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Uplatnenie výsledkov projektu 

• Hľadanie nových zdrojov látok v liečbe alergickej astmy je opodstatnené zvyšujúcou sa 
prevalenciou uvedeného ochorenia v populácii. Súčasná farmakoterapia je založená na 
podávaní látok s bronchodilatačným účinkom tzv. uvoľňovačov a látok s protizápalovým 
pôsobením tzv. kontrolórov astmy. Každá skupina antiastmatík má svoje limitácie použitia 
buď v samotnom mechanizme pôsobenia alebo výskyte nežiaducich účinkov. Z uvedeného 
dôvodu je potrebné sa orientovať na látky s komplexným antiastmatickým pôsobením, ktoré 
sú schopné ovplyvniť obranné mechanizmy, alergický zápal a zároveň aj remodeláciu 
dýchacích ciest. 
• Výsledky našich experimentov poukázali na skupinu inhibítorov alebo modulátorov aktivity  
RhoA/Rho-kinázovej signálnej dráhy ako skupinu látok s komplexným účinkom na obranné 
mechanizmy, priebeh alergického zápalu a remodeláciu v dýchacích cestách. Z uvedených 
faktov vyplýva, že sú vhodným kandidátom na látky, ktorým je potrebné venovať pozornosť 
z dôvodu farmakoterapie závažnej alergickej astmy. 
• Zároveň sme presvedčení, že výsledky projektu prispejú k prehĺbeniu a spresneniu 
poznatkov o funkcii Rho-kinázovej dráhy a jednotlivých izoforiem Rho-kináz v alergickom 
zápale a remodelácii dýchacích ciest. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v slovenskom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
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Projekt bol zameraný na štúdium úlohy Rho-kinázovej signálnej dráhy v patomechanizme 
alergického zápalu, objasnenie úlohy jednotlivých izoforiem Rho kináz ROCK1 a ROCK2 pri 
regulácii alergického zápalu, remodelácie a obranných mechanizmov dýchacích ciest v 
podmienkach experimentálne vyvolanej alergickej astmy. V experimentoch boli sledované 
účinky priamych selektívnych a neselektívnych inhibítorov ROCK. Zároveň bola študovaná 
účinnosť látok nepriamo ovplyvňujúcich Rho-kinázovú signálnu dráhu: blokátorov TRP 
receptorov (TRPV4, TRPA1) a modulátorov iónových kanálov (blokátorov CRAC kanálov, 
modulátorov aktivity K+ a Cl- iónových kanálov), ktoré stimulujú ROCK alebo sú substrátom 
Rho-kináz. 
Použitými experimentálnymi postupmi boli komplexne stanovené parametre 
charakterizujúce stupeň zápalu prebiehajúceho v dýchacích cestách (zápalové cytokíny, 
chemokíny, aktivita buniek imunitného systému) a faktory remodelácie (rastové faktory, 
markery charakterizujúce hypersekréciu hlienu). Okrem protizápalovej a antiremodelačnej 
aktivity sledovaných látok bol hodnotený ich vplyv na obranné mechanizmy dýchacích ciest: 
kašľový reflex, bronchokonstrikciu a frekvenciu pohybu cílií riasinkového epitelu, ako 
jedného z najdôležitejších súčastí mukociliárneho klírensu. 
Ciele projektu boli naplnené a riešenie projektu prinieslo množstvo originálnych výsledkov. 
Výsledky preukázali antiastmatický potenciál priamych inhibítorov Rho-kináz. Sledované 
látky (hydroxyfasudil, GSK 429286A a H-1152 dihydrochlorid) inhibovali obranné 
mechanizmy, alergický zápal (znižovaním zápalových Th1, Th2 cytokínov a leukocytov). 
Študované inhibítory Rho kináz preukázali aj významný antiremodelačný účinok 
demonštrovaný znížením koncentrácie rastových faktorov a ich receptorov (TGFbeta1, 
EGF, EGFR), a proteínov typických pre subepiteliálnu fibrózu (kolagén III a V). Účinnosť 
jednotlivých látok bola porovnávaná s referenčnými antiastmatikami používanými v 
súčasnosti v klinickej praxi. Pravdepodobne schopnosť priamych inhibítorov ROCK 
ovplyvniť hyperreaktivitu DC alebo zápal a remodeláciu závisí od selektivity inhibície 
jednotlivej izoformy enzýmu (ROCK1 alebo ROCK2). Látky so zvýšenou selektivitou k  
ROCK2 preukázali výraznejší protizápalový a antiremodelačný účinok. Látka so zvýšenou 
inhibičnou aktivitou na ROCK1 výraznejšie ovplyvňovala hyperreaktivitu hladkej svaloviny 
dýchacích ciest. 
Z hľadiska aktivity nepriamych modulátorov Rho-kinázovej dráhy, možno konštatovať, že 
viaceré iónové kanály priamo alebo sprostredkovane cestou Rho-kináz zohrávajú úlohu v 
patomechanizme bronchiálnej astmy a preto modulácia ich aktivity môže zmierniť príznaky 
ochorenia. Preukázali sme výrazný antiastmatický potenciál blokátora CRAC kanálov, 
TRPV4, KCa3.1 a agonistu agonistu TAS2R. Z klinického hľadiska sa ako 
najperspektívnejšia javí inhibícia aktivity TRPV4. Okrem toho aktuálne vedecké štúdie 
naznačujú aj úlohu Rho-kináz pri regulácii expresie membránových TRPV4 a funkčné 
prepojenie s relatívne novo objaveným pannexin1 iónovým kanálom, ktorý uvoľňuje ATP a 
hrá významnú úlohu v medzibunkovej komunikácii. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v anglickom jazyku 
(max. 20 riadkov) 

The project was focused on the study of the role of the Rho-kinase signalling pathway in the 
pathomechanism of allergic inflammation, elucidation of the role of individual isoforms of 
Rho kinases ROCK1 and ROCK2 in the regulation of allergic inflammation, remodelling and 
defence mechanisms of the respiratory tract in conditions of experimentally induced allergic 
asthma. The effects of direct selective and non-selective ROCK inhibitors were monitored in 
the experiments. At the same time, the effectiveness of substances indirectly influencing the 
Rho-kinase signalling pathway was studied: TRP receptor blockers (TRPV4, TRPA1) and 
ion channel modulators (CRAC channel blockers, K+ activity modulators and Cl- ion 
channels) that stimulate ROCK or are a substrate of Rho-kinases. 
Our experimental procedures were designed to comprehensively determine the parameters 
characterizing the degree of inflammation in the respiratory tract (inflammatory cytokines, 
chemokines, activity of immune system cells) and remodelling factors (growth factors, 
markers characterizing mucus hypersecretion). In addition to the anti-inflammatory and anti-
remodelling activity of the monitored substances, we evaluated their effect on the respiratory 
tract defence mechanisms: cough reflex, bronchoconstriction and frequency of movement of 
ciliated epithelium, as one of the most critical components of mucociliary clearance. 
The objectives of our project were fulfilled, and the solution brought several original results. 
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The results demonstrated the anti-asthmatic potential of direct Rho-kinase inhibitors. The 
monitored substances (hydroxyfasudil, GSK 429286A and H-1152 dihydrochloride) inhibited 
allergic inflammation defence mechanisms, showing a significant anti-remodeling effect. The 
efficacy of the individual substances was compared with the reference anti-asthmatics 
currently used in clinical practice. The ability of direct ROCK inhibitors to affect DC 
hyperreactivity or inflammation and remodelling depends on the selectivity of inhibition of a 
single isoform of the enzyme (ROCK1 or ROCK2). Substances with increased selectivity for 
ROCK2 showed a more pronounced anti-inflammatory and anti-remodeling effect. A 
substance with increased inhibitory activity on ROCK1 had a more pronounced effect on the 
hyperreactivity of airway smooth muscle. 
From the point of view of the activity of indirect modulators of the Rho-kinase pathway, it can 
be stated that multiple ion channels directly or indirectly through the Rho-kinase pathway 
play a role in the pathomechanism of bronchial asthma and, therefore, modulation of their 
activity can alleviate the symptoms of the disease. We demonstrated the significant anti-
asthmatic potential of the CRAC channel blocker, TRPV4, KCa3.1 and the agonist TAS2R. 
From a clinical point of view, inhibition of TRPV4 activity is the most promising. In addition, 
current scientific studies also suggest a role for Rho-kinases in regulating the expression of 
membrane TRPV4 and a functional link to the relatively newly discovered pannexin1 ion 
channel, which releases ATP and plays a vital role in intercellular communication. 
 


