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SOUHRN

Aberantni aktivita Rho kindz (ROCK) hraje roli v tfad¢ lidskych nemoci vcetné
aterosklerdzy, hypertenze, neurodegenerace a neurotraumatu, glaukomu a rakoviny. Série
purinovych derivati s predpokladanou aktivitou vii¢ci ROCK byla testovana v kindzovém testu
a testech cytotoxicity. Nasledn¢ byla vyhodnocena schopnost vybranych aktivnich derivati
branit nadorovym bunkam V invazi kolagenni matrix. Zatimco slouceniny snizovaly
invazivitu bunék pohybujicich se améboidnim zplisobem, kterd je zavisla na aktivit¢ ROCK,
na buniky s mezenchymalni migraci nem¢ly vliv. Nové ROCK inhibitory jsou tedy sto
dosdhnout aktivnich koncentraci v buiikach.

Prace také zahrnuje reSerSi literatury zabyvajici se roli ROCK v lidskych

onemocnénich a moznosti vyuZziti ROCK inhibitort v terapii.



SUMMARY

Aberrant activity of Rho kinases (ROCK) plays a role in a range of human diseases
including atherosclerosis, hypertension, neurodegeneration and neurotrama, glaucoma and
cancer. A series of purine derivatives with anticipated activity against ROCK were tested in
kinase and cytotoxicity assays. The ability of the selected active ones to interfere with tumour
cell invasion in collagen matrix was studied. While the compounds inhbited invasion of cell
lines with ameboid migration that is dependent on ROCK activity, cells with mesenchymal
migration were not influenced. The novel ROCK inhibitors are therefore able to reach active
concentrations in the cells.

The thesis also includes a survey of literature on the role of ROCK in human diseases

and on the use of ROCK inhibitors in therapy.
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1. UVOD A CIL PRACE
Rho kindzy ROCK1 a ROCK2 jsou klicovymi regulatory aktinového cytoskeletu.

Aberantni aktivita Rho kinaz (ROCK) hraje roli v fadé lidskych nemoci v¢etn¢ aterosklerdzy,
hypertenze, neurodegenerace a neurotraumatu, glaukomu a osteopordzy. V piipade
naddorovych onemocnéni aktivita Rho—ROCK drahy ovliviiuje kromé piezivani,
programované bunécné smrti také angiogenezi a metastazovani. Inhibitory ROCK proto maji
potencialné Siroké uplatnéni v terapii. Zatim jsou schvaleny v Japonsku v terapii glaukomu a
cerebrélniho vazospazmu pii subarachnoidalnim krvaceni. V klinickém hodnoceni se testoval
vliv na aterosklerézu a pulmondlni hypertenzi. Pozitivni efekt byl pozorovan i v fadé
zvitecich modeld onemocnéni. Nevyhodou vétSiny stavajicich pokrocilych inhibitord je jejich
nedostate€na kindzova selektivita. Obzvlasté¢ vyvoj inhibitord selektivnich pro jednotlivé
ROCK izoformy je obtizny. Pfitom je znamo, ze nékteré pozitivni ucinky jsou
zprostifedkovany inhibici jedné z izoforem. Efekt inhibice ROCK1 a ROCK2 dokonce muze
veést k opaénym efektim — popsano to bylo napiiklad v regulaci produkce B-amyloidu.
Existuje proto poptavka po novych inhibitorech ROCK.

Cilem této prace bylo testovani aktivity novych purinovych derivati s ocekavanou
aktivitou vi¢i ROCK. V souladu se zadanim byly provedeny nésledujici experimenty.
Inhibi¢ni aktivita vi¢i ROCK2 byla hodnocena v biochemickém testu zaloZeném na
kvantifikaci inkorporace radioaktivniho fosfatu ze znaceného ATP do substratu kinazy.
Cytotoxicka aktivita byla hodnocena na nadorovych a primarnich liniich. K prukazu inhibice
ROCK v bunikéach byl sledovan vliv na fosforylaci n€kterych cili ROCK, stav aktinového
cytoskeletu a na invazivitu bun€k. Dal§im cilem bylo vypracovat reSersi literatury o roli

ROCK v patogenezi a moznostech vyuziti ROCK inhibice v terapie.



Prace navazuje na moji bakalafskou praci zabyvajici se optimalizaci metod pro

a doplnuji nékteré jeji Casti (popis Rho-ROCK signalni drahy, ROCK v nadorové biologii).
Nové se vénuji vyznamu ROCK v nemocech kardiovaskularniho systému, neurodegenerace a
glaukomu. Z bakalaiské prace jsem pievzala nékteré obrazky pochazejici ptivodné z literatury
(Ghoreschi et al., 2009; Liao et al., 2007).



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Rho kinazy

V lidském genomu jsou geny pro 2 izoformy Rho kindz (Rho asociované kinazy,
ROCK). Gen pro ROCK1 (ROKP nebo pl60ROCK) se nachazi na chromozému 18 a koduje
protein o délce 1354 aminokyselin. Gen pro ROCK2 (ROKa) je na chromozému 2 a koduje
protein z 1388 aminokyselin (Leung et al., 1995). Izoformy jsou vysoce homologické - pies
65 % na Grovni proteinu. V kindzové domén¢ dosahuje homologie 92 % (Riento and Ridley,
2003) (Obr. 1). C-konec proteinu slouzi jako autoregulacni inhibitor kindzové domény
nachazejici se na N-konci. Vazba aktivni formy GTP proteinu Rho do Rho-vazebné domény
ROCK vede k naruSeni interakce kindzové domény s C-koncem proteinu a otevieni aktivni
kindzové domény (Amano et al., 1999). Vznik oteviené¢ konformace lze také indukovat
pomoci kyseliny arachidonové, kterd se vaze na PH doménu (Feng et al., 1999). Dale také
odstépenim autoinhibi¢niho C-konce kaspazou-3 (Sebbagh et al., 2001) nebo granzymem B
(Sebbagh et al., 2005) v pribé¢hu programované bunééné smrti. ROCK mohou byt také
aktivovany nezéavisle na Rho, transfosforylaci N-konce (Chen et al., 2002) a piimo
inhibovany interakci s malymi GTP-vazebnymi proteiny jako je Gem a Rad (Ward ef al.,
2002).

Rho-vazebna Domeéna bohata na
domeéna cystein
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ROCKY ™= — W — -] = 1354
! ! ! 634 1015!
67% , 92% ,57%, 55% 041 10751 66%
ROCK2 = —_— E—_— -] =138
92 354 452 1102 1145 1352
Kinasova "Coiled-coil" oblast Plektrin-homologni
doména doména (PH doména)

Obr. 1 — Schéma uspotadani domén Rho kinazy.

(Ptevzato a upraveno z Liao et al., 2007)

Rho - ROCK dréha hraje klicovou roli v organizaci aktinového cytoskeletu. Reguluje
fadu bunécnych procesti v¢etné adheze, kontrakce, motility, proliferace a pteziti (Amano et
al., 2010). Podili se na hojeni ran a metastazovani nadori. ROCKI stabilizuje aktinovy

cytoskelet tim, Ze aktivuje LIM kinazy, které nasledné¢ fosforyluji kofilin. Fosforylace



inhibuje jeho schopnost naruSovat stabilitu aktinovych vldken (Obr. 2). Kontraktilita
stresovych vldken podobné¢ jako kontraktilita aktinomyosinovych vlaken bunék hladké
svaloviny zavisi na fosforylaci lehkého fetézce myosinu (MLC). Ta je katalyzovéana kindzou
lehkych fetézci myosinu (MLCK), zpétnou reakci ptsobi pfislusnd fosfataza. Rho kindzy
inaktivuji tuto fosfatazu fosforylaci jeji podjednotky MYPTI1 (,,myosin phosphatase -
targeting subunit 1) na threoninech v pozicich 696 a 853. ROCK2 (stejné jako MLCK)
piimo fosforyluyje MLC na serinu v pozici 19, coz zpusobi zvySeni ATPazové aktivity
(Amano et al., 2010). Regulace MLC Rho kinazou hraje roli také pii déleni bunky. ROCK
se vaze na aktinomyosinovy komplex kontraktilniho prstence. Kromé Rho ji aktivuje téz
mitotickd kindza PLK1. Dalsi substraty ROCK, které hraji roli v organizaci aktinového
cytoskeletu, jsou ezrin/radixin/moezin (ERM), CPI-17, calponin, adducin. Efekt ROCK na
proliferaci a na bunéfnou polaritu je zprostfedkovan fosforylaci PTEN. Rdast neuritd je
ovlivnén fosforylaci CRMP-2, MAP2 a Tau (Liao et al., 2007; Mueller et al., 2005). Piehled

substratd uvadi tabulka 1.
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Obr. 2 — Vliv ROCK na polymerizaci aktinu a kontraktilitu aktinomyosinovych vlaken
(Ptevzato a upraveno z Matsuoka et Yashiro, 2014)
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Tab. 1 — Prehled substrati Rho a ROCK.

(Ptevzato a upraveno z Matsuoka et Yashiro, 2014)




2.2 Farmakologické inhibitory ROCK

Inhibitory ROCK maji potencialné Siroké uplatnéni od biotechnologie (zvyseni
Zivotnosti kmenovych bunék, vyroba nahrad kiize) po terapii (Amin et al., 2013). Schvéleny
jsou v Japonsku vV terapii glaukomu a cerebralniho vazospazmu pii subarachnoidalnim
krvéceni. V klinickém hodnoceni se testoval vliv na ateroskler6zu a pulmonalni hypertenzi.
Ve zvifecich modelech maji aktivitu, kterd ukazuje na mozné uziti v terapii rakoviny,
Alzheimerovy choroby, bronchialniho astmatu, osteoporozy a erektilni dysfunkce (Liao et al.,
2007; Olson, 2008).

Farmakologické inhibitory ROCK kinaz jako je Y-27632 kompetuji s ATP v kindzové
doméné (Obr. 3). Inhibuji ROCK1 a ROCK2 v ekvimolarni koncentraci. Pti vysSich
koncentracich muze Y-27632 inhibovat mj. proteinkindzu PRK-2, proteinkindzu N,
citronovou kinazu. Fasudil miize inhibovat proteinkinazu A (PKA) a proteinkindzu C (PKC),
ale 1 dalsi kinazy (Obr. 4) (Shimokawa et Rashid, 2007). Pozitivni G¢inky farmakologickych
inhibitord je proto obtizné jednoznacné pfipsat inhibici jednotlivych izoforem ROCK kinaz.

Vyvoj inhibitort selektivnich pro jednotlivé izoformy ROCK stale probiha (Pan ef al., 2013).

Obr. 3 — Struktury komer¢nich inhibitort ROCK kinédz: Y-27632 a fasudil
(Ptevzato z databdze PubChem http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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Obr. 4 — Selektivita ROCK inhibitora (HA-1077 = fasudil).
(Pfevzato z Golen, 2010)



2.3 Role ROCK v patogenezi nemoci a moZnosti terapie
zaloZené na jejich inhibici

V této Casti se pokusim shrnout publikované poznatky o roli ROCK v patogenezi
vybranych onemocnéni. Soustfedim se na ta, kde je vyzkum (a vyvoj farmakoterapie) asi
nejpokrocilejsi - kardiovaskularni onemocnéni, nemoci CNS a glaukom. Kapitolu vénuji roli
ROCK v nadorové biologii mj. i proto, ze v praktické ¢asti diplomové prace hodnotim vliv
inhibitori ROCK na migraci nddorovych bun¢k. Deregulace ROCK hraje ale roli i v dalSich

onemocnénich jako je astma bronchiale, osteopor6za a makularni degenerace ( (Liao et al.,

2007; Olson, 2008; Hollanders et al., 2015).

2.3.1 Role ROCK v iniciaci a progresi nadori

Rakovina je hlavni pficinou umrti ve svété. Iniciace a progrese rakoviny zahrnuje
bunécnou transformaci, riist tumoru, neovaskularizaci, invazi a metastazovani (Hanahan et
Weinberg, 2010).

Aktinovy cytoskelet hraje roli v fadé procesti v pribchu a progresi naddorovych
onemocnéni - bunéfné adhezi, migraci a invazi, epitelialné-mezenchymalnim a
mezenchymalné-epitelidlnim prechodu, metastazovani, neoangiogenezi a infiltraci imunitnich
bunék (Morgan-Fisher et al., 2013). Navic sama reorganizace aktinového cytoskeletu
ovliviiuje genovou expresi, bunécny cyklus, vezikularni transport a piestavbu extracelularni
matrix (Ridley, 2006; Singh et al., 2010; Skarp et Vartiainen, 2010). Vzhledem k tomu, ze
ROCK jsou vyznamnymi regulatory dynamiky aktinového cytoskeletu, je logické, Ze budou
hrat roli 1 v nékterych z téchto procest. Jejich role ale neni omezena na regulaci aktinového
cytoskeletu. ROCK také ovlivituji koncentrace regulatorti bunééného cyklu jako je cyklin A
(pfes LIMK), cyklin D1 a p21 (pifes Ras) a p27 (Street et Bryan, 2011; Croft ef Olson, 2006).
ROCK kinazy také mohou chranit nadorové buiky pted apoptéozou (Burthem et al., 2007).

ROCK jsou dillezité pro nadorovou angiogenezi a metastazovani.

2.3.1.1 Zmény exprese a aktivity ROCK p¥i nadorovém onemocnéni

V nadorovych buitkach miize byt narusSena jak exprese, tak regulace aktivity ROCK
kinaz. Somatické mutace se vyskytuje u obou ROCK gent. Mutace vedouci ke konstitutivné
aktivni formé& byly zjiSt€ny v genomech nadorovych bun¢k a primarnich tumorti (Greenman et
al., 2007). Mutace v genu pro ROCK1 vedouci ke ztraté¢ autoinhibice byly pozorovany u

primarniho karcinomu prsu a v bun&éné linii odvozené z karcinomu plic (Greenman et al.,



2007; Lochhead et al., 2010). Mutace genu ROCK2 byly zjistény u primarniho karcinomu
zaludku a maligni melanomové bunétné linie. Nckteré mutace byly pozorovany
v homologickych oblastech u obou izoforem.

Také zvySeni exprese na urovni RNA a/nebo proteinli bylo pozorovano u nékterych
rakovin. ZvySeni proteinové exprese ale nemusi korelovat se zvySenou celkovou aktivitou
ROCK. Ale v n¢kterych piipadech byla zjisténa korelace mezi expresi a agresivitou nadoru.
U nadoru prsu koreluje vyssi exprese ROCK1 se zvysSujici se tiidou tumoru (Lane et al.,
2008). V osteosarkomech zas koreluje s nizSim celkovym pfezitim (Liu et al., 2011). Vyssi
expresi ROCK2 proteinu mlizeme najit u vice agresivné se chovajicich hepatocelularnich
karcinomti (Wong et al., 2009). V ptipad¢ rakoviny mocového méchyie je naopak zvysena
ROCK2 exprese spojend se zvySenim celkového bezptiznakového pieziti (Kamai et al.,
2003). Zda se, ze zvySena exprese jednotlivych ROCK izoforem je spojena s rozdilnymi typy
malignit. Zatim neni zcela jasné, kdy je aberantni exprese jednotlivych izoforem piimo
spojena s progresi onemocnéni a kdy je naopak dusledkem progrese nemoci (Hahmann et

Schroeter, 2010).

2.3.1.2 ROCK a nadorova angiogeneze

Pokud tumor nemé cévni zasobeni, jeho rist je limitovan — uvadi se, ze muze
dosdhnout maximéalné n&kolika mm?®. Soucasti tumorogeneze je proto indukce vriistani cév
do tumoru. Angiogenezi je moZzné popsat jako proces o péti krocich. ZvySeni permeability
stény kapilary umozni migraci endotelii do extracelularni matrix po gradientu angiogenniho
signalu. Béhem tohoto procesu dochazi také k déleni endotelii. Ty potom vytvareji
protokapilary. Do tvorby kapilar se pak zapoji pericyty a buniky hladkého cévniho svalu
(Chen et al., 2014). Rho-ROCK signalizace hraje roli ve vSech fazich. K jeji aktivaci
v endoteliich dochéazi plsobenim vaskuldrniho endotelidlniho rastovy faktoru (VEGF)
secernovanovan¢ho nadorem (Bryan et al., 2010; Montalvo et al., 2013). Ke zvySeni
permeability pfispiva kontrakce endotelii zpiisobena reorganizaci aktinového cytoskeletu
regulovanou Rho-ROCK. Ta hraje roli 1 pfi migraci endotelii. Draha hraje roli 1 v mitogennim
a anti-apoptotickém efektu VEGF na endotelie (Yin et al., 2007; Bryan et al., 2010) a
ovlivitluje nékteré aspekty vznikajicich protokapilar. Implantace bunék lidského
kolorektalniho karcinomu s indukovatelnym ROCK2 konstruktem u mysi vedla ke vzniku

siln€ vaskularizovanych agresivnich tumora (Croft ef al., 2004).
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Proto neni piekvapivé, Ze inhibice ROCK pomoci siRNA i nizkomolekularnich

inhibitorli ma antiangiogenni efekt in vitro 1 in vivo (Chen et al., 2014). V angiogenezi hraji

roli ob¢ izoformy ROCK - inhibice jednotlivych izoforem pomoci RNA interference ma na

nekteré faze angiogeneze in vitro nizSi vliv nez farmakologickd inhibice neselektivnim

inhibitorem obou variant. Pozorovani potvrdil 1 nasledny pokus s implantaci bunek

angiosarkomu do oplozeného slepiciho vajicka (Montalvo et al. 2013). Endotelie odvozené

z tumorll si zachovavaji abnormalni vlastnosti 1 pii kultivaci in vitro. Napiiklad oproti

nenadorovym endoteliim jsou schopny lépe vytvaret kapilarni sité. Pfi¢inou je konstitutivni

aktivace drahy Rho - ROCK (Ghosh et al., 2008) (Obr. 5, Obr. 6)
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Obr. 5 — Rozdil mezi mezenchymalni a améboidni migraci

(Pfevzato a ptekresleno z Matsuoka et Yashiro, 2014)
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Obr. 6 — Schéma efektu ROCK na angiogenezi
(Ptekresleno podle Chen et al., 2014)
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2.3.1.3 ROCK a metastazovani ndadori

Motilita bun€k je spojena s piestavbou aktinového cytoskeletu regulovanou Rho
GTPazamy. Zatimco Rac a Cdc42 stimuluji pohyb cela buiiky, Rho indukuje refrakci zadni
casti buiikky. Role Rho-ROCK drdhy v migraci endotelii pfi angiogenezi jiz byla zminéna
vyse. Rho-ROCK drdha hraje také dilezitou roli v invazivité¢ a metastazovani nadort.
Asociace se vznikem metastaz ve vzdalenych organech byla pozorovana u nadori prsu (Tang
et al., 2008), ovarii (Cheng et al., 2009), zaludku (Matsuoka et Yashiro, 2014) a jater (Grise et
al., 2009).

Bunky néadori pochdzejicich z epitelii se pohybuji ve skupinidch nebo jednotlive.
Druhy zpiisob je umoznén tim, Ze v pribéhu tumorogeneze dochdzi ke ztraté polarity bunék
potlacenim mezibunééné adheze diky snizené expresi cadherinii. Proces je oznacovan jako
epitelidlné mezenchymalni tranzice. Dediferencované buiiky se pak mohou pohybovat dvéma
zptisoby — mezenchymalnim, zavislém na interakci s integriny a proteolyze extracelularni
matrix a améboidnim, na téchto procesech nezavislym. In vitro lze typ migrace urcit
na zédkladé¢ morfologie bun¢k pohybujicich se v 3D matrici — mezenchymadlni buniky jsou
protahlé, améboidni kulaté. ROCK byla identifikovana jako klicovy regulator améboidni
migrace, kdezto jeji role v mezenchymalni migraci je omezena (Sahai et Marshall, 2003).

Potencidlni terapii zaméfenou na potlac¢eni merastazovani komplikuje to, ze v tumoru
se mohou vyskytovat buiiky pohybujici se obéma zptsoby (Friedl e Wolf, 2003). Nadorové
buitky mohou také invazivni strategii ménit (Paiikkova et al., 2010), zménu miize indukovat
inhibice jednoho z typl pohybu (Matsuoka et Yashiro, 2014). Jako moZn4 strategie prevence
invaze a metastazovani nadori by se proto mohlo uplatnit podavani kombinace inhibitoru
ROCK a latky branici mezenchymalnimu pohybu napf. inhibitoru matrixovych proteaz (Sahai
et Marshall, 2003; Torka et al., 2006), Rac (Ridley, 2012) nebo kindzy MRCK (Heikkila et
al.,2011).

2.3.1.4 Farmakologicka inhibice ROCK v in vivo modelech rakoviny

Farmakologicka inhibice ROCK maé protinadorovy efekt jak v bunéénych kulturach,
tak v ne€kterych zvifecich modelech véetné xenograft. Nekteré studie jiz byly zminény vyse.
Zde jsou uvedeny nékteré experimenty na zvifecich modelech. Fasudil, Y-27632, Wf-536,
RKI-1447 a nékteré dalsi byly sto redukovat riist hepatocelularniho a plicniho karcinomu,

myelomu a karcinomu prsu u mysi (Itoh et al., 1999; Takamura et al., 2001; Nakajima et al.,
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2003; Ying et al., 2006; Patel et al., 2012). Fasudil a Wf-53 brani neoangiogenezi a v in vivo
modelu modelu pii karcinomu plic (Nakajima ef al., 2003; Zhang et al., 2012).

Redukce invazivity a diseminace po podani ROCK inhibitoru byla pozorovana
v melanomech, fibrosarkomech, nadorech prsu, ledvin, jater a prostaty. Na zakladé téchto
pozorovani je mozné soudit, ze ROCK inhibitory by mohly ptisobit nejen redukci primarniho

tumoru, ale branit i nadorové angiogenezi a metastazovani.

2.3.2 ROCK a kardiovaskularni onemocnéni

Rada experimentii in vitro i in vivo prokazala, Ze abnormalni funkce ROCK pfispivé
k cévnim onemocnénim. V cévni sten€¢ ROCK zprostfedkovavaji kontrakci hladkého svalu,
organizaci aktinového cytoskeletu, buné¢nou adhezi a motilitu. Maji také vliv na proliferaci a
apoptézu bunck cévniho hladkého svalu. Dysregulovana aktivita ROCK muze piispét
k abnormalni kontrakci hladkého svalu pozorované pii mozkovém a koronarnim vazospasmu
(Masumoto ef al., 2002), hypertenzi a plicni hypertenzi (Abe et al., 2004). ROCK mohou také
regulovat cévni tonus a ob&h krve nepiimo pies negativni regulaci exprese a aktivace eNOS,
pfipadné ptsobenim na CNS (Ito ef al., 2004). ROCK inhibice vede ke zvyseni krevniho
pratoku mozkem a ke sniZzeni rozsahu infarktu pii mozkové mrtvici (Rikitake ez al., 2005).
V této indikaci byl také v Japonsku schvalen fasudil.

ROCK se také podili na zdn€tu a remodelaci cév, restendze po ,,balonovém* zranéni
pii angioplastice (Shibata et al., 2003), ischemicko-reperfaznim poSkozeni (Wolfrum et al.,
2004) a ateroskler6ze (Mallat et al., 2003). Dlouhodobé podavani fasudilu zmirnuje
monokrotalinem indukovanou fatilni plicni hypertenzi u potkanti (Abe et al., 2004) a
potlacuje vaskulopatii srde¢niho §t€pu u mysi (Hattori ef al., 2004). ROCK také ovliviuji
expresi nékterych gend  dulezitych pro funkci cév, véetné monocytového
chemoatraktantového proteinu-1 (MCP-1/CCL2), plasminogen-aktivujiciho inhibitoru-1
(PAI-1/SERPINE1) a osteopontinu (sekretuje fosfoprotein 1, SPP1) (Shimokawa et
Takeshita, 2005). ROCK je stimulovan zanétlivymi podnéty jako je angiotensin II a
interleukin-1p v bunéénych kulturach (Hiroki ef al., 2004) a lipopolysacharidem pfti in vivo
(Buyukafsar er al., 2004). Aktivita ROCK se podili na regulaci exprese PAI-1 pfi
hyperglykemii, coz naznacuje, Ze ROCK mohou byt klicovym regulatorem
u kardiovaskuldrnich nemoci u pacientt s diabetes mellitus (Rikitake ef Liao, 2005).

Rozsahl¢ klinické studie prokézaly, ze hypolipidemika (inhibitory 3-hydroxy-3-
methylglutarylreduktazy, HMG-CoA) snizuji efektivné hladiny krevniho cholesterolu a
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nasledné¢ kardiovaskuldrni morbiditu a mortalitu. Mj. také zlepSuji a obnovuji endotelidlni
funkci (Zhou et Liao, 2010). Statinim jsou ale pfipisovany i dal$i pozitivni G€¢inky nezavislé
na jejich hypolipidemickém UCinku. Roli zde hraje snizeni hladin izoprenoidnich
meziprodukti syntézy cholesterolu. Ty se uplatiuji jako posttranslacni modifikace nékterych
vyznamnych intraceluldrnich signédlnich proteinti. Napf. membranova lokalizace a spravna
funkce malych GTP-vazebnych proteini Rho, Ras a Rac je zavisla na izoprenylaci (Zhou et
Liao, 2009). Statiny také zvysuji expresi endotelialni syntazy oxidu dusnatého (eNOS). Tento
efekt je dasledkem inhibice RhoA, coz vede ke zméndm aktinového cytoskeletu a nasledné
stabilizaci mRNA pro eNOS (Laufs et Liao, 1998). Inhibice Rho-ROCK drahy hraje roli
v rychlé fosforylaci a aktivaci eNOS pies fosfatidylinositol-3-kindzu Akt drahou (Wolfrum et
al., 2004). Rho-ROCK draha tedy negativné reguluji endotelidlni funkci na trovni eNOS
exprese a také aktivaci dvéma jasnymi mechanismy.

Protoze ROCK ovliviiuji fungovani cév na mnoha urovnich, porozuméni jejich role
v cévni sténé muze poskytnout klicové poznatky o tom, jak jsou cévy regulovany jako celek
v béznych 1 patofyziologickych podminkéch. Intenzivné probiha preklinicky i klinicky
vyzkum aplikace ROCK inhibitorii v kardiovaskularnich indikacich. Vysledkem téchto snah

je i schvéleni fasudilu v terapii cerebralniho vazospazmu pii mozkové mrtvici.

2.3.2.1 Ateroskleroza a hypertenze

Ateroskler6za je komplex patofyziologickych procesti charakterizovanych
progresivnim zanétem, akumulaci lipid v cévni sténé€ a jeji fibrézou. Proces typicky zacina
dysfunkci endotelu, vedouci k aktivaci endotelialnich bun¢k a vstupu leukocyti do cévni
stény (Zhou et al., 2011). Nasledny lokalni zanét pak déale podporuje chemotaxi a adhezi
leukocytli a aktivovanych trombocytil na poskozenou cévu. To vede ke zvySeni permeability
cévni stény pro lipidy plasmy. Oxidované lipidy se hromadi v makrofazich infiltrujicich
arterialni intimu (Libby et al., 2002). Akumulace dalSich zanétlivych bunék a extracelularnich
lipidd vede k tvorbé tukovych desek, které¢ se dale vyviji v aterosklerotické platy. Sekrece
cytokini a rtistovych faktori stimuluje dalsi rist platll, coz mize vést k ziZeni prisvitu cévy -
stenoze. Pritomnost aterosklerotickych plati miize zvySovat agregaci trombocyt a vést
v disledku k tromboze. Dusledkem sniZzené pruznosti cévy je hypertenze. Pozitivni efekt
ROCK inhibitort v prevenci a terapii aterosklerdzy a jejich komplikaci je komplexni.

Hyperpermeabilita cévni stény vyvoland podanim LPA ve zvifecim modelu
ateroskler6zy vyzaduje aktivaci RhoA-ROCK drahy. Inhibice ROCK pomoci Y-27632

zamezuje vzniku Casnych aterosklerotickych plaki u mysi s mutaci LDL receptoru krmenych
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dietou s vysokym obsahem cholesterolu. To bylo spojeno s vyraznou redukeci akumulace T-
lymfocyti (Mallat et al., 2003). Dalsi studie sledovaly distribuci a fosforylaci cilovych
proteini ROCK, zejména MLC a ERM proteinti, u apolipoprotein-E deficientnich mysi.
Po podani Y-27632 doslo k inhibici fosforylace ERM v aterosklerotickych placich (Rekhter et
al., 2007). Experimenty tedy naznacuji, ze ROCK1 hraje klicovou roli v rozvoji aterosklerozy
a ze jeji inhibice by mohla mit byt pfinosna v jeji 1é€bé. Potencial inhibice ROCK?2 v terapii je
zatim nejasny. Dlouhodoba ROCK inhibice onemocnéni nejen stabilizuje, ale dokonce
indukuje regresi aterosklerotickych koronarnich 1¢ézi u prasete in vivo (Shimokawa et al.,
2001).

Jak jiz bylo uvedeno, aktivita ROCK snizuje expresi eNOS. Inhibice ROCK pfispiva
k udrzeni krevniho pritoku tim, Ze brani hypoxii indukovanému sniZeni endotelidlni syntézy
vazodilatacné aktivniho oxidu dusnatého.

Vyzkum role ROCK kindz v arterialni aterosklerdze vyustil v klinické studie. Aplikace
fasudilu redukovala zvySenou aktivitu ROCK u pacientd s aterosklerozou a zlepsila
vazodilataci zavislou na endotelu. Zajimavé je, Ze se vazodilace zavisla na endoteliu
u zdravych ucastnik studie se zhorSovala po podani fasudilu v porovnani s placebem.
Diivodem je pravdépodobné negativni zpétnd vazba vedouci ke zvySené transkripci Rho

(Rekhter et al., 2007).

2.3.2.2 Plicni hypertenze

Klinicky se ROCK inhibitory testuji 1 v terapii plicni hypertenze (PH). Pro tento stav
je typicka trvald vazokonstrikce, progresivnim remodelace a trombotizace cév a nevratna
pravosrde¢ni dysfunkce. Zatimco pii hypoxické plicni vazokonstrikci je zndm hlavni
patofyziologicky faktor, zplsobujici zvySeni plicniho arteridlniho tlaku, procesy vedouci
k plicni hypertenzi nejsou zcela pochopeny. Alespont v nékterych ptipadech se predpoklada,
ze pri¢inou je dysfunkce endotelu. K vyvolani onemocnéni v experimentalnich zvifatech
se pouziva injekce monokrotalinu. Ten ma toxicky efekt na endotelidlni buniky, v disledku
pak dochazi k dramatické akumulaci makrofagii v malych cévach (Duong-Quy et al., 2013).

Roli RhoA-ROCK drahy v patogenezi idiopatické plicni arterialni hypertenze
prokazali na pacientskych vzorcich v roce 2009 Guilluy ef al. V plicich, krevnich destickach a
bunikach hladkého cévniho svalu pozorovali zvySenou aktivitu Rho a ROCK kindzy
pravdépodobné v dlsledku serotonylace Rho proteinu. Ta pftispéla k proliferaci bunck

hladkého svalu arterii. Ve studii pacientl s plicni hypertenzi, ktefi podstoupili transplantaci
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plic (Do et al., 2009), se ukazalo, Zze Rho-kinazova aktivita koreluje se zavaznosti a vyvojem
onemocnéni.

Na zvitecich modelech byl uspésné testovan jak Y-27632, tak fasudil. Aby se piedeslo
systémové vazodilataci, byly latky v fadé ptipadi podavany inhala¢n€. Kromé redukce tlaku
byl pozorovan pozitivni efekt na hemodynamické zmény a cévni piestavbu u lé€enych oproti
nelécenym. V ptipad¢ fasudilu byl pozorovéan i vliv na proliferaci a apoptozu hladkych bunck
cévni svaloviny (McNamara et al., 2008; Xu et al., 2010; Zino et al., 2010; Jiang et al., 2007,
Mouchaers et al., 2007).

Pozitivni vysledky aplikace ROCK inhibitori pfi 1é€bé PH ve zvifecich modelech
vedly ke klinickym studiim. Pozitivni efekt na tlak a dalsi kardiovaskularni parametry byl
demonstrovan v pilotni studii Fukumoto et al. (2005) a poté ve vétsi studii na pacientech
s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi (Ishikura et al., 2006). Akutni prospésné efekty
fasudilu na hemodynamiku pfi 1é€bé vrozeného srdecniho onemocnéni s levopravym
presunem indukujicim PH u mladych pacientd byly pozorovany v dalsi studii (12 pacientu,
primérny vék 12,3 let) (Li et al., 2009). V této studii byl fasudil podavéan intravenodzné.
Pozitivni efekt inhala¢ni aplikace na stfedni arteridlni tlak a pomér plicni/systémové cévni
rezistence demostroval Fujita er al. (2010). Jednoznacné dikazy pozitivniho efektu
dlouhodobé 1écby fasudilem u pacienti s PH at’ v monoterapii nebo v kombinaci ale zatim

chybi.

2.3.3 ROCK v neurotraumatu a neurodegeneraci

ROCK hraji roli 1 pfi akutnim postizeni CNS jako je poranéni mozku a mrtvice.
Jedinym ROCK inhibitorem zatim schvalenym v terapii CNS je fasudil. Ten se pouZziva
v ptipadé cerebralniho vazospasmu v dusledku subarachnoidalniho krvaceni v Japonsku a
Cing.

Nadmeérna aktivace ROCK se pravdépodobné podili na patogenezi neurodegeneraci
jako je Alzheimerova, Huntingtonova a Parkinsonova choroba (Raad et al., 2012). ROCK

inhibitory se proto v budoucnu mohou uplatnit 1 zde.

2.3.3.1 Cévni mozkova piihoda
Cévni mozkova piihoda (mozkova mrtvice, iktus) je ndhlé postizeni tkdné¢ mozku
v disledku poruchy prokrveni. K tomu mtize dojit v disledku ischemie zpiisobené okluzi cév

napt. trombem nebo krvacenim (hemoragie). V ptipad¢ ischemické cévni piihody je cilem
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obnovit krevni zdsobeni napt. podanim trombolytik, v piipadé hemoragie zastavit krvaceni.
S ur¢itym zpozdénim dochézi k zdniku neuronti i v okoli vlastniho infarktu v oblasti takzvané
penumbry. Cilem terapie je predejit ztraté neuronti v této oblasti, Gspéchy jsou zatim
omezené. Dilezitou vlastnosti potencialnich 1é¢iv je schopnost ptsobit protektivné, 1 pokud
jsou podéna s odstupem po vzniku infarktu.

Neuroprotektivni pisobeni inhibitort ROCK pii hemoragii a hypoxii je komplexni —
kromé& zvySeni krevniho zasobeni diky vazodilataci, brani lokalnimu zanétu, agregaci
trombocytl a chrani nervové bunky proti apoptoze. Nékteré také snizuji oxidativni stres.

Pozitivni efekt byl pozorovan v celé fad¢ zvitecich modeli (hlodavei, psi). Obvyklym
ptistupem je vyvolani lokalniho infarktu pomoci mechanické okluze mozkovych cév. Satoh et
al. (2007) pomoci tohoto pfistupu na piskomilech ukazali, Ze fasudil je schopny ochranit
neurony pokud je podén i s odstupem 24 hodin po vzniku ischemie.

Ishirugo et al., (2012) v mySim modelu ukézali, ze je vyhodné kombinovat
trombolytickou terapii pomoci tPA s podanim fasudilu. Fasudil chranil ptfed hemorhagickou
transformaci, pfi¢emz autofi efekt alesponi Castecné pfipisuji inhibici metaloproteindzy 9
fasudilem.

Koumara et al. (2011) hodnotili neuroprotektivni efekty fasudilu, ozagrelu
(antiagregans pusobici pomoci inhibice tromboxin-syntazy) a jejich kombinace v modelu
ischemické mrtvice. Terapie vedla k redukci velikosti infarktu vazodilataci a inhibici agregace
desticek v mistech uzavéru tepen. Kombinace byla i¢innéj$i neZ monoterapie. Na molekularni
urovni doslo 1 k fosforylaci eNOS a zvySeni mnoZzstvi oxidu dusnatého.

V piipad¢ ischemie k postizeni nepfispiva jen hypoxie, ale 1 oxidativni stres. Fasudil
chranil buiky PCI12 proti oxidativnimu stresu vyvolaného expozici peroxidu vodiku.
Pozorovéna byla redukce akumulace reaktivnich forem kysliku a hodnot poméru koncentrace

Bax/Bcl-2 mRNA a proteinti (Li et al., 2011).

2.3.3.2 Neuroregenerace

Fasudil podporuje produkei granulocytového stimulujiciho faktoru (G-CSF) astrocyty
v in vitro modelu ischemie. V disledku toho doSlo k aktivaci neurogeneze. Efekt zmizel
pii blokad¢ receptoru pro G-CSF, coz dokazuje, ze neuroprotekce je zprostiedkovana timto
receptorem (Ding et al., 2009). Je tedy mozné, ze k terapeutickému efektu fasudilu mize

pfispivat i schopnost stimulovat proliferaci nervovych bunék a neurogenezi.
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2.3.3.3 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéjsi pri¢inou poruchy paméti a kognitivni
dysfunkce (Igbal et Grundke-Igbal, 2011). Typickym patologickym nalezem je pfitomnost
neurofilament hyperfosforylovaného proteinu Tau v neuronech a plaki p-amyloidu
v mezibunéénych prostorach. Piestoze se jedna o nejndpadnéjsi zmény, role téchto agregatii
v patogenezi onemocnéni neni zcela jasna — mohou byt piic¢inou 1 dasledkem onemocnéni
(Huang et al., 2013). Existuji i1 alternativni hypotézy.

V posledni dobé se vénuje pozornost vztahu mezi narusenym metabolismem glukézy a
AD — n¢kdy se dokonce o AD mluvi jako o dalsim typu diabetu. Porucha signalizace pies
inzulinové receptory vede k snizeni klirens [-amyloidu. Inzulinové rezistence a
hyperinzulinemie Udajné zvysuji riziko rozvoje AD a zhorSeni paméti. Epidemiologické
studie také ukazuji, Ze existuje asociace AD se snizenim hladiny cirkulujiciho leptinu.

Role Rho-ROCK signalizace v patogenezi AD je zatim hypotetickd, ale mluvi pro ni
nasledujici pozorovani. Jednak ROCKI1 je nezbytna pro aktivitu leptinu v nékterych oblastech
CNS. Jednak schopnost nékterych nesteroidnich antiflogistik redukovat sekreci beta-amyloidu
je zprostfedkovéna regulaci Rho-ROCK drahy a jeji pfimé inhibice pomoci ROCK inhibitoru
ma podobny efekt (Zhou, 2003). Problém pro farmakoterapii ptfedstavuje pozorovani, ze
inhibice jednotlivych izoforem mlze mit na produkci beta-amyloidu opacny efekt

(Herskowithz et al., 2013).

2.3.4 ROCK inhibitory v terapii glaukomu

Glaukom (zeleny =zakal) (Obr. 7) je opticka neuropatie, pii které dochazi
k zrychlenému odumirani retindlnich gangliovych bunék. Je hlavni pfic¢inou slepoty na svéte.
Odhaduje se, ze vroce 2020 pocet lidi postizenych glaukomem dosdhne 79,6 miliond.
Vzhledem ke své pocatecni asymptomatické povaze zistava vyznamnad ¢ast pacientil
nediagnostikovana (Wang et al., 2014).

Glaukom je casto disledkem zvySeného nitroo¢niho tlaku, ale existuje i forma, kdy
nitroo¢ni tlak ziistava normalni. V prvnim ptipadé€ je cilem terapie sniZzeni nitroo¢niho tlaku.
V terapii se pouzivaji 1€¢iva ze skupin prostaglandini, beta-blokatory, alfa-adrenomimetika,
parasympatomimetika a inhibitory karbonické anhydrazy. Pokud farmakoterapie nezabira,
ptistupuje se k operaci umoziujici zvyseni ptirozeného odtoku komorové tekutiny. Piistupy
zaloZzené na neuroprotekci a neuroregeneraci nebyly zatim zavedeny do klinické praxe.

Experimentalni 1é¢iva zahrnuji latky modulujici cytoskelet, kanabinoidy, ligandy
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adenosinovych/serotoninovych/dopaminovych receptorti, moduldtory produkce NO a CO
(Bucolo et al., 2013). Testuje se i siRNA proti né¢kolika cilam.

Hypotéza o roli Rho-ROCK drédhy v regulaci odtoku komorové tekutiny vysla
z pozorovani exprese Rho-GTPazy v trabekularni sitoviné krali¢iho oka, kde pfispivala
k senzibilit¢ ke stahu vyvolanému vapnikem (Fukatay et al., 2011). Pozdéji byla pomoci
imunohistochemie pozorovéana zvySena hladina RhoA ve zrakovém nervu glaukomatického
oka ve srovnani s kontrolni vékovou skupinou (Goldhagen et al., 2012). Protoze ROCK
reguluji kontrakci hladkého svalstva, ROCK inhibitory mohou zvysit odtok komorové
tekutiny pies trabekularni sitovinu a nasledné snizit nitroo¢ni tlak.

Experimentalné hypotézu potvrdil Rao et al. (2001), kteti perfundovali praseci oko 10-
100 umol/l ROCK inhibitorem Y-27632 a pozorovali zvySeni odtoku komorové tekutiny pres
trabekularni sitovinu az na 80 % oproti kontrole. V izolované trabekularni tkani pak
pozorovali snizeni fosforylace lehkého fetézce myosinu, coz naznaCuje, ze zmény
v morfologii bun¢k a odtoku tekutiny byly skute¢né ovlivnény inhibici Rho-ROCK drahy.

Na zvifecich modelech byly demonstrovany 1 dalsi pozitivni efekty ROCK inhibice.
Po aplikaci inhibitoru doslo ke zvySeni krevniho priitoku okem. V piipadé€ nekterych latek byl
pozorovan i neuroprotektivni efekt a neuroregeneracni efekt. Na rozdil od stavajicich 1€k,
které snizuji nitroo¢ni tlak tim, ze potlacuji produkci komorové tekutiny, ROCK inhibitory
mohou pusobit terapeuticky na n€kolika Grovnich.

V soucasné dobé se v klinickém hodnoceni terapie glaukomu nachazi 4 ROCK
inhibitory (K-115, AR-13324, PG324, AMAO0076). Vyvoj dalSich nejméné 6 inhibitort byl
ale v klinické fazi zastaven obvykle pro nezddouci Gc¢inky (Tanihara et al., 2013; Kopezynski
et al., 2012; Zhang et al., 2012). Typickym nezadoucim ucinkem je hyperémie (piekrveni) v
disledku vazodilatace. V piipad¢ latek dostavajicich se do systémové cirkulace mize ze
stejnych ditvodi dochazet k hypotenzi. Proto se vyvijeji inhibitory, které jsou sice sto
penetrovat do oka v dostatecné koncentraci, ale zaroven nedochazi k systémové distribuci.

Ke snizeni nezadoucich ucinki by ptisp€lo 1 zvySeni selektivity inhibitort.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Analyzér luminiscence — LAS-4000 (FUJIFILM)

Analyzér pro svétlocitlivou kazetu — FLA-7000 (FUJIFILM)

Automatické pipety (Eppendorf); 8-kanalova pipeta (Brand Transferpette S-8)

Box s vertikalnim proudénim vzduchu — Gelaire TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories)
Biirkerova komirka (Marienfeld)

COz2 inkubator -MCO-18AIC (SANYO)

Desti¢kovy spektrofotometr — Sunrise (Tecan)

Elektroforeticky zdroj — EC 3000P (E-C Apparatus Corporation)

Chlazené centrifuga — BR4i (Jouan); stolni centrifuga — Mini Spin (Eppendorf)
Mikroskop — Eclipse TE2000-S (Nikon)

Mikroskop — IX51 (Olympus); zdroj svétla — TH4-200 (Olympus); kamera — DP71
(Olympus)

Sestava pro elektroforézu a blot — Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad)
Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky — Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems)
Svétlocitliva kazeta — BAS Cassette 2025 (FUJIFILM)

Termo-mixér — Thermomixer Comfort (Eppendorf)

Termostat blokovy — MBT 250 (Kleinfeld Labortechnik)

Termostatova michacka — RCT S26 (OMNILAB)

Ttepacka — KS 260 Basic (IKA)

Tiepacka s kyvavym pohybem — Mini Rocker MR-1 (BIOSAN)

Ultrazvuk — HD 2200 (BANDELIN SONOPLUS)

Ultrazvukova lazen — RK31 (BANDELIN SONOREX)

Vahy — 440-33N (Kern)

Vortex — Minishaker MS2 (IKA)

Vyvéva — KIF LAB (Laboport)
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3.2 Seznam pouzitych kultiva¢nich plasti

= Kultivaéni lahve s vickem 75 cm?

»  Kultivaéni desti¢ky 6-jamkové 9,6 cm?

»  Kultiva¢ni desti¢ky 12-jamkové 3,85 cm?
»  Kultiva¢ni desticky 48-jamkové 1 cm?

»  Kultiva¢ni desti¢ky 96-jamkové 0,33 cm?
= Kultiva¢ni misky o priméru 10 cm

= Skrabky

Material pochazel od firmy TPP.
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3.3 Seznam pouzitych chemikalii
= Agar6za — Invitrogen
= Akrylamid (AA) — SERVA Electrophoresis
= [y-BPJATP - MP
= Bovinni sérovy albumin (BSA) — Sigma Aldrich
» Bromfenolova modf — Sigma Aldrich
= Coomasie Brilliant Blue — SERVA Electrophoresis
» D-(+)-glukdéza — Sigma Aldrich
= Destilovana voda
* Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma Aldrich
= 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT) - Sigma
Aldrich
= Dodecylsiran sodny (SDS) — Lach Ner s.r.o.
= Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) — Invitrogen
= Ethanol 70 % - Lach Ner s.r.o.
= Ethanol 96 % - Lach Ner s.r.o.
= Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma Aldrich
= Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) — Sigma Aldrich
» Fetélni bovinni sérum — Invitrogen
» Fluorid sodny — Sigma Aldrich
= Glycerol-2-fosfat — Sigma Aldrich
= Hepes — Sigma Aldrich
= Histon I11-S — Sigma Aldrich
» Chlorid hote¢naty hexahydrat — Sigma Aldrich
= Kalcein AM (1 mg/ml) - Invitrogen
= Kolagen G (bovinni) — Biochrom AG
= Kolagen R (krysi) — SERVA
= Kyselina chlorovodikova — Sigma Aldrich
= Kyselina orthofosfore¢na (85%) — Sigma Aldrich
= N,N"-methylenbisakrylamid (BIS) — SERVA Electrophoresis
» N tekuty dusik — Linde
= N-butanol — Sigma Aldrich

= Penicilin-Streptomycin Solution — Sigma Aldrich
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Peptid LRRWSLG (substrat ROCK2) — Clonestar
Persiran amonny (APS) — SERVA Electrophoresis
Ponceau S — Sigma Aldrich

Pyruvat sodny — Sigma Aldrich

ROCKZ2, rekombinantni enzym — Proginase
RPMI 1640 GlutaMAX — Sigma Aldrich

Temed — Sigma Aldrich

TRIS — SERVA Electrophoresis

TRITON X-100 — Sigma Aldrich

Trypsin — Sigma Aldrich

Tween 20 — MP
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3.4 Seznam pouzitych roztoki

APS 10%: 0,1 g APS + 0,9 ml H2O; doplnéni piesné na objem 1 ml H20

ATP 1 mmol/l (5 ml): 2,76 mg ATP +4 ml HO + 5 pl 2 mmol/l MgCly; doplnéni
piesné na objem 5 ml H2O

Blotovaci pufr (10x): 30,3 g TRIS + 144 g glycin + 950 ml H20; doplnéni piesné na
objem 11 H.O

D-glukosa 1 mol/l (100 ml): 18,02 g D-glukosy + 90 ml H2O; doplnéni pfesné na
objem 100 ml H20

EDTA 0,5 mmol/l v PBS (500 ml): 0,073 g EDTA + 450 ml PBS, doplnéni piesn¢ na
objem 500 ml PBS, sterilné prefiltrovat pies 0,22 pmol/l filtr

EGTA 0,5%, pH 7,2 (500 ml): 2,5 g EGTA + 450 ml PBS; uprava na pH 7,2; doplnéni
pfesné na objem 500 ml PBS; piefiltrovani pies 0,22 pm filtr

ELFO pufr (10x): 30,24 g TRIS + 144 g glycinu + 10 g SDS + 950 ml H20; doplnéni
presné na objem 11 H20

Kindzovy pufr (2x) (20 ml): 4 ml 0,5 mol/l Hepes pH 7,4 + 0,2 ml 2 mol/l MgCl. +
0,4 ml 0,25 mol/l EGTA + 0,8 ml 0,5 mol/l glycerol 2-fosfat + 0,2 ml 0,2 mol/l NaF;
uprava na pH 7.4; doplnéni pfesné na objem 20 ml H>0

Kolagen roztok 2 mg/ml: 266,16 pl 5x DMEM + 60,38 ul NaHCO3 + 60 pl FBS +
51,36 pl 200 mmol/l NaOH + 463,2 ul vody + 226,83 pl kolagen R + 226,83 pl
kolagen G

Kolagen roztok 1,5 mg/ml: 266,16 pl 5x DMEM + 60,38 ul NaHCO3 + 60 pl FBS +
51,36 pl 200 mmol/l NaOH + 463,2 pl vody + 453,66 pl kolagen R

Lyzacni pufr: 1 ml RIPA pufru + 1 pl lenpaptin 1000x + 1 pl apapsin 1000x + 10 pl
PMSE 100x + 1 ul DDT 1 mol/l

PBS (11): 3,58 g Na,HPO4 . 12 H,O + 0,2 g KH2PO4 + 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 950 ml
H20; uprava pH na hodnotu 7,4; doplnéni na objem 1 | H20, ptefiltrovani pies
0,22 pm filtr

Reakéni pufr (2x): 1 ml 2x kinasového pufru +30 pul 1 mM ATP + 0,5-2 ul [y-
$PJATP podle stai

Rozmrazovaci médium (100 ml): 1 ml penicilin/streptomycin + 99 ml DMEM

SDS (5x) (10 ml): 3,1 ml 1 mol/l TRIS pH 6,8 + 1 g SDS + 5 ml glycerol + 0,5 ml
1 % BPB + 0,5 ml 2-merkaptoethanol

SDS 10%: 5 g SDS + 45 ml H20; doplnéni piesné na objem 50 ml H.0
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Standardni kultivaéni médium DMEM 10 % (500 ml): ptidat steriln¢ 50 ml fetalniho
séra + 5 ml penicilin/streptomycin k 445 ml DMEM média

TBS: 4,84 g Tris, 58,44 g NaCl + 1 | H20; uprava pH a doplnéni na 2 1 H20

TRIS pH 6,8: 24,23 g 1 mol/l TRIS + 150 ml H20O; Gprava na pH 6,8

TRIS pH 8,8: 48,46 g 1 mol/l TRIS + 350 ml HO; Uprava na pH 8,8

Trypsin/EDTA (50 ml): steriln¢ smichat 20 ml zasobniho trypsinu (25 g/1) + 230 ml
sterilni H20; poté ptidat 25 ml 0,5 mmol/l EDTA

Trypsin/EGTA (50 ml): sterilné smichat 20 ml zasobniho trypsinu (25 g/1) + 230 ml
sterilni H20; poté ptidat 25 ml 0,5% EGTA pH = 7,2

Zamrazovaci médium (10 ml): 9 ml fetalniho séra + 1 ml DMSO (ptidavat po kapkach

za stalého michani)
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3.5 Testované latky

N6-subsitituované puriny (N = 19) navrzené jako potencialni inhibitory ROCK byly
pfipraveny Dr. Lenkou Zahajskou (Ustav experimentalni botaniky, AV Praha), Dr. Lucii
Plihalovou (Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zeméd¢lsky vyzkum, Univerzita
Palackeho, Olomouc) a jejich studenty. Jako kontrola slouzil fasudil a v nékterych testech i Y-

27632 od firmy Cayman Chemical.

Testované latky: 1944, 1948, 2859, 3604, 3605, 3606, 3607, 3625, 3626, 3698, 3699, 3958,
3959, 3960, 3961, 4683, 4686.
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3.6 Biologicky material

Pouzité linie jsou lidské a pochézeji z ATCC (,,American Type Culture Collection). Linie
HaCaT byla ziskdna z DKFZ (,Deutsches Krebsforschungszentrum®). A375m? poskytl
prof. R. Hynes.

A2058 — buniky melanomu
A375m? — butiky melanomu

ARPE-19 - buiiky epitelu sitnice

BJ — kozni fibroblasty

HaCaT - imortalizované keratinocyty
HT1080 — bunky fibrosarkomu

K562 — buniky chronické myeloidni leukémie
MCF-7 — bunky adenokarcinomu

SH-SY5Y - buiiky neuroblastomu
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3.6 Metody

Kultivace bunék

Bunky jsem péstovala v CO2 inkubatoru (37 °C; 5.5% CO.) v médiu DMEM, které
obsahovalo 10% fetalni bovinni sérum a antibiotika penicilin (100 1U/ml) a streptomycin (100
pug/ml). Médium bylo doplnéno glutaminem do kone¢né koncentrace 3,97 mol/l. Buiiky byly
pasazovany jednou za 2-3 dny.

Pokud neni feceno jinak, bylo v pokusu pouzito toto standardni kultivaéni médium.

Vyseti bunék na experimenty

Z kultivacnich lahvi jsem odsala médium a buiiky oplachla PBS temperovanym na
37 °C. Bunky jsem ze dna kultiva¢ni lahve uvolnila pisobenim trypsinu. Pribéh uvoliovani
bunék jsem kontrolovala v mikroskopu. Kuvolnénym bunkam jsem ptidala kultivacni
médium, spocitala pocet bunék v 10 pl pomoci Biirkerovy komirky a bunéénou suspenzi

nafedila na pozadovanou koncentraci a vysela do kultiva¢ni nadoby.

Sklizeni bunék na izolaci proteinu

Z kultivacnich lahvi jsem odsala médium a buiiky oplachla ledovym PBS. Poté jsem
pfidala k buiikdm lyza¢ni pufr a pomoci Skrabky seSkrabala ze dna jamky. VeSkery obsah
jsem pfepipetovala do pfedem pfipravenych 1,5ml mikrozkumavek a vlozila do centrifugy
(500 g/10 minut/4 °C). Nasledné jsem piepipetovala obsah zkumavky do nové zkumavky,
obsahujici SDS pufr. Lyzi jsem podpofila provzdusnénim roztoku bunék pomoci injekcni
stiikacky. Dale jsem zkumavky vloZila do termobloku na 6 minut pii 100 °C, opét

provzdusnila injekéni stiikackou a ulozila do -20 °C.
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3.6.1 Hodnoceni cytotoxicity

Vysela jsem buiiky do 96-jamkovych desek (pro linie BJ a HaCaT 5000 bunék/80 ul;
pro linii ARPE-19 7000 buné&k/80 ul; pro linii SH-SY5Y 8000 bunék/80 ul, pro linie K562 a
MCF-7 10000 bun¢k/80 ul). Do krajnich jamek jsem ptidala ¢isté médium (slouzilo poté jako
slepy vzorek, 100 pl). Po 6 h jsem pfidala 5x koncentrované testované latky nebo DMSO
vehikulum ve 20 pl média (maximalni koncentrace obvykle 100 pumol/l, fedici faktor 3, 6

testovanych koncentraci, triplikat).

3.6.1.1 Test zaloZeny na redukci resazurinu

Do jamek jsem piidala 20pl 6x koncentrovaného roztoku resazurin. Doba inkubace se
lisila podle typu bunék — pro linie BJ, HaCaT a SH-SY5Y byla inkubace 3 hodiny a pro linii
ARPE-19 byla inkubace 1 hodinu. Zméfila jsem fluorescenci pti 590 nm. Hodnoty IC50 byly
odecteny z davkovych kiivek v programu R (knihovna drc).

3.6.1.2 Kalceinovy test

Naredila jsem zasobni roztok kalceinu AM (1 mg/ml) 500x do PBS a pridala jsem 100
ul do hodnocenych jamek. Po hodinové inkubaci jsem zméfila fluorescenci (excitacni/emisni
vlnova délka 485/520) na pfistroji Fluoroscan Ascent. Hodnoty IC50 byly odecteny

z davkovych ktivek v programu R (knihovna drc).
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3.6.2 Kinazovy test

Prichystala jsem si vfedici desce Skrat koncentrované roztoky latek v DMSO.
Na reakcni desticku jsem dala 2 pl testované latky, 1 pl roztoku rekombinantniho enzymu, 1
ul roztoku substratu peptidu LRRWSLG a 1 pl vody. Nastartovala jsem reakci pfidanim 5 pl
reakéniho pufru obsahujictho [y-*PJATP a dala desticku na 50 minut do termobloku
nastavené¢ho na 37 °C. Poté jsem reakci zastavila pfidanim 5 pl 3% kyseliny orthofosfore¢né.
Na fosfocelulozovy papir jsem pienesla 5 ul reakéni smési z kazdé jamky. Na zavér jsem
papir oplachla 96% etanolem. Papir jsem uzaviela do kazety AE-PR-2025 s citlivou deskou a
po 16 hodinéch skenovala v piistroji Image Reader Bas-1800 softwarem BAS-1800. Intenzitu
signalu jsem odec¢lav programu Aida Image Analyzer a vyhodnotila miru zavislosti

fosforylace substratu na koncentraci inhibitoru pomoci programu GraphPad.
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3.6.3 Fluorescenéni mikroskopie aktinového cytoskeletu

Aktinovy cytoskelet jsem vizualizovala pomoci barveni TRITC-faloidinem.
Napéstovala jsem buriky fibroblasti BJ v 96-jamkové sklenéné desticce, mnozstvi 1500, 3000
a 6000 bunck. Po 24 hodinach jsem bunky otravila potencidlnimi a komer¢nimi ROCK
inhibitory, n¢které jamky jsem nechala bez inhibitort (kontrola). Po dalSich 24 hodinédch jsem
bunky vyfotila pomoci mikroskopu (zvétSeni 10x). Poté jsem odsala médium, oplachla bunky
1x PBS pufrem a permeabilizovala je pomoci 1% Tritonu 3 minuty. Déle jsem buiiky 2krat
promyla 1x PBS pufrem a pfidala k nim 90 pl faloidinu/PBS (1:1000). Po hodinovém barveni
jsem roztok faloidinu odsala a promyla opét v 1x PBS pufrem. Pofidila jsem fotografie
pomoci fluorescenéniho mikroskopu s pouzitim zeleného filtru a kamery DP71 (Olympus)

ovladané programem DP Controller (Olympus).
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3.6.4 Hodnoceni invazivity v 3D kultufe v kultiva¢nich komiirkach

Na ledu jsem si piipravila roztoky kolagenu s inhibitorem (1,5 mg/ml — viz materiél a
metody, vysledna koncentrace inhibitoru 10 umol/l). Do komdrek kultiva¢niho sklicka firmy
Ibidi (Obr. 8) jsem pipetovala 10 ul tohoto roztoku a nechala ztuhnout pii 37 °C. Buiiky jsem
nafedila v médiu, tak aby jich v 50 ul bylo 100000. Pipetovala jsem 50 pl bunécné suspenze
na ztuhly kolagen. Sklicko jsem vlozila do krabicky obsahujici malé mnozstvi vody, kterd pti
inkubaci méla zabranit odparu z jamek. Inkubace v CO2 inkubatoru probihala 16 hodin. Dalsi
den jsem vyménila médium za bezsérové. Po 72 hodinach jsem poftidila fotografie v centralni
oblasti komurky v raznych hloubkach gelu (0, 10, 20, 30, 40, 50 pumol/l — vrstvy 1 az 6)
pomoci mikroskopu TE2000-S (Nikon) vybaveného kamerou. Index invazivity jsem
vypocetla podle nasledujiciho vzorce: Cislo vrstvy * pocet bunék ve vrstvé/ celkovy pocet

bunék.
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Obr. 8 — Komtirka pro testovani invazivity od firmy Ibidi

(Ptevzato z http://ibidi.com)
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3.6.5 Hodnoceni vlivu na morfologii v kolagenni matrix

Ptipravila jsem si roztok kolagenu s inhibitorem (1,5 mg/ml — viz material a metody,
vysledna koncentrace inhibitoru 10 pumol/l). Roztoky musi byt po celou dobu na ledu, aby se
zabranilo pfedCasnému ztuhnuti kolagenu v gel. Sklidila jsem a napocitala bunky pomoci
Biirkerovy komirky (linie A375m? A2058 a HT1080; 100000 bundk na jamku). Do 48-
jamkové desticky jsem napipetovala na ledu 250 pl roztoku kolagenu, pfidala dané mnozstvi
bun¢k a promichala. Desticku jsem vlozila do inkubéatoru na 30 minut, aby kolagen ztuhl.
Mezitim jsem si pfipravila média s ptisluSnymi inhibitory ve vysledné koncentraci 10 pumol/I.
Pfidala jsem 500 pl média s inhibitorem na ztuhnuty kolagen s bunikami. Inkubace probihala
pies noc v CO2 inkubatoru za standardnich kultiva¢nich podminek. Druhy den jsem pofidila
fotografie migrujicich bunék pomoci mikroskopu TE2000-S (Nikon). Vyhodnotila jsem jejich
pocet a morfologii (protdhlé mezenchymalni, kulaté améboidni a ptechodny typ) v programu
pro analyzu obrazu ImageJ. Efekt inhibitorti na poéty bunék v jednotlivych kategoriich jsem

vyhodnotila pomoci t-testu.
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3.6.6 Vliv latek na morfologii bunék migrujicich ze sféroidi

Priprava sféroidi
Sféroidy jsem pfipravila nasledujicicim zptisobem. Smichala jsem 0,4 g agar6zy a 20

ml PBS a vafila v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi agarézy. 500 ul 60-70 °C agardzy
jsem pak napipetovala do mikro-formy od firmy Microtissues (Obr.9) a nechala ztuhnout pfi
37 °C. Poté jsem opatrné vyjmula odlitky z formy a ty vlozila do jamek 6-jamkové desticky.
Tyto odlitky jsou nékdy oznaCovany jako 3D Petriho misky, ja dale pouzivam dle mého
nazoru smysluplngjsi termin agar6zové misky, slouzici jako prostfedi pro tvorbu sféroidu.
K agar6zovym miskdm jsem pfidala kultivani médium (2,5 ml na jamku) a inkubovala 15
minut. Odséla jsem médium a ptfidala nové. Opét inkubovala 15 minut. Postup piipravy
agardzové misky je zobrazen na Obr. 10.

Mezitim jsem si piipravila suspenzi bunék (500000 bunék/200 pl). Z agar6zové misky
jsem odsala médium a ptidala 200 pl bunéné suspenze. Kolem agar6zové misky jsem dala
¢isté médium a 6-jamkovou desticku vlozila do inkubatoru.

Po 24 hodinéch jsem odséla médium z agar6zové misky. Do nové 6-jamkové desticky
jsem dala 1 ml Cistého média, opatrné vytdhla agar6zovou misku, pteklopila ji do jamky

s médiem a promyla. Tim se z agar6zové misky do média uvolnily sféroidy.

Vlastni test invazivity se sféroidy
Ptipravila jsem si roztok kolagenu s inhibitorem (2 mg/ml — viz materidl a metody,

vysledna koncentrace inhibitoru 10 umol/l). Pipetovala jsem 60 pl roztoku kolagenu do 96-
jamkové desticky. Po jeho ztuhnuti jsem do kazdé jamky pipetovala 1 sféroid v 10 pl media.
Nakonec jsem na sféroid pipetovala 40 ul roztoku kolagenu s inhibitorem. Po jeho zatuhnuti
jsem tento ,kolagenovy sendvic* pievrstvila 80 pl média s inhibitorem a vlozila do
inkubatoru. Nasledujici den jsem pofidila fotografie pomoci mikroskopu TE2000-S (Nikon) a

sledoval morfologii bun¢k migrujicich ze sféroidu do okoli.

35



Obr. 9 — Mikro-forma firmy Microtissues pro piipravu 3D Petriho misky z agardzy
(Ptevzato z http://www.microtissues.com)
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mikro-forma mikro-forma 3D Petriho miska hotova 3D

s agarozou tvofena ztuhnutou  peging miska
agarozou

Obr. 10 — Postup ptipravy agar6zové 3D Petriho misky

(Pfevzato a ptekresleno z http://www.microtissues.com)
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3.6.7 Efekt na fosforylaci vybranych substrati ROCK (MLC a kofilin)

K testovani ROCK inhibice v buiikach (linie A375m?, A2058, HT1080) jsem pouzila
3 potencialni (1944, 3625, 4686) a dva standardni ROCK inhibitory (fasudil a Y-27632). Jako
kontrola slouzilo DMSO vehikulum. Experiment zahrnoval napéstovani, otravu a sklizeni
bunék, izolaci proteinu, denatura¢ni elektroforézu v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE),
westernovy pienos a imunodetekci cilového proteinu pomoci primarni a sekundarni protilatky
S navazanou kienovou peroxidazou umoziujici naslednou chemiluminiscencni detekci.

Den pfedem pred pfidanim latek jsem vysela bunky do 6-jamkovych desticek.
Nésledujici den jsem je otravila inhibitory v koncentraci 10 a 50 pmol/l. Jako kontrola
slouzily neotravené buniky. Buniky jsem sklidila po 6, ptfipadné po 24 hodinach. Pro déleni
proteinli jsem pouzila 10% polyakrylamidovy gel. Gel jsem pouZzila pro western blot.
Po blotovani nésledovalo promyvani membrédn v TBS/T. Po promyti jsem membrany
blokovala v BSA/TBS, oplachla v TBS/T a vlozila do vani¢ky s pfislusnou primarni
protilatkou v BSA. Ve vanicce jsem nechala membrany plavat ptes noc pti 4 °C na kyvacce.

Druhy den jsem membrany oplachla v TBS/T. Nasledovala inkubace v sekundarni
protilatce. Poté jsem membrany opét oplachla a polozila na plastovou folii.
K chemiluminiscen¢ni detekci jsem pouzila komer¢ni roztok ECL, kterym jsem pievrstvila
osusené¢ membrany. Po minuté jsem membrany osusila, pfiklopila a vlozila do pfistroje LAS-

4000 (FUJIFILM).

Pouzité protilatky a jejich redeni.
- primarni protilatky:
krali¢i protilatka proti kofilinu (Cell Signalling, #3318), fedéni 1:1000 v 5% BSA
krali¢i protilatka proti fosforylovanému kofilinu (Ser3) (Cell Signalling, #3313), fedéni
1:1000 v 5% BSA
krali¢i protilatka proti MLC2 (Cell Signalling, #3672), fedéni 1:1000 v 5% BSA
mysi protilatka proti fosforylovanému MLC2 (Cell Signalling, #3675), tedéni 1:1000
v 1x TBS

- sekundarni protilatky s navazanou kfenovou peroxidazou:

krali¢i protilatka proti my$imu IgG (Abcam, ab97046), fedéni 1:20000 v 1x TBS
kozi protilatka proti kralicimu IgG (Santa Cruz, sc-2030), fedéni 1:5000 v 5% BSA
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4. VVYSLEDKY
Kinazovy test

Schopnost latek inhibovat rekombinantni ROCK2 byla hodnocena v testu zalozeném

na sledovani inhibice inkorporace **P pochazejiciho z ATP do oligopeptidu LRRWSLG

odpovidajicimu ¢asti rozpoznavané sekvence. Hodnoty IC50 byly vypocteny z davkovych
kiivek pro 10 koncentraci inhibitoru. Jako pozitivni kontroly slouzily fasudil a Y-27632.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce. VéEtSina latek byla otestovana v letech 2013 a 2014. Nové;jsi
derivaty spolu s né¢kterymi vybranymi star$imi derivaty byly testovany v roce 2015. V této
dobé z ne zcela jasnych divodu test zacal poskytovat daleko vyssi hodnoty IC50. Rozdily
Vv chovani testu v ¢ase omezuji moznost srovnat absolutni hodnoty IC50. Jednim z divodi

necekaného chovani miize byt starnuti rekombinantniho enzymu. Nejde ale o vliv

opakovaného rozmrazovani a zamrazovani, nebot’ enzym byl pted zmrazenim rozalikvotovan.

V souboru testovanych latek byla identifikovana latka s aktivitou srovnatelnou s

pozitivni kontrolou (3607) a nékolik latek s aktivitou fadov¢ nizsi — viz Tab. 2.

2013-2014 2015

Latka | median IC50 | jednotliva méiéni IC50 | median IC50 | jednotliva méiéni IC50

1944 8,02 7,14, 9,16, 8,02 22,83 >50; 22,83; 17,26

1948 6,28 5,88; 6,28; 23,14

2859 541 512; 8,64; 5,41

3604 8,03 6,39; 9,67

3605 11,60 15,19; 8,01

3606 4,02 4,02

3607 0,80 0,61; 0,99 6,02 6,02

3625 3,00 4,25;1,74 14,27 19,29; 14,27; 8,99

3626 30,92 21,66; 40,17

3698 23,08 22,13; 24,02

3699 11,88 10,10; 13,66 24,53 24,53

3958 79,13 79,13; 60,39; >100

3959 16,29 13,66; 18,92

3960 >50 >50; >50

3961 43,58 49,43; 37,72

4683 63,65 63,65

4686 4,92 4,92
Fasudil 0,938 0,702; 0,79; 1,08; 1,18 6,31 7,52; 6,31; 3,64
Y-27632 0,75 0,43; 0,66; 0,84; 1,10

Tab. 2 - Hodnoty IC50 testovanych latek pro ROCK2. Hodnoty jsou uvedeny v umol/Il.
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Testovani toxicity

Toxicita 72-hodinového ptisobeni latek byla hodnocena na primarni linii ARPE-19,
imortalizovanych fibroblastech HaCaT a na nadorovych liniich SH-SY5Y, K562 a MCF-7.
Zatimco v piipadé¢ K562 a MCF-7 jsem pouzila kalceinovy test, pro linie testované pozdéji
jsem pouZila nové zavedeny levné&jsi test zalozeny na redukci resazurinu. Ten je mozné diky

mechanismu do zna¢né miry povazovat za ekvivalent MTT, oproti kterému je méne pracny.

Vysledky ukazuje tabulka 3.

Linie
latka SH-SY5Y HaCaT ARPE-19 K562 MCF7
1944 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
1948 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
2859 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3604 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3605 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
3606 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
3607 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
3625 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3626 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3698 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
3699 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
3958 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3959 >100; >100| >100;>100| >100;>100 >100 >100
3960 >100; >100| >100; >100| >100;>100 >100 >100
3961 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
4683 >100; >100| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
4686 67,1;62,0| >100;>100| =>100;>100 >100 >100
Fasudil 98,3; >100| >100;>100| >100;>100 >100 >100
Y-27632 03,8;81,5| >100;>100| >100; >100 >100 >100

Tab. 3 — Hodnoceni toxicity na bunéénych liniich. Hodnoty IC50 jsou uvedeny v
pmol/l.
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Fluorescen¢ni mikroskopie aktinového cytoskeletu

Efekt latek (20 + 2 pmol/l; 100 + 10 pumol/l a 100 pumol/l) na aktinovy cytoskelet
fibroblasti BJ, které byly vysety v nizké koncentraci (3000 bunék na jamku 96-jamkoveé
desticky, otrava 24 hodin po nasazeni), jsem hodnotila po 24 hodinach ve
fluorescenénim mikroskopu po obarveni aktinu TRITC-faloidninem. Jako kontrolu jsem
pouzila fasudil a Y-27632 (20 a 2 pumol/l). Tento test, ktery jsem zavedla v ramci bakalaiské
prace (Komarkova, 2013), slouzi jako hruby fenotypovy screening. Viditelnost efektu totiz
zavisi siln€ na hustoteé bunék a vyhodnoceni je do zna¢né miry subjektivni.

Jednoznacny efekt typicky pro ROCK inhibitory jsem pozorovala pro latku 3625 a
4686 (Obr. 11, 12, 13, 14, 15).

Obr. 11 — Kontrolni buiky, zvétseni 10x
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Obr. 12 — Y-27632, koncentrace 20 pumol/l, zvétseni 10x

Obr. 13 — Fasudil, koncentrace 20 pmol/l, zvétseni 10x
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Obr. 14 — Latka 3625, 100 pmol/l, zvétseni 10x

Obr. 15 — Léatka 4686, 100 umol/l, zvétseni 10x
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Hodnoceni invazivity v kolagenni matrix v kultivaénich komirkach

Schopnost vybranych inhibitort (1944, 3625, 4686) ovliviiovat invazivitu bunék byla
hodnocena v testu zalozeném na sledovani schopnosti bun€k pronikat do kolagenni matrix
(krysi kolagen 1,5 mg/ml). Z po¢tu bunék v jednotlivych vrstvach (hloubkach ostrosti) byl po
72 hodinéch vypocéten index invazivity. Nové inhibitory a kontrolni latky fasudil a Y-27632 v
koncentraci 10 pumol/l ho vyrazn¢ snizovaly oproti kontrole v piipadé améboidnich linii
A375m? a A2058. Aktivita novych latek a komerénich inhibitori byla srovnatelna. Efekt na
migraci nebyl pozorovan v piipadé mezenchymalni linie HT1080. Zde k poklesu indexu
invazivity (o asi 20 %) vedlo pouze puasobeni Y-27632. Inhibitor 1944 invazivitu vyrazné
zvySoval. Pozorovany efekt na linie améboidni ale ne na mezenchymalni linii je v souladu s
ptedpokladanou inhibici ROCK v buiikach (Tab. 4, 5, 6) (Graf 1, 2, 3).

Zjisténé hodnoty indexu invazivity také potvrzuji to, Zze A2058 je agresivnéjsi nez

A375m?,
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index invazivity pomér ke kontrole s.d. koncentrace inhibitoru
1944 3,57 0,43 0,50 10 pmol/Il
3625 3,49 0,42 0,73 10 pmol/Il
4686 2,94 0,36 0,14 10 pmol/Il
Fasudil 4,36 0,53 1,16 10 pmol/I
Y-27632 2,44 0,30 0,06 10 pmol/Il
kontrola 8,26 1 0,72 0 umol/I
Tab. 4 — Ziskané hodnoty pii hodnoceni invazivity pro linii A375m?
Index invazivity
10.00 -
9.50 -
9.00 -
350 8.26
8.00 -
7.50
7.00 -
6.50
6.00 -
5.50 -
>.00 - 4.36
450 -
4.00 - 3.57 3.49
3.50 - 2.94
3.00 - 2.44
2.50 -
2.00 -
1.50 -
1.00 -
0.50 -
0.00 T T T T 1
1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

Graf ¢. 1 — Index invazivity buné&k linie A375m? po aplikaci inhibitoru
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index invazivity pomér ke kontrole | s.d.

koncentrace inhibitoru

1944

8,51 0,44 1,00

10 umol/l

3625

11,48 0,60 0,62

10 pmol/l

4686

9,62 0,50 1,35

10 umol/l

Fasudil

7,04 0,37 0,63

10 pmol/l

Y-27632

8,13 0,43 1,01

10 umol/l

kontrola

19,14 1 7,97

0 umol/l

Tab. 5 — Ziskané hodnoty pii hodnoceni invazivity pro linii A2058

Index invazivity

22.00
21.00
20.00
19.00
18.00
17.00
16.00
15.00
14.00
13.00
12.00
11.00
10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

11.48

19.14

0.00

1944 3625 4686 fasudil Y-27632

8.13
7.04 I

kontrola

Graf ¢. 2 — Index invazivity bunék linie A2058 po aplikaci inhibitoru
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index invazivity pomér ke kontrole s.d. koncentrace inhibitoru

1944 19,96 2,68 1,72 10 pmol/I
3625 9,92 1,33 1,69 10 pumol/I
4686 8,68 1,17 0,61 10 pmol/I
Fasudil 7,62 1,02 0,67 10 pumol/I
Y-27632 5,80 0,78 0,28 10 pmol/I
kontrola 7,44 1 1,08 0 umol/l

Tab. 6 — Ziskané hodnoty pii hodnoceni invazivity pro linii HT1080

Index invazivity

19.96

9.92
8.68
7.62 7.44
I I 5.80 I

1944 3625 4686 fasudil

Y-27632

Graf ¢. 3 — Index invazivity bun¢k linie HT1080 po aplikaci inhibitoru
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Hodnoceni vlivu na morfologii bunék v kolagenni matrix

Schopnost vybranych inhibitor (1944, 3625, 4686) ovlivilovat morfologii bun&k
Vv kolagenni matrix (krysi kolagen, 1,5 mg/ml) byla hodnocena po 24 hodinach. Buiiky byly
vyfotografovany a pfifazeny do jedné z kategorii (protdhlé mezenchymalni, kulaté améboidni
a prechodny typ) (Obr. 16 — 33) v programu pro analyzu obrazu ImageJ. Nové inhibitory a
kontrolni latky fasudil a Y-27632 (10 pmol/l) indukovaly vyraznou zménu morfologie
améboidnich linii A375m? a A2058. V buiikach neovlivnénych inhibitory dominuji
améboidni bunky (> 85 %) (Graf ¢. 4, 5, 6, 7, 8, 9). Pusobenim inhibitord pfevladnou bunky
mezenchymalni. Efekt byl pozorovan i v opakovaném experimentu. Ve vSech piipadech byl
efekt statisticky vyznamny (p < 0,01). Latky nemély vliv na morfologii mezenchymalni linie
H1080. Pozorovany efekt na migraci améboidnich linii a absence efektu na mezenchymalni linii je v

souladu s pfedpokladanou inhibici ROCK v buiikach.

Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
2

1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

o

o

o

o

o

mmezenchymalni maméboidni = pfechodny

Graf ¢&. 4 — Linie A375m?, experiment 1, podil morfologickych typt [%]
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Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
2

1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

o

o

o

o

o

B mezenchymdlni ®améboidni = pfechodny

Graf &. 5 — Linie A375m?, experiment 2, podil morfologickych typt [%]

Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
2

1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

o

o

o

o

o

m mezenchymalni  ®maméboidni = pfechodny

Graf ¢. 6 — Linie A2058, experiment 1, podil morfologickych typt [%]
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Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
2

1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

o

o

o

o

o

B mezenchymdlni ®améboidni = pfechodny

Graf ¢. 7 — Linie A2058, experiment 2, podil morfologickych typt [%0]

Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
2

1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola

o

o

o

o

o

m mezenchymalni  ®maméboidni = pfechodny

Graf ¢. 8 — Linie HT1080, experiment 1, podil morfologickych typt [%]
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Podil morfologickych typu [%0]

100
8
6
4
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1944 3625 4686 fasudil Y-27632 kontrola
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B mezenchymdlni ®améboidni = pfechodny

Graf ¢. 9 — Linie HT1080, experiment 2, podil morfologickych typt [%]
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Reprezentativni fotografie zobrazujici vliv latek na morfologii:
linie A375m?

Obr. 16 — Kontrolni buiky, zvétseni 10x

( -

~

Obr. 18 — Létka 3625, koncentrace 10 umol/l, zvétseni 10x
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Obr. 21 —Y-27632, koncentrace 10 pumol/l, zvétseni 10x
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linie A2058

Obr. 24 — Létka 3625, koncentrace 10 umol/l, zvétseni 10x
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Obr. 27 — Y-27632, koncentrace 10 pumol/l, zvétseni 10x
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linie HT1080

Obr. 30 — Latka 3625, koncentrace 10 umol/l, zvétseni 10x
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¥

v :
Obr. 33 - Y-27632, koncentrace 10 pumol/l, zvétseni 10x

56



Vliv latek na morfologii bunék migrujicich ze sféroidi

Testovala jsem také efekt latek (1944, 3625, 4686, koncentrace 10 a 50 pmol/l) na
morfologii bun¢k migrujicich ze sféroidi pfipravenych z mezenchymalni linie H1080 a
ameboidnich linii A375m? and A2058. Experiment byl vyhodnocen po 48 hodinach
(v ptipadé¢ HT1080 po 24 hodinach). Pusobeni latek indukovalo zménu morfologie obou
améboidnich linii, ale ne linie mezenchymaélni (Obr. 34 — 67). Zmény byly pozorovany po
aplikaci 10 pmol/l inhibitoru, pouze v piipadé¢ latky 1944 byla k vyvolani efektu na rychleji
migrujici linii A2058 tfeba koncentrace 50 pmol/l. Vzhledem k neoptimalni velikosti
ptipravenych sféroidu jsem neprovedla kvantifikaci invazivity.

Pozorovany efekt na morfologii améboidnich linii a absence efektu na mezenchymalni

linii je v souladu s pfedpokladanou inhibici ROCK v bunkach.

linie A375m? linie A2058

Obr. 35 — Kontrolni bunky, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x

57



Obr. 36 — Latka 1944, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 38 — Latka 1944, koncentrace 50 pumol/l, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 39 — Latka 3625, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 41 — Létka 3625, koncentrace 50 pumol/l, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 42 — Léatka 4686, koncentrace 10 umol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 44 — Léatka 4686, koncentrace 50 pumol/l, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 45 — Fasudil, koncentrace 10 pmol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 47 — Fasudil, koncentrace 50 pmol/l, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 50 — Y-27632, koncentrace 50 pumol/l, foceno po 48 hodinach, zvétseni 10x
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linie HT1080

Obr. 51 — Kontrolni bunky, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 52 — Kontrolni bunky, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 54 — Latka 1944, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 55 — Latka 1944, koncentrace 50 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 56 — Latka 3625, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 57 — Latka 3625, koncentrace 10 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10X

Obr. 58 — Latka 3625, koncentrace 50 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 59 — Latka 4686, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 60 — Latka 4686, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 61 — Latka 4686, koncentrace 50 pumol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x
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Obr. 62 — Fasudil, koncentrace 10 pumol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 63 — Fasudil, koncentrace 10 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétSeni 10x

Obr. 64 — Fasudil, koncentrace 50 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x

67



Obr. 65 — Y-27632, koncentrace 10 pmol/l, foceno po 6 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 66 — Y-27632, koncentrace 10 pmol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x

Obr. 67 — Y-27632, koncentrace 50 umol/l, foceno po 24 hodinach, zvétseni 10x
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Efekt na fosforylaci vybranych substrati ROCK (MLC a kofilin)

Buiky linii A375m?, A2058 a HT1080 ovlivnéné inhibitory (1944, 3625, 4686,
fasudil, Y-27632; koncentrace 10 a 50 pumol/l) jsem sklidila po 6 a 24 hodinach. Vyizolovala
jsem protein a provedla denaturac¢ni gelovou elektroforézu SDS-PAGE. Po westernovém
pfenosu jsem na membranach detekovala celkovou a fosforylovanou formu MLC (Serl9) a
kofilinu (Ser3). Nepodaftilo se mi pozorovat o¢ekavany vliv na fosforylaci cilovych proteinti a
to ani po aplikaci pozitivnich kontrol fasudilu a Y-27632. Vzhledem k tomu, Ze imunodetekce
neposkytly zadny interpretovatelny vysledek, nelze vyloucit, ze Slo o technicky (nefunkcni

protilatka) nebo metodicky problém. Obrazky membran nezahrnuiji.
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5. DISKUZE A ZAVER
Aberantni aktivita Rho kinaz (ROCK) hraje roli v patogenezi fady lidskych nemoci

mj. aterosklerdzy, hypertenze, neurodegenerace a neurotraumatu, glaukomu a rakoviny.
Inhibitory ROCK proto maji potencialné Siroké uplatnéni v terapii. Zatim jsou ale schvaleny
jen v Japonsku V terapii glaukomu a cerebralniho vazospazmu pii subarachnoidalnim
krvaceni. Obecnym a ne zcela feSitelnym problémem kinazovych inhibitor kompetujicich
s ATP je neoptimalni selektivita a z ni plynouci toxicita. V ptipadé¢ ROCK inhibitora by byla
zadouci schopnost selektivné inhibovat jednotlivé izoformy enzymu. Proto je vyvoj ROCK
inhibitorii zajimavou oblasti vyzkumu.

V této préaci jsem studovala soubor 19 potencidlnich inhibitort ROCK pftipravenych
v Laboratofi ristovych regulatori v Olomouci. Jako pozitivni kontroly slouzily dva nejvice
prostudované ROCK inhibitory Y-27632 a klinicky pouZivany fasudil. Vyzkum navazuje
na mou bakalatrskou praci, ve které jsem optimalizovala nékteré z pouzitych metod (kindzovy
test, barveni cytoskeletu).

Schopnost latek inhibovat rekombinantni ROCK2 byla hodnocena v testu zalozeném
na sledovani inhibice inkorporace **P pochazejiciho z ATP do oligopeptidu LRRWSLG
odpovidajicimu ¢asti rozpoznavané sekvence. ROCK2 byla ptivodné zvolena kviili dobré
dostupnosti rekombinantniho enzymu od spolehlivého vyrobce. Latky byly testovany
v n¢kolika skupinach tak, jak byly postupné syntetizovany, aby bylo moZno navrhnout dalsi
derivaty. I z mé zkuSenosti test poskytoval obdobné hodnoty jak pro latky kontrolni, tak pro
nové latky testované opakované. Pii testovani posledni série ale vychazely hodnoty 1C50
podstatné vyssi moznd proto, Ze enzym byl skladovén pfili§ dlouho. To komplikuje piimé
srovnani aktivity latek. Pfesto je z dat mozno fici, Ze v sérii se nachazi 1 latka (3607)
s aktivitou srovnatelnou s pozitivnimi kontrolami (submikromolarni IC50 v testu pfed ztratou
citlivosti) a nékolik latek s aktivitou 5-10x nizsi. Problém pravdépodobné vytesi nakup
nového enzymu, z ¢asovych diivodli uz k tomu nedoslo.

Soubor latek byl také testovan na cytotoxicitu (72 h) na panelu linii zahrnujicim
primarni linii ARPE-19 (buiiky o¢ni sitnice), imortalizované keratinocyty HaCaT a nadorové
linie SH-SY5Y, K562 a MCF-7. Zatimco v piipadé K562 a MCF-7 jsem pouzila kalceinovy
test, pro linie testované pozdé&ji jsem pouzila nové zavedeny levnéjsi test zaloZeny na redukci
resazurinu. Ten je mozné diky mechanismu do zna¢né miry povaZovat za ekvivalent MTT,

oproti kterému je méiie pracny. Hodnoty IC50 obvykle byly vy$si nez maximalni testovana

70



koncentrace (obvykle 100 pmol/l). Davkové kiivky byly pouzity pro odhad koncentraci
vhodnych pro nésledujici testy.

Jako orienta¢ni fenotypovy skrining slouzilo mikroskopické pozorovani aktinového
cytoskeletu fibroblastii BJ barvené¢ho znaCenym faloidinem. Viditelnost efektu zde bohuzel
zavisi siln¢ na hustoté bun¢k a vyhodnoceni je do znacné miry subjektivni. Jednoznacny efekt
typicky pro ROCK inhibitory jsem pozorovala pro latku 3625 a 4686.

V piipadé nadorovych onemocnéni aktivita Rho—ROCK drahy ovliviiuje krome
prezivani a programované bunécné smrti také angiogenezi a metastazovani. V bakalaiské
praci jsem se pokousela zavést metody hodnoceni angiogeneze in vitro pro testovani ROCK
inhibitort, efekt jsem bohuzel nevidé€la ani v pfipad¢ pozitivnich kontrol. V diplomové praci
jsem se proto zaméfila na daleko 1épe dokumentovany vliv ROCK inhibice na metastazovani.
ROCK jsou klicovymi pozitivnimi regulatory améboidni migrace, na migraci mezenchymalni
maji jen omezeny vliv. Potencialni anti-metastatickou terapii komplikuje to, Ze v nadoru
se mizou nachazet buiiky obojiho typu a buiiky mohou sviij zptisob pohybu ménit.

Experimenty sledujici vliv inhibitord na migraci a invazivitu jsem délala v Laboratofi
invazivity nadorovych bunék na Pfirodovédecké fakult¢ UK vedené doc. Janem Brabkem a
Dr. Danielem Roslem. Jako model slouzily dvé améboidni linie - A375m? a A2058 (buiiky
agresivniho melanomu) a mezenchymalni linie HT1080 (fibrosarkom). Na testovani jsme se
Skolitelem vybrali tii derivaty (1944, 3625, 4686). Vybér zohlediioval nejen aktivitu v
kinazovém testu, ale i chemickou strukturu.

Vsechny latky vyznamné snizovaly index invazivity (o 40 a vice %) u obou
améboidnich linii v kolagenni matrix — efekt byl srovnatelny s fasudilem a a Y-27632.
U mezenchymalni linie invazivitu snizoval pouze Y-27632 (0 asi 20 %). VSechny latky mély
také markantni efekt v testu sledujicim morfologii bun¢k améboidnich linii migrujicich
v kolagenni matrix — v populaci pfevladly buniky s mezenchymalni morfologii. Efekt byl
pozorovan i v opakovaném experimentu a ve vSech piipadech byl statiticky signifikantni
(p <0,01). Na morfologii mezenchymalni linie HT1080 latky nemély vliv. Schopnost
indukovat zménu morfologie obou améboidnich linii na rozdil od linie mezenchymalni byla
pozorovana i v pilotnim experimentu se sféroidy. Uvedené chovani je vysvétlitelné inhibici
ROCK, ktera je kli¢ova pro améboidni, ale ne pro mezenchymalni migraci. Bylo by ale
vhodné tyto experimenty jesté zopakovat.

K pritkazu inhibice ROCK v améboidnich buiikéch jsem se také pokusila sledovat vliv
inhibitorti na fosforylaci nékterych cili ROCK jmenovit¢ MLC (Ser19) a kofilinu (Ser3)
pomoci imunodetekce po elektroforéze (SDS-PAGE) a westernovém pienosu. Nepodaiilo

71



se mi ale sledovat ocekdvané zmény a to ani po aplikaci standardnich ROCK inhibitord. Na
podobny problém jsem narazila béhem bakalatské prace, kdy jsem se neuspéSné snazila
sledovat fosforylaci MYPT-1 a MLC v nékolika liniich. Usp&$na detekce pravdépodobné
bude vyzadovat nalezeni spravného casového okna — z literatury je zndmo, Ze vliv
farmakologické inhibice kindz (véetné ROCK) na fosforylaci cilovych proteini mize byt
pouze docasny.

Jako dalsi krok bych navrhla testovani vybranych derivati na S$irSim panelu
proteinkinaz zahrnujicim mj. ROCKI1 a také dalsi kinazy z AGC rodiny. Bude pak mozné

srovnat inhibi¢ni spektra testovanych latek se zndmymi inhibitory ROCK.

V souboru 19 novych latek syntetizovanych jako potencialni ROCK inhibitory jsem
pomoci kinazového testu s rekombinantni ROCK2 identifikovala | latku s aktivitou
srovnatelnou s nejvice studovanymi inhibitory Y-27632 a fasudilem. Nekolik dalsich latek
mélo aktivitu 5-10x nizsi. Vybrané derivaty (podobné jako Y-27632 a fasudil) efektivne
snizovaly invazivitu —améboidnich nadorovych linii a meénily jejich morfologii
na mezenchymalni. Na invazivitu a morfologii mezenchymadalni linie vliv nemély. Tyto
experimenty ukazuji, Ze studované latky jsou sto dosahnout v bunkach koncentraci
dostatecnych pro inhibici ROCK. Zatim ale chybi pritkaz inhibice ROCK v bunkach

na molekularni Grovni — nepodarilo se mi pozorovat viiv na fosforylaci substratii ROCK.
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