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Résumé frangais

L’hypertension essentielle constitue un facteur de risque important de
maladies cardiovasculaires. Précédemment, une étude, effectuée par notre équipe a
permis de localiser quatre loci pour traits quantitatifs (QTLs) de la pression sanguine

sur le chromosome 10 du rat Dahl sensible au sel (S).

Afin de raffiner cette localisation et d’étudier le fonctionnement de ces QTLs,
une série de souches et sous-souches congéniques ont €té construites. Chacun des
quatre QTLs précédemment identifiés ont ainsi €t€¢ cernés dans des intervalles ne
dépassant pas 1862 kb. De plus, un cinquiéme QTL a pu étre localisé dans un

intervalle de 420 kb.

L’étude d’interaction démontre que, bien que la pression sanguine soit un trait
polygénique, chaque QTL peut agir de maniere indépendante, comme le ferait un trait
monogénique. De plus, ces différents QTLs interagissent selon des mécanismes

d’épistasie et d’additivité.

Mots clés
Hypertension essentielle, pression sanguine, souche congénique, cartographie

génétique, €pistasie, interaction génique, dominance, homologie.
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Résumé anglais
Abstract

Essential hypertension is a major risk factor for cardiovascular diseases. A
previous study, made by our team, located four quantitative trait loci (QTLs) for

blood pressure on Dahl salt sensitive rat (S) chromosome 10.

To narrow down the previously found QTL regions and study their function, a
series of several congenic strains and substrains were created. These QTL regions
were thus reduced in intervals not exceeding 1862 kb. Moreover, a fifth QTL could

be localized in a region of 420 kb.

Interaction studies showed that, although the blood pressure is a polygenic
trait, each QTL can act indenpendently, as would do a monogenic trait. Moreover,

these different QTLs interact according to epistatic and additive mechanisms.

Key words
Essential hypertension, blood pressure, congenic strain, genetic mapping, genetic

interaction, epistasy, dominance, homology.
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Introduction



Chapitre 1- La pression sanguine
1.1 La pression sanguine et ses mécanismes de régulation

La pression sanguine est la force hydrostatique exercée par le sang sur les
parois vasculaires. Au moment de ]a contraction du muscle cardiaque (systole), le
sang est expulsé hors du cceur, en direction des différents organes du corps, via le
réseau artériel. Le sang revenant au cceur par le réseau veineux est acheminé aux
oreillettes, pour ensuite permettre le remplissage des ventricules. Cette période de
remplissage est appelée diastole. Chaque cycle systole/diastole dure environ 0,8
seconde et produit une fréquence cardiaque de 65 a 80 battements par minute au
repos. Le débit cardiaque est fonction de 1a fréquence cardiaque et du débit systolique
(volume de sang €jecté a chaque systole). Il est aussi dépendant du volume sanguin

total",

La pression sanguine est dépendante du deébit cardiaque et de la résistance
vasculaire systémique. Cette derniére résulte de la friction entre le sang et les parois
des vaisseaux sanguins. Elle varie en fonction de la viscosité du sang, de la longueur
totale et du diametre des vaisseaux sanguins. La viscosité du sang dépend du ratio qui
existe entre ses parties solides (globules rouges, globules blancs, plaquettes,
protéines) et le plasma sanguin. Tous facteurs pouvant augmenter cette viscosité
augmente la résistance et, par conséquent, la pression sanguine. La résistance est
directement proportionnelle a la longueur des vaisseaux sanguins et inversement
proportionnelle a leurs rayons. Les parois du réseau artériel sont constituées, entre
‘autre, de fibres musculaires lisses. Elles permettent de moduler le diamétre des

P . £ . 1
artérioles pour régler leur résistance et la pression'",

Plusieurs systémes interviennent dans le contr6le de la pression sanguine en
ajustant la fréquence cardiaque, le débit systolique, la résistance vasculaire
systémique et le volume sanguin. Cette régulation est a la fois neuronale et

hormonale.



1.1.1 La régulation neuronale:

Le centre cardiovasculaire, situé dans le bulbe rachidien du tronc cérébral,
régle la fréquence cardiaque, la contractilité (force de contraction) des ventricules et
le diametre des vaisseaux sanguins, par son influence sur les divisions sympathiques
et parasympathiques du systéme nerveux autonome (SNA). Le centre
cardiovasculaire regoit de I’information des régions supérieures du cerveau — cortex
cérébral, systeme limbique et hypothalamus — et de récepteurs, tels les barorécepteurs
et les chimiorécepteurs. Les barorécepteurs réagissent a I’étirement des parois des
vaisseaux sanguins et des oreillettes, alors que les chimiorécepteurs sont activés par

I’acidité du sang, le niveau de CO; et 4’0,V

Afin de transmettre les signaux de régulation de la pression sanguine aux
cellules cibles, le SNA libére les neurotransmetteurs suivants: adrénaline,
noradrénaline et acétylcholine (ACh). Ces derniers activent les récepteurs
cholinergiques et adrénergiques. 1l existe deux types de récepteurs cholinergiques,
soit les récepteurs nicotiniques et muscariniques. Les récepteurs nicotiniques sont
formés de différentes combinaisons des sous-unités a, B, y et . 1l existe donc de
multiples sous-types de ces récepteurs en fonction des différentes combinaisons
possibles. Les récepteurs muscariniques, quant a eux, sont divisés en cinq sous-types
de M1 a MS5. 1l existe aussi deux types de récepteurs adrénergiques; les récepteurs o

et B. 1ls sont, & leur tour, classifiés en sous-types : a;, o, B, B2, B3(1’2).

La stimulation parasympathique, via le nerf vague (X), abaisse la fréquence
cardiaque. La stimulation sympathique du cceur, via les nerfs accélérateurs
cardiaques, augmente la fréquence cardiaque. Dans les muscles striés, la stimulation
sympathique active les récepteurs B-adrénergiques des muscles lisses des vaisseaux
sanguins et entraine une vasodilatation. De plus, cette division contréle la
vasoconstriction des petites artéres et artérioles via les nerfs vasomoteurs. Cet effet
est dii a I’activation des récepteurs o-adrénergiques de la noradrénaline'”. La

stimulation sympathique a aussi une influence régulatrice sur la production de rénine,



le taux de filtration glomérulaire et la réabsorption de sodium au niveau du tubule
rénal®.

L’acétylcholine a un effet vasodilatateur et ralentit la fréquence cardiaque'".
En plus d’étre produites et libérées par les neurones, 1’adrénaline et ]a noradrénaline
sont sécrétées dans le sang par les glandes médullosurrénales. Elles sont alors
considérées comme des hormones. L’adrénaline est majoritairement libérée par les
médullosurrénales. Elle agit alors comme hormone. Une faible fraction est libérée par
le SNC. A I’inverse, la noradrénaline est faiblement libérée dans la circulation par les
médullosurrénales et plus fortement reldchée par le SNC. L’adrénaline augmente le
rythme cardiaque et le débit sanguin des muscles squelettiques et du cerveau. Elle
diminue la résistance périphérique totale. La noradrénaline, par son action sur des
récepteurs différents, diminue le rythme cardiaque et augmente la résistance
périphérique totales'”. L’administration, par voie intraveineuse, de noradrénaline

cause une élévation de la pression sanguine(3).

1.1.2 La régulation hormonale

Plusieurs hormones sont impliquées dans le contrdle de la pression sanguine
par leurs effets sur le cceur, le diamétre des vaisseaux sanguins, le débit et le volume

sanguin total.

Le systéme rénine-angiotensine (SRAA) joue un rdle important dans le
controle de la pression sanguine. 11 est constitué d’une cascade d’événements qui
permettent une augmentation de la pression sanguine par de multiples voies. La
Figure 1 résume le fonctionnement et les effets de ce systeme. L’angiotensine II (Ang
II) est obtenue suite au clivage de I’angiotensine | (Ang I) par ’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ECA). Cette enzyme est sécrétée par les cellules
endothéliales dans tout I’organisme. L angiotensine I est, elle-méme, obtenue suite au

clivage de I’angiotensinogéne par la rénine. L’angiotensinogene est produit par le



foie, alors que la rénine est synthétisée par les cellules de ’appareil juxtaglomérulaire

du rein™.

L’action de I’Ang Il est médiée par sa liaison aux récepteurs spécifiques AT
et AT,®. Ces récepteurs couplés aux protéines G sont exprimés dans plusieurs tissus
tels que les reins, le cerveau, et les glandes surrénales. Deux sous-types du récepteur
AT, - AT\a et AT b - ont été identifiés chez les rongeurs”"®. 1ls sont le produit de
deux génes différenticllement exprimés et régulés : Agtrla et Agtrlb™'?. 11 a été
démontré que le récepteur AT la est principalement impliqué dans le tonus vasculaire
périphérique et dans la réponse a la pression médiée par le systéme nerveux central
(SNC)! L2 1e récepteur AT1b, quant a lui, est requis pour la réponse dipsogénique a

I’Ang IT 1.

L’hormone antidiurétique (ADH), est formée au niveau des noyaux supra-
optiques et paraventriculaires de I'hypothalamus par clivages d'une pré-prohormone.
Elle est ensuite transportée jusqu'a la post-hypophyse qui I’entrepose. Sa libération
dépend essentiellement de deux facteurs : I'hyperosmolarité et le volume sanguin. Les
effets de la vasopressine résultent de la stimulation de récepteurs de type V; et V2 Le
premier est responsable de la vasoconstriction, alors que le deuxiéme induit l'effet

antidiurétique'".

L’aldostérone est sécrétée par les glandes corticosurrénales suite a la
stimulation par 1’Ang 1. Elle interagit avec les récepteurs mélanocorticoides du
tubule rénal et cause une plus grande activité des canaux calciques épithéliaux. Cette
plus grande activité augmente la rétention d’eau et de Na’, ce qui a pour conséquence

d’augmenter la pression‘".

Le facteur natriurétique auriculaire est produit par les oreillettes. Sa liaison
avec son récepteur provoque une vasodilatation et favorise I’excrétion de sodium et
d’eau. Ceci réduit le volume sanguin et diminue la pression artérielle. De plus, il

supprime la sécrétion de I’ADH, de ’aldostérone et de la rénine'"'.



L’endothéline est produite par I’endothélium des vaisseaux sanguins. Un effet
vasoconstricteur résulte de son action sur le récepteur ETs dans les muscles lisses

vasculaires''>'®). Elle stimule aussi la production de rénine, d’angiotensine Il (Ang

1), d’aldostérone et d’adrénaline!'®).

Le monoxyde d’azote (NO) est libéré par plusieurs types cellulaires dont
’endothélium et les cardiomyocytes. Outre son effet vasodilatateur, il prévient la
formation d’artériosclérose et est impliqué dans la contraction du myocarde. Le NO
peut étre produit par voie enzymatique a 1’aide de la NO synthétase (NOS)!'”. Chez

I’humain trois isoformes de cette enzyme ont été identifiées (NOSI, NOS2 et NOS3).
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Figure 1 Représentation schématique du systéme rénine-angiotensine, image adaptée de

http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Renin-angiotensin-aldosterone system.png




1.2 Mesure de la pression sanguine

Chez I’humain, la pression sanguine est normalement mesurée au niveau de
’artére brachiale gauche. Elle est évaluée en deux parties. La pression artérielle
systolique (PAS) est la force exercée par le sang sur les parois de I’artére durant la
contraction ventriculaire. Elle indique la force de contraction ventriculaire gauche. La
pression artérielle diastolique (PAD) est la force exercée par le sang sur les parois de
’artére durant la relaxation ventriculaire. Elle nous renseigne sur la résistance des

vaisseaux sanguins‘".

A I'age adulte, la PAS optimale est d’environ 120 mm Hg, alors que la PAD
est d’environ 80 mm Hg'"'". Ces résultats sont généralement présentés de la maniére

suivante : 120/80 mm Hg.

La différence entre les pressions systoliques et diastoliques est appelée
pression différentielle (PD). Elle est en moyenne de 40 mm Hg et fournit des
renseignements sur 1’état des artéres. L artériosclérose cause une élévation importante

de la PD. Le rapport normal entre la PAS, la PAD et la PD est d’environ 3: 2: 1.

1.3 La pression sanguine : un trait quantitatif et polygénique

Il est bien connu que la pression sanguine est un trait qui se mesure de
maniére quantitative et qu’elle est déterminée par I’effet de plusieurs génes!'?.
Comme de nombreux autres caractéres biologiques, elle présente un spectre de
variation qui va d’un minimum a un maximum, en passant par une gamme d’états
intermédiaires. Ces demiers sont si peu distincts les uns des autres, que les
différences entre eux doivent étre mesurées pour étre décelées. Ces caracteres sont
dits quantitatifs et leur phénotype est dii a I’effet cumulatif de plusieurs loci'”. Les
loci contrdlant un trait quantitatif sont appelés QTL (loci pour trait quantitatif). A

I’opposé, les caractéres étudiés par Mendel se manifestaient sous forme d’altematives

nettement distinctes les unes des autres. I1s sont dits qualitatifs ou discontinus.



Chapitre 2 — L hypertension
2.1 Définition

L’hypertension peut se définir, de maniére simplifiée, comme étant une
¢lévation chronique et anormale de la pression sanguine. L’organisation mondiale de
la santé (OMS) recommande une pression artérielle inférieure & 140/90 mm Hg chez
les sujets adultes non diabétiques ou non atteints d’une maladie rénale chronique.
Chez ces demiers, il est recommandé de maintenir une pression artérielle inférieure a

130/80 mm Hg""*,
2.2 Epidémiologie et pathologie associées

Selon le «National Health and Examination Surveys» (NAHES), environ 20%
de la population adulte des pays industrialisés est atteinte d’hypertension®®. Ce
nombre s’éléve a plus de 50% chez les personnes agées de 60 ans et plus"**'*?. La
prévalence est plus élevée dans la population afro-américaine et augmente plus
rapidement avec ’age chez les femmes que chez I’homme®®. Dans plusieurs sociétés
non occidentales et non industrialisées ayant un mode de vie traditionnelle, la

prévalence d’hypertension est faible®”.

L’hypertension est un facteur de risque puissant d’accidents cérébro-
vasculaires (ACV), d’artériosclérose, d’infarctus du myocarde, d’insuffisance
cardiaque et de maladies rénales®>*2%. En effet, le risque d’ACV et d’infarctus est

augmenté, respectivement de 10 et 5 fois, chez les sujets atteints d’hypertension®”.

Malgré la sévérité des pathogénies reliées a cette maladie, les mécanismes en
cause demeurent encore mal connus. Une grande variété de molécules sont
disponibles pour traiter les sujets atteints d’hypertension. Ces molécules sont classées
en 8 grandes catégories: les diurétiques, les béta bloquants, les antagonistes du

calcium, les inhibiteurs d’ECA, les antagonistes sélectifs de a;, les antagoniste de



I’Ang I1, les drogues agissant sur le SNC et les autres drogues (inhibiteurs de rénine,
antagonistes de 1’endothéline, vasodilatateurs directs, efc.). Ces drogues peuvent étre
administrées seules ou en combinaison®. Malgré cela, chez certains patients, aucun
traitement ne permet le retour a une pression artérielle complétemeht normale. De
plus, ces drogues ne prévient pas entieérement le développement des pathogénies
reliés a I’hypertension tels que ’ACV, la crise cardiaque, la rétinopathie et la

néphropathies®.

2.3 Le role de la membrane plasmique

L’hypertension est causée par le déreglement, ou la perte de fonction, d’un ou
de plusieurs, des systémes de contrdle de la pression artérielle. Ceci entraine une

perte de I’homéostasie et un changement de pression.

Au niveau cellulaire, la membrane cytoplasmique est impliquée dans la
réception des signaux de contrdle de la pression sanguine. Qu’ils soient d’origine
neuronale ou hormonale, ces signaux doivent atteindre 1’intérieur des cellules cibles
pour transmettre leurs effets. C’est pourquoi la structure et les fonctions de cette

membrane jouent un réle clé dans la pathogenéese de I’hypertension.

La membrane cytoplasmique est une structure dynamique constituée d’une
couche bilipidique hydrophobe, de protéines, de glycolipides et de glycoprotéines.
Elle permet le maintien de la spécificité et de I’homéostasie cellulaire. De plus, elle
permet la communication avec les cellules adjacentes. A 1’aide de signaux et de
structures spécifiques, elle peut aussi communiquer avec les autres parties de
’organisme. La membrane cytoplasmique présente une perméabilité sélective qui lui
permet de contrbler les échanges moléculaires entre le compartiment extracellulaire et
I’intérieur de la cellule. Le passage des molécules hydrophiles, au travers de la
membrane hydrophobe, est rendu possible grice a la présence de structures
protéiques transmembranaires®®. Ces structures sont divisés en deux catégories : les

31
canaux et les transporteurs( ),
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2.3.1 La transmission de messages

Comme discuté précédemment, les neurotransmetteurs et certaines hormones
n’entrent pas directement dans les cellules cibles, mais transmettent leurs messages
via des récepteurs. Ceux-ci sont imbriqués dans la membrane cytoplasmique. La
liaison d’un ligand & son récepteur active une suite d’événements intracellulaires
divisés en trois grandes étapes : membranaire, cytoplasmique et nucléaire. Au niveau
de la membrane, les récepteurs activés stimulent la phosphorylation de protéine G
et/ou la production de seconds messagers (inositoltriphosphate, Ca’*, AMPc, GMP,
DAG, oxyde nitrique). Ceux-ci activent la voie des MAP kinase au niveau
cytoplasmique. Les MAP kinases phosporylent des protéines cibles afin d’en
modifier leur mode d’action. Plusieurs de ces cibles sont des facteurs nucléaires

3% Un défaut dans une voie de

responsables de la transcription des génes
signalisation peut affecter la régulation de la pression sanguine et mener a

I’hypertension.
2.3.2 Le transport de molécules hydrophiles

Les canaux et les transporteurs permettent le transport de molécules
hydrophiles comme les ions. Ce transport est controlé par des signaux systémiques
(hormones, neurotransmetteurs) ou locaux (prostaglandines, oxyde nitrique)®? qui
interagissent avec leurs récepteurs spécifiques. Le sodium, le potassium, le chlore, le

(03239 |4 membrane

magnésium et le calcium ont été associés a I’hypertension
cytoplasmique joue un rdle important dans le maintient homéostatique de la

concentration de ces ions dans les compartiments inta et extracellulaires.
2.3.2.1 Le sodium

Imbriquée dans la membrane cellulaire, la pompe ATPase Na'/K’ exporte
trois ions Na” pour deux ions K importés. Pour ce faire, elle hydrolyse une molécule

d’ATP. Ceci permet de conserver une plus grande concentration de Na' dans le
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compartiment extracellulaire que dans le compartiment intracellulaire. Cette

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

De plus, le sodium est 1’ion le plus retrouvé dans le liquide extracellulaire. Sa
concentration corporelle totale est un déterminant important du volume de fluide
extracellulaire. L’excrétion rénale du sodium permet de réguler ce volume afin de

prévenir qu’il ne soit pas excessif*®.

Les stéroides cardiotoniques (SCT), comme la ouabaine endogéne, sont
connus pour faciliter la natriurése via I’inhibition des pompes ATPase Na' /K" situées
a la surface basolatérale des cellules épithéliales tapissant les néphrons®’*®,
Cependant, une production excessive de SCT peut aussi inhiber les pompes ATPase
Na*/K* des muscles lisses vasculaires et créer une vasoconstriction®”. Les SCT

N . . . : : 37,3
endogénes contribueraient a I’hypertension sensible au sel®’”

. En effet, chez
I’humain, une diéte salée chronique — excédant 100mmol de sodium par jour — cause
une augmentation en SCT plasmatique®“*?. De plus, des taux élevés de ouabaine
endogene sont observés chez 50% des patients atteints d’hypertension essentielle.
L’administration d’un antagoniste de la ouabaine permet de normaliser la pression

sanguine chez certains sujets hypertendus™?.

2.3.2.2 Le calcium

Le calcium intracellulaire est un élément essentiel de la contraction des
muscles lisses vasculaires. Il agit aussi comme second messager. Dans les cellules au
repos, la concentration intracellulaire (C;) de Ca” est quatre fois plus faible que la
concentration extracellulaire. Cette Ci est pgardée constante par une variété de
mécanismes contrdlés par des canaux et des pompes calciques localisés dans la
membrane cytoplasmique et dans les organelles. L’augmentation du Ca**
intracellulaire provoque la contraction des muscles lisses. La pompe ATPase Ca®*
plasmique permet d’exporter le Ca** hors de la cellule. L’ ATPase Ca®* du réticulum

sarcoplasmique permet la séquestration de Ca®" dans des organelles intracellulaires.
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L’échangeur Na'/Ca** (NCX) permet d’exporter le Ca®', contre son gradient de

concentration, en important du Na'suivant son gradient de concentration®?.

L’augmentation de Na' intracellulaire, suite a 1’action des SCT par exemple,
affecte le gradient de concentration qui permet 8 NCX d’exporter le Ca®". L élévation
de la concentration du Ca®" qui en résulte augmente la contraction des muscles lisses
vasculaires. Ceci peut conduire & I’hypertension®. En effet, il a ét¢ démontré que le
NCX de type 1 vasculaire est impliqué dans la régulation de la contractilité des

petites artéres et dans le développement de I’hypertension Na' dépendante™®.
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Chapitre 3 — Les types d’hypertension

Les types d’hypertension sont classés en deux grandes catégories, en fonction
de I’origine de cette anomalie: I’hypertension primaire et secondaire. L hypertension
primaire est subdivisée en hypertension monogénique et en hypertension

essentielle!' .

3.1 L’hypertension secondaire

L’hypertension secondaire est rare. Elle est causée par I’effet d’une autre
maladie sur 'un des systémes de régulation de la pression sanguine. Par exemple,
dans le syndrome de Conn’s, la présence d’un adénome sur les glandes
corticosurrénales entraine une surproduction d’aldostérone. Cette hormone
stéroidienne agit sur le tube distal du rein et cause une réabsorption de Na', suivie

d’une expansion du liquide extracellulaire et d’une excrétion rénale potassique.

3.2 L’hypertension monogénique

L’hypertension monogenique . est responsable d’environ 5% des cas
d’hypertension. Elle suit une transmission mendélienne et un seul géne défectueux est
responsable des hausses marquées de la pression artérielle. Plusieurs formes

monogéniques d’hypertension ont €té caractérisées au niveau moléculaire.

L’hyperaldostéronisme familial de type 1 est transmis de maniére autosomale
dominante. Il est causé par un événement de recombinaison génétique sur le bras long
du CHROMOSOME 8§ qui entraine une duplication-fusion entre la partie promotrice
du geéne B-HYDROXYLASE et la partie codante du géne de L’ALDOSTERONE
SYNTHETASE. La région promotrice du géne p-HYDROXYLASE étant régulée par
I’hormone adrénocorticotropique (ACTH), le géne hybride permet la synthese
surrénalienne excessive d’aldostérone sous le controle de I’ACTH, plutét que

I’ AngIT“4*49).
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Le syndrome de Liddle est d’origine autosomale dominante. Des mutations
dans les génes des sous-unités B et y du canal sodique épithélial du néphron distal
seraient responsables de la maladie. Ces défauts génétiques causent une activation
constitutive du canal, ce qui augmente la réabsorption de sodium et éléve la pression

. (45474
sanguine!*>*74%),

Bien que I’hypertension monogénique soit attribuable a la défaillance d’un
seul gene, des variations dans la sévérité de la maladie peuvent étre observées entre
des individus atteints. Ce phénomeéne est appel¢ pénétrance variable®*”. Plusieurs

facteurs peuvent étre en cause dans cette variation entre le phéhotype et le génotype.
Différentes mutations d’un méme geéne peuvent en étre responsables. De méme, des
mutations dans différents variants alleliques d’un méme géne peuvent mener a des
phénotypes légérement différents. L’action de facteurs environnementaux, tel que la

diéte et le mode de vie, peut également jouer un r6let®.

3.3 L’hypertension essentielle

L’hypertension essentielle constitue 95% des cas d’hypertension et son
origine est multifactorielle. C’est pourquoi elle est aussi appelée : hypertension
multifactorielle ou polygénique. Bien que les causes spécifiques soient encore
obscures, il est maintenant accepté que I’hypertension essentielle constitue un
désordre résultant de I’interaction entre plusieurs geénes et divers facteurs

environnementaux®*".,

Dans la pathogenéese de traits complexes, comme 1’hypertension essentielle,
I’effet des facteurs environnementaux et génétiques ne sont pas additifs®”. Chacun
des geénes impliqués dans le phénotype posséde différents variants alleliques et
chacun d’eux répond de maniere distincte aux différents facteurs environnementaux.
Ces derniers peuvent intervenir de maniére ponctuelle ou cumulative au cours de la
vie d’un individu. De plus, ils peuvent influencer 1’action et/ou le produit d’un ou de

plusieurs genes a la fois. Par exemple, les individus ayant un patrimoine génétique les
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prédisposant aux effets du NaCl vont présenter différents degrés d’hypertension, en

fonction de la quantité de NaCl qu’ils consomment“®.

3.3.1 L’origine génétique de I"hypertension essentielle

Plusieurs études ont démontré une plus grande similarité de pression artérielle
entre les individus d’une méme famille qu’entre des familles différentes®®™".
Toutefois, ces études ne permettent pas de conclure a une origine génétique. En effet,
les individus d’une méme famille partagent généralement, en plus de leur patrimoine
génétique, un mode de vie similaire. Cependant, des études d’adoption ont montré
que, lorsque les parents sont hypertendus, I’incidence d’hypertension est deux fois
plus grande chez les enfants naturels que chez ceux qui sont adoptés®®®. De plus,
1’étude de jumeaux du «National Heart, Lung, and Blood Institute» (NHLBI), montre

une plus grande concordance du phénotype chez les jumeaux monozygotes que chez

les dizygotes. L.’hypertension serait héritable de 44 a 49 %",
3.3.2 L’ongine environnementale de I’hypertension essentielle

En plus de I’hérédité, I’age, 1’obésité, la consommation de NaCl et d’alcool,
ainsi que 1’activité physique sont des facteurs pouvant affecter le développement de
I’hypertension essentielle. Les recommandations pour la prévention et le traitement
de I’hypertension comportent une modification des habitudes de vie. La
consommation modérée d’alcool, la réduction de I’apport sode¢, 1’augmentation de
’activité physique ainsi qu’une alimentation faible en gras et riche en fruits et en

(60-62)

légumes permettent d’abaisser la pression sanguine La contribution de

I’environnement serait de 30 a 60% dans le développement de 1’hypertension

essentielle®?.



16

3.3.2.1 La sensibilité au sel

Tel que discuté dans la section 2.3.2.1, I’ion sodium joue un réle important
dans ’hypertension. L’importance de la consommation de NaCl dans la pathogenése
de 'hypertension est reconnue®®®. En effet, la prévalence de I’hypertension est
faible dans les sociétés ol la diéte a une faible teneur en sel®”. De plus, une telle
diete permet de mieux contrdler la pression sanguine chez 20 a 40% des patients

hypertendus(68).

Cependant, il a été démontré qu'une modification de 1’apport sodé n’entraine
pas une modification de la pression sanguine chez tous les individus®. Qw’ils soient
hypertendus ou normotendus, les individus peuvent donc étre sensibles, ou résistants,

70

aux effets hypertensifs du NaCl'"”. Il a été démontré que les populations afro-

américaines hypertendues sont plus sensibles au NaCl que leurs vis-a-vis

caucasiens 7,

Plusieurs études ont aussi rapport¢ une augmentation de la
sensibilité au sel avec 1’dge. Ce phénomeéne est plus prononcé chez les individus
hypertendus”*’®. De plus, I’heure de la journée a laquelle le sel est consommé
semble avoir un effet sur la réponse hypertensive. En effet, la pression artérielle
moyenne augmente significativement lorsque la consommation de NaCl a

majoritairement lieu lors du diner””.

Bien que le mécanisme de cette sensibilité ne soit pas encore éhucidé,
plusieurs facteurs physiologiques ont été rapportés comme y étant reliés. Chez les
patients sensibles au NaCl, la consommation de ce dernier est accompagné de
changements inappropriés dans le SRAA, le systéme nerveux sympathique et d’autres
facteurs reliés a I’excrétion du NaCl. Par exemple, le taux de rénine plasmatique est
diminué, la régulation des récepteurs adrénergiques a; est augmentée et celle des

récepteurs f3; est diminuée!®.
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3.3.2.2 Diabete, obésité et syndrome métabolique

La prévalence de I"hypertension est de 42% chez les personnes diabétiques de
type I et de 80% chez ceux de type 11. Inversement, le risque de devenir diabétique est
2,4 fois plus élevé chez les personnes hypertendues. Dans !’étude MRFIT, la
proportion de déces attribuable a I’hypertension était de 23,6% chez les sujets
diabétiques contre 14,6% chez les non diabétiques. De plus, I"hypertension et le
diabéte sont les principales causes d’insuffisance rénale terminale. Chez les
diabétiques, les dommages aux reins peuvent étre la cause ou la source de

I’hypertension‘' .

La pression sanguine est reliée de prés au poids corporel et la prévalence
d*hypertension chez I’adulte augmente avec ce dernier’*®". 11 a été observé qu’une
diminution de la quantité de gras viscéral intra-abdominal est reliée a une réduction
de la pression sanguine chez les patients obéses et hypertendus®®. Bien que I’obésité
puisse contribuer de maniére indépendante a [I’hypertension et au risque
cardiovasculaire, elle est souvent associée a d’autres facteurs de risques tels

I’hyperlipidémie et le diabéte mellitus™.

L'hypertension, le diabéte de type II, I’hypertriglycéridémie, le niveau de
cholestérol-HDL sérique et I’obésité ont comme dénominateur commun la résistance
a DI'insuline. L’association de ces facteurs de risque cardiovasculaire est appelée

(14

syndrome métabolique Ces facteurs de risques tendent a avoir un effet

synergiques, plutot qu’additif, sur la morbidité et la mortalité"?.

3.3.2.3 Le stress

Lorsqu’ils sont exposés a divers stress psychologiques et physiques, les
individus hypertendus, ayant une histoire familiale d’hypertension, ont une €lévation
de la pression sanguine plus grande que les individus de descendance normotendue

ayant les mémes niveaux de base de pression sanguine®™. L’héritabilité de cette
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réponse au stress a été estimée chez des jumeaux monozygotiques et dizygotiques.

(59)

Elle est semblable a 1’héntabilité de la pression sanguine basale””’. L’exposition

chronique & un stress élevé causerait, une adaptation cardiovasculaire qui

. sy . . . . v - (8
contribuerait & maintenir une pression sanguine élevée™.

3.3.2.4 L’activité physique

La pratique d’activité physique réguliere produit une baisse de la pression

®9 Cet effet n’est observé que chez les individus étant

(86)

sanguine a long terme
préalablement sédentaires ~ et serait probablement di a l’inhibition du systéme

nerveux sympathique, spécialement au niveau rénal®”,
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Chapitre 4 — Les modéles animaux

L’origine multifactorielle de I’hypertension essentielle complique son étude
chez ’humain. En effet, il est difficile de distinguer le réle joué par les multiples
facteurs environnementaux de celui joué par les différents défauts génétiques
possibles. L’hétérogénéité génétique des populations humaines rend cette tiche

encore plus complexe®.

L’utilisation de modeles animaux hypertendus constitue une source
d’information non négligeable et complémentaire aux études humaines en vue de
mieux comprendre les mécanismes menant a I’hypertension essentielle. Ils sont

génétiquement homogénes et il est possible de contréler leur environnement.
4.1 Le rat

Bien que la souris (Mus musculus) soit un modéle fréquemment utilisé en
recherche, plus de données ont été accumulées concernant la pression sanguine chez
le rat (Rattus norvegicus)(gg). Sa taille facilite la prise de mesures physiologiques sans
nécessiter une demande d’espace de logement exagéré. Le rat a un cycle de
reproduction et des portées de taille comparable a la souris®. Ces qualités ont fait du
rat un modele de choix pour la recherche dans le domaine de 1’hypertension. Son
génome (2,75 Gb) est plus petit que celui de I’humain, mais plus grand que celui de la
souris (2,6 Gb). Les génomes de ces trois espéces possédent un nombre similaire de
geénes. Le génome du rat a été, en grande partie, séquencé a I’aide de la souche Brown
Norway®”. Cette séquence est disponible sur le site internet du «National Center for

Biotechnology Information» (NCBI, http:/www.ncbi.nlm.nih.gov).

Le tableau I présente plusieurs modeles de rats consanguins qui ont été

développés pour I’étude de I’hypertension.



Tableau I Lignées de rats consanguins développées pour I’étude de I’hypertension.
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Souche Abrév. Référence
Dahl salt-sensitive S, DSS, SS/Ir 9192
Dahl et coll.,®"*»
Dabhl salt-resistant R, DSR, R/Jr
Doca salt sensitive (Sabra hypertensive) SBH
Ben-Ishay et coll.,(93 )
Doca salt resistant (Sabra normotensive) SBN
Fawn-hooded hypertensive FHH
P Kuijpers et Gruys,®¥
Fawn-hooded low blood pressure FHL
Genetically hypertensive GH Smirk et Hall,®®
9
Inherited stress induced arterial hypertensive ISIAH Markel,””
Lyon hypertensive LH
Lyon normotensive LN Dupont et coll.,*”
Lyon low blood pressure LB
Milan hypertensive MHS
P Bianchi et coll.,*
Milan normotensive MNS
Prague hypertensive PHR
sue P Heller et coll.,*
Prague normotensive PNR
Spontaneous hypertensive SHR Okamoto et Aoki,"*”
Spontaneous hypertensive — stroke prone SHRSP Okamoto et coll.,""*"

Tableau adapté de Rapp, J P19 Abréy. : abréviation.

4.1.1 Le rat Dahl

La souche «Dahl salt-sensitive» (S) et son témoin nomotendu, «Dahl salt-

resistanty (R), ont été développés en paralléle

(103)

a partir de rats Sprague-

Dawley®'*?. Les rats S développent une hypertension fatale lorsqu’ils sont nourris

avec une diéte riche en sel. Ils deviennent aussi hypertendus lorsqu’ils sont nourris

avec une diete a teneur normale en sel. Les rats R, quant a eux, ne développent pas

d’hypertension.

En plus d’une pression sanguine élevée, les rats S souffrent de désordres

rénaux, d’hypertrophie cardiaque et d’arréts cardiaques. 1ls présentent des anormalités
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au niveau des pertes de Ca*" rénal'®, de "homéostasie du Na* et du Ca”" et dans la
régulation de I'ATPase NA"/K'%_ Ils possédent aussi une prédisposition a
développer une insuffisance rénale progressive!'®”. Des analyses ont démontré un
remodelage vasculaire et une prolifération des cellules des muscles vasculaires lisses

chez cette souche''?”.

La pression sanguine du rat S peut étre diminuée a 1’aide d’inhibiteurs du
SRAA, de diurétiques ou de vasodilatateurs. Chez ces animaux, les antagonistes du
calcium et les béta-blocants sont moins efficaces a cet effet. Les inhibiteurs du SRAA
ont aussi un effet sur les dommages aux organes reliés a 1’hypertension. Ceci n’est

pas le cas pour les diurétiques(ws).

4.1.2 Le rat Lyon

Dupont et ses collaborateurs ont créé deux témoins normotendus — le rat
«Lyon normotensive» (LN) et le rat «Lyon low blood pressure» (LB) — pour leur
souche hypertendue «Lyon hypertensive» (LH). Bien qu’a I'origine, le rat LB ait été
créé pour exprimer une pression sanguine plus basse que le rat LN, ces deux souches
ont une pression sanguine similaire!!™. Lorsque comparé aux rats LB et LN, le rat
LH a une faible relache de rénine et une sensibilité¢ au sel. Malgré le faible taux de

rénine, le blocage du SRAA normalise la pression sanguine chez le rat LH"?).,
4.1.3 Le rat Milan

Le rat «Milan hypertensive» (MHS) et son témoin normotendu (MNS) ont été
développés par Bianchi et ses collaborateurs. Le rat MHS présente des altérations
rénales 4ges dépendantes et des anormalités au niveau de [Dactivité des

. . 10
corticosurrénales’ '®!")

, comparativement a son contr6le normotendu MNS. Au stade
pré-hypertendu, ces animaux ont un taux de filtration glomérulaire et une excrétion
urinaire plus élevés, que leur témoin MNS, [ls ont une activité plasmatique de rénine

réduite par rapport a leur témoin, quelque soit le stade de développement de la
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maladie. Une plus grande quantit¢ de sodium est réabsorbée a travers le
cotransporteur Na'K'Cb chez le rat MHS que chez son témoin MNS"'Y. De plus,
chez les animaux MHS, une augmentation de ’activité des corticosurrénales et une
hypertrophie du cortex surrénale cause une augmentation de I’activité sécrétoire et

une augmentation da la concentration plasmatique en cortisol'?.,
4.1.4 Le rat «spontaneous hypertensive»

La souche «spontaneous hypertensive» (SHR) a été obtenue suite au
croisement consanguin de rats Wistar. Les animaux ayant les pressions sanguines les
plus élevées ont été sélectionnés comme reproducteurs pour développer cette souche.
Chez le rat SHR, la pression sanguine commence a s’élever dés 1’dge de 5 a 6
semaines. La pression systolique augmente alors graduellement jusqu’a 200 mm
Hg""®. Ces animaux sont atteints de disfonctions rénales, d’hypertrophie et d’arréts
cardiaques. Cependant, ils ne sont pas sujets aux ACV. Ils ne développent pas

artériosclérose et ne font pas de thrombose vasculaire'*®).

La pression sanguine du rat SHR peut étre diminuée a 1’aide d’inhibiteurs du
SRAA, d’antagonistes du calcium ou de vasodilatateurs. Cependant, seuls les
inhibiteurs du SRAA ont un effet sur les dommages aux organes reliés a

I’hypertension chez cette souche"*®.

La souche «spontaneous hypertensive — stroke prone» (SHRSP) est une sous-

souche de la souche SHR. Contrairement a cette derniére, elle est sujette au ACV.
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Chapitre 5 — Principes d’indentification de QTL chez le rat

Plusieurs approches peuvent étre utilisées pour localiser et identifier les QTLs
de la pression sanguine. Chez I’humain, comme chez les modeles animaux, le
criblage du génome entier, a I’aide d’une analyse de liaison, permet de localiser ces
QTLs. L’effort de recherche peut aussi étre concentré sur des génes candidats. Cette
approche repose sur 1’idée que, le QTL doit avoir une fonction qui est
physiologiquement connue pour étre en lien avec le phénotype a 1’étude. Pour ces
genes, il est possible de passer directement a I’étape de recherche des différences,
dans le niveau d’expression, la séquence régulatrice et/ou la séquence codante entre
les individus normotendus et les individus hypertendus. Cependant, des études ont
démontré la présence de QTLs dont le réle physiologique ne semble pas, a premicre

vue, étre en lien avec 1’hypertension(' 12,113)

5.1 L’analyse de liaison génétique

Cette approche est basée sur 1’idée que, plus un locus marqueur et le locus
causant le phénotype sont prés 1’'un de 1’autre, moins il y aura de recombinaison entre
eux, et plus ils voyageront souvent ensemble lors de la ségrégation des chromosomes.
Lorsque ces deux loci se suivent de fagon plus fréquente que le hasard, ils sont
considérés comme étant liés. Le cumul des scores (LOD score) est la mesure qui
quantifie la probabilité de liaison entre le locus marqueur et le locus responsable du
phénotype. Généralement, un LOD score > 3 est considéré comme significatif et
indique une probabilité de p<0,05 de liaison entre les deux loci""*"9) Des logiciels
informatiques, tel que MAPMAKER, calculent le LOD score pour chaque locus

marqueur’ '®

. Il est alors possible d’évaluer quels sont ceux qui sont liés au
phénotype. Ce type de logiciel permet ensuite de construire des cartes génétiques qui
localisent les QTLs dans un certain intervalle entre les locus marqueurs. Ces

intervalles sont généralement d’une taille de 20 4 30 cM'?.
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Des analyses de liaison ont permis de démontrer 1’association significative de
certains génes candidats avec la pression sanguine. Par exemple, la ségrégation du
locus Eca avec la pression artérielle a été observée dans plusieurs croisements chez le
rats®?. Chez I’humain, le lien entre ECA et I’hypertension a été confirmé!''”. Une
association significative entre le gene de 1’angiotensinogéne et 1’hypertension a aussi
été démontrée!''®.

L’analyse de liaison est fort utile en raison de sa relative rapidité de détection
des QTLs, et ce dans tout le génome. Toutefois, cette technique comporte aussi
certains désavantages. Premicrement, la relation suggérée entre une région
chromosomique et le phénotype est de nature corrélative, et non de type cause a effet.
Ainsi, il y a possibilité de faux positifs et de faux négatifs. Ensuite, la résolution des
régions QTL ainsi localisées est limitée. Ces régions sont grandes, contiennent de
multiples génes candidats et parfois plus d’un QTL!"). Pour toutes ces raisons, la
présence de QTLs, suggérée par I’analyse de liaison, doit étre confirmée par d’autres

méthodes, tel que décrit ci-dessous.
5.2 L’approche en quatre €tapes

Cette stratégie comprent : 1’analyse de liaison d’une population significative
de rat, la cartographie physique des régions QTL précédemment identifiées, la

cartographie fine de ces mémes régions et ’identification du QTL!*.
5.2.1 L’analyse de liaison génétique d’une population significative de rat

Chez le rat, comme dans les populations humaines, il est possible de localiser
des régions QTLs de I’hypertension en effectuant une analyse de liaison. Pour que
I’analyse soit valide, elle doit étre effectuée sur une population significative. Cette
derniére est obtenue en croisant une souche hypertendue et une souche normotendue
afin de produire une premicre génération appelée F,. Puisque les parents de la F, sont

des animaux consanguins et qu’ils ont transmis chacun 50% de leur génome, tous les
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individus issus de ce croisement sont génétiquement identiques. Ensuite, les individus
de la F; sont croisés entre eux de fagon aléatoire pour produire une génération F.
Chez ces animaux_le génome et le phénotype ont ségrégée, ce qui permet une analyse
de liaison génétique!''”. Une population significative est constituée des individus de

cent F 2('03).

La présence des locus marqueurs est déterminée en utilisant les
polymorphismes de I’ADN. Il existe plusieurs types de marqueurs du
polymorphisme. Les marqueurs microsatellites sont distribués a travers le génome.
Ce sont des régions de I’ADN dont les répétitions en tandem possédent un motif entre
une et cinq paires de bases. Le nombre de répétition peut varier d’un individu a
I’autre, ou d’une souche a 'autre. C’est ce que 1’on appelle le polymorphisme. La
technique de PCR (amplification en chaine par polymérase) permet d’amplifier une
région contenant un marqueur microsatellite. Par la suite, il est possible de déterminer
la taille du produit de cette amplification en le faisant migrer sur un gel d’agarose ou
de polyacrylamide. Plus le microsatellite possédera de répétitions, plus la taille du
produit d’amplification sera grande et moins ce dernier migrera vite dans le gel. 1l est
alors possible de comparer le polymorphisme de deux individus pour un marqueur

locus donné. La Figure 2 montre en exemple une séquence microsatellite.

Plusieurs microsatellites du génome du rat sont répertoriés dans les bases de
données disponibles sur internet (Tableau 11). Cependant, elles ne contiennent pas
tous les microsatellites de ce génome. 1l est donc possible de rechercher des
répétitions dans le génome séquencé du rat afin de créer de nouveaux marqueurs
microsatellites. Puisque la séquence du génome du rat est publiée, il est possible de

déterminer la position exacte de ces marqueurs microsatellites dans le génome.
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ggtcttactgagtcgeggeggeacaccatggtgecgttaccggtetetccegectgetgetgetgetgetgetgetgct

getgetgetgagettgetgeggeacaggetgtgeeccatctcgetgectttgetcecggaacage

=

Figure 2 Exemple de séquence microsatellite. En rouge, la répétition en tandem d’un motif

de trois paires de bases.

Tableau II Bases de données de marqueurs microsatellites disponibles sur internet

Organisation Site internet

«Otsuka GEN Research [nstitute» http://ratmap.hgc.ip/Marker_search.html

«The whitehead [nstitute for Biomedical

//www.broad. mit.edu/rz ic/
Research/MIT Center for Genome Research» hitp://www.broad. mil.edw/ra/ public

«Welcome Trust Center for Human Genetics» | htip:/www.well.ox.ac.uk/ral_mapping_ ressources/

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

«Nalional Institute of Arthritis and

Musculoskeletal and Skin Diseases» http://niams.nih.gov/ribc/ratgbase/

5.2.2 Cartographie physique primaire de QTLs

La construction de lignées de rats congéniques permet d’établir une relation
de cause a effet entre une région chromosomique et le phénotype hypertendu. Dans
ces lignées, tout le génome provient d’une souche hypertendue, a ’exception de la
région a 1’étude. Cette demiere est remplacée par la région homologue provenant
d’une souche normotendue. Si la pression sanguine de la souche congénique ainsi
construite diminue, par rapport a celle de la souche hypertendue, il peut en étre déduit
que la région étudiée contient un ou des QTLs qui contribuent a la différence de
pression sanguine entre les deux souches"??. 11 est aussi possible de construire une
souche congénique dont le fond génétique est normotendu et la région d’intérét est
remplacée par son homologue hypertendu. Dans ce cas, c’est une hausse de la

pression sanguine qui indiquera la présence d’un QTL.

La Figure 3 résume les étapes essentielles au développement d’une souche

congénique dont le fond génétique est hypertendu. D’abord, des individus d’une
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souche réceptrice (hypertendue) sont croisés avec ceux d’une souche donneuse
(normotendue) afin de produire une premiere génération (F,) hétérozygote, ou tous
les individus ont hérité de 50% du matériel génétique de chacun des parents. Les
individus de la F; sont ensuite croisés en retour (CR1) avec la souche parentale
réceptrice afin d’augmenter la proportion du génome provenant de cette souche.
Apres huit croisements en retour, le fond génétique provenant de la souche réceptrice
est a 99% homozygote hypertendu. La région d’intérét provenant de la souche
donneuse est hétérozygote!'®; un alléle hypertendu et un alléle normotendu. Lorsque
tous les alleles sont ainsi fixés, ’accouplement frére-sceur permet d’obtention une
progéniture dont environ le quart des individus seront homozygotes normotendus
pour la région provenant de la souche donneuse et homozygotes hypertendus pour le

reste du génome. Un autre quart de la progéniture sera entierement hypertendu et

environ la moitié sera toujours hétérozygote pour la région d’intérét.

Souche réceptrice
(hypertendue) II II Il

Illlll ) i ial 19I
CcCRrR 1 CR =2 CR 8 Congénique

-0l -

Croisement en retour avec Ia Accouplement frére-
souche réceptrice soeur

—
—  —

1 2 3 4 5 a z7 8
2 10 11 12 13 14 1 16
17 18 19 20 2

Figure 3 Schéma du développement d’une souche congénique pour le chromosome 10 du

Souche donneuse
(normotendue)

rat. Afin de faciliter la visualisation, seul les chromosomes 9, 10, 11, 17 et 18 sont présentés
en agrandit. Il est cependant a noter que le méme processus a lieu sur les autres

chromosomes. CR= croisement en retour
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I1 faut compter de trois 4 quatre ans pour produire une lignée congénique en

utilisant cette stratégie!’*"

. Grace au polymorphisme existant entre les souches
donneuses et réceptrices, les marqueurs microsatellites peuvent étre utilisés pour
génotyper les animaux et déterminer les alléles parentaux dont ils ont hérités. A
éhaque génération, le rat hétérozygote pour les alléles de la région d’intérét, et
possédant un maximum d’homozygocité pour le reste du génome, est choisi pour
I’accouplement en retour avec la souche parentale hypertendue. Ceci permet de
procéder a I’accouplement frére-sceur dés la cinquiéme génération, pour ainsi réduire

le temps de production des lignées congéniquest' 2.

5.2.3 Cartographie physique fine de QTL

Une fois les lignées congéniques établies, il est possible de réduire 1’intervalle
des régions contenant un QTL en construisant des sous-souches congéniques. Pour ce
faire, la souche congénique est croisée avec la souche parentale réceptrice. Les
événements de recombinaison, qui se produisent durant la méiose, permettent
d’obtenir des rats dont la région provenant de la souche donneuse est diminuée sur
I’une des deux paires de chromosome. Un accouplement frére-sceur permet d’obtenir
des individus homozygotes pour cette région diminuée. La fréquence des événements
de recombinaison est dépendante de la grandeur de la région a diminuer. Plus cette
région est petite, moins les événements de recombinaison sont fréquents.
Statistiquement, une méiose sur 100 donne lieu & un événement de recombinaison
dans une région de 1cM!"". L utilisation de sous-souches congéniques permet de
cerner les régions QTLs dans un intervalle de 100 & 200 kb"**'*® contenant un

minimum de génes.
5.2.4 Identification du QTL

Une fois la région QTL diminuée au plus petit intervalle possible, il faut

trouver la localisation exacte du QTL"">. Plusieurs options sont disponibles a cette
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fin. Grace aux marqueurs microsatellites et aux annotations de la base de données

NCBI, il est possible de déterminer quels sont les génes compris dans la région QTL.

Chacun de ces geénes peut étre séquencé pour la souche hypertendue et son
témoin normotendu. Les résultats obtenus peuvent ensuite étre comparés. Un
changement dans la région codante, peut modifier la composition en acides aminés de
la future protéine. Ceci aura pour effet d’altérer sa taille ou sa structure. Une
modification dans la région non codante peut aussi avoir des effets sur la régulation

de I’expression du géne ou sur son épissage alternatif.

L’expression des génes peut étre étudiée a I’aide de buvardage Northern, de
PCR en temps réel et de micropuces d’ADN (microarrays). Le buvardage Northern
permet non seulement de quantifier les niveaux ARNm, mais aussi d’évaluer la
présence de différents transcrits d’ARNm produit par un éventuel épissage alternatif.
Le PCR en temps réel, avec sa plus grande sensibilité, permet de détecter des niveaux
d’expression plus faible. Ces deux techniques sont basées sur la détection d’ARNm
produit lors de la transcription du geéne. Elles impliquent la production d’une sonde
qui doit étre trés spécifique pour I’ARNm du gene étudié. Les micropuces d’ADN
permettent d’examiner la différence des niveaux d’expression de plusieurs génes de

fagon simultanée.

Cependant, il est important de préciser que le niveau d’expression d’un géne
n’est pas toujours représentatif du niveau d’expression de sa protéine. La quantité de
protéines produites peut aussi étre contr6lée au niveau traductionnel (régulation de la
traduction de I’ARNm en protéine) ou post-traductionnel (protéolyse ou séquestration
des protéines produites). Le niveau d’expression protéique peut étre évalué par
immunobuvardage Western. Cette technique permet de détecter et de quantifier les

protéines a I’aide d’anticorps qui leurs sont spécifiques.

Lorsqu’une différence entre les deux souches est identifiée dans le mode

d’expression ou la séquence d’un gene, il faut confirmer qu’elle est responsable de la
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variation de phénotype entre les deux souches. Les animaux «knock-out» et

transgéniques peuvent étre utilisés a cette fin.

Chez les animaux «knock-out» le géne d’intérét est altéré de maniére a ce
qu’il ne soit plus fonctionnel. Actuellement, il n’existe pas de rat «knock-outy». La
technologie de recombinaison homologue utilisée pour créer ces animaux ne peut pas
étre appliquée en raison de I’impossibilité d’obtenir des lignées de cellules souches

embryonnaires pour cette espéce. Toutefois, 1] est possible d’utiliser la souris a cette

fin*'?.

L’ARNs interférence peut aussi étre utilisée pour réprimer 1’expression d’un
géne. 1l est possible de synthétiser un ARN antisens pour le géne a I’étude et ainsi
réprimer 1’expression de ce dernier. Cette méthode a été utilisée avec succés pour

inhiber le SRAA dans le cerveau de rats transgéniques'' %%,

L’utilisation d’animaux transgéniques permet d’évaluer ’effet de la
surexpression d’un géne d’intérét. Par exemple, si un geéne est surexprimé dans la
souche hypertendue, par rapport a la souche normotendue, I’introduction de copies
supplémentaires de ce géne, dans la souche normotendue, fera augmenter la pression
sanguine de cette derniére, si ce géne est un QTL de la pression sanguine. De méme,
si une différence dans la séquence codante entraine une perte de fonction dans un
geéne provenant d’une souche hypertendue, 1’introduction d’une copie fonctionnelle
de ce geéne, en provenance de la souche normotendue, devrait causer une baisse de la
pression sanguine de la souche hypertendue, si le gene est un QTL de la pression
sanguine. Chez le rat, la création de rats transgéniques, par microinjection de larges
fragments d’ADN tel que les YACs (300 Mb a 1 kb), n’a pas été rapportée'*"1?*) La
possibilité d’exprimer le transgéne dans un tissu spécifique est un aspect intéressant
de cette technique. Cependant I’insertion du transgeéne dans le génome est aléatoire.
Afin de palier a ce probléme, plusieurs lignées transgéniques peuvent étre construites

afin de montrer que les résultats sont indépendants du site d’intégration.
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5.3 Effets du fond génétique et des alléles introduits

Le choix de la souche hypertendue détermine le fond génétique, alors que
celui de la souche contrastante normotendue détermine les alleles introduits. Ces
choix peuvent influencer les résultats de localisation de QTLs de la pression

sanguine.

Par exemple, lors d’une analyse de liaison utilisant des populations F;
dérivées de croisements S X R, S X BN, S X WKY et S X MNS, des QTLs ont été
détectés sur plusieurs chromosomes''*”. Certains d’entre eux sont observés seulement
dans un des quatre croisements, démontrant ainsi ’effet des alléles introduits sur

I’expression du phénotype.

De plus, trois QTLs ont pu étre observés sur le chromosome 18 du rat en
introduisant des alléles normotendus Lewis dans un génome hypertendu Dahl.
L’opération inverse (introduction d’alleles hypertendus Dahl dans un génome
normotendu Lewis) n’a cependant pas permis de retrouver ces trois mémes QTLs. Il a
€té démontré que cette observation est due a la capacité du génome du rat Lewis a
réguler les variations de pression induite par ces QTLs"*”. Le choix du fond

génétique a donc un impact important sur les résultats obtenus.

L’utilisation de différentes souches de rat est essentielle pour évaluer ’effet
de différents alléles sur différents fonds génétiques. Ceci s’avere d’une importance
majeure, puisque I’objectif ultime des études a I’aide de modéles animaux, est la
meilleure compréhension de 1’hypertension dans la population humaine, ou les alléles

et les fonds génétiques varient grandement.
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Chapitre 6 — Fonctionnement des QTLs de la pression sanguine

Tel que mentionné précédemment, la pression sanguine est un trait quantitatif
résultant, entre autre, de I’interaction de plusieurs génes. Afin de mieux comprendre
les mécanismes conduisant & la détermination du phénotype, la découverte, seule, des
geénes en cause n’est pas suffisante. L’étude des modes d’interaction de ces derniers
est un facteur essentiel a la compréhension des processus menant a 1"hypertension.

Ces interactions peuvent étre alleliques ou intergéniques.
6.1 Interactions alléliques

Les alléles d’un géne sont les différentes formes possibles de ce dernier au
niveau d’un méme locus. Chaque alléle détermine un phénotype. lls peuvent interagir
de plusieurs fagons au niveau fonctionnel. Tous les individus, ont une combinaison de
deux alleles de chaque géne. Différentes combinaisons d’alléles produisent différents
phénotypes. Un individu est dit homozygote lorsqu’il posséde, pour un méme gene,
deux alleles identiques. Lorsque les deux alléles différent, I’individu est dit
hétérozygote. Les interactions alléliques peuvent étre de nature dominante, dominante

incompléte et la codominante.

Un alléle est dominant lorsque son phénotype est exprimé chez les individus
homozygotes, comme chez les hétérozygotes. I’allele dont le phénotype n’est
exprimé que chez les individus homozygotes est dit récessif. Les alleles dont la
combinaison, chez les individus hétérozygotes, résulte en un phénotype intermédiaire
sont dits sans dominance. Les alléles dont la combinaison permet I’expression de

chacun des deux phénotypes sont dits codominants.

Plusieurs analyses de liaison génétique ont montré des meécanismes de
dominance et de récessivité pour des alléles de QTLs de la pression sanguine. Par
exemple, 1’alléle provenant du génome normotendu de la souche Lewis est dominant
sur celui du génome hypertendu provenant de la souche S pour un QTL du

chromosome | chez le rat"*""*» A I'inverse, I’alléle provenant du génome de la
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souche S est dominant sur celui du génome provenant de la souche L pour un QTL du

chromosome 17 de cette espece!’>>.

6.2 Interactions géniques

Il existe plusieurs sortes d’interaction qui peuvent avoir lieu entre des génes
de la méme voie biologique ou entre des génes appartenant a des voies distinctes.
Lorsque les génes interagissant appartiennent a des voies distinctes, une additivité de
leurs phénotypes est observée. A linverse, lorsqu’ils appartiennent 4 la méme voie
biologique, un phénomeéne d’épistasie est observé. Ce phénoméne se produit
lorsqu’un géne masque I’expression d’un autre géne. Ce principe peut étre utile pour

. . . Lo 134
relier des voies biochimiques''**.

Plusieurs interactions épistatiques ont été démontrées entre les QTLs de la
pression sanguine chez le rat. Une relation épistatique a été observée entre les QTLs
des chromosomes 2 et 10 dans une analyse de liaison génétique!'*”. De méme, des
interactions épistatiques et des interactions d’additivité ont été observées sur le

chromosome 10 du rat SU'?.
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Chapitre 7 - Le chromosome 10 du rat et I’hypertension

Plusieurs études, effectuées sur différentes souches de rat, ont associé le

chromosome 10 du rat a la régulation de la pression sanguine.

En 1991, deux groupes ont effectué une analyse de liaison sur une population

Y36I3D - Dans cette

F, issue du croisement entre les souches SHRSP et WK
population, un LOD score de 5,10 a permis de relier le phénotype hypertendu a un
locus situé prés du géne codant pour 1'Eca sur le chromosome 10 du rat''*”. Ce géne
est aussi fortement 1ié a I’hypertension dans une population F, issue du croisement
entre les souches S et MNS!®_ Situés 4 30 cM de ce locus, les alléles codant pour
I’isoforme 2 du géne oxyde nitrique synthétase (Nos2) coségrégent de fagon
significative avec 1’hypertension dans des F; issues des croisement S X MNS et S X
WKY"*® Finalement, Garrett et ses collaborateurs ont effectué une analyse de
liaison sur une population issue du croisement entre les rats S et L. Un LOD score de

(131)

5,5 a alors été obtenu pour le marqueur microsatellite D10Mco6 La Figure 4

illustre ce résultat.

Marqueurs LOD score
Microsateliites

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
D10Mco10 / -

Chr. 10
D10Mgh12

D1OMIt10
D10Mco21

RNACRB1
D10Mco30
D10Wox6

——— o — ——— . — —

D10McoB8

D10OMcoé
D10Mgh1 1

Figure 4 Représentation schématique de 1’analyse de liaison effectuée par Garrett et coll. sur
le chromosome 10 d’une population F, issue d’un croisement entre les souches S et

103D
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Plusieurs lignées congéniques ont aussi été construites afin de cartographier

les QTLs identifiés dans les études précédentes. Jusqu’a présent, quatre régions QTLs

ont pu étre localisées sur le chromosome 10 du rat a ’aide de souches congéniques

issues du croisement de rats S et L. La région C10QTLI1 contient seize genes alors,

que celle du C10QTL4 en contient dix. Les deux QTLs contenus dans ces régions

montrent une dominance de I’alléle L. Les régions C10QTL2 et CIOQTL3 sont

beaucoup plus grandes et contiennent de nombreux génes. Les QTLs C10QTLI1,

CI0QTL3 et C10QTL4 sont épistatiques I’un par rapport aux autres, alors que le

CI10QTL2 leur est additif''?. Tel que représenté a la Figure 5, ces quatre régions
QTLs du rat sont homologues a des régions QTLs localisées sur le CHROMOSOME

17 humain.

Marqueur
microsatellites

cM

D10Mgh6 o ) __— ALDOC | ,yier Levwy Baima
g:z(z_‘:hAh:g; N NOS2 et al. etal. etal

m -]

Cc10QTL4 1997 2000 1999
D10Chm147 - D17S1293-
D10M11Mit119—
D10Rat27 'Y ___- } C10QTL1 1751814
D10Got92 N
D10Rat24 m
D10Rat93 C10Q'D-3/ erepe
— D17S800
D10Rat127 —
Igfbp4 -
D10Rat207 T D17S951
D10Rat120 36|~
D10Rat141 —
S:gRatZM 2 D1751290—
14 L2
D10Mco15 -
\

D10Rat9 194 = ACE
D10Mgh1 | GH |

CHROMOSOME 10 DU RAT

Figure 5
CHROMOSOME 17 humain‘'**'*".

Homologie des régions QTLs entre le chromosome

CHROMOSOME 17 HUMAIN

10 du rat et le
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Récemment, Huang et ses coll. ont suggéré que, chez le rat S, des variations
génétiques du C10QTL2 contribueraient au gain de fonction du mécanisme central
déterminant la réponse 4 ’augmentation de la concentration en Na’ dans le liquide
céphalo-rachidien. Selon eux, le géne codant pour la sous unité y4 du canal calcique
voltage dépendant (Cacng4), pourrait étre un bon candidat du C10QTL2. En effet, ce
géne est inclus dans la région C10QTL21?,



Projet de recherche
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L’objectif général de ce projet était de mieux comprendre le réle joué par le
chromosome 10 du rat «Dahl salt-sensitive» dans le développement de

I’hypertension.

Pour se faire, nous avons poursuivit I’approche pour laquelle nous avons des

résultats''?

. 1) Nous avons construit de nouvelles sous-souches congéniques en
combinant la cartographie génétique, le génotypage et les croisements en retour. Ceci
a permis de réduire la taille des régions QTLs de ce chromosome et le nombre de
geénes candidats qui s’y trouvent. 2) Nous avons ensuite construit des souches
hétérozygotes pour ces régions QTLs afin d’étudier leurs interactions alleliques. 3)
Finalement, nous avons construit des souches contenant plus d’un QTL afin d’étudier

I’interaction génique des QTLs du chromosome 10.

L’étude du chromosome 10 du rat peut s’avérer utile afin de permettre une
meilleure compréhension de I1’hypertension chez I’humain. En effet, comme
mentionné précédemment, les régions QTLs du chromosome 10 du rat posseédent une
forte homologie avec le CHROMOSOME 17 humain. De plus, beaucoup de genes
responsables de maladies humaines possédent un orthologue chez le rat. Une
meilleure compréhension des mécanismes menant a 1’hypertension permettra le
développement de nouveaux traitements pour les patients atteints de ce désordre

physiologique!'*.



Méthodes
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Chapitre 8 - Lignées congéniques et pression artérielle

8.1 Création de lignées congéniques pour le chromosome 10 du rat a partir des

souches Set L
8.1.1 Modele animal

La souche de rat SS/Jr, désignée S, venant de J.P. Rapp (Medical College of
Ohio, Toledo, Ohio, USA) est maintenue dans nos installations. La souche
LEW/CrIBR, désignée L, a été acquise chez Charles River Canada (St-Constant,
Québec, Canada). Tous les animaux ont été identifiés a 1’aide d’une étiquette
métallique implantée au niveau du cou. Les protocoles de manipulation et d’entretien
des animaux ont été approuvés par le comité institutionnel de protection des animaux
(CIPA) du CHUM, en conformité avec les lignes directrices du conseil canadien de

protection des animaux (CCPA).

Les rats S développent une hypertension modérée lorsqu’ils sont nourris avec
une diete 0,2 % NaCl. Toutefois, ce désordre est exacerbé lorsque la di¢te est riche en
sel®M1%1%) Une diéte contenant 8% de NaCl induit une hypertension sévére (>220
mm Hg systolique) et cause la mort de ces animaux avant I’dge de huit semaines. Le
rat L est utilisé comme témoin normotendu. Il est fortement résistant aux effets
hypertensifs du sel. 11 y est méme plus résistant que le rat «Dahl salt-resistant»
(R)"!149) Un autre avantage a utiliser le rat L comme témoin normotendu, plutot que
le rat R, est le taux de polymorphisme entre les souches. Ce taux est de 29% entre les

souche S et R, alors qu’il est de 50% entre les souches S et L'
8.1.2 Génotypage

La trousse Quiagen Genome Kit® (Mississauga, Ontario, Canada) est utilisé

pour extraire I’ADN de chaque rat, & partir d’une biopsie du bout de la queue. Chaque
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échantillon d’ADN a ensuite été amplifi¢ par PCR avec les amorces pour chacun des
marqueurs microsatellites a tester. Les cycles PCR utilisés sont : 95°C pour 5 min,
puis 30 cycles de 1) 94°C pour 40 sec, 2) 50, 55 ou 60°C pour 40 sec, 3) 72°C pour
1,5 min, suivit de 72°C pour 5 min. Des ADNs témoins provenant des rats S et L sont
aussi préparés de cette fagon pour chacun des marqueurs a tester. Les produits
d’amplification ont ensuite étés sépares par électrophorese sur un gel d’agarose 4%.
Le temps de migration varic d’un marqueur a l'autre en fonction de sa taille et du
degré de polymorphisme entre les deux souches. Le gel est coloré au bromure
d’éthidium. Ceci permet la visualisation des bandes d’ADN a I’aide d'une lampe a
ultraviolets. La Figure 6 montre la migration d une réaction PCR effectuée pour le
marqueur D10Mgh6. Chacun des puits | a 22 représente un individu testé pour ce
marqueur, tandis que les puits 23 et 24 représentent les témoins S et L
respectivement. Les rats 1,2 et 9 a 12 sont donc homozygotes LL, alors que le rats 4 a
6, 8 et 13 a 22 sont homozygotes SS pour ce marqueurs. Les rats 3 et 7 sont
hétérozygotes SL pour ce marqueurs. C’est-a-dire qu’ils possedent un allele

provenant du génome S et un allele provenant du génome L.

P23 48 6T 890U KETBY 002D Y

Figure 6 Marqucur microsatcllite DIOMgh6 amplifi¢ par PCR sur plusicurs échantillons

d ADN (1 a 22). Les puits 23 ¢t 24 représentent les témoins S et L respectivement.
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La souche S est génotypée a 1’aide de 87 marqueurs microsatellites, répartis a
environ tous les 18 c¢cM dans tout le génome, afin de s’assurer qu’elle demeure
identique a la souche d’origine. L’ ADN de la souche S originelle est utilisé comme
témoin. La liste de ces marqueurs et de leurs conditions PCR est présentée au tableau
III. IIs sont disponibles sur internet. Les marqueurs sont désignés par la lettre D, suivi
du numéro du chromosome, des trois premiéres lettres du consensus qui les a créés,

puis d’un numéro pour les identifier.



Tableau 111 Liste des marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage de la souche S
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Chr. | Marqueur T-PCR (°C) Polym. Chr. Marqueur T-PCR (°C) Polym.
1 SA 55 S<L 8 D8RatS$ 50-55 S<L
1 DI Arb33 55 L<S§S 8 D8Rat134 S5 S<L
1 DIMco27 55 S>L 8 D8Mghl | 50-55 S<L
1 DI1Ratl9 55 L<S 9 D9Uia9* 55 S>L
1 DI1Rat304 55 S<L 9 D9Rat64 50 S<L
1 D1Uial2 50 S<L 9 DIWox23 55 S<L
1 D1Wox25 55 S<L 10 D10Mco30 60 S>L
2 D2Got122 60 S>L 10 D10Mco10 50 S>L
2 D2Rat166 45 S>L 10 D10Mco |7 50 S>L
2 D2Rat183 55 S>L 10 D10Mgh6 50 S<L
2 D2Rat199 50 S>L 10 D10Wox6 45-50 S<L
2 D2Rat302* 55 S<L 10 DI10M11Mit58 50 S>L
2 D2Uias 50 S>L 10 DI10Ratl11 50 S<L
2 Gea 55 S<L 10 D11Rat50 55 S<L
2 Nep 50 S>L 10 D10Rat93 50 S>L
2 Camk 50 S<L 11 D11Mitl 55 S<L
2 Cpb 50 S>L 11 D11Uial* 55 S<L
3 D3 Mgh3 55 S<L 12 D12Mit4 50 S>L
3 D3Rat107* 55 S<L 12 D12Rat32 50-55 S<L
3 D3Ratl7* 55 S>L 12 D12Mit6 55 S<L
3 D3Rat24 55 S<L 13 D13Mgh4 50-55 S>L
3 D3Rat52 55 S<L 13 D13Uia3 50-55 S>L
3 D3Rat61 60 S<L 13 D13Uia8 50 S<L
3 D3Rat66 55 S>L 14 D14Uial 45 S>L
3 D3Wox| 50 S>L 14 D14Uia2 50-55 S>L
3 D3Wox3 50-55 S>L 14 D14Wox10 50 S>L
4 D4Mghl 50 S<L 15 D15Uia8 50-55 S<L
4 D4Mghl6 55 S<L 15 D15Mgh2 50 S<L
4 D4Mit17 60 S>L 15 DI15Ratl126 50-55 S>L
4 D4Uial 50 S>L 16 D16Rat14 55 S>L
4 D4Uiad 50 S<L 16 D16Rat67 45-50 S>L
5 D5Mco2 50 S>L 16 D16Uia2 50-55 S>L
5 D5Mit5 50 S<L 16 D16Mit2 55 S<L
5 DSRat130 50 S<L 17 D17Mit5 50 S>L
5 D5Rat95 55 S>L 17 D17Wox7 50 S>L
5 D5Uia2 50 S>L 17 D17Mgh5 55 S<L
5 D5Uia8 50-55 S<L 17 ETI (Ednl) 55 S>L
5 ELA2 55 S<L 18 D18Uia6* 45-50-55 S>L
6 D6Mgh3 50 S<L 18 D18Wox7 50-55 S<L
6 D6Mitl 50 S<L 18 D18Mco6 50 S<L
6 D6Rat105 50 S<L 18 D18Mit8 55 S<L
7 D7Mghl 50-55 S>L 19 DI9Rat25 55 S<L
7 D7Ratl 10 45-50 S>L 19 D19Rat57 50-55 S<L
7 D7Rat!15 50-55 S>L 19 D19Rat82 50-55 S<L
7 D7Rat128 45-50 S<L 20 D20Wox | 55 S<L
7 D7Rat152 50 S>L 20 D20Wox3 50-55 S<L
7 D7Rat18 45-50 S>L 20 D20Mghl 55 S<L
7 D7Rat44 55 S>L X DXUia2 55 S>L
8 D8Rat43 55 S>L X DXMcol 50 S>L
8 D8Uia2 50 S<L X DXRat93 50-55 S<L

Les marqueurs suivit d’une étoile (*) signifie que la réaction PCR doit étre effectué avec du
dymétylsulfoxyde (DMSO). Chr. = chromosome, T-PCR = température d’hybridation,
Polym. = polymorphisme, S = «Dahl salt-sensitive», L = Lewis.
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En plus de ces 87 marqueurs, d’autres sont distribués tout le long du
chromosome 10. Ils sont utilisés pour génotyper les lignées congéniques en
construction. llIs permettent un génotypage précis des régions d’intérét a chacune des
générations. Lorsqu’aucun marqueur polymorphique n’est disponible dans une région
d’intérét, il est possible d’en concevoir. Pour le chromosome 10, ils sont nommés
D10ChmXX (Centre hospitalier de I’Université de Montréal). Le tableau 1V présente
les marqueurs Chm congus depuis I’article Charron et coll., 2005 et le tableau V
présente les autres marqueurs utilisés pour la construction des lignées congéniques.
Pour chacun de ces marqueurs, la position dans le contig, la taille, la température

d’hybridation du PCR, le polymorphisme et la séquence des amorces sont indiqués.

Le logiciel Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/) est utilisé pour concevoir les

nouvelles amorces qui servent a amplifier les marqueurs microsatellites. Ce logiciel
détermine les meilleurs oligonucléotides a utiliser pour amplifier un fragment d’ADN
d’intérét. La taille d’un marqueur doit étre le plus petit possible afin de pouvoir
distinguer facilement une différence de seulement quelques paires de bases entre les

deux souches.



Tableau IV Nouveaux marqueurs microsatellites du chromosome 10
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Marqueur z;itl:; (v:rZ?;EZ) ZZ::T: PER Gel Polym. :mmz:z:;((::i;
contig (pb) (°C)

DOm0 274 NW 047340 1985461 55 A SeL fﬁggggiﬂfgggﬁgggé
DIOChm231 220 NW_OST40 2200981 85 A S-L  SAACATCASTIOATSATOT
DIOChm232 275 NW_OT341 184021 85 A SsL a0l SOASSSTCCTAAMGA
DIOChM233 290 NW 047341 1474501 5 A Sl Tnggg:ggggg#gggEm
DIOChm234 278 NW_OT342 125581 Awcunprodut oo SO ICCCTEITET
DIOChm235 254 NW. 047342 551161 55 A Sel ﬁ?gﬁgﬁﬂ;ggggggﬁggﬁ
DIOCHM236 250 NW 047340 2107321 55 A Sl TT%%TCCTCCCC‘)\%%\%TTTC%%A;\%
DioChm287 208 NWLOATHO 267144t L e TTooA
DIOChm238 250 NW 047341 668 821 Z?:;gq“u‘;” fgffgfgggﬂggg%ﬁglé
DIOChm239 216 NW 047342 32401 55 A  SeL ?fé\%cggf%?g&i%ﬁ
DIOChm40 249 NW_O47343 219361 85 A sl CLZBOUTTITOCTRLTAR0
DIOChm241 238 NW_047343 1694461  Aucun produit ?gffggg?gﬁggﬁgﬂg’;
D10Chm242 250 NW 047336 16698781 60 A S<L ?;gg:gffggﬁgggﬁgﬁ
DIOChm243 249 NW.047336 17080681 60 A SeL  roeCTCOTCTTORSETT
DIOChm244 178 NW_047336 12279601 55 A S<L giﬁg&%ﬁiﬁﬁggﬁlﬁ
DIOChm245 247 NW_047336 12409321 55 A oL g‘;gﬁgﬁ%ﬁgﬁiﬁ%ﬁg
DI0Chm246 212 NW_047336 12261661 5560 A S>L nggg{gﬁg&%ﬂgﬁgf
DI0Chm247 165 NW 047343 1534501 60 A SoL ::gggf;%ﬁg?g?g%ﬁ:
DIOChm248 231 NW 047343 1412941 60 A Sl AT(BC%AGGTACCCACGT%%#(CBTTQ%%
DIOChm249 243 NW_ 047343 1215654 55 A s=L  /OTGGGGGTGTAGACTGGTG

GGAAGGTAAAGGGAGGGAGA
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o G0 il pon o pam, ATOREE)
contig (pb) (°C)

DIOChm250 218 NW 047343 1749916 5560 A SoL ﬁiﬁ?;@fgligﬁgéﬂﬁﬁ
D10Chm251 201 NW 047336 12174438 5560 A S<L ﬁ%?gfg‘#g:gg@f:g:f
DI0Chm252 201 NW 047336 12208501 5560 A S<L gélg;gmégggﬂgﬂg
DIOChm253 223 NW 047343 972513 60 A SL g?g%gmggé?g%%%
DIOChm254 269 NW 047343 1091967 5560 A S=L Aéé%%%c;g%%g%ﬂ#ggc
DI0Chm255 246 NW 047336 12212414 55 A S<L gg:fgfg:%%fggg?ggg
DI0Chm256 192 NW 047336 12221967 5560 A S=L ?féé’?,fﬁ%%ﬁﬁﬁ%ﬂ%ﬁ
D10Chm257 278 NW_047336 12365993 55 A S<L Ggg%%ﬁ%ﬁ?g?ggém%
D10Chm258 245 NW 047336 16212278 55 A S<L iﬁéﬁﬁggﬁgﬁgéﬁ’?ﬁﬂgg
DI0Chm259 227 NW 047336 16290986 55 A S<L L?gg%ﬁm?cmﬂgiﬁ
DIOChM260 250 NW 047343 875341 5560 A S-L Gélggggfg&i%?&%’*
DIOChm261 224 NW_ 047343 881881 5560 A SoL gg?fé“:Tng::éggfngTgﬁ
DIOChm262 237 NW 047341 374521 5560 A Sl éﬂ;’é’gﬁ%iﬁ%gg%gg
DIOChM263 218 NW 047341 37260 5560 A Sl gg}ggg%::ﬁgg%ﬂgg
DIOChm264 206 NW 047341 617761 5560 A Sl gfﬁgggg&g@gﬁggﬁ%%
DIOChm265 154 NW 047341 613081  Aucun produit i%%ﬁ%%ﬁ%ﬁ%ﬁgigggfg
DIOChm266 220 NW 047343 1061401 5560 A  S=L iﬁiﬁiﬁiﬁiﬁ%ﬁ%ﬁ%ﬁ%ﬁg
DIOChm267 222 NW 047343 1084441 5560 A S-L gggg@ﬁgﬁ%ﬁ%%%gf&
DI0Chm268 215 NW 047336 12256321 55 A S<L A%iﬂﬁgg:fg@fcmf
DIOChm269 226 NW 047336 12221461  Aucun produit %%%ﬁg#g?ﬁgg%éégﬁf
DIOChm270 186 NW 047336 12233221 55 A oL GCGACTTTCTGTCTGGTACTGC

TTTCCTCCAGGGACACAGTC
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Position T-

e T S Y o curo o
DIOChm271 160 NW_ 047336 12255841 5560 A S=L ngﬁg&%’*gfgg&;gﬁ&
DIOChm272 214 NW_047336 12 267 541 Zg’:;gq”u‘;“ égﬁg’g%ﬂgggi%g;gﬁ
DI0Chm273 297 NW 047336 21821101 5560 P SL Gchgfg%gggﬁ?m
DIOChm274 175 NW_047336 21 825841 Zg’ggif}q”u‘;“ ’}%ﬁ’g%%%i’g%ﬁ@fggfgf
DI0Chm275 227 NW 047336 1125121 5560 A S=L C?g?g?gﬁgfg&igg:&
DI0Chm276 236 NW 047343 1131961 60 A Sl Jffégggg}gf;%‘mf&
DI0Chm277 241 NW 047341 626041 5560 A S=L EAAQX?TTSSSS,EZEZE??ZQ
DIOChm278 244 NW 047341 609243 5560 A S=L gg%%;%ﬁ%ﬁg%iﬁﬁggﬁ
D10Chm279 205 NW 047336 12371521  Aucun produ gﬂlggggggﬁgg{%ﬂ
D10Chm280 194 NW 047336 12373081 5560 A S<L gﬁgggﬁggggiﬁggg
DI0Chm281 243 NW 047341 781 5560 A  S=L é&%%%ﬂi%%ﬁgg%ﬁi
DIOChm262 202 NW 047341 90121 5560 A S=L gﬁg%ﬁ?gg&’;ﬁgﬁ?ggﬁ
D10Chm283 233 NW 047341 . 2581 60 A Sl gi’;gﬁ;%ﬁ?ggﬁggégﬁgg
D10Chm284 193 NW_047341 111781  Aucun produ c%?(é?é%'?&ﬁimfeeA@fg A
DI0Chm285 241 NW 047340 4729501 5560 A  S=L éggigg%?&%ﬁg’g%ﬁi
DI0Chm286 228 NW 047340 4714561 5560 A  S=L gggfgg;gﬁg%iggg%
DIOChm287 221 NW_047340 4702981 5560 A S=L :fgg:gggg’;ﬁgggimg
DIOChm288 232 NW 047340 4700761 5560 A  S=L ’;gfgggggi}%ﬁﬂg@gxg
DIOChm289 154 NW 047340 4708381 5560 A S=L %ﬁéﬁéﬁéﬁ%ﬁé’?@?ﬁﬁ’éﬁ?ﬁ
DIOChm290 222 NW_ 047340 4700041 5560 A  S=L %%%fgf:;gﬁggﬁgﬁgf

Les contigs sont identifiés par un alignement de la séquence des marqueurs avec la base de
données du génome du rat (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi
2taxid=10116). En gras, les marqueurs polymorphiques. A = agarose, F = forward, L =
Lewis, P = polyacrylamide, pb = paires de bases, Polym. = polymorphisme, R = reverse, S =
«Dahl salt-sensitiven», T-PCR = température d’hybridation.




Tableau V Marqueurs microsatellites utilisés pour 1’établissement de lignées congéniques
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e 6 O il pcn Gapoym. AT
contig (pb) (°C)

DIOChm4 194 NW 047336 16518221 55 S<L ﬁgﬁggggggggggmﬁg
DIOChm0 201 NW 047341 668910 55 SoL gggig%i?ggiggggig
DIOChm14 218 NW_ 047343 519167 55 S s
DIOChm29 156 NW 04733 17097709 60 S<L Agfé‘ffggfc%wgﬁﬁﬁf
DIOChm128 172 NW_ 047336 11485562 55 SoL ﬁggg@ﬁlﬁggﬁg@%
DIOChm154 233 NW 04733 22718653 55 TRl
DIOChm155 193 NW_047336 22201331 55 Sl :ggmggggﬁéggﬁggﬁ
DI0Chm156 231 NW_ 047336 22213395 60 Ssl TT%E\‘}%‘&TSISETAAGJAG%T&@
DI0Chm167 247 NW 047336 11588300 55 S<L gﬁgggﬂgg&%ﬁg&gé
DIOChm197 231 NW_ 047336 17166673 55 SoL g&ﬁ%ﬁ%&%@cﬁﬁgg
DIOChm198 249 NW 047336 17179713 55 S<L %%iéggggg%%%gﬁ
DIOChm212 222 NW 047336 15523746 55 S<L ﬂﬁggﬁggﬁgﬁg@ggz
DI0Chm216 200 NW 04733 17508884 55 S<L Z?éffggégfgfgé‘ﬁ%%
DIOChm222 222 NW 047336 17476753 55 Sol gfggg‘ggfé\&%gﬁgﬁ
DIOChm224 247 NW 047336 15704493 60 Sol ggﬂgﬁgﬁ%@%@gg%\é
DIOChm229 233 NW 047336 10554241 55 s CLISUECCTACIATLAS
DI0GOt107 98 NW 04733 19711802 55 S<L égzgﬁgﬁgﬁmg’;ﬁi%ﬁg?
DI0GoH10 141 NW 047336 20354995 55 S<L AA;??:@:TGT‘}TT‘X;‘AT#H%:&TGG
DI0Got112 125 NW 047336 20857033 55 S<l TCT?QIS%%%‘;’\TG(;’Q\E;%@ACG
DI0Got125 258 NW 047338 2360452 55 g CAAGACAAMACAAGATGGATGAC

GCCCTTTTATTTTCTAGGGAATG
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Position T-
dansle PCR Gel Polym.
contig (pb) (°C)

D10igibp4 140 NW_047339 612323 55 A Sl

Taille  Contig
(pb) (version 2)

Amorce F (5'> 3)
Amorce R(5'> 3')

GCTTATCAGATTGGGCGTTC
AAGACAGAGTTGTGGCTGGG
ACGATTTTCTGTCCCTTGTCTGAG
TGGTTTAGCTAGGTGTGGCATCTG

Marqueur

D10Mco30 257 NW_047336 18546659 60 A S>L

DIOMght 154 NW 047343 4835930 55 A S<L Tlgfcﬂééfégmgﬁégggc
DIOMgh6 139 NW 047336 8677172 55 A <l chggg\é’éﬂgﬁﬁggﬁggg?m
Nos2 380 NW 047336 6056090 5 A Sl GTCTSGCAngfTTCATTgTTTACTTCA%ACTTCC
DIORat11 187 NW 047343 1918820 55 A S<L ggﬁg%gg;ﬁ’:\%%gfgg
DIORat24 167 NW_047336 20229774 55 A S<L ?g;gfgg%%gﬁggﬁgﬁ
DIORat27 163 NW 047336 18091194 60 A  S<L ?&ﬂé%%?x%&%i?g
DI0Rat123 243 NW_04733 10682568 55 A Sl L%igfggg%:gfggggﬁf
DIORat27 224 NW 047339 62430 55 A Sl gg‘;gﬁg}%ﬁ&%ﬁgggﬁg
D10Rat194 235 NW 04733 16705730 55 A Sl f:ccgccggﬂéfgggggﬁggcc
DIORat204 216 NW 047340 3509168 55 A Sl gﬁgfgfﬁg&g%@gg&
DIOWoxd* 105 NW_ 047336 9138994 50 A L<S G?gfgfggggggg?:‘égéc

Les contigs sont identifiés par un alignement de la séquence des marqueurs avec la base de
données du génome du rat (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi
2taxid=10116). A = agarose, F = forward, L = Lewis, P = polyacrylamide, pb = paires de
bases, Polym. = polymorphisme, R = reverse, S = «Dahl salt-sensitive», T-PCR =
température d’hybridation. (*) signifie que la réaction PCR doit étre effectué avec du
dymétylsulfoxyde (DMSO).

8.1.3 Souches congéniques, sous-souches et doubles congéniques

Les souches congéniques ont été construites tel que décrit au chapitre 5. La
souche S étant utilisée comme souche réceptrice, et la souche L. comme souche

donneuse. A chaque génération, les rats sont testés avec les 87 marqueurs du tableau

III.
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De méme, les sous-souches congéniques sont obtenues par le croisement
d’une souche congénique avec la souche réceptrice S. Les événements de
recombinaison durant la méiose peuvent alors introduire des alléles S dans la région
d’intérét. Le croisement frére-sceur des animaux qui sont hétérozygotes SL, pour la
méme portion de la région d’intérét, permet d’obtenir des individus qui seront
homozygotes SS pour cette méme portion. La région d’intérét est ainsi diminuée. Les
marqueurs microsatellites des tableaux IV et V sont utilis€és pour localiser, le plus

précisément possible, les événements de recombinaison.

Des souches doubles congéniques peuvent étre obtenues a partir du
croisement de deux souches congéniques. Encore une fois, le génotypage et la

sélection des meilleurs individus permettent d’arriver a ce résultat.
8.2 Mesure de la pression artérielle

Trois méthodes peuvent étre utilisées pour mesurer la pression artérielle chez
le rat: le resserrement de la queue, la télémétrie et le cathéter artériel™*®. La
méthode par resserrement de la queue est rapide et peu dispendieuse. Elle permet
donc d’effectuer des mesures a grande échelle. Par contre, les mesures sont indirectes,
peu précises, d’une durée de quelques minutes seulement et ne permettent pas de
détecter un changement de pression de moins de 10 mm Hg. De plus,
I’immobilisation physique imposée par cette méthode cause un stress, et ceci peut
faire varier la pression artérielle. Ensuite, il est important d’étre constant quand a
I’heure choisie pour mesurer la pression artérielle. En effet, celle-ci varie selon

I’heure du jour(m).

Pour toutes ces raisons, la pression artérielle des lignées congéniques est
mesurée par radiotélémétrie & 1’aide du systéme de Data Sciences Inc (St-Paul,
Minnesota, USA). De plus, cette méthode est fiable et sensible. Elle est directe,

continue et permet de mesurer la pression artérielle a long terme sans interruption.
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Des couples de rats des souches a étudier, et de la souche témoin S, sont
croisés au méme moment. En raison des variations de pression sanguine dues au
cycle oestral, seul les rats males sont sélectionnés pour la télémétrie. Autant que
possible, ils sont choisis & partir de différentes portées, afin de minimiser I’impact
potentiel de cette dernicre. Les rats choisis sont sevrés a 1’dge de 21 jours et nourris
avec une diete 0,2% NaCl (Harlan Teklan 7034) jusqu’a 1’age de 35 jours. Ensuite, ils
sont nourris avec une di€te 4 haute teneur en sel (2% NacCl, Harlan Teklan 94217).
Ceci a pour but d’accélérer le développement de I’hypertension chez les rats atteints.
Ces deux dictes sont faites de mais, de blé et de soya. Elles ne contiennent aucun
ingrédient d’origine animale. Elles ont une teneur approximative de 19% de
protéines, 5% de gras, 3% fibres brutes, 0.86% de calcium, 0.64% de phosphore,

0.72% de potassium et 0.15% de magnésium.

La sonde de télémétrie est implantée par chirurgie a 1’dge de 56 jours. Les rats
sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane : 4% pour les trois premieres min, puis
1,5-2% pour le reste de I’intervention. Le cathéter de la sonde est inséré dans I’artére
fémorale, et il y pénétre jusqu’au niveau de 1’aorte abdominale. 11 est retenu et fixé
par des sutures au vaisseau sanguin. Le corps de ’implant est, quant a lui, fixé au
muscle de la cavité abdominale. La sonde transmet les données recueillies par
radiotélémétrie a une plaque située sous la cage de chaque animal. Ces plaques sont

reliées a un ordinateur qui accumule les données.

Une récupération post-chirurgicale de 14 jours est accordée aux rats implantés
avant I’enregistrement des données de pression. Durant les trois premiers jours, il
sont nourris de Jello-O® contenant un analgésique — la buprenorphine — & dose de
0,5% mg/kg. Ils sont ensuite nourris de la diéte 2% NaCl additionnée de Ensure
milkshake® au chocolat. Ce supplément leur est administré pendant cing jours. 11
stimule leur appétit et la prise de poids. Par la suite, ils sont nourris seulement avec la

diéte contenant 2% NaCl et ce jusqu’a la fin de I’expérimentation.
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Les valeurs de pression artérielle systolique (PAS), diastolique (PAD) et la
pression artérielle moyenne (PAM) sont prises et enregistrées a partir du jour 70, et
ce pour une période de dix a vingt jours. Pour chaque rat, le systéme effectue une
mesure des trois parametres durant dix sec, & chaque deux min en continu. Les
animaux sont ensuite sacrifiés et les sondes sont récupérées. Chaque sonde de
télémétrie est calibrée avant et nettoyée aprés chaque usage selon les

recommandations du fabriquant.

8.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques permettant d’évaluer la différence de PAM entre une
lignée congénique et le t¢émoin S sont effectuées a 1’aide du programme SYSTAT 9
(SPSS Sci. Chicago, IL). L’ANOVA a mesures répétées vise a déterminer si, dans
toutes les souches comparées, une ou plusieurs sont différentes des autres. Ce type
d’ANOVA tient compte du fait que les parameétres sont mesurés sur plusieurs jours.
Lorsque ’ANOVA a mesures répétées est significative, un test de Dunnett est
effectué pour déterminer quelles souches sont significativement différentes de la

souche témoin S.

Si la pression artérielle d’une souche est significativement différente du
témoin S, la région couverte par le congénique est considérée comme contenant un
QTL de la pression artérielle. Cette souche est alors dite positive. Une souche qui est
significativement non différente du témoin S est dite négative. Afin de déterminer
une région QTL (intervalle dans lequel se trouve un QTL), les lignées congéniques
positives et négatives sont comparées. Les QTLs sont localisés dans les régions

couvertes par une souche positive, mais non couvertes par une souche négative.

Une ANOVA a mesures répétées, suivie d’'un test de tukey, permet de
comparer les différences de pression entre : les souches congénique homozygotes et
la souche S, les souches congéniques homozygotes et les souches congéniques

hétérozygotes, les souches congéniques hétérozygotes et la souche S.
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Une ANOVA 2x2 est utilisée pour déterminer s’il y a une interaction entre des
QTLs. Elle permet d’évaluer si I’effet de pression observé, pour une souche contenant
de multiple QTLs, est significativement différent de la somme prédite des effets de

chacun des QTLs individuels.

Puisque les résultats de PAS et de PAD sont consistants par rapport aux

résultats de PAM, seul ces derniers sont utilisés pour les analyses statistiques.



Résultats
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Chapitre 9 — Pression artérielle des lignées congéniques du chromosome 10
9.1 Carte physique des lignées congéniques obtenues pour le chromosome 10

Plusieurs souches et sous-souches congéniques ont été construites afin de
couvrir le chromosome 10 du rat S. Vingt d’entre elles sont présentées a la Figure 7.
Pour chaque lignée, les lignes rouges représentent la région du chromosome
provenant de la souche S. Les lignes bleues représentent la région S remplacée par la
région homologue provenant du rat L. Les encadrés rouges représentent les régions
d’incertitude pour la localisation de I’événement de recombinaison. Les autres
chromosomes ne sont pas représentés, mais proviennent de la souche hypertendue S.
La carte physique du chromosome 10 est située a la gauche de la figure. Les contigs
et leur taille, en paires de bases, y sont indiqués. Les marqueurs microsatellites y sont
localisés, mais leur positionnement n’est pas a 1’échelle. Leur position exacte dans les
contigs est présentée dans les tableaux IV et V. Au bas de la figure, les souches sont
noté +, si la différence de pression est significative par rapport a la souche témoin S.

Elles sont notées par un —, si cette différence n’est pas significative.

Les sous-souches ont été obtenues a la suite d’événements de recombinaison
afin de diminuer les régions QTLs identifiées précédemment(llz).‘Les sous-souches
C10S.L27 et C10S.L28 dérivent de la souche CI10S.L15. Les sous-souches
C10S.L20, C10S.L30 et C10S.L18 proviennent de la souche C10S.L17. Cette
derniére provient de la souche C10S.L9. La souche C10S.L16 a donné naissance aux
sous-souches C10S.L26 et CI10S.L1. Les sous-souches C10S.L31, C10S.L32,
C10S.L12 et C10S.L25 dérivent de la souche C10S.L11. Les souches C10S.L4,
C10S.L10 et C10S.L11 dérivent de la souche SLC10.

Deux souches doubles congéniques ont aussi été obtenues. La souche
C10S.L15XC10S.L16 couvre les régions’du C10QTL4 et du C10QTL2, alors que la
souche C10S.L9XC10S.L16 couvre les régions du CI10QTLI1, du C10QTLS5 et du
C10QTL2.
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Cinq régions QTL ont été identifiées sur le chromosome 10 du rat S. La
région du C10QTL4 est comprise dans un intervalle de 136 kb, entre les marqueurs
D10Chm255 et DI0OChm280. La région du CI0QTL1 est comprise entre les
marqueurs D10Chm4 et D10Chm?29. Sa taille est de 570 kb. L’intervalle entre les
marqueurs DI0Chm197 et D10Chm216 est de 420 kb et définit la région du
CI0QTLS. CI0QTL3 est localisé dans un intervalle de 1862 kb entre les marqueurs
D10Got112 et D10Chm154. Finalement, C10QTL2 est situé dans un intervalle de
613 kb entre les marqueurs D10Chm14 et D10Chm276.
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Chromosome10 du rat

Souches congéniques

Carte physique

Contig Marqueurs

—D10Mgh6
D 10Wox4

~D10Rat123

|-D10Chm128
—-D10Chm167
-D10Chm255
|-D10Chm246
_D10Chm257
[-D10Chm280

Cc10
QTL4
(136Kb)

NW_047336

(24 142 311 pb)R- D10Chm212
|- D10Chm224

|_D10Chm4

- D10Rat194
[~D10Chm243
-D010Chm29
- D10Chm197
- D10Chm198
|- D10Chm222
- D10Chm216
|- D10Rat26
— D 10Rat27
|- D10Mco30

c10
QTL1
(570 Kb)

"N c10
} QTLs
(420Kb)

- D10Got107

—D10Rat24
- D10Got110

[~ D10Got112
- D10Chm155
[~ D10Chm156
—-D10Chm154

Cc10
QTL3
(1862 Kb)

NW_047337
(1'380 475 pb)
NW_047338 § D10Got125
(2 536 522 pb) g— D10Rat 127
NW_047339 ED10Igfbp4
(4 067 982 pb) - Wnk4

Nw_047340 |- Ace

(4 731 587 pb)
D10Rat204

NW_047341 D10Chm10

(1529311 pb)
Cacng4

NW_047342 i

(875936 pb) D10Chm14
D10Chm261

D10Rat11
NW_047343
(9 145 215 pb) - D10Mght

PA significativement plus base + o+ o+ . . - + + . - + + + o+ + o+ o+ + o+ +

Figure 7 Carte physique des lignées congéniques obtenues pour le chromosome 10 du rat S.
Les lignes rouges représentent la région du chromosome provenant de la souche S. Les lignes
bleues représentent la région S remplacée par la région homologue provenant du rat L. Les
encadrés rouges représentent les régions d’incertitude pour la localisation de I’événement de
recombinaison. pb = paires de bases, QTL = quantitative trait loci.
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9.2 Mesure de la pression artérielle des lignées congéniques

Les pages suivantes présentent les résultats de PAS, PAD et PAM pour
chacune des souches. Afin de simplifier la présentation des résultats, chaque point sur
les graphiques représente une moyenne sur 24 heures des mesures prises toutes les 4

heures.

Chaque figure présente les résultats pour la souche S, la souche L et quatre
souches congéniques. La Figure 8 présente les résultats des souches C10S.L4,
C10S.L10, C10S.L31 et C10S.L11; la Figure 9 présente ceux des souches C10S.L12,
C10S8.L32, C10S.L25 et CIOS.L16; la Figure 10 ceux des souches CI10S.L1,
C10S.L26, CI10S.L15 et CI0S.L27; la Figure 11 présente ceux des souches
C10S.1.28, C10S.L9, C10S.L17 et C10S.L18; la Figure 12 présente ceux des souches
C10S.L20, C10S.L30, C10S.L15XC10S.L16 et C10S.1.9XC10S.L16.
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Figure 8 Pression artérielle des souches C10S.L4, C10S.L10, C10S.L31 et C10S.L11
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre les lignées congéniques, la
souche S et la souche L. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures
sur 24 h + erreur standard. Les nombres sur I’axe vertical sont en millimétre de mercure (mm
Hg). Les barres d’erreurs représentent ’erreur standard.
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Figure 9 Pression artérielle des souches C10S.L12, C10S.L32, C10S.L25 et C10S.L16
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre les lignées congéniques, la
souche S et la souche L. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures
sur 24 h = erreur standard. Les nombres sur ’axe vertical sont en millimétre de mercure (mm
Hg). Les barres d’erreurs représentent I’erreur standard.
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Figure 10 Pression artérielle des souches C10S.L1, C10S.L26, C10S.L15 et C10S.L27
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre les lignées congéniques, la
souche S et la souche L. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures
sur 24 h + erreur standard. Les nombres sur I’axe vertical sont en millimétre de mercure (mm
Hg). Les barres d’erreurs représentent ’erreur standard.
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Figure 11 Pression artérielle des souches C10S.L28, C10S.L9, C10S.L17 et C10S.L18
Comparaison des composantes de la pression artérielle entre les lignées congéniques, la
souche S et la souche L. Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures
sur 24 h + erreur standard. Les nombres sur I’axe vertical sont en millimétre de mercure (mm
Hg). Les barres d’erreurs représentent I’erreur standard.
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Figure 12 Pression artérielle des souches C10S.L20, C10S.L30, C10S.L15XCI10S.L16 et
C10S.L9XC10S.L16. Comparaison de composantes des la pression artérielle entre les lignées
congéniques, la souche S et la souche L. Chaque point sur le graphique représente une
moyenne des lectures sur 24 h % erreur standard. Les nombres sur ’axe vertical sont en
millimétre de mercure (mm Hg). Les barres d’erreurs représentent I’erreur standard.
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9.2.1 Résumé des résultats de pression artérielle

Le tableau VI résume les résultats de PAM, PAS et PAD obtenus pour les
différentes souches. La PAM diminue significativement dans les souches C10S.L4,
C10S.L9, C10S.L10, C10S.L11, C10S.L15, Cl10S.L16, C10S.L17, CI10S.L18,
C10S.L.20, C10S.L25, C10S.L27, C10S.L28, C10S.L30, CI10S.L9XCI10S.L16 et
C10S.L15XC10S.L16 par rapport a la souche S. La PAM n’est pas significativement
différente de la souche S pour les lignées C10S.L1, C10S.L12, C10S.L.20, C10S.1L.31
et C10S.L32.

Tableau VI Pressions artérielles moyennes, diastoliques et systoliques des souches S, L
et des lignées congéniques construites pour le chromosome 10 du rat S.

Mesure n= PAD PAM : PAS
Différence de PAM  ANOVA +
PA.
valeur x Erreur x Erreur entre' Ia. souche test de significativement x Erreur
standard standard  congénique et S Dunnet standard
plus basse
(mmHg) (P)

S 16 157 5 183 5 211 5
L 6 80 4 96 3 -87 <0,001 + 115 3
SLC10 6 92 6 113 6 -70 <0,001 + 137 5
C10S.L4 5 122 13 134 8 -49 0,002 + 172 15
C10S.L10 6 106 3 126 3 57 <0,001 + 150 3
C10S.L11 7 137 4 161 4 -22 0,003 + 188 5
C10S.L31 5 141 5 166 4 A7 0,170 - 193 3
C10S.L32 5 427 7 168 11 15 0,149 - 198 12
C10S.L12 7 144 6 170 6 -13 0,117 - 198 7
C10S.L25 8 122 4 147 4 -36 0,002 + 176 4
C10S.L16 7 121 2 145 2 -38 <0,001 + 171 3
§ c10S.L1 4 143 10 169 11 -13 0,279 - 198 12
E C10S.L26 5 142 8 166 10 A7 0,108 - 192 12
3 C10S.L15 9 112 5 133 5 -50 <0,001 + 156 6
C10S.L27 4 123 6 146 8 37 0,011 + 170 10
C10S.L28 10| 127 5 150 5 33 <0,001 + 175 5
C10S.L9 10 | 123 3 149 3 -34 <0,003 + 177 3
C10S.L17 6 115 6 139 7 44 0,002 + 166 8
C10S.L18 12 125 4 149 4 -34 <0,001 + 175 5
C10S.L30 8 105 5 128 5 -55 0,001 + 155 6
C10S.L20 1 120 4 144 5 -39 <0,001 + 169 6
%11%88'191:; 4 90 7 109 8 74 <0,001 + 131 10
Cé?(?SLE?GX 4 125 3 149 4 -34 0,038 + 174 5

S, «Dabhl salt-sensitive»; L = Lewis, n = taille de 1’échantillon, £ = moyenne, PAM = Pression
artérielle moyenne, PAS = pression artériclle systolique, PAD = pression artérielle
diastolique, mm Hg = millimétres de mercure.
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9.3 Interactions alleliques

Les souches congéniques homozygotes et hétérozygotes pour CI10QTLI,
C10QTL2, C10QTL3 et C10QTLA4, ainsi que leurs résultats de PAM, sont présentés
cote a cote dans les Figures 13 et 14. Pour cette étude, la souche C10S.L15 définit la
région du C10QTL4, la souche C10S.L20 définit la région du C10QTL1, la souche
C10S.L16 définit la région du C10QTL2 et la souche C10S.L11 définit 1a région du
C10QTL3. Pour ces quatre QTLs, les pressions des souches congéniques
homozygotes (LL) et des souches congéniques hétérozygotes (SL) sont
significativement différentes de S. Pour chacun de ces QTLs, la pression n’est pas
significativement différente entre les souches congéniques homozygotes (LL) et des

souches congeniques hétérozygotes (SL).

Ces résultats démontrent que, chez I"hétérozygote, une seule copie de I’alléle
L est suffisante pour diminuer la pression artérielle au méme niveau que

I’homozygote ayant deux copies de cet alléle.
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C10S.L20 deéfinissant C10QTL1
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C10S.L16 définissant C10QTL2
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A PAM Svs C10S.L16 (51.) (mmHg): 49 (P<0.001)
A PAM C10S.L16 (LL) vs C10S.L16 {51 ) (mmHg): 10 (P>0.22)

Figure 13  Comparaison des pressions artérielles moyennes entre les souches
homozygotes et hétérozygotes pour C10QTL! et C10QTL2. La carte du chromosome et les
marqueurs microsatellites sont présentés a gauche. Les lignes rouges représentent la région
du chromosome provenant de la souche S et les lignes bleues celles provenant de la souche L.
Les encadrés rouges représentent les régions d’incertitude pour la localisation de 1’événement
de recombinaison. La taille du QTL en mégabases (Mb) est indiquée entre parenthéses apres
chaque désignation de QTL. Que les souches soient hétérozygotes ou homozygotes, le reste
de leur génome provient de la souche S. Les résultats de PAM sont présentés a droite.
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h % erreur
standard. Les nombres sur 1’axe vertical sont en millimetre de mercure (mm Hg). n référe a la
taille de I’échantillon.
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C10S.L11 définissant C10QTL3
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Figure 14 Comparaison des pressions artérielles moyennes entre les souches homozygotes
et hétérozygotes pour CIOQTL3 et CIOQTL4. La carte du chromosome et les marqueurs
microsatellites sont présentés a gauche. Les lignes rouges représentent la région du
chromosome provenant de la souche S et les lignes bleues celles provenant de la souche L.
Les encadrés rouges représentent les régions d’incertitude pour la localisation de 1’événement
de recombinaison. La taille du QTL en mégabases (Mb) est indiquée entre parenthéses apres
chaque désignation de QTL. Que les souches soient hétérozygotes ou homozygotes, le reste
de leur génome provient de la souche S. Les résultats de PAM sont présentés a droite.
Chaque point sur le graphique représente une moyenne des lectures sur 24 h + erreur
standard. Les nombres sur [’axe vertical sont en millimétre de mercure (mm Hg). n référe a la
taille de I’échantillon.
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9.4 Etudes d’interactions géniques

Une fagon d’étudier ’interaction entre les cinqg QTLs identifiés précédemment
serait d’évaluer I’effet des QTLs dans des souches doubles et multiples congéniques.
Cette approche est cependant limitée par la difficulté d’obtenir des événements de
recombinaison entre des marqueurs rapprochés. Particuliérement entre ceux séparant
CIOQTL1, C10QTL4 et CIOQTLS. Par exemple, pour obtenir un double congénique
de CI10QTL1 et CI0QTLS, il faudrait obtenir deux événements de recombinaison
entre D10Chm129 et D10Chm197. Ces deux marqueurs ne sont séparés que par
68 964 pb. La probabilité d’'un événement de recombinaison dans un intervalle aussi

petit implique le croisement d’un large nombre d’animaux.

Toutefois, certaines souches présentées a la Figure 7 contiennent plus d’un
QTL et peuvent donc étre utilisées pour étudier I’interaction génique. Les souches
C10S.L17 et C10S.L9 contiennent les CI0QTLs 1 et 5. La souche C10S.L10 contient
ces deux QTLs et CI0QTLS, alors que la souche C10S.L4 contient tous ces QTLs et
C10QTL3. b

Le croisement de deux souches congéniques préalablement établies a permis
d’obtenir deux souches doubles congéniques, soit les souches C10S.L15XC10S.L16
et C10S.L9XC10S.L16. La souche C10S.L15XCI10S.L16 couvre les régions
CI10QTL4 et C10QTL2, alors que la souche C10S.L9XC10S.L16 couvre les régions
CI10QTLI1, C10QTLS et C10QTL3. Cette technique n’a pas été utilisée pour créer de
multiples congéniques en raison de la difficulté d’obtenir des animaux sans

événement de recombinaison dans au moins une des régions d’intérét.

Les Figures 15 et 16 résument I’analyse de I’interaction entre ces cinq QTLs.
Pour chacun des graphiques, les colonnes représentent la différence de PAM, en mm
Hg, entre une souche congénique et la souche S. C’est I’effet de diminution de la
pression de la souche. Les deux premieéres colonnes représentent cet effet pour deux

souches congéniques contenant un ou des QTLs. La troisiéme colonne montre 1’effet
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de diminution de la PAM pour une souche contenant les QTLs contenus dans les
souches des deux premicres colonnes. La derniére colonne montre 1’effet prédit pour
cette méme souche, en cas d’additivité de I’effet des QTLs contenus dans les souches

des deux premiéres colonnes.

La souche C10S.L17, contenant C10QTL1 et CI0QTLS, a un effet de
diminution de la pression observé différent de I’effet prédit en cas d’additivité de ces
deux QTLs (P<0,001). C10QTLI1 et CIOQTLS interagissent donc de maniére
épistatique. La souche C10S.L10, contenant CI0QTL1, C10QTLS et C10QTL4, a un
effet de diminution de la pression observé similaire a I’effet prédit en cas d’additivité
de ces trois QTLs (P>0,104). C10QTL4 a donc un effet additif a ceux des C10QTL1
et C10QTLS5. De méme, ’effet observé pour la souche CI10S.L9XCI10S.L16 est
similaire a I’effet prédit (P>0,512). C10QTL2 a donc un effet additif a ceux des
CIOQTL1 et C10QTLS. La souche C10S.L15XC10S.1.16 contenant, C1I0QTL2 et
C10QTL4, a un effet de diminution de la pression observé significativement différent
de celui qui est prédit (P<0,002). C10QTL2 et CI0QTL4 interagissent donc de
maniére épistatique. La souche C10S.L4, contenant C10QTL1, C10QTL3, C10QTL4
et CI0QTLS, a un effet de diminution de la pression observé significativement
différent de celui qui est prédit (P<0,001). C10QTL3 est donc épistatique aux
Cl0QTLs 1,4 et 5.
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Figure 15 Interactions génique (partie 1). Les trois premieres colonnes de chaque
histogramme représentent la différence de PAM entre une souche congénique et la souche
S. La derniére colonne représente la différence de PAM prédite lors de I’ajout de 22 QTLs.
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Figure 16 Interactions génique (partie 2). Les trois premiéres colonnes de chaque
histogramme représentent la différence de PAM entre une souche congénique et la souche
S. La derni¢re colonne représente la différence de PAM prédite lors de I’ajout de >2 QTLs.
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Chapitre 10 — Localisation de cinq QTLs sur le chromosome 10

La cartographie fine des QTLs de la pression sanguine a permis de diminuer
les intervalles des quatre QTLs précédemment localisés et de localiser un cinquieme

QTL. Pour ce faire, des sous-souches congéniques ont été développées (Figure 7).

La sous-souche C10S.L28 a été élaborée afin de réduire la région du
CI0QTLA4. Elle est significativement différente de la souche S (P<0,001). Ceci
permet de réduire la taille de I’intervalle de 820 kb a 136 kb. L’intervalle du
CI10QTL4, définit par cette souche, permet de diminuer la pression sanguine de 33
mm Hg, par rapport a la souche S. Les sous-souches C10S.L15 et C10S.L27 couvrent
aussi la région du C10QTL4, mais dans un intervalle plus grand. Elles sont aussi
significativement différentes de la souche S (P<0,001 et P<0,011 respectivement).
Puisque aucune souche ne couvre uniquement !’intervalle compris entre les
marqueurs D10Chm229 et D10Chm255, il est impossible de conclure qu’aucun autre

QTL n’est présent dans cette région.

De méme, la souche C10S.L30 a ¢été construite dans le but de réduire
’intervalle C10QTLI1. Elle est significativement différente de la souche S (P<0,001)
et permet de réduire la région du C10QTL1 d’une taille de 1,17 Mb a 570 kb.
L’intervalle du C10QTL1 définit par cette souche permet de diminuer la pression
sanguine de 55 mm Hg, par rapport a la souche S. Cet intervalle est aussi couvert par
les souches C10S.L20 (P<0,001), C10S.L17 (P<0,002) et C10S.L9 (P<0,003).
Aucune souche négative ne couvre I’intervalle compris entre les marqueurs
D10Chm212 et D10Chm4. En conséquence, la présence d’un QTL dans cette région

ne peut pas étre exclue.

La souche C10S.L17 est significativement différente de la souche S. La sous-
souche C10S.L18 a été construite afin de déterminer si I’intervalle compris entre les
marqueurs D10Chm197 et D10Chm216 comprenait un QTL de la pression sanguine.
C10S.118 est significativement différente de la souche S (P<0,001). Elle définit donc
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la région du C10QTLS qui permet de diminuer la pression sanguine de 34 mm Hg,

par rapport a la souche S.

Les sous-souches C10S.L31, C10S.L32, C10S.L12 et C10S.L25 ont été
construites pour diminuer la région du C10QTL3 comprise dans la souche C10S.L11.
Les souches-souches C10S.L31 et C10S.L32 ne sont pas significativement différentes
de la souche S (P>0,170 et P>0,149 respectivement). En conséquence, C10QTL3
n’est pas localisé dans la région située entre les marqueurs D10Rat27 et D10Got110.
La sous-souche C10S.L12 n’est, elle non plus, pas significativement différente de la
souche S (P>0,117), alors que CI10S.L25 est significativement différente de S
(P<0,002). La région du C10QTL3 est donc comprise dans la sous-souche C10S.1L.25,
entre les marqueurs D10Got112 et D10Chm154.

La souche C10S.L16 est significativement différente de la souche S (P<0,001)
et contient donc un QTL de la pression sanguine. Les sous-souche C10S.L1 et
C10S.L26 ont été créées pour étudier cette région. Elles sont toutes deux négatives
(P>0,279 et P>0,108 respectivement). En conséquence, la région du C10QTL2 est
comprise dans la souche C10S.L16, entre les marqueurs D10Chm14 et D10Chm276.
Les génes Nos2, Eca, et Wnk4 ont déja été exclus comme candidats pour la diftérence
de pression sanguine entre les souche S et L"***) La sous-souche C10S.1.26 permet

d’exclure un autre candidat, le géne Cacng4.

Chacune des cinq régions QTLs contient un nombre restreint de geénes et de
Locs indéfinis. C10QTL4 en contient 17, alors que C10QTL3 n’en contient que deux.
En raison de leur taille restreinte et du petit nombre de geénes qu’ils contiennent, la
possibilité que I'un de ces intervalles posséde plus d’un QTL est limitée. Cette

réduction du nombre de candidats facilitera, sans aucun doute, 1’identification des

cing QTLs.

Seulement trois des génes localisés dans ces intervalles sont connus pour avoir

une fonction en lien avec le systéme cardiovasculaire. Le gene Bzrapl est associé
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aux benzodiazépines. Celles-ci causent une diminution de la résistance vasculaire
systémique, une modeste réduction de la pression artérielle et une augmentation du
rythme cardiaque(lso). La protéine produite par le géne Unch45 agirait comme une
chaperonne aidant le repliement de la myosine nécessaire pour la contraction des
muscles squelettiques et cardiaques''*". La protéine produite par le géne Vezf! est un
facteur de transcription spécifique des cellules endothéliales. Elle régule I’expression

de ’endothéline-1°?,

Plusieurs des génes compris dans les intervalles C10QTL ont un lien avec le
systéeme immunitaire. I1 existe de plus en plus d’évidences indiquant 1’implication de
ce systéme dans le développement de I’hypertension!>"*®. La myélopéroxidase est
synthétisée par le géne Mpo durant la différenciation my¢loide. Elle est impliquée

159 . . .
as ), I (169) ot les événements cardiovasculaires!'®V.

dans I’inflammation artériosclérose
Les génes de la famille schlafen (Sifn) sont connus pour jouer un réle dans le
développement des thymocytes'®?. Plusieurs membres de cette famille sont présents
dans I’intervalle C10QTLA4. L’éosinophile péroxydase est codée par le gene Epx. Elle
est relachée par les éosinophiles a la surface des organismes pathogénes, pour en
perturber la membrane cytoplasmique!'®”. La protéine codée par le géne Cuedcl
contient un domaine CUE. Ce dernier est aussi présent dans deux autres protéines
impliquées dans le signal de transduction induit par I’interleukine 1. L’expression

du géne 4bca9 est induite durant la différenciation des monocytes''®.

Les autres genes connus et contenus dans les intervalles C10QTL sont
impliqués dans des fonctions diverses telles que le trafic intracellulaire, le cycle, la
croissance et la différenciation cellulaire, ainsi que dans la structure et la réparation
de ’ADN. On retrouve aussi des récepteurs olfactifs. A premiére vue, le role de ces
genes dans 1’hypertension est peu probable. Cependant, il ne peut pas étre exclu sans
une analyse plus approfondie. De plus, les intervalles C10QTL contiennent de
nombreux Locs dont la séquence compléte et la fonction restent a définir. 11 est
possible qu’un de ces Locs ait un role a jouer dans le développement de

I’hypertension.



76

De plus, ces intervalles sont homologues a des régions du CHROMOSOME
17 humain (Figure 17 a 19). Les homologues humains pourraient étre directement
criblés pour la détection de mutation, dans des études d’association sur des

populations humaines!'®®.

Puisque aucun des geénes contenus dans ces régions n’est
connu pour influencer la pression sanguine, les homologues humains de ces éventuels
QTLs pourraient fournir de nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux outils de

diagnostique pour I’hypertension humaine.

Humain CHR.17 Souris Chr.11 Rat Organes d’expression en commun
(NT_010799) (NT_096135) C10QTL4
8,07 Mb 48,09 Mb 12,02 Mb
Cerveau;embryon; génito-urinaire;
RFFL- Rff Rff —I placenta; tissu adipeux;
RADS51L3 Rad5113 Rad5113_predicted Cerveau; génito-urinaire;
immunitaire
axlems FNDCR s Fndc8 RGD1310708_predicted Génito-urinaire
NLE1 Niet el Nle1_predicted Cerveau; foie; génito-urinaire;
- tissus conjonctifs
UNC45B Unc45b Unc45b Coeur
e AMAC1 Slfns. SifnS_predicted Poumons; immunitaire
—— SLFN/ Set8-ps e LOC688477 Organe(s) d’expression inconnu(s)
e SLFN11 Sifn9. Sifn8 Poumons;glandes mammaires
e | 0C729835 Sifn olems | 0c688857 Organe(s) d’expression inconnu(s)

Organe(s) d’expression inconnu(s)
Moélle épiniére;os;rate;sang;
immunitaire; vascuaire; tissus adipeux

Loc688706, el | 0C688871

Sifn ;/
Sifn

e LOC729839

LOC688706 . el Sifn2_predicted
R

alems SLFN1 anlams | 0c688300 Foie;poumons; génito-urinaire;
/ immunitaire; tissus conjonctifs

el SLFN1 Sifn amfame | 0c688910 Organe(s) d’expression inconnu(s)

- LOC400592 Sifn el L0c688925 Organe(s) d'expression inconnu(s)

Foie;glandes mammaires; os; pancréas;
g S1fN3 —I

e LOC645744 s SIfn peau;poumons;sang; immunitaire;
génito-urinaire; vasculaire
— SLFNS_ e L0c43527 e RGD 156441 1_predicted Tissus conjonctifs
e L 0c287569 Foie
\ 8,60 Mb 48,55 Mb 12,37 Mb

Figure 17 Geénes et Locs contenus dans C10QTL4. Pour chacun de ces génes et Locs du rat,
leurs homologues chez I’humain et la souris, ainsi que leurs organes d’expression ont été
obtenus a partir des bases de données «gene» et «unigene» et du programme «Map viewer»
de NCBI. Seul les organes d’expression qui sont en commun pour les trois espéces sont
présentés. Pour chaque espece, le chromosome, le contig et I’intervalle ou se situe le QTL
sont indiqués.
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Humain CHR.17 Souris Chr.11 Rat Organes d’expression en commun
(NT_010783) (NT_096135) c10QTL1
15,01 Mb 52,52 Mb 16,52 Mb
- LMPQ Ppme1 Ppme1 Cerveau;génito-urinaire
e B 7 RAP Rad51c RGD1563765_predicted Tube digestif
aluun MIRN142 e RNu3bd ammdems Tex14_predicted Génito-urinaire
SUPT4H Tsxﬂ/ Loc6B9764 Organe(s) d'expression Inconnu(g)

]
:
z
&

g Septd wesfusne Soptd poumons;génito-urinaire;

_1 Cerveau;coeur;fole;nerfs;pancréas;
immunitaire; yeux

1SF5 r4 .
- 4 o Cerveau;coeur;embryon;foie;plandes
e MTHRA Rnf4 = Mimr4_predicted 1| docrines;poumon; génito-urinalre;
immunitaire;tube digestif
e SEPT4 e Suptah2 L 0C689785 Organe(s) d’expression inconnu(s)
wnlen C 17 0rf47 omel— supﬂh'l\_ b R1143_predicted Cerveau;ereille interne
oo TE X1 o— Bll’ap1\ Suptdh2_predicted 4::;iiu;:;&éunri;‘zn:]bz‘:‘nr;ﬁg;lanst
—p— on— immunitaire;yeux
LOC645545 Mpo e 827211 Cerveau; génilo-urinairs
g R A D51
—— MG Aucun organe d’exprassion en commun
s PP ME 1

15,49 Mb 53,10 Mb 17,10 Mb
Humain CHR.17 Sourls Chr.11 Rat Organes d'expresslon en commun
(NT_010783) (NT_096135) c10QTLs
14,92 Mb 53,16 Mb 17,16 Mb
e NIREPS23 Epx Epx Aucun ergane d'expression en commun
el CUEDC1 Olfr462 Olr1521_predicted  Organe(s) d’exprassion inconnu(s)
e LOC729465 Oifra63 OIr1522_predicted  Organe(s) d’expression inconnu(s)
wwnnfumee ZNF161 Olfrd64 0lr1523 Organe(s) d’expression inconnu(s)
e SRFS1 Dynii2 Dynli2 ;::“n;eau:coeur;embrynn;géniln-urinaire;
LOC729460 S5frs1 Aorte;cer ;embryon;foie;ganglion
spinal;glandes endocrines;oreille interne;
el DYNLL2 i V€211 ot— L0C689590 pancréas;pl ip :génito-urinaire;
immunitaire; tissus adipeux;tissus
OR4D1 Cuedc1 conjonctifs;tube digestif,yeux
Coeur;embryon;ganglion epinal; glandk
e MSX2P =1 Mrps23 e | 0CE89898 -I endocrinas;oreille intere; pancréas;poumons;
ORA4D2 génito-urinaire; tube digestif;yeux
aredicted Cerveau;embryon;génito-urinaire;
oo EP X Vezf1_p immunitaire;yeux
asslemmn | 0c689935 Organe(s) d'expression inconnu(s)
Cerveau;cosur;glandes endocrines;
et RGD1304861 muscle;poumons;génita-urinaire

Cerveau;coeur;foie;embryon;génito-
el Mrps23_predicted urinaire;tissus conjonctif

14,68 Mb 53,50 Mb 17,51 Mb

Figurel8 Génes et Locs contenus dans CIOQTLI et C10QTLS. Pour chacun de ces génes et
Locs du rat, leurs homologues chez I’humain et la souris, ainsi que leurs organes
d’expression ont ét¢ obtenus a partir des bases de données «gene» et «unigene» et du
programme «Map viewer» de NCBI. Seul les organes d’expression qui sont en commun pour
les trois espéces sont présentés. Pour chaque espeéce, le chromosome, le contig et ’intervalle
ou se situe le QTL sont indiqués.
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e AbcaS
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Organe d’expression en commun

Qrgane(s) d'expression inconnu(s)

Qrgane(s) d'expression inconnu(s)

Qrganes d'expression en commun

Organe(s) d’expresslon inconnu(s)
Organe(s) d'expression Inconnu(s)

Cerveau;yeux

Cerveay; ifoie;gangli | d
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urinaire; i85

9
adipaux;yesux
Génito-urnaire

Cerv yon; glandi d
poumons;génito-urinaire

rines;

Figure 19 Génes et Locs contenus dans C10QTL3 et C10QTL2. Pour chacun de ces génes et
Locs du rat, leurs homologues chez I’humain et la souris, ainsi que leurs organes
d’expression ont été obtenus a partir des bases de données «gene» et «unigene» et du
programme «Map viewer» de NCBI. Seul les organes d’expression qui sont en commun pour
les trois espéces sont présentés. Pour chaque espéce, le chromosome, le contig et I'intervalle
ou se situe le QTL sont indiqués.
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Chapitre 11- Caractére monogénique des QTLs du chromosome 10

Il est souvent admis qu’un trait quantitatif, comme la pression sanguine, est
modulé par I’effet cumulatif de plusieurs QTLs, chacun d’entre eux ayant un effet
mineur("¢""'%, Cependant, les résultats obtenus, pour les cinqg QTLs du chromosome
10, suggérent que la pression sanguine est un trait polygénique, mais que chaque

QTL peut agir de maniére indépendante, comme le ferait un trait monogénique.

Chacune des cing régions QTLs étudiées est capable de diminuer, a elle seule,
la pression sanguine d’une soﬁche congénique. Par exemple, la sous-souche
C10S.1.28, définissant I’intervalle C10QTL4, diminue la pression sanguine de 33 mm
Hg, par rapport a la souche S. En assumant que V’intervalle définit par cette souche ne
contient qu’un seul QTL, C10QTL4, sans I’implication d’aucun autre QTL, est
capable d’influencer la pression sanguine de fagon majeure. Comme pour un trait
monogénique, aucune combinaison avec un autre QTL n’est nécessaire pour causer

une variation du phénotype.

L’étude de I’interaction allelique supporte aussi le concept de QTLs agissant
comme un trait monogéniqué. Les souches hétérozygotes pour les CI10QTLI,
C10QTL2, C10QTL3 et C10QTL4 montrent qu’une seule copie de 1’allele Lewis est
suffisante pour diminuer la pression artérielle au méme niveau que I’homozygote
ayant deux copies de cet allele. En assumant qu’un seul QTL est présent dans
I’intervalle défini par chacune des souches congéniques, les alléles L de chacun de
ces QTLs agissent de maniére dominante, alors que les alléles S agissent de maniére
récessive. Ceci suggere que le produit des 1’alléles L de chacun de ces QTLs conduit
a la diminution de la pression sanguine. Pour ces QTLs, les alléles «Dahl salt-
sensitive» semblent montrer une perte de fonction, alors que les alléles Lewis seraient

le phénotype naturel.
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Basé sur I’hypothése que la dominance observée résulte d’une perte de
fonction, des mutations ayant cet effet pourront étre recherchées parmi les génes

compris dans les régions QTLs entre les souches contrastantes.
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Chapitre 12 — Interactions et organisation des cinq QTLs du chromosome 10

I1 a été¢ démontré précédemment que chacun des cing QTLs du chromosome
10 est capable d’influencer la pression sanguine, sans combinaison avec un autre
QTL. Cependant, aucun de ces QTLs n’est capable, a lui seul, de diminuer la pression
au méme niveau que la souche L. Il est donc logique de croire que I’effet additif de
tous les QTLs permet d’obtenir le phénotype final. Cependant, 1’addition des effets de
chacun des cinq QTLs du chromosome 10 dépasse largement la différence de
pression entre les souches S et L. Cette différence est de 87 mm Hg, alors que
’addition des différences de pression induites par chacun des cinq QTLs est de 196
mm Hg (Tableau VI). 11 apparait donc que ces QTLs n’interagissent pas uniquement
de maniere additive. Si tel était le cas, 1’addition des effets de chacun des cinq QTLs
ne devrait pas excéder la différence de pression entre les souches S et L. L’étude de
I’interaction entre ces cinq QTLs montre, effectivement, la présence de mécanismes

d’épistasie et de mécanismes d’additivité (Figures 15 et 16).

Les mécanismes d’épistasie permettent d’expliquer la présence de plusieurs
QTLs ayant un fort impacte sur la pression sanguine. L’analyse des résultats de
I’étude d’interaction génique permet de proposer un mode d’organisation entre ces
QTLs. Un schéma résumant cette organisation, basé sur le raisonnement qui suit, est
présenté a la Figure 20. C10QTLI1 et CIOQTLS interagissent de maniére épistatique.
C'est-a-dire que 1’effet d’un des QTLs masque I’effet de I’autre QTL. Ces deux QTLs
pourraient étre membre d’une méme voie de régulation. Chacun d’entre eux jouant un
réle dans une des étapes séquentielles menant a la régulation de la pression artérielle
par cette voie. Le défaut de n’importe quelle de ces étapes aurait pour effet de rendre
la voie entiére défectueuse. Ainsi, le défaut de I’un, ou des deux, QTLs entrainerait le
méme phénotype. C10QTL4 a un effet additif a ces deux QTLs. 11 appartiendrait a
une autre voie de régulation de la pression sanguine, et ces deux voies auraient un
effet additif sur la pression sanguine. De méme, C10QTL2 a un effet additif a ceux
des C10QTL1 et 5. 1 ferait donc partie d’une voie de régulation différente de ces
derniers. L’étude de I’interaction entre CI0QTL2 et CI10QTL4 a permis de
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déterminer que ces deux QTLs interagissent de maniére €pistatique. Ils feraient donc
partic de la méme voie de régulation. Finalement, CI0QTL3 est épistatique a la
combinaison des C10QTLI, 5 et 4. C10QTL3 n’appartient donc pas a une troisiéme
voie de régulation. Cependant, il est impossible de déterminer a laquelle des deux
premiéres voies il appartient. Pour se faire, il faudrait étudier la combinaison du
C10QTL3 avec C10QTLI1 et CI0QTLS et/ou la combinaison du C10QTL3 avec
C10QTL2 et C10QTLA.

Dans cette étude, la souche C10S.L4 a été utilisée pour étudier |’interaction
entre les CI0QTLI1, 4 et 5. Chez cette souche, la pression sanguine n’a été mesurée
que durant six jours. Cependant, pour cette souche, la durée de mesure n’importe pas
puisque la pression était déja significativement différente de la souche S aprés

quelques jours''*®,

La présence d’autres QTLs sur le chromosome 10 du rat Dahl n’est pas
exclue. De méme, d’autres QTLs ont été identifiés sur d’autres chromosomes du rat
Dah[®113 13039 Deg études d’interaction devraient permettre de déterminer leur
organisation. La présence d’autres voies de régulation n’est donc pas exclue. Les
résultats obtenus lors de cette étude d’interaction ne permettent pas de déterminer

I’ordre des QTLs dans les groupes épistatiques.
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Groupe épistatique 1
C10QTL1, C10QTL5, C10QTL3?

>
> \d

Autre(s) voie(s) ? mems e —— — =l .

Voie 2 Groupe épistatique 2
C10QTL2, C10QTL4, C10QTL3?

Voie 1

Figure 20 Schéma proposé du mode d’organisation entre les QTLs de la pression sanguine,

PS= pression sanguine.

Ces études d’interaction QTL-QTL apportent des éléments importants pour la
compréhension de 1’hypertension essentielle chez 1’humain. Plusieurs marqueurs
génétiques ont été associés a I’hypertension dans une population humaine et non dans
une autre!**"%17%17) " Ce phénomeéne peut s’expliquer par la spécificité génétique
des populations humaines, non seulement au niveau des QTLs en cause, mais aussi,
au niveau de leurs modes d’interaction. Par exemple, dans une population donnée, le
défaut d’un QTL au début de la voie de régulation peut camoufler celui d’un autre
QTL dans cette méme voie®1*® En conséquence, dans les études humaines, lors de
I’analyse de la fonction d’un géne associé a I’hypertension, I’absence d’effet peut étre
attribuable au défaut d’un autre géne appartenant a la méme voie de régulation. Dans
- ce cas, la séparation et la combinaison des QTLs sont nécessaires afin d’élucider la

relation qui existe entre ceux-ci.



Conclusion et perspectives
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Cette étude a permis de réduire chacun des intervalles contenant un des quatre
QTLs de la pression sanguine précédemment localisés sur le chromosome 10 du rat
«Dabhl salt-sensitivey. Ce faisant, un cinquiéme QTL a pu étre localisé. Chacune des
régions QTLs identifiées contient, au plus, 17 génes. Beaucoup de génes ayant une
fonction dans le systéme immunitaire sont contenus dans ces régions. La plupart des
geénes de ces régions ont un homologue humain et, aucun n’est connu pour jouer un
role dans le contrdle de la pression sanguine. En conséquence, ces QTLs pourraient

étre de nouveaux génes impliqués dans la régulation de la pression sanguine.

Bien que la pression sanguine soit un trait polygénique, les résultats obtenus
démontrent que chaque QTL peut agir de maniere indépendante, comme le ferait un
trait monogénique. De plus, ces QTLs interagissent via des mécanismes d’épistasie et
d’additivité. Deux voies de régulation de la pression sanguine ont ainsi pu étre

suggérées.

Afin de raffiner la localisation de ces QTLs et de réduire le nombre de génes
candidats a analyser, il faudra construire de nouvelles sous-souches. Les genes de ces
régions devront étre analysés afin de trouver des différences d’expression et/ou de
séquences codantes et/ou régulatrices entre les souches S et L. Des animaux
transgéniques et/ou «knock-out» pour les genes montrant ces différences pourront
aussi étre développés. L’analyse de la pression artérielle de ces animaux permettra de
confirmer ou d’invalider le réle du gene candidat dans le développement de
’hypertension. Le role des génes candidats devra aussi étre analysé dans la

population humaine.

De plus, des souches multiples congéniques devront étre développées dans le
but d’élucider les interactions qui ont lieu, non seulement entre .les QTLs du
chromosome 10 du rat S, mais aussi entre ces QTLs et ceux trouvés sur les autres

chromosomes.
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La découverte de nouveaux geénes contribuant a la régulation de la pression
sanguine, ainsi que la connaissance de leurs modes de fonctionnement, permettront

de mieux comprendre les mécanismes menant & I’hypertension.
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