Abstrakt

miRNA jsou malé regulujici RNA, které funguji jako posttranskipcni regulatory mRNA. miRNA
naviguji ribonukleoproteinové komplexy na mRNA a umlcuji je inhibici translace a degradaci.
V savcich miRNA reguluji tisice riznych mRINA a byly rozeznany jako regulujici faktory ve vétsiné
bunéénych a vyvojovych procesech. Poruchy v regulaci miRNA drahy mouhou vézt k zavaznym
defektim a nemocem. V mysich oocytech existuje unikatni situace, kdy vSechny komponenty
miRNA drahy jsou pfitomny, ale pfesto je ona draha zbytna a nefunkéni. Molekularni podstata
tohoto fenoménu a jeho vyznamu zustava stale nejasna.

I pfes rozsahly ucinek miRNA drahy na genovou regulaci v somatickych bunkach, strategie jak
tuto drahu studovat jsou limitované. Soucasné metody pro studium miRNA driahy pouzivaji
korelativni studie (jako napfiklad sekvenovani nevé generace) nebo vyuzivaji reporterovych
systému, které studuji pouze relativné malé mnozstvi molekul v daném case a jsou nachylné
k artefaktam. V této praci prezentuji navrh a vyvoj nové strategie pro ptimé monitorovani aktivity
a integrity miRNA drahy v zivych bunkach za podminek blizkych fyziologickym podminkam. Tato
strategie by mohla byt pouzita 7z vivo pro studie mysich oocytt. Tato strategie je zalozena na
endogen¢ fluorescencéné znacenych proteinech ribonukleového komplexu AGO2 a TNRCO6C,
které utvafi biosenzor. Ten ukazuje formovani a dynamiku efektorového komplexu miRNA drahy.
V této praci jsem navrhl knock-in strategii kédujicich sekvenci fluorescencnich proteint zalozenou
na CRISP/Cas9 technologii a vyfesil mnohé problémy spojené s vyvojem biosenzoru. Dokazal

jsem vytvofit 4go2 knock-in bunécné linie a pfipravil a optimalizoval strategii pro knock-in Tnr6e.



