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Résumé Francais

L’hypertension, un désordre complexe et multifactoriel, est un des principaux
facteurs de risque pour le développement de maladies cardiaques et d’accidents vasculaires
cérébraux. A travers le monde, cette maladie multigénique affecte environ 1 milliard de
personnes et au Canada, seulement 13% des sujets souffrant d’hypertension sont contr6lés
adéquatement. Un effet du sexe sur la pression artérielle est déja fondé dans la littérature ;
néanmoins, bien que I’importance du chromosome X, dans cet effet et dans ]’hypert’ension,
soit bien établie, les mécanismes de son role restent encore évasifs. De plus, ses

caractéristiques génétiques particulieres rendent les études génétiques compliquées.

Des tests de liaison et d’association, a 1’aide de single nucleotide polymorphisms,
ont été utilisés dans le but d’investiguer, sur le chromosome X, les déterminants
génomiques de I’hypertension chez des familles du Saguenay-Lac-Saint-Jean. Plusieurs
associations avec des SNPs connus ont été découvertes lors de ce projet. Le résultat le plus
intéressant concerne le rs2116366, localisé dans le géne fatty acid amide hydrolase 2. Ce
SNP a montré une association spécifique aux femmes avec la pression artérielle prise
durant 24 heures, avec une différence de 7,4 mmHg entre les deux groupes homozygotes de
femmes. D’apres les résultats, ce SNP pourrait contribuer a la régulation de la pression

artérielle via une participation de FAAH2.

Ces résultats confirment le réle du chromosome X dans I’hypertension. Nos
découvertes sur ce chromosome aideront a trouver les déterminants génétiques, spécifiques

au sexe, impliqués dans la pathogenése de I’hypertension et son traitement.

Mots clés: chromosome X, hypertension, liaison, association, SNPs, genes, déséquilibre de
liaison



Résumé Anglais

Hypertension, a complex and multifactorial disorder, is one of the major risk factors
for the development of cardiovascular diseases and cerebrovascular disease. This polygenic
disease affects around a billion of people in the world and in Canada, only 13% of the
people suffering from hypertension are controlled properly. A clear gender-specific effect
on blood pressure is reported in the literature; nevertheless, although the importance of the
X chromosome in this effect and in hypertension is established, its mechanisms are still
elusive. Moreover, the particular genetic features of the X chromosome make gene finding

studies complicated.

Joint model-free linkage and family based association tests with single
nucleotide polymorphisms were used to investigate the genomic determinants underlying
the phenotypes pertinent to hypertension among families from the Saguenay-Lac-Saint-
Jean region. Many associations with known SNPs were obtained from this project. The
more interesting result concerned the rs2116366 which is located in the fatty acid amide
hydrolase 2 gene. This SNP showed a female specific association with a 24 hours systolic
blood pressure phenotype, with a 7,4 mmHg difference between homozygote female
groups. According to the results, this SNP may contribute to blood pressure regulation by a

participation of FAAH2,

Those results confirm the implication of the chromosome X in hypertension. Our
finding on this chromosome may help to find sex-specific genetic determinants involved in

the pathogenesis of hypertension and his treatment.

Key words: chromosome X, hypertension, linkage, association, SNPs, genes, linkage
disequilibrium
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Chapitre 1 - Désordres génétiques

Les mutations génétiques sont a I’origine de la variation du pool génétique et elles
peuvent étre séparées en mutations constitutives ou en mutations somatiques. Une mutation
constitutive ou de cellules germinales représente une mutation héritable, pouvant étre
passée a la prochaine génération; a I’oppos€, une mutation somatique est une mutation
acquise puisqu’elle survient uniquement dans les cellules non germinales. Dans bien des
cas, ces mutations peuvent mener a une pathologie dont il est possible d’évaluer le niveau
d’expression chez les individus par la notion de pénétrance. Cette dernie¢re se traduit
comme ¢tant la portion d’individus ayant un certain génotype et qui exprime le phénotype
en question'; par exemple, si la maladie est exprimée chez tous les individus ayant un

génotype donné, la pénétrance sera de 100%.

De leur coté, les geénes représentent les déterminants principaux de la variation
humaine et a partir de la proportion jouée par ceux-ci, les désordres génétiques peuvent étre
séparés en trois groupes : désordres chromosomiques, désordres monogéniques et désordres

multifactoriels.

1.1 Désordre chromosomique

Il résulte d’un désordre chromosomique lorsqu’il y a présence d’une altération
visible dans le nombre ou la structure des chromosomes®. Le phénotype est alors causé par
un excés ou une déficience des geénes d’un chromosome entier ou d’un segment
chromosomique. Un exemple trés connu est la trisomie 21, attribuable & une copie en trop
du chromosome 21. Parmi les diverses catégories de désordres génétiques, les désordres

chromosomiques sont les moins fréquents (Tableau I).

Tableau I Types et fréquences des désordres génétiques, adapté de Rimoin ef al., 2002’

Type de désordres Fréquence avant  Fréquence apres Fréquence durant la
25 ans 25 ans vie
Chromosomiques 1,8/1000 2/1000 3,8/1000
Monogéniques 3,6/1000 16,4/1000 20/1000
Multifactoriels 46,4/1000 600/1000 646,4/1000

De cellules somatiques ~ ----- 240/1000 240/1000




1.2 Désordre monogénique

Un désordre monogénique, ou maladie & transmission mendélienne, est déterminé
par les alleles situés sur un simple locus. Elle est donc causée par des génes mutants
individuels'. La mutation peut survenir sur un ou les deux alléles d’un géne qui est
positionné sur un autosome ou un chromosome sexuel. Ce type de désordre est caractérisé

par un profil de transmission observable 4 I’intérieur des familles'.

Dans une généalogie, quatre profils sont envisageables selon le chromosome ou se
trouve le géne affecté (autosome ou chromosome X) et si le phénotype est dominant ou
récessif'. Une transmission autosomique dominante est causée par un géne mutant situé sur
un autosome. Dans ce profil, étant donné que I’allele mutant est dominant, il suffit que I'un
des deux chromosomes porte cet allele pour que [’homme ou la femme soit affecté par la
maladie. Pour sa part, la transmission autosomique récessive est aussi caractérisée par un
gene localisé sur des autosomes. Comme les alléles de la maladie sont récessifs, celle-ci se
manifeste uniquement chez les hommes ou les femmes homozygotes, car les hétérozygotes
possédent un alléle « normal » masquant celui responsable de la maladie. Concernant le
mode récessif 1ié au chromosome X, celui-ci référe a la transmission liée au sexe et dans ce
cas-ci les alleles récessifs se retrouvent évidemment sur le chromosome X. Comme
I’homme est hémizygote pour ce chromosome, s’il y a présence de [’allele récessif sur son
unique chromosome X, il présentera sans contredit la maladie; toutefois, chez les femmes,
seulement celles homozygotes seront affectées par la maladie. Le dernier profil, la
transmission dominante liée au X, survient si I’alléle dominant se situe sur le chromosome
X et la maladie apparaitra chez les hommes hémizygotes de méme que chez les femmes

hétérozygotes.

L’étude des maladies a transmission mendélienne est simplifiée par le fait que la
source génétique de la pathologie est située dans un unique géne et que le phénotype

observé peut étre directement attribuable au génotype.



1.3 Désordre multifactoriel

Ce désordre, appelé aussi maladie complexe, est le résultat d’une combinaison de
petites variations dans plusieurs genes. Ces variations peuvent toucher un petit nombre de
nucléotides aussi peu que le changement d’un seul nucléotide (SNPs) et montrer divers
degreés d’importance sur le phénotype correspondant (pénétrance). Une variation dans un
seul géne ne peut étre directement responsable de la maladie, mais sa présence est
nécessaire afin de la produire. Les facteurs environnementaux tels ’alcool, la nutrition,
I’activite physique et le poids corporel, y sont souvent impliqués, comme c’est le cas pour
I’hypertension’, aggravant ou accélérant le trait en question. En effet, en agissant au niveau
de [’expression génétique, ces facteurs environnementaux peuvent mener a une
modification ou a une amplification phénotypique® > (Figure 1). Tout comme les maladies
mendéliennes, les maladies multifactorielles témoignent d’une grande variation ethnique et
géographique; mais, au sein des familles, aucun profil de transmission spécifique n’est
décelable'. Parmi tous les désordres, ceux multifactoriels sont de loin les plus fréquents; par
exemple, apres I’dge de 25 ans, la fréquence des désordres monogéniques est de 16.4/1000
naissances d’individus tandis qu’elle est de 600/1000 pour les désordres complexes

(Tableau I).

PHYSICAL & SOCIAL GENOME
ENVIRONMENTS EPIGENOME OUTCOMES
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DISEASE
&
COMPLICATIONS
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Figure 1 Interactions entre les génes et ’environnement. SE = socio-économique, tiré de Seda er al.,
2005



Chapitre 2 - Hypertension

2.1 Pression artérielle

Cliniquement, la pression artérielle représente la pression sanguine dans la
circulation systémique. Cette derniére est la force, par unité de surface, exercée par le sang
contre la paroi d’un vaisseau et elle est mesurée en millimetres de mercure (mmHg). La
pression artérielle est influencée par la fréquence des contractions cardiaques, |’élasticité
des artéres, ainsi que le volume de sang propulsé. Elle est exprimée par deux mesures qui
sont la pression artérielle systolique (PAS) et la pression artérielle diastolique (PAD).
Respectivement, il s’agit de la pression maximale au moment de la contraction du cceur qui
expulse le sang dans I’aorte (systole) et la pression minimale au moment du reldchement du

cceur et de I’évacuation du sang de ’aorte (diastole).

2.1.1 Systémes régulateurs de la pression artérielle

Des mécanismes humoraux, rénaux et vasculaires assurent la régulation de la
pression artérielle. Les mécanismes humoraux incluent les hormones de la médulla et du
cortex surrénal, le facteur natriurétique auriculaire, I’hormone antidiurétique, I’angiotensine
II (Ang II), les facteurs endothéliaux et le monoxyde d’azote (NO). Tandis que le systéme
rénine-angiotensine, les facteurs de prolifération, d’inflammation, d’immunition, les
cytokines et autres, définissent les mécanismes rénaux et vasculaires. Seuls les mécanismes

ayant un lien au projet seront décrits davantage ci-dessous.

2.1.1.1 Mécanismes humoraux

2.1.1.1.1 Angiotensine II

Au moment ou I’appareil juxta-glomérulaire des reins libére la rénine pour contrer
une perfusion rénale inadéquate, I’angiotensine Il est produite par son action sur le substrat,
I’angiotensinogéne. Cette hormone favorise la libération de I’hormone antidiurétique par la
neurohypophyse en plus d’aldostérone par les glandes surrénales (Figure 2). En agissant sur
les artérioles systémiques, dans le cas de I’hormone antidiurétique et sur les tubules rénaux
dans celui de I’aldostérone, ces hormones causeront, par différents mécanismes, une

élévation de la pression artérielle systémique’.
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Figure 2 Role de Pangiotensine II dans la régulation de la pression artérielle

2.1.1.1.2 Monoxyde d’azote

Au moment ou le débit sanguin s’accélére, du monoxyde d’azote est libéré par les
cellules endothéliales. Cette substance produira une vasodilatation systémique trés
localisée, agissant par I’intermédiaire de la ¢cGMP” ®. Cette derniére est un nucléotide
cyclique dérivé de la guanosine triphosphate (GTP) qui agit comme second messager. La
cGMP joue un rdle, entre autres, dans le transport du sodium’ et dans la relaxation des
muscles lisses vasculaires dont sont faits principalement les vaisseaux sanguins'® ''. Les
effets du monoxyde d’azote sont de courte durée, car le monoxyde d’azote est rapidement
détruit; toutefois, son réle vasodilatateur est majeur, car lors de son inhibition la pression

artérielle monte en fleche® 2.



2.1.1.2 Mécanismes rénaux et vasculaires

2.1.1.2.1 Systéme rénine-angiotensine

En réponse a une baisse de la pression artérielle, les cellules spécialisées de
’appareil juxtaglomérulaire des reins vont produire la rénine dans le sang®. Cette enzyme,
par son action catalytique, va transformer 1’angiotensinogéne, une glycoprotéine produite

majoritairement dans le foie, en Ang [ (Figure 3).

Faible pression arlérielle dans
les vaisseaux des reins

A 4

Cellules juxta-glomerulaires

v
Rénine

h 4

Angiolensinogéne

Angiotensine |

Figure 3 Mécanisme du systéme rénine-angiotensine

Ensuite, de nombreuses réactions enzymatiques définiront les deux axes de ce
systéme'> (Figure 4). Dans le premier axe, découvert en premier, I’Ang [ est convertie en
un important vasoconstricteur, I’Ang II, par ’enzyme de conversion de [’angiotensine
(ACE). Dans le second axe, I’Ang I est hydrolysée par I’enzyme de conversion de
I’angiotensine 2 (ACE2), une monopeptidase nouvellement découverte, pour donner I’ Ang
1-9 et a partir de celle-ci ACE va générer I’Ang 1-7, un vasodilatateur. ACE2 participe
aussi & une autre voie qui connecte les deux axes dans laquelle elle utilise 1’Ang 1T pour
produire 1’Ang 1-7". Vu effet contraire de ces axes, ceux-ci représentent une balance qui
maintient un état normotendu; par conséquent, si un débalancement survient entre les deux
axes, il peut en résulter un état hypertendu ou hypotendu. Ce systeme crucial de la pression
artérielle serait impliqué dans le développement de I’hypertension de méme qu’au niveau

. 14
des blessures rénales .
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Figure 4 Rdle d’ACE2 dans le systéme rénine-angiotensine, tiré de Yagil et Yagil, 2003"

Le géne ACE2, localisé dans la région Xp22, a été découvert il y a sept ans”!" et
depuis ce temps, 1’attention qui lui est portée ne cesse de grandir. La traduction de ce géne
résulte en une protéine membranaire intégrale de type 1 qui fonctionne comme une
carboxypeptidase'®. ACE2 est le premier homologue humain du géne ACE connu et
comporte 40% d’identité avec ce dernier'®. Un géne ACE?2 a également été identifié chez la
souris (XF5) ainsi que chez le rat (Xq21). Concernant sa distribution, ACE2 a ét¢ identifiée
dans le cceur, les reins, les testicules et récemment, dans les poumons, le cerveau et le

tractus gastro-intestinal®’.

La littérature suggeére qu’ACE2 serait impliquée dans la régulation de la fonction
cardiaque. En effet, en étudiant des souris knockouts pour ACE2, Crackower et al. ont

démontré que I’absence de cette enzyme est associée a un défaut de contractilité cardiaque
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de méme qu’a une augmentation du niveau d’angiotensine II*'. De plus, des associations
entre ce géne et I’hypertension ont été soulevees dans la littérature. Entre autres, chez le rat
spontanément hypertendu (SHR), Crackower er al. ont montré que les niveaux rénaux
d’ACE2 s’averent étre plus bas que chez les rats normotendus Wistar-Kyoto (WKY)N o
Chez I’humain, diverses études rapportent des associations entre des polymorphismes situés
dans le géne ACE2 et I’hypertension essentielle?* 2 Meéme si le role joué par ACE2 dans
la pathophysiologie de I’hypertension reste a clarifier, celui-ci représente une cible
potentielle et intéressante pour le traitement de [I’hypertension et des maladies
cardiovasculaires™. Dans le projet proposé, une approche par géne candidat a été utilisée

afin d’étudier le role d’ACE2 dans I’hypertension.

2.1.2 Distribution de la pression artérielle

Le profil des PAS et PAD par rapport a I’dge est bien établi et pour différentes
origines ethniques (Figure 5) et populations (Figure 6), celui-ci est bien conservé. Les
figures 5 et 6 montrent que la PAS augmente progressivement avec I’age, alors que la PAD
augmente jusqu’a I’dge de 50 ans et diminue par la suite” 2. Jusqu’a environ 65 ans, la
PAS est plus élevée chez les hommes que chez les femmes, mais ’inverse survient vers 70

ans dans la CHHS?.
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Figure 5 Profil de la pression artérielle systolique et diastolique selon le sexe, I’age et différentes
ethnies, tiré de Burt ef al. 1995 *. Distribution de la PAS et la PAD selon I'age et I’origine ethnique pour
des hommes et des femmes &gés de I8 ans et plus. Ces données sont tirées d’études d’un échantillon
représentatif de la population des Etats-Unis, the Third National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES I1).
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Figure 6 Profil de la pression artérielle systolique et diastolique, selon le sexe et I’Age, basé sur deux
études d’échantillon représentatif des Etats-Unis (NHANES) et du Canada (CHHS), tiré de Joffres e
al., 2001%, Distribution de la PAS et la PAD selon 'age (18 ans 2 74 ans) et le sexe pour the Third National
Health and Nurrition Examination Surveys (NHANES 111) et la Canadian Heart Health Surveys (CHHS) qui
contient des données de dix provinces canadiennes.

2.2 Hypertension artérielle

L’ hypertension artérielle est une maladie qui représente le plus important facteur de
risque pour le développement de maladies cardiaques, d’accidents vasculaires cérébraux,
d’insuffisance cardiaque, d’insuffisance rénale et d’insuffisance coronarienne. Elle se
définit par une élévation anormale de la pression artérielle systolique et/ou diastolique. Un
individu est hypertendu si sa pression systolique est égale ou supérieure a 140 mmHg et/ou
si sa pression diastolique est égale ou supérieure 3 90 mmHg. L’ hypertension secondaire et

I’hypertension essentielle désignent les deux classes d”hypertension artérielle existantes.

2.2.1 Hypertension secondaire

Il est question d’hypertension secondaire lorsque ’augmentation de la pression
artérielle est la conséquence d’une cause sous-jacente identifiable. Les causes les plus
communes sont la maladie rénoparenchymale, I’apnée du sommeil, [’aldostéronisme
primaire, I’hyperthyroidisme, le syndrome de Cushing, la sténose de Iartére rénale et le

1% 7 - N e . . . .
pheochromocytome2 ' Une fois la cause découverte, un trailement adéquat (chirurgie,
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digte, exercice, radiothérapie, etc.) peut étre envisagé pour ramener la pression artérielle a
une valeur normale sans avoir recours a la prise de médicaments antihypertenseurszg. Dans
la population, la prévalence de la forme secondaire de I’hypertension est estimée a environ
5% 3% 3 Dans le cas des personnes agées, sa détection représente un défi pour les
médecins, car les méthodes de diagnostic sont coliteuses, des facteurs pathophysiologiques
peuvent influencer les symptomes et le risque des interventions chirurgicales est davantage

élevé chez ces sujets”.
2.2.2 Hypertension essentielle

L’évidence substantielle que la pathologie de I"hypertension consistait en une partie
geénétique et une partie héréditaire fut amenée par Biron et al. en 1976 par I’étude de
familles canadiennes-frangaises comprenant des enfants naturels et adoptés™. Ils ont évalué
le pointage de corrélation de la pression artérielle en premier entre les parents et les enfants
naturels, puis entre les parents et les enfants adoptés. Le pointage fut significatif pour le
premier type de comparaison et non pour le deuxiéme et la corrélation entre une paire
d’enfants fut seulement significative quand ceux-ci sont naturels. Etant donné que 1’enfant
adopté et celui naturel vivent au sein de la méme famille, ils partagent donc le méme
environnement, d’ou la possibilité¢ pour les auteurs de conclure que I’hérédité explique une
grande partie de la ressemblance familiale de la pression artérielle chez les enfants.
Contrairement a I’hypertension secondaire, I’hypertension essentielle survient en 1’absence
de cause secondaire connue. Par les données des deux études référées précédemment, la
NHANES I (1988-1994) et la CHHS (1986-1992), la prévalence de |’hypertension
essentielle en Amérique du Nord serait d’environ 21% chez les gens agés de 18 a 74 ans™.
En 2000, elle s’éléve a 26,4% dans la population mondiale™. L hypertension essentielle est

divisée en deux catégories : ’hypertension mendélienne et polygénique.
2.2.2.1 Hypertension mendélienne

A Dorigine d’un défaut a I’intérieur d’un seul geéne, I’hypertension mendélienne
regroupe toute forme monogénique d’hypertension qui est héritée selon un des modeles
mendéliens (Tableau II). Ce type d’hypertension est plutdét rare; cependant, la
compréhension de sa pathologie pourrait fournir de nouvelles connaissances sur la

régulation de la pression artérielle et par ce fait, aider a la résolution de la forme complexe.



Tableau II Les formes mendéliennes d’hypertension, adapté d’Hamet ef al., 1998

Syndrome Hérédit¢  Chromosome Gene
Défauts dans le métabolisme des stéroides
Hyperaldostéronisme sensible aux ADI 8q22 CYPIIBI/CYP11B2
glucocorticoides
Pseudo-hermaphroditisme chez les hommes ARI 109243 CYPI17
Pseudo-hermaphroditisme chez les femmes ARI 8q22 CYPIIBI
Excédent apparent de minéralocorticoides ARI 16q22 HSD11B2
Défauts dans le transport ionique
Syndrome Liddle ADI 16p12—p13 SCNNIB
SCNNIG
Syndrome Gordon ADI 1q31-q42 PHAIIA (locus)
12p13.3 WNKI
17921 WNK4
Surproduction de catécholamines
Phéochromocytome isolé ADI 1p ?
Néoplasie endocrine multiple de type II A ADI 10gl1.2 RET proto-oncogene
Néoplasie endocrine multiple de type 11 B ADI [0q11.2 RET proto-oncogene
Syndrome von Hippel-Lindau ADI 3p26-25 VHL gene
suppresseur de
tumeur
Neurofibromatose de type | ADI 17q11.2 NF|
Autre
Hypertension et brachydactylie ADI 12p12.2-p11.2 HTNB

ADI : forme d’hérédité autosomique dominante ; ARI : forme d’hérédité autosomique récessive

2.2.2.2 Hypertension polygénique

L’hypertension polygénique représente la forme complexe ou multifactorielle,
puisqu’elle fait intervenir plusieurs génes avec un effet modeste aussi bien que des facteurs
environnementaux. En effet, 20-50% de la variation interindividuelle de la pression
artérielle serait déterminée génétiquement®. Aucun profil d’hérédité clair n’est observé
chez cette forme d’hypertension; par contre, plusieurs caractéristiques cliniques,
pathologiques et hémodynamiques aident a mieux cerner cette forme complexe. Une
histoire de famille positive et la race en sont des exemples®. Il ne faut pas oublier aussi les

habitudes de vie telles que le régime alimentaire, le tabagisme et ’exercice.

Plusieurs approches sont utilisées pour disséquer les bases génétiques de
I’hypertension essentielle polygénique. Une de ces approches est d’effectuer des études de

liaisons sur une population fondatrice afin de réduire 1’hétérogénéité génétique et d’obtenir
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des expositions environnementales davantage uniformes®’. Il s’agit de celle adoptée
récemment par le laboratoire du Dr. Hamet sur une population fondatrice du Canada, le
Saguenay-Lac-Saint-Jean, décrite plus loin®®. L’aspect unique de leur étude repose sur le
fait que plus de 250 phénotypes, reliés a de nombreux facteurs cardiovasculaires,
hormonaux, neuraux, métaboliques et rénaux, et impliqués dans la régulation de la pression
artérielle, ont ét€¢ obtenus pour chaque individu de I’échantillon’®’. Ces phénotypes ont été
analysés dans 120 familles dans lesquelles au moins une paire d’enfants de mémes parents
était atteinte d’hypertension de maniere prématurée. L’étude visait I’identification et la
caractérisation des voies physiologiques par lesquelles les mutations agissent pour
augmenter ou maintenir la pression artérielle de méme que I’identification de loci de traits
quantitatifs de la pression artérielle. Ceci a permis la découverte de phénotypes
intermédiaires potentiellement utiles dans la division des sujets hypertendus en sous-
groupes plus homogenes pour réduire la variation dans les voies de signalisation de la
maladie et faciliter I’identification de génes. De plus, I’obtention de plusieurs phénotypes
mesurables avec une meilleure précision que celle de la pression artérielle a amélioré la
puissance des analyses. Cette étude a révélé au total 46 loci, représentant le plus grand
nombre de loci contribuant aux traits cardiovasculaires et métaboliques rapporté a date dans

une unique population®’.

2.3 Composants métaboliques de I’hypertension artérielle
2.3.1 Dyslipidémie

L’hypertension est souvent associ¢e a d’autres facteurs de risques cardiovasculaires
tels le diabete, I’obésité et la dyslipidémie”. C’est d’une part, en créant une dysfonction
endothéliale des vaisseaux sanguins que la dyslipidémie jouerait un rdle dans le
développement de I’hypertension’. Prise avec la dyslipidémie et 1’obésité, I’hypertension
représente une proportion significative’ du fardeau global et régional des maladies*'. Le
fardeau régional représentant, dans cette étude, le nombre d’années de vie perdue a cause
d’une mort prématurée ou d’une invalidité (unit¢ DALY) ainsi que le taux de mortalité.
Dans cet article, ces mesures ont été évaluées sur 14 régions épidémiologiques
sélectionnées dans le monde et en divisant les régions (pauvres, en développement et
développées). Dans d’autres cas, le fardeau régional aurait pu se traduire en fardeau

économique. Les récentes données apportées par 1’étude d’Halperin es al., accomplie chez
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les hommes exclusivement, indiquent que la dyslipidémie serait associée au développement
de I’hypertension et que les lipides plasmatiques s’avéreraient tres utiles dans
I’identification des personnes a risque pour cette maladie*. De leur c6té, Sesso et al. ont
montré que la dyslipidémie est également impliquée dans la pathologie de I’hypertension
chez les femmes*. Méme chez différentes ethnies, le niveau de triglycérides constitue un

¢lément de prédiction du développement de I’hypertension**.

La sélection de paires de freres et sceurs, basée sur la présence d’hypertension et de
dyslipidémie, ont permis au laboratoire du Dr. Hamet de découvrir de nombreux
composants du syndrome métabolique sur le chromosome 1 et 3°*. De plus, son laboratoire
a aussi été le premier a accomplir une analyse de balayage génomique global du syndrome
métabolique dans le modéle de rats PD/Cub qui a révélé de nouveaux loci impliqués dans la

génétique de la dyslipidémie®.
2.3.2 Obésité

Aux Etats-Unis, durant la derniére décennie, la prévalence de 1’obésité est passée de
23% a 30% et environ 66% des adultes ont un exces de poids ou sont obéses®. L étendue
de I’obésité au sein des réseaux sociaux (amis, enfants, entourage) représenterait un facteur
contribuant a 1’épidémie d’obésité et ce phénomene de réseau s’avérerait €tre un élément
révélateur des traits comportementaux et biologiques de 1’obésité*’. Méme si ’obésité est le
facteur de risque principal pour le développement de 1’hypertension essentielle’®, elle n’est
pas toujours une partie intégrante de cette derniére. En effet, des études de ségrégation
proposent que I’obésité et [’obésité associée a [’hypertension partagent certains
déterminants génétiques®”. Un de ceux-ci serait le locus du facteur onconécrosant-alpha,
une cytokine pro-inflammatoire, suggéré par I’investigation de génes candidats au sein de
généalogies hypertendues du SLSJ*. D’un autre coté, I’hypertension peut affecter les
individus obéses aussi bien que ceux non obeses ; ces deux manifestations différant par
diverses caractéristiques cliniques dont une réabsorption rénale du sodium plus élevée chez
les individus obéses et hypertendus®. Pausova ef al. ont examiné I’homogénéité génétique
chez des familles hypertendues en provenance du Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ) et des
sous-ensembles de familles obéses et non obéses’’. Leurs résultats ont montré que le degré

d’homogénéité génétique, pour cette population, est augmenté chez les familles
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sélectionnées pour I’hypertension et davantage élevé au sein des deux sous-ensembles™. lis
suggerent donc que [’hypertension avec et sans obésité représenterait, en partie, des
mécanismes pathophysiologiques et des entités génétiques distinctes ; par conséquent,
certains des geénes communs aux deux sous-ensembles contribueraient aux différences

cliniques observées.

2.3.3 Syndrome métabolique

En plus des mesures d’obésité abdominale et de dyslipidémie athérogene, celles
d’hypertension et d’élévation de la glycémie représentent les caractéristiques du syndrome
métabolique (SM). Précisément, ce syndrome est constitué d’une combinaison de
phénotypes incluant : la circonférence de la taille, la pression artérielle, le niveau de
lipoprotéines de haute densité (HDL), les triglycérides et le glucose. D’apres the Adult
Treatment Panel III of the US National Cholesterol Education Program, une personne
posséde ce syndrome si elle rencontre trois des critéres mentionnés dans le tableau 111°". Ce
syndrome représente un risque accru pour le développement de maladies cardiovasculaires.
En effet, Safar ef al. ont démontré que le SM contribue au vieillissement artériel accéléré et
donc a la progression de la rigidité aortique avec I'age’®. Dans leur étude, basée sur les
canadiens-frangais, Hamet es al. proposent une approche généalogique quantitative afin de
résoudre les maladies complexes tels le syndrome métabolique de méme que
I’hypertension®®. Cette méthode a entre autres permis d’identifier des loci spécifiques pour

des composants du syndrome métabolique.

Tableau I11 Seuils des phénotypes définissant le syndrome métabolique, adapté de Khunti and Davies®

Sexe Circonférence  Pression artérielle HDL Triglycéride  Glucose
de la taille (mmHg) (mmol/L)  (mmol/L) (mmol/L)
(cm)
Femmes >88 Systolique > 130 <1,29 >1,69 > 6,1

Diastolique > 85
ou médications

Hommes > 102 Systolique > 130 <1,04 >1,69 > 6,1
Diastolique > 85
ou médications




Chapitre 3 - Chromosome X

3.1 Les caractéristiques du chromosome X

Les chromosomes sexuels ont évolué a partir d’une paire de chromosomes
autosomaux dans les derniers 300 millions d’années. Dans le processus, le chromosome X a
conservé les éléments fonctionnels tandis que le chromosome Y n’a presque rien préservé
des chromosomes autosomaux. Ces deux chromosomes forment ensemble la 23° paire de
chromosomes. Le chromosome X détient des caractéristiques qui lui sont uniques dans le
génome humain. Les femmes en possédent deux et les hommes seulement un et sont donc
hémizygotes pour ce chromosome. Son mode de transmission est particulier, la femme en
transmet un a sa fille et un a son gar¢on. Le pere, de son c6té, en donne un a sa fille et
transmet plutot le chromosome Y a son fils. Le chromosome X comporte environ 155
millions de paires de bases (pb). Ross et al. ont déterminé 99,3% de la séquence
d’euchromatine de ce chromosome et ils ont annoté 1098 génes desquels 699 sont des
genes connus, 132 sont des nouvelles séquences codantes, 166 des nouveaux transcrits el
700 des pseudogénes®. Ils ont observé que la densité de génes, mis a part les pseudogénes,
est parmi la plus basse des chromosomes annotés jusqu’a présent, tout comme la longueur
des génes; malgré tout, ce chromosome contient le plus long géne connu du génome, celui
de la dystrophine. Les exons des 1 098 genes représentent seulement 1,7% de la séquence
de ce chromosome et en se basant sur la longueur des locus des genes, 33% du

chromosome X est transcrit>.

L’importance du chromosome X dans I’hypertension reste encore trés évasive. Les
caractéristiques génétiques particuliéres de ce chromosome (mode de recombinaison, de
ségrégation, de transmission et I’hémizygosité de ’homme) compliquent la dissection des
attributs génomiques de I’hypertension. Etant donné son comportement distinct, le
chromosome X requiert un traitement spécial et adapté lors des analyses génétiques, car si
ce chromosome est traité comme un autosome, une différence au niveau du sexe dans le
phénotype pourrait mener a une fausse liaison™®. En raison de ces difficultés, les méthodes
d’analyses génétiques focalisent principalement sur les autosomes, le chromosome X
demandant davantage d’efforts et de réflexion pour étre étudi¢ de maniére appropriée. Le

développement/conception des logiciels génétiques adaptés au chromosome X devient donc
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une tiche exigeante et complexe, ce qui justifie la rare quantité de ceux-ci pour les

chercheurs.

3.2 Inactivation du chromosome X

Tot dans le développement embryonnaire de la femme, un des deux chromosomes
X est inactivé et reste inactif dans les tissus somatiques™. Cependant, dans la lignée
germinale de la femme, le chromosome inactif est réactivé afin de subir la recombinaison
méijotique avec le deuxiéme chromosome®. Il n’est pas tout & fait clair si I’inactivation se
fait de maniere aléatoire ou non. Williams et Wu proposent deux modeles pour ce
processus : un aléatoire, mais dont le choix ne se fait pas entre les deux chromosomes X et
['autre non aléatoire, dans lequel le choix arriverait dans la génération des cellules
précédant I’inactivation du chromosome X par une marque asymétrique induite ou héritée

du parent™.

Ce processus d’inactivation sert a doser, entre les femmes et les hommes, les
produits des génes liés au chromosome X. Cette inactivation est initiée au centre
d’inactivation du chromosome X (XIC)”’. Le géne du transcrit spécifique d’inactivation du
chromosome X (XIST), qui se trouve dans le XIC, encode un acide ribonucléique (ARN)
non traduit qui est requis et suffisant pour I’inactivation® **. Ce transcrit est exprimé, au
départ, sur les deux chromosomes X et devient finalement exprimé seulement sur celui
inactif *°. Cette inactivation requiert, sur le chromosome inactivé, un bon nombre de
changements au niveau de la chromatine, pour que ce dernier devienne
transcriptionnellement inactif®®2. I’ARN XIST, associé au chromosome inactivé,
intervient aussi a cette étape en recrutant des complexes qui modifient la chromatine®;
cependant, 15% des génes échappent toujours a cette inactivation et 10% de plus y
échappent occasionnellement®® (Figure 7). Le fait que des génes échappent a I’inactivation
est sGrement dG au fait que ceux-ci ne subissent pas des modifications épigénétiques
suffisantes. Selon les régions du chromosome X, le nombre de genes échappant a ce
phénomeéne différe; résultat de I’évolution des chromosomes sexuels. Fait étonnant, le
nombre de geénes échappant a ce processus différe d’une femme & 1’autre reflétant une
expression hétérogeéne chez les femmes pour ces genes™. Ce phénomene inclut plusieurs

génes n’ayant pas d’équivalent fonctionnel sur le chromosome Y®'. Dans le cas de
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chromosome surnuméraire a I'intérieur d’un noyau diploide, chaque chromosome en exces

sera inactivé pour n’avoir qu’un seul chromosome X actif.
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Figure 7 Structure du chromosome X et le profil d’inactivation des génes, tiré de Spatz ¢/ al., 2004%

3.3 Recombinaison

Dans la lignée germinale de la femme, le chromosome X inactif est réactivé et subit
la recombinaison méiotique avec le second®®; tout comme les autosomes, la longueur
entiére du chromosome est impliquée dans le processus. A ’opposé, la recombinaison entre
les chromosomes X et Y s’effectue sur une petite portion de ceux-ci située a I’extrémité des
bras. Etant donné que les génes compris dans ces régions sont partagés entre les deux

chromosomes sexuels, ces régions sont dites pseudoautosomales. Deux régions
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pseudoautosomales sont présentes, I'une sur les bras courts des chromosomes sexuels,
PARI, et ['autre sur les bras longs, PAR2 (Figure 8). L’homologie entre la région PAR1 du
chromosome X et Y est maintenue grace a la recombinaison dans la méiose des hommes.
Les génes de cette région ne subissent pas ’inactivation du chromosome X et se retrouvent
donc en deux copies chez les femmes et les hommes. De son c6té, PAR2 a été produite par
fa duplication du matériel du chromosome X au chromosome Y depuis la divergence des

lignées de I’humain et du chimpanzé. Certains genes de cette région sont sujets a

)inactivation du chromosome X°° (Figure 7).
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Figure 8 Représentation schématis? ue des homologies majeures entre les chromosomes sexuels de
I’humain, tiré de Ross es al., 2005



3.4 Syndromes résultant d’un nombre de chromosomes X anormaux

3.4.1 Syndrome de Turner

La premiere évidence d’un réle génétique du chromosome X dans I’hypertension fut
amenée par I’étude d’Hilbert et al®. Ensuite, d’autres découvertes I’ont confirmée, comme
le syndrome de Turner. Ce phénomeéne qui survient seulement chez les femmes, est la
conséquence d’une monosomie compléte ou partielle d’'un chromosome X. Les femmes
viables montrent une petite stature ainsi qu’une dysgénésie gonadique les rendant pour la
plupart infertiles. La majorité de ces femmes souffrent de maladies cardiovasculaires,
d’ostéoporose et de désordres gastro-intestinaux et rénaux®’. Les problémes reliés au
syndrome métabolique comme la dyslipidémie, 1’obésité et en particulier une pression

. g . 63
artérielle élevée sont aussi observables chez ces femmes™.

3.4.2 Syndrome de Klinefelter

Le syndrome de Klinefelter est le désordre chromosomique sexuel le plus commun
chez ’homme et il a été décrit pour la premiere fois en 1942 par Harry Klinefelter. Un
homme positif pour cette maladie montre un caryotype avec un ou plusieurs chromosomes
X surnuméraires. Le phénotype peut varier, mais en général ’homme affecté présente un
mauvais développement des testicules qui peut mener a I’infertilité, un hypogonadisme, des

difficultés d’apprentissage et un niveau €leve de gonadotropinc369’ "



Chapitre 4 - Approche génétique
4.1 Population du Saguenay-Lac-Saint-Jean du Québec

Depuis plus de quarante ans, la population du SLSJ (Figure 9) est la cible de
nombreuses études qui résultent en [’accroissement de nos connaissances sur les
déterminants génétiques des désordres monogéniques’'. Ce n'est que récemment que cette
population a été mise a profit des désordres complexes dont hypertension’®. La
disponibilité de documents généalogiques datant de I’époque des fondateurs frangais au 17°
siécle rend trés avantageuse son étude. L’établissement de cette région, dont le termitoire
couvre environ 11 000 km?, a débuté au milieu des années 1800; les fondateurs provenant
majonitairement de la région de Charlevoix. L’effet fondateur qui a créé cette population est
a I’origine du pool génétique observable au sein de celle-ci. Cet effet se caracténise par la
création d'une nouvelle population 2 partir d’un petit nombre d’individus en provenance
d’une population mére. A ce moment-1a, la nouvelle population ne contient qu’une parcelle
de la variation génétique de la population mére. Ce qui rend la nouvelle population

davantage homogéne génétiquement que la population mére.

Figure 9 Localisation de la population du Sagueray-Lac-Saint-Jean (en rouge) de la région de Québec,
nré de http://en.wikipedia.org

Cette population, géographiquement isolée, comporte diverses particularités
génétiques. Effectivement, certaines maladies héréditaires montrent une prévalence
inhabituellement élevée ou sont spécifiques a cet endroit comme la tyrosinémie’™ et I’ataxie

spastique de Charlevoix—Saguenay respectivement’ ', tandis que d’autres sont extrémement
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rares. En plus de I’effet fondateur, un autre phénomene peut expliquer ces particularités :
une forte natalité’’. A une certaine époque, la population du Saguenay-Lac-Saint-Jean a
montré une fécondité trés importante, ce qui a donné la possibilité¢ a des genes défectueux
de pouvoir diffuser davantage. Le succés des nombreuses études menées sur cette
population repose principalement sur son origine spécifique, sa stabilité et sur sa grande
accessibilité griace au projet BALSAC, une base de données généalogiques, dont Gérard

Bouchard fut le grand fondateur en 19727

4.2 Procédure
4.2.1 Approches
4.2.1.1 Approche par balayage génomique

L’approche par balayage génomique consiste & identifier systématiquement des
milliers de marqueurs génétiques polymorphiques a travers le génome entier, entre autres a
I’aide de geneChips. Ces marqueurs sont ensuite employés dans des analyses génétiques
telles que des tests de liaisons et d’associations dans le but d’identifier les facteurs de risque
génétique d’une pathologie. Cette méthode posséde le bienfait de pouvoir identifier des
régions chromosomiques dans lesquelles aucun gene candidat connu n’a encore été
répertorié, ce qui apporte le potentiel de découvrir de nouveaux génes’*. En choisissant
cette approche, il n’est pas essentiel non plus de connaitre la physiologie de la maladie, ce
qui convient parfaitement a I’étude des maladies complexes. De plus, les résultats obtenus
par un balayage génomique aident grandement a guider la recherche de genes candidats en
donnant une meilleure priorité aux candidats localisés dans des régions de liaisons

significatives (par exemple un locus a trait quantitatif, QTL).

Le grand nombre de SNPs impliqués est néanmoins la source de certains
désavantages tels que le temps de calcul requis pour traiter cette large quantité de SNPs
avec la totalité des phénotypes disponibles et les colits financiers €levés. Ce grand nombre
de SNPs se traduit aussi par un nombre ¢€levé de tests d’associations qui peut résulter
certainement en un signal hasardeux puisque la probabilité d’obtenir des résultats
significatifs par chance (faux positifs) augmente avec le nombre de tests effectués. Le grand
nombre de résultats faux positifs rapportés dans les études provient de la situation dans

laquelle la stratégie de déclarer une significativité€ statistique est basée uniquement sur la



23
valeur p”°. Colhoun ef al. ont estimé que la fraction des résultats faux positifs obtenus dans
les études d’associations entre une variante génétique et une maladie est d’au moins 0.957°.
D’ou la nécessité d’appliquer un type de correction (Bonferroni, permutations) lors
d’accomplissement de multiples tests de nature statistique sur les mémes données. Ces tests
permettent de se protéger d’une surinterprétation d’un résultat statistiquement significatif

qui n’en n’est pas un en verité.

4.2.1.2 Approche par géne candidat

L’approche par géne candidat a pour objectif I’identification des facteurs de risque
génétique d’une maladie, en testant directement les effets des variants génétiques d’un géne
pouvant potentiellement contribuer & la pathologie’”’. Elle fournit donc I’avantage de
pouvoir trouver des génes ayant des effets modestes’’. Des études d’associations serviront a
évaluer I’effet des variants sur le phénotype. Pour réaliser cette approche, seul un petit
nombre de SNPs est requis, engendrant des colits financiers raisonnables. Elle offie
également le choix d’évaluer de maniere critique les SNPs les plus représentatifs (ceux
pouvant altérer la fonction protéinique) et les plus utiles pour le génotypage du géne
investigué; cependant, elle nécessite avant tout que la séquence et la fonction du geéne

candidat soient trés bien caractérisées de méme que la biologie en arriére de la pathologie.

4.2.2 Analyses génétiques
4.2.2.1 Analyse de liaison génétique

Lorsqu’un géne, causant un désordre génétique, et un marqueur sont suffisamment
proches sur le méme chromosome et tendent a étre hérités ensemble lors de la méiose, ils
sont en liaison. Il est possible de retracer un gene responsable d’une maladie génétique, en
utilisant cette notion de liaison, avec la méthode d’analyse de liaison génétique. Celle-ci
permet d’étudier de maniére statistique les alléles d’un locus et les phénotypes qu’ils
engendrent. Pour se faire, des familles dans lesquelles la maladie est présente sont utilisées
et une liaison entre des marqueurs génétiques et la maladie est recherchée. Un élément
important affectant la liaison est la recombinaison génétique; plus un géne et un marqueur
sont proches I’un de I’autre, moins il y a de chance qu’ils soient séparés par la
recombinaison. La recombinaison est utilisée afin de déterminer la distance génétique entre

le géne et le marqueur et elle se mesure en centimorgans (cM) ou 1 ¢M correspond a 1% de
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recombinaison. Dans ce type d’analyse, la présence de parents hétérozygotes est essentielle
afin d’identifier s’il y a recombinaison ou non; de plus, les single nucleotide polymorphism
(SNPs) y sont favorisés par rapport aux microsatellites en raison de leur grande densité, les
rendant davantage utiles et informatifs. Une analyse de liaison génétique s’exprime en un
score de logarithme des probabilités (score lod, Z). Un Z de trois ou plus indique une
évidence de liaison et que la probabilité d’observer un pedigree donné si les deux loci ne
sont pas liés est moins que 1 sur 1000. Un pic de liaison significative couvre souvent une
large région, mais en général un géne pouvant expliquer 5% a 10% de la variance du trait se
trouverait dans un intervalle de 40 ou 20 cM respectivement78. Ces pics représentent en
réalité des loci a trait quantitatif (QTLs), une région particuliére du génome susceptible de
contenir le géne ayant le réel impact sur le trait ciblé. Parce que la majorité des traits sont
modulés par plus d’un géne, la recherche de QTL par analyse de liaisons est intéressante,
car elle permet d’étudier un locus entier de genes relié au trait investigué afin de déduire si
ces génes ont un effet significatif sur le phénotype. Par conséquent, un seul trait peut étre

associé a plusieurs QTLs sur le méme chromosome ou sur des chromosomes distincts.

Les études de liaisons s’aveérent étre souvent une étape préalable afin de découvrir
des geénes candidats. Une fois un QTL identifié, il suffit d’utiliser, par exemple, un test
d’association pour réduire et raffiner la région cible. Puis, suite a I’identification d’une
région d’ADN d’intérét, celle-ci peut étre séquencée. Les séquences des genes de cette
région peuvent ensuite étre compar€es a une base de données d’ADN pour chercher des
geénes pour lesquels la fonction est connue. Le nombre de QTLs relié a la variation du trait
constitue une information importante qui nous renseigne sur I’architecture génétique du
trait. Est-ce que ce trait est défini par plusieurs génes ou non et ceux-ci ont-ils un effet
modeste ou non. Puisque I’hypertension n’est pas définie par un mode de transmission
particulier, une méthode d’analyse génétique non paramétrique doit étre utilisée qui
dépendra uniquement sur le fait que deux individus affectés posséderont des alléles

prédisposant a la maladie en commun’.
4.2.2.2 Etude d’association génétique

Les études d’association génétique peuvent €tre séparées en deux approches : les
études basées sur les familles et celles basées sur la population. Pour la premiére catégorie,

les tests de déséquilibre de transmission, qui détectent une association en présence de
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liaison, sont employés. Ce test mesure la transmission démesurée d’un alléle des parents

hétérozygotes aux enfants affectés.

La deuxieme catégorie regroupe les études traditionnelles cas-contrdles. Ce type
d’étude regarde la fréquence allélique entre un groupe d’individus contrdles et un groupe
d’individus affectés par la maladie; dans ce cas, si un groupe d’alléles en particulier
augmente en fréquence dans le groupe affecté, il est possible que ces alleles soient associés
a la pathologie. L’avantage de ce type d’étude c’est qu’il est plus facile de recruter un grand
nombre de personnes que les études basées sur des familles. Aucune supposition sur le
mode de transmission de la maladie n’est nécessaire. Le probléme majeur réside dans la
possibilité d’avoir de fausses associations si la correspondance entre les cas et les contrdles

n’est pas appropriée selon par exemple I’ethnicité des sujets.

Dans le projet proposé, cette avenue n’a pas €té envisagée, car au départ notre
échantillon n’a pas été congu dans le but de pratiquer ce genre d’analyse. Il serait donc trés
difficile de séparer les sujets des familles en cas/contrdle et de faire la correspondance des
sujets de ces deux groupes selon I’4ge, leur sexe et leur exposition aux multiples facteurs
environnementaux. Si le groupe cas comprend une collection hétérogéne d’étiologies pour
un désordre complexe, comme pour I’hypertension, la puissance a détecter une association
significative est aussi réduite”. Concernant le groupe contrdle, celui-ci doit inclure des
sujets pour lesquels il faut avoir la certitude qu’ils sont non affectés. Dans I’étude de
I’hypertension, plusieurs traits complexes représentent des facteurs de risque pour son
développement. Le risque d’assigner inadéquatement le statut non affecté a un sujet est
grand et réduit la puissance de détection. En effet, au moment du recrutement, les
personnes du groupe contréle ne sont peut-€tre pas encore diagnostiquées, mais comportent
des symptdmes (phénotypes intermédiaires) de [’hypertension autres qu’une pression
artérielle élevée. Aussi, si les sujets du groupe controle sont exposés a des facteurs
environnementaux impliqués dans I’hypertension, il n’est pas clair dans quel groupe ceux-
ci doivent étre placés. Certes, a cause de la complexité de I’hypertension et de la
particularité de notre échantillon (grandes familles), une étude cas-contréle impliquerait

trop de sources de confusion pour étre réalisée et pouvoir rapporter des associations valides.
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A partir d’un test d’association, il est aussi possible aussi d’évaluer la relation
phénotype/génotype. Dans ce cas, la différence entre les moyennes des valeurs
phénotypiques des sujets, regroupés selon les alleles du marqueur, est considérée. L’étude
d’association peut se mesurer de différentes fagons : le Odds ratio, le risque relatif et la
valeur p. Concernant le Odds ratio, 1l s’agit de faire le rapport du nombre de sujets affectés
avec [’allele multiplié par le nombre de contrdles sans I’allele divisé par le nombre de sujets
affectés sans I’alléle multiplié par le nombre de contrdles avec I’all¢le. Un Odds ratio égale
a un signifie que la fréquence allélique est la méme pour le groupe contréle et le groupe
affecté. Si la valeur du rapport est supérieure a un, cela veut dire que la chance d’avoir la
maladie est ce nombre de fois plus élevé chez les personnes ayant I’allele. Le risque relatif,
pour sa part, compare le risque de développer la maladie lorsqu’on a I’allele relativement
au risque si on ne I’a pas. Si le risque relatif est inférieur a un, l’aliéle confeére une
protection contre le développement de la maladie. Concernant la valeur p, celle-ci est
définie comme étant la probabilité qu'une variable assume une valeur plus grande ou égale
a celle observée et ce, urﬁquement par chance. Dans le projet présenté, I’absence
d’association correspond a I’hypothése nulle (HO) et la présence d’association entre un
marqueur génétique et un phénotype est désignée par I’hypotheése alternative (HI).
Généralement, I’HO est rejetée si la valeur p est inférieure ou égale a un certain niveau de
significativité, représenté par la lettre grecque o, fixé dans notre cas a 5%, c’est-a-dire une

chance sur 20 d’avoir tort et de rejeter faussement I’HO.

4.2.3 Impact de I’hémizygosité de I’homme sur les études génétiques

Le fait que I’homme soit hémizygote pour le chromosome X vient simplifier
certaines étapes de ces approches. Pour I’approche par géne candidat, puisque I’homme
posséde un seul chromosome X, cela facilite la charge de travail liée au génotypage. De
leur coté, les études de balayage du chromosome X, a I’aide de blocs d’haplotypes,
incorporent souvent exclusivement les hommes, car étant hémizygotes, leurs haplotypes

8 et peuvent étre extraits directement de leurs génotypes. De plus,

sont déja phasés
I’évidence de transmission de ce chromosome, du pére a sa fille, simplifie la conception des
logiciels de génétique. Avec un seul patron de transmission possible, la complexité
d’incorporation du chromosome X dans les algorithmes génétiques est largement diminuée.
Puis, pour les tests d’associations a partir des SNPs, les hommes représentent toujours

strictement deux groupes alléliques a comparer; tandis que pour les femmes, la présence
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d’hétérozygosité crée un groupe génotypique de plus a comparer, requérant un plus grand

nombre de femmes pour les échantillons et de tests statistiques a accomplir.

4.3 Marqueurs génétiques

4.3.1 SNPs

Le SNP a été utilis¢ comme marqueur génétique principal lors de ce projet (Figure
10). 1l s’agit d’un changement d’une base survenant dans plus de 1% de la population.
Durant les derniéres années, I’ utilisation des SNPs afin d’effectuer des analyses génétiques
est devenue davantage présente. Plusieurs caractéristiques favorisent leur sélection: ils sont
hérités de maniere stable, ils sont fréquents (1/1000 pb) et uniformément distribués a
travers le génome'. Ce type de marqueur fournit un génotypage automatisé rapide et son

. . . o . (4. (82-83
impact sur ’expression des génes®' ainsi que dans les maladies complexes a été prouvé®™.

Personne 1: AGTAGCT
Personne 2: AGTAGCT
Personne 3: AGTCGCT
Personne 4: AGTCGCT

}

SNP

Figure 10 Représentation schématique d’un SNP

4.3.1.1 Equilibre d’Hardy-Weinberg

La loi d’Hardy-Weinberg (HW), utilisée en génétique des populations, lie la
fréquence allélique au génotype'. Cette loi précise qu’a la suite d’une génération de
reproduction aléatoire et sans accumulation de mutation, la fréquence des génotypes a un
locus génétique deviendra fixée a une valeur en équilibre. 1l est donc possible, au sein
d’une population respectant certaines conditions, de calculer la relation entre la fréquence
allélique et le génotype a 1’aide d’une équation mathématique simple. Pour un locus
composé des alleles A et a, avec une fréquence allélique de p et q, ce principe prédit que la
fréquence d'un génotype homozygote AA et aa est de p’ et ¢% et que celle d’un génotype

hétérozygote Aa est de 2pq. La premicre propriété de la loi d’HW postule que la fréquence
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de ces trois génotypes est donnée par les termes d’une expansion binomiale, (ptq)* = p2 +
2pq + q2 . La deuxiéme propriété spécifie que peu importe les fréquences alléliques
présentes dans la population, les fréquences génotypiques seront p*:2pq:q° et ces derniéres
resteront constantes de génération en génération aussi longtemps que les fréquences

alléliques restent constantes'.

Les violations des considérations d’HW peuvent causer des déviations dans les
prévisions attendues. Une de ces considérations est un accouplement aléatoire et la
transgresser entrainerait une déviation dans les fréquences génotypiques de la population.
Trois transgressions touchent I’accouplement aléatoire: la consanguinité, I’accouplement
assorti et la structure de la population. En effet, la consanguinité cause une augmentation de
’homozygosité pour tous les genes. De son c6té, I’accouplement assorti, défini par le choix
d’un compagnon selon s’il possede certains traits particuliers, a pour conséquence
d’augmenter les génotypes homozygotes, car la tendance est de choisir quelqu’un qui nous
ressemble. Concernant la population, il faut que celle-ci soit exempte de stratification c’est-
a-dire qu’il y ait absence de sous-groupe distinct génétiquement. Lorsque la sélection d’un
compagnon, a I’intérieur d’une population, est restreinte aux membres d’un sous-groupe
particulier il résulte un exces d’homozygotes dans cette population. Il peut aussi se produire
une fluctuation aléatoire des fréquences génotypiques dans une population de petite taille,
phénomene appelé dérive génétique (genetic drifi). Ces trois violations résultent également

en une élévation de la fréquence des maladies autosomiques récessives.

Les autres considérations d’HW a respecter affectent les fréquences alléliques,
soient: un taux de mutation négligeable, aucune sélection contre un génotype particulier et
aucune immigration. Comme les taux de mutations sont de 1’ordre de 10 a 107®, ils auront
donc un effet peu appréciable sur les fréquences alléliques. Pour sa part, la sélection
causera aussi un changement au niveau des fréquences alléliques. Si la sélection mene a la
perte d’alleles a I’exception de celle favorisée, il sera question de sélection directionnelle,
mais si la sélection aboutit a un équilibre sans la perte d’alleles il s’agira d’une sélection de
balancement. De plus, si au sein d’une population, il y a une immigration significative
d’individus en provenance d’une population avec des fréquences alléliques différentes de
celles de la population endogéne, il est certain que ce phénoméne modifiera la fréquence

des alleles. En général, les changements apportés par les mutations, la sélection et
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’immigration causent une déviation moindre de 1’équilibre d’HW que ceux concernant

|”accouplement aléatoire, car ceux-ci se font lentement et par petites incrémentations.

La déviation de I’équilibre d’HW est devenue un test accepté pour détecter les

, 86 , . . , e . ..
erreurs de génotypage ; néanmoins, il faut noter qu’une déviation ne signifie pas
nécessairement une erreur de génotypage, mais qu’elle peut survenir par chance ou en

raison d’autres facteurs geénétiques.

4.3.2 Bloes d’haplotypes

Les SNPs peuvent étre regroupés en des blocs d’haplotypes, un ensemble de
marqueurs proches et présents sur le méme chromosome qui est hérité ensemble. Parce
qu’ils sont formés par des marqueurs étroitement liés, les blocs d’haplotypes sont plus
informatifs que les marqueurs individuels®” ®. Méme si c’est un variant rare, un bloc
d’haplotypes peut se révéler primordial dans 1’étude des maladies complexes®. Comme les
SNPs, la construction des blocs d’haplotypes, a été privilégiée par de nombreuses études et
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montre une implication significative dans les maladies et la modulation des génes”™.

4.3.3 Correction pour test multiple

4.3.3.1 Correction de Bonferroni

L’accomplissement de multiples tests de nature statistique sur les mémes données
peut sans doute mener a des résultats significatifs uniquement par chance, d’ou la nécessité
d’appliquer un type de correction. La méthode de Bonferroni, la plus simple et la plus
fréquemment considérée, s’avére étre une protection contre ce phénomeéne. Si le seuil de
significativité choisi est a 0,05, il suffit de vérifier si la valeur obtenue, en multipliant la
valeur p observée par le test avec le nombre de tests, se trouve sous ou au-dessus du seuil.
Si la valeur de la multiplication est sous le seuil de 0,03, alors il peut étre conclu que la
valeur p observée est réellement significative. Tout en étant rigoureuse, elle est aussi trés
conservative et pourrait rejeter de bons résultats’' puisqu’elle obtient le plus haut taux de
résultats dits faux négatifs. La correction de Bonferroni est une procédure a une seule étape
dans laquelle chaque valeur p est corrigée de maniere indépendante ; d’autre part, si les
hypotheses sont corrélées comme c’est le cas lorsque deux SNPs sont en déséquilibre de

liaison (LD), cette correction sera beaucoup trop sévere.



4.3.3.2 Correction par permutation

Une autre alternative est la correction par permutations qui s’accomplie a Iaide de
plusieurs étapes. Cette correction prendra avantage de la dépendance entre ces SNPs en
permutant tous ces SNPs au méme moment. Au départ, les valeurs p sont calculées pour
chaque SNP a partir de I’ensemble de données originales et sont classées. Pour la valeur p
la plus basse, il faut connaitre la probabilité d’obtenir cette valeur quand autant de tests sont
effectués. La méthode de permutation créée alors des ensembles de données artificielles
pour tous les SNPs et une valeur p est calculée pour ces pseudo-ensembles. Le minimum
des nouvelles valeurs P est retenu et comparé aux originales. Ce processus est répété des
milliers de fois et la valeur p ajustée est définie par la proportion des pseudo-ensembles
pour lesquels la pseudo p valeur minimale est plus petite que celle 0riginale92, Cette
méthode comporte toutefois certaines limites; effectivement, dii aux nombreuses répétitions
d’analyses, elle est lente et les calculs informatiques requis sont trés demandant voir méme

impossible a réaliser dans certains cas’.



Méthodologie




Chapitre 6 — Outils et données utilisés

6.1 Sujets

Dans le but d’étudier les déterminants génétiques et environnementaux de la
pathogenése de [’hypertension, des données génotypiques et phénotypiques ont été
recueillies préalablement par des équipes médicales du centre hospitalier de I'Universit¢ de
Montréal et du complexe hospitalier de La Sagamie a Chicoutimi. Ces données onl été
obtenues chez des familles canadiennes-frangaises originaires de la région du SLSI du
Québec. Au total, 120 familles (900 sujets) ont été sélectionnées, car elles respectaient le
critere d’avoir au moins deux enfants, de mémes parents, atteints d’hypertension et de
dyslipidémie avant I’4ge de 55 ans®®. De cet échantillon, des techniciens du laboratoire ont
génotypé 468 sujets avec des geneChips d’Affymetrix 50K. La totalité des sujets n’a pu
&tre génotypée a cause du cofit financier des geneChips d’ Affymetrix. Etant donné qu’il
s’agissait a ce moment la d’une nouvelle technologie, le cott de génotypage s’élevait a
10008$ par personne. Les caractéristiques physiologiques de ces sujets sont résumées dans le
tableau V. Puis, avant I’achat des geneChips d’ Affymetrix, 769 sujets ont été génotypés
pour deux SNPs Jocalisés dans le géne ACE2 a I’aide de la technique d’amplification en
chaine par polymérase (PCR) par un membre du laboratoire. Dans ce temps, les 900
individus n’avaient pas tous été recrutés, car le processus de sélection progressive des
sujets €tait toujours en cours. C’est apres avoir trouvé deux individus d’une famille
respectant les criteres mentionnés ci-haut que les proches étaient ensuite contactés pour
solliciter leur participation a 1’étude. Tous les sujets de cette étude ont lu et signé le
formulaire de consentement. Toutes les informations sur les sujets restent confidentielles et
ont été enregistrées, par des informaticiens du laboratoire de recherche, dans une base de

données non nominative et codée.



Tableau IV Caractéristiques biologiques, classées par le sexe, des 468 sujets génotypés

Caracléristiques 2 sexes Femmes Hommes
(n=250) n=218)
Moyenne SD Moyenne SD Moycnne SD
Age 47 14 49 15 45 12
PAS (mmHg) 130 20 130 23 130 17
PAD (mmHg) 82 12 79 12 85 Il
Hauteur (cm) 166 10 159 6 173 7
Poids (kg) 73 16 66 15 82 14
Indice de masse corporel
(kg/m?) 27 5 26 6 27 4
Rapport Laille-hanchcs 0,9 0.1 0,8 0,1 1 0,07
Circonférence de la
taille (cm) 90 14 84 15 96 Il
Circonférence des hanches
(cm) 100 8 100 10 100 7
Circonférence de la cuisse au
niveau proximal (cm) 39 5 59 7 58 6
Circontérence de la cuisse
hauteur mi-cuisse {cm) 53 6 53 6 54 6
Circonf¢rence de la cuisse au
niveau distal (cm) 40 3 40 3 41 4
Pli cutané sur biceps (mm) 2] 14 25 14 17 12
Pli cutané sur (riceps {(mm) 29 i4 33 13 24 13
Pli cutané sur omoplate (mm) 26 i3 27 14 25 i
Pli cutané niveau
point iliaque supérieur (mm) 25 13 26 13 25 13
Pli cutané sur cuisse {mm) 34 16 42 14 27 16
Gras corporel (%) 32 9 38 8 26 6
Cholestérol total (mmol/litre) 5.4 1,2 5,4 1,2 5.4 1,1
FIDL (mmol/ litre) 13 0.4 1,5 0,5 12 0,3
LDL (mmol/ litre) 33 1,0 3,2 11 3,5 1,0
Triglycérides (mmol/ litre) 1,8 1.3 1,6 1,0 2,1 1,6
Glucose (mmol/ litre) 5,3 1,3 5.2 1,2 3,5 1,3
Créalinine (pmol/ litre) 78 18 69 I3 88 16
Acide urique (umol/ litre) 304 80 266 70 348 69
Glycérol (mmol/ litre) 0,07 0,05 0,09 0,05 0,06 0,05
Réaclance de I’eau
cxtracellulaire () 633 96 691 86 574 65
Réaclance de I’eau
intraccllulaire (Q2) 1207 290 1389 266 1025 175
Insuline & jeun (pmol/litre) 113 47 107 41 121 53
Arginine-vasopressine
(pg/m)) 4,7 1,4 4,8 1,4 4,5 1,4
Rénine (ng/ml/h) 1,9 1,5 2,0 1.6 1,9 1,4
Gamma glutamyl
transferase (U/litre) 26 25 18 15 34 30
Indice Milwaukee 28 13 32 13 24 11
Indice Heather 0,1 2.5 7,4 2,4 4,9 1,9
Fréquence cardiaque (n/min) 70 12 74 12 67 11
PAS duran( te jour (mmHg) 126 16 122 16 130 15
PAD durant le jour (mmHg) 77 10 75 10 80 10
PAS durant {a nuit (mmHg) 113 135 109 15 117 14
PAD durant Ja nuit (mmHg) 68 1] 65 11 71 10
PAS 24hrs (mmHg) 119 15 115 15 123 14
PAD 24hrs (mmHg) 72 10 70 10 75 10
Indice de masse ventriculaire
gauche (g/m?) 1,7 0,5 1.6 04 1,8 0,5
Déflexion maximale d’1CG
différencié (mm) 1,3 0,4 1,5 0,4 1,1 0,4




6.2 Phénotypes

La description, ci-dessous, du prélévement des phénotypes provient de 1’étude de
Kotchen er ai. portant sur les déterminants génétiques de I’hypertension et [’identification
de phénotypes candidats™. Les données phénotypiques ont €té prélevées antérieurement par
les équipes médicales du centre hospitalier de I"Université de Montréal et du complexe
hospitalier de La Sagamie a Chicoutimi. Le statut d’hypertension fut attribué au sujet si ses
mesures standards de pression artérielle étaient > [40/90 mmHg a deux occasions ou s’ils
prenaient des médicaments antihypertenseurs. Un taux de cholestérol élevé fut défini par un
niveau de cholestérol dans le sérum > 5.2 mmol/l. ou la prise de médications
hypolipidémiant. L histoire familiale a été recueillie afin de valider la relation entre fréres
et sceurs. Toutes personnes présentant un diabéte sucré, une concentration dans le sérum de
créatine > 2,2 mg/dL, un abus de substance comme [’alcool et une relation de demi-
frére/sceur furent exclues de I’étude. Pour les participants qualifiés, des échantillons de sang
veineux ont été obtenus afin d’extraire I’ADN des leucocytes et les mensurations
anthropomorphiques suivantes ont été obtenues : hauteur, poids, circonférence des hanches
et de la taille et I’épaisseur des plis cutanés a plusieurs endroits. Les sujets éligibles ont été
considérés comme candidats potentiels pour un protocole de deux jours en milieu
hospitalier pour des mesures phénotypiques additionnelles. Avant la sélection des sujets,
pour ce protocole, un examen physique a €t€ fait. D’autres critéres d’exclusion furent
appliqués incluant : une pression diastolique > 100 mmHg durant la prise de médication, un
indice de masse corporelle > 34 kg/m’, une grossesse, une tumeur maligne et un infarctus
du myocarde ou un accident cérébrovasculaire dans les six mois précédant. Avant le début
du protocole de deux jours, la médication antihypertensive fut arrétée durant au moins une
semaine et celle hypolipidémiante pour un mois. L’aprés-midi avant le jour 1, les sujets ont

été mis sur une diéte permettant le maintien du poids (150 mEq Na'/80 mEq K™).

Durant le jour |, des cathéters intraveineux ont été insérés dans les deux bras : un
pour 1’échantillon de sang et I’autre pour des infusions. Les mensurations de base incluant
les mesures standards de pression artérielle, un échocardiogramme a 2 dimensions, des
mesures a jeun de concentrations lipidiques, de glucose et d’insuline ont été prises. Du sang
du sujet 4 jeun, anticoagulé avec de I"héparine, a été obtenu pour évaluer le contre-transport

Na™-Li" et le co-transport Na'-K* des globules rouges. Dans une salle tranquille, les



mesures suivantes ont été prises aprés que le sujet fut couché pour 60 minutes et aprés qu’il
fut 10 minutes en position debout : les mesures standardisées et répétées de la pression
artérielle, le débit cardiaque et le débit systolique, des mesures de l’activité de rénine
plasmatique et d’aldostérone plasmatique, la norépinéphrine et I’épinéphrine, la cAMP et la
cGMP. Des mesures hémodynamiques ont été répétées aprés que les sujets aient été assis
pour 30 minutes et encore aprés un test de stress mental, de deux minutes, dans lequel les
sujets sont amenés a résoudre rapidement une série de problémes arithmétiques de plus en
plus difficiles. La tension artérielle a été mesurée par un appareil automatisé de type
Dinamap,; Johnson & Johnson Medical, Inc, le débit cardiaque et le débit systolique par
une pléthysmographie a impédance par le Sorba Medical Systems, Inc. L’index cardiaque a
été calculé comme étant le débit cardiaque/l’air de la surface corporelle et la résistance
périphérique totale a été calculée comme étant la moyenne de la pression artérielle/débit
cardiaque. A la suite de I’exécution de ces protocoles, la sensibilité a I’insuline fut évaluée
avec la méthode d’échantillonnage réduite du modele de Bergman avec injection
d’insuline. Débuté au jour 1 pour une période de 24 heures, la pression artérielle fut
mesurée toutes les 20 minutes durant le jour et toutes les 45 minutes durant la nuit avec un

moniteur Accutracker Il de Sun Tech Medical Instruments, Inc.

Au jour 2, la pression artérielle, le débit sanguin rénal (clairance PAH) et le taux de
filtration glomérulaire (clairance d’inuline) furent mesurés en réponse a deux taux
infusionnels de norépinéphrine (0,01 et 0,025 pg - kg™ - min’") pour 30 minutes chaque. En
méme temps que ces mesures, les sujets ont regu un volume d’eau oralement de 15 mL/kg
et ensuite 850 mL de solution physiologique salée IV durant les six heures qui ont suivi.
Les concentrations plasmatiques d’arginine et de vasopressine ont été prises avant et apres
la provocation des fluides. Durant ce méme jour 2, la clairance de lithium a été déterminée
avec I’administration de 600 mg de carbonate de lithium PO a 11 heure PM dans la nuit
précédente et les mesures d’excrétion de lithium plasmatique et dans I’urine durant 2 heures

ont été recuelillies.

Un total de 1650 phénotypes est accessible a partir d’une base de données nommée
Cardiogen dont 1321 phénotypes principaux et 329 phénotypes dérivés de ceux-ci. Des

informations, sur I’environnement tel que le tabagisme et la consommation d’alcool, sont



aussi disponibles. Pour le projet, des phénotypes de pression artérielle ainsi que 253
phénotypes liés spécifiquement au sexe ont ét€ retenus. Ces derniers ont été classés dans
cette catégorie si la différence entre le score LOD de la femme et de I’homme est plus
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grande ou égale & deux, & une position donnée sur un chromosome ™.

Etant donné que les phénotypes indice Heather et indice Milwaukee ont soulevé des
résultats statistiquement significatifs lors du projet, ils meéritent qu’on les définisse
davantage. L’impédance cardiographique est utilisée afin d’évaluer les propriétés du flux
sanguin au niveau du thorax. Elle représente précisément le changement dans le temps
(dZ/dt) de 'impédance transthoracique (Z, £2) durant le cycle cardiaque. Le ratio dZ/dt se
mesure a partir d’une série d’électrodes qui détectent les changements électriques et de
résistance dans le thorax du sujet. Ensuite, ces données, en plus des informations provenant
de I"électrocardiogramme (ECG), servent a calculer des paramétres hémodynamiques et de
contractilité myocardiale incluant I’indice Heather et I’indice Milwaukee. L’indice Heather
est obtenu des tracés de 'ECG et de dZ/dt et est égal a dZ/dtmax/QZ1, ot dZ/dtmax est la
déflection maximale de I"ondulation initiale et QZ1 est le temps depuis le début de ’onde
Q (dans le ECG) jusqu’au pic dZ/dt. Pour sa part, I’indice Milwaukee se calcule en faisant
dZ/dtmax/REP, ou REP est le temps depuis le début de 1’éjection ventriculaire jusqu’au pic

dz/dt.

6.3 Génotypes

La base de données du laboratoire contient différents types de marqueurs
génétiques, mais les SNPs ont été choisis pour la réalisation de ce projet. Pour le groupe
contenant les 468 sujets, la recherche de SNPs a été réalisée a I’aide de geneChips 50K
d’ Affymétrix, par des techniciens du laboratoire, menant a I’identification de 58 000 SNPs
pour tous les chromosomes dont 1204 SNPs sur le chromosome X. Pour les 769 sujets,
deux SNPs, localisés dans I’intron 16 du géne ACE2, ont été déterminés par la technique de
polymérase en chaine (rs2074192 : T/C, rs233575 : A/G) par un chercheur du laboratoire.
Ces SNPs ont permis de former trois haplotypes : T-A, C-G et C-A.



6.3.1 Construction des blocs d’haplotypes

* Jai réalisé la construction du bloc d’haplotypes pour les deux SNPs d’ACE2 en
utilisant le parameétre D’ de LD, défini comme étant I’association non aléatoire d’all¢le. Le
programme EMLD existe déja pour cette tache

(http://request.mdacc.tme.edu/~ghuang/Software/pub.htm). EMLD débute en calculant les

fréquences d’haplotypes a I’aide de I’algorithme expectation-maximisation pour seulement
deux SNPs; apres, il trouve les valeurs des paramétres du LD. Les alléles manquants ne
sont pas incorporés dans les calculs. Malheureusement, ce programme est construit pour
fonctionner avec les autosomes. En effet, EMLD requiert en entrée absolument deux
génotypes pour chaque sujet; cependant, dans le cas du chromosome X, les hommes sont
hémizygotes. Cette situation incorpore un biais dans le calcul du parameétre D’ qui
s’effectue a partir de la fréquence allélique, en attribuant un nombre de génotypes pour
I’homme plus €levé que supposé. Pour résoudre ce probléme, j’ai apporté une modification
au programme EMLD afin que celui-ci consideére un seul génotype pour I’homme. La
définition employée, pour construire le bloc d’haplotypes, a été tirée de I’article de Gabriel
et al*®. Pour les 1204 SNPs, le programme Haploview (version 4.0) qui accepte maintenant
le chromosome X a été utilisé”’. La définition employée pour construire les blocs

d’haplotypes fut encore celle de Gabriel er al.’.

6.4 Tests statistiques

J’ai effectué des analyses de liaisons et d’associations & 1’aide de différents
logiciels. Acceptant le chromosome X via I'option minx (Merlin in X), le programme
multipoint engine for rapid likelihood inference (Merlin) a été utilisé pour accomplir des
analyses de liaisons non paramétriques basées sur les familles”™. Ce logiciel utilise des
arbres d'héritabilité partielle pour représenter le flux de genes a I’intérieur d’un pedigree.
Pour les phénotypes continus, 1’option variance components ou quantitative trait loci a été
choisie selon la normalité¢ de la distribution phénotypique. L’utilisation de I’option ron-
parameltric linkage et pairs pour les phénotypes binaires n’a malheureusement pu aboutir a

des résultats faute d’avoir des familles informatives.

Devant ces limites, j’ai décidé de sélectionner le programme X-/inked

reconstruction-combination transmission/disequilibrium test (XRC-TDT). Il s’agit de la
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premiere méthode d’association basée sur des familles qui teste des marqueurs du
chromosome X spécifiquement. Ce programme teste pour une association entre un
marqueur et une maladie, en présence de déséquilibre de liaison entre les deux loci, lorsque
I’échantillon consiste en des familles nucléaires pour lesquelles il y a de I’information
génotypique incompléte pour les parents. Il accepte, cependant, uniquement les phénotypes
qualitatifs et donc, il requiert une transformation des phénotypes continus en phénotypes
binaires. Selon Royston e/ al., cette dichotomisation peut étre vue comme une forme
d’arrondissement extréme des valeurs quantitatives, engendrant inévitablement une perte
d’information et de puissance’. Ces auteurs mentionnent ¢galement que la dichotomisation
équivaut a perdre un tiers des données avec une sérieuse perte de la puissance a détecter
une vraie relation et participe a augmenter la probabilité de résultats faux positifs™. J’ai

transformé les phénotypes continus sous forme binaire en utilisant la médiane comme seuil

d’affectation.

Afin d’évaluer la présence d’une relation génotype/phénotype, j’ai analysé les SNPs
ayant montrés des résultats significatifs avec le programme XRC-TDT. Puisque
’échantillon est constitué de familles et par ce fait de données corrélées, un test Anova
n’est pas approprié. I’ai donc choisi la méthode generalized estimating equations (GEE) '
101 qui fournit un outil de régression alternative pour analyser ce type d’échantillon. Les
familles n’ont pas a étre séparées et des phénotypes binaires aussi bien que continus
peuvent étre incorporés. J’ai accompli ces analyses avec la version 9.1 du logiciel
statistique SAS & I’aide de la procédure GENMOD. Etant donné que la méthode GEE prend
en considération une distribution normale des phénotypes, j’ai dii appliquer un logarithme

et une racine carrée sur certains phénotypes.

Pour prendre en considération les multiples tests accomplis, la correction de
Bonferroni peut étre appliquée. Concernant les 1204 SNPs, basé sur 1’équilibre d’Hardy-
Weinberg, la fréquence de I’alléle mineur et le taux de réussite du génotypage, 445 SNPs
sur 1204 SNPs ont été éliminés. Alors, les résultats seront significatifs si la valeur p
obtenue est inférieure a 1E-06 et il sera question d’associations suggestives si la valeur p se
situe entre 0.05 et 1E-06. Pour le bloc d’haplotypes d’ACE2, les résultats seront

significatifs si la valeur p obtenue est inférieure a 1E-03 et il y aura associations



39

suggestives si la valeur p se trouve entre 0.05 et 1E-03. J’ai exécuté les analyses chez les

deux sexes ensemble et séparément afin de respecter I’architecture du chromosome X. Une

bréve description des logiciels utilisés lors du projet est présentée dans le tableau V et un

résumé de la méthode est schématisé a la figure 11.

Tableau V Description des différents logiciels utilisés lors du projet

Test Description Caractéristique
Anova Analyse de variance = Prend en considération que I’échantillon
(test d’association) soumis est constitué¢ de personnes
indépendantes et non de familles
Merlin Analyse de liaison non- Accepte les phénotypes continus et binaires
parameétrique basée sur L’option pour le chromosome X (minx) a été
les familles peu testée
Requiert une division des familles en
familles nucléaires
En divisant les familles de diverses fagons, des
résultats ditférents sont obtenus
XRC-TDT  Premiere méthode Requiert une division des familles en familles
d’analyse d’association, nucléaires
en présence de liaison, Accepte uniquement les phénotypes qualitatifs
basée sur les familles qui Prend une heure pour analyser un phénotype
teste spécifiquement les sur 1204 SNPs
marqueurs du
chromosome X
GEE Test d’association sur les Ne requiert pas une division des familles

familles

Phénotypes binaires et continus acceptés
Pour les phénotypes continus, assume une
distribution normale
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Génotypage de SNPs avec 2 SNPs en LD dans ACE2 ont
des geneChips S0k Xba été génotypés (769 sujets)
d’ Affymétrix (468 sujets)

Y A

1204 SNPs sur le Le bloc d’haplotype a été
chromosome X ont été vérifié par le logiciel
utilisés pour des analyses EMLD modifié pour

génétiques accepter le chromosome X

—_ =

Un test d’association basé sur les familles (XRC-TDT) qui test pour une
association en présence de liaison et la fonction GEE qui corrige pour les relations
familiales ont été utilisés

y
SNPs + génes candidats

Figure 11 Résumé de la méthodologie utilisée

6.5 Impact des SNPs et conservation de séquences entre espéces

Dans le but de prédire I’impact des SNPs identifiés et de connaitre la conservation
de leurs séquences et des genes qui y sont associés, des outils bio-informatiques ont €té

1.102 1.103.

employés dont certains sont mentionnés dans les articles de Uzun ef ¢ et Bhatti e/ a

Il s’agit des logiciels MAPPER'", SNAP'®” et le navigateur Web Ucsc' ' En plus de

ces derniers, F-SNP'® et MatInspector (SNPInspector)'® '

ont également été utilisés.
Bien entendu, les logiciels focalisant sur les SNPs codants (par exemple, les SNPs non
synonymes) ont ét¢ mis de coté dii au fait que les SNPs identifiés lors de ce projet se situent

uniquement au niveau des introns et des régions intergéniques.

6.5.1 Prédiction de la fonction des SNPs

Pour prédire I’impact fonctionnel des SNPs non codants, les programmes MAPPER
(Multi-genome Analysis of Positions and Patterns of Elements of Regulation), F-SNP
(functional SNP) et Matlnspector ont été employés. Ces programmes ont comme objectif
commun la recherche de sites de liaison pour les facteurs de transcription (TFBS) dans une
séquence d’ADN. Néanmoins, il n’y a pas une forte évidence que ces TFBS soient

vraiment fonctionnelles, mais ceci apporte du moins la possibilit¢ qu’un SNP non codant
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puisse influencer la régulation de |’expression génique. MAPPER représente une
plateforme d’identification computationnelle de TFBS dans plusieurs génomes et ce, a
I’intérieur du gene choisi par I’'usager. F-SNP, une base de données, a €¢galement recours a
des programmes permettant de prédire les TFBS tels que TFSearch''! et Consite''? en plus
de fournir des informations sur les effets fonctionnels des SNPs & I’aide de 16 outils bio-
informatiques et base de données. F-SNP analyse la séquence du SNP plutot que celle du
geéne entier. Similaire aux deux programmes précédents, Matlnspector (SNPInspector) est
un logiciel utilisant une large librairie de descriptions matricielles pour les TFBS afin de
localiser des appariements dans les séquences d’ADN tout en se basant sur la séquence qui

flanque le SNP.

Des outils bio-informatiques ont aussi €té cherchés dans le but d’évaluer I’impact
des SNPs d’intérét au niveau de I’épissage. Plusieurs programmes existent a cet effet dont
SNAP (integrated SNP annotation platform). Malheureusement, ces programmes sont
valides uniquement sur des SNPs situés dans les exons. En effet, ils prédisent des sites pour
les amplificateurs ou les silenceurs d’épissage exonique (Exonic  Splicing
Enhancers/Silencers; ESE et ESS) ou évaluent la séquence de jonction exon-intron afin de
vérifier si elle représenterait un site donneur ou accepteur adéquat. Comme les ESS/ESE se
trouvent exclusivement dans les exons et que les SNPs identifiés ne sont pas localiser dans

une jonction exon-intron, I’ impact de nos SNPs sur I’épissage n’a pu étre évalué.

6.5.1 Conservation des séquences entre différentes espéces

Des outils bio-informatiques sont disponibles afin d’examiner la conservation des
régions d’intéréts entre les especes. Il en existe plusieurs dont : MutDB' '3, ECR browser' ”,
Vista'", Ensembl''®, PupaSuite''” et UCSC'* ', Le navigateur Web UCSC est largement
utilisé dans la population scientifique et contient une €norme collection de génomes sur
lesquels plusieurs éléments peuvent étre cherchés et €tudiés visuellement comme les
séquences, les variations, les répétitions, I’expression, les transcrits, les génes, les maladies
associées a la région ciblée, la génomique comparative, etc. De plus, il est facile et simple
d’utilisation, il est complet, il offre une belle visualisation du patron de conservation de
séquence entre les espeéces et il comporte plusieurs options pour exécuter les analyses

souhaitées. UCSC comporte une section de génomique comparative dans laquelle se trouve
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I’option de conservation qui est définie par deux analyses: un alignement multiple
(Multiz“s) et des mesures de conservation dans 1’évolution (PhastCons”g). Ces analyses
peuvent étre effectuées sur un total de 28 espéces de vertébrés dont ’arbre phylogénétique
est représenté a la figure 12. Pour I’analyse avec PhastCons, deux mesures peuvent étre
obtenues : une conservation pour les 28 espéces (nommé Vertebrate Cons dans I’interface
visuelle) et une autre restreinte aux mammiféres placentaux (Mammal Cons) donc 17
espéces plus I’humain. Si seulement les mammiféres apparaissent dans 1’alignement, ces
deux mesures produisent les mémes résultats; cependant, si la région est conservée chez les

especes non mammaliennes, le score augmente sinon il diminuera.

human
chimp
rhesus
bushbaby
treeshrew
rat

mouse
guineapig
rabbit
shrew
hedgehog
dog

cat

horse
cow
armadillo
elephant
tenrec
opossum
platypus
chicken
lizard

frog
tetraodon
fugu
stickleback
medaka
zebrafish

Figure 12 Arbre phylogénétique des 28 espéces disponibles pour les analyses avec Multiz et PhastCons

6.6 Bio-informatique

Afin de gérer cette grande quantité de données génotypiques et phénotypiques,
I’utilisation de la bio-informatique fut essentielle. Ma formation en bio-informatique m’a
permis de concevoir les programmes (langage JAV A) requis pour : automatiser et optimiser
les tests génétiques (GEE et XRC-TDT), produire les fichiers d’entrées ou les scripts sous
différents formats (Merlin, XRC-TDT et GEE), transformer des fichiers de sortie en

graphiques (XRC-TDT et Merlin), accomplir la correction de covariables (sexe et age),
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vérifier la distribution normale des phénotypes et calculer la fréquence de I’alléle mineur.
J’ai aussi employé la bio-informatique pour modifier le programme EMLD afin qu’il puisse
accepter le chromosome X. De plus, grice a ses nombreuses méthodes disponibles, j’ai eu
recours au logiciel R a plusieurs reprises afin d’accomplir diverses taches tout au long des
analyses (calcul de I’équilibre d’Hardy-Weinberg) et j’al construit les requétes pour la base

de données au moyen du langage SQL.



Résultats




Chapitre 7 — Résultats sur le chromosome X

Avant d’entamer une étude génétique, il est primordial d’exclure les SNPs qui
résulteraient d’une erreur de génotypage. Pour des données basées sur des familles, ces
erreurs peuvent augmenter les erreurs de type [ et I1'?° et mener & de fausses conclusions.
De plus, les SNPs ayant une fréquence de I’allele mineur inférieur a 5% ont été éliminés de
I’étude, car I’hypertension ne représente pas une maladie rare. Pour prendre en
considération les multiples tests accomplis, la correction de Bonferroni peut étre appliquée.
Les résultats obtenus a partir des 1204 SNPs seront significatifs si la valeur p obtenue est
inférieure a 1E-06 et il sera question d’associations suggestives si la valeur p est entre 0.05
et 1E-06. Pour le bloc d’haplotypes d’ACE2, les résultats seront significatifs si celle-ci est
inférieure & 1E-03 et il y aura associations suggestives si la valeur p se trouve entre 0.05 et

1E-03.

7.1 Programme Merlin

Des analyses de liaisons non paramétriques basées sur les familles ont été
accomplies par Merlin via I’option minx; option congue spécialement pour le chromosome
X. Ce programme a 1’avantage d’accepter les phénotypes continus aussi bien que ceux
binaires et de s’exécuter dans un temps raisonnable. Par contre, sur le site Internet du
logiciel (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/reference.html), les auteurs font
une mise en garde & savoir qu’aucun article ne décrit la performance de I’option minx ainsi
que les algorithmes en détail. Méme si les auteurs croient que ’option minx fournit des
résultats valables, les méthodes ne sont pas publiées et donc, les auteurs mentionnent qu’il
faut les utiliser avec précaution. De plus, en divisant différemment les grandes familles en
familles nucléaires, les résultats obtenus par ces diverses séparations varient. En effet, des
résultats qui sont statistiquement significatifs lors d’une certaine séparation peuvent ne plus
étre présents lors d’une nouvelle séparation des familles. Etant donné ce manque de
robustesse, de validité et de cohérence, une suite a été donnée uniquement aux résultats
provenant du programme XRC-TDT dont la méthode a été publiée et testée par

. . 2
simulations'?'.
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7.2 Programme XRC-TDT

Plusieurs résultats significatifs ont été obtenus avec les analyses effectuées a 1’aide
du programme XRC-TDT. Dans cette section, les résultats sont présentés sans avoir été
corrigés pour les tests multiples afin de ne pas éliminer des SNPs qui pourraient étre
importants dans I’hypertension. Le tableau V1 résume les meilleurs résultats identifiés avec
XRC-TDT; il contient les SNPs avec les phénotypes auxquels ils sont associés ainsi que les
geénes d’intérét. La sélection de ces genes repose sur deux conditions : le géne contient le
SNP identifié ou il est positionné a proximité du SNP, ¢’est-a-dire a 500 kb avant ou apres
le SNP. La distance de 500 kb permet I’existence de LD entre le SNP et la variante
réellement a I’origine de leffet pathologique observé'**. En étudiant le LD de diverses
régions génomiques, dans une population du Royaume-Uni, Abecasis el a/. ont trouvé que
la moitié des SNPs étaient en un LD suffisamment utile pour ’identification d’associations
a une distance allant jusqu’a 50 kb, avec certaines associations s’étendant aussi loin que

500 kb'?,

Chez les hommes, les rs438102, rs407890 ainsi que le bloc d haplotypes d’ACE2
sont a |’origine d’associations significatives; tandis que chez les femmes, ce sont les
rs2116366, rs727562 et rs4911871. L’association entre le rs727562 et la pression artérielle
durant le jour est aussi présente dans le groupe des deux sexes réunis. Dans ce méme
groupe, les rs4131420 et rs1949393 sont associés a I’'indice Milwaukee et a six phénotypes
de pression artérielle respectivement. Plusieurs génes sont positionnés prés de ces SNPs et

parmi ceux-ci, certains représentent des genes candidats prometteurs.
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Tableau VI Meilleures associations obtenues pour le chromosome X avec le programme XRC-TDT

SNP cM Phénotype Valeur p obtenues avee XRC-TDT Génc a proximité
2 sexes Femmes Hommes
rs4131420 e 370 o Indice e 6,90E-06 o (0,004 e (03 RPGR, OTC,
Milwaukee SCAMOP, TCTETL,
TM4SF2, SRPX,
HYPM. MIG12,
SYTLS3,
L.LOC286441,
1.LOC340549,
1LOC392442,
.OC392443,
1.0C442446
rs438102 o 828 s Stamn o 0,002 o (04 o [,48E-04 LOCI39363,
d’hy‘pcrlension‘ FLI30672.
1LOC392552
rs1949393 o 378 o Statut s 9.97E-04 o 0,06 o (1,2 KLHLA4,
d’hypertension” o | 57E-04 e (.03 e 0,05 LAMRIPIS,
e PAD durant24h o 491E-04 e 0,04 e 0,03 bA345E19.2
o PAS durant 24h o 241E-06 o (.002 e (3,02
o PAD danslc o |.67E-04 o (02 o (.02
jour e 7,10E-04 e 0,1 e 0,1
o PAS dans lc jour
o PAD dans la
nuit
rs2116366 e 321 o PAS durant o 0,008 o 6,67E-04 o 04 FLJ31204
24hrs e 0,01 e G69IE-04 o 04 (FAAH2), ZXDB,
o PAS durant la ZXDA,
nuit LOCI69981,NOD2
4.1.0C392477,
SPIN2
15727562 e 30,6 o PAS danslcjour e 3.86E-04 o 2,07E-04 o 0,1 ILIRAPLI
rs4911871 o 69,1 o Indice Heather o 0,5 o 3.46E-06 e 0.1 HTR2CIL13RA2,
TMSL7.LRCH2,
FLJ40249,
1.OC286328
rs407890 e 3597 e Fréquence o 04 o 0,09 e LI2E-05 TGH2LX
cardiaque
152074192, o 222 ¢ LVMI e 0,7 e 03 o 0.04 ACEE2
15233373

(haplotype)

*Le statut d"hypertension est le seul phénotype qualitatif du tableau; cM : centimorgan

Afin de vérifier si les associations trouvées sont rattachées a un état biologique

particulier, des sous-catégories ont été formées et analysées: hypertendu (HT), normotendu

(NT), obése (Ob) et non obese (NOb). Des associations significatives dans [’un de ces sous-

groupes ont été constatées pour les rs1949393, rs2116366, rs727562 et rs407890. A propos

du rs1949393, les associations sont hautement significatives chez le groupe renfermant les

deux sexes, en particulier chez les hypertendus (Tableau VII). Pour le rs407890, toutes les

associations sont concentrées strictement chez les hommes, sans distinction pour les sous-

catégories (Tableau VIIT). Quant au rs2116366, une forte association, avec la PAS de 24hrs
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ainsi que de nuit, a été identifiée parmi les femmes hypertendues et non obéses (Tableaux
IX et X). Puis, pour le 1s727562 qui était associ¢ dans deux groupes (Tableau V1), un plus
grand nombre d’associations est retrouvé chez les femmes et cible en particulier celles

hypertendues et non obeses (Tableau XI).

Tableau VII Associations entre le rs1949393 et la PAS durant 24 heures pour différents sous-groupes a
I’aide de XRC-TDT

Sous-groupes 2 sexes Hommes Femmes

Non divisé 4,99E-04 0,03 0,04

Ob 0,03 0,3 0,1

. -Ob 0,01 0,2 0,2

HT 5,12E-03 0,5 0,2

S 1 S O e 293

HT+Ob 0,2 0,4 0,5

HT-Ob 0,08 1 0,2
NT+Ob 0,4 0,6 1

NT-Ob : 0,2 0,4 0,7

Tableau V111 Associations entre le rs407890 et la fréquence cardiaque pour différents sous-groupes a
I'aide de XRC-TDT

Sous-Groupes 2 sexes Hommes Femmes

Non divisé 0,3 1,12E-05 0,09

Ob 0,3 7,78E-03 0,4

-Ob 1 0,02 0,3

HT 0,09 3,27E-03 0,5

S | S S 003 292

HT+Ob 0,2 0,1 1

HT-Ob 0,8 0,3 0,7
NT+Ob 1 0,1 1

NT-Ob 1 1 0,5

Tableau IX Associations entre le rs2116366 et la PAS durant 24 heures pour différents sous-groupes a
Paide de XRC-TDT

Sous-groupes 2 sexes Hommes Femmes

Non divisé 0,005 0,4 6,67E-04
Ob 0,4 0,4 1

-Ob 0,05 0,5 1,38E-03

HT 6,92E-03 0,1 7,26E-03

S e 03 92
HT+Ob 0,7 0,3 1
HT-Ob 0,01 0,2 0,02

NT+Ob 0,9 1 1

NT-Ob 0,4 0,3 0,2
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Tableau X Associations entre le rs2116366 et la PAS durant la nuit pour différents sous-groupes a
Paide de XRC-TDT

Sous-Groupes 2 sexes Hommes Femmes
Non divisé 0,007 0,4 6,91E-04
Ob 0,4 0,4 1
-Ob 0,03 0,8 1,38E-03
HT 0,02 0,2 7,26E-03
Ll N 06 03, 06
HT+Ob 0,7 0,7 1
HT-Ob 1,90E-03 0,1 0,02
NT+Ob 1 1 ---
NT-Ob 0,8 0,3 0,5

Tableau X1 Associations entre le rs727562 et la PAS durant le jour pour différents sous-groupes a
I’aide de XRC-TDT

Sous-groupes 2 sexes Hommes Femmes
Non divisé 0,002 0,1 2,07E-04
Ob 0,05 0,06 0,2
-Ob 0,02 0,8 1,78E-03
HT 0,06 1 2,07E-03
N 0.05 ] U1 SR SN
HT+Ob 0,9 0,4 0,5
HT-Ob 0,1 1 8,30E-03
NT+Ob 0,2 0,3 0,4
NT-Ob 0,9 0,4 : 1

7.3 Relation entre le génotype et le phénotype

La relation, entre le phénotype et le génotype des SNPs identifiés, a été évaluée a
partir d’un test d’association accompli par la méthode GEE, une analyse de régression.
Pour ce faire, les sujets ont été regroupés selon les alléles du SNP et les moyennes de
phénotype pour ces groupes alléliques ont ét€ comparées entre elles. Lorsque la variable
indépendante, ici le génotype, est de type facteur (variable catégorique), une des valeurs du
facteur doit étre considérée comme la valeur de référence. Dans le script servant a exécuter
la fonction GEE (SAS 9.1), la division des sujets en différents sous-groupes alléliques
requiert la création de variables fictives (dummy variable). Celles-ci représentent des sous-
groupes de I’échantillon a I’étude (ici les sous-groupes alléliques) et seront affectées a la
valeur 0 ou 1. Par exemple, chez les femmes du tableau XII, la variable fictive fixée a 0 est

le sous-groupe allélique (GG) et devient la valeur de référence; tandis que les variables
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fictives assignées a | correspondent aux restes des sous-groupes alléliques {(AA et AG).

Alors, les variables établies a | seront comparées a la valeur de référence, celle affectée a 0.

Une relation phénotype/génotype significative existe dans le cas des rs2116366 et
rs407890. En ce qui concerne le rs2116366, la plus grande différence de moyenne,
statistiquement significative, a été¢ observée chez les femmes pour la PAS de 24 heures
(Tableau XII). Une différence de 7,4 mmHg est présente entre les deux groupes de femmes
homozygotes; les femmes ayant les alleles AA montrant une valeur de PAS plus élevée.
Chez les femmes, cet allele posséderait donc un effet dominant qui n’est pas autant présent
chez les hommes; mais globalement, les mesures de PAS, chez les individus ayant au
moins un alléle A, sont plus élevées (Tableaux XII et XIII). Concernant la prévalence du
statut d”hypertension, 64,6% des femmes avec le génotype AA s’avérent étre hypertendues
comparativement a 42,3% chez les femmes homozygotes pour I’allele G (Tableau XIV).
Pour notre population, I’allele A du rs2116366 est le plus fréquent, ce qui correspond a ce
qui est observé dans la population caucasienne sur HapMap, ou 76,7% des chromosomes
ont [’allele A a cette position; tandis que, 1’alléle G est plus fréquent avec 98,3% chez les
africains, ou la prévalence de I’hypertension est la plus élevée. Quant au rs407890, la
différence de fréquence cardiaque la plus significative se trouve au sein du groupe des deux
sexes réunis avec 3,4 battements/minute entre les homozygotes AA+A et GG+G (Tableau

XV).
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Tableau XIT Comparaison des moyennes de PAS durant 24 heures selon les différents génotypes du
rs2116366

Sexe Génotype # sujets Moyenne Déviation standard Valeur p
du SNP
Femme AA 36 118,8 14,8 0,02
AG 60 114,7 13,6 0,2
LS L€ S 26 . Wi 105 Référence

AA 36 118,8 14,8 0,2

AG 60 114,7 13,6 Référence
GG 26 111,4 10,5 0,2
AA 36 118,8 14,8 0,1

AG+GG 86 113,7 12,7 Référence
Homme A 75 123,9 12,1 0,1

G 49 120,7 12,3 Référence
2 sexes AA+A 111 121,0 13,0 0,03
AG 60 118,4 13,5 0,5

ESA 5 € S [EN— 1es  __...120 . Référence

AA+A 111 121,0 13,0 0,4

AG 60 118,4 13,5 Référence
GG+G 75 116,3 12,0 0,5
AA+A 111 121,0 13,0 0,05

AG+GG+G 135 117,3 12,7 Référence

Tableau X111 Comparaison des moyennes de PAS durant la nuit selon les différents génotypes du
rs2116366

Sexe Génotype # sujets Moyenne Déviation standard Valeur p
du SNP
Femme AA 36 112,7 15,0 0,04
AG 60 106,8 13,0 0,7
__________ GG 22057 L0 Référence
AA 36 112,7 15,0 0,04
AG 60 106,8 13,0 Référence
GG 27 105,7 11,0 0,7
AA 36 112,7 15,0 0,03
AG+GG 87 106,5 12,3 Référence
Homme A 75 117,4 12,7 0,2
G 49 114,2 12,6 Référence
2 sexes AA+A 111 114,5 13,3 0,06
AG 60 110,7 12,9 0,9
....... GG*G 76 ..oz o125 Référence
AA+A 111 114,5 13,3 0,09
AG 60 110,7 12,9 Référence
GG+G 76 110,2 12,5 0,9
AA+A 111 114,5 13,3 0,03

AG+GG+G 136 110,4 12,6 Référence
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Tableau XIV Prévalence du statut d’hypertension chez les femmes selon les génotypes du rs2116366

Sexe Sujets hypertendus avec Sujets hypertendus avec le Sujets hypertendus avec le
le génotype AA génotype AG génotype GG
(n=179) (n=117) (n=52)
Femmes 64,6% 46,2% 42.3%
(n=248)

Tableau XV Comparaison des moyennes de la fréquence cardiaque selon les différents génotypes du
rs407890

Sexe Génotype # sujets Moyenne Déviation standard Valeur p
du SNP
Femme AA 10 75,1 10,9 04
AG 54 73,5 12,2 0,9
L1 09 7239 90 Référence
AA 10 75,1 10,9 0,6
AG 54 73,5 12,2 Référence
SN € € S 6 2 ! 90 0,9
AA 10 75,1 10,9 0,5
AG+GG 123 73,2 10,8 Référence
Homme A 42 69,6 10,8 0,1
G 97 65,7 10,3 Référence
2 sexes AA+A 52 72,6 10,8 0,02
AG 54 70,1 12,3 0,5
LL8GHG 166 ... 692 W0 Référence
AA+A 52 72,6 10,8 0,3
AG 54 70,1 12,3 Référence
GG+G 166 69,2 10,1 0,5
AA+A 52 72,6 10,8 0,03
AG+GG+G 220 69,4 10,7 Référence

7.4 Déséquilibre de liaison

Pour les SNPs d’intérét, la prochaine étape consiste a regarder s’ils sont en LD avec
un SNP localisé¢ dans un geéne ou s’ils font partis d’un bloc d’haplotypes. La figure 13
montre un exemple d’une carte de LD produite avec le logiciel Haploview®’. Dans cet
exemple, le LD présent entre les SNPs numérotés 778 a 785 est illustré par des losanges
rouges entre ceux-ci. La couleur du losange représente la valeur de LD; plus celle-ci se
rapproche de 1 (LD complet) plus elle sera foncée. Les valeurs indiquées dans les losanges
rouges représentent le D’. Dans la figure 13, un bloc d’haplotypes est formé par les SNPs

numérotés de 778 a 785.
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Le tableau XVI répertorie le nombre de SNPs de la population caucasienne en LD
aveo les SNPs d’intérét identifiés par XRC-TDT et indique s ceux-ci se trouvent dans un
gene. Les informations sur les SNPs de la population caucasienne ont éte prises sur le site
public d"HapMap. Trois des SNPs mis en évidence par XRC-TDT (rs21 16366, rs727562,
rs491 1871) se localisent déja a 1'intérieur d'un géne; alors que, pammi les quatre autres, un
seul, le rs4131420, est en LD avec des SNPs de la population caucasienne qui sont situés
dans le géne resinitis pigmentosa G Pase regulator (RPGR). Au total, gquatre SNPs de la

population caucasienne, en LD avec ceux identifiés lors du projet, sont situés dans des

cxons de génes.

Tableau X%¥1 Mombre de SMPs de Ia population cavcasicnne en LI} avec les 5NPs dintérét
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Tableau XVI Nombre de SNPs de la population caucasienne en LD avec les SNPs d’intérét

SNPs # de SNPs SNPs localisés dans un gene
identifiés caucasiens
rs4131420 18 Les SNPs caucasiens sont dans le géne RPGR
rs438102 0 Aucun SNP n’est dans un géne
1rs1949393 0 Aucun SNP n’est dans un géne
1s2116366 65 Le SNP identifié ainsi que ceux caucasiens sont

localisés dans FLJ31204 (FAAH2). Deux des SNPs
caucasiens, rs2516023 et rs1367830, sont situés dans
I’exon | et I’exon 10 de ce géne, avec une fonction

synonyme

rs727562 20 Le SNP identifi€¢ et ceux caucasiens sont dans
ILIRAPL1

1s4911871 54 Le SNP identifié et ceux caucasiens se localisent

dans HTR2C. Deux des SNPs caucasiens, rs1801412
et le rs6318, se situent dans l’exon 6 (fonction
3’UTR) et I’exon 4 (fonction non synonyme)

rs407890 0 Aucun SNP n’est dans un géne

A Paide du programme Haploview, les blocs d’haplotypes correspondants aux
SNPs identifiés ont été trouvés. Le tableau X VII offre une description de ces blocs avec les
genes couverts par ceux-ci. De plus, pour les SNPs n’étant pas associés a un bloc, ce

tableau indique quels SNPs sont en LD complet avec le SNP identifi¢ lors du projet.

Tableau XVII Blocs d’haplotypes et régions de LD complet associés au SNPs identifiés

SNP Bloc d’haplotypes et régions Longueur de la Gene couvert
de LD complet région touchée
(kb)
rs4 131420 rs10521413, rs4131420 17 RPGR (1510521413 : intron 6)
rs438102 rs438102, rs398262, 2 -
rs1929364
51949393 51949393, rs1589075 0,074 ---
rs2116366 rs7050676, rs204166, 449 SPIN2, FAAH2 (rs2116366 : intron 7)
rs10521487, rs2116366
rs727562 rs727562, rs10521953 14 ILIRAPLI (rs727562 : intron 5,
rs10521953: intron 5)
rs4911871 rs569959, rs539748, 327 HTR2C (rs569959 : intron 1, rs539748:
rs4911871, rs2497522, intron 1, rs4911871: intron 4, rs2497522:
rs2428707, rs950463, intron 4, rs2428707: intron 4),
rs5946229, rs1335614 LOC727794 (rs569959: exon 1),
SNORA35, MIRN448
rs407890 rs223724, rs407890 3 ---
rs2074192 ACE2 (rs2074192 : intron 16,
1233575 rs2074192, rs233575 0,176 rs2335g5 - intron 16)

Les SNPs en caractére gras sont ceux qui forment réellement un bloc d’haplotypes et les autres sont
uniquement en LD complet (D' = 1)
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7.5 Prédiction de I'impact des SNPs

L’impact des SNPs non codants a ensuite €t€ analysé a 1’aide de trois programmes :
F-SNP, MAPPER et SNPInspector. Le tableau XVIII décrit les résultats obtenus avec F-
SNP. Pour cinq SNPs, le programme a prédit un changement de sites de liaison de facteur
de transcription (TFBS) en comparant I’alléle ancestral a I’alléle mutant, dont trois SNPs

ou les facteurs de transcription se rapportent a 1’espéce humaine.

Tableau XVIII Prédiction d’impact des SNPs identifiés avec F-SNP

SNP Type de région Impact prédit TFBS chez I’humain
rs4131420  En amont de RPGR --- -
rs10521413 Intronique - ---
rs438102 Intergénique’ --- -
rs398262 Intergénique -=- ---
rs1929364 Intergénique --- ---
rs1949393 Intergénique - -
rs1589075 Intergénique --- -
rs2116366 Intronique -—- -
rs7050676 Intergénique --- ---
rs204166 Intergénique --- ---
rs10521487 Intergénique --- ---
1s727562 [ntronique - -
rs10521953 Intronique --- ---
rs4911871 Intronique Changement dans la Avec ’allele A (ancestral), il y a gain
prédiction de TFBS d’un TEBS pour CDPCR
rs569959 Intronique Changement dans la -
prédiction de TFBS
rs539748 Intronique Changement dans la Avec ’allele A (ancestral), il y a gain
prédiction de TFBS d’un TEBS pour Pbx-1
rs2497522 Intronique Changement dans la Avec Pallele C (mutant), il y a gain
prédiction de TFBS d’un TFBS pour CRE-BP
rs2428707 Intronique Aucun changement dans la -

prédiction de TFBS
rs950463 En aval ’HTR2C --- -
rs5946229 En aval d’HTR2C - -—-
rs1335614 En aval ’HTR2C --- -

rs407890 Intergénique --- ---

15223724 Intergénique - -

rs2074192 Intronique Aucun changement dans la ---
prédiction de TFBS

1s233575 Intronique Changement dans la ---

prédiction de TFBS

Le logiciel MAPPER a aussi prédit une liste faramineuse de TFBS dans les introns

des génes ou se situent les SNPs d’intérét et ce pour différentes especes. En regardant la
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visualisation des résultats de ce programme a I’aide du site UCSC, seul le rs2074192 se
situe a I'intérieur d’un TFSB putatif, celui de Pou3F2. Il faut noter que pour le géne
HTR2C, le programme n’a pu terminer ’analyse, peut-€tre en raison d’un trop grand

nombre de TFBS possibles, dépassant la capacité du logiciel a tous les afficher.

Par la suite, des analyses a I’aide de SNPInspector ont été accomplies. Pour tous les
SNPs situés dans des régions introniques, ce logiciel a prédit des gains ou des pertes de
TFBS (Tableau XIX). Pour le rs4911871, tout comme F-SNP, SNPInspector suggére
qu’avec I’allele G il y a perte du TFBS d’une protéine de type CDPCR.

Tableau XIX Prédiction d’impact des SNPs identifiés avec SNPInspector

SNP Changement  Gain/Perte de TFBS  Brin Facteur de transcription
rs10521413 C—-T Gain - PAX6
C—T Gain - E2F4 DP2
rs2 116366 C—T Perte + OCTI
C—T Gain - PAX3
C—T Gain - MYTI
C—T Gain - P53
rs727562 A—C Perte + E4BP
A—-C Perte + VBP
A—-C Perte + ATATA
A—C Gain - PAX6
rs10521953 A—>T Perte + STAF
A—T Gain - LTATA
rsd911871 A—G Perte + CDPCR3HD
A—G Perte + HOX PBX
A—G Gain - CDPCR3
A—-G Gain - YY1
A—G Gain - NEUROD]I
rs569959 A—-G Perte =2 YYI
A—G Gain - CDPCR3
A—G Gain - WHN
15539748 A—-G Perte + XVENT2
A—G Perte + CDp
A—G Perte - BRN2
A—G Perte + NFY
A—-G Perte + HOXCI13
A—G Gain + GATA
rs2497522 C—T Perte - TAXCREB
C—T Gain - TEF
152428707 A—G Perte + PLZF
A—G Gain - CDX2
rs2074192 C—->T Perte - OTC
C—-T Perte - NF1
C—oT Gain - MREF2

rs233575 C—T Gain - BCL6
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7.6 Conservation des séquences entre les espéces

En examinant la conservation de séquences entre les especes via le site UCSC, il
peut étre observé que les rs4131420, rs438102, rs398262, rs1929364, rs1949393,
rs1589075, rs2116366, rs7050676, rs204166, rs10521487, rs727562, rsl0521953,
rs539748, rs2497522, rs2428707, rs5946229, rs407890, rs223724 et rs2074192 ne se
situent pas au niveau d’une région conservée (données non montrées). Les rs10521413,
1s569959 et 233575 se localisent a moins de 20 pb d’une région bien conservée chez la
plupart des mammiferes placentaux et les primates (Figures 14-16). Pour les primates
uniquement, le rs950463 survient entre deux régions relativement bien conservées (Figure
17). Puis, deux SNPs, rs1335614 et rs4911871, sont contenus aux extrémités d’une région
moyennement conservée (chez le chimpanzé, le Rhesus, le chien et 1’éléphant) et peu
conservée (chez les primates et six mammiferes placentaux) respectivement (Figures 18 et

19).
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Apres avoir examiné le miveau de conservation des régions o0 sont présents les
SNPs identifiés, la conservation des génes couverts par les blocs d haplotypes a été étudiee
(RPGRE, FAAHZ, ILIRAPL], HTR2C, ACE2 et SPIN2). Pour ACE2, toutes les séquences
des exons démontrent une trés bonne homologie surtout cher les mammiféres placentaux
gue chez le reste des vertébrés en plus de la présence d'un haut pic de conservation dans
["tntron 2 (Figure 20). Pour le géne RPGR, 1] peut étre constate que la conservation se
trouve chez la plupart des séguences exoniques chez les primates el les mammiféres
placentaux (Figure 21). Un patron similaire est également observable pour HTR2C pour les
mémes especes (Figure 22). Pour sa part, IL1RAPL | montre un taux de conservation sans
préférence pour les exons chez les primates et les mammiféres placentaux (Figure 23);
tandis que, FAAH2 représente |"homologie la plus faible de tous les génes &udigs, avec
quelques bouts de séquences similaires chez le chimpanzé et le Rhesus (Figure 24). De son
coté SPINZ, contient un exon hautement conservé chez les pnmates et environ la moitié des
mammiféres placentaux. Méme des alignements onl pu étre établis pour le reste des
vertébrés (Figure 25). Malheureusement, le patron de conservation de SNORA3JS et
MIRN44% n'ont pu étre obtenu. En effet, en entrant les noms de ces deux genes sur le site

LUCSC, la visualisation affichée concerne le chromosome 7 et non le chromosome X.
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Discussion




Chapitre 8 — SNPs et génes d’intérét découverts sur le
chromosome X

8.1 SNPs et génes d’intérét

Sept SNPs ont été choisis pour €tre présentés dans ce mémoire étant donné leur haut
niveau de significativité et aux génes auxquels ils se rapportent. Pour le groupe des deux
sexes réunis, les rs4131420 et rs1949393 ont montré une association significative (Tableau
VI). Le rs4131420 est en association avec 1’indice Milwaukee, une mesure de contractilité
cardiaque. Plusieurs SNPs de la population caucasienne, en LD avec le rs4131420, sont
localisés dans le géne RPGR de méme que le rs10521413 du SLSJ qui forme un bloc
d’haplotypes avec celui-ci (Tableaux XVI et XVII). Pour le moment, un défaut a I’intérieur
ce gene est impliqué uniquement dans des pathologies de la vision; cependant, son
expression dans différents tissus, dont le cceur, inclut la possibilité qu’il puisse jouer un rle
dans des pathologies autres que celles affectant I’eil. Ensuite, en examinant les genes
proches du SNP identifié, celui de I’ornithine carbamoyltransferase (OTC) a été repéré. Ce
dernier se trouve a seulement 23 771 pb du rs4131420 et pourrait étre impliqué dans la
susceptibilité¢ de désordres complexes comme les maladies cardiovasculaires (Figure 26).
En effet, en métabolisant I’ornithine en citrulline, ’OTC joue un réle important dans la
voie de synthése de la L-Arginine (Arg)'**. Celle-ci est un acide aminé qui agit comme
substrat dans la synthese de NO'® un facteur relaxant essentiel dans la régulation du tonus
vasculaire et de I’hémodynamique. L’Arg exerce aussi ses actions vasculaires par des
mécanismes indépendants du NO tels que la sécrétion d’insuline'*. Une carence en Arg, un
précurseur du NO, sera logiquement a ’origine d’une déficience en ce dernier. Le NO est
un radical libre qui agit comme agent antioxydant. Pour plusieurs organes, il fournit une
protection contre ’action des superoxides (O2-), en |’éliminant des tissus biologiques;
toutefois, la superoxide dismutase accomplit principalement la réduction de 02-'*7. 1L°02-,
un produit du métabolisme cellulaire, a le pouvoir d’endommager les organes. Il est donc
possible que la déficience de NO engendre une accumulation croissante d’02-'% L°02-
peut aussi désactiver le NO pour former du peroxynitrite réduisant la disponibilité de
NO'®. Dans I’hypertension, il a été rapporté que la libération excessive d’02- désactive le

NO aussit6t qu’il est produit menant au développement d’une pression artérielle élevée'*.
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Cuzzocrea et al., ont enlevé I’0O2- a I’aide d’une superoxide dismutase synthétique, ce qui a

eu pour effet de rétablir la pression artérielle proche des valeurs normales''.

Ornithine

Citrulline

v

Arginine

v

NO

v

Vasodilatation

Figure 26 Lien possible entre OTC et ’hypertension

Pour le second SNP, le rs1949393, les associations disparaissent lorsque les deux
sexes sont analysés séparément (Tableaux VI et VII) relevant soit d’une cause biologique
ou simplement d’une puissance statistique insuffisante. En effet, la séparation par sexe a
pour conséquence de diminuer considérablement la taille des échantillons sur lesquels les
tests sont faits, diminuant ainsi la précision des estimés. Dés lors, I’étude n’a plus la
puissance statistique adéquate pour détecter la différence désirée. Certes, plus la taille de
’effet clinique ciblé est faible, plus le nombre d’individus requis pour établir la
significativité doit étre grand ; de méme que, si I’échantillon est trop petit, le test devient
susceptible aux erreurs de type II (faux négatifs)'?%. D aprés le tableau VII, le rs1949393
semble avoir davantage un lien avec la pression arténelle qu’avec I’indice de masse
corporelle. En effet, en divisant les individus en sous-catégories, la plus forte association se
trouve chez les 2 sexes dans la sous-catégone des hypertendus; mais, lorsque les sujets sont
regroupés selon leur statut d’hypertension et d’obésité, les associations disparaissent. Ni ce
SNP et ni le rs1589075 du SLSJ en LD complet avec celui-ci ne se situe dans un gene

(Tableau XVII). Cear était prévisible putsque la région Xq21.3 est pauvre en géne et
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présente plusieurs points de rupture'”’. Le registre des microRNAs de I’institut de Sanger

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/) ne souléve aucun microRNA pour cette

région de méme que la littérature n’y rapporte pas I’existence d’un désert de genes.
Toutefous, les travaux de Ross ef al. indiquent qu’une des homologies entre le chromosome
X et Y se trouve dans une large région nommée X-transposed region (XTR, Figure 8).
Celle-ci correspond justement a Xq21.3 et Ypl11.2-p11.3 et fut dupliquée du chromosome
X au Y depuis la divergence des lignées de I’humain et du chimpanzé53. Il reste que le géne
le plus proche du rs1949393 est le kelch-like 4 (KLHL4) qui est a 222 837 pb. Ce dernier
est caractérisé par des motifs kelch répétés, un domaine de liaison aux protéines, POZ/BTB,
et est exprimé au niveau du ceeur foetal>*. Ces motifs répétés seraient des domaines de
liaison a P’actine. La fonction spécifique de ce géne n’a pas encore été déterminée;
cependant, celui-ci est situé dans la région critique de palatoschisis liée au chromosome
X', Afin de recueillir plus d’informations sur cette région, les recherches ont €té portées
chez le rat (Rattus norvegicus, Xq32) et la souris (Mus musculus, XEI) en cherchant la
synténie a I’aide de KLHL4 (Figure 27). Malheureusement, pour ces deux espéces, aucun
article ne porte sur cette région; par ailleurs, chez I’humain plusieurs génes et loci localisés

dans cette région sont rattachés a diverses maladies.



69

aa.sn- B 1
1 RG018654.J 110.5
] 108,50 | :
- | ’ 1
] T q
8660 1 110.6H]
103,41 | ]
+ 1 X+ ] LOCEB5268 ] | ——-—-I:JM
o 1 I g
] T
Jeatd ] ]
86. 70 103,50 Y s Gm1866
1 |xCa] ] ]
A9l 4« -RED15615., ]
] 1&'3.3!'!—_ 110.8!1-‘
£6. 51 1 !
] - -wesapts ] ]
108,70
] . . LOC546361
85, 91 1 - 01r1753-ps 1
i ] 1=
] ] Je
% ] 1L
32 105.34 & s
g-i—ﬂwszsz iy 2 1
1 ] g | in- 2
1o} Joo|- 18
iTh- & | -‘1| 8 | ] g z . M—GCS%26
15| { @ | -rocsorzsz 1=
1g 14 | o
| ; ‘ 145.9n-) ; | L 3‘
| - i rv

Figure 27 Représentation de la synténie, chez le rat, la souris et I’humain, pour la région entourant le
géne KLHL4 (rectangles rouges), tirée de www. NCBJ.nlm.nih.gov

Comme I’indique le tableau VI, le rs727562 est associé au méme phénotype a
I'intérieur de deux groupes: femmes et tous. L’association trouvée chez les deux sexes
ensemble représenterait en réalité la forte association présente chez les femmes. Le tableau
X1, contenant les données des sous-catégones, démontre bien ce phénomene. D’apres ce
tableau, il peut étre constaté qu’une seule association apparait chez les deux sexes
comparativement a trois chez les femmes et aucune chez les hommes. Donc, 1’association
chez les femmes serait suffisamment forte pour étre détectée méme en présence d’hommes
dans [’échantillon; par conséquent, I’impact du rs727562, sur la PAS durant le jour, serait
spécifique a la femme. Le rs727562 aussi bien que les SNPs caucasiens et le rs10521953 du

SLSJ en LD avec celui-ci se situent dans les introns du géne interleukin 1 receplor
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accessory protein-like 1 (ILIRAPLI) (Tableaux XVI et XVII). Ce géne, de la région Xp21,
encode une protéine appartenant a une nouvelle classe de la famille de récepteurs I1-1/Toll,
sans toutefois étre une protéine réceptrice pour Il-1 33 Les résultats rapportés par Bahi et al.
suggeérent qu’ILIRAPL] pourrait représenter un régulateur d’exocytose dépendant du
calcium'’. Ce géne est exprimé dans différents tissus humains dont le rein feetal et le cceur

136. 137 ¢t tout comme les récepteurs d’interleukine 1, il contient le domaine de

adulte
récepteur Toll/interleukine-1. Ce dernier est crucial dans la transduction du signal lors de la
réponse immunitaire de ’hote'*® ; cependant, d’autres recherches sont nécessaires afin
d’évaluer le role d’ILIRAPL] dans la régulation immunitaire et la défense de I’hote. Une
accumulation de plusieurs évidences impliquerait le systéme immunitaire dans la
pathogenese de I’hypertension ; en effet, les personnes hypertendues démontrent un niveau
plus élevé d’IgG dans le sérum', de globules blancs, de certaines sortes de cellules T que
celles normotendues'*’. 1l a été démontré que I’interleukine-6, une cytokine messagere
menant a I’amélioration de 1’inflammation, serait corrélée positivement avec ’indice de
rigidité des larges artéres'' et représenterait un facteur de risque indépendant pour une
pression artérielle élevée chez des sujets en santé'*. De plus, Dalekos et al. ont rapporté
que les concentrations plasmatiques d’interleukine-13 étaient davantage €levées chez les
sujets souffrant d’hypertension essentielle'®. Une évidence de liaison a aussi €té rapportée,

par Cucca et al., entre la région Xp21-pl1 et le diabéte de type | s

Strictement chez les femmes, les rs2116366 et rsd911871, sont associés a la PAS
(durant 24 heures et la nuit) et I’indice Heather (indice de contractilité cardiaque)
respectivement (Tableau VI). D’aprés les résultats obtenus, les alléles du rs2116366
démontrent une implication importante dans la régulation de la pression artérielle
systolique et ce, surtout chez les femmes et en particulier celles hypertendues et non obéses
(Tableaux IX et X). Tout comme le rs727562, I'impact du rs2116366, sur les deux
phénotypes auxquels il est associé, serait spécifique a la femme. Ce SNP (Xpl11.1) est situe
dans un des introns du gene fatty acid amide hydrolase 2 (FAAH2) (Figure 28). Les acides
gras amidés, une classe de transmetteurs lipidiques, constituent le substrat de [’enzyme
FAAH. Cette classe de transmetteurs renferme |’anandamide cannabinoide endogene qui
posséde une activité hypotensive ¢t cardiodépressive en plus de I’oléamide, une substance

induisant le sommeil. En hydrolysant les acides gras amidés, la FAAH contréle I’amplitude
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et la darée du signal de ceux-c1 (Figure 29). L’expression de FAAH2 a été observée dans
plusieurs tissus humains, dont le cceur et les ovaires'®. Batkai ef al., en étudiant I’effet des
endocannabinoides (I’anandamide) sur I’hypertension chez les rats spontanément
hypertendus (SHR), ont observé une augmentation de I’expression de FAAH]I au niveau du
myocarde et par le fait méme une diminution des niveaux d’anandamide dans cette
souche'. D’aprés leurs données, ils concluent que les endocannabinoides suppriment la
contractilité cardiaque dans I’hypertension et qu’une amélioration des effets vasodilatateurs
de I’anandamide en bloquant sa dégradation peut normaliser la pression artérielle’®. Cette
découverte cible les endocannabinoides comme nouvelle cible thérapeutique dans le
traitement de ’hypertension. Il reste & savoir si FAAH2 pourrait réguler de la méme
maniere le signalement des endocannabinoides au niveau du cceur chez I’humain. En plus
de couvrir le géne FAAH?2, la région de LD complet formée du 1s2116366 et de trois autres
SNPs (rs7050676, rs204166, rs10521487) de la population du SLSJ, englobe aussi le géne
SPIN2 (spindlin family member 2) (Tableau XVII). 1l s’agit d’une nouvelle protéine
nucléaire régulant la progression du cycle cellulaire et dont Pactivité est liée a I'inhibition
de l’apoptosem; par contre, aucun lien n’est fait dans la littérature entre SPIN2 et

I’hypertension.

. Exon . Intron Rs 21 I 6366
202 490 bp

Figure 28 Géne FAAH2, le rs2116366 se situe dans I’intron 7
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FAAH
Acides gras amidés : classe de
transmetteur lipidique
y
Controle Endocannabinoides
I’amplitude et la
durée du signal y
des ac@es gras Activité hypotensive et
amidés cardiodépressive

Figure 29 Role de ’enzyme FAAH

L’association la plus significative chez les femmes fut celle entre le rs4911871
(Xq23) et ’indice Heather (Tableau VI). Ce dernier se situe dans un des introns du gene 5-
hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2C (HTR2C). Le rs4911871 en plus de sept SNPs
du SLSJ (rs569959, 15539748, 152497522, rs2428707, rs950463, rs5946229, rs1335614)
font partis d’un large bloc d’haplotypes s’étendant sur 327 kb (Tableau XVII). En plus du
rs4911871, quatre SNPs de ce bloc sont localisés dans les régions introniques d’HTR2C.
De plus, plusieurs SNPs caucasiens en LD avec le SNP identifié¢ sont aussi contenus a
Pintérieur d’HTR2C dont le rs1801412, situ¢ dans I’exon 6 et qui posséde une fonction 3’
UTR et le rs6318, positionné dans I’exon 4 et qui a une fonction non synonyme (Tableau
XVI). Des études ont établi un role pour le récepteur HTR2C dans I’obésité et la résistance
au diabéte de type I1'*®, deux désordres complexes impliqués dans |’hypertension. De plus,
la sérotonine représente une substance vasomotrice qui en liant différents récepteurs meéne a
une vasoconstriction ou a une vasodilatation. Par des effets périphériques et centraux
comme la régulation de la pression artérielle, cette substance pourrait étre responsable de
certaines formes d’hypertension'* et ce peut-étre en faisant intervenir HTR2C (Figure 30).
Des antagonistes des récepteurs de sérotonine, tels que la kétansérine, ont été proposés
comme agents thérapeutiques pour les maladies cardiovasculaires incluant I’hypertension'” 0,
Par une analyse de liaison, Pajukanta et al. ont découvert deux loci, dont un sur le
chromosome X@23-26 qui serait susceptible de jouer un role dans les maladies
coronariennes''. 11 est connu que les hommes sont a plus haut risque de développer une

maladie coronarienne (CHD) que les femmes ; le ratio hommes-femmes étant de 2 :1, pour
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une incidence fatale de la maladie et ce, dans plusieurs pays avec des habitudes de vie
différentes'*%. Tout comme I’hypertension, la présence de CHD chez les femmes en
préménopause est moindre que celles postménopausées. En effet, I’étude Framingham de
Gordon ef al. indique que le taux d’incidence de CHD chez les femmes postménopausées
est plus que le double de celui des femmes en préménopause et du méme age'>’. Déja
impliqué dans I’hypertension, un effet protecteur de I’cestrogéne a aussi été suggéré pour ce
phénoméne, mais reste controversé. Effectivement, I’étude de Lawlor ef al. indique plutot
que le dimorphisme sexuel dans la CHD résulterait des facteurs environnementaux'*. Un
des SNPs (rs569959) du bloc d’haplotypes se retrouve aussi dans I’exon 1 du LOC727794
qui n’est qu’une protéine hypothétique pour le moment. De plus, ce bloc couvre les génes
SNORA3S, un petit ARN du nucléole, et MIRN448, un microRNA, pour lesquels aucun
article n’est publié ; néanmoins, les microRNAs pourraient étre impliqués dans

I’hypertension aussi bien que les maladies cardiaques'*> 56 (Tableau XVII).

/

RS1 RS2

Sérotonine

! !

Vasodilatation Vasoconstriction

Figure 30 Réle de la sérotonine et réle possible du récepteur HTR2C dans I’hypertension; récepteur :R

Trois associations ont été identifiées chez les hommes exclusivement et font
intervenir les 15438102, rs407890 et le bloc d’haplotypes d’ACE2 (Tableau VI).
L’association la plus significative est celle entre le rs407890 et la fréquence cardiaque. Le
statut d’hypertension et d’obésité ne sont pas a ’origine de cette association comme le
démontre le tableau VIII, de méme qu’il n’y a pas de relation génotype/phénotype chez les

hommes. Dans ce cas, I’association entre ce SNP et la fréquence cardiaque ferait peut-étre
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intervenir un phénotype intermédiaire. Ce SNP forme un bloc d’haplotypes avec le
rs223724, mais aucun d’eux n’est compris & 'intérieur d’un géne, ni méme en couvre
un (Tableau XVII); toutefois, le gene TGFB-induced factor 2-like, X-linked (TGIF2LX)
s’avere étre le plus proche du rs407890, a une distance de 364 318 pb. Il s’agit d’un géne de
boite homéotique situ¢ dans la région Xq21 qui est exclusivement exprimé dans les
testicules adultes, ce qui lui suggére un réle dans la spermatogenése'”’. De son cété, le bloc
d’haplotypes constitué du rs438102 et de deux autres SNPPs du SLSJ (rs398262 et
rs1929364) n’englobe aucun géne (Tableau X VIL), mais il est a noter que le rs438102 est a
proximité de trois genes pour lesquels aucune information n’est disponible (LOC139363,

LOC392552 et FLI30672).

Le résultat le plus intéressant, pour les hommes, est sans contredit I’association
entre le bloc d’haplotypes du géne ACE2 (rs2074192 et rs233575) et I’indice de masse
ventriculaire gauche (LVMI), tous deux ciblés dans les recherches portant sur
I"hypertension. ACE2 est impliqué dans le maintien de [’équilibre de la pression artérielle ;
tandis que, le LVMI sert de mesure pour I"hypertrophie du ventricule gauche (LVH). Ce
dernier référe a I’épaississement du muscle cardiaque du ventricule gauche qui peut résulter
d’une pression artérielle élevée. Au début de I’hypertension, le LVH représente un
phénomene physiologique compensatoire, mais apres un certain temps le muscle cardiaque
s'use et défaillit. Dans 1’hypertension essentielle, les sujets ayant un LVH montrent un
risque plus €élevé de développer une complication cardiovasculaire dans le future que ceux

'8 Le LVH est aussi un facteur de risque,

ayant une masse du ventricule gauche normale
indépendant de la pression artériclle, des maladies cardiovasculaires'™. L’étude de Lieb er
al. en 2006 confirme ce résultat; en effet, en étudiant cing SNPs de ACE2 dans une
population allemande, ceux-ci ont aussi découvert une association entre un bloc
d’haplotypes, contenant le rs233575, et le LVMI (p = 0,027) uniquement chez les

60 : . .
", Concernant uniquement ACE2 notre groupe de recherche a démontré

hommes'
récemment une association entre I’hypertension, des phénotypes reliés & I’hypertension et
ce geéne, dans la population du SLSJ (Labuda ef al., article en préparation). En plus de son
interaction avec le systéme rénine-angiotensine, il a été constaté¢ récemment qu’ACE2

6

hydrolyse trois autres classes de peptides dont I’apeline’®. Il est intéressant de noter

qu’ACLE2 et le géne APELIN sont tous deux situés sur le chromosome X, au niveau de la
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bande cytogénétique Xp22 et Xq25 respectivement. L’apeline représenterait un
neuropeptide diurétique potentiel qui agirait contre les actions de la vasopressine par

e e, 16
I’inhibition de son activité neuronale et de sa libération .

8.2 Impact d’un SNP sur le phénotype

Selon les 1‘éSLlitats, il peut étre constaté que les SNPs ne sont pas tous associés au
méme phénotype et & I’opposé, deux SNPs différents peuvent étre associés au méme
phénotype. Afin d’explorer la rélation entre les désordres génétiques humains et les génes
correspondant a ces maladies, Goh et al. ont créé la notion de diseasome : combinaison de
tous les désordres génétiques humains connus (disease phenome) et de la liste compléte des
génes associés (disease genome)m. Cette combinaison est représentée par un réseau défini
par un graphique bipartite de deux ensembles de nceuds disjoints. A partir de ce graphique,
deux projections/réseaux fournissant des informations biologiques trés pertinentes sont
obtenues. Le diseasome offre donc une référence visuelle rapide des liens génétiques entre
les désordres et les génes'®, permet de mieux comprendre les mécanismes génétiques de
ces pathologies'et révele des connexions pas encore suspec‘[ées’63 . Cet outil pourrait

certainement aider a disséquer 1’aspect polygénique et hétérogéne de I"hypertension.

Un SNP peut résulter en un impact physiologique lors des différentes étapes
régulatrices de ’expression d’un géne. Si au départ, la population scientifique était
davantage intéressée au SNP a I’intérieur d’un exon, plusieurs études prouvent qu’il faut
aussi s’intéresser a la relevance biologique de ceux dans les introns'®*. Chacune des étapes
de la formation d’une protéine peut étre perturbée par un SNP. Menzaghi e/ al., ont
rapporté un SNP qui, positionné dans la région promotrice, altére la transcription et est
associé a une pression artérielle systolique élevée'®. Un SNP a aussi le pouvoir de modifier
a la hausse aussi bien qu’a la baisse un phénomene biologique. Par exemple, Jabocson et al.
et Yamaguchi et al. ont rapporté des SNPs a Dorigine d’effets opposés soit une
augmentation et diminution de I’efficacité de la traduction a I’origine d’une pathologie'®®
"7 Au niveau protéinique, un SNP peut altérer défavorablement le repliement d’une
protéine, par la création de nouvelles liaisons'®. De plus, différentes formes d’un géne ou

. (rge . : 69 a
de variants génétiques peuvent résulter en un effet protecteur ou en Ieffet inverse'®. Méme

la région 3° UTR peut étre la cible d’une défaillance due a un SNP; en effet, ces SNPs sont
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fonctionnels et peuvent affecter I’appariement de facteur de transcription comme ’indique

. . . 170 o o: T 171
I’étude de Chen et al. sur la maladie coronarienne ™ ainsi que la stabilité de ’ARNm .

Etant donné que les SNPs identifiés se trouvent au niveau des introns et des régions
intergéniques, une prédiction de leur impact a pu étre faite uniquement pour les sites de
liaison aux facteurs de transcription (TFBS). Les analyses des SNPs introniques, avec F-
SNP, MAPPER et SNPInspector, ont révélé que tous ces SNPs alterent des TFBS
(Tableaux XVIII et XIX). Malgré cela, comme mentionné dans la méthodologie, 1l y a une
faible évidence que‘ces TFBS soieut vraiment fonctionnels, mais ceci apporte du moins la
possibilité¢ qu’un SNP non codant puisse affecter la régulation de I’expression génique. I
est connu que les TFBS sont d’un contenu pauvre en information a cause de leur courte
_séquence et que ceux-ci peuvent donc survenir par hasard a plusieurs endroits dans le
génome' > ', Cependant, quelques évidences dans la littérature proposent I’existence de
TFBS au niveau des introns. Par exémple, en étudiant I’impact de SNPs situés dans I’intron
1 du géne SNAP-25, Gosso et al. ont découvert une liste putative des TFBS modifiés par
ces derniers. Ils suggérent que méme si les TFBS représentent des portions constitutives du
génome, le contexte cellulaire et génomique déterminera si la séquence d’un facteur de
transcription deviendra fonctionnelle ou non'™. Par I’étude d’un type de lupus, Prokunina

_et al., ont aussi découvert que 1’alléle d’un SNP intronique du géne PDCDI altére un site

de liaison pour le facteur de transcription RUNX1%; résultats qu’ils ont confirmés par une

technique de mobilité électrophorétique.

Concernant les SNPs identifiés lors de ce projet, les trois programmes utilisés (F-
SNP, MAPPER et SNPInspector) ont rapporté des résultats assez différents (Tableaux
XVIII et XIX). Ceci peut s’expliquer par I’algorithme ou la méthode de recherche employé
par le logiciel ou par le fait que ces programmes ne possedent tout simplement pas les
mémes séqﬁences de TFBS dans leur base de données. Aussi, le logiciel MAPPER prédit
| uniquement une liste des TFBS poﬁr différentes régions d’un géne choisi et ce, sans tenir
compte des changements survenant avec les différents alléles des SNPs ; tandis que, F-SNP
et SNPInspector ciblent plutdt la séquence flanquant un SNP sélectionné. Selon les résultats
du tableau XIX, il peut étre constaté que la présence de Vallele non ancestral aboutit

globalement autant a des gains de TFBS (44% des changements) qu’a des pertes (56%) ;
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par contre, en regardant un SNP précis, I’allele non ancestral peut provoquer, par exemple
pour le rs539748, davantage de perte que de gain. Ceci dépend évidemmnient de la séquence
flanquant le SNP en question, mais ce ratio pourrait étre un indice sur ’effet néfaste ou le
bienfait biologique des alléles d’un SNP. Comme les outils bio-informatiques choisis ne
font que des suppositions de changements de TFBS, 1l reste a valider en premier la véracité
de la grande quantité des TEBS prédits. Par la suite, il faudra déterminer l’impéct réel, dans
un intron, d’une perte/gain des TFBS au niveau de la régulation de la transcription et de la
formation des complexes de facteurs de transcription. Puis, vérifier si I’altération des TFBS
résultant en une régulation aberrante d’un géne pourrait mener & une pathologie comme
Phypertension. La prédiction d’impact des SNPs a ’aide d’outils bio-informatiques
représente une méthode trés intéressante qui peut étre accomplie avant le génotypage de
sujets pour un geéne. En effet, elle offre de I’information trés utile permettant de bien

sélectionner les SNPs a génotyper en se basant sur les résultats de prédiction.

8.3 Conservation de séquences entre les espéces

En examinant la conservation de séquences entre 28 espéces via le site UCSC, il a
été¢ observé que 19 des 25 SNPs ne sont pas positionnés dans une région conservée. La
totalité des SNPs intergéniques en fait parti. Dans certains cas ceci est simplement le
résultat d’un manque de données sur les séquences pour la majorité des espéces. Il se peut
également qu’étant de moins grande importance, ces régions intergéniques soient restées
propres aux espéces. La sélection naturelle aurait fait en sorte qu’elles ne soient pas
conservées au cours de I’évolution et plusieurs mutations ont pu s’y glisser, diminuant
“I’exactitude de I’appariement pour ces séquences. Chez les femmes, il pourrait s’agir de
point de recombinaison; tandis que, chez I’homme aucun des génes couverts par ces SNPs
n’appartient aux 29 génes contenus dans la région pseudoautosomale du chromosome X, ou
4 lieu la recombinaison entre ce chromosome et le Y'”. 1l faut savolr, par contre, que des
régions entre les génes contenant des éléments régulateurs, comme un amplificateur de

transcription, ont été identifiées' .

De leur coté, les rs10521413, rs569959 et rs233575, figurent a une distance de
moins de 20 pb d’une région bien conservée chez la plupart des mammiféres placentaux et

les primates, mais qui ne I’est pas chez le reste des vertébrés (Figures 14-16). Ceci
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s’explique par la divergence dans I’évolution de ces groupes d’espéces qui ne se trouvent
pas sur les mémes branchements dans I’arbre phylogénétique (Figure 12). Cette divergence
évolutive se traduit donc par un bagage génétique distinct pour certaines régions du génome
qui confére a ces groupes leur spécificité et leurs caractéristiques. A 1’opposé, pour les
régions préservées chez les primates et les mammiféres placentaux, ceci peut indiquer qu’il
s’agit de régions indispensables et cruciales pour ces especes et qu’elles sont essentielles a
leur survie. Alors, la présence d’un variant & proximité de ces régions conservées peut sans
aucun doute altérer leur fonction et leur intégrité et par conséquent, mener a un désordre

biologique.

De son coOté, le rs950463, situé en aval d’HTR2C, se trouve entre deux régions
relativement bien conservées uniquement chez les primates; tandis que, les mammiferes
placentaux ont plusieurs bases incapables d’étre alignées pour cette région (Eigure 17).
Etant donné que ce géne est aussi présent chez d’autres espéces dont le rat et la souris, ceci
est possiblement d( & la distance évolutionnaire entre les espéces. En effet, les primates
étant les plus proches des humains, une meilleure similarité de séquences peut survenir
entre ces deux espéces. Pour les deux SNPs restants, rs1335614 et rs4911871, ceux-ci sont
proches de régions moins bien préservées (Figures 18 et 19). Encore une fois, la distance au
niveau de !’évolution peut étre évoquée afin d’expliquer cette observation en plus que

certaines especes n’ont pas de séquence disponible pour cette région.

Aprés avoir examiné le niveau de conservation des régions ou sont présents les
SNPs identifiés, la conservation des genes associ€s aux blocs d’haplotypes a ¢té étudiée.
Pour ACE2, tous les exons démontrent une trés bonne conservation surtout chez les
mammiféres placentaux en plus de la présence d’un haut pic de conservation dans I’intron
2. L’importance de ce géne chez les mammiferes placentaux aurait favorisé la sauvegarde
de sa structure a travers I’évolution, précisément celle des exons qui sont a I’origine de la
protéine produite. Quant & I’intron 2, celui-c1 pourrait contenir un élément régulateur

essentiel a la bonne transcription de la séquence d’ADN (Figure 20).

Pour le géne RPGR, une préservation apparait chez la plupart des exons chez les

vertébrés et chez les mammiferes placentaux exclusivement (Figure 21). Kirschner e al.,
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ont comparé la séquence d’ADN de ce géne entre I’humain et la souris'”’. Leurs résultats
démontrent que tous les exons de RPGR sont conservés entre ces espéces tout en montrant
un degré variable de conservation ainsi que les introns exposent un bon degré d’homologie.
Les exons 3-6 détiennent la meilleure homologie, ce qui n’est pas reflété dans notre
analyse. Il faut comprendre que le graphique de conservation dans notre cas, est obtenu par
la somme des résultats d’appariements chez plusieurs espéces et non uniquement d’un
appariement entre I’humain et la souris. De plus, selon eux, une meilleure constance
d’homologie est trouvée pour I'intron 14, ce qui correspond a nos résultats. Ils justifient la
conservation prononcée des introns par le fait que !'expression tissue spécifique et

’épissage requiérent plusieurs éléments de contrdles importants et conservés durant

Pévolution.

Un patron similaire & RPGR est suivi par HTR2C, mais ce geéne compoite
davantage de petits bouts de régions non conservées (Figure 22). Méme si ces deux génes
sont présents chez plusieurs espéces, leur séquence d’ADN peut avoir subi un certain
nombre de changements au cours de 1’évolution afin de répondre au besoin de chaque
espéce. Pour sa part, ILIRAPL1 montre un taux de conservation similaire sur toute sa
longueur et les exons ne sont pas la cible principale de la conservation indiquant que la

bonne intégrité de tous les constituants de ce géne pourrait étre nécessaire a une expression

génique adéquate (Figure 23).

FAAH?2 représente le géne le moins conservé de tous ceux étudiés durant ce projet;
seuls deux primates montrent une homologie intéressante (Figure 24). Ceci était prévisible
puisque ce géne vient tout récemment d’étre découvert chez I’humain et n’a pas encore été
découvert avec certitude chez d’autres especes; toutefois, sur le site de NCBI, un locus
similaire 8 FAAH2 est rapporté pour ’espéce Macaca mulaita, une sorte de primate. De
son cOté, SPIN2 détient une région hautement conservée autant chez certains mammiféres
placentaux que chez des vertébrés qui ne sont pas dans cette catégorie (Figure 25). Etant
donné que ce géne a persisté durant I’évolution et qu’il renferme un unique exon, il va de

soit que celui-ci soit bien préservé.
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Pour les i‘égions conservées, il faut faire attention a ne pas mal interpréter ce que
cela signifie. Pour une séquence ne s’alignant pas sur la complete longueur du géne a
I’étude, il peut s’agir uniquement d’un appariement de similarité de séquence par hasard et
qui n’a donc rien a voir avec les éléments constitutionnels d’ADN de ce géne. Puis, méme

dans la possibilité d’un alignement sur toute la longueur du géne, s’il y a des régions

d’incertitude, il peut s’agir d’un gene complétement différent de celui ciblé. D’autres études

sont, a 1’évidence, requises pour confirmer les régions de conservation et pour déterminer

les facteurs a ’origine de leur conservation.

8.4 Associations différentes entre les sexes

Afin de respecter I’architecture du chromosome X, les analyses génétiques ont été
exécutées sur trois groupes différents: deux sexes réunis, femmes et hommes. Les
associations obtenues lors de ce projet se répartissent au sein de ces groupes. Au départ, il
est bien connu que plus I’échantillon est grand, meilleure sera la puissance de détection.
D’ou le plus grand nombre d’associations rapportées dans le tableau VII pour le groupe

réunissant les 2 sexes.

Le fait qu’un seul sexe souléve une association peut provenir de ’effet du genre sur
le phénotype étudié. Par exemple, en ce qui concerne la pression artérielle, les deux sexes
montrent un profil du phénotype clairement distinct et explicable par des hormones
sexuelles (Figures 5.et 6)'"®, la stature et I’arbre artériel qui sont plus courts chez la femme.
Il a aussi été démontré que la réponse, face aux médicaments antihypertenseurs, n’est pas la
méme chez les deux sexes' "% Pour le LVMI, Marcus et al., ont montré qu’une
augmentation du LVMI serait le résultat de différents déterminants chez les hommes et les

, 182 . . : e o
femmes ™ ; par conséquent, ceci pourrait amener différentes associations selon le sexe.

Une interaction entre le sexe et le génotype peut aussi étre a ’origine d’une
association spécifique au sexe. Dans le but d’identifier les déterminants génomiques
spécifiques au sexe de I’hypertension, Hamet et al. ont effectué systématiquement
I’héritabilité et une analyse de liaison multipoint (microsatellites) spécifique au sexe ainsi
qu’une analyse de liaison bipoint (SNPs, blocs d’haplotypes) sur 608 trait§ a partir de 120

familles du SLSJ”. La présence d’une interaction entre le sexe et le génotype a été assurée
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par I'exécution de 10 000 permutations a chaque locus montrant une différence de LOD > 2
entre les sexes. Le test de liaison multipoint a révélé une interaction génotype X sexe a 31
loci. L’analyse bipoint a confirmé 24 de ceux-ci dont 9 sont localisés & I’intérieur de génes

connus. Finalement, plusieurs mesures de PAS ont montré une interaction génotype X sexe.

Il peut aussi s’agir de la portée de ’effet du géne sur la pathologie. 1l est connu que
les maladies polygéniques comme [’hypertension rassemblent plusieurs génes ayant un
effet modeste. Alors, tout dépendant de leur effet, ces génes seraient détectables dans
différents groupes. Le présent projet ne pourrait pas cependant expliquer véritablement les

raisons & [’origine des différentes associations observées entre les hommes et les femmes.

8.5 Limites du projet de recherche concernant I’étude de la population
du Saguenay-Lac-Saint-Jean

La population canadienne-frangaise du SLSJ représente une cible fréquente et
bénéfique pour les études de maladies génétiques. En effet, la disponibilité de documents
généalogiques datant de I’époque des fondateurs frangais au 17¢ siécle (projet BALSAC”),
sa situation d’isolement géographique, 1’effet fondateur & son origine ainsi qu’une forte
natalité’', lui conférent un pool génétique relativement homogéne et stable rendant trés
avantageuse son étude. De plus, les particularités de cette population simplifient les études
de maladies multifactorielles, comme [’hypertension, offrant la possibilité de mieux
disséquer les composantes génétiques. A I’évidence, un nombre moindre de génes devrait
contribuer & la pathologie et ceux-ci devraient donc avoir un plus grand impact/importance
dans le développement du phénotype, augmentant la puissance de les détecter. De plus,

puisque cette population est exempte de sous-groupes ayant éte génétiquement séparés, elle

: iy . oo e 83, 184 s o .
risque d’étre peu affectée par la stratification , c’est-a~dire ]’observation d’un

changement dans la fréquence des alléles due a des différences dans ’ascendance plutdt
| ‘ p

N . . ; R
qu’a des associations de génes avec la maladie .

L’étude de la population canadienne-frangaise comporte aussi certaines limites. Par
exemple, certaines maladies héréditaires y sont extrémement rares, de sorte que cette
population ne peut pas servir d’échantillon a toutes les études génétiques. Puis, sans aucun

doute, le plus grand désavantage réside dans le fait que cette population n’est
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malheureusement pas représentative des autres populations. A vrai dire, il est connu qu’au
sein de distinctes populations et d’ethnies, les SNPs, la fréquence allélique, le LD et la
longueur des blocs d’haplotypes différent beaucoup aussi bien que les désordres complexes
impliqués dans les maladies cardiovasculaires qui varient selon la distribution
géog1‘apl1iqueg7’ 183187 " Ces observations découlent de Phistorique de la population (en
terme d’age, du nombre de fondateurs, d’évolution et de migration), de I’humain aussi bien

o e 185-187 (s o -

que des événements de recombinaisons . C’est pour ces raisons que nous suggérons en

conclusion qu’une validation de nos résultats devra étre confirmée dans une autre cohorte.



LConclusion
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Des génes d’intérét reliés a la pression artérielle et spécifiques au sexe ont été
découverts sur le chromosome X a I’aide de tests d’associations effectuées sur des familles
en provenance du Saguenay-Lac-Saint-Jean. Pour certains SNPs, une relation significative
existe entre le phénotype et les alleles du SNPs et pour d’autres, le statut d”hypertension et
d’obésité semblent influencer ['association identifiée. Les données obtenues lors de ce
projet confirment ’implication déja rapportée du chromosome X dans !’hypertension. Les
résultats sur ce chromosome pourraient aider a trouver des déterminants génétiques,
spécifiques au ‘sexe, contribuant & la pathologie de I’hypertension de méme que valider des

résultats rapportés dans la littérature antérieurement a l’exemple de ’association entre

ACE2 etle LVML

La prochaine étape consiste a effectuer de nouveau ces analyses génétiques en
regroupant les 1204 SNPs (geneChips d’ Affymetrix) en blocs d’haplotypes puisque ceux-ci
sont plus informatifs que les SNPs individuels. Ensuite, il faudrait appliquer la correction
pour test multiple & l’aide des permutations. Puis, par la suite, faire la validatibn
fonictionnelle de ces génes pour établir les voies de signalisations présentes entre ceux-ci et
la régulation de la pression artérielle dans le but de comprendre leur implication dans la
pathologie de I’hypertension artérielle. Cette validation devra aussi étre confirmée dans une
autre cohorte. Les résultats de ce travail permettront d’établir 'importance des déterminants
génétiques spécifiques au sexe impliqués dans la pathogenese de I’hypertension et son

traitement.
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