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The effect of PPARYy agonist - pioglitazone on hypertension
and redox regulation in young and adult SHR

Vplyv pioglitazénu - agonistu PPARy na zmeny v hypertenzii
a redoxnej regulacii u mladych a dospelych SHR zvierat

Kvandova M}, Kratka D?, Bali$ P!, Baran¢ik M3, Dovinova [!

1Ustav normdlnej a patologickej fyzioldgie, Slovenskd akadémia vied, Bratislava, Slovenskd republika

Kvandova M, Kratka D, Balis P, Baracik M, Dovinova I. The effect of PPARy agonist - pioglitazone on
hypertension and redox regulation in young and adult SHR. Cardiology Lett. 2015;24(4):247-250
Abstract. Aim: The PPARy is an uclear receptor that takes part in the regulation of energy homeostasis,
antioxidant response and hypertension development and can be also activated using an exogenous agonist
such as pioglitazone. The aim of this study was to determine the influence of pioglitazone (PIO) treatment
on blood pressure (BP) and redox systems in the brainstem (BS) and the left heart ventricle (LV) and specify
changes among young and adult spontaneously hypertensive rats (SHR).

Methods: Blood pressure was determined by the plethysmography method. Production of superoxide radicals
was detected by Lucigenin-enhanced chemiluminiscence. Quantitative RT-PCR was used for gene expression
and detection. Lipid profile and superoxide dismutase (SOD) activity was determined spectrophotometrically,
using specific assays.

Results: Administration of PIO to SHR slowed blood pressure increase and improved lipid profile in young,
but not in adult’ rats. In BS of young rats we observed increase of PPARy and SOD2 gene expression without
SOD activity changes, while in LV we found SOD activity increase without changes in PPARy expression and
without influence on superoxide production.

Conclusion: It can be concluded that PPARy agonist — PIO directly affected redox regulation in LV, while in BS
redox regulation correlated with PPARy activation. Influence of PIO treatment was more effective in regula-
tion of hypertension and redox response in young SHR, compared with adult, animals. Experimental data
suggests different influence of glitazones according to the age, the type of agonist and/or the experimental
model of hypertension. Fig. 2, Tab. 1, Ref. 15, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Ciel: PPARy je nuklearny receptor podielajuci sa na regulacii energetickej homeostazy, antioxidacnej
odpovede a rozvoja hypertenzie. M6ze byt aktivovany exogénnymi agonistami, ako je pioglitazén. Cielom
prace bolo stanovenie vplyvu pioglitazénu (PIO) na krvny tlak a redoxny systém v mozgovom kmeni (MK),
a v lavej komore srdca (LK) u mladych a dospelych spontdnne hypertenznych potkanov (SHR).

Metddy: Krvny tlak sa meral pletyzmograficky. Produkcia superoxidového radikalu bola detegovana chemi-
luminiscen¢ne pomocou lucigeninu. Kvantitativna RT-PCR sa pouzila na stanovenie zmien génovej expresie.
Zmeny lipidového profilu a celkova aktivita superoxiddismutazy (SOD) boli stanovené spektrofotometricky
s vyuzitim Specifickych analyz.

Vysledky: Podavanie PIO spomalovalo nérast krvného tlaku a zlep3ovalo lipidovy profil u mladych, ale nie
dospelych SHR.V MK mladych SHR sme pozorovali ndrast génovej expresie PPARy a SOD2, bez zmien v celko-
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vej enzymovej aktivite SOD, kym v pripade LK SOD aktivita nardstla, ale zmeny v expresii PPARy pozorované

neboli a nebola ovplyvnena ani produkcia superoxidu.

Zdver: Doterajsie experimenty ukazuju, Ze agonista PPARy pioglitazén ovplyvnuje redoxnu reguldciu v LK
priamo svojim pdsobenim, kym v MK je tento ucinok sprostredkovany aktivaciou PPARy. Ucinok terapie
s PIO sa vyraznejsie prejavil pri reguldcii hypertenzie a redoxnej odpovede u mladych SHR v porovnani
s dospelymi jedincami. Experimentdlne Udaje naznacuju rozdielny ucinok glitazénov v zavislosti od veku,
pouzitého agonistu PPARy a experimentédlneho modelu hypertenzie. Obr. 2, Tab. 1, Lit. 15, Online full text

(Free, PDF) www.cardiology.sk
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Receptor aktivovany peroxizémovym proliferatorom (PPARYy)
patri do skupiny nesteroidnych, ligandom aktivujucich nukle-
arnych receptorov, ktoré sa podielajui na reguldcii energetickej
homeostazy, zapalovych reakcii (1, 2), antioxidacnej odpo-
vede (3), diferenciacii adipocytov a inzulinovej rezistencie
(4). V ostatnych rokoch sa tento nuklearny receptor javi
aj ako potencialny ciel na ovplyvnenie rozvoja hypertenzie
a metabolického syndromu (5). V cievnom endoteli inzulin
rezistentnych zvieracich modelov je naru$ena rovnovaha
medzi vazodilata¢nymi a vazokonstrikénymi vlastnostami
inzulinu deaktivaciou PI3K/Akt/NO signalizacie. Ligandy
PPARy znizuju expresiu receptorov typu 1 pre angiotenzin
IT - ATIR (6), ¢im zlepSuju vazorelaxaciu (7). Silnymi se-
lektivinymi agonistami PPARy st syntetické antidiabetické
tiazolidindiony (TZD) - pioglitazon (PIO), rosiglitazon (RZG)
a troglitazén. Tiazolidindiéonmi aktivovany PPARy znizuje
inzulinovu rezistenciu a hladinu glukézy v sére u pacientov
s diabetom typu 2 (8), tiez ma vplyv na cievnu kontraktilitu
v experimentalnej hypertenzii, ovplyviiuje génovu expresiu
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Figure 1 Changes in blood pressure

Zmeny TK(0 - 10 dni) u mladych (kontrolnd, n = 6; PIO mladé, n = 6)
a dospelych SHR (kontrolnd, n = 6; PIO dospelé, n = 6) po podévani PIO.
Priemerné hodnoty + STDEV boli vyhodnotené pomocou One-Way
ANOVA (*P < 0,05 davkovana skupina vs. kontrolnd skupina). [Changes
in blood pressure (TK) during 10 days (der) in control young SHR (K mladé), PIO
young SHR (PIO mladé), control adult SHR (K dospelé) and PIO adult SHR rats (PIO
dospelé) after PIO treatment with n=6 in each group. Values are displayed as average
+ STDEV. Significance *p< 0.05 represents treated group (PIO mladé, PIO dospelé) vs.
control group (kontrola mladé, kontrola dospelé), using One-Way ANOVA)].
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mnohych antioxidaénych génov (9) a mdze ovplyvnit sym-
patikovi regulaciu arteridlneho tlaku (10). Cielom préce bolo
sledovanie vplyvu PIO na mladé a dospelé SHR, vratane
sledovania zmien redoxného systému a bunkovej signalizacie
v lavej komore srdca (LK) a mozgovom kmeni (MK).

Materialy a metody

V praci boli pouzité mladé (pattyzdnové) a dospelé (12-
tyzdnové) samce spontanne hypertenznych potkanov (SHR),
ktorym bol pocas 10 dni podavany agonista PPARy- pioglitazén
(PIO), zalido¢nou sondou v mnozstve 10 mg/kg/den. Kon-
trolnej skupine bol podavany Zalido¢nou sondou fyziologicky
roztok. Zvieratdm sa meral krvny tlak (TK) na chvostovej artérii
neinvazivnou pletyzmografickou metédou. Experimentalnym
zvieratam bol v plazme stanoveny lipidovy profil s vyuzitim
$pecifickych biochemickych eseji na meranie cholesterolu
a triacylglycerolov. Hladina superoxidu bola stanovena che-
miluminiscen¢ne pouzitim lucigeninu a merala sa pomocou
kvapalinového scintilacného detektora TRI-CARB. Génova
expresia bola detegovana pomocou qRT-PCR a vyhodnotend
ako pomer ku ,,housekeeping® génu GAPDH. Enzymova aktivita
superoxiddismutazy (SOD) bola stanovena spektrofotometricky,
pouzitim SOD Assay kitu obsahujiceho WST farbivo. Namerané
hodnoty boli statisticky vyhodnotené pomocou Studentovho
t-testu a analyzou rozptylu: One-Way ANOVA. Rozdiely sa
povazovali za $tatisticky vyznamné pri P < 0,05.

Vysledky

Podavanie PIO malo rozdielny vplyv na hodnoty krvného
tlaku u mladych a dospelych SHR. U mladych prehyper-
tenznych zvierat sa spomalil ndrast hodnot krvného tlaku.
U dospelych zvierat, so stabilizovanym krvnym tlakom,
nedoslo ku dal$im zmenam hodnédt TK (obrazok 1).

Rozdiely medzi mladymi a dospelymi zvieratami sa pozo-
rovali aj v pripade monitorovania lipidového profilu v plazme,
kde u mladych SHR podavanie PIO zleps$ovalo lipidovy profil
(znizenie hodnot celkového cholesterolu a LDL), kym u do-
spelych SHR sa takyto ucinok neprejavil (obrazok 2).



Hladiny superoxidu po podavani PIO ostali nezmenené
tak u mladych, ako aj u dospelych SHR zvierat (tidaje neu-
vadzame). Centralna a periférna regulacia tlaku krvi, ovplyv-
nujtica génovu expresiu sledovanych génov, sa stanovovali vo
vzorkdch mozgového kmena (MK) a lavej komore srdca (LK).
Podavanie PIO mladym zvieratam zvy$ovalo expresiu mRNA
PPARy len v MK, kym u dospelych SHR neboli pozorované
ziadne zmeny (tabulka 1). Sledovali sme tieZ zmenu génovej
expresie intracelularnej SOD1 a mitochondrialnej izoformy
SOD2, ako aj celkovu aktivitu SOD. U mladych zvierat
dochéadzalo k zmenam aj na periférii v LK aj v centralnej
oblasti, v MK. Kym v LK sme zistili najvyraznej$ie zmeny
v celkovej aktivite SOD, v MK sa pozoroval ndrast expresie
PPARy spolu so izoformou SOD2. U dospelych zvierat nebola
pozorovana zmena génovej expresie sledovanych génov ani
v IK ani v MK (tabulka 1).

Diskusia

Viaceré studie poukazali na to, Ze podavanie rosiglidazénu
(RZG), jedného z exogénnych agonistov PPARY, ovplyviuje
rozvoj krvného tlaku u experimentalnych modelov hypertenzie
(7, 10). Uginky RZG s v humannych $tadidch spajané so
zmenami inzulinovej senzitivity (11). Podavanie PIO, ktory
patri do rovnakej skupiny antidiabetik - tiazolidindiony,
malo vSak v naSej praci odli$ny efekt na zmeny TK u mla-
dych a dospelych SHR zvierat. U mladych prehypertenznych
zvierat sa spomalilo zvy$ovanie hodnét TK. Neboli vsak po-
zorované zmeny v hladinich glykémie ani inzulinu v plazme
(nepublikované tdaje). In vitro merania vSak ukazali lepsiu
vazodilata¢nti odpoved po stimulacii inzulinom u mladych
SHR s PIO terapiou (3). Tento tG¢inok PIO sa nepotvrdil
u dospelych SHR samcov, u ktorych st uz vysoké hodnoty
TK stabilizované.
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Obrazok 2 Zmeny lipidového profilu

Figure 2 Changes in lipid profile

Zmeny lipidového profilu v plazme po podavani PIO u mladych (kontroln,
n = 6; PIO mladé, n = 6) a dospelych SHR (kontrolnd, n = 6; PIO dospelé,
n 6). Priemerné hodnoty + STDEV boli vyhodnotené t-testom (*P < 0,05
davkovand skupina vs. kontrolnd skupina). [Changes in lipid profile in control
young SHR (K mladé), PIO young SHR ( PIO mladé), control adult SHR (K dospelé) and
PIO adult SHR rats (PIO dospelé) after PIO treatment with n=6 in each group. Values are
displayed as average + STDEV. Significance *p< 0.05 represents treated group (PIO mladé,
PIO dospelé) vs. control group (kontrola mladé, kontrola dospelé), using t-test].

Receptor PPARY sa podiela na udrziavani lipidovej ho-
meostazy. Preto sme v nadej praci sledovali zmeny lipidového
profilu v plazme po podéavani PIO. Ukazalo sa v$ak, Ze u¢inok
na znizovanie hladiny celkového cholesterolu a triacylglyce-
rolov sa prejavil iba u mladych zvierat.

Génova expresia samotného PPARY sa po podavani
PIO nezmenila v LK u mladych a podobne ani u dospelych
SHR. Niektoré studie poukazuju na to, ze PPARy je v LK
za fyziologickych podmienok pomerne mélo exprimovany
a na reguldcii metabolizmu kardiomyocytov sa podiela iba
v malej miere. Preto agonisti tohto receptora a ich protektivny
uc¢inok moze byt nezavisly od PPARy (12). Ked sme tento
parameter sledovali v mozgovom kmeni, pozorovali sme

Tabulka 1 Zmeny génovej expresie sledovanych génov a celkovej enzymovej aktivity SOD

Table 1 Changes in gene expression of observed genes and total SOD activity

mRNA PPARy mRNA SOD1 mRNA SOD2 aktivita SOD (U/mg)
LK (LV) kontrola (control) 0,9914 + 0,2342 1,4643 + 0,2571 1,1967 £ 0,2621 4,5934 +0,5237
mladé (young) PIO 0,9555 + 0,1266 1,2965 + 0,1739 0,8496 + 0,1994* 5,6230 + 0,5172*
MK (BS) kontrola (control) 0,7892 £ 0,1191 1,6900 + 0,4930 0,9728 +0,1493 6,2648 + 1,6219
mladé (young) PIO 1,1000 *+ 0,2086* 0,7547 + 0,2410* 1,2411 + 0,1906* 6,3557 +1,7113
LK (LV) kontrola (control) 0,5973 £ 0,0798 0,9530 +0,3297 0,9681 + 0,1915 0,7484 £ 0,1124
dospelé (adult) PIO 0,5917 £ 0,2027 0,9241 + 0,3957 0,8707 £0,2194 0,6289 + 0,0909
MK (BS) kontrola (control) 1,0835 £ 0,2487 1,1630 £ 0,4177 1,1084 £ 0,3066 0,7589 + 0,0856
dospelé (adult) PIO 0,7633 +0,2133 1,2141 £ 0,3352 1,3261 £ 0,3556 0,6878 +0,1354

Zmeny génovej expresie PPARY, izoforiem SOD (SOD1 a SOD2) v lavej komore srdca (LK) a v mozgovom kmeni (MK) u mladych a dospelych SHR. Génova
expresia bola vyhodnotend ako pomer mRNA sledovaného génu k mRNA ,,housekeeping” génu GAPDH. Celkova enzymova aktivita SOD bola stanovena spek-
trofotometricky s vyuzitim WST farbiva. Priemerné hodnoty + STDEV boli vyhodnotené pomocou One-Way ANOVA (*P < 0,05 davkovana skupina vs. kontrolna
skupina). [Changes in gene expression of PPARy and SOD isophorms (SODI a SOD2) in left ventricle (LV) and brainstem (BS) of young and adult SHR. Gene expression was determined as
mRNA ratio of measured gene to mRNA of houskeeping gene GAPDH. Total SOD activity was dermined using spectrophotometry with WST dye. Values are displayed as average + STDEV.

Significance *p< 0.05 represents treated group vs. control group, using One-Way ANOVA].
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zmenenu expresiu mRNA PPARy u mladych SHR zvierat, ale
opét nie u dospelych zvierat. Praca Chan et al. (10) ukazuje,
ze podavanie RZG md rozny vplyv na expresiu receptora
PPARY v jednotlivych castiach mozgu. Vyskyt jednotlivych
izoforiem PPARY sa v jednotlivych c¢astiach mozgu odlisuje.
Z doterajsich experimentalnych tdajov vyplyva, ze aktivacia
PPARYy zavisi od typu podavaného agonistu, od veku zvierat,
ako aj od lokalizacie v jednotlivych castiach mozgu.

Nukledrny receptor PPARY je tiez jednym z prvych res-
pondentov pri odpovedi na oxida¢ny stres. Prostrednictvom
pozitivnej spétnej vizby je prepojeny s nuklearnym receptorom
Nrf2 (9), ktory je komplexnym systémom, udrziavajucim za
fyziologickych i stresovych podmienok redoxnti homeostazu
(13), a to indukciou expresie protektivnych antioxida¢nych
a detoxifika¢nych génov obsahujucich ARE motiv (14). V LK
sme stanovovali hladinu superoxidu, ktord sa nezmenila ani
u mladych ani u dospelych zvierat. Dalej sme sledovali aktivé-
ciu antioxida¢nych mechanizmov prostrednictvom stanovenia
génovej expresie jednotlivych izoforiem a celkovej enzymovej
aktivity SOD. U dospelych zvierat sa sledované parametre po
PIO liecbe nezmenili. U mladych zvierat v mozgovom kmeni
bola zvysSend expresia SOD2. Tento vysledok sthlasi s ,up-
regulaciou” PPARy v MK, ¢o potvrdzuje, ze aktivicia nukle-
arneho receptora PPARy vedie priamo i ku zvySeniu génovej
expresie mitochondridlnej SOD2 (15), kym expresia cytozolovej
izoformy SOD1 poklesla. Celkova enzymova aktivita SOD sa
v MK nezmenila, ¢o naznacuje, Ze zniZena expresia SOD1
bola vykompenzovand narastom expresie izoformy SOD2.
V IK sme u mladych zvierat zaznamenali zvy$enie celkovej
enzymovej aktivity SOD, ¢o je zrejme prejavom antioxidacného
posobenia PIO, nezavislého od aktivicie PPARY.

Zaver

Na zaklade ziskanych vysledkov mozeme konstatovat, Ze
podavanie PIO malo rozdielny efekt na pouzité experimen-
talne skupiny. Vyraznejsi vplyv PIO na redoxnud regulaciu,
antioxida¢nt odpoved a bunkovu signalizaciu sme preukazali
u mladych, prehypertenznych zvierat v porovnani s dospelymi
SHR. Taktiez mdzeme konstatovat, Ze PPARy agonista — PIO
vyrazne ovplyvnil antioxida¢nt odpoved na trovni aktivit SOD
v LK priamym posobenim samotného pioglitazonu v porovna-
ni s MK, kde sa tento t¢inok prejavoval cez aktivaciu PPARy
receptora, ale len na génovej trovni. Ukazuje sa, Ze glitazony
vykazuju rozdielnu efektivitu na tlak krvi: RZG v porovnani
PIO dokazal redukovat tlak krvi aj u dospelych SHR, avsak
pdsobil toxickejsie na kardiovaskularny systém srdca (10). Na
zaver mozeme konstatovat, Ze sa zistilo, Ze uc¢inok glitazénov,
agonistov PPARy, mdze suvisiet okrem veku a typu agonistu aj
s typom experimentalnej hypertenzie (3, 5).
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