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Que demandons-nous a un modele animal?

 Mimer la maladie de | 'homme dans sa complexite,
 Permettre d ’isoler certains facteurs,
 Etre manipulable (taille, durée de vie, reproductibilité, codt)

Ce qui sous-entend

« Comprendre la physiopathologie de | 'HTA clinique
- Elucider la relation entre PA et ses complications
« Disposer d 'especes et de souches adaptees



Que connaissons-nous de 'HTA ?

Sa cause?

— 95% des cas: inconnue (mais cette forme d’'HTA a un nom:
HTA ESSENTIELLE...)

— 5%: cause identifiée (surrénales, rein, artéres, ...)

Son pronostic a un echelon individuel?
— QUI fera une complication?
— LAQUELLE ?

Savons-nous identifier la reponse a un traitement
anti-hypertenseur donné a un échelon individuel?

— Pas vraiment...



Epidémiologie:
Les parametres associes a 'HTA

« Geéenétiques
— Agrégation familiale
— Race
— Sexe

 Environnementaux
— Statut socio-economique
— Obésité
— Sédentarite
— Age
— Alimentation (sel, alcooal,...)
— EXxposition a des agents divers



Pathophysiologie:
les mecanismes impliqués dans 'HTA
Hémodynamique rénale

— reduction du flux sanguin rénal mais debit de filtration glomérulaire
normal

Endothelium
— dysfonctionnement endothéelial

Vasculaire
— rarefaction capillaire; remodelage vasculaire

Systeme nerveux sympathique
— rble du baro-réflexe

Systeme réenine angiotensine aldostérone

...non exhaustif (Stress Oxydatif, Inflammation, ..... )



Modeles experimentaux

Il n’y a pas une HTA humaine, mais différentes formes
— HTA du sujet jeune maigre Caucasien de 25 ans
— HTA systolique isolée du sujet age
— HTA chez un sujet obese de 60 ans
— HTA sur sténose de l'artére rénale
— HTA avec hyperaldostéronisme primaire...

Il n'y a pas un modele expérimental, mais differents
modeles pour explorer ces différentes formes

 Analyse des differents aspects de I'’étude de ’'HTA
— Génétique
— Pathophysiologie
— Pharmacologie



Vous avez decidé de créer un modele
experimental dHTA (I)

* Quelle HTA?
— Essentielle ou secondaire? ...

* Choix de I'espece
— HTA spontanée: dindon, chien, rat ou primate

— HTA secondaire: ex: Goldblatt: chien et rat

— HTA par manipulation génétique: rat et souris
(souris knock-out ou transgénigues)




starring Guinness



Développement de modeles expérimentaux

pour comprendre les differentes formes dHTA

The various types of animal models of hypertension
being used are:
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Renovascular hypertension

Dietary hypertension
Endocrine hypertension

Neurogenic hypertension

Fsychogenic hypertension Experimental Hypertension

Clinical Hypertension

Genetic hypertension
Spontaneous hypertension

Other models

Renal artery stenosis
hypertension

Overdosage of glucocorticoids
Overdosage of mineralocorticoids
Overdosage of salt

Obesity related hyperiension
Uterine ischaemia

Reduced renal mass

Essential hypertension
Renal artery stenosis

Cushing syndrome
FPrimary aldosteronism
Chronic high salt intake
Obese hyperension
Preeclampsia

Renal diseases




SAVOIR MESURER LA PRESSION ARTERIELLE

Les premieres mesures de pression artérielle, celles de Hales en
1733 et celles de Poiseuille en 1828, sont effectuées chez la
jument et le chien.




SAVOIR MESURER LA PRESSION ARTERIELLE

— Mesure Iinvasive: cathéetérisme artériel

* Mesures precises et repéetées de la PAS, PAD, PAM
(court terme ou long terme)

 Animal éveillé ou anesthésié
e Cathéter fixe ou télémeétrie

— Mesure non Invasive

* Pulsations artérielles en aval d’'un manchon

« Mesure peu précise de la PAS, PAD, PAM (chauffe
de I'animal, contention)



L'HTA a un composant
géenétigue evident
Vous voulez créer des modeles

de rats genetiguement
hypertendus



Pression de sélection

17 a 20 générations **



Principes généraux de la constitution de
modeles génétiques de rats hypertendus

 Pression de sélection

— Croisements entre eux des rats d’'une colonie
« 17- 20 générations de consanguinité

-> Déplacement progressif de la moyenne du niveau
tensionnel de la population vers 'HTA

— ~ 95% homozyogotes

— Créer aussi une ligne de rats normotendus (voire
hypotendus)

 Probleme habituel

— Risque permanent de dérive vers I'héterozygotie
» Choix des reproducteurs en fonction de leur niveau tensionnel



Rats spontanément hypertendus:
souches les plus utilisées

 SHR (spontaneously hypertensive rats)
— HTA sévere et precoce
— Rénine normale ou élevée (non basse)
— Systeme nerveux sympathique éleve
— Paradoxalement peu de complications

— Controle: Wistar Kyoto (WKY) Okamoto



Rats spontanément hypertendus:
souches les plus utilisées

 SP-SHR (Stroke Prone)
— HTA precoce tres severe en alimentation riche en sel (4% a 8% NaCl)
— Rénine normale ou élevée (non basse)
— AVC tres fréquents - Thromboses vasculaires — Néphroangiosclérose

— Durée de vie: 18 a 24 mois

 SHHF (Heart Failure)

— HTA avec insuffisance cardiaque, DT,
nephropathie, insulino-résistance




Rats spontanément hypertendus:
souches moins utilisées

 Rats Milan
— HTA modérée avec glomeéruloscléerose préecoce

* Rats Lyon
— LH, LN (normotendus) et LL (rats « hypotendus »)
— Hypercholestéerolémie, HTA modérée, Forte UVprot

 Rats Sabra

— SBN et SBH (Hebrew University) HTA sensible au sel
avec protéinurie spontanée (tumeur de | 'endometre)



Rats spontanément hypertendus:
souches les moins utilisees

« Rats GH (N2) :
— HTA modérée avec forte HVG

 Rat Brown-Norway x NZ GH :

— Fragilité vasculaire du BN exacerbée chez le rat
F(1) = BN x New Zealand GH.

* Rat IMAI :

— Glomeérulosclerose focale spontanee évoluant
vers une HTA, un syndrome néphrotique, une
hyperlipidemie, et insuffisance rénale progressive.



Cardiovascular-Renal-Metabolic
Research Rat Models

Spontaneously Hypertensive (SHR)
SHR Heart Failure (SHHF)

SHR Stroke Prone (SHRSP)

SHR Obese (SHROB)

Dahl/Salt Sensitive (DAHL/SS)

Goto- Kak|zak| (GK)

zfefF A S| 8%NaCI —Ro0ole du NO

Zucker Diabetic Fatty (ZDF)
ZSF1



Modulation des genes d’'un animal pour
développer une HTA

e Animaux transgéniques

— Intégration au niveau du génome d’'un gene codant pour une
proteine -> surexpression de ce gene

— EXx: Ren2: HTA maligne

* Animaux invalides (knock out) — uniqguement la souris
— Toutes les protéines sont potentiellement concernées
— Ex: NO Synthase KO, récepteurs AT1 ou AT2 de I'angiotensine II,

e Surexpression ou invalidation ubiquitaire
— Utilisation a long terme est dictée par la pertinence du modele



Animaux transgeniques

s . . Collection of
—Intégration au niveau du One-Cell Embryos

genome d’'un gene codant
pour une proteine -> \
surexpression de ce gene ' Injection of Transgene into

Male Pronucleus

—Quel(S) gene(S) ? Implant Injected Embryos
into Pseudopregnant

females

Live Birth +
Test for Transgene

o Sterle
o
% '
o'.



RENIN ANGIOTENSIN SYSTEM
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« Fulminant hypertension in transgenic rats
harbouring the mouse Ren-2 gene »

=
o
i
@
=
o
g =
o
L=
0
2
=
i
-
L

Mullins JJ et al Nature 1990



(Fro)renin
Ang | Ang ||

IOV

//’

Ang | ANQ || == Ang-(1-7)
Angiotensinogen /

(Pro)renin
receptor

e

t ProAng-12

(Pro)reninQ Anal t
giotensinogen

t

?




Slowly Progressive, Angiotensin pende
Glomerulosclerosis in [Human (Pro)renin Receptor-

Transgenic Rats

Yuki Kaneshiro,* Atsuhiro Ichihara,* Mariyo Sakoda,* Tomoko Takemitsu,’
A HM. Nurun Nabi,t M. Nasir Uddin,’ Tsutomu Nakagawa,* Akira
Fumiaki Suzuki, ™ Tadashi Inagm‘ni,“ and Hiroshi Itoh*
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Elevated Blood Pressure and Heart Rate iq Human Renin Receptor|Transgenic
Rats
Céline A. Burcklé. A H. Jan Danser, Dominik N. Miiller. Ingrid M. Garrelds,
Jean-Marie Gasc, Elena Popova. Ralph Plehm, Jorg Peters, Michael Bader and

Genevieve Nguyen

Hypertension. 2006;47[part 2]:552-556

Surexpression de hR(P)R dans les cellules musculaires lisses vasculaires
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La souris transgenique recevant le gene de I'endothéline-1
humaine n’est pas hypertendue!

control [ | line 238 line 856 [ ’ control [ | line 238 777 iinessc [

pit 05

p=0.05
| |

T

MAP (mmHg)
GFR (ml/min/100 g bw)

3-month-old 14-month-old 3-month-old 14-month-old

Glomerulosclerosis in ET-1 tg Mice Interstitial fibrosis in ET-1 tg Mice

control [ | line 238 line 856 [N
p=0.001
1

p=d.001

control [ ] line 238 line 856 N

Fibrotic area (% of total area)

Glomerulosclerosis Injury Score

3-month-old 14-month-old 3-month-old 14-month-old

Hocher, JCI 1997




Am J Physiol Reaal Physicd 205: FRIT-Fa42, 2008,
First published Juby 23, J008; doe:10.1152 ajprenal 50541 2008,

Chromosome substitutiop Zeveals the genetic basis of Dahl salt-sensitive

hypertension and renal disease

Maittson DL, Dwinell MR, Greene AS, Kwitek AE, Roman RJ.
Jacob HJ. Cowley AW Jr. Chromosome substitution reveals the
genetic basis of Dahl salt-sensitive hypertension and renal disease.
Am J Physiol Renal Physiol 295: FE37-F842, 2008, First published
July 23, 2008; doi:10.1 152/ajprenal 9034 1. 2008 —This study exam-
ined the genetic basis of hypertension and renal disease in Dahl

SaiMdc chromosome
f-l;l'l!-il.il. RAT CO N SO M I Q U E LE[IIJ'J:t'-mm;:.::
and th med from the

Brown Morway (BN rat onto the Dahl S5/Mowi genetic background.
Male and female rats of each of the two parental and 22 consomic
strains {10-12 rats/group) were fed a high-salt (8.0% NaCl) diet for 3
wk. Mean arterial blood pressure mose by 60 mmHg and urinary
prodein and albumin excretion increased 3- and 20-fold, respectively.
in male 55/Mcwi rats compared with BM controls. Substitution of
chromosomes 1, 5, 7, 8, 13, or 18 from the BN onto the 55/Mcwi
background attenuated the development of hypertension, proteinuria.
and albuminuria in male rats. In female rats, substitution of chromo-
somes | and 5 also decreased blood pressure, protein excretion, and
albumin excretion. These studies also identified several chromosomes
in male {6, 11, ¥) and female (4, 6, 11, 19, 20} rats that reduced
albuminuna without altering blood pressure. These data indicate that
genes contributing to salt-sensitive hyperiension are found on multiple
chromosomes of the Dahl 55/Mowi rat Furthermore, this consomic
rat pancl provides a stable genetic platform that can facilitate further
gene mapping by either linkage studies or the breeding of congenic
and subcongenic rats,

hvpertension; kidney discase; rats; consomic




Animaux invalidés (knock out)

* Animaux invalides (knock out) — uniqguement la souris
— Toutes les proteines sont potentiellement concernées
— Ex: NO Synthase KO, récepteurs AT1 ou AT2 de I'angiotensine II, ...

« Surexpression ou invalidation ubiquitaire
— Utilisation a long terme est dictée par la pertinence du modele



Animaux invalidés (knock out)

Uniguement |la souris ? g«

Creation and Characterization of a Renin Knockout Rat

Carol Moreno, Mathew Hoffman, Timothy J. Stodola, Daniela N. Didier, Jozef Lazar, Aron M. Geurts,
Paula E. North, Howard J. Jacob, Andrew S. Greene

Abstract—The renin-angiotensin system plays an important role in the control of blood pressure (BF) and renal function.
To illuminate the importance of renin in the context of a disease background in vivo, we ua:ud| rinc-finger nucleases
(ZFNs) designed to target the renin gene and create a renin knockout in the S5/IrHsdMcwi (55) rat. ZFN against renin
caused a 10-bp deletion in exon 5, resulting in a frameshift mutation. Plasma renin activity was undetectable in the
Ren—/— rat. and renin protein was absent from the juxtaglomenlar cells in the kidney. Body weight was lower in the
Ren—/{— rats (than in the Ren+/— or wild-type littermates), and conscious BF on low-salt diet (0.4% NaCl) was
38+2 mm Hg in the Ren—/— male rats versus 117 mm Hg in the Rea+/— littermates, a reduction of almost 30 mm Hg.
Blood urea nitrogen (BUN) and plasma creatinine levels were elevated in the Ren—/— strain (BUN 112+7 versus 23+2
mg/dL and creatinine 0.53=0.02 versus 0.26=0.02 mg/dL), and kidney morphology was abnormal with a rudimentary
inneér renal medulla, cortical interstitial fibrosis, thickening of arterial walls. and abnormally shaped glomeruli. The
development of the first rat knockout in the renin-angiotensin system demonstrates the efficacy of the ZFN technology
for creating knockout rats for cardiovascular disease on any genetic background and emphasizes the role of renin in BP
regulation and kidney function even in the low-renin 55 rat. (Hyperfension. 2011:57:00-00.)
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Figure 2. PRA and Ang | in anesthetized rats. ANCRA was Male Rom+s Mabe Fron+ Male Ron-/-  Fomals Rond+ Fomale Rand-  Fomabe Rond

parsd in anesthetized wild-type (n=4), Ran+/— |
Ren—{— [n=25) rate. Data are expressed as mean=SE
*P=20.005, diferent from Ren—/— by 1-way ANOVA. B, Plasma
Ang | levels in the same animals.

Figure 3. Histological data from SS renin KO rat.
Top left, Magnified (1) renal midiine section from
SS. Top middle, Magmﬁed (1) renal midline sec-

tion from Ren+/—. Top left, Magn:ﬁed (x1) renal
midline section from Ren—/—. Middle row, Magni-
fied l, an view of renal corlcal glomeeuli from SS,
Ran+/—, and her /—. Bottom row, Staining for

ac @

renin in SS, Aen+/—, and Ren—/—.
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Elevated blood pressures in mice lacking endothelial
nitric oxide synthase
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L'HTA a un composant environnemental
évident

Vous voulez creer des modeles (non
genétiques) de rats hypertendus
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Induction o Oudatlve Stress Py Glutathione Depletion

Causes S

=nsion in Normal Rats

Nosratola D. Vazin, X Q. Wang, Fariba Oveisi, Behdad Rad
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Causal Link Between Oxidative Stress, Inflammation, and
Hypertension

| Hypertension
NO inactivation

AA oxidation
CV remodeling

NADPH oxidase
Activation/upregulation

[ Oxidative Stress |

ROS production NFKB activation
Antioxidant depletion Cytokine generation

Inflammation

| Atherosclerosis |
"l.._.___ ___.f g

Vaziri. Iranian Journal of Kidney Diseases 2008 Vol2 : 1-10



Participation of tissue angiotensin system in the vicious cycle
of oxidative stress, inflammation, and hypertension

Angiotensinll )
/

: AT1 ATZ receptors '::l

-

.-"-.-- .
NADPH oxidase ‘,

J—

Cytokines, \
|"' Chemokines, |
\ Adnesion molecules, I.l
. Angictensinagen '._..-*"

l —: Inflammation hl—

| NO inactivation
Y NOS uncoupling J.-'

This interconnection provides the rationale for renin angiotensin system blockade in the
management of hypertension.



HTA rénovasculaire




Modeles dHTA rénovasculaire

« Expeériences de Goldblatt (1934)
— 1-Kidney, 1 clip
» volume dépendant, rénine basse
— 2-Kidney, 1 clip
* rénine dependant
— 2-Kidney, 2 clip
* rénine basse

* [nitialement: modéele dHTA
essentielle

y A |’Orig i ne de |a découverte d u FIG. 1. Harry Goldblatt and “‘Flossie,"’ research dog hero of

the year, about 1955. Dr. Goldblatt was in his sixties, and

S R/ Y, \ Flossie was about the same in dog years




Hyperplasie / hypertrophie de I'appareil juxta-

glomeérulaire au cours d’'une HTA renovasculaire
(immunoperoxydase anti-renine)




Modeles d'HTA par administration de
minéralocorticoide et de sel

 Modele DOCA- salt
— Uni-néphrectomie + DOCA + NaCl (1%)
— Rénine effondrée, rétention hydrosodee
— HTA volo-dependante



Modeles d'HTA par administration d’'un
vasoconstricteur

» Cyclosporine
— Marmouset, chien, rat

— HTA volo-dépendante ou renine dépendante
selon dose et modele

* Angiotensine Il

— Selon la dose HTA administrée: HTA minime
-> HTA maligne



Modeles d'HTA par administration d’un
antagoniste d'un vasodilatateur

e L-NAME
— Antagoniste du NO
— Modifie la relation pression — natriurese
— HTA sensible au sel
— Rénine normale ou basse
— Forte mortalité a 3 mois

Baylis, JCI 1992- Arnal, JCI 1992



Modeles d’'HTA et d'atteinte rénale

* Nephrectomie des 5-6¢
— HTA, proteinurie puis insuffisance rénale
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Tapia, KI 2003



Autres modeles

 New England Deaconess Hospital rat line
— Phéochromocytome spontane

« Rat VDN (Vitamine D+Nicotine)
— HTA systolique isolée (calcification des vaisseaux)

* Preéclampsie chez la souris



Intérét pharmacologique

Le développement des médicaments



Quel modele utiliser pour montrer que votre
medicament est efficace sur la PA?

* Modeles rénine dependant
— 2K-1C, 1K-1C désodé, Ren?2...
-> |[EC — ARA 2 (diurétiques : NON; Inh. calciques: pas trop)

* Modeles volo-dépendant
— DOCA-salt, Dahl sensible
-> [nh. Calciques (IEC-ARAZ2: NON)

 Modeles dHTA spontanés
— SHR, LH
-> |[EC, ARA-2, inh. Calciques



[Limites d’un mode¢le

m Influence des facteurs non expérimentaux sur la
réponse du modele animal :

Facteurs Associes Aux Soins Facteurs Associés Aux
et a La Manipulation Manipulations En

Des Animaux racteurs Physiques Recherche
Et Environnementaux Période de la

Humidité Relative (des)
Température de la Manipulation(s)

g Ventlation
Piéce Facteurs Associés ‘

a U'animal
N?mbre ge, Sexe Durée de la
D’animaux état Métabolique Manipulation
par Cage reproducteur
Nourriture et . Etat
Ean métabolique

Type de Cage

Maladie
Routine

Quotidienne Facteurs Rythme Expémental de

Génétiques Biologiqu
o 9'q Cycle de Stress

Luminasité et
Manipulation en fa Qualité Douleur et

Douceur Détresse

Facteur

http://www.ccac.ca/
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