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Objev jadra a jeho role v dedicnosti

» Robert Brown (1831) poprvé popsal strukturu jadra v orchidejich

» as a “single circular areola, somewhat more opaque than the membrane of the cell...”

» Matthias Schleiden (1838) nazval jadro
cytoblast, dulezité pro tvorbu bunék.

» Theodor Schwann bunky a jejich struktury,
byly stejné dulezité pro urcovani vyvoje a
morfologie u Zivocichu jako u rostlin.

» Rudolf Virchow (1860) protoze jadro muze

byt v Zivé bunce obtizné viditelné, teprve b

r e . ’ avy \
po obarveni jadra alkalickym roztokem {-b ‘) /
karminu se ukazalo, ze je v kazdé Jadro (a) a jaw) 5k cibtlového
zivocisné a rostlinné burnce. - parenchymu. ann, 1847.

Vérilo se, ze jadro a jeho kyseliny, obsahuje podstatu Zivota ~ bioplasm

Walther Flemming (1882) protoze jadro bylo snadno obarveno barvi
jeho obsah dostal nazev chromatin coz znamena ,,barevnd ldtka*.
Fragmenty, na které se chromatin délil, dostaly nazev chromati
prvky a chromozomy, coz znamena ,,barevnd téliska“.



Objev jadra a jeho role v dedicnosti
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Walther Flemming (1880) popsal chromozomy epitelialnich bunék mloka‘
jako vlaknité struktury a jejich déleni dal nazev mitoza.

Jadro proslo slozitym procesem déleni chromozomu a kazda somaticka |
burika méla nejen stejny pocet chromozomd, ale také identické’ kople
chromozoma (Wilson, 1895).

To vedlo k myslence, Ze chromozomy obsahuji sebezvécriujici se inform
(Roux, 1883), které byly nezbytné pro stavbu organismu, dédicnost.

Hugo de Vries (1889) véril, ze chromozomy nesou dédicné faktory, kt
nazval ,,pangeny“. Znovuobjevil Mendelovo dilo (1865).... |

“THE FATHER OF GENETICS”




Friedrich Miescher (1868) zkoumal chemickeé slozeni nukleinu z jader, ktera
obsahuji protamin, pozdéji nazyvany histon, a nukleové kyseliny.

Pozdéjsi organicti chemici (Fischer, 1902) hydrolyzovali nukleové kyseliny na
puriny, adenin (A) a guanin (G), stejné jako novou tridu sloucenin pyrimidiny
obsahujici thymin (5-methyluracil) (T), cytosin (C) a uracil (U).

Zapomnéli na skutecnost, ze materskou molekulou byla makromolekula...

Jednoduché izolac¢ni postupy vedly k tomu, ze nukleové kyseliny rostlin se zdaly
byt sloZeny z ribonukleosidd, zatimco nukleové kyseliny zivocichl byly slozeny z
deoxyribonukleosidu (v 50. letech se pripustilo, Ze rostliny maji DNA!)

Rentgenové difrakéni snimky DNA prokazaly, ze Ctyri
nukleotidy jsou distribuovany nahodné, a proto DNA
funguje jako geneticky material.

L N

Rosalind Franklin (snimky z rentgenoveé krystalografie),
James Watson a Francis Crick popsali v roce 1953
molekularni strukturu DNA jako dvojitou Sroubovici.

Watson pomohl v roce 2003 zahajit projekt Human Genome
Project, rozsahlou iniciativu zabyvajici se sekvenovanim
celého lidského genomu za Ucelem zlepseni lidského stavu.



Presto si mnoho védcu, véetné Williama Astburyho, ktery zavedl
termin molekularni biologie, stale myslelo, Ze protein se podili

na dédicnosti mozna ve formé nukleoproteinu.

V roce 1952 provedli Alfred Hershey a Martha Chase experiment,

ktery potvrdil, ze genetickym materiadlem je DNA.

DNA bakteriofaga T2 oznadili 32P a v druhém
experimentu oznacili jeho protein 3S.

Poté, co mél oznaceny bakteriofag dost ¢asu vstriknout do bakterii svij
geneticky material, oddélili bakterie od faga tim, ze je hodili do mixéru

Zjistili, ze potomstvo T2 bylo znaceno 32P, ale ne 3°S, coz ukazuje, zZe
genetickym materialem byla DNA, nikoli protein.
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Je tfeba mit na paméti, Ze zatimco nékteré
vlastnosti zavisi vyhradné na sekvenci jediného

kromé genetického pozadi, ve kterém je gen

It’s all your fault, exprimovadn, také na prostredi!!!
dad — terrible genes’

bacteriophage T2

DNA

Protein

genu, vétsina vlastnosti zavisi na mnoha faktorech,

Head
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Jadra byla poprvé izolovana z bunék hnisu a spermii na konci 19. stoleti.

V soucasné dobé se jadra izoluji homogenizaci tkané, nasleduje filtrace
a centrifugace homogenatu (1900 g /10 min), aby se jadra peletovala.

Pelet se resuspenduje, navrstvi se na Percollovy gradient a podrobi
se centrifugaci s gradientem hustoty (7800 g /30 min).

Pri poslednim odstredéni se Percoll odstrani.

Cistota a neporusenost se ovéfi barvenim jader Feulgenovym Cinidlem nebo |
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) a testovanim aktivity DNA nebo RNA polymerazy.
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Proteomické a bioinformatické studie charakterizovaly
ktere jsou v jadre a komplexu jadernych pord. y



Jadro je velka organela o pruméru asi 10 um v rostlinnych bunkach.

V meristematickych bunkach je typicky kulovite, v diferencovanych bunka
muze byt zplostélé a elipsoidni - morfologie zavisi na jeho aktivité a druhu!

Arabidopsis root
apical meristem
(RAM)

Tobacco leaf epidermis Arabidopsis leaf epidermis
_ N

nlsGFP

Arabidopsis lateral root
nls = nuklearne lokalizacni signal, u proteind, primordium
které jsou translokovany do jadra

Vnéjsi jaderna membrana je primo napojend na ER,
ER lumen obsahuje proteiny s karboxy-terminalni nlsGFP
sekvenci H/KDEL.



Jaderny obal (the nuclear envelope)

>

Jaderny obal uzavira DNA a
definuje jaderny kompartment.

Sklada ze dvou soustrednych
membran prostoupenych jadernymi
porovymi komplexy (NPC).

Vnéjsi membrana je napojena na ER.

Vnitrni jaderna membrana obsahuje
proteiny, které pusobi jako vazebna
mista pro chromozomy a pro
jadernou laminu.

» Jaderna lamina je proteinova
sitovina, ktera poskytuje strukturalni
podporu obalu a vazebna mista
(kotvu) pro chromozomy a

cytoplazmaticky cytoskelet.
Uvnitr jadra je jaderné matrice

» Je zde zabudovan chromatin, avsak
k matrici se pripojuji pouze
specifické oblasti DNA.

Podili se na regulaci replikace DNA,
transkripce a transportu RNA.

outer
nuclear
nuclear membrane
envelope | inner
nuclear
membrane ER membrane

nuclear
lamina

perinuclear

space
P nuclear

pores




LINC komplex (linker of nucleo- and cyto- skeletons)'?--,'_

» Proteinovy komplex spojeny s
obéma membranami jadra.

» Obsahuje integralni membranové
proteiny KASH a SUN:

» KASH spojuje vnéjsi membranu s
cytoskeletem na cytosolové
strané obalu

» SUN ve vnitfni membrané
interaguje s jadernou laminou a
nukleoskeletem na vnitrni strané

- KASH de
pepti outer nuclear membrane

mechanical
force transmission

7
Cytoskeleton

' KASH domain

SUN proteins
——

Lamin B

Lamin A/C —
Sun trimer

» Funkce komplexu KASH-SUN

» mechanicka komunikace mezi cytoskelg
jadernou matrici /

» ovliviuje pohyb a_tvar"jédra (vl

» a mnoho bunénych aktivit (b



TEM (transmisni elektronova
mikroskopie) mikrografy:
burniky tabaku zobrazujici
jaderny obal a organizaci
komplexu jadernych poru




(Nuclear pore complexes NPCs)

Perforovany jaderny obal u vSech eukaryot, usnadnuje obousmerny
nukleo-cytoplazmaticky transport:

Enzymy a proteiny syntetizovany v cytoplazmé, ale fungujici v jadre (DNA a
RNA polymerazy a histony).

Messenger RNA (mRNA), prenosova RNA (tRNA) a ribozomalni RNA (rRNA)
spojené se syntézou proteind musi opustit jadro a vstoupit do cytoplazmy.

Jaderné pory se v prubéhu casu méni, typicky je jich asi 11 poru na um?
(v rozmezi 5 az 60), mohou byt rozmistény pravidelné nebo nepravidelné.

Primér 100-150 nm, tloustka 50-70 nm.

Uprostred NPC je vodny pér, kterym
mohou pasivné difundovat malé ve vode
rozpustné molekuly a proteiny (GFP).

(B) O ]




Jaderné porove komplexy (Nuclear pore complexes NPCs)

» Kazdy NPC se sklada ze sady cca 30 rdznych proteint nebo nukleoporinu

» 8x rotacni a 2x pricna symetrii, 500-1000 protein( v plné sestaveném stavu.

» Nukleoporiny: rodina glykoproteinu, obsahuji O-vazany N-acetylglukosam
vytvareny na cytoplazmatickych ribozomech a glykosylovany v cytoplazm

» Importiny:
napomahaji
translokaci
prostrednictvim
NPC do jadra.

» Exportiny:
usnadnéni
exportu z jadra.

» Ddkaz jejich
vyznamu u rostlin
vyplyva ze studii
mutantd, napr.
vyvojove vady.

membrane
ring proteins

disordered region of
channel nucleoporins

N : ' nuclear
-~

inner nuclear
membrane

cytosolic
fibrils

outer nuclear
membrane

envelope

50 nm




Proteiny, které jsou translokovany do jadra, maji specialni nuklearni import
signal nebo nuklearni lokalizacni signal (nls, nuclear localisation signal).

V mnoha jadernych proteinech se signaly skladaji z 1 nebo 2 kratkych sekven
které jsou bohaté na kladné nabité aminokyseliny (aa) lysin a arginin.
Nejkratsi sekvenci, ktera fungovala pri jaderném zacileni, méla 8 aa.

nls byl poprvé identifikovan v proteinu T-antigenu kodovaného virem SV40.

Pro zahajeni importu
musi byt vétsina nls cargo cargo
rozpoznana jadernymi | Protein 1 protein 2
importnimi receptory:

importiny \

kddovany rodinou
pribuznych genu.

Rizné importiny se
vazi na rdzné nls

a tim i rizné cargo
proteiny.

receptor

cargo
protein 3

|

nuclear import nuclear localization signals

nuclear import
adaptor protein

M

cargo
protein 4

nuclear
import
receptor

Import proteint do jadra lze regulovat fosforylaci
aa v targetové sekvenci. Fosforylace muze ovlivnit
schopnost nls rozpoznat svij receptor.

Pokud je protein transkripénim faktorem (TF), muaze
to mit primy vliv na genovou expresi.

P
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A tai'ﬁ:()f nucleoplasmin attached to a 20-nm colloidal

gold nanoparticle, is transported into thﬁﬂclﬁs.
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Jaderny export funguje jako import, ale obrag
» Dulezité jaderné exportni signaly na proteinech a jaderné exportni receptory ne\l\)

» Exportiny se vazi jak na exportni signal, tak i na proteiny, a sméruji cargo skrz NPC do cyty
\ N

»  Strukturalné pribuzné s importiny, kodovany stejnou genovou rodinou jadernych transportri’;‘

nuclear export
protein with nuclear nuclear import receptor
localization signal (cargo) .\ receptor

aposoie (R e ®
—) c____
St e
N\

Ran-GTP —{im Ran-GTP
(S

N cargo delivered to cytosol

protein with nuclear

cargo delivered
to nucleus ". .* export signal (cargo)




Ran GTPaza urcuje smér transportu skrz NPC

>

Jaderny import i export proteind prostrednictvim NPC vyzaduje energii ulozenou
v koncentracnim gradientu GTP-vazané formy monomerni GTPazy Ran. |

Ran (GTPaza) je molekularni prepinac¢ (molecular switch), ktery miZe existovat

ve dvou konformacnich stavech: GTP nebo GDP vazany

Dva regulacni proteiny specifické pro Ran spoustéji konverzi mezi dvéma sitavy:
» GTPase activating protein (GAP) spousti hydrolyzu GTP ,‘
» guanine exchange factor (GEF) podporuje vyménu GDP za GTP |

Ran-GDP

Ran-GTP

GTP

CYTOSOL

chromatin

:

» Ran-GAP se
nachazi v cytos
a je importovan
jadra vlastnim
receptorem

» Ran-GEF se
nachazi v jad



Morfologie chromatinu

» Molekuly DNA jsou vysoce kondenzované v chromozomech.

» Chromatin je komplex proteind a nuklearni DNA, v eukaryotickych bunkach.

» Proteiny, které se vazi na DNA za vzniku chromozomd, se déli do dvou trid:
histony a nehistonoveé proteiny (napr. replikace DNA, oprava DNA, genova exprese).

» Histony jsou zodpovédné za zakladni jednotku baleni chromozomu = nukleozom.

short region of
DNA double helix

RN - |

core histones

linker DNA of nucleosome

“beads-on-a-string” :

form of chromatin ‘\‘

chromatin fiber
of packed
nucleosomes

{
:tx
|

nucleosome includes
~200 nucleotide
pairs of DNA

“beads-on-a-string”
form of chromatin

» Morfologie chromatinu se v pribéhu bunééne
cyklu méni. V interfazi je chromatin bud’ |

» vysoce kondenzovany = heterochromatin

chromatin fiber

folded into loops » méné kondenzovany zbytek je euchroms

high-level
expression
of genes
in loop

Histone
acetylation

s o T
" i i ..: 2 '-.-‘I i
1 i
\ centromere

folded
entire g T chromatin /
mitotic 1400 nm fiber
chromosome J_ histone-

modifying enzymes

looped domain

MET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
15 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS FULLY
EXTENDED LENGTH

chromatin
remodeling complexes

RNA polymerase

. e o |\

proteins forming chromosome scaffold
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Kazdy chromozom v eukaryotické bunce se sklada z jediné,
enormné dlouhé linearni molekuly DNA a proteind.

Chromozomy nesou geny (kddujici sekvence = exony; introny).

Kazdy linearni chromozom ma centromeru a dvé telomery.

Béhem interfaze se chromozomy replikuji, pricemz dvé repliky
zUstavaji pohromadé jako par sesterskych chromatid.

Vysoce kondenzované chromozomy v délici se bunce jsou znamé

jako mitotické chromozomy.

INTERPHASE MITOSIS
I 1
telomere E E E
replication — = gf B3
origin =
CELL
DIVISION
centromere —
E i ] E E A A 4
portion of
repltca‘ted mitotic spindle
chromosome

INTERPHASE
1

L-m

| T
T

duplicated
chromosomes

in separate
daughter cells

\

Eukaryoticka DNA je zbalena do chromozomt

chromosome

centromere

chromatid

nondividing cell




Behem mitoézy se jaderny obal rozpada

nuclear pore lamins DNA
complex

inner nuclear membrane
nuclear envelope

nuclear pore
complex
PHOSPHORYLATION proteins

outer nuclear membrane

FUSION OF ENVELOPED
CHROMOSOMES

OF LAMINS AND

NPC PROTEINS I‘:“’SP““W""‘““

mins

INTERPHASE NUCLEUS

nuclear envelope

d:lj‘ght“rm duplicated fragment
cnromosome
LATE chromosome
TELHAsE PROPHASE
DEPHOSPHORYLATION
FUSION OF NUCLEAR
ENVELOPE FRAGMENTS Craa.
Figure 12-18 The breakdown and re-
formation of the nuclear envelope and
lamina during mitosis. Phosphorylation
of the lamins triggers the disassembly
EARLY TELOPHASE of the nuclear lamina, which initiates

the nuclear envelope to break up.




Jadérko je misto pro zpracovani
rRNA molekul a jejich seskupeni
spolu s polypeptidy, které pochazeji
z cytoplazmy, do ribozomd.

Ribozom je velky komplex slozeny
ze dvou tretin RNA a jedné tretiny
proteinu. rRNAs jsou zodpovédne za
celkovou strukturu ribozomu!

Jadérko neni obklopeno membranou.

Jadérko se vytvari na konci mitozy a
v profazi opét mizi.

dying cell?!

Sum. znamém jako organizator jadeérka.

Nuclear
envelope

Nucleolus

Chromatin

loop of chromosomal DNA

rRNA gene
/ s

TRANSCRIPTION l 455 rRNA
AANVTYT= Drecursor

Mnoho kopii ribozomalnich genu (geny
rRNA) sidli v shluku chromozomalni D



Zpracovani 45S rRNA prekurzoru na tfi samostatné E

X 45S precursor rRNA 3’

ppp- [N I I - oH
I 13,000 nucleotides I

I CHEMICAL MODIFICATION

b, shedde

CLEAVAGE

; bt *

& ®
degraded regions of
nucleotide sequence

185 rRNA

it

5.85 rRNA 285 rRNA
L J

B 5S rRNA made
elsewhere

incorporated into small
ribosomal subunit

incorporated into large
ribosomal subunit

4

-~ odehrava

» Eukaryoticka bunika musi syntetizovat asi 10 miliond kopii kazdé molekuly rRNA
aby vytvorila 10 miliond ribozomu, které bude behem sveho Zivota potrebov

Kazdy ge
stejny pri

podjednotky 6OS

Transkript 18S Se sp
30 polypeptldy zav
malé rlbozomalm
podJednotky 405

60S a 40S JSOU tr\

dokoncuje ri



Cytoplasm

Nucleus

DNA
m@w@ -
S

l Transcription

Nuclear

Exon envelope._/

Intron

RNA -

transcript

Processing

i

°
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subunits
Cap 7 ] Poly-A
5" Ribosome — iy — 3

Translation

Protein synthesis on ribosomes
free in cytoplasm

Processing and
glycosylation in
Golgi body;
sequestering and
secretion of proteins

Polypeptide
Transport
vesicle =

Protein synthesis on ribosomes
attached to endoplasmic reticulum;
polypeptide enters lumen of ER

Polypeptides
free in
cytoplasm

Translocon/

Cleaved signal endoplasmic
receptor peptidase o] 4 :
sequence Carbohydrate side chain reticulum

=0
SRP Slgnal/ % % e

eukaryotic

Polyribozom: série ribozomu,

které simultanné prekladaji

stejnou eukaryotickou molekulu

mRNA vysoce exprimovanych gen
: 4 : :

messenger RNA
(mRNA)

stop start
codon codon
poly-A-binding
protein

growing

polypeptide
chain




George Gamow premyslel, jak lze informace kodované v DNA ve
formé sekvence 4 rdznych bazi prelozit do sekvence 20 aa, které
tvori protein. V roce 1954 navrhl trojity kod, nebylo jasné, zda se
kod prekryva nebo ne. Gamow a Ycas (1955) pouzili pocitac v Los
Alamos k provedeni statistické analyzy a dosli k zavéru, ze existuje
trojity kod, ktery se neprekryva.

V 50. letech se predpokladalo, ze RNA v ribozomech poskytuje
templat pro syntézu proteint. Hypotéza ,jeden gen - jeden
ribozom - jeden protein*.

Crick (1966) popsal degeneraci kodu ve své hypotéze kolisani,
ktera uvedla, ze ,,zatimco standardni pdry bdzi mohou byt pouzity
spise prisné v prvnich dvou pozicich tripletu, miuZe dochdzet ke
kolisani pri parovani treti baze.“

5 3t

cuc AGC GUU ACC AU
1 ey Eem (s s S
—Leu Ser Val Thr —

5 s UCA || GCG | |UUA | CCA hU

— Ser Ala Leu Pro—

CU,  CAG, CGU UAC CAU
5 o ey o rS—— p——
— GIn Arg Tyr His —

Figure 6-49 The three possible
reading frames in protein synthesis.

tRNA

V roce 1968 Nobelova cenu za rozlusténi genetického kédu b '5r
Marshallu Nirenbergovi, Gobindu Khoranovi, Robertu Holleymu, 11 Tl T wobble position
kterl pouzil.i syntetickou rrllRNA,k jeho rozvlu,stgm a urcili, ktera o . N
aminokyselina (aa) byla kodovana 64 moznymi kodony. covion
mRNA
AGA UUA AGC
AGG UUG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UCC ACC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His Ille Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val stop
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Transcription
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(if present): start site
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Regulace transkripce regulacnimi promotorovymi §
sekvencemi, enhancery a trans-regula¢nimi

Distal
regulatory
promoter
sequence

<

("Represso
binding

site

Activator binding

k_site

Enhancer
(upstream)

Specific transcription

RNA polymerase and
general transcription factors

L3 Y
Regulatory Core pr omoter Gene X
promoter (with cis-acting
Trans_acﬁng or prQXima[ control
factors element sequences)

T
-

Enhancer
(downstream)




Fluorescencni proteiny (napr. GFP, RFP), GUS (B-glucuronidase, uidA)

(A) STARTING DNA MOLECULES EXPRESSION PATTERN
OF GENE X
coding sequence
for protein X A B C D E F
normal T 1
- mmeeessssssss — [l | R
1 2 3 —
Cfs—reglulatory e start site for RNA pattern of normal gene X
DNA sequences synthesis expression
that determine the ) _
expression of gene X coding sequence for cells ;
reporter protein Y A B C D E F - ‘579
recombinant ' ' v
1 2 3 — D e, (s
pattern of reporter gene Y A o N
expression € ‘ Lo 0 Jher ‘e
e
105d K (] o Y Sl | 730

Transcripcni vs translacni fuze s FP
Promotor + FP Promotor + GENE + FP
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Homologni rekombinace jako nastroj pro studium

» Homologni rekombinace, integrace T-DNA molekuly do homologni sekven
genomové DNA, ma mnoho moznych aplikaci pro manipulaci gent

» Nevyskytuje se u krytosemennych rostlin.... (ndhodna interace T-DNA do genomu!"

» Popsana u mechu Physcomitrella patens (geneticky model), kvasinek, ‘@hub, ba

Knock-out gene mutant

Aku70 ~ lacks gene (Ku70) involved in the n
homologous DNA end-joining pathway NHEJ

» Vrostlinach se mohou exprimovat hybridni nukleazy, které generuji mistn
specifické stépeni obou retezcl genomové DNA (site-directed mutagen

» Vymeéna cilové sekvence DNA ~ knock-in mutant

» Naruseni ¢teciho ramce (open reading frame, ORF) ~ knock-out mu

» Pouzivaji se specifické enzymy, napr. ZNF (zinc-finger nuclea
TALEN (transcriptional activator-like effector nuclease) -



Bakterialni systém CRISPR/Cas9 byl prizpusoben
k editaci genomu raznych druht ~ genetické nuzKy

» Schopnost Cas9 (nukleaza) zacilit specifické misto genomove DNA

» 2020 Nobelova cena za chemii udélena E. Charpentier a J. Doudna

CRISPR/Cas9

guide RNA
sgRNA
Cas9 \

AM site

I ww  PAM site

Double-stranded
DNA break

X

TITTITITTITITITITI T
IIIIIIIIIIIIIIXM
Bodova nHEs HOR HR
mu ta ce Donor external DNA

s

» Priklad pouziti CRISPR/Cas9

;

» naruseni ORF a vyfyoFeni
KO ,,knock-out“ mutan

Expected guideRNA
sequence CCC AAGAC

[TTTATATCACCCAT GWIGCAGGT TGTTAACACAAGACGT.
] 60 A 70 80 ol

https:/ /www.youtube.com/watch?v=4YKFw2KZA50&ab_chan

CRISPR:
Clustered Regularly |
Short Palindromic
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RNA interference (RNAi) se pouziva k umléovani'genu

RNA pol II

,knock-down‘‘ mutanti

— > » short interfering
Transcription l (SiRNA) RNAS =

Pri-miRNA N exogenous ds RNA

s 1. Primary miRNA (pri-miRNA) is l
Pre-miRNA transcribed, folds into a hairpin Mature siRNA
structure (pre-miRNA), and is processed.

DCL1, HYL1 l

Nucleus 2. Processed double-stranded (ds) RNA is
bound to the RNA-induced silencing
complex (RISC), containing the catalytic
ARGONAUTE (AGO) protein.

Nuclear

membrane

// single-stranded RNA

N - N i

HASTY (EXPORTINS)~~ 3, One strand of the dsRNA is removed > endogenn] , Z
and the complex is exported into the . s g .
cytoplasm, where it either degrades the nekOd UJ 1C1 OblaS_tl R

target mRNA or halts its translation.

» blokuje translaci

» destabilizuje

= ‘L » artifical mi
(amiRNA)

The RNAi pathway in plants




Regulovana genova exprese genu v urcitém vyvojovém stadiu a po urcit
dobu, pomoci chemickych induktort, napr. pOp6/LhGR systém

AC IV TO DNA- transcription lac TATA REPCGRTER

binding d. activation d. operators box

\ GR LacI<His17> Gald | ‘

HSP90 l
complex
W . NDUCER

>
(dexamethasone)
Tkdriové X _
specifické

promotory
aktivatoru!



