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Rho kinase — a new target for pharmacological treatment
of an overactive bladder
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Streszczenie
Kinaza Rho odgrywa kluczowa role w mechanizmie skurczu miesni gtadkich, w tym wypieracza pecherza moczo-
wego. Szlak metaboliczny kinazy Rho moduluje poziom fosforylagji lekkich taricuchdw miozyny, gtdwnie poprzez
hamowanie fosfatazy miozyny.
Wyniki badan eksperymentalnych wskazuja, ze jej rola jest szczegdlnie wyrazna w stanach dysfunkcji pecherza mo-
czowego.
Wydaje sie, ze inhibitory kinazy Rho, takie jak Y27632, moga okazac sie efektywna grupa lekdw w farmakoterapii
pecherza nadreaktywneqgo, ktdra bedzie oddziatywac na faze gromadzenia moczu, natomiast nie bedzie interfer-
owac w funkcje pecherza w warunkach fizjologicznych.
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Abstract
Rho kinase plays a key role in the regulation of smooth muscles contraction, including those of the urinary bladder
detrusor. Rho kinase pathway modulates the level of phosphorylation of the myosin light chain, mainly through the
inhibition of myosin phosphatase.
Recent experimental data indicate that its role might be exacerbated in local and systemic pathological conditions
which affect the bladder.
It seems that Rho kinase inhibitors, such as Y27632, may turn out to be an effective group of drugs in pharma-
cotheraphy of an overactive bladder (OAB), which will influence the storage phase of the micturition cycle, without
interfering with the physiological voiding.
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Efektywnosc leczenia nadreaktywnosci pgcherza moczo-
wego (OAB) zalezy od precyzyjnej identyfikacji potencjalnych
celow dla interwencji farmakologicznej [1, 2].

Wigkszo$¢ z obecnie stosowanych lekow w terapii OAB
wydaje si¢ dziata¢ obwodowo. Moga by¢ one sklasyfikowane
jako leki, ktorych gtowny mechanizm dziatania polega na re-
dukgcji kurczliwosci wypieracza pecherza moczowego oraz od-
dzialywaniu na nerwy czuciowe. Prowadzone sa réwniez pra-
ce nad wykorzystaniem mechanizmow osrodkowych w farma-
koterapii OAB [3].

Lekami pierwszego rzutu sg antagonisci receptoréow mu-
skarynowych. Ich zastosowanie kliniczne jest jednak ograni-
czone poprzez dobrze znane efekty uboczne, a takze nie za-
wsze satysfakcjonujacy efekt kliniczny, co jest przyczyng za-
przestania terapii u znacznej grupy pacjentek [4].

Ograniczenia zastosowania obecnie wykorzystywanych le-
kéw sa impulsem do poszukiwania nowych kierunkéw lecze-
nia farmakologicznego tego schorzenia oraz do zglgbiania
wiedzy dotyczacej podstaw fizjologicznych oraz dysfunkcji
dolnych drég moczowych. Jedna z nowych opcji farmakolo-
gicznych leczenia nadreaktywnosci pecherza moczowego wy-
daja si¢ by¢ kinazy Rho.

Kinazy Rho (ROCKSs) sg kinazami seryny/treoniny o ma-
sie okoto 160kDa. Biorg one udziat w wielu funkcjach komor-
ki, m.in. w regulacji kurczliwosci migsni gtadkich, apoptozie
komérki, przepuszczalnosci endotelium, adhezji i agregacji
leukocytow, czy modulacji proliferacji komorek nowotworo-
wych [5]. Dotychczas zidentyfikowano dwie izoformy ROCK:
ROCK-I (znana takze jako ROKf lub pl60ROCK) i ROCK-
IT (ROKa lub kinaza Rho). ROCK-I i ROCK-II, a takze i ich
aktywator — RhoA, wystepuja w wielu tkankach, w tym w pe-
cherzu moczowym, zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka
[6].

Kinazy Rho sktadaja si¢ z N-koncowej domeny katalitycz-
nej, spiralnej domeny centralnej, ktora zawiera domeng tacza-
cq oraz domeny C-koncowej, ktora jest przedzielona przez re-
gion bogaty w cysteing.

Kluczowa role w aktywacji wypieracza pgcherza moczo-
wego odgrywa acetylocholina (ACh). (Rycina 1). Laczy si¢
ona z receptorami muskarynowymi (M) zwiazanymi z bial-
kiem G, 1 oprécz uruchomienia naptywu jondéw Ca* z prze-
strzeni pozakomorkowe;j, aktywuje rownoczesnie kaskade fos-
fatydyloinozytolu posredniczac w produkcji trifosforanu ino-
zytolu (IP3), ktory indukuje uwalnianie Ca** z retikulum sar-
koplazmatycznego. Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia
Ca nasila jego wigzanie z kalmoduling. Kompleks Ca**- kal-
modulina aktywuje kinaze lekkich tancuchow miozyny
(MLC-K), ktora fosforyluje MLC. Ich fosforylacja pozwala
na interakcje aktyny z miozyna i skurcz migéni gladkich. Spa-
dek wewnatrzkomodrkowego stgzenia jondw Ca** inaktywuje
MLC-K. Fosfataza miozyny natomiast defosforyluje MLC, co
indukuje relaksacje wypieracza pgcherza moczowego [3].

Zwigzanie ACh z receptorem M prowadzi rowniez do ak-
tywacji GEF (guanine-nucleotide-exchange factors), co skut-
kuje powstaniem Rho-GTP czyli aktywatora kinazy Rho
(RhoA). Ten aktywuje kinez¢ Rho, ktora z kolei fosforyluje
fosfataze miozyny, prowadzac do jej inaktywacji. Kinaza Rho
fosforyluje takze bezposrednio MLC co, jak opisano powyzej,
wywotuje skurcz wypieracza.
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Receptory M stymuluja fosfolipazg C (PLC) gtownie po-
przez biatka Gaq prowadzac do mobilizacji Ca* i1 aktywacji
kinazy biatkowej C (PKC). Receptory te moga rowniez akty-
wowac ,,mala” GTPaz¢ Rho — gtdwnie poprzez biatko Gal2,
lecz takze Gaq 1 Gas stymulujac RhoGEF, ktory katalizuje
powstawanie GTP [7]. Hydroliza GTP i inaktywacja RhoA
jest regulowana przez RhoGAP ( GT Pase-activating protein),
podczas gdy RhoGDI (guanine-nucleotide-dissotiation inhibi-
tor) utrzymuje RhoA w nieaktywnym stanie zwigzania
z GDP. RhoA zwiazane z GTP wchodzi w interakcje ze swo-
im gléwnym efektorem — ROCK, ktéry moze modulowac
skurcze mig$ni gladkich na drodze wielu mechanizméw [4].

Uwaza si¢, ze w komorkach migsniowych gtadkich w sta-
nie relaksacji Rho jest obecne w cytozolu jako kompleksy
Rho-GDP-GDI, a aktywacja w obecnosci GTP jest katalizo-
wana przez Rho-GEF i prowadzi do translokacji RhoA do
btony komorkowej. RhoA aktywuje enzym kinaz¢ zwigzana
z Rho. Jej aktywacja prowadzi do fosforylacji podjednostki fa-
czacej MLC 1 skurczu komorki migsniowej [5]. (Rycina 2).

Interakcja pomiedzy RhoA zaleznym od GTP z domena
wigzaca ROCK prowadzi do uwolnienia kinaz z autoinhibito-
rowego, C-koncowego regionu. ROCKs moga by¢ rowniez,
niezaleznie od Rho, aktywowane przez kwas arachidynowy na
drodze, ktora jest rowniez aktywowana przez bodzce komor-
kowe, m.in. receptory muskarynowe.

Na poziomie molekularnym wskazuje si¢ na cztery efekto-
ry ROCKs: lekkie tancuchy miozyny (MLC), fosfataze MLC
(MLCP), inhibitor fosfatazy CPI-17 i LIM-kinaze. Fosforyla-
cja MLC aktywuje ATPaz¢ miozyny i nasila kurczliwo$¢ ko-
morki. Dlatego tez stan fosforylacji MLC, ktory jest regulo-
wany przez kinaz¢ MLC, enzym zalezny od Ca’*/kalmoduli-
ny oraz MLCP — jest istotny dla tonusu migsni gladkich. Ist-
nieja dowody, ze ROCKs bezposrednio fosforyluja MLC, lecz
znaczenie fizjologiczne tego faktu nie zostalo dotychczas
okreslone. Zaktada sig, ze zasadniczy wptyw ROCKSs na fos-
forylacje MLC wynika z bezposredniej inhibicji MLCP.

Ponadto ROCKs mogg hamowa¢ aktywnos¢ MLCP po-
$rednio, poprzez fosforylacje, a wiec aktywacje CPI-17, ktory
ulega rowniez fosforylacji przez kinazg¢ biatkowa C. ROCKs
moga takze modulowac cytoszkielet aktyny poprzez aktywa-
cje kinaz seryny/treoniny z rodziny LIM, ktéra fosforyluje i in-
aktywuje kofiling — czynnik depolimeryzujacy aktyng, co pro-
wadzi do nasilonej polimeryzacji aktyny. (Rycina 3).

ROCKs odgrywaja istotna rolg w fizjologicznych skur-
czach pecherza moczowego. Skurcze te sa posredniczone
gtownie przez receptory muskarynowe. Mimo, ze dominujacy-
mi receptorami pod wzgledem gestosci w Scianie pgcherza sa
receptory M2, odpowiedz skurczowa pecherza na podanie
agonistow receptorow M jest posredniczona gltownie, jesli nie
wylacznie przez receptory M3.

Chociaz wszystkie podtypy receptoréw M moga promo-
wac wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu jondw Ca*, czy-
nig to na drodze réznych mechanizmdw, co odzwierciedla
fakt, ze receptory M1, M3 i M5 sg zwiazane giownie z Gq/11,
podczas gdy M2 i M4 — gtéwnie z Gi/o.

Wzrost poziomu wewnatrzkomorkowego Ca** moze wyni-
kac¢ z mobilizacji wapnia z magazyndéw wewnatrzkomoérko-
wych oraz by¢ wynikiem naptywu wapnia z przestrzeni poza-
komorkowe;.
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Rycina 1. Aktywacja wypieracza pecherza moczowego.
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Ach — acetylocholina, M — receptor muskarynowy, G — biatko G, PLC — fosfolipaza C, PKC — kinaza biatkowa C, Rho-A — aktywator
kinazy Rho, ROCK - kinaza Rho, RhoGEF - guanine nucleotide — exchange factor, RhoGAP — GTPase — activating protein, RhoGDI -
guanine nucleotide — dissociation inhibitor.

Rycina 2. Szlak Kinazy Rho.
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Rycina 3. Efektory Kinazy Rho.

Podczas gdy funkcjonalna rola naptywu wapnia z prze-
strzeni pozakomorkowej zostala udokumentowana poprzez
hamowanie skurczy pecherza przez blokery kanatow wapnio-
wych, rola mobilizacji wapnia wewnatrzkomdrkowego jest na-
dal nigjasna, jako ze badania z wykorzystaniem inhibitorow
fosfolipazy C doprowadzity do przeciwstawnych wynikow [8].
Podobnie niejasna pozostaje rola PKC, innego mediatora re-
ceptorow M w generowaniu skurczu miesni gtadkich peche-
rza. W wigkszosci doniesien nie wykazano jej wpltywu na po-
$redniczone przez receptory M skurcze pecherza. Jednakze
PKC moze by¢ istotnym czynnikiem potencjalizujacym
wplyw ROCK [6].

Rola ROCK w kurczliwosci pecherza nie ogranicza sig tyl-
ko do ich relacji z receptorami M. Wykazano ich wptyw réw-
niez na receptory purynergiczne (P2X), receptory dla neuroki-
nin (NK) i bradykinin (BK) [9].

Niektére z opisanych mechanizmdéw ulegaja istotnym
zmianom w warunkach patologicznych, co sugeruje funkcjo-
nalne zmiany aktywnosci ROCK.

Przeszkoda podpgcherzowa indukuje hipertrofi¢ pecherza
1 taka przebudowe jego Sciany, aby dostarczyc¢ sity niezb¢dnej
do pokonania zwigkszonego oporu i inicjacji mikcji. W czgsci
przypadkow przeszkody podpecherzowej hipertrofia pecherza
oraz towarzyszacy remodeling Sciany sa wystarczajace do
utrzymania funkcji pecherza zblizonej do normalnej (kom-
pensacja), podczas gdy w innych przypadkach dochodzi do
dysfunkcji pecherza tj. wzrostu czgstosci mikcji, zmniejszone;j
objetosci mikcji 1 wzrostu objgtosci zalegajacej (PVR) [10].

© 2008 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Dekompensacja wypieracza wywotuje zmiany w charakte-
rystyce skurczu, co moze wynikac¢ ze zmienionej ekspresji re-
ceptoréw M, sktadu izoform miozyny czy kaldesmonu — biat-
ka zwigzanego z aktyna. Co wigcej, ekspresja RhoA 1 ROCK
jest zwiekszona w hipertrofii pecherza i towarzyszy jej zmniej-
szona aktywnos¢ fosfatazy miozyny. Moze to ttumaczy¢ fakt
przedtuzonej depolaryzacji indukowanej podaniem KCl
w stanach hipertrofii pecherza [8]. W zgodzie z tymi danymi
pozostaja wyniki badan, w ktorych wykazano nasilenie relak-
sacyjnego wplywu inhibitora ROCK - Y27632 w hipertrofii
pecherza. Y27632 ostabia wptyw karbacholu na odnerwiony,
hipertroficzny pecherz, nie wptywa natomiast na sit¢ dzialania
karbacholu u zwierzat kontrolnych [11].

U zwierzat kontrolnych podanie KCI prowadzi do powsta-
nia fazowych skurczy, podczas gdy u zwierzat z przeszkoda
podpecherzowa wypieracz wykazywat powolny wzrost dtugo
utrzymujacego si¢ napigcia i powolng relaksacje (zmiana cha-
rakterystyki skurczu). Inhibitory ROCK nasilaly relaksacje
u zwierzat z hipertrofia, co bylo zwigzane z nasileniem defos-
forylacji MLC. Wykazano podobna ekspresj¢ kinazy MLC
i ROKa, natomiast ekspresja ROK byta istotnie zwigkszona
u zwierzat z hipertrofia wypieracza [12]. Wyniki te wskazuja,
ze szlak metaboliczny posredniczony przez ROCK jest czg-
sciowo odpowiedzialny za dtugie utrzymywanie si¢ wzmozo-
nego napigcia hipertroficznego wypieracza oraz jego powolna
relaksacje. Sensytyzacja Ca** posredniczona przez kaskade
ROCK umozliwia skurcz pecherza przy niskim poziomie Ca**
- u zwierzat z dekompensacja wypieracza [13].
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Badania kliniczne wykazaty, ze nadci$nienie tetnicze u pa-
cjentow z tagodnym przerostem prostaty czesto wspdlistnieje
z nasileniem objawow ze strony uktadu moczowego. U szczu-
row z nadcisnieniem bardzo czgsto obserwuje si¢ objawy OAB
— zmniejszong objetos¢ pecherza, objetos¢ mikcji i czgste skur-
cze pecherza [14]. Wykazano rowniez zwigkszona aktywnos¢
ROCK w naczyniach krwionos$nych i innych tkankach u wy-
zej wymienionych zwierzat. Wykazanie podobnego zachowa-
nia si¢ kaskady kinazy Rho w pgcherzu mogtoby oznaczaé, ze
zmiany ROCK przyczyniaja si¢ do czestszego wystepowania
objawow nadreaktywnosci pecherza u pacjentow z nadcisnie-
niem. Jednak jak dotad nie zbadano ekspresji ROCK w pe-
cherzu moczowym. Jedynie badania immunohistochemiczne
przeprowadzone u zwierzat z nadci$nieniem wykazaty nasilo-
na ekspresj¢ RhoA w migsniu wypieraczu pecherza moczowe-
go [15]. Stwierdzono rowniez, ze dotetnicze podanie Y27632
normalizuje czgstos¢ mikcji i prog inicjacji mikcji, co potwier-
dzono badaniem urodynamicznym u szczurdw z nadci$nie-
niem. Jest to zgodne z obserwacjami, w ktorych stwierdzono,
ze inhibitory kinazy Rho obnizajq ci$nienie krwi u zwierzat
z nadci$nieniem, nieznacznie jedynie wplywajac na cisnienie
u osobnikow z normotensjq. Z drugiej strony, Y27632 hamuje
skurcze pecherza indukowane karbacholem zaréwno u zwie-
rzat z nadcis$nieniem, jak i z normotensja [8].

Wydaje si¢ wigc, ze zwigkszona ekspresja kinazy Rho mo-
ze odgrywac istotng rolg w OAB zwigzanym z nadcisnieniem.
Identyfikacja specyficznych dla pecherza izoform kinazy Rho
iich selektywnych inhibitoréw pozwoli rozdzieli¢ wplyw hipo-
tensyjny od wplywu na skurcze pecherza [7].

Objawy dysfunkcji pecherza wystgpuja czesto rowniez
u pacjentow z cukrzyca. Stwierdzono zwigkszong aktywnos¢
szlaku Rho w wielu tkankach u pacjentow z cukrzyca. U zwie-
rzat z cukrzyca indukowang alloksanem wykazano zwigkszo-
na ekspresj¢ w pecherzu ROCK i CPI-17 na poziomie mRNA
i biatka, czemu towarzyszyla nasilona fosforylacia MLC.
Y27632 okazat si¢ hamowac ten proces. Inhibitor ten hamo-
wat rowniez skurcze pecherza indukowane przy pomocy beta-
necholu. Wydaje si¢  wigc, ze zmiany funkcji ROCK moga
przyczyniac si¢ do dysfunkcji pecherza moczowego u pacjen-
tow z cukrzyca [16].

Obecnie w badaniach eksperymentalnych wykorzystuje si¢
dwa inhibitory ROCK: Y27632 oraz fasudil. Ich mechanizm
dziatania polega na hamowaniu sensytyzacji Ca** oraz fosfo-
rylacji MLC [1].

Badania eksperymentalne wykazuja, ze inhibitory ROCK
redukuja agonistyczny wptyw karbacholu na receptory mu-
skarynowe w pecherzu moczowym. Obnizaja takze napigcie
podstawowe przy braku stymulacji.

Zastosowanie inhibitora ROCK Y27632 podczas czynno-
sci skurczowej pecherza nie wywotanej stymulacja receptoro-
wa, lecz depolaryzujacym dziataniem KCl, prowadzito do ob-
nizenia napigcia podstawowego migsnia wypieracza, nato-
miast okazalo si¢ nie wptywac na skurcze terminalne. Wzro-
stowi napigcia $ciany pecherza indukowanego przez jego roz-
cigganie, towarzyszy nasilona fosforylacja MLC. Wykazano,
ze wplyw hamujacy inhibitora ROCK Y27632 na napigcie
sciany pecherza jest szczegolnie widoczny podczas rozciggania
pecherza. Inhibitor ten zmniejsza rowniez tonus wypieracza
pecherza moczowego.
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Wydaje si¢, ze wptyw ROCK na napigcie pgcherza moczo-
wego jest uzalezniony od tzw. sensytyzacji Ca**. Fosforylacja
MLC jest prawdopodobnie nasilana raczej poprzez hamowa-
nie MLCP, niz przez aktywacje kinazy MLC. Dotychczas nie-
wiele wiadomo na temat mechanizmow wigzania si¢ ROCK
z receptorami w pecherzu moczowym. Sugeruje si¢, ze w od-
dziatywaniu ROCK na skurcze pgcherza posrednicza recepto-
ry M2. Sugestie te oparte sq na wynikach badan, w ktoérych
wykazano potencjalizacj¢ dziatania darifenacyny (selektywny
antagonista receptorow M3) w obecnosci Y27632 (inhibitor
ROCK), ale odkrycia te sa trudne do pogodzenia z ogdélnym
przekonaniem, ze za skurcze pgcherza moczowego odpowia-
daja gtdwnie receptory M3.

Sensytyzacja Ca* to proces wiodacy do skurczu mig$nia
gladkiego, w ktorym nie sg niezbedne zmiany stezenia Ca’™.
Wykazano, ze ROCK fosforyluja (=inaktywuja) fosfataze
miozyny, co zapobiega defosforylacji MLC i prowadzi do syn-
sytyzacji Ca** w komorkach migsni gtadkich.

Wykazano, ze pecherz moczowy zawiera obie izoformy ki-
nazy Rho (ROCK Ii ROCK II) oraz ze jej inhibitory hamuja
skurcze migsni gtadkich pecherza indukowane przez stymula-
cje elektryczng, podanie betanecholu, karbacholu czy neuro-
kininy A. Sugeruje to, ze szlak kinazy Rho jest zaangazowany
w proces pobudzenia i skurczu zwigzanego z receptorami
M i tachykininowymi NK1 [9]. Co ciekawe inhibitory kinazy
Rho hamuja zaréwno napigcie spoczynkowe, jak i reakcje pe-
cherza na podanie agonistow receptorow P2X [17]. Moze to
odzwierciedla¢ wplyw inhibitoréw na inne procesy w komorce
lub oznacza¢, ze napigcie spoczynkowe pecherza oraz reakcja
na aktywacje receptorow PX2 w pecherzu sa zalezne od ak-
tywnosci kinazy Rho. Wykazano réowniez, ze antagonisci re-
ceptorow P2X3 dzialaja synergistycznie w stosunku do inhibi-
toréw kinazy Rho [18].

Whnioski

Reasumujac, dostgpne wyniki badan wskazuja, ze hamo-
wanie ROCK ostabia skurcze wypieracza in vitro w warun-
kach fizjologicznych i w przypadkach dysfunkcji pecherza.
Dla kontrastu inhibitor ROCK Y27632 nie dziafa in vivo na
czynnos¢ pecherza u zwierzat kontrolnych, ale przywraca pra-
widltowa funkcje wypieracza u zwierzat z nadreaktywnoscia
pecherza, co uwypukla rolg ROCK w stanach dysfunkcji pe-
cherza moczowego. Dlatego tez wydaje sig¢, ze w farmakotera-
pii OAB inhibitory ROCK moga okazac si¢ efektywna grupa
lekdw, ktora bedzie wptywac na faze gromadzenia moczu, na-
tomiast nie bedzie oddzialywaé na proces mikcji w warun-
kach fizjologicznych. Potencjalng korzyscia tego faktu mogto-
by by¢ to, ze inhibitory ROCK przeciwdziatatyby nie tylko fa-
zowym skurczom wypieracza posredniczonym przez recepto-
ry muskarynowe, lecz rowniez indukowanym przez inne bodz-
ce. Bez odpowiedzi pozostaje dotychczas pytanie, czy zwiazki
te nie beda cechowac si¢ podobnymi efektami niepozadanymi
jak antagonisci receptoréw muskarynowych.
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