ABSTRAKT

MikroRNA jsou nekodujici RNA navozujici sekvenéné specifickou inhibici genové
exprese na posttranskripéni tirovni. MikroRNA piedstavuji hlavni skupinu malych endogennich
RNA v sav¢ich bunikach. V soucasnosti je znamo vice nez 2500 lidskych mikroRNA, které
potencionalné reguluji vice nez 60% lidskych genti kddujicich proteiny. MikroRNA se tcastni
vétSiny buné¢nych procest a zmény v jejich expresi byly popsany u riznych patologii, véetné

rakoviny.

V soucasnosti neexistuje zadna mald chemicka slouc¢enina schopna efektivniho ovlivnéni
aktivity drahy mikroRNA. Nicmén¢, malé chemické slouceniny predstavuji skvélé nastroje pro
vyzkum procest, ve kterych drahy sekvencné specifického uml¢ovani RNA (RNA silencing)
hraji roli. Navic by mohly byt vyuzitelné i pro biotechnologické aplikace a mohly by mit i
znacny terapeuticky potencidl. Tato préace je soucasti Sirokého projektu, jehoz kone¢nym cilem
je: (i) najit soubor malych molekul umoznujicich stimulaci a inhibici drah sekvencné
specifického umlI¢ovani RNA a (ii) identifikovat ptipady, kdy se tyto drahy vzajemné ovliviuji
s jinych bunéénymi drahami. Tato prace shrnuje vysledky prvnich dvou fazi projektu, vyvoj
vysoce vykonnych metod testovani s vysokou propustnosti a vysoce vykonné testovani
s vysokou propustnosti (high-throughput screening, HTS) dostupnych knihoven malych

sloucenin.

Abychom mohli monitorovat aktivitu drahy mikroRNA, vyvinuli jsme a optimalizovali
jednu biochemickou in vitro metodu zalozenou na méfeni zmény fluorescence po modulaci
aktivity enzymu Dicer a dale n€kolik metod zalozenych na méfeni zmény luminiscence po
modulaci drahy mikroRNA piimo Vv bunikach. Nasi strategii bylo ziskat data umoznujici tidit
vysledky z HTS na zéklad¢ rlznych parametrti tak, abychom mohli zohlednit naptiklad
bunécné-specifické efekty, mikroRNA specifické efekty, poptipadé urcit v jaké fazi jsou drahy
sekvencné specifického umlcovani RNA ovlivnény. S pomoci optimalizovanych metod byl
proveden HTS ~30,000 malych chemickych slouc¢enin. Kombinaci dat ze v§ech HTS jsme
ziskali desitky potencionalné zajimavych sloucenin, které je potfeba dale ovéfit. Vybrané
slouCeniny budou dale analyzovany tadou metod s cilem urcit jejich farmakokinetické
vlastnosti, misto jejich ptsobeni na drahy sekvencné specifického umlcovani RNA a jejich

regulacni potencial v riznych modelovych systémech.



