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Abstrakt

Cyklin-dependentni kinaza 9 (CDK9) hraje klicovou roli v regulaci transkripce. ZvysSena
aktivita CDK9 je spojovana s riiznymi typy nadorovych, ale i jinych (napf. zanétlivych)
onemocnéni a inhibice této kinazy je povazovana za slibny terapeuticky cil. Tato prace se
zabyva komplexnim in vitro hodnocenim biologické aktivity dvou originalnich inhibitort
CDK9 piipravenych na UOCHB AV CR a jejich srovnanim s $esti komeréné dostupnymi
experimentalnimi inhibitory v pokrocilych fazich vyvoje. K tomu byla vyuzita fada nezavislych
experimentalnich pfistupi. Kromé obligatniho stanoveni enzymové inhibice byla sledovéana
také fosforylace Serinu 2 RNA polymerazy I — piimého interak¢niho partnera CDK9, exprese
genu regulovanych CDK9, a schopnost latek navozovat bunécnou smrt. Déale byl pomoci
n¢kolika in vitro ADME testi hodnocen farmakokineticky potencial latek. Vysledky této prace
ukazaly, Ze nové inhibitory CDK9 vykazuji slibnou inhibi¢ni aktivitu viici cilové kinaze, avSak
ve vétsin€ bunéénych testii byly méné ucinné ve srovnéni s referenénimi inhibitory. Dal§im
nedostatkem je pomérné znacny eflux, ktery snizuje biologickou dostupnost latek. Proto je
nutna dal$i optimalizace struktury nebo kombinace s jinymi IéCivy, aby se maximalizoval jejich
terapeuticky ucinek. Vyznamnym piinosem této prace pro odbornou komunitu je i pfimé
srovnani ucinnosti a ADME parametri Sesti referencnich CDK9 inhibitori za stejnych

podminek vedle sebe.

Klicova slova: cyklin-dependentni kindza 9, kinazové inhibitory, leukémie, cytotoxicita,

transkripéni faktory, analyza exprese



Abstract

Cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) plays a key role in transcriptional regulation. Increased
activity of CDK9 is associated with various types of cancer, as well as other (e.g. inflammatory)
diseases, and inhibition of this kinase is considered a promising therapeutic target. This thesis
deals with a comprehensive in vitro evaluation of the biological activity of two original CDK9
inhibitors prepared at the IOCB of the Academy of Sciences of the Czech Republic and their
comparison with six commercially available experimental inhibitors in advanced stages of
development. To this end, several independent experimental approaches were employed. In
addition to the obligatory determination of enzyme inhibition, the phosphorylation of Serine 2
on RNA polymerase II — a direct interaction partner of CDK9 - was determined, the expression
of genes regulated by CDK9 and the ability of the substances to induce cell death were also
monitored. Furthermore, the pharmacokinetic potential of the substances was evaluated using
several in vitro ADME tests. The results of this work demonstrated that the new CDK9
inhibitors exhibited promising inhibitory activity against the target kinase, but were less
effective compared to the reference inhibitors in most cellular assays. Another shortcoming is
their significant efflux, which reduces the bioavailability of substances. Therefore, further
optimization of the structure or combination with other drugs is required to maximize their
therapeutic effect. Comparing the efficacy and ADME parameters of six reference CDK9
inhibitors under the same conditions side by side also represents a significant contribution to

the professional community.

Key words: cyclin-dependent kinase 9, kinase inhibitors, leukemia, cytotoxicity, transcription

factors, expression analysis
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Pouzité zkratky

ADME — farmakokinetické déje absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece
AML — akutni myeloidni leukémie

BCL?2 — gen kodujici antiapopticky protein BCL-2 odvozeny z B-bunécného lymfomu
BRD4 — bromodoménovy protein 4

CAK —kinaza aktivujici cyklin-dependentni kinazy

CDK - cyklin-dependentni kinaza

CDKO9 - cyklin-dependentni kinaza 9

CDKI — inhibitor cyklin-dependentnich kindz

CLK - kinazy podobné cyklin-dependentnim kindzam

CLL — chronické lymfocytarni leukémie

CTD — karboxy-terminalni doména

DLCBL — difuzni velkobunécny B-lymfom

DSIF — 5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazol sensitivity inducing factor
GSK - kinaza glykogensyntazy

HCMYV - lidsky cytomegalovirus

HSV-1 — virus herpes simplex 1

HSV-2 — virus herpes simplex 2

MAPK — mitogenem aktivovana proteinkinaza

MCLI — gen kodujici protein MCL-1 odvozeny z myeloidni leukémie

MDS — myelodysplasticky syndrom

MRM — multiple reaction monitoring

MYC — protoonkogen kodujici transkripéni faktor C-MYC odvozeny z myelocytomatozy
NELF — negative elongation factor

NHEJ — nehomologni spojovani koncii

PARP — poly(ADP-rib6za)polymeraza

PBMC — mononuklearni buiiky periferni krve

PCR — polymerazova fetézova reakce

pRb — retinoblastomovy protein

PROTAC — PRoteolysis TArgeting Chimeras

P-TEFb — pozitivni transkripéni elongacni faktor beta

RLU - relativni luminiscen¢ni jednotky

RNA pol II - RNA polymeraza II

rpS6 — ribozomalni protein S6



SEC — super elongacni komplex
TNBC — triple negativni karcinom prsu

ZMYNDS — transkrip¢ni faktor Zinc Finger MYND-Type Containing 8



1. Uvod

Cyklin-dependentni kinaza 9 (CDKY), ve spojeni s cyklinem T, tvoii pozitivni transkripcni
elongacni faktor b (P-TEFb), ktery hraje klicCovou roli v regulaci transkripce gent
prostiednictvim RNA polymeréazy II (RNA pol II). V nadorovych buiikach ¢asto dochazi ke
zvySeni aktivity CDK9, coz vede ke zvyseni exprese genil umoziujicich jejich nekontrolovany
rust. Z tohoto diivodu predstavuje CDK9 vyznamny potencidlni terapeuticky cil a dochazi k
rostoucimu zajmu o hledani novych specifickych inhibitort aktivity tohoto enzymu v
nadorovych buiikach. Bylo zjisténo, Ze inhibice CDK9 vede k inhibici fosforylace RNA pol II.
Tato inhibice nésledné vede k zastaveni transkripéni masinérie, ktera nejvice ovlivni hladiny
mRNA a proteint s kratkymi polocasy rozpadu. Nadorové buiiky jsou zvlast citlivé na inhibici
onkogentd MCL1 a MYC, které hraji klicovou roli v jejich preziti a proliferaci. Inhibitory CDK9
skrze inhibici transkripce U€¢inn€ snizuji expresi téchto onkogent a indukuji apoptdzu v Sirokém
spektru in vitro 1 in vivo modelld. Navzdory intenzivnimu vyzkumu se vSak pouze mala ¢ast
nove objevenych sloucenin dostane do klinického testovani. Podafi-li se to, jsou ¢asto testovany
v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky, aby se zvysila jejich G¢innost a prekonala potencialni
rezistence nddorovych bunék. Samotna schopnost inhibovat fosforylaci RNA polymerazy II a
vyvolat bunécnou smrt nemusi stacit k tomu, aby se dand latka stala G¢innym terapeutikem.
Proto byl v ramci této prace vytvoren komplexni metodicky panel, ktery zahrnuje nejen
testovani inhibi¢ni aktivity novych sloucenin, ale také hodnoti jejich ADME parametry, jako je
metabolickd stabilita a permeabilita pfes intestinalni epitel. Dal§im klicovym faktorem je také
nizka toxicita vic¢i nenddorovym bunkam, kterd je nezbytnd pro minimalizaci nezadoucich
vedlejSich ucinkt. Dosazeni optimalnich farmakokinetickych a farmakodynamickych
vlastnosti je zasadni pro to, aby se potencialni 1é¢ivo mohlo posunout do klinickych zkousek.
Pomoci pfipraveného metodického panelu byly nésledné srovnany s referencnimi inhibitory
dva zastupci série origindlnich potencidlnich CDK9 inhibitori, EVH091 a FIH098,

ptipravenych na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR ve skupiné Profesora Hocka.



2. Cile prace
Cile mé diplomové préace byly nasledujici:
1. Seznamit Ctenare s biologii cyklin-dependentnich kinaz (CDK), zejména s biologickou
funkci cyklin-dependentni kinazy 9 (CDKD9), a aktudlnim stavem ve vyvoji 1éCiv cilicich

na tento protein.

2. Srovnat ucinnost latek EVHO091 a FIH098 s Sesti komer¢né dostupnymi inhibitory
pomoci metodického panelu, ktery zahrnuje:
a) Stanoveni schopnosti latek inhibovat kindzovou reakci in vitro
b) Stanoveni toxicity latek na buitkdch MV-4-11 odvozenych z myeloidni leukémie a
mononukledrnich bunkach periferni krve (PBMC)
¢) Hodnoceni mechanismu ucinku — efekt latek na:
e apoptdzu
o fosforylaci RNA polymerazy II na Serinu 2
¢ bunécny cyklus
e expresi CDK9-regulovanych genti (MCLI, MYC)
d) Stanoveni ADME parametra latek:
e mikrozomalni/plazmaticka stabilita
e vazebnost na plazmatické proteiny

e permeabilita ptes intestindlni epitel
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3. Teoreticka cast

3.1. Cyklin-dependentni Kinazy

Cyklin-dependentni kinazy (CDK) jsou skupinou serinovych/threoninovych proteinkinaz, které
hraji klicovou roli v regulaci bunéénych procest, predevsim bunécného cyklu a transkripce.
Patii do rodiny proteint, které zahrnuji i mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK), kinazy
glykogen syntdzy (GSK) a kinazy podobné CDK (CLK) (Zabihi a kol. 2022). CDK se casto
déli na CDK regulujici bunéény cyklus (CDK1, -2, -4 a -6) a CDK regulujici transkripci (CDK7,
-8, -9, -11 a -12) (Malumbres a Barbacid 2009), (Anshabo a kol. 2021). Jejich aktivita je
regulovana vazbou regulacni podjednotky, tzv. cyklinu. Cykliny tvoii dimerovy komplex s
odpovidajicimi cyklin-dependentnimi kindzami tim, Ze interaguji s vysoce konzervovanou
oblasti (u CDK1/2 oznacovanou jako PSTAIRE), coz usnadiiuje rozsdhlou konformacni
ptfestavbu, kterd umoziuje vazbu ATP. Ptislusné cykliny a funkce jednotlivych CDK shrnuje
Tabulka 1. CDK jsou dale kontrolovany fadou kinaz a fosfataz. Nejlepsim ptikladem takového
pozitivniho regulatoru je CDK aktivujici kinaza (CAK), kterd je znama tim, ze po vazb¢ cyklinu
na CDK fosforyluje threoninové zbytky na T-aktivacnich smyckach, ¢imz dochazi k plné
aktivaci CDK (Lukasik, 2021). Dalsimi dilezitymi regulatory jejich aktivit jsou endogenni
inhibitory CDK (CDKI). Napiiklad aktivitu CDK4/6 reguluji proteiny rodiny INK4 (p16™NK4A,
p15MNK4B (5] QINKAC 151 9INK4D) 3 proteiny rodiny Cip/Kip (p21€™! a p27%™!). Proteiny z rodiny
INK4 se vazou na CDK4/6, brani jejich spojeni s cykliny typu D a tim inhibuji jejich kindzovou
aktivitu. Tato inhibice vede k zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fazi (Morgan 2007). DalSimi
regulatory CDK aktivit jsou proteiny z rodiny Cip/Kip. Tyto proteiny mohou inhibovat aktivitu
nékolika komplextit CDK-cyklin. Na rozdil od rodiny INK4, ktera specificky inhibuje CDK4 a
CDK6, mohou Cip/Kip proteiny inhibovat Sir§i spektrum CDK. Tyto proteiny se vaZou na ob¢
slozky komplexu, tedy jak na CDK, tak na cyklin. Cip/Kip proteiny jsou zvlasté dilezité pii
kontrole pfechodu z faze G1 do faze S bunécného cyklu. Inhibici komplexiit CDK2-cyklin E a
CDK2-cyklin A zabranuji fosforylaci retinoblastomového proteinu (pRb), ¢imZz udrzuji
bunéény cyklus pod kontrolou a zabranuji neopodstatnénému postupu do faze S, kde dochézi k
replikaci DNA. Zajimavé je, Ze Cip/Kip proteiny mohou pfi nizkych koncentracich paradoxné
usnadnit sestaveni a stabilizaci komplexit CDK4/6-cyklin D, aniZ by inhibovaly jejich aktivitu,
¢imz v urcitych kontextech podporuji progresi bunééného cyklu. (Morgan 2007), (Schirripa a

kol. 2022).
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Tabulka 1 — Funkce cyklin-dependentnich kindz. Upraveno podle: (Peyressatre a kol. 2015)

Piislusny Funkce v bunééném
CDK Dalsi funkce
cyklin cyklu
CDK1 Cyklin B mitoza oprava DNA, epigeneticka regulace
. tranzice G1/S, progrese ) )
CDK2 | Cyklin A, E epigenetickd regulace
S faze
tranzice z GO do G1
CDK3 Cyklin C
faze
CDK4 Cyklin D tranzice G1/S epigeneticka regulace
neuronalni funkce, syntéza glykogenu,
CDK5 p35 .y . SYEoS
sekrece inzulinu
CDK6 Cyklin D tranzice G1/S
CDK7 Cyklin H CDK aktivujici kinaza
CDKS8 Cyklin C signaliza¢ni drdha Wnt//p - katenin
regulace transkripce (cyklin T), oprava
CDK9 | Cyklin T, K s pee ( y »op
DNA (cyklin K)
CDK10 Cyklin M tranzice G2/M
CDK11 Cyklin L regulace sestiihu
CDK12 | CyklinK,L oprava DNA (cyklin K)

3.1.1. Historie cyklin-dependentnich kinaz

Koncept cyklin-dependentnich kindz zacal nabyvat konkrétnich obryst na pocatku 80. let 20.

stoleti, kdy byly objeveny proteiny kontrolujici bunéfny cyklus u kvasinek. Védci

identifikovali, Ze urcité geny, zejména cdc28 v Saccharomyces cerevisiae a cdc2 v

Schizosaccharomyces pombe, jsou nezbytné pro piechod mezi riznymi fazemi bunééného

cyklu (Nurse a Bissett 1981). Bylo zjisténo, Ze tyto kindzy jsou regulovany proteiny

nazyvanymi cykliny, které se béhem bunééného cyklu cyklicky syntetizuji a degraduji (Morgan

1995). V roce 1988 bylo zjisténo, Ze tyto kindzy maji zasadni roli v kontrole buné¢ného cyklu,

kdyz byly objeveny prvni cykliny A a B jako regulatory CDK (Hunt 1991). Dalsi pokroky piisly

s identifikaci dalSich cyklinii a jejich CDK partnerd, coz umoznilo ptesnéjSi pochopeni

mechanismu bunééného cyklu. V roce 2001 ziskali Leland H. Hartwell, Paul Nurse a Tim Hunt

Nobelovu cenu za fyziologii a lékafstvi za své objevy klicovych regulatori bunééného cyklu,

vcetné cyklini a CDK. Jejich prace ukéazala, Ze CDK potiebuji k aktivaci vazbu na cykliny, coz

spojuje regulaci progrese bunééného cyklu s dostupnosti cyklini (Nurse a Bissett 1981).
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3.1.2 Regulace bunécného cyklu cyklin-dependentnimi kinazami

Cyklin-dependentni kinazy jsou centralni sloZzkou kontrolniho systému bunééného cyklu. Nahlé
zmeény v aktivité téchto enzymi v pribéhu cyklu vedou ke zméné fosforylacnich stavii, a tim i
ke zmén¢ aktivit proteinti pfimo zodpovédnych za pribeh bunééného cyklu. Koncentrace CDK
jsou v pribehu cyklu konstantni, kolisani v jejich aktivité je zapfi¢inéna nékolika mechanismy.
jejich regulacnich podjednotek, cyklind, které se na CDK vazou a spoleéné tvoii aktivni
komplex. V riznych fazich cyklu jsou produkovany rtizné typy cyklind, které se vazou na riizné
CDK (Obrazek 1). Kazdy komplex CDK-cyklin propaguje aktivaci dalSiho komplexu v tfadg,
¢imz je zajisténo, ze cyklus probiha organizovanym zptisobem a jednotlivé faze na sebe piesné
navazuji (Morgan 2007), (Otto a Sicinski 2017). Aktivita CDK je dale modulovana skrze
fosforylace/defosforylace a také zménou koncentraci CDKI. V Gl fazi je dalezité, aby byly
CDK v inaktivnim stavu. Je toho docileno tfemi mechanismy: (1) exprese cyklinovych geni je
potladena inhibi¢nimi regulacnimi proteiny, (2) zvySena degradace cyklind, diky aktivité
anafazi podporujiciho komplexu (APC, E3 ubikvitin ligdza) a (3) vysoka koncentrace CDK
inhibitorti. Novy bunéény cyklus za¢ina, kdyz externi a interni signaly spusti sérii udalosti
vedoucich k expresi cyklinii D, které aktivuji CDK4 a CDK6. Aktivni komplexy CDK4/6-
cyklin D fosforyluji pRb, coz uvolni transkripéni faktory z rodiny E2F a tim umozni expresi
genl nezbytnych pro ptechod z G1 do S faze. Poté nésleduje aktivace komplexu CDK2-cyklin
E, jehoZ hlavni funkci je pfipravit buitkku na S fazi a aktivovat CDK1. Komplex CDK1-cyklin
A je nasledné zodpovédny za fosforylaci proteind, které iniciuji duplikaci chromozomi. Na
konci S faze je aktivovana exprese genll pro cyklin B, ktery se vaZze na CDK1. Tyto komplexy
se akumuluji v neaktivnim stavu a jsou aktivovany na zacatku mit6zy defosforylaci inhibi¢niho
fosfatu. Aktivovany komplex CDK1/cyklin B pak fidi prichod buiiky kontrolnim bodem na
ptechodu z G2 faze do M faze. Tyto komplexy jsou zaroven zodpovédné za aktivaci APC, ktery
fidi pfechod z metafdze do anafaze. Protein APC stimuluje destrukci proteinti, které drzi
pohromadé sesterské chromatidy a zaroven destrukci S- a M-cyklinti umozZni dokon¢eni mit6dzy.
Nizké aktivity CDK jsou zachovany do nasledné pozdni G1 faze, kdy vzestup aktivit CDK4/6
vede ke vstupu buniky do dalSiho cyklu (Morgan 2007).
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G1/S cyclin S cyclin M cyclin APC activity

G1/5-Cdk S-Cdk M-Cdk APC
¥ 3 4 4
G1 I ) G2 I I G1

Start G2/M metaphase—anaphase
M

Cdk off Cdk on Cdk off

Obrazek 1 — Kontrolni systém bunééného cyklu. Hladiny ti‘i hlavnich typi cyklini osciluji béhem bunééného cyklu
(nahote), ¢imZ poskytuji zaklad pro oscilace aktivit komplexii cyklin-CDK, které fidi udalosti bunééného cyklu (dole).

Pievzato z: (Morgan 2007).

3.2. Cyklin-dependentni Kinaza 9

3.2.1. Struktura

Cyklin-dependentni kindza 9 (CDK9) byla objevena v roce 1994 pii snaze identifikovat kindzy
ptibuzné CDC2 (CDKI1) jako protein o velikosti 42 kDa a 372 aminokyselinach. Kvuli
pritomnosti motivu obsahujiciho Pro-Ile-Thr-Ala-Leu-Arg-Glu byla nazvana PITALRE (Grana
a kol. 1994). Tento motiv sekven¢né odpovidal vysoce konzervovanému PSTAIRE boxu, ktery
se vyskytuje u CDK1-2, s CDK2 ma dokonce 40% shodu v sekvenci (Baumli a kol. 2008).
Struktura CDK9 (Obrazek 2) vykazuje typickou kindzovou strukturu obsahujici N-terminalni
lalok, ktery se sklada z péti B-skladanych listti a jednoho a-helixu a C-terminalni lalok, ktery se
sklada ze sedmi o-helixii a ¢tyt B-skladanych listl. Pravé a-helix na N-terminalnim konci je
zodpovédny za interakci mezi CDK9 a cyklinem T1 (Xiao a kol. 2023), (Anshabo a kol. 2021).
CDK9 ma dv¢ izoformy (42 a 55 kDa). Oba proteiny jsou piepisovany ze stejné mRNA, ale
jsou regulovany jinym promotorem. Ve srovnani s leh¢i izoformou ma protein o velikosti 55
kDa navic 117 aminokyselin na N-termindlnim konci (Ma a kol. 2019). Bylo zjisténo, Ze
promotor CDK94; je vice aktivni v HeLa bunkach, aktivovanych T-buiikdch a v monocytech,
zatimco v inaktivovanych makrofazich a v bunikdch modifikovanych virovou infekci ¢i
extracelularnimi signaly pfevladala izoforma CDKJ9ss. Protein CDK9s5 se muze, skrze asociaci
s Ku70, zapojovat do procesii spojenych s opravou DNA. Ob¢ izoformy rovnéz vykazuji riznou
lokazlizaci. CDK94; se nachédzi v nukleoplazmé a CDK9ss se akumuluje v jadérku (Liu a kol.

2010), (Xiao a kol. 2023).
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Obrazek 2 — Struktura CDK?9 (zelena) s vazebnym partnerem, cyklinem T1 (oranZova). Upraveno podle:

(https://www.rcsb.org/structure/3BLQ).

3.2.2. Biologické funkce CDK9

Regulace transkripce

CDKD9 je transkripci regulujici CDK, kterd spolu s cyklinem T1 (nebo T2) tvofi pozitivni
transkripcni elongac¢ni faktor b (P-TEFb). Kratce po zahéjeni transkripce RNA polymerazou II
(po syntéze 20-50 nukleotidll) dojde vlivem regulacnich faktortt DSIF (5,6-dichloro-1-B-D-
ribofuranosylbenzimidazol sensitivity inducing factor) a NELF (negative elongation factor)
k pozastaveni transkripce. P-TEFb je klicovy pro pfechod RNA polymerazy Il z pozastavené
faze do faze elongace, kdy polymeraza pokracuje v syntéze celého mRNA fetézce (Bacon a
D’Orso 2018). P-TEFb mtize byt vazan v neaktivnim komplexu s inhibitorem 7SK snRNA a
proteinem HEXIM1/2. Kdyz je tieba zvysit transkripci ur€it¢ho genu, P-TEFb se uvolni z
tohoto komplexu a stava se aktivnim (Franco a kol. 2019). Jeho aktivace je umoznéna
prostfednictvim nékolika molekularnich mechanismil, vcetné rekrutace specifickych
transkripcnich faktort, jako je C-MYC, komplext podporujicich elongaci transkripce, jako jsou
komplexy obsahujici bromodoménovy protein 4 (BRD4) nebo super elongaéni komplex (SEC)
(Freeman a kol. 2023). Aktivovand CDK9 v ramci P-TEFb komplexu fosforyluje DSIF, ktery
se po fosforylaci stava pozitivnim elonga¢nim faktorem, NELF, ktery po fosforylaci disociuje
z RNA-pol II a samotnou RNA-pol II na Serinu 2 karboxylového konce. Fosforylace téchto
substratii vede k pifechodu z pozastaveného stavu ke stavu aktivni elongace transkripce a vzniku
na Serinu 5 pomoci CDK7 (Lolli 2008). Piestoze je CDK9 esencidlni k transkripci vSech gend,
fada studii ukazala, ze transkripty vysoce prepisovanych gent s kratkym polocasem rozpadu
jako jsou napi. MYC a MCL]I jsou obzvlasté citlivé k CDK9 inhibici (Anshabo a kol. 2021),
(Ranjan a kol. 2021).
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Obrazek 3 — P-TEFD a regulace transkrip¢ni elongace. P-TEFb fosforyluje serin 2 na karboxyl-terminalnim doméné
RNA polymerazy 11, stejné jako NELF a DSIF. Vysledkem je, Ze RNA polymeraza II je uvolnéna z pozastaveného

stavu a miiZe se zapojit do produktivni transkrip¢ni elongace. Upraveno podle: (Ranjan a kol. 2021).

Regulace translace

Bylo zjisténo, ze CDKO9 tvoii komplexy s komponenty drahy mTOR, konkrétné s mLST8 a
RAPTOR, kter¢ jsou soucasti komplexit mTORC1 a mTORC?2. Tato asociace naznacuje, ze
CDKO9 hraje roli také v regulaci translace mRNA. Bylo pozorovano, ze CDK9 reguluje
fosforylaci proteint zapojenych do translace, jako jsou LARP1 a ribozomalni protein S6 (rpS6),

a tim ovliviluje efektivitu syntézy proteinti v buitkach (Beauchamp a kol. 2019).

Oprava DNA

CDKO hraje zéasadni roli pii opravé DNA, a to prostfednictvim nékolika mechanismi a interakci
s jinymi proteiny. Jednim z klicovych aspektti je asociace CDK9 s cyklinem K, ktery se podili
na opravé poskozené DNA (Yu a kol. 2010). Deplece CDK9 a cyklinu K, ale ne cyklinu T,
pomoci interferencnich RNA prokazatelné€ naruSuje bunécny cyklus v reakci na replikacni stres
a poskozeni DNA. Predpoklada se, Ze komplex CDK9 s cyklinem K hraje roli v opravé
poskozené DNA interakci s komponenty drah reagujicich na poskozeni DNA, jako jsou ATR a
ATM. Dalsi vyznamnou interakci CDK9 je jeho spojeni s proteinem Ku70, ktery je klicovym
faktorem v procesu nehomologniho spojovani koncti (NHEJ), coZ je jeden z hlavnich

mechanismi opravy dvouietézcovych zlomtit DNA (Anshabo a kol. 2021), (Yu a kol. 2010).
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Regulace apoptozy

CDKO hraje klicovou roli v regulaci transkripce antiapoptotickych proteint, jako je MCL-1.
MCL-1 (z angl. myeloid cell leukemia 1) je antiapoptoticky protein z rodiny BCL-2 (z angl. B-
cell lymphoma 2). MCL-1 inhibuje permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany a
uvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. MCL-1 je nezbytny pro pfeziti mnoha bunék, ma
vysoky onkogenni potencidl a ma zvySenou expresi u fady solidnich naddort i hematologickych
malignit. Nadmérna exprese proteinu MCL-1 nebo amplifikace genu MCLI chrani nadorové
bunky ptfed apoptézou a snizuje jejich citlivost na bézné pouzivané protinadorové léky coz
prispiva k progresi nadoru a rezistenci na chemoterapii. Z tohoto divodu se stala inhibice
MCL-1 slibnou protinaddorovou strategii (Wang a kol. 2021). MCL-1 protein je znamy pro sviij
kratky polocas rozpadu, coz znamend, Ze jeho piitomnost v builkkdch musi byt neustile
obnovovéna transkripci, aby bunky pfezily. Inhibice CDK9 vede k blokovani transkripce
MCLI, coz zplisobuje rychlé snizeni jeho hladin a nésledn¢ indukci apoptézy nadorovych
bun¢k. Tento mechanismus je zdkladem terapeutického potencidlu CDK9 inhibitorti (Tibes a

Bogenberger 2019).

Diferenciace

Pozitivni transkripéni elongacni faktor b ovlivitluje nékolik bunéénych diferenciacnich
programti. P-TEFb je nezbytny pro diferenciaci monocytt, lymfocyti, adipocytti a neuroni.
Béhem adipogeneze P-TEFb (obsahujici CDK9ss, minoritni izoformu CDK9) interaguje s
PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma), hlavnim regulatorem diferenciace
adipocytt, a fosforyluje jej, aby aktivoval transkripci jeho cilovych genti v preadipocytech
(Iankova a kol. 2006), (Anshabo a kol. 2021). Kromé toho je CDK9-cyklin T1 nezbytny pro
neurondlni diferenciaci indukovanou kyselinou retinovou, coZ je provazeno zvysenou expresi
CDK9 1 cyklinu T1. Tento proces je doprovazen zvysSenou expresi genl spojenych s
diferenciaci, ke které dochézi diky tomu, Ze kyselina retinovéa podporuje interakci komplexu P-
TEFb s transkripénim faktorem zndmym jako Zinc Finger MYND-Type Containing 8
(ZMYNDS) (Ghosh a kol. 2018), (Anshabo a kol. 2021).

17



3.3. CDKO inhibitory

Od svého objevu pred vice nez 20 lety se CDK9 ukazala jako kliCovy hrac v patofyziologii
riznych onemocnéni vCetné¢ mnoha typli nadort. Zvysena aktivita CDK9 je spojovana se
Spatnou prognozou, protoze podporuje proliferaci, preziti, regulaci bunécného cyklu, opravu
DNA a metastazy. Z tohoto divodu se CDK9 stala cilem pro vyvoj inhibitort, které by mohly
byt pouzity v 1é€bé nddorovych i jinych onemocnéni (Xiao a kol. 2023), (Mandal a kol. 2021).
Prvni generace CDK9 inhibitorti, zahrnujici latky jako flavopiridol, seliciclib a dinaciclib, se
prokézala jako slibny prostfedek k inhibici ristu nddori a indukci apoptdzy v in vitro i in vivo
testech. Vedlejsi ucinky spojené s nizkou selektivitou viiéi CDK9 ovSem limituji jejich klinické
pouziti v monoterapii.
Inhibitory CDK9 druhé generace, napiiklad AZD4573, A-1592688 nebo VIP152 (enitociclib),
inhibitory typu flavopiridolu. Tyto latky vykazuji prokazatelny protinadorovy ucinek na in vitro
1 in vivo modelech s miniméalnimi nezddoucimi Gc¢inky. Mnoho z nich jiz je zkoumano v I. a
nebo II. f4zi klinickych studii.
Dalsi strategii, jak cilit na CDKDY, se staly specifické degradatory, znamé jako PROTAC (z angl.
PROteolysis TArgeting Chimeras) slouceniny. Jejich hlavni vyhodou je zvySena selektivita,
jelikoZ jejich interakce s CDK9 neni limitovana na ATP-vazebné misto, které je napii¢ CDK
znaén¢ konzervované.
Informace o klinickych studiich jednotlivych inhibitori, které budou diskutovany
v nasledujicich podkapitolach, shrnuje Tabulka 2.
Idealni CDKO9 inhibitor by mél spliiovat n€kolik klicovych kritérii, ktera by zajistila jeho
ucinnost a bezpecnost pii 1écbé nddorovych onemocnéni:

1. Vysoka ucinnost: Inhibitor by mél ucinné inhibovat komplex CDKO9/cyklin T1 s

nanomolarni 1Cs.
2. Selektivita: Vysoka selektivita viici CDK9 je nezbytnd k minimalizaci vedlejSich
ucinki, které by mohly byt zplisobeny inhibici jinych CDK nebo kinaz.

3. ADME parametry:

o Plazmaticka stabilita: Stabilita v plazm¢ umoziiuje, aby 1é¢ivo dosahlo a
udrzovalo terapeutické hladiny v krvi, coz je nezbytné pro dosaZeni
pozadovaného terapeutického ucinku.

o Vysoka propustnost v Caco-2 testu: Vysoka propustnost pies intestinalni epitel
je klicova pro zajisténi oralni dostupnosti inhibitoru, coz usnadiiuje jeho

podéavani a zlepSuje compliance pacientt.
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4. Mechanismus 0¢inku:

(o]

Indukce apoptdzy: Inhibitor by mél byt schopen spoustét apoptdzu v nadorovych

bunikach, coz je klicovy mechanismus pro eliminaci rakovinnych bunék.

Inhibice fosforylace RNA polymerazy II: U¢inn4 inhibice fosforylace RNA pol

IT je kriticka pro zastaveni transkripcni elongace, coz vede ke snizeni exprese

onkogenti jako MYC a MCL1

5. Nizka toxicita: Inhibitor by mél vykazovat nizkou toxicitu vii¢i nenddorovym bunikam,

coz je dulezité pro minimalizaci vedlejSich G¢inkl a zvySeni bezpecnosti 1€Cby.

Tabulka 2 - CDKY inhibitory v klinickych zkouskach k 26.7.2024 dle clinicaltrials.gov (¢isla znaci pocet studii).

Stav klinické studie Faze
Latka
Nébor | Aktivni | Stazena | Pfed¢asné ukoncena | Dokoncena | 1. | II. | III.

Prvni generace CDK9 inhibitori
AT7519M 0 1 0 0 4 31310
Dinaciclib 0 2 0 5 11 121711
Flavopiridol 0 0 1 12 52 40 (31| O
P276-00 0 0 1 3 7 71710
Seliciclib 1 0 1 3 1 21410
SNS-032 0 0 0 0 2 2101]0

Druhé generace CDKDY inhibitori
Atuveciclib 0 0 0 0 2 21010
AZDA4573 0 1 0 0 2 21210
Fadraciclib 2 1 1 0 3 71310
KB-0742 1 0 0 0 0 1{1]0
VIP152 1 1 0 1 1 41110

19




3.3.1. Prvni generace CDK9 inhibitorti

Flavopiridol

Prvnim inhibitorem CDK9, ktery vstoupil do klinickych zkousek, byl flavopiridol.
Flavopiridol, také zndmy jako alvocidib, je synteticky flavonoid ptivodné odvozeny z rostliny
Dysoxylum binectariferum. Tato latka se fadi mezi tzv. pan-CDK inhibitory, jelikoZ inhibuje
nekolik CDK najednou. Flavopiridol piisobi tak, ze se vaze na ATP-vazebnou doménu CDK,
¢imz narusuje priabeh bunécného cyklu a indukuje apoptdézu v nadorovych buiikach. Prokazal
vyznamnou aktivitu proti CDK 1, 2, 4, 7 a 9, coz vedlo k inhibici ristu nadoru a proliferace
bunék. ICso hodnota proti CDK9 byla stanovena v rozmezi 6-25 nM. N¢kolik klinickych studii
prokazalo ucinnost flavopiridolu proti mnoha druhiim nadord, véetné leukémie, karcinomu
prsu, rakoviné prostaty ¢i rakovin€ slinivky. Tyto slibné vysledky byly ovSem zastinény
vedlej$imi ucinky, které jsou nejspisSe zptsobeny nizkou selektivitou. Mezi ty nejcastéjsi patii
sekre¢ni prijem a prozanétlivy syndrom spojeny s hypotenzi. Klinické studie s flavopiridolem
ptesto nadale pokracuji, a to pfedevsim v kombinaci s né€kterymi zavedenymi protinddorovymi
lé¢ivy, vcetné¢ vorinostatu a gemcitabinu u solidnich nadorti, cisplatiny u ovaridlniho
epitelového karcinomu, bortezomibu u neoplazii B-bun¢k, doxorubicinu u sarkomil c¢i
venetoclaxu u leukémii (Anshabo a kol. 2021), (Chen a kol. 2005), (Joshi a kol. 2023),
(Senderowicz 1999).

Seliciclib

Druhym pan-CDK inhibitorem, ktery vstoupil do klinickych zkouSek byl seliciclib, znamy také
jako roscovitin ¢i CYC202. Hodnota ICso vii¢i CDK9 byla stanovena na 950 nM. V in vitro
testech latka prokdzala protinadorovu aktivitu na bunéénych linich odvozenych od karcinomu
tlustého streva (HT29 a KM12) s ICso hodnotami 48 a 36 uM. Slibné preklinické vysledky této
latky bohuZel nebyly kvilili omezené u¢innosti a mnoha toxicitdm transformovany do klinického
pouziti jako monoterapie. Seliciclib je v soucasnosti testovan proti Cushingové syndromu

(Anshabo a kol. 2021), (Whittaker a kol. 2007).

Dinaciclib

Dalsi pan-CDK inhibitor, dinaciclib, byl vyvinut spole¢nosti Merck. V preklinickych studiich
vykazoval vys$si u¢innost a vyssi selektivitu viici CDK oproti ostatnim proteinkindzdm nez jeho
pfedchiidce, flavopiridol. Dinaciclib inhibuje CDK1, -2, -5 a -9 s ICsp hodnotami v jednotkach
nM. Latka dinaciclib vyvoléva zastaveni bunécného cyklu a apoptdézu u mnoha nadorovych
linii in vitro. Na modelech mySich xenografti 1G-cMYC-translokovanych lymfomi vedla

intraperitonealni davka 30 mg/kg (2x tydné po dobu 40 dni) k vyraznému snizeni mortality
20



(Gregory a kol. 2015). Dinaciclib vykazoval dobrou snasenlivost v prvni fazi klinickych studii
pfi intravenoznim podéni jednou tydné, coz ho dostalo do druhé faze klinickych studii, ve
kterych byla testovdna jeho efektivita proti karcinom prsu a plic. V téchto studiich ovSem
nepodal lepsi vykon nez srovnavaci latky, coz vedlo k pfed¢asnému ukonceni. Ve tieti fazi
klinickych studii proti chronické lymfocytarni leukémii dinaciclib navodil ¢aste¢nou odpovéd’
u 54 % pacientll s minimalnimi vedlejSimi ucinky. V soucasnosti je jeho ucinnost zkoumana
v kombinaci s inhibitorem poly(ADP-riboza)polymerazy (PARP), veliparibem (Anshabo a kol.
2021), (Parry a kol. 2010).

AT7519M

Latka AT7519M je pan-CDK inhibitor, ktery vykazuje aktivitu proti CDK1, -2, -4, -5 a -9.
Hodnota ICso pro CDK9 se pohybovala v jednotkich nM. AT7519M vykazovala
antiproliferativni u¢inek proti 26 liniim nadorovych bunék pii hodnotach ICso v rozmezi 40—
940 nM. Intraperitonealni injekce AT-7519 v mysSim modelu ovaridlniho karcinomu
odvozeného od bun¢k A2780 vedla k 86% inhibici ristu nadoru pti davee 7,5 mg/kg. V mysim
modelu kolorektalniho karcinomu odvozeného od bunék HCT116 zplsobila 9-denni 1écba
uplnou regresi nadoru az na 24 dni pti davee 9,1 mg/kg. V prvni fazi klinické studie zahrnujici
pacienty s pokroc¢ilymi/metastatickymi solidnimi nadory a non-Hodgkinovymi lymfomy 19 z
32 pacientl vykazovalo stabilni onemocnéni po dobu 2,5-11,1 mésicti, s medianem trvani 3,3
mésice. Intravendzni podani bylo dobfe tolerovano a slouzilo jako zaklad pro dvé studie faze
II. zahrnujici pacienty s lymfomem z plaStovych bunék a s chronickou lymfocytarni leukémii.
V obou téchto studiich, i kdyz byl inhibitor vétSinou pacientd dobfe sndsen, byla pii testované
davce a rozvrhu pozorovana pouze mala klinickd aktivita. V soucasnosti je aktivni dalsi studie
faze 1. hodnotici kombinaci inhibitoru HSP90-Onalespibu a AT7519M u
pokrocilych/metastatickych/neoperovatelnych solidnich nadorti (Squires a kol. 2009), (Mandal
a kol. 2021).

P276-00

Latka P276-00 je inhibitor CDK1, -4 a -9 s ICso hodnotami <100 nM. Latka byla testovana in
vitro na riznych lidskych nadorovych bunéénych liniich (U20S, HL-60, MCF-7, Caco2, PC-
3), kde vykazovala ICso hodnoty v rozmezi 300 az 800 nM (Joshi a kol. 2007). Latka byla dale
zkoumadna proti dlazdicovému karcinomu hlavy a krku (HNSCC). Létka inhibovala riist vSech
tfi bunéénych liniich (FaDu, Detroit-562 a SCC-25) s ICso hodnotami 0,8-1,7 uM a na mySim
xenograftim modelu (FaDu) vedla intraperitonealni davka 50 mg/kg (1x denné€ po dobu 18 dni)

ke 48% inhibici ristu nddoru (Mishra a kol. 2013). Dalsi studie zkoumala efekt latky na mysi
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xenografti model mnohocetného myelomu (RPMI-8226). Intraperitonealni davka 50 mg/kg (1x
denné po dobu 15 dnil) vedla k 63% inhibici ristu nddoru. V klinickych studiich faze I. a II.
byla latka testovana jako monoterapie a v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky, jako je

gemcitabin (Manohar a kol. 2011).

SNS-032

SNS-032, ptivodné identifikovany jako selektivni inhibitor CDK2, byl pozdé&ji prokazan jako
schopny inhibovat také CDK7 a CDK9, s mirnymi inhibi¢nimi aktivitami vi¢i CDK1, CDK4,
CDKS5 a CDK6. Hodnota ICso pro CDK9 dosahovala 4 nM. Po prvnich preklinickych
vysledcich na bunikaich RPMI-8226, odvozenych z lidského mnohocetného myelomu, byla
latka zkoumana v prvni fazi klinického testovani na pacientech se solidnimi tumory a na
pacientech s chronickou lymfocytarni leukémii a mnohocetnym myelomem. U pacientl se
solidnimi tumory latka sice uspeSn¢ inhibovala fosforylaci RNA polymeréazy II na serinu 2 a
snizila hladinu MCL-1, ale vSech 20 pacientd lé¢bu predcasné¢ ukoncilo. U pacientl
s hematologickymi malignitami byla latka dobie tolerovana pii vSech davkach infuze a
indukovala redukci hladin fosforylované RNA polymerazy Il na serinu 2 a 5 jiz dvé hodiny od
zacatku infuze, pficemz tyto hladiny se vratily na vychozi hodnoty po 24 hodinach. Latka SNS-
032 nicméné vykazovala pouze omezenou protinddorovou aktivitu u obou skupin pacientii

(Mandal a kol. 2021), (Conroy a kol. 2009).

3.3.2. Druha generace CDK9 inhibitort

Atuveciclib

Atuveciclib (BAY 1143572) je prvni vysoce selektivni inhibitor CDK9, ktery vstoupil do
klinickych zkouSek pro lécbu nédorovych onemocnéni. Hodnota ICso vici komplexu
CDKO9/cyklin T je 13 nM. Jeho selektivita viici CDK9 byla vice nez stokrat vyssi proti CDK2.
Atuveciclib vykazal slibnou antiproliferativni G¢innost vic¢i lidskym nadorovym bunénym
liniim HeLa, MOLM-13 a MV-4-11 s ICso hodnotami 920, 310 a 890 nM. Na mySim modelu
AML xenograftu (bunky MOLM-13) denni peroralni podavani slouceniny v davkach 6,25;
12,5; 20 a 25 mg/kg vedlo k davkove zavislé protinadorové uc¢innosti, s hodnotami T/C (pomér
velikosti nddor u 1écené a kontrolni skupiny) 0,64, 0,49, 0,41 a 0,31. Lécba byla dobie
tolerovana, s primérnym ubytkem télesné hmotnosti méné nez 10 %. Na potkanim AML
modelu (bunky MV-4-11) denni perordlni podavani slouc¢eniny v davkach 12 mg/kg vedlo
témef k aplné remisi nadoru (Liicking a kol. 2017). Kombinace atuveciclibu s cytarabinem, coz

je kli¢ova slozka standardni chemoterapie pro AML, prokazala synergické u€inky, které vedly
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k vyrazngj§imu potladeni ristu nadordt na mySich AML modelech (buiky MV-4-11)
(Beauchamp a kol. 2019). Latka dale prokézala vyrazné protinadorové tc€inky u leukémie NK
bunék in vitro (bunécné linie SNT-8, SNK-1, SNT-16, NK-92, MTA, KAI-3, a KHYG-1 s ICso
hodnotami 0,20 — 0,63 uM) 1 in vivo (imunodeficitni NOG mysi s xenografty z lidskych
pacientt s leukémii NK bungk). Perordlni aplikaci 12,5 mg/kg atuveciclibu sniZzilo infiltraci
nadorovych bun¢k do kostni dfené, jater a sleziny, a prodlouzilo dobu pfeziti mysi oproti
kontrolnim (Kinoshita a kol. 2018). Inhibitor CDK9 atuveciclib prokazal proapoptické a
antiproliferativni u€inky u Sesti bunécnych linii adenokaricnomu jicnu (FLO-1, SKGT4, OE33,
OE19, SKGT2 a ES026). Mysi xenograftové modely adenokarcinomu jicnu odhalily vyznamny
synergicky efekt s 5-fluorouracilem, jelikoz naddory byly o 94 % mensi nez ve skupiné¢ 1éené
pouze 5-fluorouracilem a o 83 % mensi nez ve skupin¢ 1é¢ené pouze atuveciclibem (Tong a
kol. 2019). Navzdory své in vitro 1 in vivo G€innosti byl hlavnim nezddoucim uc¢inkem
pozorovanym u pacientli neutropenie, zpusobena cilenim na MCL-1 v bilych krvinkach. Déle
je nutno podotknout, Ze inhibi¢ni t€inek na CDK9 se vyrazné snizuje (ICso = 380 nM) za
vyssich koncentraci ATP (2 mM), které odpovidaji intracelularni koncentraci ATP v lidskych
buiikach, a v prvni fazi klinického testovani byla zjiS§téna omezena terapeuticka kapacita (Xiao

a kol. 2023).

AZDA4573

AZDA4573 je selektivni CDKO inhibitor, ktery se dostal do klinického testovani na pacientech
s hematologickymi malignitami. Analyza selektivity odhalila vice neZ desetindsobnou
selektivitu viai¢i CDK9 proti ostatnim CDK (s vyjimkou CDKI13, u které¢ se jednalo o
Sestinasobek) a minimaln¢ Ctyficetinasobnou selektivitu proti ostatnim kindzdm. Hodnota ICsg
pro CDKO9 byla za vysoké koncentrace ATP stanovena na 4 nM (Barlaam a kol. 2020). Jeji
protinddorova ucinnost byla testovana in vitro na Sirokém panelu nddorovych bunéénych (napf-.:
MV-4-11, OCI-AML3, MOLP-8), pficemz v¢étsi aktivita byla pozorovéana u hematologickych
nadorovych linii nez u solidnich nddorovych linii. Na modelech mysich xenografti odvozenych
od bun¢k MV-4-11 byla mySim podavéna intraperitonealné¢ davka 15 mg/kg dvakrat denné s
dvouhodinovym intervalem mezi davkami, podle rozvrhu 2 dny 1é¢ba/5 dni pauza nebo dvakrat
tydné. Tato davka vedla k trvalé regresi nadoru, kterd pretrvavala vice nez 125 dni. V kombinaci
s Bcl-2 inhibitorem, venetoclaxem, bylo dosazeno regrese tumoru u 100 % léCenych zvitat
(Cidado a kol. 2020). Latka se nyni nachazi v I. a II. fazi klinického testovani proti difuznimu
velkobunéénému B-lymfomu (DLCBL). Ve studii byla latka AZD4573 podavana, v kombinaci
s acalabrutinibem (inhibitor Brutonovy tyrozinkindzy), intraven6zn€ jednou tydné pfi
postupném zvySovani davky az na 12 mg. Z prvnich vysledkl vyplynulo, ze u 64 % pacientt
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doslo k méfitelnému zmenSeni nadoru. Nejcastejsi vedlejsi i€inky zahrnovaly neutropenii (69

%) a trombocytopenii (39 %) (Strati a kol. 2022).

A-1592688

A-1592668 je vysoce selektivni a potentni inhibitor CDK9. Hodnota ICso pro CDK9 dosahovala
2,6 nM a selektivita byla vice nez pétsetnasobna viaci CDK?7 a -8, stondsobna vuci CDK1 a -2
a Ctyfnasobna vici CDK4 a -6. In vitro latka uspésné indukovala apoptézu u bunéénych linii
H929 a MV-4-11. Oralni davka 5 mg/kg (2x tydné po dobu 3 tydnt) vedlo k vyrazné regresi
nadoru v modelu mysich xenografti (MV-4-11). Nebyly pozorovany zadné vyznamné dopady
na ubytek hmotnosti, hladinu hemoglobinu, pocet neutrofild ani krevnich desticek. V
kombinaci s venetoclaxem inhibovala davka 2,5 mg/kg (2x tydné po dobu 3 tydnt) rist nadoru
vyraznéji nez kterékoli z téchto 1é¢iv samotné v modelech xenografti AML (SKM-1)a DLBCL
(SU-DHL-4) (Phillips a kol. 2020). Dalsi studie ukazala G¢innost A-1592688 rovnéz na mysich
modelech lymfomu z plastovych bunék. Orélni davka 4 mg/kg (2x tydné po dobu 4 tydnii)
vedla k vice nez 75% inhibic ristu nadoru oproti kontrole a v kombinaci s venetoclaxem

dokonce k vice nez 90% inhibici (Zhao a kol. 2020).

Fadraciclib

Optimalizaci aminopurinového skeletu seliciclibu byl ziskan fadraciclib (CYCO065). Ve
srovnani se seliciclibem je fadraciclib selektivnéjsi pro CDK2 (ICso = 5 nM) a CDK9 (ICso =
26 nM). Latka byla testovana in vitro na Sirokém panelu AML bunéénych linii (MV-4-11, ML-
2, MOLM-13, THP-1), kde vykazovala ICso hodnoty 0,26-1,1 uM. Nésledné in vivo studie
testovali latku na modelech mysich xenografti AML (EOL-1 a HL60). Oralni davka 55 mg/kg
vedla u EOL-1 modelu po 19 dnech ke 100% inhibici ristu nddoru (Frame a kol. 2020).
Fadraciclib absolvoval fazi I. klinickych studii u pacientll s pokro€ilymi solidnimi nédory
(intravendzni aplikace) a v kombinaci s venetoclaxem u pacientd s chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL) a akutni myeloidni leukémii (AML) nebo myelodysplastickym syndromem

(MDS) a v soucasnosti probih4 nabor pacientti do faze II.

KB-0742

KB-0742 je potentni a selektivni ordlni inhibitor CDK9, navrZzeny pro lé€bu MYC-
dependentnich rakovin. Hodnota ICso pro CDK9 dosahovala hodnoty 6 nM a selektivita proti
jinym CDK je vice neZ Sedesatinasobna. Latka byla testovana na panelu TNBC bunéénych linii
(BT-20, MDA-MB-231, MT-3) s ICso hodnotami 0,6-1,2 puM. V mysich modelech TNBC

xenografti vykazovala oralni davka 60 mg/kg (1x denné, 3 dny, pak 4 dny pauza po dobu 4
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tydnll) 81% inhibici ristu nadoru (Freeman a kol. 2023). U mysiho xenograftu 22Rv1, ktery je
modelem kastraéné rezistentniho nadorii prostaty, doslo pfi ordlni davce 30 mg/kg (1x denné
po dobu 21 dni) k 81% inhibici ristu nddoru a u AML modelu (MV-4-11) doslo pti davce 25
mg/kg (1x denné po dobu 21 dni) k 74% inhibici riistu nddoru (Richters a kol. 2021). Latka ma
pfiznivy farmakokineticky profil a je momentalné hodnocena v klinickych studiich faze 1/2 u
pacientl s relabujicimi nebo refrakternimi solidnimi naddory a non-Hodgkinovym lymfomem

(Freeman a kol. 2023).

VIP152

Za celem zlepSeni selektivity atuveciclibu viici CDK9 pii vysokych koncentracich ATP a
snizeni vedlejSich Uc¢ink byla struktura atuveciclibu modifikovana a vznikla sloucenina
VIP152 (BAY 1251152, enitociclib). Hodnota ICso dosahuje 3 nM pii nnizké 1 vysoké
koncentraci ATP a latka rovnéz vykazuje zvySenou selektivitu viici CDK2 (Liicking a kol.
2021). In vitro testy odhalily protinddorovou aktivitu na bunikach odvozenych od chronické
lymfocytarni leukémie (HG-3, OSU-CLL) s ICsp hodnotami 50-100 nM. In vivo studie na
mySich modelech chronické lymfocytarni leukémie (Ep-MTCPI1) odhalila, Ze intravendzni
davka 12,5 mg/kg (1x tydné po dobu 14 tydnl) vedla ke zvySeni medianu preziti ze 32 na 46
dni (Sher a kol. 2022). Na mysich a potkanich modelech AML (MOLM-13) vedla intravendzni
davka 12,5 resp. 4,5 mg/kg (1x tydn€ po dobu 4 tydnii) k vice nez 80% inhibici ristu nadoru.
Potkani model xenograftu MV-4-11 byl pouZit k porovnani ucinnosti denniho peroralniho
podavani atuveciclibu (12 mg/kg, po dobu 15 dni) s jednou tydné podavanou intravendzni
davkou VIP152 (4,5 mg/kg, po dobu 3 tydnti). Lécba VIP152 vedla k Gplné remisi u vSech
zvitat bez métitelné nadorové zatéze po dalSich 30 dni bez 1é¢by, zatimco u vSech zvitat
lécenych atuveciclibem doslo k opétovnému riistu naddoru (Liicking a kol. 2021). V soucasnosti
se nachazi ve fazi I. klinické studie na pacientech se solidnimi a non-Hodgkinovymi nadory.
Prvni vysledky odhalily, ze sedm ze tficeti pacientl se solidnimi nadory pozitivné reagovalo na
1écbu VIP152 a dva ze sedmi pacientli s vysokostupfiovym B-bunéénym lymfomem s
translokacemi MYC a BCL2/BCL6 dosahli trvalé kompletni metabolické remise (Diamond a
kol. 2022).

3.3.3. CDK9 degradéry
Novou moznosti, jak cilit na CDK9 se staly molekuly PROTAC Tyto latky se skladaji ze tfi
komponent. Prvnim komponentem je ligand pro cilovy protein, ktery ma byt degradovan. Tato

vazba mize, ale nemusi byt v ATP-vazebném mist¢ CDKO9. Ze znalosti strukturnich motivli
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proteinu lze ziskat selektivnéj$i vazbu cilenim na aminokyselinové zbytky, které sméfuji vné
proteinu a nejsou tak konzervované napii¢ CDK. Druhym komponentem je ligand, ktery se
vaze na E3 ubikvitinovou ligazu, ktera je soucasti ubikvitin-proteasomového systému. Mezi
témito dvéma castmi je spojka (linker), kterd umoziuje spojeni obou ligandii. Po vazbé na
specificky protein a E3 ligdzu dojde k ptipojeni ubikvitinové molekuly k cilovému proteinu,
oznacujici jej pro degradaci. Polyubikvitinovany protein je nasledné rozpoznan a degradovan

proteasomem, coz vede k jeho efektivni degradaci (Liu a kol. 2022), (Xiao a kol. 2023).

THAL-SNS-032

Latka THAL-SNS-032 byla navrzena pfipojenim ligandu E3 ligdzy k ptivodni sloucening,
SNS-032. Selektivita viici CDK9 byla vice nez patnactinadsobna proti jinym CDK (Olson a kol.
2017). Pti1 koncentraci 250 nM THAL-SNS-032 zpusobila plnou degradaci CDK9 na buiitkach
MOLT4 béhem Sesti hodin. Latka byla déle testovana na Sirokém panelu bunéénych liniich
karcinomu prsu (MDA-MB-231, SKBR3, HCC1569, MCF7, T47D, BT474), pticemz
nejsiln€jsi protinadorovou aktivitu (ICso = <100 nM) méla latka proti HER2-pozitivnim a ER-
pozitivnim subtypim. Na mySich xenograftech (BT474) byly kviili vysoké expresi CDK9 v

cvwr

pozorovany zavazné gastrointestinalni poruchy (Noblejas-Lopez a kol. 2022).

11

Dalsi PROTAC slouceninou je latka oznacovana jako 11c, kterd kombinuje Wogonin, coz je
pfirodni inhibitor CDK9, s pomalidomidem, derivatem thalidomidu, ktery rekrutuje E3
ubikvitin ligazu. Sloucenina 11c degraduje CDK9 s hodnotou DCso (koncentrace, pii které je
dosazeno 50% degradace cilového proteinu) 520 nM, aniz by ovliviiovala hladiny jinych CDK.
Prokéazala vyraznou inhibi¢ni aktivitu vic¢i bunéénym liniim bohatym na CDK9, jako jsou
MCEF-7 (ICso = 17 uM), zatimco méla mensi ucinek na linie s nizkou expresi CDK9. Degradace

CDKO9 vedla k depleci mRNA transkripti proteinti, jako je MCL-1, coz pfispélo k
apoptotickému tc¢inku (Bian a kol. 2018).
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3.4. CDK9 a klinicka relevance

3.4.1. Nadorova onemocnéni

terapeutick¢ho vyuziti téchto latek jsou onkologické aplikace, a to jak v oblasti
hematologickych malignit, tak solidnich nadori. Abnormalni exprese CDK9 v fad¢€ nadorti totiz
podporuje proliferaci bun¢k a syntézu antiapoptotickych faktort, jako jsou MCL-1, BCL-2 a
XIAP, které jsou urcujici pro pieziti zhoubnych bunek (Boffo a kol. 2018). Mnoho vyzkumnych
skupin se usilovné snazi najit ideadlni CDK9 inhibitor, ktery by mohl fungovat jako monoterapie
extrémné komplexni onemocnéni, charakterizované Sirokou genetickou variabilitou, ktera
vyznamné komplikuje uc¢innost 1écby. Tyto genetické rozdily mezi jednotlivymi typy nadort i
mezi pacienty vedou k tomu, Ze jedna latka ¢asto nedokaze u¢inné potlacit vSechny nadorové
buiikky a mnoho inhibitort nedosahlo klinického vyuziti kvili jejich Gzkému terapeutickému
indexu a ptekryvajici se inhibici vice typt CDK (Sher a kol. 2022). I z tohoto diivodu se védci
stale Castéji zamétuji na kombinacni terapie, které mohou efektivnéji cilit na rizné mechanismy
preziti nddorovych bun¢k. Kombinace s inhibitory BCL-2, napt. venetoclaxem, je obzvlasté
slibnd, protoZe nddorové buiiky ¢asto zvysuji expresi MCL-1 jako kompenza¢ni mechanismus
proti inhibici BCL-2 (Phillips a kol. 2020). Synergické ptsobeni bylo ale pozorovéano i
v kombinaci s latkami poskozujicimi DNA (doxorubicin, cisplatina) (Brisard a kol. 2018) a

s imunomodulatory typu checkpoint inhibitort (Alturki 2023), (Hossain a kol. 2018).

3.4.2 Virova onemocnéni

Cyklin-dependentni kindzy, vcetné cyklin-dependentni kindzy 9, hraji kliCcovou roli pii
replikaci mnoha DNA i RNA virt, véetné¢ HIV a virt z ¢eledi Herpesviridae (Schang 2002).
Virus HIV vyuzivd CDKO k aktivaci transkripce svych genl prostfednictvim interakce s Tat
proteinem, ktery je kliCovym regulatorem virové transkripce. CDK9 fosforyluje
karboxyterminalni doménu (CTD) RNA polymerazy II, ¢imz umoZziuje elongaci virové RNA
a produkci nezbytnych proteind pro replikaci viru. Inhibice CDK9 tedy mize uc¢inné omezit
replikaci HIV tim, Ze blokuje tento kriticky krok v transkripénim procesu (Schang 2002),
(Yamamoto a kol. 2014). CDK9 je nezbytny pro replikaci mnoha dalSich DNA vird, vcetné
herpes simplex virust (HSV-1 a HSV-2), adenovirii a cytomegaloviri (HCMV). Naptiklad
inhibitor CDK9 FIT-039 se prokézal jako u¢inny v potlaceni replikace téchto virl tim, Ze

inhibuje transkripci mRNA. Vyzkumy ukazaly, ze FIT-039 mize inhibovat replikaci HSV-1 a
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HSV-2 v zavislosti na davce, aniz by negativné ovliviioval proliferaci hostitelskych bunék nebo

jejich cyklus (Yamamoto a kol. 2014).

3.4.3. Jina onemocnéni

indukuji apoptézu neutrofilti prostiednictvim potlaceni exprese MCLI (Wang a kol. 2012),
(Leitch a kol. 2012). Dalsi studie zkoumaly piiznivy efekt inhibice CDK9 na diabetickou
nefropatii (Yang a kol. 2021), experimentalni endotoxémii (Li a kol. 2020) nebo chronickou
hypertrofickou kardiomyopatii (Kulkarni a kol. 2004), (Lukasik a kol. 2021).

Relativné vysoka toxicita vétSiny inhibitorit CDK9 vsak zatim limituje jejich pouziti ve vSech

indikacich, které vyzaduji dlouhodobé podavani terapeutika.
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v 7

4. Experimentalni cast

4.1. Testované latky

V této praci bylo studovéno celkem osm inhibitort CDK9, pficemz Sest z nich ptedstavuji
komeréné¢ dostupné a v literatufe dobfe charakterizované inhibitory (Obrazek 4), dvé
experimentalni latky oznatené kody EVHO091 a FIH098 byly piipraveny na UOCHB a jejich

struktury v dobé sepisovani prace nebylo mozné zvetejnit z diivodu ochrany dusSevniho

vlastnictvi.
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Obrazek 4 — Referen¢ni inhibitory testované v ramci diplomové prace. A. — AZD4573, B. — A-1592668, C. — Dinaciclib,
D. — Flavopiridol, E. — KB-0742, F. — VIP152.

4.2. Chemikalie

Acetonitril (ThermoFisher Scientific), Adenosindifosfat (ADP) (Hypermol), Adenosintrifosfat
(ATP) (ThermoFisher Scientific), Atenolol (Merck), Dimethylsulfoxid (DMSO)
(ThermoFisher Scientific), Dithiothreitol (DTT) (Merck), Entero-STIM™ (Merck), Ethanol
(Merck), Glukéza (ThermoFisher Scientific), GlutaMAX (Gibco), HBSS (Merck), HEPES
(ThermoFisher Scientific), Hoveézi sérovy albumin (ThermoFisher Scientific), Chlorid
Hotecnaty (MgCl) (Merck), Lucifer Yellow (ThermoFisher Scientific), Methanol (Merck),
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) (Merck), PBS (Merck), Propanthelin bromid
(Merck), Propidiumjodid (Merck), Tris base (ThermoFisher Scientific), Triton X-100
(ThermoFisher Scientific), Verapamil (Merck)
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Tabulka 3 — Primery pouZité k PCR reakci u experimentu 4.7.7.

Primery pro PCR reakci

Gen Sekvence Vyrobce
GAPDH (Forward) 5'-TGGGTGTGAACCATGAGAAG-3’ Merck
GAPDH (Reverse) 5'-AGGGATGATGTTCTGGAGAG-3’ Merck
MCLI (Forward) 5'-TAAGGACAAAACGGGACTGG-3’ Generi Biotech

MCLI (Reverse) 5'-ACCAGCTCCTACTCCAGCAA-3’ Generi Biotech
MYC (Forward) 5-CAGCGACTCTGAGGAGGAAC-3’ Merck
MYC (Reverse) 5"-CTCTGACCTTTTGCCAGGAG-3” Merck

4.3. Pufry a roztoky

Permeabiliza¢ni/Blokovaci pufr (0,1% Triton X-100, 2% BSA v PBS)

Promyvaci pufr (0,2% BSA v PBS, pH =7.4)

Pufr pro enzymatické reakce (40 mM TRIS, 20mM MgCly, 0.1 mg/ml BSA, 50 uM DTT, pH
7.5)

Roztok propidiumjodidu (10 pg/ml v PBS + 2% Triton X-100)

4.4. Material a komerc¢ni soupravy

384-jamkova desticka ur¢end pro hmotnostni spektrometrii (Beckam Coulter), 96-jamkova
desticka Nunc™ (Thermo Fisher Scientific), 96-jamkova desticka ve tvaru ,,V* (ThermoFisher
Scientific), Automaticky pipetator Bravo (Agilent), ADP-Glo™ Kinase Assay (Promega),
barvici pufr BD PharmingenTM (BD Biosciences), bunééné linie MV-4-11 a Caco-2 (ATCC),
Caspase-Glo® 3/7 Assay System (Promega), CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega), enzymova smés CDK9/cyklinT1 (SignalChem), fixa¢ni pufr BD Cytofix™ (BD
Biosciences), konickd zkumavka Nunc™ 15mL (ThermoFisher Scientific), kultivaéni lahvicky
T25 (ThermoFisher Scientific), lidské mikrozomy (50 donorid, Gibco), lidska plazma
(Biowest), LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche), Millicell-24 Cell Culture Insert
Plate (Merck), mikrozkumavky pro PCR (ThermoFisher Scientific), mononuklearni bunky
periferni krve (PBMC) izolované ze zdravych darcti, multikandlova pipeta (ThermoFisher
Scientific), Omniscript® RT Kit (Qiagen), PCR desticka 4titude® FrameStar® (Beckam
Coulter), protilatka proti RNA polymeraze II, celkové, konjugovana k barvivu Alexa Fluor®
680 (Santa Cruz Biotechnology), protilatka proti fosforylované formé (Serin 2) RNA
polymeréze II, konjugovana k proteinu PE (Abcam), Rapid Equilibrium Dialysis 12k MWCO
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96-jamkové dialyzacni desticky (ThermoFisher Scientific), RNaza A (ThermoFisher
Scientific), RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen), substrat PDKtide (SignalChem)

4.5. Pristroje

akusticky davkova¢ roztokii Echo® 650 (Beckam Coulter), automatizovana platforma pro
manipulaci s kapalinami Bravo (Agilent), bezkontaktni automaticky dispenzor Mantis
(Formulatrix), centrifuga 5418 R (Eppendorf), centrifuga 5810 R (Eppendorf), Echo® MS
system (Sciex), NanoDrop One (ThermoFisher Scientific), prutokovy cytometr CytoFLEX
(Beckman Coulter), pratokovy cytometr LSR Fortessa (BD Biosciences), spektrofotometr
SPARK (Tecan), termocyklér g TOWER? (Analytik Jena), termocyklér T100 (Bio-Rad), tiepaci
inkubator PST-60 HL (Boeco), ultrazvukovy sonikator (ThermoFisher Scientific), Vortex-
Genie 2 (Scientific Industries), ThermoMixer C (Eppendorf), 1290 Infinity II LC systém
(Agilent)

4.6. Software
CytExpert, GraphPad Prism 8, ModFit LT™, Sciex OS
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4.7. Metody
4.7.1. Enzymova inhibice komplexu CDK9/cyklinT1 in vitro

Princip:
Kinazova aktivita enzymového 1 _ @
. A i . - 8 ".__|
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pomoci enzymového komplexu hree > 908
CDKO/cyklinT; (1). Po dokonceni Nové vznikié ATP

reakce je pridén stejny objem &inidla Obrizek 5 —Princip detekee kindzové aktivity. VytvoFeno pomoci
ADP-Glo, které reakci ukonci a zaroven BioRender.com

spotiebuje veskeré zbylé ATP (2). Poté je pfidano detekéni Cinidlo, které jednak pireméni ADP
vzniklé kindzovou reakci na ATP a zaroven poskytne substrat a enzym pro luciferazovou reakci
(3). Emitovany luminiscen¢ni signal je zachycen na detektoru multimodalni destickové ¢tecky,
pfi¢emz plati, Ze luminiscen¢ni signél je pfimo tmérny spotiebé ATP v kindzové reakci, a tedy
aktivité enzymového komplexu CDK9/cyklinT].

Postup:

Vytvorieni standardni kiivky konverze ATP na ADP

Byly pfipraveny roztoky o riznych pomérech ATP/ADP podle tabulky 4. Do desticky bylo v
triplikatu napipetovano 5 pl jednotlivych roztokd. Desticka byla umisténd na 2 hodiny do
ttepaciho inkubatoru (400 rpm). Do kazdé jamky bylo ptfiddno 5 pl ADP-Glo. Destic¢ka byla
umisténa na 30 minut do tfepaciho inkubatoru (400 rpm). Do reakéni smési bylo pfidano 10 pl
detek¢niho cinidla. Desticka byla umisténa na 30 minut do tfepaciho inkubatoru (400 rpm).
Byla zmétena luminiscence, data byla vynesena do grafu a byla sestrojena standardni kiivka

konverze ATP na ADP s ptislusnou regresni rovnici.
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Tabulka 4 — SloZeni jednotlivych roztokii k vytvoreni standardni kiivky konverze ATP na ADP. Byly pouZity zasobni

roztoky ATP a ADP o koncentraci 10 pM resp. 1 mM.

% konverze ATP (ul) ADP (nl)
0 100 0
1 99 1
5 95 5
10 90 10
50 50 50
100 0 100

Optimalizace reakénich podminek

Pted samotnym méfenim inhibi¢ni i€innosti inhibitort byly optimalizovany reakéni podminky.
Konkrétn¢ byla hleddna optimdlni koncentrace enzymu s cilem, aby byl co nejvétsi pomér
signalu a pozadi, ale aby zaroven konverze ATP v reakci idealné nepteséhla 10 %. Koncentrace
substratu PDKtide byla nastavena tak, aby se pohybovala okolo hodnoty Michaelisovy
konsntanty, Ky. Tato konstanta znaci koncentraci substratu, pii které je dosazeno poloviny
maximalni rychlosti reakce, v,q,. Vztah mezi témito veli¢inami oznacujeme jako rovnici
Michaelise a Mentenové (1). Za ticelem orientacniho hodnoceni mechanismu uc¢inku inhibitort,
konkrétn¢ ovéieni, zda jde o ATP-kompetitivni inhibitory, byla inhibi¢ni ucinnost latek vici

CDKO zopakovana také pti koncentraci odpovidajici piiblizné 100x K.

Vmax [S ] (1)

T Ky + 5]

Urceni hodnot ICsg jednotlivych inhibitora

Do jednotlivych jamek bilé 384-jamkové desticky byl akustickym davkovadem Echo® 650
nanesen Vv triplikatu vzdy takovy objem koncentrovanych DMSO roztokl testovanych latek,
aby findlni koncentrace inhibitoru v jamce po pfidani ostatnich reakénich slozek byla 10000;
1000; 100; 10; 1 a 0,05 nM. Extrémné nizky objem takto ptidaného zasobniho roztoku latek
byl zanedban. Nasledné byly do kazdé jamky bezkontaktnim dispenzorem ptidany 4 pl
zasobniho roztoku enzymu a substratu PDKtide v reakénim pufru tak, aby bylo dosazeno jejich
finalnich koncentraci v reakci 3 ng - pl! resp. 0,1 ng - ul'!. Reakce byla zahajena ptidanim 1
ul zasobniho roztoku ATP (finalni koncentrace ¢ = 10 uM, ptipadné c = 1 mM). Desticka byla
umisténd na 2 hodiny do tfepaciho inkubatoru (400 rpm, 22 °C). Reakce byla zastavena
pfidanim 5 pl ¢inidla ADP-Glo. Desticka byla umisténa na 30 minut do tfepaciho inkubatoru

(400 rpm, 22 °C) a poté bylo do reakéni smési pfidano 10 pl detekéniho ¢inidla. Desti¢ka byla
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znovu umisténa na 30 minut do tfepaciho inkubatoru (400 rpm, 22 °C). Nasledn¢ byla zmétena
luminiscence. Od vSech hodnot byla nejdiive odectena hodnota pozadi (jamky bez enzymu).
Za 100% aktivitu enzymu byla povazovana hodnota jamky obsahujici kompletni reakéni smés
bez pfitomnosti inhibitorii. Procentudlni data byla vynesena do grafu a pomoci programu
GraphPad Prism 8 byly metodou nelinearni regrese stanoveny hodnoty ICso jednotlivych

inhibitori pii obou testovanych koncentracich ATP.

4.7.2. Stanoveni toxicity
Princip:

Toxicita latek byla testovdna pomoci g % :
mu::i[mk 4" Luciferdza

komer¢né dostupné soupravy CellTiter- --.rf? N — » T
Glo®. Princip metody je zndzornén na Luciferin ATE, Oy, Mgy

obrazku 6. Tato metoda slouZi k urceni ATP sy /jze

poctu zivotaschopnych bun¢k skrze méteni i:::

mnozstvi ATP, které je indikatorem 2ib

metabolicky aktivnich bunék. Pridanim Obrizek 6 — Princip stanoveni toxicity. Vytvoieno pomoci

« s yoo. w1 . BioRender.com
reakéniho cinidla k bunécné suspenzi

dojde klyzi bunék a uvolnéné ATP katalyzuje enzymatickou pfeménu luciferinu na
oxoluciferin za tvorby luminiscence, ktera je pfimo umérna mnozstvi ATP a tim padem i poctu
zivotaschopnych bunék.

Postup:

Toxicita latek byla stanovena na leukemické buné&cné linii MV-4-11 a primarnich
mononukledrnich bunkéch periferni krve (PBMC). Do 384-jamkové desticky byly dispenzorem
Echo® 650 nanesen v triplikatu vzdy takovy objem koncentrovanych DMSO roztoki
testovanych latek a kontroly (100% DMSO), aby findlni koncentrace inhibitoru v jamce po
pridani bunécné suspenze byla 10000; 1000; 100; 10; 1; 0,1 a 0,01 nM. Extrémné& nizky objem
takto ptfidan¢ho zasobniho roztoku latek byl zanedban. Do kazdé¢ jamky bylo nasledné piidano
20 pl bunééné suspenze MV-4-11 (c = 0,2 - 10° - ml!), respektive PBMC (c =2 - 10° - ml™").
Po 24 hodinach bylo do kazdé jamky bylo ptidano 20 pl reagentu CellTiter-Glo® a po
tiiminutovém michani v tfepacim inkubatoru (400 rpm) a nasledné patnactiminutové inkubaci
pfi laboratorni teploté byla zméfena luminiscence. Hodnoty v jednotkach relativni luminiscence
(RLU), byly nasledné pievedeny na procenta Zivotnosti vii¢i neoplisobené kontrole a ta byla
nasledné vynesena do grafu signalu proti logaritmu koncentrace latky. Pomoci softwaru
GraphPad Prism 8 byla provedena nelinearni regresni analyza, na jejimz zdkladé byly

vypocitany hodnoty ICso (koncentrace latky, pti které dojde k 50% poklesu Zivotnosti bunék).
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Toxicita byla méfena kromé standardniho zpusobu, kdy je latka pfitomna po celou dobu
inkubace, také za podminek, kdy byly latky odstranény z média po ctythodinové inkubaci
s buitkami a po zbytek inkubacni doby jiz nebyly pfitomny. Tento promyvaci krok, ktery byl
pfidan i v metodéach 4.7.3 - 4.7.6, simuluje realné podminky in vivo, kde jsou inhibitory CDK9,
jako AZD4573 a VIP152, rychle metabolizovany a vylu¢ovany z téla po jednorazové
intravendzni infuzi, jak bylo popsano v klinickych studiich (Strati a kol. 2022), (Diamond a kol.
2022). Samotné promyti spociva v centrifugaci (350 x g, 5 minut), odpipetovani média a
resuspendaci pelety ve stejném objemu Cerstvého média (vSechno dvakrat). Cytotoxicita byla

hodnocena 24 a 72 hodin po promyti latek.

4.7.3. Kaspazovy test

Princip:

Princip tohoto apoptického testu spociva 5

v detekci aktivity enzymu kaspazy 3 a 7, které G NN e
- e

jsou mediatory bunééné apoptdzy. Jejich

aktivita je méfena pomoci komercné dostupné

soupravy (Caspase-Glo® 3/7 Assay System). Ta
obsahuje jako substrat tetrapeptid DEVD

napojeny na aminoluciferin a enzym luciferazu.

lKaspéza 3/7

g« O N0
Z-DEVD- + \r j ,> T j
=N -

Luciferaza
Pfidanim reagentu ke vzorku dojde k 1yzi bunck ATP, Mg?- 0,
a ucinkem kaspdz k rozSt€peni substratu na
peptid DEVD a aminoluciferin. Volny svatlo

aminoluciferin  slouzi jako substrat pro

luciferazu, ¢imz vznika luminiscence, ktera Je Obrazek 7 - Princip kaspazového testu. Vytvoreno

pfimo imérna aktivité kaspaz (Obrazek 7). pomoci BioRender.com

Postup:

Buitky MV-4-11 byly pomnoZeny na koncentraci ¢ = 0,76 - 10° - ml™! a nasledné byly po 10 ml
rozdéleny do lahvicek T25. Do kazdé lahvicky byla ptfidana jedna z testovanych latek
rozpusténych v DMSO (finalni koncentrace ¢ = 100 nM). Jako kontrola byla pouzita lahvicka,
do které byl pfidan stejny objem samotného DMSO. Po ¢tythodinové inkubaci (5% CO2 a 37
°C) a nasledném promyti bunck od testovanych latek stejnym postupem jako u metody 4.7.2,
bylo v ¢asech 0, 4 a 24 hodin (od promyti latek) odebrano 3 x 20 pl bunécné suspenze do bilé
384-jamkové desticky. Do jamek bylo ptidano 20 ul &inidla Caspase-Glo®. Desticka byla
vlozena na 3 minuty do tfepaciho inkubatoru (400 rpm) a poté byla inkubovana 60 minut pfi

laboratorni teploté. Nésledné byla zméfena luminiscence, kterd byla pfevedena na procenta vici
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neopiisobenym kontrolnim bunikdm (v kazdém jednotlivém case) a vynesena do grafu proti

délce inkubace.

4.7.4. Cytometrické stanoveni fosforylace RNA polymerazy II (Serin 2)

Princip:

Vyuzitim sady fluorescencné znacenych protilatek specifickych pro fosforylovanou formu
RNA polymerazy II (p-Serin 2) nebo celkovou RNA polymerazu II je mozné cytometricky
stanovit miru aktivace tohoto enzymu, ktery je ptfimym interakénim partnerem CDK9. Kazda
znacena bunka je pii priachodu detektorem ozarena laserovym paprskem a v zavislosti na
mnozstvi navazané protilatky je detekovana rizna intenzita fluorescence. Vysledkem analyzy
je histogram, na kterém lze bunky rozdé¢lit dle intenzity fluorescence na pozitivni a negativni.
Postup:

Do 96-jamkové desticky ve tvaru ,,V* byl akustickym ddvkovacem Echo® 650 nanesen vzdy
takovy objem koncentrovanych DMSO roztokt testovanych latek, aby finalni koncentrace
inhibitoru v jamce po pfidani bunééné suspenze byla 10000; 1000; 100; 10; a 1 nM. Extrémné
nizky objem takto pfidaného zésobniho roztoku latek byl zanedban. Do kazdé jamky bylo
nasledné piidano 200 pl bunééné suspenze MV-4-11 (c = 0,76 - 10 - ml!). Po étythodinové
inkubaci pii 37 °C probéhlo promyti bunék od testovanych latek stejnym zptisobem jako u
metody 4.7.2. Nasledné€ bylo z kazd¢ jamky odebrano 50 ul do nové 96-jamkové desticky ve
tvaru ,,V“. Do kazdé jamky bylo ptidano 50 pl fixa¢niho pufru (4,2% formaldehyd) a vzorky
byly inkubovéany 15 minut pii 37 °C. Po inkubaci byly buniky dvakrat promyty v promyvacim
pufru (centrifugace 650 x g, 3 minuty) a nasledn¢ byla peleta bunck resuspendovana ve 100 pl
permeabilizacniho/blokovaciho pufru. Desticka byla inkubovana 30 minut pifi laboratorni
teploté ve tmé. Nasledovala centrifugace (650 x g, 3 minuty), supernatant byl odpipetovan a
bunky byly resuspendovany v 50 ul permeabilizaéniho/blokovacitho pufru s
nafedénymi protilatkami proti celkové RNA polymeraze II (fedéno 1:500) a proti fosforylované
(Serin 2) RNA polymeréze II (fedéno 1:1200). Desticka byla 30 minut inkubovana pii pokojové
teploté ve tmé a nasledné byla centrifugovéana (650 x g, 3 minuty). Supernatant byl odpipetovan
a buiiky byly resuspendovany ve 150 pl ¢istého permeabilizacniho/blokovaciho pufru. Desticka
byla vlozena do pritokového cytometru CytoFLEX a byla provedena analyza (parametry
analyzy jsou uvedeny v tabulce 5). Stejnym zpiisobem byl proveden odbér a analyza po 4 a 24

hodinach od promyti testovanych latek.
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Tabulka S — Parametry cytometrické analyzy fosforylace RNA polymerazy II (Serin 2)

Parametr Zesileni Pocet nahranych udalosti 10000
FSC (forward scatter) 80 Pocet zobrazenych udalosti 1000
SSC (side scatter) 220 Pritok vzorku 10 pl/min
Y585-PE 75
Y763-PC7 510

Gatovaci strategie: Nejprve byla ohranicena populace zivych buné¢k a odebrana populace
mrtvych bunék a jejich fragmenti (Obrazek 8A). Poté byly ohraniCeny ,,single cell” bunky
(Obrazek 8B) a byl nastaven threshold fluorescence barvicky PE (konjugované k protilatce
proti fosforylované RNA polymerdze II na Serinu 2), aby buiikky mohly byt rozdéleny na
pozitivni a negativni. Pozitivni buniky byly vztazeny k celkovému % pozitivnich na RNA
polymerédzu II detekovanych protilatkou konjugovanou s Alexa Fluor 680. K ujisténi, ze se
protilatka nevaze nespecificky slouzi tzv. izotypova kontrola. Jedna se o protilatku, ktera je
konjugovéna se stejnym fluorescencnim barvivem a ma stejny izotyp jako testovana protilatka,
ale neni specifickd pro zadny antigen v buitkdch. Nésledné byl vynesen podil RNA pol II
fosforylovana (Serin 2)/RNA pol II celkové na logaritmu koncentrace latky a pomoci softwaru
GraphPad Prism 8 byly vypocitdny hodnotami ICso pro kazdou latku a kazdy casovy bod.
V tomto piipad¢ odpovida hodnota ICso koncentraci latky, pti které dojde k inhibici fosforylace

na Serinu 2 praveé z 50 %.

A. B.
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Obrazek 8 — Priklad gatovaci strategie v programu CytExpert. A. — Ohraniceni Zivych bunék.

B. — Ohraniceni ,,single cell“ bunék.
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4.7.5 Analyza bunécného cyklu
Princip:

Analyza bunééného cyklu spociva

vrozdéleni bunéné populace do
jednotlivych bunéénych fazi pomoci
méieni intenzity fluorescence barviva
(v tomto piipadé¢ propidium jodidu),
které se inkorporuje do molekul DNA.

Pocet bunek

Pifi bunééném déleni vykazuji bunky

obsahujici zvySené mnozstvi DNA
umérné zvySenou fluorescenci. Na Obsah DNA

typickém histogramu této analyzy Obriazek 9 - Schématicky histogram analyzy bunééného
(Obrazek 9) lze zietelné oddélit G1 fazi a cyklu. Prevzato z: (Moustafa 2014)

G2/M  fazi s dvojnasobnym mnozstvim

DNA. Bunécéna populace s riznym obsahem DNA mezi témito fazemi se nachazi v S fazi.
Postup:

Z lahvicek T25 pouzitych v experimentu 4.7.3. bylo v ¢asech 0, 4 a 24 hodin (od promyti latek)
bylo odebrano 0,3 - 10° bunék do 15 ml kénickych zkumavek. Nasledovala centrifugace (5
minut, 400 x g, 4 °C). Supernatant byl odpipetovan a bunécna peleta resuspendovana v 1 ml
PBS. Po dalsi centrifugaci (5 minut, 400 g, 4 °C) byly vzorky umistény na led, supernatant
odpipetovan a bunétnd peleta resuspendovana ve 300 pl PBS. Za mirného vortexovani byly
k vzorklim ptfidany 3 ml 80% ethanolu. Dalsi den rano nésledovala dalsi centrifugace (5 minut,
1000 x g, 4 °C). Supernatant byl odpipetovan a bunécna peleta resuspendovana v 1 ml PBS. Po
posledni centrifugaci (5 minut, 1000 x g, 4 °C) byla peleta resuspendovana v 1 ml PBS a bylo
pridano 250 pl roztoku propidiumjodidu (finélni koncentrace ¢ = 50 pg - ml™!) a 250 ul roztoku
RNazy A (findlni koncentrace ¢ = 100 pg - ml™!). Po 30 minutich inkubace za pokojové teploty
byly vzorky piepipetovany do vialek a byly analyzovany cytometrem LSR Fortessa (parametry
analyzy jsou uvedeny v tabulce 6). Vysledné histogramy byly zpracovany pomoci programu
ModFit, ktery vypocital procentudlni zastoupeni buné€k v jednotlivych fazich bunééného cyklu
(G1, S nebo G2/M). Nasledné byla zohlednéna sub G1 faze, ve které jsou zastoupeny bunky, u

kterych byla indukovéana apoptoza a ostatni faze byly vSechny proporcionalné upraveny.

38



Tabulka 6 — Parametry cytometrické analyzy bunééného cyklu

Parametr ElL napéti (V) Pocet nahranych udalosti 20000
FSC (forward scatter) 340 Pocet zobrazenych udalosti 1000
SSC (side scatter) 285 Pritok vzorku 10 pl/min
561-670/20 403
561-670/70 369
405-450/50 332

4.7.6. Analyza exprese mRNA onkogenu MCL1 a MYC

Princip:

K analyze exprese CDK9-regulovanych genit MCLI a MYC na trovni mRNA je nutné nejprve
izolovat celkovou RNA z jednotlivych vzorkl, zni pomoci reverzni transkripce vytvorit
komplementarni DNA (cDNA) a tu nasledné¢ podrobit kvantitativni PCR (qPCR) reakci.
K tomuto tcelu jsme pouZili reakéni PCR pufr obsahujici barvivo SYBR Green I, které se vaze
na dvouvldknovou DNA, a tudiz je mozné mnozstvi amplifikovaného produktu meéfit
fluorescencné v kazdém cyklu. Vysledkem experimentu jsou hodnoty C; (z angl. cycle of
threshold) pro kazdou latku a kazdy cas. C; hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartstu
fluorescence nad prah pozadi, které se v reakci vyskytuje (Obrazek 10). Ze ziskanych C; hodnot
byly nésledné¢ vypocteny hodnoty relativni exprese genit MCLI a MYC vici kontrole (bunky
bez piidané latky) s pouzitim normalizace na referencni gen kddujici glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogendzu. Normalizace je nezbytnd pro zajisténi, Ze rozdily v genové expresi jsou
skutecné zplisobeny t¢inkem testovanych latek, a nikoliv rozdily v mnoZstvi vstupni RNA nebo
ucinnosti PCR reakce. K vypoctu relativni exprese byla pouzita tzv. Livakova metoda (Livak a
Schmittgen 2001). Z hodnot C; 1ze podle vztahu (2) vypocitat rozdil prahového cyklu, AC;.
Odectenim této hodnoty pro kontrolni vzorek od experimentalniho vzorku (3) ziskdme hodnotu

AAC;. Z této hodnoty 1ze nasledné vypocitat zménu relativni exprese (4).
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Obrazek 10 — Priubéh PCR amplifikace s vyznacenim Ct. Pi‘'evzato z: (https://labguide.cz/metody/real-time-pcr/)

AC; = C¢(cilovy gen) — C.(referencni gen) @)
AAC; = ACi(exp.vzorek) — AC.(kontrolni vzorek) (&)
zména relativni exprese = 2784C “

Postup:

Izolace RNA

Z lahvicek T25 pouzitych u experimentu 4.7.3. bylo v ¢asech 0, 4 a 24 hodin od promyti
odebrano 1,5 - 10° bunééné suspenze. Takto odebrané vzorky byly centrifugovany (350 g, 5
minut), médium bylo odpipetovano a bunéfnd peleta byla resuspendovana v 1 ml PBS.
Nasledovala dalsi centrifugace (350 g, 5 minut) po které byla peleta resuspendovana ve 350 pl
lyzac¢niho pufru (RLT). K izolaci RNA byl pouzita komeréné dostupné souprava RNeasy® Plus
Mini kit. Bunécny lyzat byl prepipetovan do kolonky eliminujici genomickou DNA (gDNA) a
byl centrifugovan (10000 x g, 30 sekund). Kolonka se zadrzenou gDNA byla odstranéna a do
eluatu bylo napipetovano 350 pl 70% ethanolu. Tato smés byla ptepipetovana na RNA kolonku
a centrifugovana (10000 x g, 30 sekund). Na kolonku bylo pfidano 700 ul promyvaciho pufru
RWI a probé¢hla dalsi centrifugace (10000 x g, 30 sekund). V dal§im cyklu bylo ptidano 500 pl
promyvaciho pufru RPE a prob¢hla dalsi centrifugace (10000 x g, 30 sekund). Tento krok byl
opakovan jesté jednou. Na kolonku pak bylo ptfidano 300 ul 70% ethanolu a probé¢hla dalsi
centrifugace (10000 x g, 2 minuty). Na zavér byla RNA eluovana ptidanim 30 pl vody a
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centrifugaci (10000 x g, 1 minuta). Koncentrace a Cistota RNA byla zméfena pomoci

spektrofotometru NanoDrop.

Reverzni transkripce

Pfeména RNA na cDNA byla provedena pomoci komeréné dostupné soupravy Omniscript® RT
kit. Do mikrozkumavky byl napipetovan objem roztoku RNA odpovidajici 1 ug RNA a voda
do celkového objemu 12 pl. Podle ndvodu byl piipraven master mix obsahujici reakéni pufr,
dNTP mix, oligo dT primery, inhibitor ribonukledz a reverzni transkriptdzu. Do kazdé
mikrozkumavky bylo napipetovano 8 ul tohoto master mixu. Celkovy reakéni objem cCinil 20

pl. Mikrozkumavky byly umistény do termocykléru (65 °C — 5 minut, pak 37 °C — 1 hodina).

Kwvantitativni PCR (gPCR)

Vzorky ze vSech Casti byly testovany na dva cilové geny (MCL1 a MYC) a jeden referen¢ni gen
(GAPDH). Pomoci piistroje Echo® 650 bylo v triplikatu naneseno do kazdé jamky 384-
jamkové PCR desticky 100 nl pripravené cDNA a 40 nl smési primerti (finalni koncentrace ¢ =
0,4 uM). Do kazdé¢ jamky bylo nésledné¢ dispenzorem Mantis naneseno 5 upl 1x
koncentrovaného master mixu LightCycler® SYBR® Green 1 Master, ktery obsahuje
termostabilni Taq DNA polymerédzu a barvivo SYBR Green I. Desticka byla vlozena do cykléru
qTower a byla provedena PCR reakce podle tabulky 7.

Tabulka 7 — Podminky PCR reakce

Krok Pocet cykli Teplota (°C) | Cas (sekundy)
Uvodni denaturace 1 95 300
Denaturace 35 95 10
Nasedani primert 35 60 20
Syntéza 35 72 30
Dosysntetizovani konctl 1 55 300
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4.7.7. Stanoveni mikrozomalni stability

Princip:

Stabilita latek v mikrozomalni frakci jater je hodnocena inkubaci testovanych latek s lidskymi
mikrozomy a sledovanim Ubytku mnozstvi testovanych latek v Case pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Postup:

Do desticky bylo pomoci pfistroje Echo® 650 naneseno v triplikatu pro kazdy ¢as (0, 10, 30 a
45 minut) 7,5 nl testovanych latek nebo referen¢ni latky verapamilu (finalni koncentrace = 10
uM). Do vSech jamek bylo automatickou multikandlovou pipetou napipetovano 7,5 ul roztoku
kofaktorti (200 mM TRIS, 4 mM NADPH, 4 mM MgCl, pH 7.4). Desticka byla zalepena folii
(z divodu zamezeni odparovani kapaliny z jamek a kontaminace vzorku) a byla inkubovana 5
minut v ttepacim inkubatoru (37 °C, 350 rpm). Z desti¢ky byla odstranéna folie a do V4 desticky
bylo automatickou multikanalovou pipetou napipetovano 7,5 pul roztoku lidskych mikrozomi o
koncentraci 1,25 mg - 1" (¢as 45 minut). Desti¢ka byla opét zalepena a vlozena do tiepaciho
inkubatoru (37 °C, 350 rpm). Po 15 a 35 minutach (Casy 30 a 10 minut) byl stejny roztok
napipetovan do dalSich ¢asti desticky. Po dalSich 10 minutidch (Cas 0 minut) byla reakce
zastavena a deproteinovdna pfidanim 60 pl ledového methanolu, desticka byla zalepena, 5
minut tfepana pti 700 rpm a nasledné byla vlozena na 30 minut do mrazaku (-20 °C). Desticka
byla pies noc vlozena do chladové mistnosti (~8 °C), nasledujici rano byla centrifugovana (2000
x g, 10 minut, 22 °C) a 10 pl supernatantu bylo pomoci pfistroje Bravo smichano v nové
desticce se 40 pul 30% methanolu. Desticka byla analyzovéna v pfistroji Echo-MS, parametry
systému jsou uvedeny v tabulce 8. Jednotlivé MRM (z angl. multiple reaction monitoring)
pfechody latek pak v tabulce 9. V MRM analyze jsou specifické iontové reakce sledovany tak,
Ze vybrany prekurzorovy iont (matefsky iont) je fragmentovan a jeden nebo vice produktovych

iontll (dcetinych iontl) jsou detekovany.
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Tabulka 8 — Parametry systému Echo-MS pouZité k analyze experimenti 4.7.7, 4.7.8. a 4.7.9.

Nosna kapalina 100% methanol
Pritok nosné kapaliny 400 pl/min
Separace zadna
Objem davkovaného vzorku 10 nl
Celkovéa prodleva mezi vzorky v ramci
analyzy 1500 ms
Iontovy zdroj elektrosprej
Napéti na iontovém zdroji 4800 V
Teplota iontového zdroje 300 °C
Polarita pozitivni
Hmotnostni analyzator Trojity kvadrupo6l
Typ skenovani iontl MRM piechody
Software pro vyhodnocovani vysledkt Sciex OS

Tabulka 9 — MRM piechody vSech latek pouzité k analyze experimenti 4.7.7, 4.7.8. a 4.7.9.

Latka MRM prechod
AZDA4573 430 — 126
A-1592668 468 — 313
Dinaciclib 397 — 335
Flavopiridol 402 — 341
KB-0742 288 — 205
VIP152 405 — 327
EVHO091 403 — 356
FIHO098 431 — 333
Atenolol (ref.) 267 — 208
Propanthelin (ref.) 368 — 181
Propranolol (ref.) 260 — 116
Verapamil (ref.) 455 — 165
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U jednotlivych latek byl pomoci programu GraphPad Prism 8 graficky znazornén jejich
relativni Ubytek latky v ¢ase. Do grafu byla zaroven vynesena i zavislost logaritmu naméfenych
hodnot na Case. Z této zavislosti byla odvozena smérnice regresni kiivky k, pomoci které byl

vypocitan polocas rozpadu ¢ty /, (5) a vnitini mikrozomalni clearance Cli,; (6).

2 ®
1/2 —k
In 2 Vyeqrini smes ©)

int =
t1/2 Mumikrozomy

4.7.8. Stanoveni plazmatické stability

Princip:

Stabilita latek v plazmé je hodnocena inkubaci testovanych latek s lidskou plazmou a
sledovanim tbytku mnozstvi testovanych latek v ¢ase pomoci hmotnostni spektrometrie.
Postup:

Do 384-jamkové desticky bylo pomoci piistroje Echo® 650 naneseno v triplikatu pro kazdy
¢asovy bod (0, 20, 60, 120 min) po 7,5 nl testovanych latek nebo referencni latky (propanthelin)
(findlni koncentrace = 10 uM). Do vSech jamek bylo automatickou multikandlovou pipetou
napipetovano 5 pl MilliQ vody. Do Y4 desticky bylo automatickou multikanalovou pipetou
napipetovano 10 pl lidské plazmy (€as 120 minut), desti¢ka byla zalepena folii a byla vloZzena
do tfepaciho inkubatoru (37 °C, 750 rpm). Po 60 a 100 minutach (¢asy 60 a 20 minut) byla
plazma napipetovéana i do dalSich ¢asti destiCky. Po dalSich 20 minutach (¢as 0 minut) byla
reakce napfic celou destiCkou zastavena a deproteinovéana pridanim 60 pl ledového methanolu,
desticka byla zalepena, 5 minut tfepana pii 700 rpm a nasledné byla vloZena na 30 minut do
mrazéku (-20 °C). Desticka byla pfes noc ulozena do chladové mistnosti (~8 °C), nésledujici
rano byla centrifugovana (2000 x g, 10 minut, 22 °C) a 10 pl supernatantu bylo pomoci pfistroje
Bravo smichdno v novée desticce se 40 pl 30% methanolu. Desticka byla analyzovana v pfistroji
Echo-MS a u jednotlivych latek byl pomoci programu GraphPad Prism 8 graficky znazornén
jejich relativni ubytek latky v Case. Nasledné byl u jednotlivych latek stejnym zpiisobem jako

u metody 4.7.3. vypocitan polocas rozpadu, t, /,.
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4.7.9. Stanoveni vazebnosti na plazmatické proteiny

Princip:

Ke stanoveni vazebnosti na plazmatické proteiny byla vyuzita ekvilibra¢ni dialyza. Do
specialni dialyza¢ni desticky byl napipetovan vzorek latky s plazmou, ktery byl dialyzovan
proti Cistému pufru do dosazeni rovnovahy. Pies polopropustnou membranou z celulézy mezi
obéma kompartmenty mize difundovat pouze volna (nenavazand) frakce.

Postup:

Zasobni roztoky latek v DMSO (c = 1 mM) byly 100 x zfedény lidskou plazmou (2,4 ul 1 mM
roztoku latky +237,6 ul plazmy). Do vzorkové komirky bylo napipetovano 100 pl vzorku latky
(c=10 uM) a do pufrové komiirky bylo napipetovano 300 ul PBS. Desticka byla uzaviena f6lii
a byla vlozena na tfepaci inkubator (4 hodiny, 37 °C, 250 rpm). Po inkubaci bylo z kazdé¢
komurky odpipetovano 20 ul do 96-jamkové desticky. Do vzorki s plazmou bylo ptidano 20
ul PBS a do vzorkl s PBS bylo pfidano 20 pl plazmy (vyrovnani matrice vzorki pfed métenim
na hmotnostnim spektrometru). Do kazdé jamky bylo pfidano 120 pl 100% methanolu.
Desticka byla 1 minutu sonikovana, 5 minut tfepana na tiepacce a nasledné byla vlozena do
chladové mistnosti (16 hodin, 8 °C). Dalsi den rano byla desti¢ka centrifugovana (2000 x g, 10
minut, 22 °C). Do 384-jamkové desticky bylo odpipetovano 10 pl supernatantu a 40 pl 30%
methanolu. Desti¢ka byla analyzovana v pfistroji Echo-MS a u jednotlivych latek bylo
stanoveno mnozstvi volné frakce, f,, (7). Mnozstvi navazané na plazmatické proteiny tvofi

zbytek do 100 %.

plocha piku vzorku v PBS 100 ™

u= plocha piku vzorku v plazmé .

4.7.10. Caco-2 test permeability

Princip:

Caco-2 permeacni test kvantifikuje schopnost latky prochazet ptes monovrstvu buné¢k Caco-2,
coz jsou bunky odvozené z karcinomu tlustého stieva schopné diferenciace na polarizované
enterocyty. Transportni experiment probihd ve specidlnich 96-jamkovych destickach v tzv.
sendviCovém usporadani. Desticka (také oznacovana jako transwell) se sklada ze tfi ¢asti. Mezi
vickem a destickou s 96 jamkami je vlozeny dil s inserty, jejichz dno je tvofeno umélou

membranou. Tato membrana oddéluje akceptorovou a donorovou ¢ast jamky.

45



Postup:

Na insert 96-jamkové desticky (apikalni ¢ast, A) bylo napipetovano 150 pl bunééné suspenze
Caco-2 (450 000 bunc¢k/jamka). Do spodni (bazolateralni cast, B) casti jamky bylo
napipetovano 250 pl Cistého média. Bunky se nechaly v inkubatoru diferencovat po dobu 21
dnt1 (37 °C, 5% CO2a 95% vlhkosti). Béhem tohoto procesu bylo kazdé 2 az 3 dny vyménované
médium z jamek za Cerstvé. Pied experimentem byly buniky promyté transportnim pufrem
(HBSS pufr obsahujici 10 mM HEPES a 25 mM glukézu). Médium ze spodni ¢asti bylo
odpipetovano. Z insertti bylo nutné médium odstranit Setrn€ centrifugaci do vrstvy buniciny (40
x g, 30 sekund, 22 °C), aby nedoslo k poskozeni monovrstvy bun¢k. Nasledné se ¢ast s inserty
nékolikrat promyla ponofenim do nadoby s transportnim pufrem. Roztok z insertii byl opét
odstranén Setrnou centrifugaci popsanou vyse. Poté bylo k buitkam napipetovano 75 ul a do
spodni ¢asti jamky 250 pl transportniho pufru. Desticka se vlozila do inkubétoru a nechala 30
minut ekvilibrovat. Po ekvilibraci byl pufr nahrazen roztokem HBSS obsahujicim testované
latky o koncentraci 10 uM. K ovéfeni celistvosti monovrstvy byla k buiikam pfidana barvicka
lucifer yellow o koncentraci 220 pM a objemu 75 pl. Transportni experiment probihal v
inkubétoru 3 hodiny. Po skonceni inkubace bylo ze vzorki ve spodnich ¢astech jamek odebrano
5 ul do Cerné 384-jamkové desticky a zméfila se fluorescence pii excitaci 485 nm a emisi 535
nm na spektrofotometru. Zbyly roztok z jednotlivych jamek byl odebran do nové desticky.
Nasledné byly vzorky naiedéné v 50% acetonitrylu a koncentrace testovanych latek byla
stanovena pomoci LC-MS. Ze ziskanych dat byla podle vztahu (8) vypocitana efektivni
permeabilita Py, kde V4 je objem v bazolaterdlnim prostoru, c4 je koncentrace latky
v bazolaterdlnim prostoru, t je ¢as po kterou transport probihal, S je plocha bunécné vrstvy a
Co je pocatecni koncentrace latky v apikalnim prostoru. Dale byla vypocitana vytéznost (9) jako
pomeér souctu hmotnosti latky v obou kompartmentech na konci experimentu a hmotnosti latky
na zacatku experimentu.

p = Va ®)
WP Sty

M konec experimentu

=100 ®

vytéznost (%) =
zacatek experimentu
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5. Vysledky a diskuse
5.1. Enzymova inhibice komplexu CDK9/cyklinT1 in vitro

Pro efektivni vyvoj terapeutickych inhibitort je zasadni piimo ovétit schopnost latek inhibovat
cilovy komplex, v tomto ptipadé CDK9/cyklinT;. Tento krok je klicovy, protoze potvrzuje, Ze
inhibice daného komplexu je skute¢n¢ mechanismem ucinku latky, coz je nezbytny predpoklad
pro nasledné biologické a farmakologické studie.

Nejprve byly vytvofeny standardni kiivky konverze ATP na ADP (Obrazek 11A-B). Pomoci
jejich regresnich rovnic jsme urcili kolik procent ATP bylo reakei spotiebovano. Déle bylo
tteba nalézt optimalni koncentraci enzymového komplexu a substratu PDKtide. Byla vytvoiena
titracni kiivka enzymového komplexu CDK9/cyklinT; (Obrazek 11C) a u jednotlivych
koncentraci byly vypocteny poméry signalu k pozadi a konverze ATP (Tabulka 10). Jako
idealni mnoZstvi enzymu v reakci bylo zvoleno 15 ng (3 ng - ul™!), jelikoz pomér signal/pozadi
byl 4,3 a konverze ATP byla 12 %. Nasledovalo vytvofeni titracni kfivky substratu PDKtide
(Obrazek 11D) ze které nasledn¢ program GraphPad Prism 8 vypocital pomoci rovnice

Michaelise-Mentenové hodnotu Ky = 0,1 ug - pl.

Tabulka 10 — Hledani optimalni koncentrace enzymového komplexu CDK9/cyklinT:

Mnozstvi enzymu (ng) | RLU | Pomér signal/pozadi | Konverze ATP (%)
0 6204 1,0 2,7
7,5 16314 2,6 7,5
15 26543 43 12,3
30 44980 7,3 21,0
60 75448 12,2 35,4
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Obrazek 11 — Optimalizace podminek enzymové reakce CDK9/cyklin T1. A. — Standardni kiivka konverze ATP 10

(uM) na ADP. B. — Standardni kfivka konverze ATP (1 mM) na ADP. C. — Optimalizace koncentrace enzymu

v reakei (10 pM ATP a 0,2 pg/ml substriatu PDKtide). Staurosporin byl pouzit jako kontrolni inhibitor k ovéfreni

specifity enzymové aktivity. D. — Titra¢ni kFivka substratu PDKtide s hodnotou Kv (10 pM ATP a 3 ng/ul enzymu

CDK9Y/cyklin T1).

Po optimalizaci reak¢nich podminek byl proveden vlastni inhibi¢ni experiment s testovanymi

latkami VSechny latky byly testovany v koncentra¢nim rozpéti 0,1 — 10000 nM. Vysledkem

byla pro kazdou latku a kazdou koncentraci hodnota v relativnich luminiscen¢nich jednotkach

(RLU). Od téchto hodnot byla odectena hodnota pozadi (jamka bez enzymu) a pro kazdou latku

byl sestrojen graf zdvislosti signdlu na logaritmu koncentrace (Obrazek 12). Pomoci softwaru

GraphPad Prism 8 byly nasledné metodou nelinearni regrese vygenerovany hodnoty ICso pro

dvé pouzité koncentrace ATP — nizkou (10 uM) a vysokou (1 mM) a byl urcen jejich pomér

(Tabulka 11).
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Obrazek 12— Grafy zachycujici davkovou zavislost inhibice enzymatické aktivity komplexu CDK9/cyklin T testovanymi

latkami p¥i dvou riiznych koncentracich ATP
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Tabulka 11 — Hodnoty ICso pro inhibici komplexu CDK9/cyklin T1 pfi dvou koncentracich ATP a jejich pomér. Uvedené

hodnoty ICso predstavuji primér ze ti'i technickych replikati se standardnimi odchylkami.

i ICso (nM) ICso (nM) Pomér ICso (1 mM ATP) /
(10 tMATP) | (1 mM ATP) ICso (10 pM ATP)

AZD4573 0,35 £ 0,06 1,15+ 0,23 3
A-1592668 | 0,02 0,01 0,05 + 0,02 2
Dinaciclib 1,69 + 0,24 4,93+ 1,31 3
Flavopiridol | 0,39 0,16 12,32 + 7,90 31
KB-0742 10,29 + 1,62 295,1 £ 49,2 29
VIP152 0,13 £0,01 4,81 +434 37
EVHO091 1,05 + 0,06 441+277 4
FIH098 1,60 0,38 8,79 £ 1,86 5

4

Jako nejucinngjsi inhibitor komplexu CDK9/cyklinT; pii koncentraci ATP ¢ = 10 uM se
ukézala latka A-1592668 s hodnotou ICso = 0,02 nM. Nasledovaly latky VIP152, AZD4573,
flavopiridol a dinaciclib. Latky z UOCHB se také prokéazaly jako silné inhibitory s ICso
hodnotami 1,05 nM pro EVH091 a 1,60 nM pro FIH098. Jako nejslabsi inhibitor enzymové
reakce se ukazala latka KB-0742 s hodnotou ICso = 10,29 nM. U vsech latek se hodnoty ICso
se zvysenou koncentraci ATP zvysily. VSechny latky tak 1ze oznalit jako ATP kompetitivni,
tzn. ze s ATP soutéZzi o vazebné misto uvnitf enzymu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
dvousubstratovou reakci, je nutné zohlednit, ze mize dochazet i1 k tzv. smiSené inhibici. To
znamena, ze inhibitor mtze nejen soutézit s ATP o vazebné misto, ale jeho vazba muze také
alostericky ovliviiovat interakci mezi CDK9 a jeho proteinovym substratem.

Mechanismus inhibice je klicové znat, protoZe fyziologicka koncentrace ATP se pohybuje mezi
1 a 10 mM. Pokud jsou inhibitory ATP kompetitivni, jejich u¢innost mize ve fyziologickém
prostiedi vyrazné klesat, coz znamena, Ze by mohly byt v klinickém pouziti zcela neu¢inné.

Z tabulky 9 vyplyva, Ze nejvétsi inhibicni potencial pfi koncentraci ATP blizici se redlné
koncentraci uvniti bun¢k ma latka A-1592668, nasledovana latkou AZD4573. Naopak nejnizsi
inhibice bylo za téchto podminek dosazeno latkou KB-0742.

Pti srovnani ICso hodnot s literaturou jsou patrné urcité rozdily. Nejvetsi rozdil byl zaznamenan
u latky A-1592688 - 0,02 a 0,05 nM pfi koncentracich ATP 10 uM a 1 mM vs. fadové rozdilna
hodnota 2,6 nM uvedena v literatute (Phillips a kol. 2020). Neznalost koncentrace ATP pouzité
ve vySe uvedené studii ov§em znesnadiiuje piime porovnani s mymi vysledky. U latky VIP152
byla v literatufe naméfena stejnd hodnota 1Cso (3 nM) pii nizké 1 vysoké koncetraci ATP

(Liicking a kol. 2021). Mnou namétena hodnota pii nizké koncentraci ATP je ovSem fadové
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niz§i. Tento rozdil mohl byt zplsoben rozdily v experimentdlnich podminkach, jako jsou
variace v pH a iontov¢ sile pouzitych pufrt ¢i riizné Sarze a aktivita enzymu. Hodnota ICso pro
latku VIP152 pii 1 mM ATP je ovSem podobné jako nékteré dalsi hodnoty v tomto experimentu
zatizend velkou smérodatnou odchylkou, kterou jiz nebylo mozné korigovat s ohledem na
omezené mnozstvi enzymu, které jsem mél k dispozici. Proto je tfeba uvedené poméry ICso

doty¢nych latek povazovat za orientacni.

5.2. Stanoveni toxicity

Test cytotoxicity je klicovou metodou pouzivanou k hodnoceni toxicity novych 1é¢iv a
chemickych latek na bunéfné urovni. V naSem vyzkumu jsme se zaméfili na testovani
cytotoxicity inhibitordi CDK9 na dvou typech bunék: perifernich mononuklearnich krvinkach
(PBMC) a bunécné linii MV-4-11. PBMC jsou buiiky imunitniho systému izolované z periferni
krve, které predstavuji dilezity model pro studium toxicity na normalni, zdravé bunky. Naopak,
bunécna linie MV-4-11 je leukemicka bunécna linie, ktera slouzi jako model pro studium
ucinnosti protinadorovych latek. Je zasadni, aby nové inhibitory CDK9 mély minimalni toxicitu
na PBMC, inhibitory s vysokou toxicitou na PBMC mohou vést k nezadoucim vedlejSim
ucinkiim, jako je oslabeni imunitniho systému a poskozeni zdravych tkéani, coz by vyrazné
omezilo jejich klinickou pouzitelnost.

Nejprve byl proveden standardni 24-hodinovy test bez vymyti latky z média. S ohledem na
literarni poznatky, které naznaCuji mozny pfinos kratkodobé expozice nadorovych bunck
latkam s vyhodou niZsi toxicity pro zdravé bunky (Strati a kol. 2022), (Diamond a kol. 2022),
jsme se rozhodli simulovat podminky z klinickych studii tim, Ze budou latky po ¢tythodinové
inkubaci vymyty z média. Cytotoxicita byla hodnocena vzdy po 24 a 72 hodinach. Vysledné
hodnoty ICso pro butky PBMC zobrazuje tabulka 12, pro buitky MV-4-11 tabulka 13.
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Tabulka 12 — Cytotoxicita studovanych latek pro mononuklearni buiiky periferni krve (PBMC). Uvedené hodnoty ICso
(nM) piedstavuji primér ze ti'i biologickych replikati se standardnimi odchylkami. Promyti znamena vyména média

po ¢tyFhodinové inkubaci s testovanou latkou.

Latka ICs024h ICso0 24h ICso 72h
(bez promyti) (nM) | (s promytim) (nM) | (s promytim) (nM)
AZDA573 2,3+1.2 1500 + 200 1900 + 200
A-1592668 59+0,2 3200 =400 2500 £+ 700
Dinaciclib 8,1+0,8 3500 £+ 1900 1500 + 700
Flavopiridol 80+10 >10000 >10000
KB-0742 2800 + 100 >10000 >10000
VIP152 160 + 20 >10000 >10000
EVHO091 100 + 10 >10000 >10000
FIH098 50+ 10 650 + 50 300 + 100

Tabulka 13 - Cytotoxicita studovanych latek pro leukemické buiiky (MV-4-11). Uvedené hodnoty ICso (nM) piredstavuji
pramér ze tii biologickych replikati se standardnimi odchylkami. Promyti znamena vyména média po ¢tyihodinové

inkubaci s testovanou latkou.

Latka ICso0 24h ICso 24h ICso 72h
(bez promyti) (nM) | (s promytim) (nM) | (s promytim) (nM)
AZDA4573 20+2 33+£2 40+0
A-1592668 20+ 1 25+2 15+£2
Dinaciclib 3,5+0,1 0,5+0,1 0,6£0,3
Flavopiridol 180+ 10 280+ 20 210+ 10
KB-0742 1500 = 300 2500 £ 100 2200 £ 100
VIP152 90+5 200+ 10 260 + 30
EVHO091 100+ 5 250+ 50 100+ 10
FIH098 20+2 70 £ 10 20+£0

U PBMC bungk 1ze pozorovat, Ze odmyti latek po 4 hodinach vyznamné snizilo toxicitu u vS§ech
latek, coz naznacuje, Ze kratkodoba expozice by méla byt bezpena a neméla by vést k
zavaznym vedlej§im uc¢inklim na zdravou tkan. Je dalezité upozornit, Ze u latky FIH098 se
toxicita po 72 hodinach zvysila dvojnasobné oproti 24 hodindm. Tento nartst toxicity miize
naznacovat, ze del§i expozice této latky miize vést k nezndmému toxickému zpozdénému
efektu. Dale je tfeba zdlraznit, ze latka FIH098 je vii¢ci PBMC buiikam toxic¢téjsi nez dinaciclib,

u kterého byla popsana tfada vedlejSich toxickych uc€inkid predev§im kvili jeho neselektivité
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vuci riznym CDK (Kumar a kol. 2015). Naproti tomu latka EVH091 je pti kratkodobé expozici
vici PBMC bunkdm netoxicka.

U leukemickych MV-4-11 bun¢k lze u 24-hodinové toxicity pozorovat, ze efekt promyti nemél
zdaleka takovy ucinek na toxicitu latek, z cehoz lze usuzovat, ze i1 kratkodoba expozice je
dostate¢na k vyvolani zddaného efektu. Hodnota ICso (70 nM) pro latku FIH098 je srovnatelna
s latkami AZD4573 (33 nM) a A-1592668 (25 nM), kter¢ jiz jsou v klinickych studiich. To
naznacuje, ze FIH098 ma dobry potencidl pro klinické pouziti diky své vysoké efektivité pti
nizkych koncentracich. Na druhou stranu, latka EVH091 vykazuje vyssi hodnoty 1Cso (250
nM), coz naznacuje nizsi cytotoxicitu proti bunkdm MV-4-11. Nicméné, EVHO091 je netoxicka
vicéi PBMC buiikkdm, coz je vyznamny pozitivni faktor, zatimco FIH098 je viuci PBMC
relativné toxicka. Je tedy dulezité brat v uvahu, ze lepsi efektivita FIH098 na bunky MV-4-11
muze byt spojena s vyS$im rizikem vedlejSich ucink.

Pro vétSinu latek mizeme pozorovat srovnatelnou hodnotu ICso po 24 a 72 h inkubace, coz
naznacuje, ze proces bunééné smrti nasledkem inhibice CDK9 je rychly a delsi inkubace jiz
nepiinasi dalsi benefit. U latek EVH091 a FIH098 ovSem dochdzi k vyraznému snizeni 1Cso

hodnot (2,5 resp. 3,5-nasobné), coz naznacuje mozny piidatny mechanismus.

5.3. Kaspazovy test

Pochopeni mechanismu Uc¢inku inhibitort CDK9 je zasadni pro optimalizaci jejich
terapeutického vyuziti a minimalizaci vedlejSich u¢ink. Jednim z klicovych aspekti zkoumani
mechanismu u¢inku inhibitori CDK9 je jejich schopnost indukovat apoptézu, coz je
programovana bunécénd smrt nezbytna pro udrzeni homeostazy tkéni a odstranéni poSkozenych
nebo nebezpeénych bunék. Kaspazy, specificky kaspazy 3 a 7, jsou hlavnimi efektorovymi
protedzami v apoptotické draze. Aktivace téchto kaspaz vede k proteolytickému S§tépeni
klicovych bunéénych proteini, coz zpisobi bunécnou smrt (Elmore 2007). Zvysena aktivita
téchto kaspaz po oSetfeni buikami inhibitory CDK9 by indikovala, ze tyto latky spoustéji
apoptotické mechanismy, ¢imzZ pfispivaji k eliminaci nadorovych bunék. Kaspazovy test je tedy
klicovym nastrojem pro vyhodnoceni apoptotického potencidlu inhibitori CDK9 a pro
pochopeni jejich celkového mechanismu uc¢inku.

Z obrazku 13 je patrné, ze nejsilngjsi aktivaci apoptdzy zplisobuje latka dinaciclib, nasledovéana
latkami AZD4573 a A-1592688. VSechny tyto latky dosahuji maxima aktivace ve 4 hodinach
po promyti (tj. 8h od zacatku inkubace). Latky VIP152, FIH098 a FIH098 rovnéz vyrazné
Pti zvolené koncentraci 100 nM latka KB-0742 kaspazy vibec neaktivuje, jelikoz tato

koncentrace je hluboko pod hodnotou ICso této latky. U vSech latek 1ze pozorovat, Ze mira
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aktivace po 4 hodinach od promyti klesa smérem k vychozi hodnoté kontroly. Data dobie

koreluji s testem cytotoxicity, jelikoZ nejvice toxické latky zaroven nejvice aktivuji kaspazy.

Kontrola
AZDA4573
A-1592668
Dinaciclib

' ¢

Flavopiridol
KB0742
VIP152
EVH091
FIH098

et

-4 0 4 8 12 16 20 24
Doba po promyti (h)

Aktivace kaspaz 3/7 proti kontrole (%)

1

Obrazek 13 — Aktivace kaspaz 3/7 inhibitory CDK9. Chybové tsecky zobrazuji standardni odchylky, které ukazuji

variabilitu mezi tfemi biologickymi replikaty.

5.4. Cytometrické stanoveni fosforylace RNA polymerazy II (Serin 2)
Vzorky byly zpracovany dle postupu uvedeném v kap. 4.7.4, na obrazku 8 je nazorné
vysvétlena gatovaci strategie. Na obrazku 14 jsou pak vyneseny hodnoty fosforylace RNA
polymerazy II (Serin 2) v zavislosti na davce v jednotlivych casech. U latek AZD4573 a
A-1592668 lze pozorovat silnou inhibici fosforylace, ktera je nejsiln€j$i 4 hodiny po promyti.
Tento vysledek je v souladu s pifedchozimi vysledky, které odhalily, ze v tomto Case jsou
nejvice aktivovany kaspazy a dochazi k nejvétsi mire apoptozy. Latka dinaciclib zpiisobuje
silnou inhibici fosforylace jiz v malych koncentracich a srychlym nastupem ucinku.
Flavopiridol, KB-0742, VIP152 a EVH091 nejsou v inhibici fosforylace pftili§ u¢inné, nejvice
se jejich efekt projevuje po 4 hodinach od promyti s ICso hodnotami v tisicich nM. Uginnost
latky FIH098 se vice ptiblizuje latkam jako AZD4573 nebo A-1592668, po 4 a 24 hodinach po
promyti dosahuji hodnoty ICso v fadu stovek nM.
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5.5. Analyza bunéc¢ného cyklu

Cyklin-dependentni kindzy hraji klicovou roli v regulaci bunéného cyklu a transkripce.
Inhibitory CDK prvni generace, jako jsou flavopiridol a dinaciclib, nejsou plné selektivni a
inhibuji nejen CDK9, ale také CDK2, CDK4 a CDKS6, které jsou esencialni pro progresi
bunécného cyklu. Tato Siroka spektra inhibice mohou zptisobovat nespecifické blokovani
bunécného cyklu, coz komplikuje interpretaci jejich ucinka na bunécnou proliferaci a preziti.
Naopak selektivni inhibitory CDK9, jako AZD4573, jsou navrzeny tak, aby specificky cilily na
transkripéni regulaci bez pfimého ovlivnéni CDK bunécného cyklu. Prestoze selektivni
inhibitory CDK9 by nemély pfimo blokovat drahy fizené CDK2, CDK4 a CDK6, inhibice
transkripce mize nepiimo ovlivnit bunécny cyklus prostiednictvim snizeni exprese kliCovych
regulacnich gent.

Sloupcové grafy na obrazku 15 znézoriuji vliv jednotlivych testovanych latek na distribuci
jednotlivych fazi bunééného cyklu pro kazdy ¢asovy bod. Zobrazeny jsou i dvé neoplisobené
kontroly.

Jiz v dobé promyti, tj. po ¢tyfech hodinach plisobeni latek, 1ze u vSech latek, s vyjimkou latky
KB-0742, pozorovat vuci kontrole zvySené mnozstvi bunék v sub G1 fazi. Toto pozorovani je
v souladu s vysledky kaspazové eseje a analyzy exprese, které odhalily aktivaci kaspaz a
snizenou expresi MCL1 jiz ¢tyti hodiny po inkubaci s inhibitory.

Po 4 hodinach od promyti je tato populace u latek AZD4573, A-1592668 a dinaciclib jeste
vyraznéjsi, coz koreluje s tim, Ze zpusobuji nejvetsi aktivaci kaspdz a jsou nejtoxictéjsi. U
téchto latek si zaroven lze v§imnout vyrazného sniZeni poctu bunék v S fazi, coz je nejspiSe
zpusobeno zastavenim bun€k v G1 fazi (G1 arrest). U ostatnich latek nepozorujeme vyraznéjsi
zmeény v distribuci bunék oproti ptedchozimu ¢asu.

Po 24 hodinach od promyti se sub G1 populace u vétSiny latek vyrazné€ snizuje. U latek
AZDA4573, A-1592668 a dinaciclibu zlstava snizeny pocet bunék v S fazi. Zastaveni v G1 fazi
u nich ovSem zaroven, spolecné s latkou FIHO098, zplsobuje signifikantni sniZzeni bunck
v G2/M fazi. I kdyZ CDKO9 nehraje ptimou roli v regulaci buné¢ného cyklu, nelze ocekavat, Ze
jeji inhibice nebude mit vliv na pribéh bunééného cyklu. Inhibice CDK9 totiZ vede k zastaveni
transkripce klicovych gentl, coZ mize nésledné skrze nedostate¢nou expresi proteinil, zplsobit
zastaveni bunécného cyklu v G1 nebo G2/M fazi. Naptiklad ve studii publikované v roce 2023
bylo zjisténo, Ze novy selektivni CDK?9 inhibitor CDDD11-8 zptsobil zastavu bunécného cyklu
v G2/M féazi u bunék TNBC (Mustafa a kol. 2023).
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hodinach od promyti. Promyti znamena vyména média po ¢tyrhodinové inkubaci s testovanou

latkou.
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5.6. Analyza exprese mRNA onkogeni MCL1 a MYC

SniZzenou expresi dvou vyznamnych onkogent (MCLI a MYC) prostiednictvim fosforylace

RNA polymerazy II Ize povazovat za biomarker u¢inku CDK?9 inhibitorti. V prabéhu prvniho

experimentu nebyla kvalita izolované RNA uspokojiva (Tabulka 14), protoze poméry

absorbanci 260/230 byly mens$i nez 2.0, coz naznacuje pfitomnost kontaminantl, které

absorbuji pfi 230 nm, jako jsou fenol, EDTA, sacharidy nebo dalsi organické slouceniny

(qiagen.com). Ve druhém pokusu (Tabulka 15) byly hodnoty pomérti absorbanci 260/230 vyssi

nez 2.0, coz indikuje ¢istou RNA bez vyznamnych kontaminantti, a tedy dobrou kvalitu RNA

pro dalsi analyzy. Vzhledem k uvedenému jsme se rozhodli data neprimeérovat, ale uvést

kazdou sadu vysledkii zvlast.

Tabulka 14 - Hodnoty koncentraci a poméry absorbanci 260/280 a 260/230 piipravené RNA - Prvni experiment

0h 4 h 24 h
Latka c A A c A A c A A
(ng/pl) [260/280(260/230 | (ng/nl) (260/2801260/230 | (ng/pnl) |260/280|260/230

Kontrola 321 2,06 0,68 300 2,09 0,75 519 2,07 2,02
AZDA4573 235 2,06 1,99 333 2,07 1,84 105 2,08 0,19
A-1592668 303 2,06 0,52 316 2,07 0,99 390 2,10 1,36
Dinaciclib 244 2,05 2,11 309 2,08 1,23 227 2,07 0,84
Flavopiridol | 390 2,06 1,94 428 2,11 1,13 313 2,08 0,77
KB-0742 370 2,09 1,30 595 2,01 2,1 510 2,11 1,07
VIP152 322 2,05 2,15 338 2,08 1,51 428 2,11 1,32
EVHO091 239 2,06 2,10 341 2,09 1,06 338 2,08 1,62
FIH098 149 2,04 0,80 324 2,09 0,74 387 2,08 1,63
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Tabulka 15 - Hodnoty koncentraci a poméry absorbanci 260/280 a 260/230 piipravené RNA - Druhy experiment

Oh 4h 24 h

Latka C A A C A A c A A
(ng/nl)[260/280(260/230 | (ng/pl) |260/280(260/230 | (ng/pl) |260/280 (260/230

Kontrola 1 519 2,09 2,26 664 2,09 2,33 969 2,07 2,31

Kontrola 2 489 2,09 2,26 656 2,07 1,92 1287 | 2,07 2,29

AZDA4573 376 2,07 2,26 321 2,05 2,21 425 2,09 2,25

A-1592668 372 2,09 1,59 451 2,09 1,79 553 2,07 2,30

Dinaciclib 436 2,08 2,25 441 2,07 2,25 302 2,07 2,13

Flavopiridol | 482 2,09 2,27 545 2,06 2,28 836 2,06 2,27

KB-0742 530 2,1 2,25 543 2,06 2,27 1356 | 2,09 2,13

VIP152 366 2,09 1,59 484 2,09 2,08 868 2,08 2,28

EVHO091 417 2,09 2,20 449 2,08 2,24 865 2,07 2,29

FIHO098 324 2,07 2,24 465 2,07 2,25 765 2,08 2,29

V experimentu byla pouzita jedna koncentrace (100 nM) u vSech testovanych latek, bez ohledu
na jejich hodnoty ICso, pro enzymovou inhibici.

Vysledné zavislosti relativni exprese genit MCLI a MYC na €ase z obou experimentil jsou pro
latky AZD4573, A-1592668, dinaciclib a flavopiridol zndzornény na obrazku 16 a pro latky
KB-0742, VIP152, EVH091 a FIH098 na obrazku 17.

U obou experimentl 1ze pozorovat, Ze nejsilnéjsi sniZzeni exprese genit MCLI a MYC zpusobily
latky AZD4573, A-1592668 a dinaciclib. Maximalniho efektu dosahly v dobé promyti (tedy po
4hodinové inkubaci), kdy byla exprese onkogenti na hranici detekovatelnosti. Tyto vysledky
dobie koreluji s jejich toxicitou (kapitola 5.2.) a aktivaci kaspaz (kapitola 5.3.). U latky
dinaciclib si 1ze v§imnout prodlouzeného ti¢inku na expresi MYC, ktera se drZi na nizké hodnoté
1 po promyti latky z média. U latek AZD4573 a A-1592668 se exprese MYC pomalu vraci na
puvodni uroven a po 24 hodinach od promyti dochazi dokonce ke zvysené expresi nad piivodni
hladinu. U genu MCL]1 1ze pozorovat stejny trend a ke zvySeni nad ptivodni hladinu dochazi jiz
4 hodiny po promyti. Této navratovosti nad plivodni hladinu si u latky AZD4573 vSimli jiz ve
studii z roku 2023, ve které rovnéZ pozorovali zvySené hladiny geni MYC a MCLI po 24
hodinach od inkubace (Thieme a kol. 2023). Tento efekt autofi pfipsali transkripéni obnové
zpusobené epigenetickymi zménami. Konkrétné, zvySené vazby BRD4 na chromatinu a zmény

v pfistupnosti chromatinu po inhibici CDK9. Tyto vysledky naznacuji, Ze samotnd CDK9
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inhibice nemusi byt dostate¢na k dlouhodobému potlaceni exprese onkogentl, a ze je vhodné
CDKO inhibitory kombinovat s dal§imi latkami, které inhibuji signaliza¢ni drdhy vyuzivané
nadorovymi bunikami k transkripcni obnove.

Latka KB-0742 v pouzité koncentraci 100 nM nejevila vyrazny efekt na expresi MYC a MCL1,
coz je nejspise zpusobeno tim, Ze tato koncentrace je hluboko pod jeji ICso hodnotou.

Latky EVHO091 a FIH098 spésné snizuji expresi onkogentl, ale jejich Gcinek je viditelné slabsi
nez u latek jako AZD4573 ¢i dinaciclib. Hladina MCLI se vraci na ptivodni Groven jiz po 4
hodinach od promyti, a i u téchto latek 1ze pozorovat mirny navratovy fenomén v ¢asovém bodé
24 hodin. Hladina MYC se drzi pod ptivodni hladinou déle, ale po 24 hodinach od promyti je se

rovnéz vraci zpét.
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Obrazek 16 — Vysledné grafy zavislosti relativni exprese genii MCLI a MYC na ¢ase pro latky: AZD4573, A-1592668,
dinaciclib a flavopiridol. Nalevo jsou grafy z prvniho experimentu, napravo z druhého experimentu. Chybové tsecky
zobrazuji standardni odchylky, které ukazuji variabilitu mezi tfemi technickymi replikaty Cas -4 znaéi zatatek
experimentu, tedy chvili, kdy byly latky pfidiany k bunééné suspenzi. Cas 0 znadi chvili, kdy doslo k promyti. Promyti

znamena vyména média po ¢tyFhodinové inkubaci s testovanou latkou.

61



KB0T42

20, = MCL-1
] = mvc

ar o

mq1.5]

i ]

= ]

£ -

= ]

E J

A .

o J

0.0 . .

4 0 4 8 12 16
Doba pe promyti (h)

VIiP152
3. & MCL-1
(=)
w
2
o
=i
(=)
=
=
kc
=
[Z=R.
0- T T T T T T 1
-4 1] 4 & 12 16 20 24
Doba po promyt (h)
EVHO91
1, -# MOL-1
. - MY -
&
el
=
[
E
]
H
=
E -
ﬂ T

4 © 4 B 12 16 20 24

Doba po promyti (h)

FIHD98

Relativni expresea

16 20 24

12
Doba pe promyti (h)

4 0 4 8

Relativni axprese

Relatival axpresa

Relativni exprese

Relativrl axpress

KBO0T42

- ML=
-- MY

L T
0.5 —I
D.D- T T T T T T
-4 i} 4 B 12 16 20
Doba pe promyti (h)
VIP152
3 - MCL-1
1 = wavc
u T T T T T 1 1
-4 [} 4 g 12 16 20 24
Deoba po promyti (h)
EVHD91
1. -e MOL-1
] = wvo
'U T T T T T T 1
-4 o 4 g 12 16 20 24

Doba pe promyti (k)

FIHO98

12 16 20 24

0 4 8
Doba pe promyti (h)

Obrazek 17 - Vysledné grafy zavislosti relativni exprese genti MCLI a MYC na ¢ase pro latky: KB-0742, VIP152,

EVHO091 a FIH098. Nalevo jsou grafy z prvniho experimentu, napravo z druhého experimentu. Chybové usecky

zobrazuji standardni odchylky, které ukazuji variabilitu mezi t¥emi technickymi replikaty. Cas -4 zna&i zatatek

experimentu, tedy chvili, kdy byly latky pfidany k buné&éné suspenzi. Cas 0 zna&i chvili, kdy dolo k promyti. Promyti

znamena vyména média po ¢tyFhodinové inkubaci s testovanou latkou.
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5.7. Stanoveni mikrozomalni stability

Jako mikrozomy se oznacuje bunécna frakce vznikla pti centrifugaci bunééného/tkanového
homogenatu pii 100 000 x g. Obsahuje zejm. membrany endoplazmatického retikula. Na
endoplazmatickém retikulu jsou navazany enzymy ucastnici se metabolismu a detoxikace
mnoha latek vcetné 1éCiv, predev§im cytochromy P450. Inkubaci jaternich mikrozomu
s potencialnim léCivem lze ziskat dulezité informace o farmakokinetickych vlastnostech latky,
jako je biologickd dostupnost a polocas eliminace, coz ma zvlastni vyznam piedevSim pii
peroralnim podani (efekt prvniho prichodu). Do reakéni smési je nezbytné dodat kofaktory
(NADPH a Mg?") potiebné ke spravnému fungovani cytochromu P450. Jako referen¢ni latka
byl vyuzit, verapamil, ktery je mikrozomalnimi enzymy degradovan. PolocCas eliminace byl
stanoven na #;2 = 35 min a hodnota vnitini clearance na 39 pl - min"! - mg™!. Tato hodnota je
v souladu s publikovanou hodnotou v odborné literatuie (46 pl - min™! - mg') a mikrozomalni
preparat tak 1ze povazovat za funkéni (McGinnity a kol. 2004).

Ziskana data byla zpracovana do grafii na obrazku 18. Z grafii je zfejmé, ze vétSina testovanych
latek je stabilni s polo€asem rozpadu ;> > 45 min. Vyjimkou jsou latky AZD4573 a dinaciclib.
Koncentrace latky AZD4573 klesla za 45 minut na pfiblizné 40 % své ptivodni hodnoty. Jeho
poloc¢as eliminace byl stanoven na ;> = 35 min a hodnota vnitini clearance na 40 pl - min! -

'~ mg™) uvedenou v literatute

mg!. Tato hodnota je srovnatelna s hodnotou (50 pl - min-
(Barlaam a kol. 2020). Latka dinaciclib byla metabolizovdna jesté rychleji s polocasem
eliminace #;2 = 16 min a hodnotou vnitini clearance 88 pl - min™' - mg™!. Latky EVH091 a
FIH098 vykazuji v lidskych mikrozomech vysokou stabilitu a v disledku toho dlouhotrvajici
ucinek. Prili§ vysoka stabilita v§ak zaroven miize predstavovat potencialni riziko akumulace
v organismu a toxického uc¢inku nejen na nadorovou, ale i normalni tkan. Mezi referen¢nimi
latkami s dobrym protinddorovym u¢inkem jsou jak latky stabilni, tak méné stabilni. Za
soucasného stavu poznani je tedy obtizné vyvozovat, jaky je optimdlni polocas
rozpadu/eliminace.

Pfi hodnoceni metabolické stability je rovnéz diilezité brat v tvahu, Ze vysledky ziskané v in
vitro podminkach nemusi vZdy piesné odrazZet situaci v lidském téle kvili n€kolika faktortim.
Mikrozomy, ¢asto pouzivané pro studium metabolismu, obsahuji pfedev§im enzymy faze I,
jako je cytochrom P450, coz znamena, ze reflektuji hlavné metabolismus prostiednictvim
téchto enzymill. Komplexnéj$i obraz metabolické stability latky poskytuji intaktni hepatocyty,
které zahrnuji enzymy jak faze I, tak faze II, a tudiz 1épe odrazeji skutecny metabolismus
v jatrech. Ditlezité je také zohlednit extrahepatalni biotransformaci, jelikoz metabolismus
probiha 1 v jinych tkénich nez v jatrech, coz mize ovlivnit celkovy metabolismus latky. Existuji

také mezidruhové rozdily v metabolismu, které je nutno zohlednit pfi extrapolaci dat z model
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na lidskou fyziologii. Nez se slou¢enina aplikuje na zvifecich modelech, naptiklad na mysich,
je nezbytné provést testy stability v mikrozomech odpovidajiciho druhu, aby se zajistilo, ze

vysledky budou relevantni 1 pro tento model (Gajula a kol. 2023), (Krishna a kol. 2021).

5.8. Stanoveni plazmatické stability

Stanoveni plazmatické stability je dulezitou soucasti hodnoceni novych potencidlnich 1é¢iv. U
latek s nizkou plazmatickou stabilitou Ize o¢ekavat nedostatecny ucinek v cilové tkani z davodu
jejich rychlé eliminace ze systémové cirkulace.

Pro hodnoceni stability latek v plazmé jsme pouzili jednoduchy experimentélni design, kdy byl
v prubéhu inkubace latek s plazmou zaznamenavan relativni pokles koncentrace latek. Jako
referencni latka byl vyuzit v plazmé nestabilni propanthelin, jehoz koncentrace klesla na 0,5 %
puvodni koncentrace.

Ziskana data byla zpracovana do grafii na obrazku 19. Z grafti je zfejmé, Ze si vS§echny testované
latky, s vyjimkou latky A-1592668, jejiz koncentrace klesla na 80 % své plivodni hodnoty,
udrzuji vysokou koncentraci po celou dobu inkubace a Ize je tedy povaZovat za stabilni
s polocasem rozpadu #;2 > 120 min. Pro latky EVH091 a FIH098 to je pozitivni indikator pro

jejich potencidlni vyuziti v dalSich farmakologickych studiich.
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Obrazek 18 — Relativni pokles koncentrace testovanych latek v lidskych mikrozomech
v ¢ase. Chybové tisecky zobrazuji standardni odchylky, které ukazuji variabilitu mezi tiemi

technickymi replikaty.
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Obrazek 19 — Relativni pokles koncentrace testovanych latek v lidské plazmé v ¢ase.
Chybové tsecky zobrazuji standardni odchylky, které ukazuji variabilitu mezi tf'emi

technickymi replikaty.
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5.9. Stanoveni vazebnosti na plazmatické proteiny

Stanoveni vazby 1éCiv na plazmatické proteiny je zadsadni soucésti farmakokinetickych studii,
protoze ovliviiuje distribuci, u¢innost a eliminaci 1éCiv v téle. Latky, které se vazi na
plazmatické proteiny, mohou mit prodlouzeny polo€as eliminace a snizenou biologickou
dostupnost, zatimco latky s nizkou vazbou jsou rychleji eliminovany a mohou mit kratsi trvani
ucinku. Obecné plati, ze latky, které jsou minimalné vazany na proteiny, pronikaji 1épe do
cilovych tkani a jsou mnohem rychleji vyluCovany nez latky, které se na proteiny vazou
(Scheife 1989). Idedlni hodnota vazby je takova, kterd umoziuje 1é¢ivu dosdhnout U¢inné
koncentrace v cilovych tkanich bez ptilisSného hromadéni nebo pfili§ rychlého odstranéni z téla.
Vazba na plazmatické proteiny neni parametr, ktery by vyzadoval optimalizaci prostiednictvim
upravy molekularni struktury. Nizka nebo vysokd vazebnost na plazmatické proteiny sama o
sob¢ nezarucuje uspesnost latky v dal§im testovani. To doklada skutecnost, ze cca 30 % léciv
schvalenych americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) ma vazebnost na
plazmatické proteiny vyssi nez 95 % (Liu a kol. 2014).

Jako referen¢ni latky byly vyuZity atenolol a verapamil. Atenolol je vazdn na plazmatické
proteiny z méné nez 5 % a verapamil v rozsahu 90 + 2 % (Zhang a kol. 2012). Nami stanovené
hodnoty jsou pro atenolol 7 % a pro verapamil 88 %. Mirny rozdil u atenololu mize byt
zpisoben riiznymi metodami méteni nebo specifickymi podminkami experimentu.

Vysledné hodnoty vazanych frakci experimentalnich latek zachycuje tabulka 16.

Tabulka 16 - Zastoupeni testovanych latek ve vazané frakci a smérodatna odchylka t¥i technickych replikati.

Latka Vazana frakce (%)
AZDA4573 9 1
A-1592668 94+0
Dinaciclib 92+1
Flavopiridol 97+0
KB-0742 62 %2
VIP152 930
EVHO091 70 +1
FIH098 96 +0
Atenolol (ref.) 7+0
Verapamil (ref.) 880
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U vétsiny zkoumanych latek, véetné latky FIH098, byla pozorovana vysoka vazebnost na
plazmatické proteiny (>90 %), z ¢ehoz lze usuzovat na prodlouzeny polocas eliminace a
potencialné delsi trvani ucinku. U latek s nizsi vazebnosti na plazmatické proteiny (KB-0742 a
EVHO091) Ize naopak piedpokladat vétsi biologickou dostupnost a mohou tak byt vhodné;si pro

indikace, kde je pozadovana rychlejsi dostupnost 1é¢iva k cilovym tkanim.

5.10. Caco-2 test permeability

Caco-2 permeacni test je klicovym in vitro nastrojem ve farmaceutickém vyzkumu, ktery
hodnoti absorp¢ni potencial novych 1é¢iv. V nasem vyzkumu jsme tento test provedli predevsim
proto, ze latky EVHO091 a FIH098 byly navrzeny tak, aby byly oraln€ dostupné. Stanoveni jejich
permeability je klicové pro piredpovéd’ jejich G€innosti po perordlnim podani a pro optimalizaci
jejich chemickeé struktury.

Celistvost bunéné monovrstvy byla ovéfena pomoci méfeni fluorescence lucifer yellow.
Monovrstva je povazovana za neporusenou v piipade, ze hodnota fluorescence v akceptorovém
roztoku je mensi nez 2 % (hodnota validovana v laboratofi, kde experiment probihal) hodnoty
fluorescence roztoku o stejné koncentraci, ktera byla aplikovana do donorové ¢asti desticky.
Vsechny testované jamky splnily tento pozadavek, jelikoZ nejvy$§i naméfend hodnota
fluorescence v akceptorovém roztoku ¢inila 0,5 %.

Vysledné hodnoty permeaénich koeficientii Papp [cm - s-1], vytéZznosti R [%] a efluxniho poméru
pro testované CDK9 inhibitory zobrazuje tabulka 17. Hodnoty Papp (a-) znaci transport
z apikalni strany do bazolateralni strany, tedy simulace transportu z lumen stfeva pies epitelové
bunky smérem do krevniho ob&hu. Vysoké hodnoty permeability v tomto sméru naznacuji, Ze
latka je dobfe absorbovana stfevnim epitelem a mé potencidl dostat se do krevniho obé¢hu.
Naopak Papp 8-A) Znaci transport opacnym smérem, tedy z bazolateralni do apikalni strany, coz
simuluje transport z krevniho obéhu zpét do lumen stfeva. Vysoké hodnoty permeability v
tomto sméru mohou indikovat aktivni transport zpét do stfeva, coz mulzZe byt zplsobeno
ucinkem efluxnich transportert, jako je P-glykoprotein, které pumpuji latky z bunék zpét do
stteva. Efluxni pomér je mira, kterd vyjadiuje pomér mezi permeabilitou latky ve sméru
bazolateralni-apikélni (B-A) a apikdlni-bazolateralni (A-B) pfes epitelidlni bunécnou vrstvu.
U vétSiny zkoumanych latek, vcetné latky FIH098, l1ze pozorovat relativné vysokou A-B
permeabilitu, coz tyto latky c¢ini vhodné pro perordlni poddni s ocekavanou vysokou
biologickou dostupnosti a rychlym ndstupem ucinku. Latky s nizkou permeabilitou (A-
1592668 a EVHO091) mohou vyZzadovat optimalizaci davkovani, pouZiti transportnich

enhancerti nebo alternativni zplisoby podéani pro zajiSténi dostatecné terapeutické koncentrace.
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U latky FIH098 hodnota vytéznosti dosahuje pouze na 35 %, coz mize naznacovat ¢astecnou
degradaci nebo ztratu (napf. adsorpci) latky béhem experimentu. U vSech latek je hodnota
permeability ve sméru B-A vys$i nez ve sméru A-B. Latky s vysokym efluxnim pomérem
(dinaciclib a EVH091) jsou pravdépodobné substraty pro efluxni transportéry, jako je P-
glykoprotein. To mize vést k niz§im intracelularnim koncentracim a potencidlné snizené
ucinnosti pifi peroralnim podéni. Slouceniny se stfednimi efluxnimi poméry (AZD4573, A-
1592668, KB-0742 a FIH098) mohou vykazovat urcity eflux, ale ne v takové mite, kterd by
vyrazné¢ omezovala jejich biologickou dostupnost. Slouceniny s nizkymi efluxnimi pomeéry
(flavopiridol a VIP152) jsou méné pravdépodobné ovlivnény efluxnimi transportéry, coz

naznacuje lepsi potencial pro udrzeni terapeutickych hladin v bunkach.

Tabulka 17 — Hodnoty efektivnich permeacnich koeficienti, vytéZnosti a efluxnich poméri testovanych latek. Hodnoty

Papp prredstavuji prumér ze ti'i technickych replikatii se standardnimi odchylkami.

Litka Papp (a-B) - 10 | VytéZnost | Papp B-a) - 10°¢ | VytéZnost | Efluxni

[cm - s-1] (%) [cm - s-1] (%) pomér
AZDA4573 7,05+£0,2 74 26,51 +£2,0 60 3,8
A-1592668 1,45+0,2 73 9,11 +0,9 90 6,3
Dinaciclib 3,82+0,2 106 37,65+ 4.4 70 9,9
Flavopiridol | 24,10 £ 1,1 116 33,27+£2,3 84 1,4
KB-0742 9,62 +£0,3 113 27,47 £0,8 95 2.9
VIP152 13,30+ 0,4 76 2440+1,9 71 1,8
EVHO091 2,52+0,2 102 37,55+£5,2 68 14,9
FIHO098 498 +04 35 18,05+2,3 85 3,6
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6. Zavér

Cile této diplomové prace byly uspésné splnény. V ramci teoretické ¢asti byl Ctenai seznamen
s rozmanitymi biologickymi funkcemi cyklin-dependentnich kindz, byla mu blize ptiblizena
funkce cyklin-dependentni kindzy 9 v ramci transkripce a byl zasvécen do soucasného vyvoje
a moznosti CDKO9 inhibice. V ramci experimentalni ¢asti byl sestaven komplexni metodicky
panel, na jehoz zaklad¢ 1ze hodnotit nové inhibitory CDKO9, a tento panel byl nasledné aplikovan
na testovani dvou origindlnich sloucenin, EVH091 a FIH098. Prace se zamé¢fila na jejich
biochemickou aktivitu, cytotoxicitu, ADME parametry a mechanismus ucinku a jejich zasazeni
do kontextu Sesti referencnich CDK9 inhibitori v pokrocilych fazich vyvoje (tzv. ,,drug
candidates®), ke kterym existuji vice ¢i méné podrobnd literdrni data, ale nikdy nebyly
systematicky porovnany vedle sebe za stejnych podminek. Vysledné hodnoty ze vSech
provedenych experimentil pro latky EVH091 a FIH098 jsou sumarizovany v tabulce 18.

V ramci enzymatické inhibice byly stanoveny hodnoty ICso pro ob¢ latky. EVH091 vykazovala
ICso hodnotu 1,1 nM, zatimco FIH098 m¢la ICso hodnotu 1,6 nM (pti 10 uM ATP). Tyto
hodnoty ukazuji na relativné dobrou inhibi¢ni schopnost obou slou¢enin vici CDKO9, i kdyz
nejsou tak silné jako nékteré z komercnich latek, napiiklad A-1592668 nebo AZD4573. Pti
koncentraci ATP, ktera vice odpovida redlnym podminkdm in vivo (1 mM), se u obou latek
hodnota ICso zvysila, a to na 4,4 nM u EVHO091 a 5,5 nM u FIH098. To znaci, ze latky jsou
ATP-kompetitivnimi inhibitory, nicméné stale dostate¢né aktivni i za podminek, které lze
oc¢ekavat uvnitf bunék.

Cytotoxicita obou latek byla testovana na lidskych perifernich mononuklearnich bunkach
(PBMC) a na leukemické bunécné linit MV-4-11. Latka EVH091 byla vaci buikam PBMC
netoxicka (ICso> 10000 nM), zatimco latka FIH098 byla na téchto buiikdch s 1Csp hodnotami
650 (24 h toxicita) a 300 nM (72 h toxicita) ze vSech testovanych latek nejtoxictéjsi. Na buiikach
MV-4-11 dosahovala ICso hodnota pro latku EVH091 250 nM (24 h toxicita) a 100 nM (72 h
toxicita) a pro latku FIH098 70 nM (24 h toxicita) a 20 nM (72 h toxicita). Z vysledka vyplyva,
ze latka FIH098 inhibuje rtist malignich bunék MV-4-11 (srovnatelné dobte jako latky, které
jiz jsou v klinickych testech), coZ naznacuje jeji potencial jako terapeutika. Nicméné je tfeba
postupovat opatrné, protoze data zaroven ukazuji, ze tato latka vykazuje relativné vysokou
toxicitu vaci butkkdm PBMC. To znamenad, Ze 1 kdyz je latka ucinna proti cilovym nadorovym
buitkdm, muize také negativné ovliviiovat zdravé imunitni buiiky, coZ by mohlo omezit jeji
bezpecnostni profil v klinickém pouziti. Tento aspekt je nutné pecliveé zvazit pii dalSim vyvoji
a optimalizaci davkovani. Na druhou stranu latka EVH091 je netoxicka vii¢i buikam PBMC,

coz je pozitivni z hlediska jeji bezpe¢nosti. Zaroven ale vykazuje sniZzenou inhibi¢ni aktivitu
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vici MV-4-11 a jeji terapeuticky potencial tak mize byt niz8i ve srovnani s jinymi kandidaty,
a1v tomto piipad¢ bude patrné potieba dalsi optimalizace nebo kombinace s jinymi 1é¢ivy, aby
se dosahlo pozadovaného 1écebného ucinku.

Z hlediska mechanismu ucinku byl hodnocen vliv latek na apoptoézu, fosforylaci RNA pol 11
(Serin 2) bunéény cyklus a expresi onkogenit MCLI a MYC. Ob¢ latky uspésné indukovaly
apoptézu bunck MV-4-11 pti koncentraci 100 nM, coz bylo potvrzeno aktivaci kaspaz 3 a 7.
V tomto testu se ob¢ latky umistily v pomyslném stiedu, byly efektivnéjsi nez latky flavopiridol
a KB-742, ale mén¢ efektivni nez latky dinaciclib a AZD4573. Cytometrickd analyza odhalila,
ze ob¢ latky uspésné inhibuji fosforylaci RNA pol Il na Serinu 2, pficemz tento efekt byl u obou
latek nejvyssi 4 hodiny po vymyti latek z média (u latky EVHO091 1Cso = 1434 nM, u latky
FIH098 ICso = 573 nM). Ve srovnani s nejucinnéjsi latkou, dinaciclibem, se ovS§em hodnoty
ICso tohoto dé&je pohybovali o 1-2 fady vySe. Vysledky z analyzy bunééného cyklu korelovaly
s vysledky kaspazového testu, jelikoZ u obou latek se oproti kontrole zvysil po€et bun¢k v Sub
G1 apoptické fazi. Ob¢ latky také nejspiSe indukovaly zastavu bunééného cyklu v G1 fazi,
jelikoz 24 hodin po inkubaci bylo mozné pozorovat snizené mnozstvi bun¢k v G2/M fazi. Ob¢
latky sice projevily schopnost sniZzovat expresi MCLI a MYC, ale ve srovnani s ostatnimi
latkami byl tento efekt v daleko menSim rozsahu (hodnoty relativni exprese po ¢tythodinové
inkubaci v rozmezi 0,27-0,53 vs. 0,02 a 0,05 u latky AZD4573). Celkové mechanistické studie
naznacuji, ze ob¢ latky G€inn¢ inhibuji CDK9, coz se projevuje snizenim fosforylace RNA pol
IT (Serin 2), snizenim exprese onkogeni MCL I a MYC a indukei apoptozy. Jejich nizsi ucinnost,
ve srovnani s latkami jako dinaciclib nebo AZD4573 ovSem naznacuje potiebu dalsi
optimalizace nebo jejich vyuziti v rdmci kombinovanych lécebnych strategii.

Z ADME parametrii byla stanovena mikrozomdlni a plazmatickd stabilita, vazebnost na
plazmatické proteiny a permeabilita. Obé latky se ukazaly jako stabilni jak v lidskych
mikrozomech (#;2 > 45 min), tak v lidské plazmé (72 > 120 min). Tyto stability naznacuji, Ze
nebudou rychle metabolizovany v jatrech ani degradovéany v krvi. Optimalni polocas pro idedlni
CDKO9 inhibitor ale za soucasného stavu poznani neni jednoznaéné stanoven a predpoklada se,
plazmatické proteiny. Latka EVHO091 se vaZe na plazmatické proteiny ze 70 % a latka FIH098
z 96 %. U latky FIH098 tak Ize ocekavat prodlouzeny polocas eliminace a delsi trvani t¢inku
oproti latce EVH091. Na druhou stranu, nizsi vazebnost EVH091 umozZiuje vétsi podil volné
latky, coz mize zvysit jeji ii€innost a maximalni plazmatické koncentrace pii nizsich davkach.
Jednim z cilu vyvoje téchto 1éCiv byla jejich ordlni dostupnost. Hodnota permeability z apikalni
do bazolateralni strany na buiikach Caco-2 stfevnich bunék ¢inila u latky EVH091 2,52 - 10°¢

cm - s'au latky FIH098 4,98 - 10 cm - s™!. Efluxni pomér byl stanoven pro latku EVH091 na
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15, pro latku FIH098 na 4. Ob¢ latky tedy sice ptechazeji pfes monovrstvu Caco-2 bunck, ktera
simuluje rozhrani sttevniho lumenu a krve, ale hodnoty efluxnich pomérti znaci, Ze jsou tyto
latky s nejveétsi pravdépodobnosti substraty pro efluxni transportéry, jako je P-glykoprotein, a
pii oralni aplikaci tak budou nejspise vykazovat omezenou biologickou dostupnost. Dalsi vyvoj

by se tedy mél zamé&fit na optimalizaci struktury s cilem zlepSeni tohoto parametru.
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Tabulka 18 — Vysledné hodnoty viech testovanych parametrii litek EVH091 a FIH098. Cas Oh zna&i chvili, kdy doslo

k promyti. Promyti znamena vyména média po ¢tyihodinové inkubaci s testovanou latkou.

I EVH091 I FIH098

I EVH091 I FIH098

ICs0 (CDK9/cyklin T1) (nM)

Aktivace kaspaz 3/7 proti kontrole (%)

10 uM ATP 1,05 1,60 Oh 456 543
1 mM ATP 4,41 8,79 4h 346 484
1 mM ATP/10 uM ATP 4,2 55 24h 168 317
ICso (toxicita) (nM) Bunéény cyklus (% bunék ve fazi)
PBMC, 24h >10000 650 Sub G1, Oh 21 30
PBMC, 72h >10000 300 G1, Oh 56 52
MV-4-11, 24h 250 70 S, Oh 14 11
MV-4-11, 72h 100 20 G2/M, Oh 9 7
ADME Parametry Sub G1, 4h 22 38
Stabilita — mikrozomy (ti2)  >45 min >45 min Gl, 4h 55 45
Stabilita — plazma (t12) >120 min ~ >120 min S, 4h 12 9
Vazebnost na plazmatické 70 926 G2/M, 4h 12 8
proteiny (%)
Papp (a-B) - 10 (cm-s™) 2,52 4,98 Sub G1, 24h 20 28
Papp 8-a) * 10 (cm-s™) 38 18 Gl1, 24h 56 62
Efluxni pomér 14,9 3,6 S, 24h 19 9
Relativni exprese onkogenu G2/M, 24h 5 1
MCLI. Oh 0.53 0.41 ICso Inhibice fosforylace Serinu 2 RNA pol
I (nM)
MCLI, 4h 1,02 1,31 Oh 2564 1722
MCLI, 24h 1,14 1,00 4h 1434 573
MYC, Oh 0,34 0,27 24h 2652 473
MYC, 4h 0,65 0,77
MYC, 24h 1,64 1,69
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