe de génes est associé a la régulation de la pression sanguine ou
a I'hypertension. Les génes candidats sont choisit parce qu’ils sont reconnus pour
avoir des effets sur les fonctions cardiovasculaires et rénaux et sur la
pathophysiologie de I'hypertension 7. |ls peuvent également étre choisit d'aprés des

résultats d'analyses de liaison génétique ou d'études d’'association.
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Le gene candidat est analysé entre des individus affectés et non affectés pour
détecter des différences dans sa séquence d'’ADN. Ces différences peuvent affecter
ou non l'expression du géne. Une analyse de liaison génétique ou une étude
d'association peuvent étre faite pour déterminer si certains polymorphismes dans la

séquence du géne sont liés avec la maladie.

Plusieurs genes candidats responsables de I'hypertension ont été étudiés chez
I'humain et les rongeurs, comme les génes qui codent la rénine *°, I'11B-hydroxylase
stéroide *', le récepteur du peptide natriurétique atrial (Gea) 2 et I'a-adducine *°. Le
lien entre ECA et 'hypertension a été confirmé chez I'numain * et une évidence
significative entre le géne de l'angiotensinogéne et I'hypertension a aussi été

montrée .

Plusieurs échecs sont associés a I'étude de génes candidats : les génes sont limités
a des génes connus et le choix du géne candidat peut étre inapproprié. De plus, it y
a beaucoup de genes candidats impliqués dans le controle de la PA, car il s’agit d'un
trait influencé par de nombreux facteurs. Il est donc difficile de départager tous les
candidats, et fastidieux de tous les étudier ®*. La combinaison de cette méthode a
d’autres types d'approches est une démarche plus appropriée qui renforce la validité

des genes candidats.
2.2.2.2 Par criblage du génome entier (genome-wide)

L'analyse du génome entier étudie la possibilité qu'un locus affectant un trait
quantitatif (QTL) soit proche d'un locus marqueur. Cette méthode implique
l'utilisation de marqueurs polymorphiques comme les SNPs (single nucleotide
polymorphism) et les microsatellites. Ces marqueurs sont analysés dans des
populations affectées pour déterminer des polymorphismes qui suivent le trait
d’intérét pendant la co-ségrégation. Par la suite, les fragments d’ADN délimitées pat

ces marqueurs sont évalués pour la présence de génes candidats *’.

Le criblage du génome entier a permis d'isoler des régions candidates sur plus d'une
douzaine de régions chromosomiques chez '’humain, a partir desquelles plusieurs

génes candidats positionnels ont été isolés, comme le récepteur de Ang I, le
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récepteur adrénergique f3, et le géne de la lipoprotéine lipase. Dans la majorité des
cas, les régions isolées étaient différentes dans chaque étude parce que les
polymorphismes peuvent étre associés a un phénotype dans une population
particuliére et pas dans une autre. Des génes différents pourraient prédisposer un

individu a I'hypertension selon ses origines.
2.2.3 Analyse de liaison génétique (Linkage analysis)

L’analyse de liaison génétique est une méthode commune de cartographie
génétique. Elle a pour but, a partir de données familiales, d'accéder a une
information sur la méiose, pour savoir si deux |loci sont génétiquement indépendants
(transmis de fagon indépendante lors de |a méiose) ou génétiquement liés (transmis
de fagon non indépendante lors de la méiose). Donc, si les localisations d’'un locus
marqueur (ex. microsatellite) et d'un locus maladie sont physiquement proches sur
un chromosome, il y aura co-ségrégation des deux loci. Dans ce cas, on dit que les
loci sont en liaison génétique ou « /inkage ». La probabilité de recombinaison entre
ces deux loci est faible et on peut estimer l'importance de la liaison par le taux de
recombinaison « 0 », défini comme le rapport entre le nombre de gameétes

recombinés et le nombre de gameétes transmis.

Les études de liaison génétique peuvent se concentrer sur un loci génétique déja
connu pour étre impliqué dans la maladie (candidate-gene linkage studies) ou sinon
s’appliquer a I'echelle du génom_e entier (criblage du génome ou genome-scanning
linkage studies) ®. L’étude du génome entier est devenu un outil indispensable pour
'étude des maladies complexes comme [|'hypertension parce qu'elle permet

d’identifier de nouveaux génes.

Lorsque ces deux loci se suivent lors de la ségrégation, plus fréequemment que le
hasard, ils sont considérés comme étant liés. Cette liaison est mesurée par le
logarithme de la probabilité du lien entre ie locus marqueur et la maladie (LOD
score). En d'autres mots, c'est le logarithme du ratio de la probabilité qu'il y a un
QTL versus la probabilité qu'il n'y en a pas, sur une position particuliére sur le
chromosome "°. Généralement, un LOD score > 3 est considéré comme significatif
et indique une probabilité de p < 0,05 de liaison entre deux loci " 7® %, Un LOD

score entre 2 et 3 est considéré comme présentant une signification suggestive,
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alors qu’avec un LOD score de 2 et moins, la possibilité d’'une liaison génétique est

complétement exclue.

Les calculs de LOD score sont longs et fastidieux et font appel a différents logiciels
informatiques. De fagon générale, dans le cas de I'hypertension, I'effet du QTL est
déterminé par les valeurs de la pression sanguine et la position du QTL est
déterminée par l'intervalle entre le génotype des marqueurs flanqués de chaque

cété, pour chaque individus "

. Les résultats d’analyse de liaison génétique se
présentent généralement sous forme de graphique. La courbe représente le LOD
score a chacun des marqueurs testés tout le long du chromosome. Lorsqu’un pic
significatif est observé, la région démontrant le LOD score élevé contient un QTL. La
localisation de QTL par liaison génétique détermine un intervalle chromosomique de
20 a 30 cM ™ 8 soit de 200 a 500 génes *. La position exacte du QTL demeure
inconnue. De plus, I'analyse de liaison génétique ne permet que de faire une
corrélation statistique. Pour confirmer la localisation du QTL, d’autres méthodes
comme la construction de souches congéniques et de sous-souches congéniques

doivent étre effectuées.

L utilisation de cette approche dans des populations humaines pour étudier I'HTAe et
la pression sanguine a permit d’identifier plus de 100 QTLs liés a 'hypertension a
travers le génome *°. L’analyse de liaison génétique est une approche indispensable
dans la localisation approximative des QTLs majeurs, mais elle n'est pas parfaite et
on retrouve quatre désavantages principaux. (1) Si deux QTLs sont assez loin (80
cM) pour ségréger indépendamment l'un de lautre, deux pics peuvent étre
observés. (2) Par contre, si la distance entre deux QTLs est trés faible, la courbe
n’indiquera qu’un seul pic, et la présence de plusieurs QTLs sera indétectable. (3)
Dans certain cas, un trop grand rapprochement des QTLs conduit a la répulsion de
chacun de leurs alléles et aucun pic n'apparait ’°. (4) De plus, le pouvoir statistique
de ce type d’analyse pour identifier des variants avec de petits effets, comme ceux

qui contribuent a la variation de la pression sanguine, est limité *.
2.2.4 Etude d’association

L’étude d'association peut étre une méthode alternative a I'analyse de liaison

génétique. Le but est de détecter I'association entre l'alléle spécifique du géne, ou
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un marqueur particulier, et la maladie a travers une population plutdét que dans une
famille. Les études d'associations sont trés importantes pour identifier I'implication

du géne a une maladie.

Une des méthodes pour étudier I'association allélique entre une maladie et un
marqueur est le « case-control design ». Cette étude consiste a rechercher des
différences dans les fréquences d'un alléle, a un locus marqueur, dans un groupe
d’individus non apparenté atteint d'hypertension (patients) et un groupe d'individus
sains (contrdles). Si une différence significative de la fréquence allélique est notée a
ce locus marqueur entre les deux groupes, alors des alléles spécifiques a ce locus
sont impligués dans [étiologie de la maladie. De plus, si l'alléle est plus
frequemment retrouvé chez les personnes atteintes de I'hypertension que ceux qui
ne 'on pas, alors l'alléle est dit associé a la maladie ™.

L’étude peut se faire a partir d'un géne candidat (candidate-gene association
studies) ou d'un criblage du génome en entier (genome-wide association studies).
La majorité des travaux d’association sur 'hypertension ont été fait sur des genes
candidats. En plus des résultats obtenus sur le géne candidat, la méthode permet de
découvrir de nouveaux génes et mécanismes pouvant étre impliqués dans des
formes communes de la maladie . Des études d’association sur le génome entier
pour I'hypertension avec des marqueurs SNPs (single nucleotide polymorphism)
sont présentement en développement et apparait comme un moyen puissant pour

identifier des variants de la pression sanguine *.

Etant donné que cette méthode utilise des individus non apparentés, il est plus facile
de réunir un grand nombre d'échantillons. En général, une étude cas/témoins
posséde un pouvoir statistique plus grand gu’'une étude de liaison génétique, mais a

une plus grand tendance a donner des résultats faux positifs .

2.3 Modele animal

L'utilisation de modeéle animal dans la recherche scientifique, et plus

précisément dans 'étude de maladies complexes, a permit d’'en savoir plus sur les
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mécanismes physiologiques entourant une maladie. Un modéle animal offre
'avantage d’étre plus facile a contréler et a manipuler. Contrairement a des sujets
humains, ils peuvent étre analysés dans un environnement contrélé ou plusieurs
variables sont prédéterminées. Ainsi, une souche animale peut étre croisée de fagon
a ce que seulement les différences dans les génes reliés a la maladie soient
étudiées. Cette approche évite le probléme de I'hétérogénéité retrouvé dans la
population humaine. Les rongeurs, comme modéle animal, offrent également
'avantage d'avoir une courte période de gestation avec de nombreuses portées.
Leur durée de vie relativement courte facilite également I'observation et I'évolution
de la maladie dans un lapse de temps plus court. La petite taille de ces animaux
peut conférer, sous différents aspects, un avantage économique et rendre les
manipulations plus faciles a effectuer. L’étude des phénotypes complexes et des

interactions géne-géne deviennent alors plus faciles.
2.3.1 Le rat

Le rat de laboratoire (Rattus norvegicus) est largement impliqué dans la
médecine; il représente un réservoir pour de nombreux pathogénes (associé a 70
maladies) et est impliqué dans la transmission de maladies contagieuses chez
'homme, mais mis a part cela, sa contribution a la santé humaine fait de Ilui un
animal modéle indispensable. De plus, sa contribution ne peut pas étre sous-estime
a cause du réle gu'il joue dans la médecine expérimentale et le développement de
médicaments. Rattus norvegicus est une des premiéres espéces de mammifére a
étre domestiquée pour la recherche scientifique (en 1828) . Les premiéres études
de geénétiques avec le rat ont porté sur la couleur de la fourrure qui était transmisse

comme un trait mendélien .

Le génome du rat a été séquencé a partir de la souche Brown Norway par le Rat
Genome Sequencing Project Consortium (RGSPC) °'. Aujourd’hui, une deuxiéme
version de la séquence du génome du rat est disponible (http://ncbi.nim.nih.gov). Le
génome du rat (2,75 Gb) est plus petit que celui de humain (2,9 Gb) mais plus
grand que celui de la souris (2,6 Gb). Les génomes du rat, de la souris et de
I'humain possédent un nombre similaire de génes. Presque tous les génes humains

connus pour étre associés a une maladie possédent des orthologues chez le rat,
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mais leur taux de substitutions synonymes est trés différent de celui des autres
genes.

Pour I'étude de 'HTAe ou de maladies cardiovasculaires chez 'humain, le rat est le
modéle animal de prédilection par rapport a la souris. La souris est largement
utilisée pour comprendre les fonctions des genes a cause de leur infrastructure
génétique et génomique. Toutefois, elle ne posséde pas uh phénotype suffisamment
contrastant pour 'étude de I'hypertension. En effet, les mesures de PA sont souvent
diffuses chez cette espéce. La souris accuse un retard par rapport a d’autres
especes du point de vue caractérisation physiologique et ne corréle pas avec
certaines caractéristiques cliniques humaines pour un grand nombre de maladies
dont I'hypertension “°. L'utilisation du rat comme modéle animal pour I'étude de
I'hypertension est plus appropriée parce que les comportements et la physiologie de

'humain se rapprochent davantage au rat qu’a la souris.

Le rat est effectivement un modéle animal par excellence pour élucider les bases
pathophysiologiques et génétiques de I'hypertension. Plusieurs souches d’élevages
de rats sont disponibles pour la recherche, incluant les souches congéniques, les
souches recombinants et les souches consomiques. Chacune de ces souches a été
spécialement congue pour exprimer des différences phénotypiques comme

'hypertension.
2.3.2 Souches consanguines pour I’hypertension

La consanguinité correspond a un croisement entre individus apparentés. La
conséquence principale de la consanguinité est de diminuer le taux d’hétérozygotie
par rapport aux proportions attendues en cas de croisement au hasard. La majorité
des souches de rats utilisées en recherche sont des souches consanguines. Il existe

% dont 10 pour

plus de 234 souches consanguines de Rattus norvegicus
'hypertension (Tableau Il). Chacun de ces souches portent des combinaisons de
traits qui sont observés dans 'HTAe %. Ces souches ont été développées par des
croisements sélectifs afin de fixer un trait particulier, et plus précisément des alléles
naturels de la maladie. Ce croisement sélectif se fait sans stimulation
environnementale ou limplication d'une diéte quelconque. Certaines souches

d’élevage de rats ont alors une pression sanguine génétiquement élevée, alors que
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d'autres ont une pression sanguine génétiquement faible dépendamment du
phénotype recherché. On obtient ainsi des populations génétiquement homogénes,

ou les alléles sont identiques pour tous les loci.

Dans le cas de I'HTAe, des progéniteurs hypertendus sont croisés pour produire la
premiere génération (F;). Un frére et une soeur de la génération F, sont sélectionnés
et croisés pour donner la génération F,, et ainsi de suite, jusqu'a ce que les rats
aient une homogénéité génétique complétement hypertendu. A chaque croisement
frére-soeur, le degré d’homogénéité génétique augmente de 12,5 %, et il faut jusqu’a
20 générations (Fy) pour obtenir une souche complétement consanguine ™. Le

méme processus est effectué avec des souches normotendues.
2.3.3 Les souches Dahl et les souches normotendues

En 1962, Dahl et associés ont sélectivement croisé des rats sensibles et des
rats résistants a I'hypertension suite 3 une diéte riche en sel % **. Par aprés, les
souches de rats consanguines Dahl salt-sensitive (DSS) et Dahl salt-resistant (DSR)
ont été croisées '®. Depuis, ces souches sont devenues des modéles animaux pour
étudier I’hypertension induite par le sel.

Les rats DSS développent facilement I'hypertension avec une diete a faible teneur
en sel (0,4% NaCl), et plus la teneur en sel augmente, plus I'hypertension devient
exagérée. Les valeurs de |la PAS peuvent aller jusqu'a dépasser 220 mm Hg. Apres
8 semaines avec 8% NaCl '™ ou 10 semaines avec 4% NaCl ' |a totalité des rats
meurent. La PAM de ces rats suite a une diéte riche en sel est de 16713 mm Hg.
Par des expériences de transplantation, il a été démontré que le sel induisait
I'nypertension a cause d'un défaut génétique exprimé dans les reins du rat DSS,
impliqué dans la capacité d'excrétion du sodium rénal '® "% Le rat DSS posséde
donc des anormalités dans I'homéostasie du Na* et du Ca?, dans la régulation de
'ATPase Na'K''? et des pertes de Ca®* rénal '”’. Les rats DSR, par contre, sont des

contréles normotendus, résistants a une diéte riche en sel (8% NaCl).
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Tableau ll. Lignées de rats développées sélectivement pour I'étude de I'HTAe.

Souche normotendue

ou hypertendue Abréviation Origine Référence
, . Dunedin, Nouvelle- . 92

Genetically hypertensive GH Zélande Smirk et Hall, 1958
Dahl salt-sensitive S, DSS, SS/Jr Brookhaven, USA Dahl et al, 1962 > **
Dahi salt-resistant R, DSR, R/Jr
DOCA salt-sensitive Ben-Ishay et al,
(Sabra hypertensive) SBH Jerusalem, Israél 1972 %
DOCA salt-resistant SBN
(Sabra normotensive)
Lyon hypertensive LH Lyon, France Dupont et al, 1973 ©°
Lyon normotensive LN
Lyon low blood pressure LL
Spontaneous hypertensive Okamoto et Aoki,
rats SHR Kyoto, Japon 1963 ¥
Spontaneous hypertensive Okamoto et a/,
rats —stroke prone SHRSP Kyoto, Japon 1974 %
Milan hypertensive MHS Milan, ltalie Bianchi et af, 1974 >
Milan normotensive MNS

_ . Utrecht, Kuijpers et Gruys,
Fawn-hooded hypertensive FHH Pays-bas 1984 100
Fawn-hooded low blood FHL
pressure
Inherited stress induced o . 101
arterial hypertensive ISIAH Novosibirsk, Russie Markel, 1985

. Prague, République 102

Prague hypertensive PHR Teheque Heller et al, 1993
Prague normotensive PNR

Tableau adapté de Rapp, J.P. ™®

L'utilisation de souches normotendues autre que DSR offre I'avantage d'étre
génétiquement plus contrastante. Ces souches ne démontrent pas de pression
sanguine élevée, et sont aussi utilisées dans les études sur la PA : Lewis (LEW),
(MNS) et Wistar-Kyoto (WKY). Etant

donné que ces souches ne sont pas apparentées avec la souche DSS, le taux de

Brown-Norway (BN), Milan Normotensive

polymorphisme est plus élevé. Par exemple, pour le rat Dahl salt-sensitive, le taux
de polymorphisme pour les marqueurs le différenciant du rat Dahl salt-resistant est
de 29%. Ce taux grimpe a 67% avec WKY, 50% avec LEW et 40% avec MNS '%.
Ce polymorphisme permet un meilleur suivi des alléles transmit et permet d'étudier
la contribution de différents alléles d’'un QTL sur la pression sanguine. La souche
Lewis (LEW), tout comme les autres souches normotendues, est beaucoup plus

resistante a I'hypertension causée par une diete riche en sel (8% NaCl) que la
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souche DSR. Aprés 24 semaines d'une diéte riche en sel, la souche LEW présente
une PA d’environ 15 mm Hg plus faible que DSR '%. La PAM de la souche LEW est
de 96 + 3 mm Hg.

2.3.4 L’hypertension chez le rat

L’hypertension chez le rat est trés similaire a celle retrouvée chez I'humain.
Tout comme chez I'humain, plusieurs anomalies ont été détectées chez les rats
hypertendus. L’hypertension secondaire induite chez le rat, par différents types de
manipulations rénaux, par administration de corticoides et par stress
psychologiques, ont démontré une similitude au niveau du changement de la PA
chez le rat et 'humain. Une diéte riche en sel, par exemple, induit une augmentation
du Na’i, pouvant étre responsable de I'élévation du Ca*i causant Ihypertension
chez les rats spontanément hypertendus (SHR) ''°. Différents défauts ou
déréglements ont été observés chez certaines souches de rats hypertendus, comme
les anomalies de l'activité de la pompe Na‘/H* et de la pompe Na*/Ca* "'°. Tant
chez 'numain, que chez le rat, une perturbation de I'équilibre du sodium démontre
qu’il y une perturbation au niveau des systémes de transport des ions de la
membrane cellulaire chez un individu hypertendu. Les fonctions des reins sont
également trés impliquées dans la pathogénie de I'hypertension chez le rat et
'humain. Comme il a été mentionné plus tot, une transplantation d’'un rein d'un
donneur normotendu a un receveur hypertendu réduit la pression sanguine de fagon
significative, chez les deux espéces ''"'?. Tout comme chez 'humain, des conditions
stressantes peuvent favoriser le développement de I'hypertension chez des rats qui
maintiennent une diéte en sel "'°. L’hypertrophie du coeur ou des ventricules ont

également souvent été répertorié chez les rats hypertendus '''°

. Le rythme
cardiaque des rats hypertendus est souvent élevé et les tissus graisseux sont
diminués. Le poids de ces rats est moins élevé que ceux des témoins normotendus
"2 Des similitudes au niveau hormonal, cardiovasculaire et du systéme nerveux

sont également associés a I'hypertension chez le rat.
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3- ISOLATION D’UN QTL POUR L’HYPERTENSION

Comme il a été présenté a la section 2.1.3., un QTL pour la pression

sanguine est une région chromosomique ou siége un ou  plusieurs génes -

responsables d'une différence dans la pression sanguine au repos entre deux

souches ou deux populations contrastantes. Afin d’identifier un QTL pour la pression

sanguine, et plus précisément les génes liés au contréle de la PA, une stratégie

globale est utilisée '"*''®. Elle se fait en quatre étapes générales.

(1)

(2)

(3)

(4)

La premiére étape consiste & détecter et a estimer la localisation d’'un QTL lié a
PA dans une région du chromosome par analyse de liaison génétique a 'aide
du criblage du génome entier. L’analyse permettra d’associer une région

chromosomique a la PA.

Ensuite, la production de lignées congéniques pour 'hypertension permettra de
confirmer la présence du QTL dans la région chromosomique d’intérét. Cette
étape permet ainsi de faire une cartographie générale de la région

chromosomique.

Par la suite, une cartographie plus spécifique de la région du QTL est effectuée

pour diminuer le nombre de génes candidats. Des sous-souches congéniques

_constituées de substitutions chromosomiques de plus en plus petites sont

produites, jusqu’a ce que la région en question soit réduite de 1 a 2 cM.

Finalement, il faut identifier le QTL de la PA, c’est-a-dire les ou le géne, par
des méthodes de clonage positionnel et/ou de géne candidat. Le séquencage

ou les études d’expression de génes candidats en font partie.
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3.1 Détection et estimation de la location d’un QTL

Pour détecter un trait polygénique complexe, comme la pression sanguine, la
stratégie la plus appropriée est de faire une recherche par criblage du génome entier

I 117

de l'animal "'’, qui se fait principalement par I'analyse de liaison génétique (voir

section 2.2.2.). Cette approche génétique est la plus utilisée pour la localisation
approximatfve d'un QTL individuel pour la PA et pour identifier leurs effets ""®'%°. La
population animale utilisée a cette fin se construit en croisant une lighée de rats
hypertendus (DSS) avec une adtre qui est normotendues (LEW), pour produire la
génération F,. Ensuite, un croisement frére-soeur (Fy x F;) produit une population
Fo(DSS x LEW). Chez certains individus de cette génération, le génome et le
phénotype de la PA vont ségréguer ensemble, ce qui les rend idéaux pour I'analyse
de liaison génétique. Dans le cas contraire, il n'y aura pas de la liaison entre le

marqueur et la PA 18,

Pour procéder a une analyse de liaison génétique ainsi qu’a I'analyse des résultats
obtenus, le logiciel informatique Mapmaker/QTL est utilisé. Ce programme permet
de détecter la corrélation entre un marqueur et la PA pour chaque individu de la
population Fx(DSS x LEW). En plus, il permet de cartographier l'intervalle pouvant

contenir un. QTL pour la PA et calcule les LOD scores '*

. Dépendamment des
situations, il faut environ quelque centaines ou quelque milliers de marqueurs

polymorphiques.

Les conclusions obtenues par 'analyse de liaison génétique doivent étre confirmées.
Pour prouver que la région chromosomique contient vraiment un QTL pour la PA, un

test génétique plus définitif, tel que l'utilisation de souches congéniques, est requis
118
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3.2 Confirmer la présence du QTL
3.2.1 Lignées congéniques

L’utilisation de souches de rats congéniques permet de confirmer la présence
d’un QTL sur une région chromosomique pour la PA suite a une analyse de liaison
génétique. Une souche congénique est une souche dans laquelle une petite portion
du chromosome de la souche receveuse hypertendue a été sélectivement
remplacée par une  portion homologue du méme chromosome d’une souche

donatrice normotendue.

Une souche congénique (Figure 3) se construit en trois .étapes consécutives de

croisements % 118,

Premierement, il faut intercroiser deux rats provenant de
‘souches contrastantes, une étant la souche donatrice normotendue (LEW) et 'autre
la souche receveuse hypertendue (DSS), pour produire une progeéniture Fy. Les
individus F, sont identiques, ils ont hérité de 50% du matériel génétique de chacun
de leurs parents. Deuxiemement, il faut faire un croisement en retour (« backcross »
ou BC), c'est-a-dire qu’il faut croiser un rat de la progéniture F, avec le parent
contréle DSS pour produire la premiere génération de croisement en retour (BC1).
Les rats de la BC1 sont alors hétérozygotes pour une région du chromosome
d’intérét. Un autre croisement en retour avec le parent DSS produit la Qénération
BC2. Le processus d'e ‘croisement en retour est ainsi répété plusieurs fois en
sélectionnant les rats hétérozygotes ayant la région d’intérét du chromosome. Apres
huit a dix générations de BC, la composition génétique du rat congénique est
composé de plus de 99% de la souche récipiente, et moins de 1% de la squche
donneuse ''® 2 Tout le génome du congénique est alors homozygote pour les loci
de la souche recéveuse, excepter pour la région d’'intérét qui demeure hétérozygote.
Cette region chromosomique dinterét sera finalement fixée dans un état
homozygote avec les alléles de la souche donatrice. L’arriere-plan génétique de la
souche congénique est donc identique a la souche receveuse, sauf pour une région

chromosomique précise provenant de la souche donneuse.
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Figure 3. Représentation schématique de la construction d’une souche congénique.

La production d’'une lignée congénique selon la stratégie traditionnelle peut durer
entre trois & quatre ans '®. Ce temps peut étre réduit grace a la stratégie de

) ¥ 12 (Figure 4). En faisant

croisement congénique rapide (ou « speed congenic »
le criblage des marqueurs génétiques polymorphes couvrant tout larriere-plan
génomique, on peut sélectionner les nouveaux-nés males avec peu dalléles du
donneur dans leur génotype. Ainsi, a chaque croisement, I'utilisation du meilleur
male diminue considérablement le temps nécessaire pour éliminer larriére-plan
genétique de la souche receveuse. Il a éte calculé qu'apres quatre générations de
BC, la présence du génome du donneur est moins de 1%, si 60 marqueurs
génetiques espacés d’environ 25 cM I'un de l'autre est utilisé pour cribler 16 males a
chaque génération. L’approche du « speed congenic » permet de diminuer le temps

nécessaire a produire une souche congénique d’approximativement 2 ans '%°.
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Figure 4. Représentation schématique de la construction d’une souche congénique
par la méthode du « speed congenic ».

(Figure modifiée de McBride M.W. et al 2004 22 avec la permission de I'éditeur)

Le génome du rat congénique est constitué d’alleles qui augmentent la PA sauf pour
une région a I'étude qui provient de la souche normotendue. Si la PA de cette lignée
congeénique diminue par rapport a la souche contréle hypertendue, on peut conclure
que ce fragment de chromosome particulier contient un Q7L qui contribue a la
différence de pression entre la souche donneuse et la souche receveuse. Dans le

cas contraire, il n’y a pas de QTL au niveau de cette région chromosomique.

La méthode expliquée correspond a des rats congéniques avec un arriére-plan

hypertendu, sauf pour la région d’intérét. Cette méthode peut aussi bien se faire
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dans une direction inverse avec des rats congeniques ayant un arriére—plah
normotendu sauf pour une région d’intérét provenant de la souche hypertendue.
Pour avoir un QTL, il faut alors que la PA de la souche congénique augmente. Le
désavantage d'avoir un fond génétiquement normotendu se joue au niveau de la
détection du QTL. Une souche normotendue possede beaucoup d'alleles qui
diminuent la PA. La présence d’'une région chromosomique du rat hypertendu,
méme si elle contient véritablement un QTL, sera difficile & détecter a cause de
I’énorme effet qu'imposent les alléles de la souche nornotendue. Il n'y aura pas de
variations dans les valeurs de PA parce qu'il sera masqué par la présence de

systémes tampons provenant du génome normotendu, qui empéchent les variations.
3.2.2 Cartographie du chromosome

Pour visualiser la région d'intérét, la cartographie du chromosome est trés
importante. La liaison entre les genes sur un chromosome peut ainsi étre
représentee sous forme de carte. Pour délimiter avec précision la région d'intérét
d'une lignée congenique, on utilise des marqueurs microsatellites. Les principales
cartes utilisées sont la carte génétique, la carte physique et la carte d’homologie.

Bien sur, il est possible de fusionner ces cartes pour n’en faire qu’une.
3.2.2.1 Carte génétique de liaison

Le concept de carte génétique de liaison a été développé en 1913 par Alfred
H. Sturtevant, un éléve de T.H. Morgan. Les génes sont linéairement placés dans
I'ordre sur le chromosome et séparer d’une distance proportionnelle a leur fréquence
de recombinaison. Chéque point sur la ligne chromosomique représente un gene, et

plus précisément un locus.

La recombinaison entre génes se fait par un enjambement, c'est-a-dire I'échange de
segments entre chromosomes homologues. Le mécanisme d'enjambement se
matérialise physiquement par un chiasme, un chevauchement croisé, lors de la
prophase | de la méiose. L'unité de distance en cartographie genétique est appelée
un centimorgan (abrégeé cM). Un centimorgan correspond a 1% de recombinaison.
Par exemple, lorsque deux genes ont une fréquence de recombinaison de 3,1%, leur

distance en centimorgan est de 3,1. Par contre, cette égalité ne s’applique que si les
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enjambements sont simples. Un double enjambement est comptabilisé dans la
- distance cartographique mais pas dans la fréquence de recombinaison. Il y a en
effet une distinction entre la fréquence de recombinaison et la distance
cartographique. La distance cartographique entré deux genes est égale a la moitié
du nombre moyen d’'un enjambement se produisant dans la région, par .ceIIuIe
méiotique, alors que la fréquence de recofnbir_\aison \entre deux genes indique
effectivement le nombre de recombinaison observé. Il peut égaleﬂment arriver qu’il y
ait 'apparition d’enjambements multiples qui compliquent la conception des cartes
génétiques. Certain des échanges multiples entre deux génes ne produisent pas de

recombinaisons et ne sont donc pas détectés ™®.

La distance physique est souvent corrélée a la distance cartographique, car plus
I'éloignement entre deux marqueurs est importante plus la probabilité qu’un
enjambement ait lieu est élevée. Mais ceci n’est pas toujours vrai. En général, les
régions condensees proches du centromere, formées d’hétérochromatide, subissent

moins de recombinaison que 'euchromatide, qui est décondensé 8

L'utilisation de carte genetique tant a disparaitre, a cause de la disponibilité récente

des marqueurs microsatellites. Les cartés physiques sont d’autant plus précises.
3.2.2.2 Carte physique

" Le séquengage du génome du rat a permit d’'améliorer la précision de la
cartographie grace a la poésibilité d’évaluer la distance physique entre les génes'
et/ou marqueurs. Contrairement a la ca‘rte génétique, ou les distances sont
exprimées en cM, une carte physique exprime les distances entre 'marqueurs et/ou
genes en paire de bases (pb). Les distances génétiques sont une approximation de
la distance réelle physique mesurée en pb, ou I'on considére que 1 ¢cM équivaut a
environ 10° pb ou 1 Mb. Au cours du séquengage, de gros fragments
chrorhosomiques ont été assemblés un a cété de l'autre, pour donner ce qu’'on
appelle les supercontigs. A I'aide de ces structures, le positionnement des génes et
des marqueurs est plus réel et précis. On peut aligner la séquence d’'un marqueur,
par exemple, avec celle du contig a Jlaide du logiciel BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), disponible sur NCBI.
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3.2.2.3 Carte d’homologie

Au cours de I'évolution, de larges fragments d’ADN ont été conservé et
transmit entre les espéces. Grace aux séquengages -du génome humain, souris et

rat, 'évaluation du degré d’homologie entre ces espéces a été possible.

La carte d’homologie consiste a aligner un a cété de lautre des régions
chromosomiques homologues d’'espéces différentes, comme le rat, la souris et
humain. Etant donné que le séquéngage du génome humain et souris sont plus
avances, un plus grand nombre de génes ont été identifiés. La séquence du rat, par
.contre, présente enéore beaucoup de trous et de géenes mal définit. L'information
fournit par les régions homologues de I’hUmain et de la souris nous permet ainsi de
mieux évaluer les génes retrouvés dans notre région candidate chez le rat. A cause
du fort degré d’homologie entre ces trois espéces, il y a beaucoup de chance pour
qu’un géne isolé chez le rat se retrouve chez 'humain et la souris. Evidemment, un
géne qui a un effet sur la PA chez le rat n’a pas nécessairement le méme réle chez
Phumain.

De plus, 'utilisation de la carte d’homologie permet de faire le lien entre les données
obtenues chez le rat vers ’'humain, pour qui les recherches scientifiques sont faites.

Le rat n’est qu’'un modeéle animal pour étudier les maladies complexes des humains.

L'utilisation de souches congéniques sert ainsi a démontrer I'existence réelle d’un~
QTL pour la pression sanguine. La cartographie permet certainement de visualiser
jusqu’a quel point la région du QTL est grande et contient beaucoup de genes.
L'étape suivante est de diminuée cette région du chromosome entre 1 et 2 cM podr

faciliter l'identification des genes.

- 3.3 Cartographie pointue de la région

Dans la majorité des situations, la région du QTL définit par la construction
de souches congéniques est trés grande et peut ainsi contenir pIusieUrs centaines

de génes. De plus, il est possible qu’il y ait plus d'un QTL dans la région donnée.
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C’est pour cette raison qu’il est important de faire une « dissection genétique du
chromosome » a l'aide de sous-souches congéniques '%. Cette dissection consiste
a diminuer le nombre de géenes dans un intervalle définit par un QTL pour faciliter

leur identification.

Pour construire une sous-souche congénique (Figure 5a), on croisse un rat de la
souche congénigue originale homozygote (désignée CC), connue pour avoir un QTL
d'intérét, avec un rat de la souche receveuse hypertendue homozygote (désignee
RR). La génération F, (hétérozygote CR) est ensuite croisé en retour avec RR. Les
individus de la F,, avec de petits segments chevauchants la région du QTL d’intérét,
sont ensuite sélectionnés par génotypage pour étre croisées avec le contrdle RR.
Finalement, un croisement frére-sceur permet de fixer ce nouveau segment. Ainsi,
quatre croisements consécutifs de génération est necessaire pour diminuer -
suffisamment la région du QTL '**. En assumant qu’une génération de rat se forme
en 9 semaines, c’est-a-dire de I'accouplement a la naissance de la progeniture, une
sous-souche congénique s'établit dans environ 9 mois '>. A chaque fois qu'un
croisement a lieu, les événements de recornbinaisons de la méiose permettent de
produire une progéniture avec des régions chromosomiques de plus en plus courts.
La plus courte région de QTL identifiable a I'aide de lignees congéniques estde1a
2 cM, puisque la possibilité de recombinaison entre deux marqueurs trés rapprochés
est faible. Les recombinaisons sont détectées par génotypage a I'aide de marqueurs

polymorphiques densément distribués '’.

~Ainsi, a partir dune lignée congénique porteuse dun grand segment
chromosomique, on dérive plusieurs lignées sous-congéniques portant' des
segments partiellement chevauchants (Figure 5b). C’est en comparant la PA de
chaque sous-souche par rapport a la souche receveuse, qu'il sera possible de
déterminer quelle sous-souche a un effet sur la PA. En examinant les fragments de .
chromosome partager entre les sous-souches ayant un effet sur la pression de ceux
qui n'en ont pas, on peut déduire la nouvelle grandeur du QTL de la PA sur le

chromosome 4.
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Congénique Receveuse DS5

£ } Receveuse DSS

Diminution de lintervalle Diminution de fintervalle

contenant 1 QTL contenant 2 QTL
Figure 5. A Représentation schématique de la construction d'une sous-souche
congénique. B Cartographie des fragments de la région du QTL et leur effet. (Figure

modifiée de Montagutelli X . et al 2004 128 avec la permission de 'éditeur)

Pour bien produire des sous-souches dongéniques, deux facteurs doivent étre pris
en considération. Le premier concerne la densité des marqueurs chromosomiques
disponible dans la région d’intérét sur le chromosome. Idéalement les marqueurs
chromosomiques doivent étre espacés de 1 a 2 cM I'un de I'autre dans la région du

QTL de la PA. Le deuxieme est que le hasard doit faire en sorte qu’il y ait des
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enjambements entre deux marqueurs intimement lié dans la région critique du
chromosome. Statistiquement, un produit d’enjambement sur une distance de 1 cM
doit survenir approximativement a chaqué 100 produits de méiose. En terme
pratique, a chaque 200 rats, il y aura possiblement un rat avec un enjambement

~ pour une région chromosomique de 1 cM '™,

Idéalement, une sous-souche congénique doit contenir un QTL capable de diminuer
la PA et nayant gqu’un seul et unique gene possédant des alléles mutés.
Malheureusement, ceci n'a pas encore été reéalisé. Un des désavantages de
Putilisation de souches et de sous-souches congéniques, reste dans Phabilité a
obtenir des enjambements qui ne contiendrait qu'un - seul géne dintérét.
Dépendamment si lintervalle que délimite le QTL contient beaucoup ou peu de
genes et si la région est située sur un enjambement ou non, les enjambements entre
deux marqueurs vont dépendre de la fréquence d’échange et de la structure locale
du chromosome. '

Une fois que la région du QTL est réduite de 1 a 2 cM, des génes candidats inclut

dans le QTL peuvent étre identifier et étudier.

3.4 ldentification des génes

Bien gu'idéalement un QTL ne devrait contenir qu’'un géne, plusieurs génes
candidats sont retrouvés dans I'intervalle du QTL, a cause des limites qu’imposent la
construction du congénique. En effet, quand on a épuisé tous les recombinants
- disponibles, cette région du QTL ne peut pas étre rédUite davantage. Pour pouvoir
faire le trie entre ces génes et savoir lequel ou Iesquelé sont impliqués dans le

contrdle de la PA, plusieurs études sont faites.
3.4.1 Mutation

Pour qu’un gene soit considéré comme étant un géne candidat, il doit

posséder une ou plusieurs mutations capable de changer la PA chez lindividu-
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hypertendu. S'il n'y a pas de mutation significative dans le gene candidat, le géne

candidat lui-méme ne peut pas étre considérer comme étant un QTL de la PA.

Pour trouver cette mutation, on peut séquencer, chez le congénique et le contrdle
normotendu, chacun des génes inclut dans la région du QTL 2. Une modification
" dans la séquence codante va modifier la taille et/ou la conformation de la protéine,
affectant ainsi sa fonction. Une mutation dans la région non codante va plutot
changer le niveau d’expression du'géne. Il a été observé que les mutations situées
dans les régions non codantes étaient plus fréquemment responsables de traits
complexes, comme la PA, que les mutations dans les séquences codantes 129, 130
Toutefois, la détection et I'interprétation des conséguences de ces mutations sont
beaucoup plus difficiles, et pourraient étre responsables d’un ensemble de petits
changements d’expression de génes a travers le génome qui, au bout du compte,

crée une importante variation dans la pression sanguine.

La recherche d’'une mutation représente un défi majeur car il est essentiel, une fois

detectee, de pouvoir distinguer un simple polymorphisme d'une mutation causale.
- 3.4.2 Niveau d’expression

Aprés avoir détecter une mutation, il faut savoir si cette mutation va affecter
le niveau d’expression du géne (ou gene expression profiling) qui I'a contient. Trois
principales méthodes sont utilisées : 'immunobuvardage Northern, le PCR en temps

réel et les micropuces d’ADN.

Limmunobuvardage Northern et le PCR en temps réel permettént de quantifier la
présence d'/ARNm transcrit par un géne. Le PCR en temps réel est plus sensible car
il peut détecter des niveaux d’expression plus faible. Dans les deux cas, 'ARN va
étre détecté par une sonde. Contrairement aux méthodés conventionnelles qui-
étudient un gene a la fois, les micropuces d’ADN peuvent détecter le niveau
d'expression de milliers de génes simultanement. Cette métl;wde a déja fait ses
preuves avec le glutathione S-transférase, situé dans la région du Q7L de la PA du

chromosome 2, ce géne est différentiellement exprimé entre deux souches de rats
131 :

Les ‘études sur le niveau d'expression des génes sont trés révélateur, mais ne

suffissent pas pour prouver I'effet de la mutation sur la pathogenése.
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3.4.3 Essais in vivo

L'utilisation des essais in vivo est nécessaire parce qu'ils constituent une
preuve finale de I'effet d’'une mutation d’'un géne dans une Arnvaladie. Parmi les
'méthodes les plus couramment employées, il y a la production danimaux
transgéniques, d’animaux knock-out et I'utilisation d’ARNs d’interférence.

La trangenése peut étre utiliser pour tester les fonctions d'un géne, pour tester un
phénotype encoder par un segment de 'ADN ''® et pour trouver les organes ol sont
exprimeés le géne. La méthode se fait comme suit : le géne candidat, ou transgéne,
est introduit via un vecteur (BAC) dans le pronucléus d’'un ovule fertilisé, qui est pér
la suite implanté dans I'appareil reproducteur d'une rate femelle. Le génome des
descendants sera scruté pour voir si le transgéner s’est intégré dans le génome. Le
site "d’insertion dU transgene est trés important. S’il s’'insert dans une région
silencieuse du chromosome, I'expression peut étre complétement supprimée. Par
contre, s'il s'insert prés d’un site d’'amplification (enhancer), le patron d’expression
sera erroné. L'intégration dans un autre géne peut linactiver ou causer des

13

phénotypes inattendus '*2. . L'utilisation d'un transgéne antisens qui réprime

~

I'expression d’'un gene peut également se faire. Une équipe allemande a réussi a

m/

inhiber le systeme rénine-angiotensine dans le cerveau de rats transgéniques

l'aide d’un transgéne antisens '*,

Un animal knock-out est un animal dans lequel on a introduit spécifiquement une
modification dans la_structure codante du gene ou dans ses éléments régulateurs,
afin d'inhiber ou modifier le fonctionnement du géne dans I'organisme étudier. Cette
perte de fonctions ou ces modifications génétiques permettent d’étudier les fonétions
d’'un gene et de ses éléments régulateu‘rs. Malheureusement la perte de fonction
entraine parfois la mort de Pembryon. La technique consiste & remplacer un
endogéne par le transgene grace a la recombinaison homologue dans des cellules
embryonnaires. Les cellules sont ensuite introduites dans des blastocytes d’'une rate
femelle. Les rats chimeres résultants de cette portée seront croisés et étudiés pour
voir la transmission du transgéne. Par contre, la meéthode n'est pas encore

disponible pour le rat, a cause de la difficulté a produire des cellules embryonnaires
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de rat "2, Quoiqu'il en soit, le géne de la souris homologue au géne candidat pour la
PA, peut étre identifié et une mutation spécifique peut y étre introduit pour I'étude de
knock-out dans les cellules embryonnaires ''°. De plus, de nouvelles approches
techniques sont en voit de développement pour ['utilisation d’autres types de cellules

autres que embryonnaires.

Une autre méthode est I'utilisation d’ARNs d’interférence (ou siRNA pour small
interference RNA), trés utile pour arréter I'expression d'un géne dans des cultures

cellulaires in vitro, mais aussi in vivo dans la souris et le rat '°.

Toutes ces techniques peuvent étre utilisées de concert pour prouver qu’un géne
candidat retrouvé dans 'un QTL de la PA est véritablement impliqué dans le
phénotype de la maladie ou non. Lorsque I'identification des génes responsables de
Phypertension essentielle est complétée, des études au niveau de la protéine seront
envisagees. |
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4- CHROMOSOME 17 ET 16 DE Rattus norvegicus

4.1 Chromosome 17

Le chromosome 17 de Rattus norvegicus posséde 97 296 363 pbs (Figure 6),
et plus de 711 genes (http://www.ensembl.org/Rattus_ norvegicus/). Il posseéde des
régions homologues avec les segments des chromosomes 1, 5, 6, 7, 9 et 10 de
I’'Homo sapiens (Figure 7 A) et avec les segments des chromosomes 2, 13 et 18 de
Mus musculus (Figure 7 B).

13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011
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Figure 6. Caryotype de Rattus norvegicus. Chromosome 17.

(Figure prise de Ensembl gene : http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/)
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Rattus norvegicus chromosome 17 Rattus norvegicus chromosome 17
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Figure 7. A Régions homologues du chromosome 17 de Rattus norvegicus avec
Homo sapiens. B Régions homologues du chromosome 17 de Rattus norvegicus

avec Mus musculus. (Figure de Ensembl gene :http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus)

4.1.1 Etudes précédentes

En 1994, Deng A. Y. et al. '™ ont croisé plusieurs souches de rats
‘hypertendus pour générer des populations F,, pour 'analyse de liaison génétique
sur le génome entier, afin de trouver des QTLs impliqués dans le contrble de la PA.
Ces populations suivaient une diéte de 8% NaCl pendants 9 semaines. A l'aide du
programme Mapmaker/QTL, ils ont localisé un QTL avec un LOD score maximal de
2.90 sur le chromosome 17, résultants du croisement DSS et LEW (Figure 8). Ce
résultat suggére donc la présence possible du QTL, mais ne représente pas un LOD

score significatif.

Plus tard en 1998, 'équipe de Garrett M. R. et al. '® a reproduit le travail de Deng et
al, mais juste avec une population F, provenant de rats DSS et de rats LEW. En
tout, 406 marqueurs microsatelltes étendus sur 1757 cM de régions
chromosomiques étaient espacés d’environ 4,3 cM/marqueur. L’étude démontrait un
LOD score sur le chromosome 17 d’approximativement 2.5 (Figure 9 A). Etant

donné que les résultats n’étaient pas significativement concluants, ils ont entrepris
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de mesurer la PA des souches congéniques qu’ils avaient. Pour chaque souche
congeénique, les résultats espérés étaient une diminution de la PA au niveau de la
région du QTL retrouvé initialement par analyse génétique. C’était le cas pour les
chromosomes 1, 5 et 10, mais pas pour le chromosome 17, pour lequel aucun effet

de la pression n’a été détecté (Figure 9 B).

17
X F
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Figure 8. Résultats d’aprés Deng Y. A. et al., publiés en 1994 '*. |dentification d'un

QTL pour la PA sur le chromosome 17 par analyse de liaison génétique. Les chiffres a
la gauche de la ligne indiquent les distances génétiques en centimorgan; le triangle indique la position
du QTL avec le maximum de LOD score; la ligne épaisse indique une unité + 1 LOD et la ligne une
unité de +2 LOD. (Figure prise dans Deng A. Y. et al. 1994 134),
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Figure 9. Résultats d’aprés Garrett M. R. et al., publiés en 1998 . A Identification

d'un QTL pour la PA sur le chromosome 17 par analyse de liaison génétique. Les
chiffres du haut indique les valeurs de LOD scores; la ligne pointillée indique la valeur minimale de LOC
score pour avoir une liaison suggestive; la ligne épaisse représente la région LEW intégré dans une

génotype DSS d’une souche congénique. B Valeurs de la PAM pour DSS (ou S) et le

congénique. 0.43 indique la valeur de la probabilité par le t-test. (Figure prise dans Garrett M.
R. etal. 1998'%).

Le signal obtenu par analyse de liaison génétique sur le chromosome 17 semble
donc étre un faux positif. Toutefois, il est possible que cette souche congénique
(entre D17Mco3 et D17Mit5) ne recouvrait pas une assez grande région du
chromosome 17, a cause du nombre limité de marqueurs disponible a I'époque. Le
QTL était peut étre présent mais pas dans le congénique en question. La méthode
employée pour mesurer la PA était le tail cuff, une méthode moins fiable que la
télémétrie. De plus, un article de Yagil C et al. 1385 avec des rats Sabra salt-sensitive,
a localisé une région du QTL significative (avec un LOD score de 3.66) sur le
chromosome 17 qui chevauche la région du QTL suggéré par Garrett. A partir de I3,

de nouvelles souches congéniques devaient étre fait.
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En 2005, Grondin et al. '* ont obtenue des résultats positifs pour la PA avec de
nouvelles souches co'ngéniques issues du croisement DSS et LEW. Cing lignées
congéniques, désignées C17S.L1 & C17S.L5, ont permit de délimiter une région du
QTL de la PA pour le chromosome 17 (Figure 10); Etant donnée que les résultats de
la PA pour les congéniques C17S.L1 et C17S.L2 étaient plus faibles que celles du
rat contréle DSS, et que ceux de C17S.L3, C17S.L4 et C17S.L5 étaient inchangés.,
la région du QTL a été délimitée entre les marqueurs D17Rat97 et D17Rat15. Cette
région mesure 34,8 Mb. '
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Figure 10. Résultats d’aprés Grondin M. et al., publiés en 2005 . Carte génétique

et physique de l'intervaile du QTL de I'hypertension pour le chromosome 17 du rat

Dahl salt-sensitive. « Ref. 12 » fait référence a la région du QTL délimitée par Garret M. R. et al.
(Figure prise de Grondin M. 2005 1%6)
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4.2 Chromosome 16

Le chromosome 16 de Rattus norvegicus possede 90 238 779 pbs (Figure
11) et plus de 657 génes (http://www.ensembl.org/Rattus_ norvegicus/). Il posséde
des régions homologues avec les segments des chromosomes 3, 4, 8, 10, 13 et 19

de ’'Homo sapiens (Figure 12 A) et avec les segments des chromosomes 8 et 14 de

EEEEERT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

NEECEEREED

12 13 14 15 |16 17 18 19 20 x MT

Mus musculus (Figure 12 B).

Figure 11. Caryotype de Rattus norvegicus. Chromosome 16.

(Figure prise de Ensembl gene : http.//www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/)
4.2.1 Etudes précédentes

L 1% ont

Les résultats obtenus par la méme équipe de Garrett M. R. et a
démontré qu'il existait une évidence significativement suggestive pour un Q7L de la
PA sur le chromosome 16. La valeur du LOD score sur ce chromosome se situait

autour de 2.3 (Figure 13). Ce résultat suggérait la présence d'un QTL.
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Rattus norvegicus chromosome 16

Rattus norvegicus chromosome 16
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Figure 12. A Régions homologues du chromosome 16 de Rattus norvegicus avec
Homo sapiens. B Régions homologues du chromosome 16 de Rattus norvegicus

avec Mus musculus. (Figure de Ensembl gene :http://www.ensembl.org/Raltus_norvegicus)
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Figure 13. Résultats d’aprés Garrett M. R. et al., publiés en 1998 '®. [dentification

d’'un QTL pour la PA sur le chromosome 16 par analyse de liaison génétique. Les

chiffres du haut indique les valeurs de LOD scores; la ligne pointillée indique la valeur minimale de LOC

score pour avoir une liaison suggestive. (Figure pnse dans Garrett M. R. et al. 1998 ’09).
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Toutefois, trois ans plus t6t avec Schork N. J. et al. 37 des études de biométrie et de
techniques de génétiques moléculaires ont démontré que le chromosome 16 avait
de forte chance de posséder un QTL. La valeur de LOD score qu’ils ont obtenu
étaient de 4.3.

A partie de souches congéniques pour le chromosome 16, Moujahidine M. et al.'®.

' ont délimité une région du QTL positive pour la PA entre les marqueurs

D16Chm66 et D16Chm36, mesurant 2,16 Mb (Figure 14).
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L'objectif principal de ces travaux est de déterminer si les chromosomes 17
et 16 du rat DSS contient un ou plusieurs QTLs de la PA. Si c'est le cas, il faut les
isoler et déeterminer quel(s) géne(s), contenu(s) dans ces QTLs est responsable de

la variation de la PA observée chez les hypertendus.

Comme il a été mentionné précédemment (section 4.1), des études d’'analyses de
liaison génétique ont permit de détecter un Q7L de la PA sur le chromosome 17 et
16 du rat DSS. Ces résultats ont été confirmés par la production de lignées
congéniques et ont permit de cartographier une grande région du QTL du
chrofnosome 17 de 34,8 Mb et du chromosome 16 de 2,16 Mb.

A r'aide des résultats déja obtenus, I'objectif de mon projet est de diminuer la région
du QTL de la PA sur le chromosome 17 et 16 de 1 4 2 cM. Des sous-souches
congéniques constituées de substitutions chromosomiques de plus en plus petites
doivent étre produites. Si les lignées sous-congéniques ont une PA significativement
plus basse que celle du rat contréle DSS, alors il y a un QTL. De plus, de nouveaux
marqueurs microsatellites polymorphes du chromosome 17 et 16 me permettent de
cibler plus précisément la région du QT7L. Par la suite, il faut identifier les génes
candidats inclus dans cette région du Q7L de la PA sur les chromosomes 17 et 16.
Un autre objectif est de produire des alléles hétérozygotes pour ces deux régions de
QTL pour étudier leurs réles fonctionnels et leurs bases génétiques sur la PA. Ainsi,
on peut étudier les fonctions de chaque QTL tout en maintenant le reste du génome

en uniformité.

L'identification d'un QTL pour la PA chez le rat permet de mieux comprendre
I'hypertension chez ['humain. L'objectif de notre recherche est de tenter
d'approfondir les connaissances que nous avons sur I'hypentension chez le rat DSS.
Une extrapolation du savoir du rat vers I'humain nous permettrait ainsi de

développer des traitements mieux ciblés pour les patients souffrant d’hypertension.
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5- MESURE DE LA PRESSION ARTERIELLE

5.1 Animal

Les lignées de rats SS/Jr utilisée pour construire des souches congéniques
et des sous-souches proviennent du Dr. John P. Rapp et sont désignées ici DSS. La
lignée Lewis LEW/CrIBR, désignée ici LEW, a été achetée de Charles Rivers
(Lasalle, Québec, Canada). Pour s’assurer que la souche DSS et la souche LEW ne
soient pas génétiquement contaminées, un strict et rigoureux test de contrble de
qualité a été fait. En tout, 88 marqueurs espacés d’environ 10 a 15 cM, répandus sur
tout le génome du rat ont été utilisés pour étre génotypé a chaque troisiemes
générations, en partant de la cinquiéme. A chaque génération, au moins un
marqueur choisit au hasard pour chaque chromosome est génotypé. Chaque
échantillon d’ADN de rat DSS testé, par exemple, est comparé a 'ADN du rat DSS
standard provenant des travaux initiaux. Le génotypage des marqueurs élimine les
possibilités d'erreurs. De plus, pour éliminer les erreurs de croisements pouvant
conduire a une contamination, une stratégie d’étiquetage (Tag) des rats sur la peau
permet de les identifier dés la naissance '*°. Tous les protocoles de manipulations et
de maintenances des animaux sont approuvés par notre comité institutionnel sur les

animaux, ainsi que par les réglements provinciaux et fédéraux.

5.2 Souche congénique et sous-souche

Les souches et sous-souches sont désignées par un « C » pour congénique,
suivit d'un chiffre qui représente le chromosome, des lettres « S.L » pour le
croisement DSS et LEW, puis d’'un chiffre pour l'identifier. Ainsi, pour le chromosome
17 ont obtient les souches C17S.L1, C17S.L2, C17S.L3, C17S.L4 et C17S.L5, et
pour le chromosome 16 ont a C16S.L1, C16S.L2, C6S.L3 et C16S.L4.
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La construction de congénique est la méme qu’expliquée précédemment dans la
partie 3.2.1. Dans les lignées congéniques pour le chromosome 17, tout I'arriére-
plan génétique du rat est sensible au sel (DSS), alors qu'une petite portion du
chromosome 17 est normotendue (LEW). C’est la méme chose pour le chromosome
16, tout I'arriére-plan génétique du rat est sensible su sel (DSS), sauf pour une petite

région du chromosome 16 qui est normotendue (LEW).

5.3 Marqueurs microsatellites polymorphes

La délimitation d'une sous-souche congénique se fait a I'aide de marqueurs
microsatellites polymorphes. Plusieurs marqueurs existent déja et sont disponible
sur Internet, alors que pour d’autres, nous devons les chercher. Peu importe le
chromosome, le principe est le méme. A partir d’'un contig dans lequel la délimitation
doit se faire, on recherche des répétitions de di-, tri-, ou tétranucléotides
caractéristiques des microsatellites. Cette recherche se fait automatiquement a l'aide
d'un programme informatique disponible au laboratoire. Il suffit de rentrer la
séquence nucléotidique du contig, et le programme nous donne une liste des
répétitions ainsi que de leur position. Toutefois, il arrive que des répétitions ne soient
pas détectées parce qu'elles ne répondent pas aux paramétres du programme
informatique. Lorsque c'est le cas et que la liste des répétitions est épuisée, la
recherche peut se faire selon I'ancienne méthode, qui consiste a imprimer la
séquence nucléotidique du contig, puis de chercher page par page les
microsatellites. Selon le guide de Ila nomenclature pour le rat
(http://rgnc.gen.gu.se/Brief.html), lorsqu’un marqueur est trouvé, on le désigne par la
lettre « D », suivit du chromosome et de linstitut (Chm pour CHUM ou Centre
hospitalier de I'Université de Montréal) ou il a été trouvé. Un marqueur du
chromosome 17 et 16 se nomme donc avec le préfixe D17Chm et D16Chm,

respectivement.

Les amorces d’amplification qui bornent le microsatellite trouvé au laboratoire, sont
détectées par le logiciel Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). Ce logiciel détermine les
meilleures séquences nucléotidiques a utiliser pour amplifier un fragment d’ADN

d’intérét. Les marqueurs sont commandés des compagnies comme Alpha DNA et
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Invitrogen. Pour tester le polymorphisme de ces marqueurs et sélectionner ceux qui
mesurent environ 250 pb et moins, les amorces sont amplifiés par PCR avec des
échantillons dADN DSS et LEW témoins. Pour savoir & quelle température les
bandes sont plus visibles, I'amplification par PCR se fait a trois températures
différentes, 50°C, 55°C et 60°C. La réaction de PCR obtenue est migrée par
électrophorése pendant 1 & 2 heures sur un gel d'agarose 4% coloré de bromure

d’éthidium. Une photo est prise pour voir les bandes d’ADN sous lampe UV.

L'ADN utilisé pour le génotypage est extrait d'une biopsie de la pointe de la queue
en utilisant un Qiagen Genome kif® (Missisauga, Ontario, Canada). Les conditions
des cycles de PCR utilisés sont : 1 cycle de 95°C pour 5 minutes, 30 cycles de 94°C
pour 40 secondes, 50°55°60°C pour 40 secondes, 72°C pour 1,5 minutes et un
cycle de 72°C pour 5 minutes.

5.4 Télémétrie

La mesure de la PA se fait par télémétrie comme dans les études
précédentes '°% 136138139 | a5 couples de rats DSS et congéniques sont croisés en
méme temps dans les mémes conditions. Seuls les rats males agés de 21 jours sont
sélectionnés pour le sevrage et sont maintenus sur une diéte faible en sel de 0,2%
NaCl (Harlan Teklad 7034). A partir de 35 jours d'age et jusqu'a la fin de
I'expérience, ils sont nourrit par une diéte riche en sel de 2% NaCl (Harlan Teklad
94217).

Les sondes de téléemétrie (modéle PA-D70 de Data Sciences International) sont
implantées dans lartére fémorale lorsque les rats ont 56 jours, c'est-a-dire 3
semaines aprés le début de la diéte riche en sel. A ce stade, les rats pésent entre
205 et 320 g. La chirurgie se fait par anesthésie avec inhalation de 4% d'isoflurane
pendant 3 minutes et maintenue avec 1 a 2% d'isoflurane. Le cathéter de I'implant
contient le gel biocompatible situé au bout et le fluide non compressible qui relie le
bout et le senseur de pression ensemble. Le cathéter atteint aorte abdominale et
est retenu et fixé par des sutures au vaisseau sanguin. Le corps de I'implant qui

contient le senseur de pression, e module électronique et la batterie, est fixé au
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muscle de la cavité abdominale. Aprés la chirurgie, les rats ont 10 jours de
convalescence avant que la PA soit lue. La diéte riche en sel continue et est
complémentée par de l'analgésique buprenorphine a 0,5% mg/kg. Le systéeme
d'implant télémétrique provient de Data Sciences Inc. (St. Paul, MN). Chaque sonde
de télémétrie est calibrée avant et nettoyée avant chaque usage, selon les
instructions du fabricant.

Les résultats de la télémétrie sont la PAS, la PAD et la PAM. Etant donné que la
PAS et la PAD sont constants avec les valeurs de PAM, seulement la PAM est
montré. La lecture de la PA se fait a chaque 2 minutes durant la période de mesure.
Ensuite, 'ensemble de ces résultats est regroupé pour faire une moyenne sur 24
heures qui apparait comme un point sur le graphique. Les PA de toutes les souches
sont mesurées au méme moment, a au moins a deux moments différents,_ pour

exclure les influences des variations saisonniéres sur les mesures.

5.5 Analyse statistique

Pour comparer la PA entre une souche congénique et une souche contréle
DSS, l'analyse de variance de mesures répétées ANOVA, suivit du test de Dunnett,
est fait a 'aide du programme SYSTAT 9 (SPSS Sci, Chicago, IL). Cette analyse
permet de déterminer |a différence ou I'absence de composantes de la PA entre une
souche congénique et une souche DSS. La correction de Dunnett tient compte des
comparaisons de plusieurs groupes et de la grandeur des groupes qui sont

comparés.

Si la région du congénique est un QTL pour la PA, alors la PA de cette lignee
congeénique est significativement plus faible par rapport au témoin DSS. La lignée
congénique est dite « positive » pour contenir un QTL. Par contre, si aucune
différence significative de PA n’est observée entre les deux lignées, alors la souche
congénique est dite « négative » pour contenir un QTL. En examinant les fragments
de chromosome partager entre les sous-souches ayant un effet sur la pression de
ceux qui n'en ont pas, on peut déduire la nouvelle grandeur du QTL de la PA sur le

chromosome '"*.
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5.6 QTL hétérozygote

Pour avoir des QTLs hétérozygotes, un male d'une souche congénique
connu pour avoir un QTL de la PA est croisé avec une femelle DSS pour produire
une progéniture F,. Etant donné que tous les QTLs étudiés sont localisés sur des
chromosomes autres que X et Y, un croisement réciproque entre une femelle de la
méme souche congénique et un méle DSS est fait. Les PA des méles hétérozygotes

de la F; provenant des deux croisements sont mesurées.



CHAPITRE IV

‘ RESULTATS



66

6- PRESSION ARTERIELLE DES CONGENIQUES

6.1 Lignées congéniques
6.1.1 Chromosome 17

Dans I'étude précédente portant sur le chromosome 17, la construction des
souches C17S.L1 a C17S.L5 avait permit d'identifier une région du QTL de la PA
entre les marqueurs D17Rat15 et D17Rat97. Ce QTL mesurait 34,8 Mb '*. Depuis
ce temps, cing nouvelles souches congéniques ont été construites (Figure 15) dans
la méme région que les souches précédentes, pour essayer de réduire la région que
couvre ce méme QTL. La souche C17S.L6 se situe entre les marqueurs D17Mgh5 et
D17Chm14. Les sous-souches C17S.L8 et C17S.L11 dérivent de la souche
C17S.L7. C17S.L8 e situe entre D17Chm75 et D17Rat34, C17S.L11 se situe entre
D17Chm75 et D17Chm70, et C17S.L7 se situe entre D17Got50 et D17Rat34. La
sous-souche C17S.L2 se situe entre D17Rat83 et D17Chm14.

Sur la figure 15, chaque région congénique est représentée par une bande noire,
entourée de bandes hachurées pour les régions d’ambiguité. La longueur de la
bande représente la grandeur de la région congénique et est délimitée par les
marqueurs microsatellites polymorphes. Les posi'tions des marqueurs sur la carte .
physique sont obtenues par un blast de leur séquence sur la base de données du
génome du rat (http://www.ncbi.nim.nih. gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen. cgi?
taxid =10116). Les marqueurs D17Chm ont été découverts au laboratoire (Tableau
i, aiors que les marqueurs D17Rat, D17Got, D17Mgh, D17Mit, D17Mco, D17Uia,
D17Wox et autres proviennent de base de données sur Internet (Tableau 1V). Le
polymorphisme de ces marqueurs entre les souches DSS et LEW est représenté par
le signe plus grand ou plus petit. En plus de ces informations, on retrouve aussi les

contig et leur grandeur et les valeurs de PA pour chaque souche sur la figure 15.
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De plus, les nouveaux marqueurs microsatellites permettent de corriger la region
congénique de souche déja existante comme C17S.L5, qui mesufait initialement
7,14 Mb (entre D17Rat97 et D17Chm14) et qui mesure maintenant 8,94 Mb (entre
D17Chm93 et D17Mit5). Cette souche congénique est considérée comme étant
négative pour contenir un QTL. Etant donné qu'elle couvre maintenant une plus

grande region du chromosome, la région du Q7L qu’elle délimite devient plus petite.
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L errgre

160 Mb

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande blanche
représente un fragment chromosomique provenant de /a souche DSS. Une bande hachurée aux extrémités des
bandes noires indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. Une bande grise représente une souche
congénique pour laquelle les valeurs de la PA ne sont pas obtenues encore. Le reste du chromosome 17 et le reste
du genome entier de chaque souche congénique sont homozygotes DSS/DSS. Les lignées congéniques
représentées sont DSS.LEW-D17Rat83/D17Chm14 (C175.L2), S.LEW-D17Chm93/D17Mits (C175.L5), S.LEW-
D17Mgh5/D17Chm14 (C175.L6), S.LEW-D17Got50/D17Rat34 (C175.L7), S.LEW-D17Chm75/D17Rat34 (C175.L8)
et 5.LEW-D17Chm75/D17Chm70 (C175.L11). A la droite, il y a les contig avec les positions des marqueurs en Mb,
méga base. Les régions couvenrtes par 'apostrophe représentent le C17QTL1 et C17QTL2. Les valeurs de PAM, du
nombre de rats « n » testés, de la différence entre les valeurs de PAM entre DSS et les congéniques et la valeurs de
ANOVA+Dunnett sont présentés sous la cante. « ? » indique que les valeurs de PA pour C175.L11 sont encore
inconnues. QTL pour quantitative trait loci, Mb pour méga base.
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Tableau lll. Marqueurs microsatellites polymorphes D17Chm entre DSS et LEW

pour le chromosome 17.

Marqueur Poids Contig Position ;CR Polym Séquence des amorces

du rat (pb) (°C) F (5 >3) R(5'>3)

D17Chm2 221 NW_047494 339,936 50 S>L  gagcaggaactggtctcattg tgccatgacattggctaaaa
D17Chm5 230 NW_047495 1,076,666 60 S<L  aagttctgggatagcctgag cagctctgtggtigtttctg
D17Chm9 196 NW_047494 1,165,982 55 S>L cagatggtcaatgtgacagga  cctctgactictggectaca
D17Chm14 199 NW_047492 33,523,935 60 S<L gcagatcaggcagggagtta caggaggcagaagcatttgt
D17Chm17 198 NW_047492 20,103,808 60 S<L gtatcagagccecttgettgg cattacaccgctttctgcac
D17Chm19 193 NW_047492 2,274,796 60 S<L tagtgcccagceaattgtgte gccatetgttgtgtgttget
D17Chm26 241 NW_047492 17,842,593 50 S<L . ggtcaacgatgcaaaagaca  aaggtggtggattacctigg
D17Chm34 191 NW_047492 5,173,259 45 S<L  tggtcactatctgegtgtce ggcaagctgggtgcttaata
D17Chm54 481 NW_047491 15,276,572 60 S<L ctgaaaaccggagagcetgag — gatggaactgtggaacagca
D17Chm55 393 NW_047491 15,252,889 55 S<L cagcagcccatcactgtaaa aaagtttggtccccagtgtg
D17Chmé2 280 NW_047491 4,806,549 60 S>L . tgttaggctgtgatitcaatgg gccagggctacacaaagaaa
D17Chmé6 220 NW_‘047491 6,406,679 55 S<L cctgeccaaggetagetgagt ggtcaaggtcaatgctgagag
D17Chm67 250 NW_047491 6,520,159 50 S<L  gccaggetggactacagagt tttccccateattcteticg
D17Chm68 206  NW_047492 23,807,656 60 S>L  actgaccctgggacatcaag cagcctectggtgttcgtat
D17Chm70 217 NW_047492 25,629,685 55-60 S<L tcccgtaggaaacagcattc aaagcaagaaccaggacagc
D17Chm71 239 NW_047492 26,141,111 60 S<L ggctagttgatcctectttgg gaatggggaggaggaagcta
D17Chm72 244 NW_047492 24,956,304 60 S<L cccagtcctgaattctetect gggttttgaggtggfggtta
D17Chm75 184 NW_047492 24,182,235 60 S<L  aggccaccataccatctitg ggcagagtcacatttgcgta
D17Chm77 246 NW_047492 25,581,901 55-60 S>L gtgaacacatgcatgcagaa cacacagggacgtgcatcta
D17Chm80 245 NW_047492 23,110,733 55-60 S<L  ttgggtgctcactggctaat cccticctcetetetecacct
D17Chm82 232 NW_047492 25,467,320 60 S<L  gatcattgcgagatccaggt tcacttagggagtggetgcet
D17Chm85 242 NW_047492 25,390,441 50 S>L ccatagtgttggcatttggtc gggaccagcccctgtatatt
D17Chm86 249 NW_047492 25,422,491 60 S>L  actgetgceteticcagggta agccatctctccageccta
D17Chm89 233 NW_047492 25,448,101 50 S<L  tittggggatgctcttatge gcaggttcaaggtcagccta
D17Chm83 222 NW_047492 25,440,961 557 S>L  ctgectgecacttacageta aagtttcaggacagccaagg
D17Chm86 213  NW_047495 835,775 60 S>L ggaaactcttaccacagccaag ggcttgagaagaggggaact
D17Chm98 234 NW_047496 2,262,121 55-60 S>L  gcctaggcacataggtgagtg — tttccagactcccaaacage

T pour température, pb pour paires de bases, polym pour polymorphisme, F pour forward, R pour reverse, S pour

Dabhl salt-sensitive, L pour LEW.
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Tableau IV. Marqueurs microsatellites polymorphes D17Rat, D17Got, D17Mgh,
D17Mit, D17Mco, D17Uia, D17Wox et autres entre DSS‘ et LEW pour le

chromosome 17.

Marqueur  Poids Contig Position T.PCR Polym Séquence des amorces
du rat (pb) (C) ' F(5'>3) R(5'>3)
D17Rat15 133 NW_047491 12,043,980 S>L cggggagtgtgafgtatgtg gacaatcaactgtcacccga
D17Rat16 154 NW_047491 15344541 50-55-60 S<L ctcetgaaagttgecctetg tccatggatgggaactgtg
D17Rat34 175 NW_047492 26,550,215 '50-55 S<L tgcagtictcctaaaagtct tictcccaggagcettgagtt
D17Rat36 184 NW_047492 28,005,804 50 S>L  aftgccttgctactcggtgt agccaatgtggatgcatgta
D17Rat51 143 NW_047497 1,831,506 50-565-60 S<L tcccaétggtcaatccattt acatgcagacagaacattcct
D17Rat65 226 NW_047496 9,359,859 50-55-60 S>L  gggtaaggacaaggttcctga  tgccagtcttitcaatgtgg
D17Rat83 132 NW_047491 7,323,281 55 SsL tggcaagcactttgattcac caatcatgaaaacaaatcacacaa
D17Rat84 138 NW_047491 3,919,875 50-55 S<L ccaatccbaagtctccagag tcgtcageccagactccctat
D17Rat87 149 Chr7 , 50-55 S>L' cctittccacttactctgatetica gagatggtcttcactcaacagg
D17Rat97 234 NW_047492 26,383,201 50-55 S<L gagccctctctgeaticate tcggccaaaggtacaataag
D17Rat116 155 NW_04749i 4,762,867 55 S<L tcagttaatcaggcéttgcg attcacatgagcaaaacccc
D17Rat124 148. NW_047492 25,312,333 55 - S<L gccagactgtgtetgtgete tgtictgaatgatgettggcet
D17Rat162 200 NW_047491 12,320,089 55-60 SsL acataatgggcattctitcttaaca ccaggttctgggcetgticta

' D17Rat181 170 NW_047491 12,573,341 50 S<L  ttcaaggacacaactgaggg gaagacccatttagatccec
D17Got37 111 NW_047491 9,891,456 55,60 S<L ctetggettccacaggea agagagaggagagagagcatgtg
D17Got38 94 NW_047491 9,252,653 45,550,565 SsL gtcaccagagtgggtatge taaatgicaataaagataggaagt
D17Got39 152 NW_047491 9,772,223 60 SsL aaatgattggtctgggctactg tgagggatggaattataggetg
D17Got42' 245 NW_047491 7,725,136  50,55,60 S>L_ tgcectetgttagcaceg ctcgatctagatitgctatcccaa
D17Got47 177 NW_047491 16,506,414 50,55,60 S<L  ttaaatggatggggactitca cacccaacatagacatatgcatc
D17Got50 212 NW_047491 16,564,021 50,55,60 S>L  ctgcaccaggcatatggaa tcagtacttgaggattgacactcg
D17Got114 108 NW_047491 11,401,594 55 S>L  tagggaaagacggacctgttg aaatttttgcaaagagctggag
D17Mgh5 122  NW_047492 12,446,807 55 S<L atggagtgtggactgaaaatty  caccatggtacaaccccag
D17Mit2 127  NW_047491 12,669,858 50-55 S>L  tigtgciccacagaatactt atacccatgctcccacacat
D17Mit3 200 No Blast 55-60 ) S>L  taaggtccctccagactcca tgggcagagaacagcagtc
D17Mit5 266 NW_047494 217,308 50 S>L ccettggtitattitgee tcctcgtgciggaagtag
D17Mco1 155  NW_047491 3,596,358 55-60 S>L  tgtggtaaggtgtcatacgtgc tcgaagaccccaaatcccca
D17Mco2 272 NW_047491 10,441,458 50 S>L  tcactctgaggaagtacg ccttggagttcattgac
D17Mco3 259 NW_047492 23,631,034 50 S<L  ggggagacatagtattgg agatgaaggaggcaccgt
D17Mco11 155  NW_047492 13,904,946 50 S>L  cctgtaatggcatttaag tccagcgattcatecctt
D17Uia3 - 132 NW_047491 2,568,801 50-55 S>L  ggacctacaagctggattca cctcaaccttatttcctttgtg
D17Wox7 185 NW_047496 4,448,555 50 ’ SsL caagggagtaggtgtgccta tgcatcagtgcttaictgtgg
D17Wox9 108 NW_047492 19,242,265 55 SsL gccagcctgatatacaaagtg ctictaaatctgtgagtgtgg
Chrm3 155 No Séq 55 S<L gacactgggatgagtagaca gggggaaaaagagaagagat
Agtria 274  No Séq 50 SsL gtatcagagtgattctggetcc ccitctagtitacacgttge .
ETI (Edn1) 194 No Séq 55 S>L  tgcagggtgattacacac gaagagtccttticctagetg
PRL 230 NW_047491 19,026,811 50 S<L cacccicttatggaatgtgtgg gcettgtgacctttagttttgge
G45205 131 NW_047491 - 3,044,184 50,55,60 S<L caatgaggactggaggaaa gctttccagctettgtitetg

T pour température, pb pour paires de bases, polym pour polymorphisme, F pour forward, R pour reverse, S pour

Dahl salt-sensitive, L pour LEW.
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6.1.2 Chromosome 16

Dans 'étude précédente sur le chromosome 16 '*, les souches congéniques
C16S.L1, C16S.L3 et C16S.L4 ont permit de délimiter une région du QTL de 2,19
Mb, situé entre les marqueurs D16Chm36 et D16Chm66. Depuis, trois nouvelles
sous-souches congéniques C16S.L5, C16S.L6 et C16S.L7 ont été construites, plus
deux autres dont les noms n’ont pas encore été attribués (Figure 16). Les sous-
souches C16S.L5, C16S.L6 et C16S.L7 dérivent de la souche C16S.L1 et se situent
respectivement entre les marqueurs D16Rat,\112 et D16Got3, D16Chm70 et
D16Got3, D16Rat112 et D16Chm66 et finalement, D16Rat112 et D16Mit2. La
souche C16S.L4 se situe entre les marqueurs D16Rat112 et D16Chm36, alors que
la souche C16S.L3 se situe entre les marqueurs D16Chm66 et D16Rat38.

En général, I'organisation de la carte physique du chromosome 16 et le processus
pour trouver les marqueurs sont les mémes que pour le chromosome 17. Les
marqueurs D16Chm ont été découverts au laboratoire (Tableau V), alors que les
marqueurs D16Rat, D16Got, D16Mit et D16Uia proviennent de base de données sur
Internet (Tableau VI). |

Comme on peut le voir sur la figure 16, nous n’avons pas réussit a diminuer la région
du QTL a partir des nouvelles sous-souches congéniques. Toutefois, nous avons
confirmé une fois de plus qu’il existe bien un QTL dans cette région du chromosome
16 du rat Dahl. Les valeurs de PAM des sous-souches congéniques pour le

chromosome 16 sont expliquées dans la section 6.2.2.
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Figure 16. Carte physique du chromosome 16.

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande blanche
représente un fragment chromosomique provenant de la souche DSS. Une bande hachurde aux extrémités des

- bandes noires indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. Une bande grise représente une souche
congénique pour laquelle les valeurs de la PA ne sont pas obtenues encore. Le reste du chromosome 16 et le reste
du génome entier de chaque souche congénique sont homozygotes DSS/DSS. Les lignéas congéniques
représentées sont DSS.LEW-D16Rat124/D16Mit2 (C16S.L1), S.LEW-D16Chm66/D16Rat38 (C16S.L3), S.LEW-
D16Rat112/D16Chm36 (C16S.L4), S.LEW-D16Rat112/D16Got3 (C16S.L5), S.LEW-D1Chm70/D16Got3 (C16S.L6)
et D16Rat112/D16Chm66 (C16S.L7). A la droite, il y a le contig avec les positions des marqueurs en Mb, méga
base. La région couverte par I'apostrophe représente le C16QTL. Les valeurs de PAM, du nombre de rats « n »
testés, de la différence entre les valeurs de PAM entre DSS et les congéniques et la valeur de ANOVA+Dunnett sont
présentés sous la carte. « ? » indique que les valeurs de PA pour A et B sont encore inconnues. QTL pour
quantitative trait loci, Mb pour méga base.
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Tableau V. Marqueurs microséte//ites polymorphes D17Chm entre DSS et LEW pour

le chromosome 16.

Poids Contig

Marqueur Position T.PCR Polym Séquence des amorces
du rat {pb) . (C) F(5'>3) R(5 >3)
Di6Chm2 208 NW_047469 2,764,829 50-55-60 S>L  agtatgecgtcacacccact . gagggaggtgcagaccttta
D16Chm3 196  chri 50-55-60 S>L  caccctctegetcacttitt aatacgtcaaggggaacacg
D16Chm6 229 NW_047469 198,728 50 SsL  ftetcfcatacaccatccactca  gectticticticececata
D16Chm7 208 NW_047469 743515 50 S<L  accagctetgctacccagty  gaatgactccatgecaggaa
Dt6Chmi14- 193 NW_047469 81,463 60 S>L  gttttatggtetgggggtea getgtctictgttageeatg
D16Chm15 205  no blast ‘ 50-55-60 S>L  agcatctgcaccttggteat tcataggcaaatggatggaa
. D16Chm16 181  NW_047469 2635424 50 S>L  gctgtaacacccatgtgagg  citicatgcaaacgtgacca
D16Chm21 218  no blast 55 S>L  atttgetctegeaatecaac gaagatgtggetggagggta
D16Chm23 190 NW_047469 42,459 60 S>L  cacacaagccteeggtcta tgagaatatggaggcagagg
D16Chm24 193  NW_047469 81,352 60 S>L  gttttatggtetgggagt gctatetictgttagecatg
D16Chm25 206 NW_047469 518,893 55 S>L  aggaatggggectacagitt  tggggatggtaggetigtag
D16Chm26 201  NW_047469 612,793 60 S>L  tgcaaagtgcagagtccagt  cagggtgtitgigtgtictt
D16Chm27 207 NW_047469 2,530,780 50 S>L  attggettgegtgettatte aattiggtaagecgatgtgg
D16Chm31 205 NW_047469 274,411 55 S<L  aggacttgagggecattitga  cctctaacctcegeacacat
D16Chm32 217  NW_047469 86,786 50 S>L  tggcettggetcaccagtaat ggcttcccatectagtecte
D16Chm33 198 NW_047469 142,127 55 S>L  ccaggagtgagtgggaaaag tgaaaacaaggcagttgcag
Di6Chm34 189  NW_047468 79,732 50 S>L  tcataacgcagccatiigaa  ggegecttticatagcaaat
D16Chm35 210 NW_047489 719,495 55 S>L  tgcacactctgaaatcccata  ggggectataagaaggcaag
D16Chm36 216 NW_047469 890,291 55 S>L  cacggaggccaatagaagat  cccagacaaggaaatgtetca
‘D16Chm37 201  NW_047469 559,111 55 S>L  cctageectctctgatgtgg ggataggccctecatictgt
D16Chmd0 199  chr15 55 S<L  ticacacaactaaccggaagty tgagagacccecictcacag
D16Chm49 213  NW_047489 3,520,914 45 S<L  ggccaaaggictgaagaaag cgggctetgtictctgtatt
D16Chm54 201  NW_047469 484,455 50 S>L  fictgagectgigaagcaga  cagaaacagggcagectaag
D16Chm56 253  chr5 50-55-60 S>L  ctcaaccicictctgacacca  ttggticatgeataaaatgtetg
D16Chm57 278  chr19 55 S<L  gggaggaggatggtititgt atgggtgaaggagagcaatg
D16Chm58 199  NW_047469 7,792,479 55 © S<L  ccagectgetctacacacty  ctcagacaccatctgggaca
D16Chm60 261 NW_047469 3,164,577 50 S>L  catggattaaatggttcccagt  teggtctatetgteegtetg
D16Chm61 190  NW_047469 3,394,486 50 S<L  ageagtaatgtgcgggactc  atgcttagacaccgegagat
D16Chm63 238 NW_047469 2,935356 50 S<L  gaccagecccactittatga  gtgectggetitgagaattg
D16Chm64 250 NW_047469 2,886,881 50 S>L  accacagatgccaccagitt  acccactcagtcaaccctea
D16Chm66 238 NW_047469 3,080,404 50 S>L  actgggagggagagactggt  teccagatgatggectitta
D16Chm68 255 NW_047468 2,089,122 50 S>L  ggctetetgagtggaaacca  tecgacatticaacatetge
D16Chm69 237 NW_047469 2,055,116 50 S>L  ccttatgggatctggggagt  aaagttcegtegettetice
D16Chm70 208 NW_047469 1,776,170 55 S<L  cagcaaagtctcaggecttta  fteteegetetetgtitagace
Di6Chm74 217  NW_047469 1,776,235 50 S<L  atgtgcacacacccacgaat  ccgctaaaatcaaccetget
D16Chm75 234  chr2 55-60 S<L  acagtectcccaccttagge  cccaccacacctagetitte
D16Chm78 158  no blast 60 S<L  cgaccagtgtaggggattgt  ggtticctgeteectaatee
D16Chm96 248 NW_047469 2,525,795 60 S<L  ftgcacacactcagcatacg  aaacacggggtgactcaaac
D16Chm105 240 NW_047469 2,458,981 55 S>L  tgttcaggagtgttgegtgt gcaggggaaggtttaggagt
D16Chm117 229 NW_047469 2,438,221 60 S<L  cagcctetictiggttctgg gggttgcctgagecactat

T pour température, pb pour paires de bases, polym pour polymorphisme, F pour forward, R pour reverse, S pour

Dahl salt-sensitive, L pour LEW.
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Tableau VI. Marqueurs microsatellites polymorphes D16Rat, D16Got, D16Mit et
D16Uia entre DSS et LEW pour le chromosome 16.

Marqueur Poids Contig Position T.PCR Polym Séquence des amorces
du rat (pb) (°C) F(5'>3) R (' >3)

Di6Rat7 185 NW_047470 1,849,395 55-60 'S>L  aggttigtctcagcacccaa tccaaccagggtttaactge
D16Rat8 156 NW_047470 4,859,658 50-55 S<L.  aagaggctcattcttcttaagca tcaactgcacggactgagac
 D16Rat10 138 NW_047470 1,444,903 50-55 S<L ctgaagccacccagacttic tcacgtcagceatgtcacaac
Di6Rat12 112 ~ NW_047469 350,093 55 S<L  cagacagggagagacaaacacc acccigtgtccaatgggg
D16Rat14 146 NW_047475 10,580,898 55 S>L  caatactggatcggatctggggaty  atggtgegetgetatgteta
D16Rat35 281 NW_047469 16,359,278 55 S>L  ccaaatcaggggcataaaca gggaaatgtaaccctgaga
D16Rat38 229 NW_047469 8,612,371 50 S>L  cttgggecttctcaatcaag ttigttccceacaattgtea

D16Rat46 213  no blast 50-55 S>L tgctaatggcatcatacatce tcagaaaaagtgacagagaaaaaga
Di6Rat50 249 NW_047473 5677,334 50-55 S<L gcttcaaattagggiggaagaa  aatggcagcaacagattacq
Di6Rat67 254 NW_047473 10,822,634 45-50 S>L  ggcataagatgaggctaacga  tgtcacttacctgtggeage
D16Rat78 132 NW_047470 2,003,151 45 S>L  ggaggggcactataggatt taaagtggaaaatgectggg
Di6Rat81 153 NW_047469 15,872,404 55  S>L  gagccitagcacagtggett ggcccacatgtgcatgtata
D16Rat87 207 NW_047469 3,464,993 50-55 S<L. ctacatggcttgccttecte ggcactggggatatctgaaa
D16Rat88 148 NW_047469 819,188 50-55 S<L  gtcagaggccatettggaag tccatgeatigtatttigatca
D16Rat107 133 NW_047469 7,776,089 50-55 S>L tigtcctccaccctctatgty tttattccacctetgeactg
Di6Rat112 246 NW_047469 64,707 50-55 . S>L cclctgticttacataccacaatcc  agtccatateectgtgetee
D16Rati24 145 NW_047469 6,844,441 55-60 S>L  aacagcacggttitcaaaga tctgecagtcactgeacat
Di6Uia2 229 NW_047473 1,136,063 50-55 S>L tcaaatcacccctaaaacaca atgtgtccactgggcatate
D16Uiad 93 NW_047473 8,339,090 50 S<L  agatacattatagatgatgaca tggtatetgtecategect
D16Mit2 169 NW_047469 4,304,340 55 S<L  aacgaggggaaataagcacc atccaaacctgacatctgge
D16Mit3 144 NW_047473 8,140,986 50-55 . S<L afaaatatccacacacgcatgg  gtgacgttcacagaagcaaca
D16Got2 176 NW_047469 152,078 55 S<L  aattitggaaggcatgggt tttggctcatgattttgttgg
D16Got3 267 NW_047469 3,531,402 50-55 S<L actctatctaatgtgagggtcaggt cacttggegeagttcagag

T pour température, pb pour paires de bases, polym pour polymorphisme, F pour forward, R pour reverse, S pour

Dahl salt-sensitive, L pour LEW.

6.2 Mesure de la pression artérielle

Les résultats de la télémétrie sont .Ia PAS, la PAD et la PAM. Etant donné

que la PAS et la PAD sont constants avec les valeurs de PAM, seulement la PAM

est montré.

Les mesures sont prises de fagon directe et continue sur une période de 10 a 20

jours. Une lecture de 10 secondes de la PA se fait & chaque 2 minutes, 24 heures

. sur 24 tout au long de la durée de I'expérience. Pour simplifier la présentation

graphique, I'ensemble de ces résultats est regroupé pour faire une moyenne sur 24

heures qui apparait comme un point sur le graphique. Les PA de toutes les souches
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sont mesurées au méme moment, & au moins a deux moments différents, pour

exclure les influences des variations saisonniéres sur les mesures.
6.2.1 Chromosome 17
Les graphiques suivants (Figure 17) présentent les valeurs de PAM des

souches C17S.L2, C175.L5, C17S.L6, C17S.L7 et C17S.L8. Les résultats de la PA
de la sous-souche C17S.L11 ne sont pas encore disponibles.

2500
[

200[

PAM (mmHg) 150:_ W CI7S-L2(E;TOQC}101)

100 ¥+ 9-+F++++1 L (n=6)

L1 | L | I | | [ 1 ]
>0 1234567891011
Temps (Jours)
B
250[
200

EM C17S.L5 (-5
- (p>0.420)

100r p#¥4+F++++1 L (n=6)

PAM (mmHg) 150

| | ) [ Y L1 | |
34567891011
Temps (Jours)

50

N

|
1



76

2507

2001

PAM (mmHg) 5o

[ r—\p-r--l-"-*"‘""““""“'“"‘Fimt C17S.L6 (-3

[ (p<0.001)
100r p#+g+F++++1 L (n=6)
o | | {0 1 ! L 1 I I |
>0 1234567 8 91011
Temps (Jours)
D
2501
200F
PAM (mmHg) 15T ¢ o gz -
[ C17S.L7 (-7
H (p<0.001)
100r ¥+ %4+ F+++++1 L (n=6)
S T Y T VO O N S G |
>0 1234567 891011
Temps (Jours)
E
250
200

I C17S.L8 -5

(p<0.001)

i 5 Ly HHHHE

100- p++ 4+ F+++++1 L (n=6)

ol L L1111y
123456789101

Temps (Jours)

Figure 17. De A a E. Graphiques de la PA pour les souches congéniques du

chromosome 17. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. L'axe des

« Y » représente la PAM en millimétres de mercure (mm Hg). L'axe des « X » représente le temps en jour. Les
barres d'erreurs représentent I'erreur standard. S pour DSS et L pour LEW.
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Le tableau VII résume les valeurs de PAM des souches du chromosome 17. Les
PAMs des sous-souches C17S.L2 (142 + 4 mm Hg), C17S.L6 (142 + 2 mm Hg),
C17S.L7 (144 + 6 mm Hg) et C17S.L8 (152 = 7 mm Hg) diminuent significativement
(p < 0,001) par rapport a la souche contréle DSS (183 = 4 mm Hg). Par contre, la
PAM n’est pas significativement différente (p > 0,420) entre la sous-souche C17S.L5
(172 + 5 mm Hg) et DSS (183 + 4 mm Hg). Les valeurs de PA pour la souche
C178.L11 ne sont pas encore obtenues.

La .sous-souche C17S.L5 est négative pour‘contenir un QTL et les autres sous-
'souches sont positives pour contenir un QTL. Ce QTL se situe dans la région
partagée entre les sous-souches positives, mais non partagée par les sous-souches
négatives. Le C17QTL1 mesure 1,60 Mb. Ce QTL a été identifié grace aux valeurs
de PA obtenues par radiotélémétrie et représente des segments communs entre les

souches positives pour la PA.

" Tableau VII. Résumé des moyennes de la PAM pendant 11 jours pour chaque sous-
souche congénique du chromosome 17 et des souches témoins DSS et LEW.

Souche n PAM Variatign de 'a PAM ANOVA + Dunnett
(mm Hg) (mm Hg)

DSS 12 183 +4 - -

LEW 6 95+86 - -
C178.L.2 9 142 + 4 -41 p < 0,001
C17S.L5 5 172 +5 P p > 0,420
C17S.L6 8 142 + 2 -41 p < 0,001
C175.L7 7 144 + 6 -39 p < 0,001
C175.L8 8 152 +7 - -31 p< 0,00‘!

n pour nombre de rats, PAM pour mean arterial pressure, mm Hg pour millimétre de mercure,
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Les graphiques suivants présentent les valeurs de PAM des souches

C16S.L1, C16S.L3, C16S.L4, C16S.L5, C16S.L6 et C16S.L7.
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Figure 18. De A a F. Graphiques de la PA pour les souches congéniques du

chromosome 16. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. L'axe des

« Y » représente la PAM en millimétres de mercure (mm Hg). L’axe des « X » représente le temps en jour. Les
barres d'erreurs représentent l'erreur standard. S pour DSS et L pour LEW.
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Le tableau VIII résume:les valeurs de PAM des souches du chromosome 16. Les
PAMs des sous-souches C16S.L1 (148 + 2 mm Hg), C16S.L5 (145 £ 3 mm Hg),
C168.L6 (137 £ 5 mm Hg) et C16S.L7 (117 + 3 mm Hg) diminuent significativement
(p < 0,001) par rapport a la souche contréle DSS (183 + 4 mm Hg). Par contre, la
PAM n’est pas significativement différente (p > 0,400) pour les sous-souches
C16S.L3 (176 = 10 mm Hg) et C16S.L4 (167 + 8 mm Hg) par rapport au controle
DSS (183 +4 mm Hg). Les PAM des souches A et B ne sont pas encore obtenues.

Les sous-souches C16S.L3 et C16S.L4 sont négatives pour contenir un QTL, alors
que les autres sous-souches sont positives pour contenir un QTL. Ce QTL se situe
dans la région partagée entre les sous-souches positives, mais non partagée par les
sous-souches négatives. Le C16QTL1 mesure 2,19 Mb. Ce QTL a été identifié grace
aux valeurs de PA obtenues par radiotélémétrie et représentent des segments

communs entre les souches positives pour la PA.

Tableau VIII. Résumé des moyennes de la PAM pendant 11 jours pour chaque

sous-souche congénique du 16 et des souches témoins DSS et LEW.

Souche n PAM Variation de la PAM ANOVA + Dunnett
~ (mm Hg) (mm Hg)

DSS 12 183 +4 - -

LEW 6 95+6 - -
C16S.L1 3 148 £2 -35 l p < 0,001
C16S.L3 8 176 + 10 -5 . p>0,400
C16S.L4 6 167 + 8 +4 p > 0,400
C16S.L5 3 145+ 3 - -38 p < 0,001
C16S.L6 7 137 £5 -46 p < 0,001
C16S.L7 3 117 3 -66 p < 0,001

n pour nombre de rats, PAM pour mean arterial pressure, mm Hg pour millimétre de mercure.
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7- HOMOLOGIE AVEC L’HUMAIN ET LA SOURIS

7.1 Chromosome 17

La figure 19 illustre la carte d’homologie de C17QTL1. Tel qu’il est montré, la
région C17QTL du rat Dahl ‘salt-sensitive contient 6 ‘génes : Chrm3, LOC689685,
Zmynd11, RGD1560155_predicted, Larp5_predicted et RGD1566175_predicted.
Chrm3 est un géne qui code pour un récepteur cholinergique muscarinique 3, couplé
a la protéine G, et qui induit la contraction de la majorité des muscles lisses "' "%,
Chez la souris, le-géne homologue a Chrm3 se situe sur le chromosome 13, alors
que chez '’humain, CHRMS3 se situe sur le chromosome 1. Zmynd11 code pour une
protéine en forme de doigt de zinc, contenant un domaine MYND 11, qui expose un
site de liaison a 'ADN et qui est impliqué dans la régulation de 'ADN-dépendante a
la transcription. Chez la souris, le géne homologue a Zmynd11 se situe sur le
- chromosome 13, alors que ZMYND11 se situe sur le chromosome 10 de 'humain.
Le géne prédit RGD1560155_predicted du rat est homologue au géne Dip2c de la -
souris et au géne DIP2C de 'humain. Chez ces. deux espéces, Dip2c code pour une
protéine d’interaction disco 2 homologue C (Drosophila). Larp5_predicted code pour
une protéine prédite, La ribonucleoprotein domain family, member 5. Chez la souris
Larp5 est sur le chromosome 13 et chez I'humain sur le chromosome 10.
LOC689685 et RGD1566175_predicted sont des génes prédits et n'ont pas
d’homologue chez la souris et 'lhumain. L’identification des géhes se fait a l'aide du

site Rat Genome Data (http://rgd.mcw.edu/). -
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Figure 19. Carte d’'homologie du chromosome 17 pour C17QTL1.

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande blanche
représente un fragment chromosomique provenarnt de la souche DSS. Une bande hachurée aux extrémités des
bandes noires indique une région d’ambiguité entre deux marquevurs. Le reste du chromosome 17 et le reste du
génome entier de chaque souche congénique sont homozygotes DSS/DSS. Les lignées congéniques représentées
sont S.LEW-D17Chm93/D17Mit5 (C175.L5) et D17Chm75/D17Rat34 (C17S5.LB). A ia droite, il y a les contig avec
les positions des marqueurs en Mb, méga base. La région couverte par l'apostrophe représente le C17QTL1. Les
génes de C17QTL du rat Dahl salt-sensitive sont énumérés. Les deux lignes noires représentent la région
chromosomique homologue a C17QTL chez la souris et I'humain respectivement, avec les génes homologues. Les
valeurs de PAM, du nombre de rats « n » testés, de la différence entre les valeurs de PAM entre DSS et les
congéniques et la valeurs de ANOVA+Dunnett sont présentés sous {a carte. QTL pour quantitative trait loci, MAP
pour mean arterial pressure. -
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7.2 Chromosome 16

Chromosome 16 Map
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Figure 20. Carte d’homologie du chromosome 16.

Une bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande
blanche représente un fragment chromosomique provenant de la souche DSS. Une bande hachurée
aux extrémités des bandes noires indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. Le reste du
chromosome 16 et le reste du génome entier de chaque souche congénique sont homozygotes
DSS/DSS. Les lignées congéniques représentées sont S.LEW-D16Chm70/D16Got3 (C168S. L6) et
D16Rat112/D16Chm66 (C165.L7). A la droite, il y a le contig avec les posmons des marqueurs en Mb,
méga base. La région couverte par I'apostrophe représente le C16QTL. Les génes de C16QTL du rat
Dahl salt-sensitive sont énumérés. Les deux lignes noires représentent -la région chromosomique
homologue & C16QTL chez la souris et 'hnumain respectivement, avec les génes homologues. Les
_valeurs de PAM, du nombre de rats « n » testés, de la différence entre les valeurs de PAM entre DSS
et les congéniques et la valeur de ANOVA+Dunnett sont présentés sous la carte. QTL pour quantitative
trait loci, MAP pour mean arterial pressure. ,
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La liste des genes dans la région de C16QTL1 contient trop de génes. Une
étude des genes candidats plus poussée de cette région est pour l'instant inutile. De
plus, parmi ces genes, plusieurs sont des génes prédits ou non identifies (Annexe
A). Pour entreprendre des études de clonage positionnel, il faut que la région du
QTL soit plus petite que 2 cM, soit environ 2 Mb et moins, ou sinon qu’elle contient

moins d’une dizaine de génes. -
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8- QTLs HETEROZYGOTES

Pour étudier les fonctions d’'un QTL tout en maintenant le reste du génome
en uniformité, il faut construire des souches hétérozygotes pour un QTL déja éonnu.
La représentation visuelle des QTLs hétérozygotes est présentée dans les figures 21
et 23, pour le chromosome 17 et 16 respectivement. Les mesures de la PAM pour
ces deux chromosomes sont représentées par les figures 22 et 24.

~ 8.1 Chromosome 17

Sur la figure 21, la région du QTL utilisée pour faire la souche hétérozygote
du chromosome 17 s’étend de D17Rat83 a D17Chm14. Cette région ne correspond
pas a C17QTL1 mais le contient. Les PAM de DSS/DSS,/LEW/LEW et DSS/LEW
sont respecﬁvement de 184+5 mm Hg, 143+4 mm Hg et 162+6 mm Hg. L'alléle LEW
qui contient C17QTL1 dans la souche hétérozygote DSS/LEW n'est ni récessif ni
dominant. La PAM de C17QTL1 hétérozygote DSS/LEW se situe entre les deux
extrémes homozygotes DSS/DSS et LEW/LEW (Figure 22). Les valeurs absolues
des différences de PAM entre DSS/LEW et DSS/DSS (22 mm Hg), et entre
DSS/LEW et LEW/LEW (19 mm Hg), correspondent a la moitié de la différence de

PAM entre DSS/DSS et LEW/LEW (41 mm Hg).
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A MAP LEW/LEW vs DSSILEW (mmHg): -19 (P>0.058)

Figure 21. Carte du chromosome 17 démontrant I'aspect hétérozygote du QTL1. une

bande noire représente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande blanche représente

un fragment chromosomique provenant de la souche DSS. Une bande hachurée aux extrémités des bandes noires

indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. QTL pour quantitative trait loci.
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Figure 22. Graphique de la PA pour les souches hétérozygotes pour le QTL1 du

chromosome 17. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. L'axe des

« Y » représente la PAM en millimétres de mercure (mm Hg). L'axe des « X » représente le temps en jour. Les

barres d'erreurs représentent l'erreur standard. S pour DSS et L pour LEW.
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8.2 Chromosome 16

La région du QTL utilisée pour faire la souche hétérozygote du chromosome
16 s'étend de D16Rat112 a D16Chm66 (Figure 23). Cette région est un peu plus
large que celle de C16QTL1. Les PAM de DSS/DSS, LEW/LEW et DSS/LEW sont
respectivement de 184+5 mm Hg, 151+6 mm Hg et 158+10 mm Hg. L’alléle LEW de
I’hétérozygote DSS/LEW qui contient C16QTL1 est dominant par rapport a l'alléle
DSS. En effet, la PAM de C16QTL1 hétérozygote DSS/LEW se situe au méme
niveau que I'homozygotes LEW/LEW (Figure 24). La difference de PAM de
DSS/LEW par rapport 4 LEW/LEW est tres faible, soit de -7 mm Hg.

ti :
Contig Markler DSS/DSS DSS/LEW LEW/ALEW
. Jo1enit2 ceosrsom ot gy overes it .
NW_047469
| D16Chm66 - % 1 PO O 90 DO - I _
aTL

L D16Chm36 -J-
L. D16Rat112 ... L

MAP (mmHg) 1845 158210 15116

A MAP DSS/DSS vs LEW/LEW (mmHg): 33 (P<0.003)
A MAP DSS/DSS vs DSS/LEW (mmHg): 26 (P<0.008)
A MAP LEW/LEW vs DSS/ALEW (mmHg): -7 (P>0.92)

Figure 23. Carte du chromosome 16 démontrant I'aspect héterozygote du QTL. une

bande noire (éprésente un fragment chromosomique provenant de la souche LEW. Une bande blanche représente
un fragment chromosomique provenant de la souche DSS. Une bande hachurée aux extrémités des bandes noires
indique une région d'ambiguité entre deux marqueurs. QTL pour quantitative trait foci.
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Figure 24. Graphique de la PA pour les souches hétérozygotes pour le QTL du

chromosome 16. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h. L'axe des

« Y » représente la PAM en millimétres de mercure (mm Hg). L'axe des « X » représente le temps en jour. Les
barres d'erreurs représentent l'erreur standard. S pour DSS et L pour LEW.
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9- CRITIQUE DE LA METHODE

9.1 Construction de congénique
9.1.1 Choix du modéle animal

L'utilisation de modéle animal est une stratégie adéquate pour étudier les
traits complexes comme la PA chez I'humain. Les manipulations sont faciles et
contrdlées sous la gouverne du laboratoire qui effectue des croisements spécifiques
dans un environnement fixe. Le modéle animal comme le rat permet entre autre de
développer les margueurs génétiques nécessaires pour la dissection du trait

complexe en composantes génétiques individuelles.
9.1.2 Le rat vs la souris

L'utilisation de Rattus norvegicus en |laboratoire remonte a bien longtemps.
Le chapitre 2.3.1 élabore certaines des raisons de son utilisation en tant que modéle

animal.

En résumé, le rat posséde des génes similaires avec I'humain, posséde un
phénotype plus contrastant pour 'étude de I'hypertension que la souris et il existe
plusieurs souches d'élevages de rats pour [I'hypertension. De plus, sa
pathophysiologie de I'hypertension, ses complications et sa réponse au traitement

sont similaires avec I'humain *°.

La souris, par contre, méme si elle est tres utilisée dans la recherche, n'est pas
appropriée pour des études physiologiques complexes comme I'hypertension. Son
volume sanguin est limité, sa physiologie cardiaque est différente, sa sensibilité au
calcium du ceeur est trés faible et sa dépendance a la stimulation adrénergique sur

la fonction cardiaque systolique est faible "°. De plus, les mesures de PA prises sur
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la souris montre qu’elle posséde une grande capacité d’adaptation dans la régulation
de saPA ™.

9.1.3 Souches congéniques

Les souches consanguines de rat possédent une homogénéité génétique qui
permet d’exclure les effets des autres alléles de génes directement ou indirectement
reliés a I'hnypertension. Comme il a été mentionné a plusieurs reprises, les deux
souches de rats consanguines utilisées au laboratoire pour I'étude de 'hypertension,
sont la souche hypertendue DSS et la souche normotendue LEW. Ces deux lignées
étaient initialement disponibles et I'équipe de Garrett M. R. avait déja entrepris des

experiences avec ces souches pour le chromosome 17 et 16.

Les lignées congéniques construites a partir de ces souches ont permit de confirmer
la présence des QTLs des chromosomes 17 et 16, détectés auparavant par analyse
de liaison génétique. De plus, les sous-souches congéniques qui en dérivent ont

permit de diminuer les régions des Q7Ls a environ 1 a 2 cM.

9.1.3.1 DSS et LEW

La souche hypertendue DSS a été choisis parce qu’elle démontrait une forte
sensibilité au sel. Ainsi, on peut contréler I'hypertension a l'aide d'un facteur
environnemental, tel que le sel, et étudier les QTLs ou génes impliqués dans la
sensibilité au sel. Les lignées GH, SHR et MHS ont donc été écartés du projet parce
qu'elles ne répondent a aucun stimuli externe. La souche SBH a été croisée pour
une PA qui répond a la néphrectomie, aux traitements avec Iacétate
désoxycorticostérone et a 1% NaCl % De plus, un plus grand nombre de QTLs a été
retrouvé dans la souche DSS par rapport a d'autres souches. Quant aux autres
souches, elles n'étaient pas disponibles en Amériques (comme la lignée LH) ou ne

répondaient pas aux critéres de sélections.

Comme il a été mentionné dans la partie 2.3.3, [utilisation de souches
normotendues autre que DSR offre I'avantage d'étre génétiquement plus
contrastante. L'avantage d'avoir un grand polymorphisme (de 50% entre LEW et

DSS) est que la densité de marqueurs microsatellites est plus grande. La
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cartographie physique est plus précise et on détecte plus de QTLs entre DSS et
LEW que DSS et DSR. Bien que le taux de polymorphisme entre WKY et DSS est
plus grand que LEW et DSS, soit de 67%, les différences de pression sanguine ne
sont pas toutes de causes genétiques, le but de I'analyse génétique étant d’identifier

les causes génétiques de Ihypertension ''®

. Quant a la souche MNS, une
contamination de la lignée a limité son utilisation au chromosome 2 du rat Dahl salt-

sensitive.
9.1.3.2 Arriere-plan génétique

L'arriere-plan génétique de nos souches congéniques provient du génome du
rat hypertendu DSS, parce que cette souche est plus permissive a 'hypertension
que la souche normotendue LEW. Les lignées congéniques avec fond génétique
DSS sont donc plus informatives. La méthode peut se faire dans la direction inverse,
soit un arriére-plan génétique LEW, mais la détection de Q7L de la PA est beaucoup
plus difficile. Ce sujet est élaboré davantage dans la section 11.2.1.

9.2 Marqueurs microsatellites

[l est vrai qu’'un marqueur microsatellite se retrouve a chaque 20 kb d’ADN de
rat °, ce qui fait qu'il y a une bonne densité de marqueurs. De plus, les souches
DSS et LEW ont 50% de polymorphismes entre eux. Toutefois, ce ne sont pas tous
les marqueurs qui sont polymorphiques. Sur les 90 marqueurs microsatellites
D17Chm de ce segment du chromosome 17, 61 marqueurs microsatellites ne
présentaient pas de polymorphisme entre I'échantillon DSS et LEW (résultats non
montrés). Pour le chromosome 16, sur 123 marqueurs microsatellites D16Chm de
ce segment, 83 marqueurs microsatellites ne présentaient pas de polymorphisme
entre I'échantillon DSS et LEW (résultats non montrés). Lorsqu’'un marqueur n'est
pas polymorphe, la recherche de d'autres microsatellites se poursuit pour pouvoir

faire la cartographie du chromosome.
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L'absence de polymorphisme pour les marqueurs microsatellites est un handicap
pour la cartographie. Certaines régions ne peuvent pas étre diminuées davantage,
comme par exemple les regions d’ambiguité.

9.3 Mesure de la PA

Deux methodes sont communément utilisées pour mesurer la PA chez le rat

et la souris : tail cuff et télémétrie '*°.

La méthode du tail cuff a permi initialement de localiser la majorité des QTLs de la
PA du rat Dahl salt-sensitive. Toutes les souches de rats hypertendus *°, et méme de
souris hypertendues, ont été sélectionnées par la méthode du tail cuff. De plus, tous
les QTLs localisés par tail cuff ont été confirmés par télémétrie. La technique du tai
cuff offre des avantages, mais également des désavantages (Tableau 1X) qui limitent
son utilisation a du criblage initial, et non direct, de la mesure de la PA.
Principalement parce que les mesures de la PAD et de la PAM ne sont pas fiables,
qu’'aucune mesure a long terme ne peut étre envisagée, et qu'il est impossible de
détecter de petits changements de la PA, cette méthode n’est pas utilisée pour faire

113

la cartographie pointue de la région d'un QTL

La télémétrie est une méthode plus précise et directe pour la mesure de la PA et
offre ce que la méthode de tail cuff n'est pas capable de faire. Cette technique
demeure « invasive », parce qu'elle exige une insertion matérielle dans I'animal qui
peut affecter les organes avoisinants. Toutefois, la télémétrie présente moins de
110

sources d'erreurs et s’applique mieux & ['utilisation de souches congéniques

C’est pour ces raisons que la méthode de mesure utilisée est la télémétrie.

Pour limiter les variations dues aux facteurs environnementaux et génétiques, les
mesures de la PA par télémétrie sont effectuées sur différentes portées de la méme
souche a lintérieur d'une méme vague d’implantation. De plus, lorsqu’un QTL est
identifi¢ ou successible d'appartenir a une souche, les mesures de la PA par
télémétrie sont effectuées sur plusieurs vagues d'implantations differentes. Les
résultats ainsi obtenus sont regroupés pour faire une moyenne globale des valeurs
de la PA.
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Tableau IX. Méthodes de mesure de la pression artérielle.

Méthodes Avantages Désavantages

Tail cuff Non « invasif » Stress imposé a I'animal dut & I'immobilisation physique
Non dispendieuse Mesure de la PA indirecte
Rapide pour la mesure de la PAS Mesure de la PAD et de la PAM non fiable

Induit une vasoconstriction
Aucune mesure a long terme
Augmenter la température corporelle de I'animal

Ne détecte pas les changements de PA de moins de 10

mm Hg
Télémétrie  Précis pour la PAS, PAD et la PAM Trés dispendieux a I'achat et aux maintient de
Mesure de PA directe I'équipement ‘
Mesure continuelle, chronique et along  « Invasive »

terme

(Figure inspirée de Deng A. Y. 1998 "%

9.4 Approche statistique

Pour comparer les moyennes des PAM de plus de deux souches
congeniques avec les groupes témoins DSS et LEW, I'analyse de la variance (ou
ANOVA) est effectuee. Cette analyse statistique nous permet de savoir s'il y a une
différence significative ou non entre les populations. Un test de Student ne serait pas

approprié étant donné qu'il ne compare que deux échantillons.

Le test d’ANOVA est influencé par la moyenne et la dispersion de chaque groupe en
fonction du nombre de groupes comparés et du nombre d'échantillons de chaque
groupe. Puisqu'en télémétrie, les mesures sont étendues sur plusieurs jours,
['utilisation d'une variante de 'ANOVA est plus appropriée. Il s’agit de TANOVA a
mesure répétée. Le principe est le méme, sauf qu'elle tient compte de la durée

pendant laquelle les mesures sont prises.

Pour localiser les différences détectées par FANOVA, deux techniques de
comparaisons multiples sont disponibles : Tukey et Dunnett. Le test de Tukey
compare toutes les paires possibles, alors que le test de Dunnett compare chaque
groupe avec le groupe témoin. Le test de Dunnett ne permet pas de comparer des
lignées entre elles pour faire des études d'interaction. Le test de Tukey pourrait alors
succéder au test dANOVA, mais a cause du nombre de comparaisons effectuées,

ce test est moins puissant.
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10- ANALYSE DES RESULTATS

10.1 QTL

Pour démontrer I'évidence de I'emplacement de ces QT7Ls sur les cartes
physiques, trois critéres doivent étre respectés. Premiérement, les Q7Ls répondent
aux criteres de Lander et Kruglyak qui stipulent que les valeurs de LOD score pour
I'analyse de liaison doivent étre supérieures a 3 pour étre significative et entre 2 et 3
pour étre significativement suggestive. Deuxiémement, les QTLs obtenus suite a
lanalyse de liaison génétique ont été confirmé par la construction de souches
congéniques. Les lignées congéniques qui contiennent ces QT7Ls sont capables de
diminuer la PA de facgon significative. Troisiemement, les Q7Ls ont été confirmés par

au moins deux expériences indépendantes "°.
10.1.1 C17QTL1

C17QTL1 de la PA du chromosome 17 avait initialement été suggéré par

109, 134

analyse de liaison génétique , puis confirmé par des lignées congéniques '*%.

C17QTL1 mesurait environ 34,8 Mb.

La région du C17QTL1 du chromosome 17 est véritablement un Q7L parce gu'il
repond aux critéres énumérés précédemment. Les sous-souches congeénigques
C17S.L2, C17S.L6, C17S.L7 et C17S.L8 démontrent clairement une difféerence de -
PA par rapport au controle DSS (Figure 17 et Tableau VII) et partagent la région de
C17QTL1 en commun (entre D17Chm68 et D17Chm93) (Figure 15). C17S.L5 n'a
pas d'effets sur la PA et ne partage pas de segment en commun avec les souches
« positives ». De plus, les valeurs de PA de C17S.L2 (+), C17S.L 7 (+), C17S.L8 (+)
et C17S.L5 (-) ont été confirmé lors d’au moins deux vagues de portées différentes.
Pour |la souche C17S.L6 seule une vague de portée montre un résultat « positif ».
Toutefois, il y a suffisamment de données concluantes pour affirmer que la

différence de PA observés dans ces souches « positives » est directement attribuée
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a la présence d'un QTL et non de l'influence provenant du reste du génome. Des
résultats « positifs » supplémentaires de télémétrie pour les souches C17S.L6 et
C17S.L11 sont envisagés, si I'on tient compte de la disposition des autres souches
sur la carte physique.

Les nouveaux marqueurs microsatellites ont permit de corriger la région congénique
de la souche C17S.L5 en I'agrandissant. Puisque cette souche est « négative » pour
contenir un QTL, la région qui délimite le QTL devient plus petite. C17QTL1 est
délimité par D17Chm93 de I'extrémité supérieur de la souche C17S.L5 « négative »
et par D17Chm68 de l'extrémité inférieure d'ambiguité de la souche C17S.L8

« positive ».

Idéalement, pour isoler un QTL, on soustrait la région commune des souches
« positives » par les souches « négatives ». Deux souches « négatives » devraient
entourer la région du QTL. Une nouvelle souche congénique nouvellement
construite se situe en haut (résultat non montré) de la région du Q7L et a été nommé
C17S.L9. Si cette souche est dite « négative » pour contenir un QTL, alors C17QTLA1
est véritablement restreint a cette position. Si elle est dite « positive », C17S.L9
correspondrait a un deuxieme QTL du chromosome 17, étant donné que les régions
d’ambiguités ne chevauchent pas ceux de C17S.L8.

Nous avons diminué la région de C17QTL1, qui mesurait initialement environ 34,8
Mb, a une grandeur approximative de 1,60 Mb (Figure 15). Puisque 1 cM équivaut a
approximativement 1 Mb, la grandeur de C17QTL1 est plus petite que 2 cM. Des
expériences de clonage positionnel peuvent étre envisagées pour identifier le QTL
ou le géne du chromosome 17 et pour déterminer son réle dans la PA.

10.1.2 C16QTL1

C16QTL1 de la PA du chromosome 16 a aussi été trouvé initialement par

109, 137

analyse de liaison génétique , puis confirmé par des lignées congéniques '**

'3 C16QTL1 mesurait environ 2,16 Mb et mesure aujourd’hui 2,19 Mb.

Tout comme pour le chromosome 17, C16QTL1 est délimité par I'effet de la PA qu’a
chaque sous-souche congénique. La soustraction du segment commun des souches
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« positives », C16S.L1, C16S.L5, C16S.L6 et C16S.L7, par les souches
« négatives », C16S.L3 et C16S.L4, (Figure 18 et Tableau VIII), isole la région de
C16QTL1. De plus, les valeurs de PA de C16S.L1 (+), C16S.L5 (+), C16S.L6 (+),
C16S.L3 (-) et C16S.L4 (-) ont été confirmé lors d'au moins deux vagues de portées
differentes. Méme si la souche C16S.L7 n'a qu'une seule vague de portée
« positive », nous pouvons conclure que |a différence de PA observés dans ces
souches « positives » est directement attribuée & la présence d'un QTL et non de
I'influence provenant du reste du génome. Tel qu'il est montré sur la figure 16, deux
nouvelles souches A et B non identifiées chevauchent la région du QTL. Si A est
« positive », la région du Q7L diminuera entre D16Chm48 et D16Chmé&6. Si B est
« positive », la région du Q7L se situera dans la région d’ambiguité partagé entre
C16S.L4 et B, soit de D16Chm36 et D16Chm70. Si A est « négative », et B
« positive », la région du Q7L diminuera entre D16Chm36 et D16Chm48.

Depuis la derniére publication ' faite sur le chromosome 16 du rat Dahl, la région
du Q7L n'a pas diminué contrairement C17QTL1. Ceci s'explique entre autre par
une mauvaise cartographie du chromosome 16. La souche C16S.L4 (-) s'étendait
initialement de D16Chm42 (2 417 551 pb sur NW_047496) a D16Rat112, mais des
résultats de PCR sur agarose ont démontré que le marqueur D16Chm42 n'est pas
polymorphique. De plus, des PCR sur polyacrylamide et agarose ont diminué
C16S.L4 de D16Chm70 (1 776 170 pb sur NW_047496) a D16Rat112. Nous
n'avons donc pas diminué C16QTL1.

10.2 Carte d’homologie
10.2.1 C17QTLA1

La région de C17QTL1 mesurant 1,6 Mb contient six génes dont trois sont
connus (Figure 19). Parmi ces trois génes candidats, Chrm3 est un candidat qui peut
jouer un réle intéressant dans la détermination de la pression sanguine. Chrm3 est
un géne qui code pour un récepteur cholinergique muscarinique 3, couplé a la

protéine G, et qui induit la contraction de la majorité des muscles lisses " "*2, C'est
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au niveau des artéeres et des artérioles que la résistance périphérique est la plus

importante, & cause de la présence d'une couche épaisse de muscle lisse.

Chrm3 a également été retrouvé dans un QTL lié au poids du ventricule droit sur le
chromosome 17 de la souche de rat Wistar-Kyoto '''. Les résuitats de cette étude
ont démontrés que ce Q7L induit '’hypertension pulmonaire et une hypertrophie du
ventricule droit suite & 'hypoxie. En effet, une hypertrophie du ventricule peut étre
associée a l'augmentation de la PA.

Le mécanisme par lequel Chrm3 affecte la PA, dépend principalement de sa liaison
avec I’acétylcholine, un neurotransmetteur. Chrm3 fait partie des récepteurs
muscariniques qui ont un effet excitateur lorsque couplés avec la phospholipase C.
L'enzyme catalyse I'hydrolyse du phosphatidylinositol diphosphate membranaire
(PIP2) en diacylglycérol et inositol-1-4-5-triphosphate (IP3). L'IP3 se lie a son
récepteur sur la membrane du réticulum endoplasmique, qui résuite en une
libération des ions Ca** dans le cytoplasme de la cellule. L’augmentation de la
concentration de Ca®'i induit linteraction actine-myosine, responsable de la
contraction des muscles lisses des artérioles, et conséquemment de 'augmentation
de la PA. Normalement, la cellule s’ajuste a cette augmentation en Ca*’i par des
mécanismes qui empéchent le relache de l'ion, tels que la déphosphorylation de
lP3 en [P2 et la phosphorylation de I'lP3 en IP4, ou tout simplement par le
relachement des ions Ca®* du cytoplasme. Un défaut du géne pourrait, par exemple,
induire une excitation constante de la cascade, pouvant expliquer 'augmentation de

la PA chez certains individus hypertendus.

Chez les personnes qui consomment beaucoup de sel, le relachement des ions
Ca’'i a I'extérieur de la cellule pour maintenir I'équilibre peut étre compromis. En
présence d'une forte concentration d'ions Na* dans la circulation, les pompes a
proton Na*/H* font entrer le sodium dans la cellule, augmentant du méme coup la
concentration de Na‘i. En méme temps, le récepteur Chrm3, stimulé par son ligand,
induit une cascade qui libere le Ca®** du réticulum endoplasmique vers le
cytoplasme. La concentration en Ca®'i, de méme que celle du Na'i augmente. Etant
donné que la consommation en sel est grande, les pompes Na*/Ca** vont faire sortir
3 ions Na* vers le milieu extracellulaire, plutdt que les ions calciques. 2 ions Ca**

entrent alors dans le cytoplasme via la pompe. En plus de la concentration d'ions
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Ca”"i stimulée par le récepteur Chrm3, une quantité additionnelle de Ca** s’y ajoute.
L’accumulation des ions Ca*'i dans la cellule induirait alors la contraction des
muscles lisses. Pour un individu dont |la diéte en sel est appropriée, la pompe
Na‘/Ca* relache les jons Ca® accumulés suite a la stimulation du récepteur. Un
article, publiée par Chau W. H. et a/ ", sur la contraction des artéres pulmonaires a
effectivement démontré un lien entre les pompes a proton Na*/H", qui font entrer le
sodium dans la cellule, et la liaison de l'acétylcholine au récepteur Chrm3 chez le
rat SHR. En ajoutant des agonistes pouvant se lier au récepteur Chrm3, ils ont
premierement observé qu’il y avait bien une contraction au niveau des artéres
pulmonaires induisant une hypertension chez le rat. Dans un deuxiéme partie, les
travaux de Chau W. H. et al. on montré que l'inhibition de la pompe Na*/H* diminue
la contraction artérielle pulmonaire induite par le récepteur Chrm3 chez le rat SHR.
Ainsi, une faible concentration en sodium intracellulaire permet de libérer de Ca** de
la cellule, favorisant une diminution de la PA.

Les rdles que pourraient jouer les autres génes dans la variation de la PA sont
incertains. Toutefois, ces génes demeurent des génes candidats de la PA, puisqu'ils
sont inclus dans la région de C17QTLA1.

Notre étude a également démontré que le géne Gtpbp4 n’influence pas la PA du rat
Dahl. Initialement Gtpbp4 était inclus dans la région du QTL, mais une cartographie
pointue de la région I'a exclu. Gtpbp4 était un bon candidat pour la PA parce qu'il est

7 L’association entre les

difféerentiellement exprimé dans les maladies rénales
maladies rénales et I'hypertension est trés bien établie dans la littérature. Un
changement au niveau de I'expression de ce géne pourrait influencer la fonction du
rein et ainsi entrainer des variations de la PA. En effet, les reins jouent un réle

essentiel dans le contrélent de la PA.
10.2.2 C16QTL1

La région de C16QTL1 mesurant 2,19 Mb contient approximativement 29
génes dont 11 sont connus (Figure 20). Parmi ces génes candidats, Cmbp est un
géne candidat pouvant joué un réle dans la PA. Cmbp est la protéine p110 de la
cytomatrice qui joue uni réle dans la formation de synapses et dans I'exocytose Ca®'-

dépendant des neurotransmetteurs ¢ '*°. Son réle pourrait avoir lieu lors de la
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formation des synapses entre une cellule neuronale et une cellule musculaire d’'une
artere, ou des neurotransmetteurs activeraient des molécules impliquées dans la
PA. Maigré cette théorie, les résultats de séquengages (résultats non montrés)

entrepris par d'autres étudiants montrent la présence d'aucune mutation.

Pour ce qui est des autres génes, leurs descriptions (Annexe A) ne suggérent pas
leurs participations dans la PA. Toutefois, ces génes doivent étre considérés comme
des génes candidats parce qu'ils sont inclus dans la région de C16QTL1. Cette liste
de genes dans |a région de C16QTL1 est trop longue. Une étude poussée de cette
région est pour l'instant inutile. De plus, parmi ces génes, plusieurs sont des génes
prédits ou non identifiés (Annexe A). D'autres souches congéniques pour cette
région doivent étre construite pour que C16QTL1 soit plus petite que 2 cM, soit
environ 2 Mb et moins, ou sinon gu'elle contienne moins d'une dizaine de génes. A

ce moment, une sélection des génes pourra étre envisagée.

10.2.3 Génes candidats

Pour identifier un QTL, on peut choisir des candidats susceptibles
d'influencer la PA. Les génes conservés chez le rat, la souris et I'humain ont plus de
chances qu'une défectuosité de ce géne puisse trouver un équivalent chez 'humain
hypertendu. De plus, le lieu d’'expression et la description de la fonction
physiologique des génes peuvent aussi guider le choix du candidat. Il est clair que
des homologies de séquences n'assurent pas I'nomologie de fonctions, et qu'une

telle association doit étre établie expérimentalement.

Quoiqu'il en soit, tous les genes inclut dans la région du QTL sont des génes
candidats pour 'hypertension. En effet, I'hypertension est polygénique et des génes
insoupgonnés peuvent étre impliqué dans le contréle de la PA. Bien que certains
génes candidats soient connus théoriquement pour avoir des produits qui influencent
la PA, bon nombre d’entre eux n'en ont pas et sont ainsi exclut en tant que géne
candidats. On retrouve par exemple les genes de Penzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA), I'oxyde nitrique synthase (Nos2) et la kinase sérine/thréonine
WNK4 (Wnk4). Ces génes ont été exclus des régions de QTLs sur le chromosome

10 du rat Dahl salt-sensitive '°. || est donc trés important de considérer tous les
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genes comme des génes candidats. Les QTLs peuvent ainsi correspondre a de
nouveaux genes qui contrdlent la PA.

10.3 QTLs hétérozygotes

L'étude des fonctions d'un QT7L s’est fait tout en maintenant le reste du

génome en uniformité avec des souches hétérozygotes pour un Q7L déja connu.

L'allele LEW de I'hétérozygote C17QTL1, n'est ni récessif ni dominant, parce qu’il se
situe entre les deux extrémes homozygotes DSS/DSS et LEW/LEW (Figure 22). Il y
a donc une corrélation quantitative entre le nombre de copies de I'aliele LEW pour
C17QTL1 et la régulation de la PA. Deux copies LEW de C17QTL1 sont nécessaires
pour diminuer la PA a un niveau normotendu. Cette différence quantitative entre
DSS et LEW sert de base génétique a I'action du C17QTL1. Ces variations de la PA
suivent un effet de dose réponse qui dépend du nombre de copies de chaque alléle.
Plus il y a de copies DSS, plus la PA augmente, ou sinon, plus il y a de copies LEW,
plus la PA diminue. Des mécanismes de régulation de 'expression entre les deux

alleles peuvent expliquer ces différences quantitatives chez C17QTL1.

L’alléle normotendu LEW de C16QTL1 est dominant par rapport a son homologue
DSS, parce que la PAM de C16QTL1 hétérozygote DSS/LEW se situe au méme
niveau que lI'homozygotes LEW/LEW (Figure 24). La difféerence de PAM de
DSS/LEW par rapport a LEW/LEW étant de -7 mm Hg. Ce résultat démontre qu’une
seule copie d’allele LEW de C16QTL1 est capable de diminuer la PA a des valeurs
équivalentes a celle de deux copies LEW. Les changements de la PA sont donc
controlés par des différences qualitatives entre les deux alléles, comme des
différences dans la fonction des produits du géne. Les produits de la région LEW de
C16QTL1 jouent un réle dans la diminution de la PA. Les produits de la région DSS
de C16QTL1, qui devraient normalement augmenter la PA, sont absents ou
défectueux ce qui expliqueraient qu'ils sont récessifs. Dans ce cas, les deux alleles
DSS de C16QTL1 sont nécessaires pour augmenter la PA. A I'opposé, si un alléle
normotendu d'un QTL est récessif par rapport a son homologue DSS, comme pour

le chromosome 2, ceci indique que ce QTL exprime des agents qui augmentent la
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PA " Pour le QTL du chromosome 2, deux alléles normotendus sont nécessaires
pour diminuer la PA. Pour le QTL du chromosome 16, les différences qualitatives
pour 'un ou l'autre des agents réducteurs ou amplificateurs entre DSS et LEW

peuvent probablement sous-tendre les bases génétiques des rbles de C16QTLA1.

Cette expérience permet d’en savoir un peu plus sur le fonctionnement des QTLs,
toutefois, elle ne répond pas aux questions entourant les bases moléculaires des
QTLs. Par contre, 'analyse des QTLs hétérozygotes ajoute un support a la nature
« monogénique » des QTLs individuelles.

10.4 QTL comme un trait monogénique

Dans les études précédentes, la PA était exclusivement considéré comme un
trait polygénique, dont la combinaison de plusieurs QTLs était nécessaire pour
'expression finale de la maladie ou du phénotypique. Ce raisonnement conclue que
chaque QTL posséde seulement des effets « mineurs » sur la PA. Contrairement a
cette croyance, presque tous les QTLs trouvés par le laboratoire ont des effets
« majeurs » sur la PA. Ainsi, un seul QTL est capable de suffisamment diminuer la
PA (de >20 mm Hg) sans la présence additionnelle des autres QTLs. En d’autres
mots, chaque QTL est capable de fonctionner comme une unité génétique
indépendante des autres QTLs dans un contexte et un arriére-plan génétique

approprié 152, 153, 154.

Comme il a été fait dans cette étude, chaque région du QTL de la PA a été analysée
séparément comme un trait monogénique pour chaque souche congénique. Nous
pouvons donc conclure que la PA est un trait quantitatif contrélé par des
QTLs « monogéniques » individuelles, qui suivent un mode d’hérédité mendélien **°.
De plus, I'étude réalisée avec des congéniques hétérozygotes démontre qu’un seul

alléle dominant est capable d’avoir un effet majeur sur la PA ™.

Aucune étude sur les génes majeurs n’a été réalisée chez 'humain. L'hétérogénéité
génétique en est une cause, car elle dilue I'effet individuel de chaque QTL de la PA.

La détection de QTLs « majeurs » est donc difficile a réaliser. De plus, méme chez
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les animaux consanguins ou I'environnement est contrdlé, les QTLs isolés avec des
effets « majeurs » comme C18QTL1 (48%), ne manifeste qu'un faible effet (7,5%)

lorsqu’ils sont présents avec le reste du génome LEW ¢,

10.5 Reproductibilité de I’expérience

La comparaison entre les QTLs localisés par des laboratoires différents est
difficile pour plusieurs raisons: les différents marqueurs produits par différents
laboratoires, les différentes diétes de NaCl, I'utilisation de différentes souches ayant
des arriére-plans génétiques différents, 'age a laquelle les animaux sont pris pour
mesurer la PA, la méthode employée pour la mesure de la PA et plusieurs autres.
Ces expériences sont difficilement reproductibles par d’autres laboratoires et les
comparaisons des résultats ne sont pas évidentes °. Néanmoins, certains QTLs

sont retrouvés sur des souches de rats hypertendus différents '*’.

Les QTLs identifiés par des analyses de liaison ou de congéniques sont souvent
unique aux deux souches consanguines, dont le croisement a donné la population
qui porte les QTLs . Le polymorphisme signifie qu'a un locus @ QTL, il y a une
différence allélique d’ADN qui cause des différences dans I'expression ou l'activité
du produit qu'encode le locus . Donc, si une paire de souches consanguines est
homozygote pour le méme QTL, ce QTL n’'aura pas d’effet sur le trait quantitatif dans
la population dérivant de ces souches ’°. L'arriére-plan génétique (voir 11.2.1) des

souches influence I'expression d’'un QTL ™°.

Le fait que deux populations présentent des Q7Ls de la PA différents pourrait
correspondre au fait qu’'une des populations soit un faux positif ou un faux négatif.
Toutefois, la PA est un trait quantitatif dont les défauts peuvent étre spécifiques a
des populations, comme dans le cas de I'hypertension monogénique. L’influence

provient autant de I'environnement que de l'information dans le génome.
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11- FACTEURS GENETIQUES ET
ENVIRONNEMENTAUX

11.1 Facteurs environnementaux

Comme il a été mentionné a plusieurs reprises, 'hypertension essentielle est
multifactorielle. Des composantes environnementales, comme le sexe, I'adge et Ia
diéte de I'animal influencent I'expérience et les résultats de la PA. Pour maintenir
une constante dans les résultats et s’assurer que les variations de la PA sont

influencées par des génes candidats, 'environnement des rats est des plus controlé.
11.1.1 Sexe de I'animal

Certaines données prétendent que les QTLs de la PA identifi€ chez le rat
Dahl peuvent dépendre du sexe de I'animal '*®. Toutefois, la plupart des études sur
la PA du rat sont effectuées sur des rats males. En effet, les males développent
'hypertension plus rapidement que les femelles. Les résultats sont ainsi obtenus
dans une période de temps plus court que ceux obtenus par les femelles. De plus,
I'oestrogéne féminin est connue pour interférer avec la PA, alors que chez les males
aucune hormone sexuelle n'est connue pour influencer la PA. Par leur physique plus
large, les males sont plus faciles a manipuler lors de la chirurgie d'implantation des

sondes télémétries.

La plupart des études qui analysent les QTLs de la PA liés aux sexes, étudient
chaque sexe indépendamment de l'autre. Des expériences d’'analyse de liaison
effectuées sur des rats Sabra par le groupe de Yagil et al. "> rapporte qu’un des
deux QTLs qu'ils ont identifiés sur le chromosome 1 était présent chez les femelles
rates alors que l'autre était présent chez les deux sexes. De plus, cette méme étude
a identifié un QTL du chromosome 17 présents que chez les femelles rates Sabra
3% Toutefois, la région que couvre ce QTL se situe autour de C17QTL1, qui a été

identifié chez le rat male Dahl. L'architecture génomique de chaque souche peut
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expliquer cette spécificité de Q7L au sexe. Les résultats réalisés par ce groupe

doivent étre confirmés par la construction de souches congéniques.

Quoiqu'il en soit, des méthodes expérimentales pour 'analyse de Q7Ls propre aux
sexes de l'individu doivent étre élaborées pour 'hypertension. Des Q7Ls communs
aux males et aux femelles existent et la présence de Q7Ls spécifiques au sexe crée
un besoin pour des études spécifiques avec des femelles et pour des interventions
spécifiques aux femmes chez 'humain.

11.1.2 Age de I'animal

L'analyse de la PA se fait sur des animaux aduites, car la PA augmente avec
I'age et le développement. Le phénotype est alors exprimé a son maximum. D’'un
autre co6té, certaines études démontrent que des composantes impliquées dans le
développement pourrait jouer un réle sur la PA et serait observable que durant la
croissance et le développement de l'individu '*® "% Et que la principale évidence

que 'hypertension est liée a I'age, est que la PA augmente avec 'age '*°.

Des recherches spécifiques sur le développement de I'hypertension selon l'age

constitueraient un projet de cherche en soit.
11.1.3 Diéte de "animal

La prise de sel est imposée a travers la nourriture. Les rats développent ainsi
une hypertension éxagérée. L'influence de la diéte sur I'animal peut varier a
plusieurs niveaux, par exemple, certains rats peuvent manger plus que d'autres, ce
qui influencerait la PA. Toutefois, les rats soumis a la télémétrie ont tous un
intervalle de poids déterminer ce qui suggére gu'ils consomment la méme quantité
de nourriture. Une étude a démontré chez le rat génétiquement hypertendu SHR,

160

qu'il existait un lien entre I'hypertension et le contrdle du poids ™, ou plus

précisément un lien entre I'hypertension et la diéte.
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11.2 Facteurs génétiques

Pour optimiser la recherche de génes candidats pouvant participer au
contréle de la PA, les facteurs génétiques des individus doivent étre pris en compte.
De plus, plusieurs mécanismes génétiques peuvent influencer les résultats de la PA,
et introduire des faux positifs et des faux négatifs. Il est donc trés important de

connaitre ces facteurs génétiques et de savoir comment faire pour les éliminer de
nos résultats.

11.2.1 Arriére-plan génétique DSS et LEW

L'arriére-plan génétique de nos souches congéniques provient du génome du
rat hypertendu DSS, parce que cette souche est plus permissive a I'hypertension
que la souche normotendue LEW. Les lignées congéniques avec fond génétique
DSS sont donc plus informatives. La méthode peut se faire dans la direction inverse,
soit avec un arriére-plan génétique LEW, mais la détection de QTL de la PA est

beaucoup plus difficile.

Il est vrai que les rats DSS et LEW semblent avoir les mémes alléles de QTL sur
plusieurs chromosomes, parce que plusieurs marqueurs dans ces régions ne
coségrégent pas lors du croisement des deux lignées '**. Toutefois, la lignée LEW a
toujours une PA plus basse que DSS, parce qu'elle posséde beaucoup d’alléles qui
diminuent la PA. En effet, plusieurs QTLs de la PA contrdlent collectivement
'ensemble de la pression sanguine. L'effet d’'un allele qui augmente la PA pour un
QTL donné chez le rat LEW peut étre compensé par les effets des alleles qui
diminuent la PA des autres QTLs. Ainsi, malgré la présence de QTLs qui
augmentent la PA, I'arriére-plan génétique normotendu LEW peut maintenir la valeur
de sa PA basse.

Un arriére-plan normotendu n'est donc pas suffisant pour générer I'hypertension.
Des expériences de ce genre ont été réalisées au laboratoire sur le chromosome 18
du rat Dahl. La souche C18S.L1 avec fond génétique hypertendu démontrait une
diminution de la PA en télémétrie, par contre, la souche C18L.S1 avec fond

génétique normotendu ne montrait aucune différence de pression %%,
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La présence d'une région chromosomique du rat hypertendu, méme si elle contient
veritablement un QTL, sera difficile a détecter a cause de I'énorme effet qu'imposent
les alleles de la souche normotendue. Il n'y aura pas de variations dans les valeurs
de PA parce qu'elle sera masquée par la présence de systémes tampons provenant

du génome normotendu, qui empéchent les variations.

De plus, il est possible que des génes de résistance soient impliqués. L’hypertension
se développe en absence de ces génes seulement; la présence de ces génes
réeprimerait le phénotype. Dans un croisement avec un arriére-plan génétique
normotendu LEW, la section hypertendue DSS qui contient un Q7L de I'hypertension
est masquée par les génes de résistance trés présent dans le génome normotendu.
Les QTLs distribués dans le génome hypertendu DSS sont donc nécessaires mais

individuellement non suffisants a une augmentation de la pression artérielle.
11.2.2 Effet de position

La fonction d’'un géne ne dépend pas uniquement de ses propres propriétés
intrinseques. Il y a aussi des événements génétiques non controlés, comme d’autres
génes, des bouts de séquences d’ADN ou d’ARN, qui joue un roéle d'activation ou de
répression. Ces séquences peuvent se retrouver prés de notre géne suite a des
rearrangements chromosomiques survenus durant |a méiose, et a 'occasion lors de
la mitose. Parmni les réarrangements chromosomiques, on retrouve la duplication, la
delétion, la transposition, la translocation, l'inversion de génes et I'événement de

recombinaisons inégales.

Le géne Bar de la drosophile est un exemple classique d'effet de position. Une
mutation dans Bar est causée par une duplication du segment du chromosome qui
contient le géne. Plus le géne est dupliqué, et plus le degre du défaut augmente.
Dans ce cas, les yeux sont plus petits. || ne s'agit donc pas d'une mutation dans le
géne, mais d'un défaut de recombinaison et plus précisément de la juxtaposition

accidentelle d’élément amplificateur .

Ce phénoméne peut se retrouver dans larriére-plan génétique de nos lignées

congéniques. De plus, puisque ces effets de position sont géneralement
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indétectables et se confondent avec l'arriére-plan génétique, il est difficile de
différencier les effets de la PA dues a des régions chromosomiques substituées ou a
I'arriere-plan génétique. L'interprétation des résultats des effets de la PA d'une
souche congénique peut alors devenir erronée. La stratégie pour évaluer si un effet
de position est responsable d'une variation dans la PA d'une lignée congénique
positive, est de construire une lignée congénique contrdle possédant un fragment
chromosomique substitué juste a coté, mais sans chevaucher celui de la souche
précédente ''°. Ce type de phénoméne justifie pourquoi il est important de répéter

I'expérience plusieurs fois.

11.3 Hypertension multifactorielle
11.3.1 Interaction géne-environnement

L’environnement agit de maniére additive et en combinaison avec l'arriére-

plan génétique de lindividu '

. Par exemple, des individus avec la méme
prédisposition génétique a la PA, dépendante de la sensibilité au sel, auront des

valeurs de PA différentes selon que leur diéte en sel est riche ou pauvre.

Sur une période de temps prolongée, les composantes génétiques deviennent
dépendantes de l'environnement. L'accumulation d’expérience environnementale
change ainsi le stade fonctionnel des génes. L'influence de I'environnement peut
aussi coincider avec un moment spécifique dans la vie dun individu.
L’environnement influence le phénotype a travers la stimulation ou l'atténuation de
I'expression des génes ou via I'interaction avec des produits de genes. Par exemple,
une diéte riche en sel altére I'expression de la rénine, ce qui conduit a une

augmentation de I'excrétion du sodium .

Les conditions environnementales de nos souches de rat DSS et LEW sont bien
contrélées. Les parameétres (comme la diéte, les manipulations) sont les mémes
depuis le tout début des études. La souche DSS est nourrit par une diéte riche en

sel, alors que la souche LEW est nourrit avec une diéte faible en sel.



109

11.3.2 Interaction géne-géne

En générale, lorsque vient le temps d'analyser des QTLs, on assume qu'ils
interagissent entre eux par un effet additif. Par exemple, C2QTL2 et C2QTL3
agissent ensemble de fagon additive '*°. Toutefois, il a été rapporté que la majorité

des traits quantitatifs interagissaient ensemble par épistasie '*°.

Un géne est dit épistatique envers un autre géne quand il masque ou empéche
I'expression phénotypique de ce gene. Certains QTLs interagissent de fagon
épistatique pour produire des effets combinés de la PA. Un allele ayant un QTL qui
diminue la PA peut compenser |'alléle ayant un QTL qui augmente la PA. La plupart
des QTLs de la PA d’'un systéme d'épistasie sont organisés en modules épistatiques
qui fonctionnent en hiérarchie et qui participent a des voies ou cascades complexes.
lls peuvent étre regroupé en trois groupes: les éléments régulateurs clefs, les
différents niveaux d’organisation et les voies de cascades biochimiques commun

regissant la PA.

L'épistasie peut étre étudiés grace a la comparaison de la PA entre des souches
doubles ou multi-congéniques, qui regroupent plusieurs QTLs. Ces informations sont
trés utiles pour comprendre la maniére dont la PA est régulée dans un systéme
complet. La combinaison de plusieurs QTLs a travers le génome dans une méme
lignée congénique pourrait faire varier la pression artérielle. Les interactions
épistatiques ont déja été utilisées pour détecter des QTLs inconnus, basé sur

I'interaction entre les QTLs connus et des locus inconnu 1%,

Le premier phénoméne découvert fut avec la forte interaction épistatique qui lie les
chromosomes 2 et 10 du rat Dahl salt-sensitive '®®. Depuis, environ quatorze QTLs
sont impliqués dans une dizaine d'interactions épistatiques chez ce rat 2% 5% 183.167-
' Toutefois, aucune étude effectuée a ce jour n'a démontré que les QTLs des
chromosomes 17 et 16 interagissaient avec d'autres de maniére épistatique. Etant
donné que I'hypertension est une maladie complexe et polygénique, des interactions
épistatiques incluant les QTLs des chromosomes 17 et 16 doivent nécessairement

exister.
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De plus, il existe d'autres types d'interaction géne-géne a ne pas négliger dans la
PA. La complémentation de génes survient lorsque les alléles de différents génes se
modifient entre eux pour produire un phénotype final. La suppression de géne peut

éliminer ou obstruer I'expression d’un alléle spécifique d'un autre géne.
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12- DE L’ANIMAL A L’HUMAIN

Beaucoup de progrés ont été observé dans la cartographie de QTLs
polygéniques de la pression sanguine chez 'humain, toutefois, l'identification de
QT7Ls de la PA chez 'humain demeure un défit. L'utilisation de modéles
experimentaux comme les animaux consanguins hypertendus est devenu une fagon
complémentaire, et en gquelque sorte une extension, et une alternative a I'étude
directe de la génétique de I'hypertension chez I'humain. On s’attend a ce que
certains meécanismes et pathogenéses révélés par les études d’animaux modeéles

soient applicables aux études humaines.

L'utilisation de modéle animal a permit de comprendre trois facettes de
'hypertension humaine et contribue ainsi a l'avancement de la recherche.
Premiérement, nous savons que certains génes et QTLs ont été conservés au cours
de l'évolution. Les QTLs découverts chez le rat peuvent alors étre utilisés pour
identifier des QTLs de la PA homologue chez 'humain. Les produits des génes qui
participent physiologiqguement au processus de régulation de la pression sanguine
pourraient étre similaire chez le rat et 'humain. Deuxiemement, des régions du
chromosome qui contiennent un QTL de la PA chez le rat peut étre utilises pour
examiner des génes candidats localisés dans des régions qui se partagent une
conservation en synténie avec ['humain (c'est-a-dire une conservation de I'ordre des
génes entre deux espéces). Un exemple de conservation en synténie a été noté
pour le chromosome 10 du rat Dahl salt-sensitive et le chromosome 17 de 'humain
'®! Troisiémement, il a été démontré que la coségrégation d’alléles pour un locus de
la pression sanguine pouvait étre un phénomeéne dépendant de la population de rat
ou d’humain. Les alleles ECA coségrégent avec la PA dans une population F; (DSS
x MNS) mais pas dans la population F, (DSS x WKY) "% Le méme phénoméne a

3

été observé pour le locus ECA associé a 'HTAe chez 'humain "°, mais pas dans

toutes les populations étudiées ™.
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Les études utilisant des animaux consanguins a permit de localiser des QTLs pour la
PA, qui ont un lien ou non avec 'HTAe chez 'humain. Jusqu’a maintenant, parmi les
36 régions identifiées pour 'HTAe dans le génome humain, 30 régions ont un
homologue avec des régions du QTL de la PA du génome du rat % ">, Toutefois, les
mutations qui participent a I'hypertension chez le rat ne seront pas toutes impliquées
dans les populations humaines hypertendues. Quoiqu’il en soit, les modeles
animaux comme le rat, avec leur arriére-plan génétique bien définit et modifiable,
contribuent a nous éclairer davantage sur les genes candidats responsables de

I'hypertension.
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La présence de C17QTL1 a une fois de plus été confirmée a l'aide de la
construction de souches congéniques. Nous avons réduit la région du QTL,
initialement de 34,8 Mb a 1,60 Mb. La région de C17QTL1 contient six génes, donc
Chrm3, un récepteur cholinergique muscarinique 3, couplé & la protéine G, qui induit
la contraction de la majorit¢é des muscles lisses. Ce géne posséde les
caractéristiques d’'un gene impliqué dans la régulation de la PA. Nous avons
également démontré que Gtpbp4, différentiellement exprimé dans les reins, est
exclue de la région du QTL.

Nous n'avons pas réussit a diminuer la région de C16QTL1 a moins de 2 cM ou 2
Mb. Toutefois, nous avons apporté des corrections au niveau de la cartographie de
la region de C16QTL1. Par exemple, le marqueur D16Chm42 n’est pas
polymorphique. La région de C16QTL1 qui mesurait avant 2,16 Mb, mesure
maintenant 2,19 Mb. Etant donné que cette région du QTL contient trop de génes,
soit approximativement 29 génes dont 11 sont connus, une étude approfondie des
génes n’est pas appropriée. |l faut réduire C16QTL1 davantage a l'aide de sous-
souches congéniques.

L'étude des alleles hétérozygotes nous a démontré que les variations de la PA de
C17QTL1 suivent un effet de dose réponse qui dépend du nombre de copies
d'alleles. Pour C16QTL1, les changements de la PA sont contrdlés par des
différences qualitatives entre les deux alleles. Les produits de la région LEW de
C16QTL1 jouent en réle dans la diminution de la PA et les produits de la région DSS
de C16QTL1, qui devrait normalement augmenter la PA, sont absents ou défectueux

ce qui expliqueraient qu'ils sont récessifs.

De plus, nous avons démontré que les QTLs peuvent avoir des effets « majeurs »
sur la PA et que la PA est un trait quantitatif contrélé par des
QTLs « monogéniques » individuelles. L’étude réalisée avec des congéniques
hétérozygotes démontre aussi qu’un seul alléle dominant est capable d’avoir un effet

majeur sur la PA.

L’identification d’'un QTL pour la PA chez le rat permet de mieux comprendre
'hypertension chez I'humain. Le regroupement des QT7Ls dépendamment de leur

role dans les cascades ou les patrons épispastiques va élucider le meécanisme
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physiologique qui contrble la PA. Cette compréhension nous éclaire davantage sur
I'architecture génétique, les interactions QTL-QTL et les modulations du génome
dans I'HTAe. De plus, la découverte de ces QTLs facilite notre compréhension sur
certain aspect de la recherche génétique dans 'HTAe, comme la spécificité de la
population a la maladie. Une extrapolation du savoir du rat vers I'humain nous
permettrait ainsi de développer de nouveaux outils de diagnostiques génétiques, de
nouvelles cibles thérapeutiques et potentiellement [lutilisation dapproches
pharmacogénétiques pour I’hypertension.
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Tableau A. Génes candidats de la région C16QTL1
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RAT SOURIS HUMAIN Nom au complet
CHR16 CHR14 R34
retinoic acid induced 17
) . . (predicted)
Rai17_predicted Zmiz1 ZMIZ1 Bottom of Form
. . peptidylprolyl isomerase F
Ppif Ppif PPIF (cyclophilin F)

) similar to hypothetical protein
RGD1306164_predicted - C100rf56 FLJ90798 (predicted)
LOC679736 . - similar to H3 histone, family 3B

similar to LSM5 homolog, U6 small
LOC679753 - - nuclear RNA associated

. similar to RS21-C6 protein

RGD1565017_predicted - - (predicted)

Anxa11 Anxa11 ANXA11 annexin A11

Plac9_predicted Plac9 PLACSY placenta-specific 9 (predicted)
(DNA similar to DNA segment, Chr 14,

RGD1305689 fragment) C100rf57 ERATO Doi 449, expressed
D14Ertd449e

) similar to RIKEN cDNA
RGD1565219_predicted - - C330003B14 (predicted)

) similar to double homeobox
RGD131 1053_pred|cted - DUX4 protein (predicted)

LOC679896 - - hypothetical protein LOC679896

. sarcolemma associated protein

Simap_predicted Simap SLMAP (predicted)

LOC679964 - - hypothetical protein LOC679964
similar to RIKEN cDNA .

RGD1306064_predicted - FAM116A  A630054L15; hypothetical protein
MGC38041 (predicted)

Arfa Arfd ARF4 ADP-ribosylation factor 4

RGD1310975 2'-PDE 2'-PDE similar to CG31759-PA

Bm259 - - BM259 protein

LOC679778 - - similar to heat shock protein 8
similar to ankyrin repeat and

LOC680076 - B SOCS box-containing protein 14
similar to Nuclear protein SkiP
(Ski-interacting protein) (SNW1

LOC680087 ) ) protein) (Nuclear receptor
coactivator NCoA-62)

) homeo box gene expressed in ES
RGD1563858_predicted Hesx1 HESX1

cells (predicted)



RGD1565237_predicted

Arhgef3_predicted
LOC680155
LOC680168

RGD1560873 _predicted

LOCB80221
Cmbp

117rd

Arhgef3

Erc2

IL17RD

ARHGEF3

ERC2

118

similar to transmembrane protein
(predicted)

Rho guanine nucleotide exchange
factor (GEF) 3 (predicted)
hypothetical protein LOC680155

similar to retinoblastoma-
associated protein 140

similar to RIKEN cDNA
E230015L20 gene (predicted)
similar to 60S ribosomal protein
L21

cytomatrix protein p110

Legende : un « - » veut dire qu’il n'y a pas d’homologie.
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