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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva rodinou Ser/Thr kinaz PKN. Ta zahrnuje tfi izoformy PKNI1,
PKN2 a PKN3. Predev§im se pak podrobnéji zabyva kindzou PKN3. Jedna se o kinazy
ptibuzné s proteinkindzou C, patfici do superrodiny AGC. PKN kindzy jsou aktivované
malymi G proteiny z rodiny Rho GTPaz nebo nenasycenymi mastnymi kyselinami. PKN
kinazy se ucastni mnoha bunécnych procesti, mezi které patii napiiklad regulace ptestaveb
cytoskeletu. Ovliviiuji bunécnou adhezi, pohyb bun¢k, embryonalni vyvoj 1 bunéény cyklus.
Exprese PKN3 je zvySend zejména v rakovinovych buikach, ale v normalnich télnich
buiikach je jen v nepatrném mnozstvi. Z toho diivodu se PKN3 jevi jako velice zajimavy
terapeuticky cil pro lécbu rakoviny. Studie ukazuji, Ze PKN3 ma zna¢ny vliv na motilitu

rakovinovych bunék, protoze se podili na jejich migraci a schopnosti tvorby metastaz.
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Abstract

This bachelor thesis is focused on the PKN family of Ser/Thr kinases. This family includes
three isoforms PKN1, PKN2 and PKN3. Especially it deals with the kinase PKN3 in more
detail. These are kinases related to protein kinase C, belonging to the AGC superfamily. PKN
kinases are activated via small G proteins of the Rho GTPase family or unsaturated fatty
acids. PKN kinases are involved in many cellular processes, such as the regulation of
cytoskeletal rearrangements, affect cell adhesion, cell movement, embryonic development and
the cell cycle. Expression of PKIN3 is particularly increased in cancer cells but is only present
in small amounts in normal body cells. Therefore, PKN3 appears to be a very interesting
therapeutic target for the treatment of cancer. Studies have shown that PKN3 has a significant
effect on the motility of cancer cells, thus contributing to their migration and ability to form

metastases.
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1. Uvod

Rodina proteinkinaz N (PKN) patii do superrodiny AGC kindz. Piesnéji se jedna o
kindzy piibuzné s proteinkindzou C (PKC). Kindzy, které se fadi do superrodiny AGC kinéz
jsou Ser/Thr kinazy, které zprosttedkovavaji pienos fosfatu z donorové molekuly na serinové

nebo threoninové aminokyselinové zbytky cilového proteinu.

Rodina PKN se sklada ze tii proteinkindz oznaCenych jako PKN1, PKN2 a PKN3.
PKN1 a PKN2 jsou pomérn¢ hojné exprimované ve vSech télnich tkanich, ale mira exprese
PKN3 ve vétsiné normalnich tkani je velice nizka. Zato je PKN3 silné exprimovana
ptedevsim v nadorovych buiikach a podili se na tvorb¢ metastaz (Oishi et al., 1999; Leenders

et al.,2004).

Nenasycené mastné kyseliny, jako napfiiklad kyselina arachidonova nebo kyselina
olejova, jsou schopné aktivovat kinazy PKN. Citlivost jednotlivych kindz z rodiny PKN je
k nenasycenym mastnym kyselindm znacn¢ odlisné. Nejcitlivéjsi k tomuto druhu aktivace je
PKNI, kterd reaguje na pfitomnost kyseliny arachidonové velmi vyraznym zvySenim své
kin4dzové aktivity. Naopak PKN3 téméf na pfitomnost nenasycené mastné kyseliny nereaguje
(Oishi et al., 1999). Dalsimi aktivatory PKN kindz mohou byt i n€které fosfolipidy (Palmer et
al., 1995; Yu et al., 1997).

PKN kindzy jsou efektory malych G proteini z rodiny Rho. Rodina Rho jsou malé
GTPazy, které funguji jako molekuldrni pfepinaCe mezi aktivovanym a inaktivovanym
stavem (navazanym GTP nebo GDP) (Amano et al, 1996). Timto mechanismem jsou
schopné ovliviiovat dalSi enzymy a signalni kaskddy. Rho GTPazy se svym pisobenim
podileji na prestavbach bunécného skeletu, a mohou tak ovliviiovat i pohyblivost bun¢k. Maji

také vliv na regulaci bunécného cyklu a na mnoho dalSich bunéénych déjt.

Cilem této bakalaiské prace je popis rodiny kinaz PKN. PfedevSim pak charakteristika
kinazy PKN3, jejich vlastnosti, funkci a jejiho vlivu na bunky. PKN3 se jevi jako atraktivni
terapeuticky cil, pfi 1écbé rakoviny. Regulace PKN3 by mohla napoméhat k zabranéni

nadorovym builkdm tvofit metastaze v téle pacienta.



2. Superrodina AGC
Superrodina AGC kindz zahrnuje 63 piibuznych Ser/Thr kindz (Obrazek 1) (Leroux,

Schulze and Biondi, 2018). Jméno skupiny AGC kinaz bylo odvozeno od jejich tfi hlavnich
rodin, a to od cAMP-dependentni proteinkindzy (PKA), cGMP-dependentni proteinkinazy
(PKG) a proteinkinazy C (PKC). Do superrodiny AGC patii, mimo jiz zminénych hlavnich
rodin kindz, 1 kinaza PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1). Ta se vyskytuje napiic
eukaryotickymi organismy a funguje jako aktivator mnoha dalSich kindz, vcetné¢ kinaz
ze superrodiny AGC. Dal§imi kindzami ztéto superrodiny jsou napiiklad MAST
(microtubule-associated serine/threonin-protein-kinase), RSK (ribosomal S6 kinase), ktera je
soucasti signalni kaskady zapojené do epitelidlné-mezenchymalniho ptfechodu, a jiz zminéna
rodina kinaz PKN (Arencibia et al., 2013).
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Obrazek 1: Kladogram superrodiny AGC kinaz. Rodina PKN kinaz je vyznacena
cervenym rameckem. Jednotlivé rodiny kinaz jsou oznaceny zelenym Ctvereckem a jejich

podrodiny Zlutym koleckem (upraveno podle www.cellsignal.com).
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2.1. Struktura kinazové domény superrodiny AGC a jeji regulace

Mechanismus regulace kinaz superrodiny AGC je téméi shodny napii¢ celou touto
skupinou, protoze katalytickd doména je velice podobnd mezi jednotlivymi kinazami.
Struktura kindzové domény byla poprvé popséna u kindzy PKA. Kindzova doména je sloZena
z velkého laloku (C-lalok) a malého laloku (N-lalok), mezi kterymi se nachdzi ATP-vazebné
misto. Velky lalok je tvofen piedevsim z alfa-helixti, ale maly lalok je slozeny hlavné z beta-
listd a jednoho alfa-helixu (aC). V blizkosti helixu aC velmi Casto byva jesté druhy alfa-helix
(aB) (Knighton et al., 1991; Zheng et al., 1993). U superrodiny AGC kinaz je navic pfitomny
hydrofobni motiv (HM), ktery je velky zhruba 50-60 aminokyselin. Jedna se prodlouzeni C-
terminalniho konce kindzové domény, které je specifické pro AGC kindzy. Tento hydrofobni
motiv interaguje s hydrofobni ¢asti malého laloku kindzové domény, kterd je oznacena jako
PIF-kapsa podle ,,PDK1 interacting fragment (Biondi et al, 2000). PIF-kapsa umoziuje
alosterickou regulaci u mnoha AGC kinaz, kterd je mozZna diky flexibilit¢ sekundarnich

struktur a dynamickému spojeni obou laloki (Obrazek 2).

Regulace fosforylaci je velice bézny zplsob ovliviiovani funkci molekul napfic
riznymi organismy. AGC kinazy maji celkem tfi regulac¢ni fosforylacni mista: aktivaéni
smyCku, hydrofobni motiv a zipper/turn motiv. Hydrofobni motiv a zipper/turn motiv se
nachdzeji v C-terminalni oblasti kinazové domény a aktivacni smycka je mezi laloky (Leroux,
Schulze and Biondi, 2018). Fosforylace aktiva¢ni smycky pfispiva k jejimu upevnéni
k malému a velkému laloku (Nolen, Taylor and Ghosh, 2004). Tak nésledn¢ dojde k ovlivnéni
dynamiky mezi témito laloky. Do ur€ité miry se stabilizuji alfa-helixy oC a aB, které jsou
soucasti PIF-kapsy. Tim je zahdjena aktivace kinazy (Frodin et al., 2002; Arencibia et al.,
2013). Zména polohy fosforylované aktivacni smycky ovliviiuje 1 rozpoznani substratu
kindzou. Fosforylace hydrofobniho motivu a zipper/turn motivu déale zvySuje aktivitu AGC
kindz, protoze zlepSuje jejich schopnost interakce mezi PIF-kapsou a hydrofobnim motivem.
Tato interakce pak ovlivituje ATP-vazebné misto spolu s mistem pro vazbu substratu. Vazba
mezi fosforylovanym hydrofobnim motivem a PIF-kapsou, je charakteristickd pro aktivované

kin4zy (Hauge et al., 2007).
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Obrazek 2: Krystalova struktura Katalytické domény AGC kinaz. Cervend je vyznacena
C-termindlni extenze, na které se nachazi hydrofobni motiv a zipper/turn motiv. Oblast PIF-
kapsy, jejiz soucasti jsou alfa-helixy aB a aC, je vyznacend modrym ohranic¢enim. Z obrazku
je patrné, ze hydrofobni motiv se vaze do oblasti PIF-kapsy (upravedno podle Arencibia et al.,

2013).



3. Rodina PKN

3.1. Terminologie

Terminologie pouzivand u této rodiny kindz neni zcela ustdlenda. Ve starSich
publikacich se pouzivd oznaCeni PKNo, PKNB a PKNy (Oishi et al., 1999). V prvnich
publikacich bylo pouzité jen oznaceni PKN (Mukai and Ono, 1994; Mukai et al., 1994), ale
jednalo se o kinazu PKNo (PKN1/ PRKI). Jiné oznaceni téchto kindz je PRK1, PRK2 a
PRK3, podle ,protein-kinase-C-related-kinase* (Palmer, Ridden and Parker, 1995). Dalsi
zpusob pojmenovani kindz z této rodiny je zalozeny na piivodnim znaceni, jen misto feckych

pismen se pouzivaji ¢isla. Tento zpiisob znaceni je pouzity i v této praci.

Jednotlivé kinazy z této rodiny mohou tedy byt oznaceny jako PKN1/PKNa/PRKI,
PKN2/PKNy/PRK2 a PKN3/PKNB/PRK3.

3.2. Struktura PKN kinaz

Kinazy zrodiny PKN jsou cca 120 kDa velké proteiny a maji navzijem velmi
podobnou strukturu (Obrdzek 3). C-termindlni oblast, ve které se nachazi Ser/Thr kindzova

doména, ma vysokou miru sekven¢ni homologie s C-terminalni doménou protein kindzy C

(Mukai and Ono, 1994).

N-termindlni oblast PKN kindz obsahuje unikatni struktury typické pro tuto rodinu
kinaz. Jsou zde 3 homologni oblasti ,,homology region 1*“ (HR1), oznac¢ené jako HR1a, HR1b
a HRlc. Tyto oblasti jsou schopné kontrolovat aktivaci PKN kindz, diky vazb&é HRI1
s aktivovanymi Rho proteiny (Flynn ef al., 2000). Na HR1a oblasti se vazi GTPazy z rodiny
Rho (RhoA, RhoB a RhoC). RhoA se dokédze vazat i na oblast HR1b kindzy PKNI1, ale tato
vazba je slabsi nez vazba do oblasti HR1a (Flynn et al., 1998). RhoA, RhoB i1 RhoC se vazi
na HR1a oblasti u vSech tfi kinaz z rodiny PKN, ackoli mira jejich afinity k jednotlivym
kindzédm se 1isi (Hutchinson et al., 2013). Po tifech HR1 oblastech nasleduje C2-like doména.
Ta mé jen nizkou miru homologie s C2 doménou PKC kindz. C2 doména u klasickych PKC
kinaz je zavisla na Ca>" a mize se vazat na cytoplazmatickou membranu. Oproti tomu je C2-
like doména necitlivd viigi Ca®". C2-like zfejm& umoziuje interakci s lipidy a naslednou
aktivaci PKN kinaz (Nalefski and Falke, 1996). Mezi C2-like doménou a kindzovou doménou
je u PKN2 jedna polyprolinova oblast. U PKN3 jsou takovéto oblasti dvé. Ve strukture PKN1

zadné polyprolinové oblasti nejsou (Mukai, 2003). Tyto polyprolinové oblasti mohou vazat



proteiny, které maji ve své struktute SH3 (Src-homology 3) doménu (Quilliam et al., 1996;

Gemperle et al., 2019).
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Obrazek 3: Struktura kinaz PKN. Na N-terminalnim konci se nachazeji 3 HR1 domény a
C2-like doména, za kterou se na PKN3 nachazeji 2 polyprolinové oblasti. U PKN2 je tato
oblast jen jedna. Ve struktufe PKN1 neni zadna polyprolinova oblast. Na C-terminalnim konci
PKN kinaz je kinazova doména. Thr, na kterych probiha fosforylace, jsou v kinazové doméné
na obrazku vyznacené. Oblasti vyznacené na C-terminalnim konci C2-like domény se zapojuji

do vzniku dimerti (Sophocleous, Owen and Mott, 2021).

3.3. Aktivace PKN kinaz

Jako prvni aktivatory PKN kindz, pfesn&ji PKNI, byly identifikovany nenasycené
mastné kyseliny, jako jsou kyselina olejové, kyselina linoleova a ptedevSim kyselina
arachidonova, kterd ma znacny vliv na aktivitu PKN1 (Mukai et al., 1994). PKN1 reaguje na
aktivaci nenasycenymi mastnymi kyselinami nejsilnéji z této rodiny kindz. Dochédzi u ni
k n¢kolikandsobnému zvysSeni kindzové aktivity. Kindzova aktivita PKN2 je po pisobeni
nenasycenych mastnych kyselin zvySena zhruba o vic jak polovinu (Yu et al., 1997), cozZ je
mnohem mén¢€ nez u PKNI1. Arachidonova kyselina je také schopna odstranit autoinhibici
PKN, a zvysit tak jejich schopnost autofosforylace a aktivace. Tento jev je opét nejvyraznéjsi

u PKNI1. Vliv arachidonové kyseliny na aktivaci PKN3 je velmi maly (Oishi et al., 1999).

PKNI1 muze byt aktivovdna i fosfolipidy jako jsou fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
(PIP3) nebo fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (PIP,;) (Palmer et al., 1995). PKN2 nereaguje na
aktivaci pomoci fosfatidylserinu nebo diacylglycerolu (Yu et al., 1997). Na rozdil od PKC,
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kter4 je aktivovana diky Ca®*, dojde p¥i ptisobeni Ca* na PKN1 k vyraznému utlumeni jeji
kindzové aktivity o vice nez 97 %. Utlumeni aktivity PKN1 zptisobuji i Mn*" (Kitagawa et

al., 1995). PKN2 je vi&i pasobeni Ca®" necitliva (Yu et al., 1997).

Fosforylace Thr774 (Thr816/PKN2; Thr718/PKN3); pomoci PDKI1 v aktivacni
smycce PKN1 umoznuje aktivaci jeji kinazové aktivity (Dong et al., 2000). Pocatecnim
impulzem pro vazbu mezi PKN1 a PDK1 je GTP4za Rho. Aktivovany protein Rho, ktery ma
navazané GTP, interaguje s PKN1 a umoziiuje tak naslednou vazbu PDKI1 (Flynn et al.,
2000). Fosforylovany hydrofobni motiv PKN1 interaguje s PIF-kapsou na PDK1. Tim dojde
k jeji aktivaci a PDKI je nasledn¢ schopna fosforylovat threonin v aktivacni kli¢ce PKNI.
Poté hydrofobni motiv PKN1 interaguje s PIF-kapsou PKNI1. Dojde tak k jeji stabilizaci a
plné aktivaci (Arencibia et al., 2013; Sophocleous, Owen and Mott, 2021). Tento model
funguje 1 u kindzy PKN2 (Dettori et al., 2009). Pravdépodobné timto zplsobem bude
aktivovéana i PKN3.

.....

schopné sami sebe inhibovat. Dochazi k intermolekuldrni interakci mezi hydrofobnim
motivem a PIF-kapsou dvou molekul PKN kindz. Tim vznikne dimer, ktery neumoznuje
navazani PDK1 (Bauer ef al., 2012). Dimery PKN kindz mohou byt rozruSeny plsobenim
Rho GTPaz nebo jinych aktivatord PKN kinaz. Po rozvolnéni dimeru je opét umozZnéna vazba

PDK1 a aktivace kindzy PKN.

Aktivace PKN kinaz je iniciovdna navazanim Rho GTPéz. Ty se vazi na PKN kinazy
v oblasti HR1 domén (Hutchinson et al, 2013). Tato vazba ziejm¢ zplsobuje zménu

konformace PKN kindz, a je tak nasledné¢ umoZznéna jejich aktivace.



3.3.1. Rho GTPazy

Hlavnimi regulatory aktivace PKN kinaz jsou malé Rho GTPazy. Jsou to zhruba

21kDa velké G proteiny, které patii do superrodiny GTP4az Ras. Mezi nejznaméjsi proteiny
z rodiny Rho patii Cdc42, Racl, RhoA, RhoB a RhoC.

3.3.1.1. Regulace Rho GTPdz

Rho GTPazy funguji jako molekuldrni pfepinace. Jsou aktivovany navazanim GTP,
coz vede ke zméné jejich konformace a schopnosti navazat se na cilovy protein. Na regulaci
pirechodi Rho GTPaz mezi aktivnim a inaktivni stavem se podileji GEF (guanine nucleotide
exchange factor), GAP (GTPase-activating protein) a GDI (guanine nucleotide dissociation
inhibitor) proteiny (Obrazek 4). Aby doslo k aktivaci Rho GTPazy, musi dojit k vyméné
navazan¢ho GDP za GTP. To je uskuteénéno za pomoci GEF proteinti. Aktivované Rho
GTPazy s navazanym GTP mohou vstupovat do interakci s dalS§imi proteiny a spoustét riizné
signalni kaskaddy. Naopak GAP proteiny inaktivuji Rho GTPézy, protoze napomahaji
hydrolyze navazaného GTP na GDP. Spoluprice GEF a GAP proteini je nezbytna pro
spravnou regulaci aktivity Rho GTPaz (Bishop and Hall, 2000; Zegers and Friedl, 2014; Haga
and Ridley, 2016). Aktivaci, respektive inhibici, Rho GTP4z ovliviiji i GDI proteiny, které
inhibuji Rho GTPazy. GDI proteiny se navazi na Rho GTPéazy v cytoplasmé, poptipadé je
extrahuji z cytoplasmatické membrany a udrzuji je v cytoplasmé v neaktivnim stavu (Garcia-

Mata, Boulter and Burridge, 2011).

GTP GDP

vymeéna GDP za GTP

inaktivace » $311)

hydrolyza GTP

efektorové proteiny

Obrazek 4: Schéma regulace Rho GTPaz. GEF proteiny aktivuji Rho GTPazy vyménou
GDP za GTP. Naopak GAP proteiny hydrolyzuji navazané GTP na GDP, ¢imz Rho GTPazy
inaktivuji. GDI proteiny se vazi na Rho GTPazy a udrzuji je v inaktivovaném stavu (upraveno

podle Kim, Lee and Park, 2019).



3.3.1.2. Vliv Rho GTPdaz na pohyb bunek

Rho GTPazy jsou zndmé piedev§im svym vlivem na regulaci aktinového cytoskeletu.
Jsou schopné regulovat formovani a dynamiku aktinovych vlaken. Ovliviuji napiiklad Arp2/3
komplex, ktery umoziiuje rozvétvovani aktinovych vlaken (Mullins and Pollard, 1999; Goley
and Welch, 2006). Rho GTPazy interaguji i s forminy (Watanabe ef al., 1997). Ty napomahaji
tvorbé a stabilizaci dlouhych nevétvenych aktinovych vlaken (Kiihn and Geyer, 2014). To ma
nasledné vliv na bunéénou morfogenezi, polaritu a adhezi bunék. V neposledni fad¢ ovliviiuji
Rho GTPéazy bunécnou migraci (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Rho GTPazy jsou
spojené s tvorbou lamelipodii. To jsou struktury, ve kterych dochazi k polymeraci aktinu a
tvorbé aktinovych vldken. Tvorba lamelipodii zpisobuje protahovani membrany. Vzniklé
membranové napéti, spolu se zanikdnim pivodnich adhezivnich spoji a tvorbou novych,
umoziuje pohyb buiikky ve sméru tvorby lamelipodii (Ridley and Hall, 1992; Farooqui and
Fenteany, 2005).

3.3.1.3. RhoA/RhoB/RhoC a nadory

Aktivita Rho GTP4z je zvySend bchem rozvoje nadorového onemocnéni. Jejich
zvySend aktivita mizZe byt zplisobena zménami v expresi nebo fungovani jejich GEF, GAP a
GDI regulatori. RhoA a RhoC byly identifikovany ve vét§Sim mnozstvi naptiklad v nadorech
epitelidlniho pivodu (Porter, Papaioannou and Malliri, 2016). RhoA 1 RhoB podporuji
nadorovou transformaci fibroblasti a zaroven zvySuji schopnost téchto nadorovych bunék
tvorit metastdze. Exprese RhoC je znacné€ zvySena v nadorech, které jsou schopné tvoftit velké
mnozstvi metastaz (Van Golen et al., 2000; Wheeler and Ridley, 2004). Naopak u né€kterych
typt nadord, jako jsou nadory plic nebo zaludku, byla zjiSténa nizS§i exprese RhoB nez
v normdlni tkdni. Proto zvySenim mnozstvi RhoB v téchto nadorovych buikéch, bylo
mozné zna¢né omezit bunécnou proliferaci a migraci bunék (Mazieres et al., 2004). Toto
neplati u vSech typti nadorti, protoze vyssi exprese RhoB byla zjisténa tfeba u nadorti prsu.
V téchto nadorech exprese RhoB naopak napoméha rozvoji nadoru (Fritz et al., 2002; Haga

and Ridley, 2016).



3.4. Funkce PKN kinaz v bunikkach

Nejlépe popsana je kinaza PKN1, kterd byla objevena a zkoumdana jako prvni z této
rodiny kindz. Z toho divodu je identifikovano nejvice jejich funkci, substrati a také to, jak
ovliviiuje bunécné procesy. Naopak nejméné prozkoumanad je PKN3, o které je znamo, ze se
ve vétsSin€ normdlnich tkani vyskytuje jen v malém mnozstvi, ale zato je vyrazné zastoupena

v rakovinovych bunkéch (Oishi et al., 1999).

Funkce kinaz zrodiny PKN je velmi rozmanita, protoze se podileji na mnoha
odlisnych bunécnych procesech. Kinazy ztéto rodiny se velmi Casto ucastni raznych
ptestaveb cytoskeletu, které pak nésledné mohou ovliviiovat morfologii a pohyblivost bunék.
PKNT1 interaguje skrz svou N-termindlni doménu s a-aktininen (Mukai et al., 1997), coz je
protein, ktery vaze vldkna aktinu. a-Aktinin tvofi Z-disky v sarkomerach svalovych bunék.
V téchto strukturach jsou ukotvena aktinova vldkna. Z-disky tak slouzi jako leSeni.
V bunikéach, které netvoii svalovou tkan se oa-aktinin nachazi také, jen netvoii Z-disky
sarkomer. a-Aktinin je schopny propojovat cytoskelet s transmembranovymi proteiny, a tak
slouzi jako mustek pro ptenos signdlu z vnéjsiho prosttedi do buniky. Zaroven do jisté miry
zajistuje strukturalni stabilitu bunéénych spoji a stabilitu adhezivnich molekul v ramci
cytoplasmatické membrany (Otey and Carpen, 2004). PKN1 sama o sob& neni ptfimo schopna
fosforylovat a-aktinin. Po stimulaci PKN1 pomoci kyseliny arachidonové, doSlo sice
k fosforylaci a-aktinin, ale jen nepatrné (Mukai et al., 1997). PKNI1 se bude zfejmé& zapojovat
do interakci s dal$imi molekulami, které budou ovliviiovat o-aktinin a cytoskelet. Jako
substraty pro PKN1 byly také oznaceny naptiklad 1 kaldesmon a G-aktin. Jejich fosforylace
také ziejmé prispiva k prestavbam aktinového cytoskeletu (Mukai et al., 1997). DalSim
ptfikladem vlivu PKN kin4z na cytoskelet je, Ze aktivita PKN kindz spolu s PDK1 vede k
reorganizaci a rozpadu aktinovych stresovych vlaken (Dong et al., 2000). PKN kinazy vazi a
fosforyluji 1 intermedialni filamenta a ovliviiuji jejich polymerizaci. Jedna se naptiklad o
fosforylaci head-rod domény vimentinu diky PKNI1 a néslednému rozpadu vimentinovych
vldken (Matsuzawa et al., 1997). PKN1 fosforylaci v head-rod doméné rozrusuje takeé
neurofilamenta a negativné tim ovliviiuje axondlni transport (Mukai et al., 1996; Manser et

al., 2008).

S ptfestavbami cytoskeletu zplisobenymi PKN kindzami lze také spojit vliv téchto
kinaz na adhezi bunék (Mopert et al., 2012). PKN3 mé zfeymé vliv na glykosylaci
adhesivnich molekul, jako jsou integriny nebo ICAM-1. Glykosylace adhezivnich molekul
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jsou potieba pro spravné interakce bunék s okolim (Mukai et al., 2016). Adhezivni interakce
mezi nadorovymi bunikami jsou zésadni pro uvolnéni bun¢k od primarniho nadoru a jejich
prostoupeni cévnim endotelem. Néasledné maji adhezivni interakce vliv 1 na extravazaci

rakovinovych bunék a tvorbu sekundarnich nadorovych lozisek.

Béhem studii se prokazalo, ze pouziti 3D kultur pfi studiu pohybu nadorovych bun¢k
umoziuje ziskani vysledku, které 1épe reprezentuji fyziologické podminky v organismu, nez
pouziti 2D kultur. Mohla tak napiiklad byt prokazana spojitost mezi aktivitou PKN3 a
invazivitou bun¢k (Leenders ef al., 2004). V dalsi studii bylo zjisténo, Ze ne jen PKN3, ale i
PKNI1 a PKN2 jsou zapojené do 3D pohybu bun¢k a ziejmé se tak, spolu s PKN3, mohou
podilet na tvorbé metastaz. Jejich vliv ale neni tak vyrazny, jako vliv PKN3. Na druhou
stranu, na 2D pohyb maji vliv pfedev§im PKN1 a PKN2, ale uz ne PKN3 (Lachmann et al.,
2011). VSechny izoformy PKN kinaz ovliviiuji rakovinové bunky, ptedev§im pak jejich

schopnost migrovat a proliferovat (Sophocleous, Owen and Mott, 2021).

Pisobeni PKN kinaz mize vést i k remodelaci chromatinu a nasledné k ovlivnéni
transkripce (Metzger et al., 2008). Po pfijeti signdlu pfes androgenni receptor, dojde
k interakci mezi aktivovanym Rho proteinem a PKN1. PKNI1 nésledné translokuje do jadra a
fosforyluje histon H3 na Thrl1, coz vede k demethylaci Lys9 na stejném histonu. Tim dojde
k aktivaci exprese genl spojenych sandrogennim receptorem. Bylo dokazano, Ze
spoluptisobeni PKN1 a androgennich receptorti mé vliv na rozvoj rakoviny prostaty (Metzger

et al., 2003, 2008).

Kindzy PKN1 a PKN2 jsou zapojeny také do regulace bunécného cyklu. Jsou schopné
fosforylovat, a tak aktivovat, n¢které molekuly nezbytné pro vstup buiiky do mitotické faze
bunééného cyklu. Jedna se naptiklad o fosfatdzu Cdc25 (Schmidt er al., 2007). Spravna
funkce PKN2 je také nezbytnd b&hem embryonalniho vyvoje. Béhem pokusii na mySich
embryich, ve kterych byla PKN2 inaktivovana, nebyla takovd embrya Zivotaschopna.
Dochéazelo u nich k defektim kardiovaskularniho systému, neuradlni liSty a ke kolapsu
mesodermu. PKN1 ani PKN3 ziejmé nejsou nutné béhem vyvoje, protoze jejich inaktivace

nezpusobila fatdlni zmény (Quétier et al., 2016).

11



3.5. PKN3

3.5.1. Distribuce PKN3 v tkdnich
Na rozdil od PKNI a PKN2, kter¢ jsou v normdlnich tkanich vcelku hojné

exprimované (Kitagawa et al., 1995; Quilliam et al., 1996), je PKN3 v béznych tkanich témér
nedetekovatelnd (Oishi et al, 1999). Zato byla exprese PKN3 ve vysSi mife zjiSténa
v riznych nadorovych bunéénych liniich. Naptiklad v HeLa buiikédch, v myeloidnich butikach
pacientl postizenych chronickou myeloidni leukemii (Oishi et al., 1999) nebo také v liniich
odvozenych z nadorti prsu a prostaty (Leenders et al., 2004; Unsal-Kacmaz et al., 2012).
PKN3 je také exprimovana v osteoklastech a podili se na remodelaci kostni tkan¢ (Uehara et
al., 2017). Zvysend exprese PKN3 byla zjisténa i v endotelidlnich bunkach, kde ziejmé
ovliviiuje permeabilitu endotelu (Aleku et al., 2008; Santel ef al., 2010; Mdpert et al., 2012).

Uvnitt bun¢k byla PKN3 detekovana v oblasti jadra a Golgiho aparatu. Oproti tomu
PKNI1 se nachazi ptedevsim v cytoplasmé (Oishi ef al., 1999; Unsal-Kacmaz et al., 2012). Na
druhou stranu, se PKN3 nachédzi i v oblastech u cytoplasmatické membrany, ve kterych

dochazi ke vzniku lamelipodii a invadopodii (Uehara et al., 2017; Gemperle et al., 2019).

3.5.2. PKN3 jako efektor PI3K

Fosfatidylinositol-3-kinaza nebo také fosfoinositid-3-kindza (PI3K) patii do skupiny
kindz, které jsou schopné fosforylovat hydroxylovou skupinu na tfeti pozici na inositolovém
kruhu fosfoinositidii. Vznikaji tak 3-fosfoinositidy, jako jsou fosfatidylinositol 3-fosfat
(PI(3)P), fosfatidylinositol 3.4-bisfosfat (PI(3,4)P,) a fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat
(PI(3,4,5)P; nebo zkracené PIP;) (Vanhaesebroeck et al., 1997; Leevers, Vanhaesebroeck and
Waterfield, 1999; Katso et al., 2001). Produkty této kindzy nasledné slouZi jako druzi posli
v bunééné signalizaci. Umoznuji amplifikaci signalu pfijatého bunkou a spousti signalni
kaskady, které pak vedou k rozmanitym bunéénym jevim. PI3K a jeji produkty ovliviiuji

bunécnou proliferaci, rast, apoptézu nebo i bunéény metabolismus (Katso et al., 2001).

Aktivita PI3K je kontrolovana pomoci tumor supresoru PTEN. PTEN funguje jako
antagonista PI3K, protoze zpiisobuje defosforylaci produktl PI3K (Maehama and Dixon,
1998). Napomaha tak k udrzeni jejich optimalni koncentrace v butice. Pokud ovSem dojde k
inaktivaci tumor supresoru PTEN, ke které muze dojit napiiklad mutaci v genu kodujicimu
PTEN, zvysi se koncentrace produktli PI3K. To zapti¢ini nadmérnou aktivaci signalnich drah,

do kterych se PI3K, potazmo jeji produkty, zapojuji. Dochédzi napiiklad k nadmérné
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proliferaci bunék a nizsi citlivosti k navozeni apoptdzy. Ztrata funkce tumor supresoru PTEN
v nddorovych bunkach, vede ke zvySeni jejich schopnosti tvofit metastaze (Wang et al.,
2003). Mutace v tomto tumor supresoru jsou vcelku Casté a byly zjistény v pomérné velkém
mnozstvi nadord. Inaktivni PTEN byl zjistén napiiklad u nadorti prostaty, prsu nebo

v glioblastomech (Li et al., 1997).

Aktivace PI3K ovliviluje expresi i aktivitu PKN3. Hyperaktivace PI3K vede ke
zvySeni exprese PKN3. Kinazova aktivita PKN3 je nepfimo ovlivnéna pisobenim PI3K,
protoze PKN3 neni pfimym efektorem PI3K (Leenders et al., 2004). PKN3 je stejné jako
PKNI1 a PKN2 aktivovana pomoci PDK1 (Dong et al., 2000). PDK1 se dokaze véazat na PIPs,
ktery je produktem PI3K. Tato vazba nasledné¢ umozituje PDKI1 vstupovat do dalSich
interakci a ovliviiovat tak dal$i efektorové molekuly (Vanhaesebroeck and Alessi, 2000).
Mezi nimi mohou byt 1 kindzy PKN, které jsou také aktivované po vazbé PDKI1, ackoli to

neni jediny zplsob jejich aktivace, jak uz bylo zminéno vyse (Dong et al., 2000).

3.5.3. Vliv PKN3 na invazivitu nadorovych bunék

Vsechny kindzy z rodiny PKN jsou exprimované v nadorovych bunkach, kde ovliviuji
ruzné fyziologické procesy, mezi kterymi je napiiklad bunécéna proliferace a polarizace,
angiogeneze nebo tvorba metastdz (Leenders et al., 2004; Mukai et al., 2016; Patel et al.,
2020). Pravé schopnost nadoru tvofit metastaze je velice nebezpecna a znané snizuje nadgji
pacienta na preziti. Buiiky, které se odlouci od primarniho nddoru, se dostavaji z mista jeho
vzniku do okolnich tkdni a pronikaji do krevniho feciSté. Nasledné jsou krevnim feciStém
roznaseny do celého téla, kde po extravazaci zakladaji v okolni tkani sekundarni nadorova

loziska.

K tomu, aby mohlo dojit k uvolnéni bun€k z primarniho nadoru, je nutné, aby doslo ke
zméndm ve vlastnostech téchto bunék. K uvolnéni bunék je potieba rozvolnéni jejich spojl
s okolnimi bufikami a extracelularni matrix. Mezi molekuly, které ovliviiuji bunécnou adhezi
patii naptiklad kadheriny, které zprostiedkovavaji interakce mezi buiikami, a integriny, které
propojuji buiiky s extraceluldrni matrix (Hanahan and Weinberg, 2000). Inaktivace funkce E-
kadherinu v rakovinovych bunkdch vede ke zlepSeni jejich schopnosti odlucovat se od
ostatnich bunék, pronikat do okolnich tkéni a tvofit metastaze (Vleminckx et al, 1991).
Zmény v expresi integrint umoZnuji nadorovym builkkdm jejich uvolnéni v ramci
extracelularni matrix. Nadorové bunky dovedou utlumit expresi jednoho typu integrini, a

naopak zvysit expresi jiného typu. Nové produkované integriny jim umoziuji jiné vlastnosti
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v kontextu rozvoje nadoru. Mohou tak vést k indukci migrace, proliferace nebo angiogeneze
(Guo and Giancotti, 2004). Samotny pohyb bunc¢k je pak zprosttedkovan piestavbami
aktinového cytoskeletu, které vedou k formovéni stresovych vldken a lamelipodii. Tyto
piestavby jsou ovliviiovany pisobenim Rho GTPaz (Ridley and Hall, 1992; Nobes and Hall,
1995; Roymans and Slegers, 2001).

S PKN3 mohou interagovat GTPazy RhoA, RhoB i RhoC, ale preferen¢né interaguje s
RhoC (Unsal-Kacmaz et al., 2012). Jina studie ale tvrdi, ze se PKN3 piedevsim vaze s RhoB
(Hutchinson et al., 2013). Projevy zvySené exprese PKN3 v nadorovych bunkach jsou
podobné spi§ projeviim GTPazy RhoC nez RhoB (Hakem et al., 2005). Vazba s RhoC, a
nasledn¢ i s PDK1, znacné zvySuje kinazovou aktivitu PKN3. Komplex PKN3 a RhoC
podporuje maligni projev rakoviny prsu (Unsal-Kacmaz et al., 2012). Samotna exprese RhoC
je zvySend béhem rozvoje rakoviny prsu, prostaty a slinivky bfisSni. Nadmira RhoC se
nasledné projevuje zvySenim invazivity nadorovych bunck a zvySenim tvorby metastaz (Suwa
et al., 1998; Fritz et al., 2002; Hakem et al., 2005; liizumi et al., 2008). Stejné jako RhoC, i
PKN3 ovliviiuje tvorbu metastdz a pohyb bunck (Leenders et al., 2004). Inhibice PKN3 ani
RhoC nema zasadni vliv na vyvoj, ani na funkci tkani (Hakem et al., 2005; Mukai et al.,
2016), proto jsou idealnim cilem, pro boj s malignimi nadory. V tomto smyslu sniZeni
mnozstvi PKN3 v primarnim nddoru vedlo i k omezeni tvorby metastaz (Leenders et al.,
2004). PKN3 neni nezbytna pro angiogenezi, protoze jeji vypadek je zfeymé vykompenzovan
pusobenim PKN1 a PKN2 (Mukai et al, 2016). Neplati ale, ze by PKNI1 nebo PKN2
dokézaly kompletné vykompenzovat inhibici PKN3. Pokud dojde k takovéto inhibici, dojde

ke zna¢nému sniZeni tvorby metastdz a pohybu bunék (Leenders et al., 2004).

Rho GTPazy jsou regulatory PKN3, ale i sama PKN3 dokaze zpétn¢ regulovat aktivitu
Rho GTPaz. PKN3 se ptimo vaze i s ARHGAPI8 (Rho GTPase Activating Protein 18) a
fosforyluje ho (Dibus, Brabek and Rosel, 2020). ARHGAPI18 dokéaZe regulovat aktivitu
GTPazy RhoA tim, Ze utlumuje jeji aktivitu a zabranuje tak tvorb¢é stresovych vlaken.
ARHGAPI18 je lokalizovan v oblasti vedouciho okraje bunky. Zde zfejme¢ svym vlivem na
aktivitu RhoA ovliviiuje protahovani bunééné membrany (Maeda et al., 2011). Fosforylace
ARHGAPI18 vede k aktivaci jeho GAP domény, coZz ma za nasledek sniZzeni mnozstvi
aktivniho RhoA. PKN3 je tedy schopnd svym piisobenim regulovat aktivitu molekuly, ktera
muze byt jeho vlastnim aktivatorem (Dibus, Brabek and Rosel, 2020).
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PKN3 se nachézi také v invadopodiich a lamelipodiich, coz jsou oblasti bohaté na
aktin (Uehara et al., 2017; Gemperle et al., 2019), Tyto struktury maji vliv na bunéénou
adhezi a bunécny pohyb. S tim je spojeno, ze PKN3 se podili na reorganizacich aktinového
cytoskeletu, tvorbé stresovych vlaken a na bunécné adhezi (Mopert et al., 2012). Ve spojitosti
s tim, bylo prokazano, ze PKN3 muze pfimo interagovat s p130Cas/BCAR1 (p130 Crk-
associated substrate/breast cancer anti-estrogen resistance 1), diky své polyprolinové doméné
a SH3 (Src homology3) domén¢ ve struktuie p130Cas/BCAR1 (Mukai, 2003; Camacho Leal
et al., 2015; Gemperle et al., 2017). p130Cas/BCAR1 ma prokazany vliv na migraci bunck a
tvorbu metastaz (Defilippi, Di Stefano and Cabodi, 2006; Tikhmyanova, Little and Golemis,
2010; Gemperle et al., 2019). PKN3 kolokalizuje s p130Cas/BCAR1 v invadopodiich a
lamelipodiich, a dokaze p130Cas/BCARI1 piimo fosforylovat. Navic interakce mezi PKN3 a
p130Cas/BCARI je nezbytnd pro agresivnéj$i maligni projev rakoviny prsu (Gemperle et al.,
2019).

PKN3 ovliviiuje i adhezivni molekuly, které jsou nutné pro prinik nadorovych bunck
pfes endotel a dal do tkani. Aktivita PKN3 nepfimo ovliviluje glykosylaci nékterych
endotelidlnich povrchovych adhezivnich molekul jako jsou ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule-1), integrin Bl a integrin 5. Defekty v glykosylaci téchto adhezivnich molekul
byly zjistény na modelu PKN3 knockout (KO) mysi, ve které byl inaktivovan gen kodujici
PKN3. Tyto defekty glykosylaci miiZou mit nasledné vliv na moznost pfechodu nadorovych
bunék pies endotel. Tim dojde k zamezeni jejich priniku do okolni tkané€ a inhibici tvorby
metastaz (Mukai et al., 2016). Ke tvorbé metastdz, tak ziejm¢e prispivd 1 exprese PKN3
v télnich tkanich. Béhem pokust s PKN3 KO mySmi byly tyto mysi infikovany bunikami
melanomu. Po 14 dnech byly mysi zabity a ukazalo se, ze PKN3 KO mysi méli v plicich
mnohem méné metastdz nez mysi, ve kterych nebyla PKN3 inaktivovana (Mukai ef al.,

2016).
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3.5.4. Vyuziti inhibice PKN3 v protinadorové terapii

Exprese PKN3 je znacné zvySena v nadorovych bunkach (Oishi et al, 1999) a
vysledky studii ukazuji, Ze je nezbytnd pro tvorbu metastaz (Leenders et al., 2004; Aleku et
al., 2008). Z tohoto diivodu se objevily pokusy s inaktivaci PKN3, které by mohly byt vyuzity

v terapii nddorovych onemocnéni.

Jednim z pouzitych piistupi bylo indukované snizeni exprese PKN3 pomoci shRNA
(short hairpin RNA) interference. Toto snizeni exprese mélo za ndsledek znacny pokles
tvorby metastdz u PC-3 bunék (lidska bunécna linie rakoviny prostaty). Tato inhibice ale

neméla nijak vyrazny vliv na primarni nador (Leenders et al., 2004).

Na principu RNA interference funguje i Atu027. To je 1é¢ebny ptipravek, cileny piimo
proti PKN3. Atu027 je liposomalni castice, ve které je uloZena siRNA (short interfering
RNA) cilena proti expresi PKN3 (Obrazek 5). Pisobenim Atu027 pravdépodobné dochazi
k zamezeni prichodu nadorovych bun¢k pies cévni endotel. Inhibice exprese PKN3 pomoci
Atu027 ziejmé nemd vliv na proliferaci buné€k, ale zato vyrazn€ omezuje tvorbu metastaz
(Aleku et al., 2008). V ramci testovani Atu027 byly mySim do téla vpraveny nadorové bunky
melanomu. U mysi, kterym byl podavan ptipravek Atu027, bylo zjisténo velmi vyrazné
sniZzeni mnoZstvi plicnich metastaz. Atu027 by mohlo také slouzit jako podplrny prostfedek
proti spontdnni tvorbé metastaz po provedeni resekci (Santel et al., 2010). Atu027 proslo
prvni fazi klinického testovani, kterého se zucastnilo 34 pacientli s velmi pokroc¢ilym stadiem
rakoviny. Jednalo se predevS§im o pacienty s rakovinou prsu, slinivky bfi$ni a tlustého stieva.
Zhruba u 52 % pacientii doSlo ke stabilizaci jejich nemoci. Ve skutecnosti doslo ke stabilizaci
ve zhruba 41 % piipadu, protoze 9 pacientl nedostalo plny pocet davek ptipravku, z divodu
zhorSeni jejich zdravotniho stavu. Tato studie také ukazala, ze Atu027 zfejmé nemélo zadné
zavazné vedlejsi ucinky na organismus pacientd (Schultheis et al., 2014). Atu027 bylo v dalsi
fazi testovano v kombinaci s gemcitabinem u pacientll s adenokarcinomem slinivky bfis$ni.
Gemcitabin je cytostaticky 1€k, ktery se pouziva pii 1é€bé rakoviny mocového méchyie, plic,
vajecnikll nebo slinivky bfisni. I béhem této studie se ukdzalo, Ze Atu027 ziejmé neni toxicky
pro lidsky organismus. Pouziti Atu027 béhem této studie, zifeymé zaptiCinilo stabilizaci
onemocnéni, jako v predchozi studii. Bylo také pozorovano, Zze u pacientii dosSlo ke snizeni

mnozstvi onkogennich markerti (Schultheis et al., 2020).
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Obrazek 5: Struktura ¢astice Atu027. AtuFect01, DPhyPE a DSPE-PEG jsou lipidy, které
tvofi obal, ve kterém je uloZena siRNA cilena proti PKN3. Takovyto lipidovy obal umoziuje
propojeni castice s cytoplasmatickou membréanou, jeji prinik do bunky a nasledné uvolnéni

siRNA (Shaikh et al., 2017).
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4. Zavér

Rakovina je jednou z nejcastéjSich pfi¢in umrti. Ro¢né na rakovinu zemiou miliony
lidi po celém svéte. Nejcastéji se jednd o rakoviny prsu, prostaty, plic, tlustého stfeva, kiize a
mnoho dalSich. Na rozvoj nddorového onemocnéni ma vliv mnoho faktorii. Od zivotniho
stylu, pies genetické predispozice, po pusobeni chemikalii a vnéjSich vlivii na lidsky

organismus.

N¢ktera nadorova bujeni mohou byt neskodna. Piikladem jsou tfeba bradavice nebo
tvorba nezhoubného tukového néadoru, lipomu. Naopak velmi nebezpecné jsou maligni
nadory, za jejichz zhoubné vlastnosti je zodpovédna jejich schopnost zakladat po téle pacienta
sekundarni loziska (metastaze). Metastaze poskozuji tkan¢ a znacné snizuji pacientovu nadéji
na uzdraveni. Toto je divod, pro¢ je nezbytné hledat vhodné molekuly nebo interakce
molekul, proti kterym by mohla byt vyvinuta cilend 1écba. Takova, kterd by zabranila rastu
nadoru, tvorbé metastdz, anebo by nador pfimo cilen€ zni¢ila. Mezi takovymi molekulami je i
kindza PKN3, ktera mé prokazany vliv na vznik metastdz. Je také vhodnym terapeutickym
cile, protoze jeji inhibice zfejm& nemé negativni vliv na normalni télni tkdné. Zato bylo

prokazano, ze inhibice PKN3 znaéné omezuje tvorbu metastaz.

Kinazy zrodiny PKN se zapojuji do mnoha bunéénych procesii, ale piesné
mechanismy jejich plisobeni nejsou zcela objasnéné. Stejné jako nejsou zcela znamé jejich
substraty nebo jejich interakce s dal§imi molekulami. Dal$i prohlubovani znalosti o plisobeni
PKN kinaz v bunkéch, jejich vlivu na rozvoj rakoviny a dalSich patologii, na které¢ maji PKN

kindzy vliv, by bylo pfinosem ne jen z pohledu biologie, ale i z pohledu mediciny.
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