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Molekulární a buněčná biologie se nyní nachází v kulminačním bodě svého rozvoje. Po více či méně popisné etapě morfologie buněčných komponentů jsme prošli etapou molekulární, která se spoléhala zejména na znalost nukleotidových sekvencí genů a popis jednotlivých molekul či biochemických interakcí. Nyní jsme se dostali do nesmírně zajímavé etapy biologie, kdy nám technický pokrok umožňuje sledovat molekulární, strukturální a funkční aspekty zároveň a nezřídka již na živých buňkách.

Buněčné jádro je vysoce organizovaná struktura. Přibližně 6x109 bp DNA lidského haploidního genomu je uspořádáno takovým způsobem, že se umístí do jádra o průměru asi 10 µm. Aby toho bylo dosaženo, DNA se musí ve formě nukleoproteinového komplexu mnohonásobně svinout a vytvořit struktury vyššího řádu. Jádro rovněž obsahuje výbavu nezbytnou pro transkripci genů a pro další zpracování přepsaných RNA, dále výbavu pro přesnou replikaci genomu výlučně jedenkrát v každém buněčném cyklu a výbavu pro rekombinaci a reparaci. Složité struktury navíc řídí obousměrný transport přes jadernou membránu a tím nepřímo i komunikaci s dalšími buňkami ve tkáni, tumoru a organismu. Složitost tohoto systému je očividná, avšak mechanismy, které vytvářejí prostorovou strukturu buněčného jádra, zůstávají dosud nejasné. Současná fakta navíc svědčí stále více ve prospěch tvrzení, že genová organizace vyššího řádu je důležitou, ne-li klíčovou determinantou funkční aktivity.
Dnes již víme, že buněčné jádro je kompartmentalizováno do funkčních zón, avšak procesy, které vedou k prostorovému uspořádání interfázových chromozómů a jaderných kompartmentů v buněčném jádře jsou nedostatečně definovány. V literatuře nacházíme na jedné straně obrovské množství informací o charakteru molekulárních interakcí v jádře, na straně druhé pak řadu prací, které detailně popisují jadernou ultrastrukturu. Obě tyto kategorie však jen málokdy používají srovnatelné experimentální podmínky. Biochemické práce navíc často používají metody, které jsou neslučitelné se zachováním struktury (např. extrakce v roztocích s nízkou nebo vysokou iontovou silou). Existuje pouze několik šetrných postupů, které umožňují znázornit funkční aktivity buněčného jádra - ty však ponejvíce využívají světelné mikroskopie a neumožňují tak detailní studium. Znalost principiální organizace buněčného jádra by přitom znamenala významný pokrok ve studiu organizace genomu a regulace genové exprese. Vyvinuli jsme proto kombinovanou ultrastrukturální metodu, která umožňuje pomocí molekulárních sond studovat dynamiku jaderných aktivit ve vztahu k jadernému skeletu a přitom minimalizuje vznik artefaktů. Přednáška shrnuje získané poznatky o souvislostech mezi kompartmentalizací buněčného jádra, nukleoskeletem a syntetickými aktivitami buněčného jádra - transkripcí a replikací DNA, publikované formou původních článků v letech 1993-2006. Hlavní výsledky spadají do tří oblastí, uvedených níže.
Za prvé, práce zjistily přítomnost jaderného skeletu, neboli nukleoskeletu. Na rozdíl od skeletálních struktur, vizualizovaných v jiných laboratořích, nukleoskelety připravené v námi definovaných podmínkách si zachovávají nejen morfologické rysy intaktního jádra, zejména ale i replikační a transkripční aktivity. Jelikož byly používány jen postupy, které minimalizují možnost vzniku artefaktů, již dnes můžeme tvrdit, že nukleoskelet je trvalou fyziologickou součástí buněčného jádra a tento názor je podporován výsledky řady dalších laboratoří (Hozák et al., 1995, J. Cell Sci., 108, 635-644; Philimonenko et al., 2001, Exp. Cell. Res., 264, 201-210). Naše první výsledky byly publikovány dlouho předtím, než existence této struktury byla obecně akceptována. Později bylo zjištěno, že laminové struktury vnitřku jádra se mohou podílet na vzniku závažných onemocnění – laminopatií a nyní jsou tyto souvislosti široce zkoumány. Čeká zde však ještě velké množství otázek. V oblasti popisu mikroarchitektury a dynamiky nukleoskeletu je to například zjištění, jaké proteiny vytváří centrální filamenta, jaké známé jaderné struktury vlastně patří k nukleoskeletu, zda se na tvorbě nukleoskeletu podílí aktin, či je morfologie nukleoskeletu různá u buněk různých typů, jaké jsou změny nukleoskeletu během buněčného cyklu. V oblasti studia funkcí nukleoskeletu je to kupříkladu otázka o úloze nukleoskeletu ve formování jaderné kompartmentalizace a možná i regulace genové exprese prostřednictvím přesunu genu do transkripčně stimulačního strukturního kontextu v rámci chromosomálních domén.
Za druhé se jedná o zjištění, že polymerázy pracují ve velkých makromolekulárních komplexech, jež jsou napojeny na jaderné skeletální struktury. Předkládané práce poskytly důkazy, že jaderné syntetické procesy se odehrávají ve specializovaných strukturách, vázaných na nukleoskelet, v případě replikace DNA a transkripce ribosomálních genů. Závěry významně podpořily hypotézu o fixovaných polymerázách, propagovanou zejména Prof. Cookem a spolupracovníky a opět se zdá, že bylo zpochybněno jedno z dogmat molekulární biologie o polymerázách, "jedoucích" jednotlivě po DNA templátu během transkripce či replikace DNA (Hozák et al., 1993, Cell, 73, 361-374; Hozák et al., 1994, J. Cell Sci., 107, 2191-2202). Dá se očekávat, že výsledky budou mít v delší perspektivě význam zejména pro pochopení organizace genomu in vivo a způsobu regulace genové exprese či replikace DNA.
Za třetí: zjištění, že jádro obsahuje proteiny - molekulární motory, je velmi atraktivní a zasluhuje další podrobné zkoumání. Obsah aktinu v jádře je významný, ale "spoluhráč" aktinu, vytvářející molekulární motor, donedávna nalezen nebyl. Aktin obvykle spolupracuje s myosinem a objevený jaderný myosin I (Pestic‑Dragovich et al., 2000, Science, 290, 337-341) je významným kandidáten právě na takovou molekulu. Nemusí totiž formovat filamenta, aby byl biochemicky aktivní. Molekula myosinu I obsahuje v ocasní části kladně nabitou doménu, která je v cytoplasmě schopná interakce s kyselými fosfolipidy a právě myosin zde pohybuje membránovými elementy podél aktinových vláken.  Jaderný myosin by podobně mohl pohánět určité jaderné procesy, neboť se váže k aktinu prostřednictvím aktin-vážící domény v hlavové oblasti molekuly a dále k záporně nabitým jaderným komponentům prostřednictvím domény v ocasní části. Průkaz kolokalizace jaderného myosinu I s aktinem v jadérku i kolokalizace a koimunoprecipitace jaderného myosinu s RNA polymerázou II v nukleoplasmě tuto hypotézu jednoznačně podporuje. Zásadně novým bylo pak zjištění, že tento protein je spolu s jaderným aktinem potřeba pro transkripci DNA (Philimonenko et al., 2004, Nature Cell Biol., 6, 1165-1172; Hofmann et al., 2004, Nature Cell Biol., 6, 1094-1101). Domníváme se tedy, že jaderný myosin může pracovat jako molekulární motor v transkripci DNA. Transkripce vyžaduje energii a bylo již navrženo, že RNA polymerázy mohou samy o sobě vytvářet pohyb v transkripčních komplexech pomocí mechanismu, analogickému přeměně energie, používané myosinem. Přesný mechanismus energetické konverze polymerázami však není znám. Existuje již zmíněná  alternativní hypotéza o organizaci transkripce, v níž se nukleová kyselina pohybuje přes upevněné a nepohyblivé transkripční komplexy (pro přehled viz Cook, 1999, Science, 284, 1790-1795). Výsledky studia myosinu I jsou v souladu s oběma možnými mechanismy, v každém případě je ale možno navrhnout, že jaderný myosin, možná společně s polymerázami, pohání relativní pohyb mezi transkripčními komplexy a DNA templátem; rovněž není vyloučeno, že se podílí obecně na činnosti více typů či všech jaderných polymeráz. Dá se tedy očekávat, že výzkum v této oblasti přinese nové výsledky, možná zásadní pro naše chápání procesů, odehrávajích se v buněčném jádře.
V přednášce bude nastíněn současný stav poznání buněčného jádra, stručně budou zmíněny metodické novinky, vyvinuté při studiu buněčného jádra, budou popsány hlavní výsledky a představena perspektiva využití poznatků v biomedicíně. 
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