Organella bezblonowe a separacja faz ciecz-ciecz - metody ich badan

STRESZCZENIE

Organella bezblonowe (ang. membraneless organelles, MLOs) stanowia spora grupe kom-
partmentéw wewnatrzkomérkowych formowanych na réznych etapach zycia komoér-
ki. Sa one niezbednymi strukturami umozliwiajacymi komorce pelnienie istotnych funkcji
zyciowych i wlasciwa odpowiedz na stres. MLOs obecne sa zar6wno w cytoplazmie jak i
w innych organellach gléwnie w jadrze komérkowym. Powstaja na drodze spontanicznej
separacji faz ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) w odpowiedzi na zmie-
niajace sie czynniki fizykochemiczne mikrootoczenia. Skladaja sie zaréwno z bialek, ktére
najczesciej posiadaja regiony inherentnie nieuporzadkowane (ang. intrinsically disordered
regions, IDRs) jak i kwaséw nukleinowych - gléwnie RNA. Niniejsza praca przedstawia
informacje o biofizycznych podstawach formowania i funkcjonowania MLOs oraz zjawiska
odpowiedzialnego za ich formowania, tj. LLPS. Zawiera takze przeglad technik stosowanych
w biochemii i biologii molekularnej, ktore za cel maja dostarczenie informacji o samore-
gulacji skladu, struktury poszczegélnych skladnikow i ich lokalizacji oraz funkcjonalnosci
danego MLO.

WSTEP

Komoérka, jako podstawowa jednostka strukturalna i funkcjonalna zywego
organizmu przeprowadza réwnocze$nie niezliczone reakcje chemiczne. Pra-
widlowe jej funkcjonowanie mozliwe jest dzieki wyodrebnieniu specyficznych
kompartmentéw - organelli separujacych procesy biochemiczne. Organella
posiadaja okredlony sktad molekularny, co wynika m.in. ze Sciéle regulowanej
selekgji czasteczek, ktére do danego organellum moga wnikaé oraz z niego wy-
plywaé. W utrzymaniu tozsamosci molekularnej wiekszosci organelli komérko-
wych waznag role odgrywa blona lipidowa stanowiaca fizyczna bariere oraz filtr
selektywnosci [1]. Jednak odkrycia ostatniej dekady pokazaly, iz prawidlowe
funkcjonowanie komoérki, w duzej mierze zalezy od kondensatéw' makromo-
lekularnych, ktére sg integralnymi strukturami, cho¢ nie otacza ich blona ko-
moérkowa [2-6]. W wiekszosci przypadkéw te tzw. organella bezblonowe (ang.
membraneless organelles, MLOs?), granule czy ciatka komérkowe (ang. cellular bo-
dies) tworza sie na pewnych etapach cyklu komérkowego oraz pod wplywem
sygnaléw dochodzacych z otoczenia [7,8]. Nasuwa sie pytanie, jaki jest charakter
fizykochemiczny, mechanizm formowania i funkcjonowania organelli bezblfo-
nowych. Dekade temu w zespole Anthony’ego Hyman’a zauwazono, ze granule
P tworzone w liniach germinalnych Caenorhabditis elegans zachowuja sie¢ w cy-
toplazmie jak krople cieczy [9]. Krétko po tych obserwacjach, ci sami badacze
dokonali podobnych spostrzezeni badajac jaderko [10] - najlepiej poznane i opi-
sane MLO. Te odkrycia zapoczatkowaly eksplozje badari nad wlasciwosciami
fizykochemicznymi innych MLOs. Dzi$ wiemy, ze za ich formowanie odpowia-
daja zaleznosci termodynamiczne znanego dobrze w chemii polimeréw zjawi-
ska separacji faz [2,11]. W zdecydowanej wigekszosci MLOs sa ciecza, rzadziej
zelem lub zolem. W zwiagzku z tym proces ich formowania nazwano separacja
faz ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) [11], przez niektérych
nazywany takze biatkowa separacja faz (ang. protein phase separation, PPS) [2] lub
przejsciem fazowym (ang. phase transition) [12]. W istocie termin separacja faz w
konteksécie MLOs nie jest formalnie poprawne. Separacja faz oznacza przejscie
danej substancji z jednego z trzech stanéw skupienia (staly, ciekly, gazowy) w
inny. W procesie, o ktérym mowa dochodzi raczej do wydzielenia frakgji. Frak-

'Kondensat oznacza skropline albo produkt powstaly w wyniku kondensacji lub zageszczania
substancji (stownik PWN dostepny na: https:/ /sjp.pwn.pl). W artykule, za literaturg angloje-
zyczng, termin zastosowano do okreslenia zageszczonej formy makromolekularnej powstatej
na drodze LLPS niebedacej kompletnym pod wzgledem skladu i funkcjonalnosci organellum
bezblonowym. Zatem, w niniejszym artykule, termin kondensat okresla ciekly kompleks ma-
kromolekularny, ktéry mozna otrzymac in vitro lub kompleks wewnatrzkomérkowy, z ktérego
tworzy sie funkcjonalne MLOs

W niniejszym artykule stosowany bedzie skroét literowy MLO, ktory odnosic sie bedzie do po-
jedynczego organellum bezblonowego oraz skrét MLOs, oznaczajacy, zgodnie z literaturg an-
glojezyczng, wieksza ich grupe. Ta sama zasada bedzie obowigzywac takze dla innych skrétéw.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie zaleznosci zwigzanych z przejéciem fazowym. (A) Diagram fazowy przedstawiajacy zalezne od stezenia istnienie dwoch
ukladéw: jedno- i dwufazowego w danych warunkach fizykochemicznych takich jak temperatura, pH czy stezenie liganda. Czarna krzywa oznacza granice pomiedzy
dwoma ukladami. W danych warukach roztwér podlega separacji faz po osiggnieciu wysyceniowego stezenia sktadnika. W wyzszym jego stezeniu roztwor istnieje w
ukladzie dwufazowym, czyli w takim, w ktérym faza gesta o stezeniu ¢ wspdlistnieje z faza lekka o danym stezeniu c,. Zmiana stezenia skladnika nie zmienia jego stezenia
w poszczegolnych fazach, ale zmienia proporcjonalny udzial poszczegélnych faz w mieszaninie (za przyklad stuza niebieskie strzatki nad wykresem). Po przekroczeniu
stezenia fazy gestej uklad staje sie jednofazowy. (B) W obszarze w ktérym mozliwe jest zajécie separacji faz mozna wydzieli¢ dwa obszary o wyraznych réznicach sta-
bilnosci roztworu. Ponizej ramion binody (krzywa czerwona) separacja faz nastepuje w skutek procesu nukleacji. W obszarze spinodalnym (granica zaznaczona krzywa
zielong) roztwor jest niestabilny i dochodzi do spontanicznej dekompozycji sktadnikéw. Na podstawie [18].

gja gesta (ang. dense) wyodrebnia sie z frakeji lekkiej (ang. li-
ght), tj. zhomogennego roztworu makromolekut. Nastepuje
to po osiagnieciu krytycznego stezenia sktadnika w danych
warunkach fizykochemicznych. Niemniej jednak okreslenie
separacja faz zakorzenilo sie gleboko w literaturze naukowej,
a ponadto badania wskazuja, ze prawa i reguly dotyczace
separacji faz, jak choéby prawidtowosci opisane przez Flo-
ry’ego i Huggins’a [13,14], sprawdzaja sie w fizykochemicz-
nym opisie zjawiska (Ryc. 1) [2,15-17]. Z tego wzgledu w
niniejszej pracy do opisania mechanizmu formowania i re-
gulacji MLOs zastosowano termin separacji faz ciecz-ciecz
(LLPS).

FORMOWANIE ORGANELLI BEZBLONOWYCH

MLOs mozna uzna¢ za krople cieczy stabilnie wspolist-
niejgce w innej cieczy. Warto w tym miejscu zastanowic sie,
w jaki sposéb dochodzi do ich formowania, skoro skiada-
ja sie one ze skladnikéw, ktére przed separacja tworzyly
stabilng mieszanine. Wiadomo, ze w uktadach wielosktad-
nikowych czesto dochodzi do samoistnego mieszania sie
sktadnikéw. Wynika to z dazenia ukladu do podniesienia
poziomu entropii, czyli wzrostu stopnia nieuporzadkowa-
nia. Istnieja jednak mieszaniny, gtéwnie gazéw lub cieczy,
w ktérych dochodzi¢ moze do spontanicznego rozdzielenia
faz. Uklady biologiczne sa z reguly uktadami cieklymi. W
wyniku separacji faz z cieklej cytoplazmy moze wskutek
precypitacji wydzieli¢ sie faza stala, jak to sie dzieje w przy-
padku formowana elementéw cytoszkieletu [19]. Mozli-
we jest takze wydzielenie fazy cieklej, tj. fazy amorficznej,
bezpostaciowej, ktorej skladniki majg pelng swobode prze-
mieszczania sie w danej objetosci. Analizy in vitro dowodza,
ze LLPS nie wymaga energii pochodzacej z hydrolizy ATP,
ani nie posiada bariery energetycznej obnizanej przez ak-
tywnoé¢ enzymatyczng. Wykazano natomiast, ze LLPS za-
chodzi spontanicznie podlegajac prawom termodynamiki
[2,11,20,21]. Wedlug drugiego prawa termodynamiki pro-
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ces zachodzi spontanicznie, jesli zmiana energii swobodnej
Gibbsa (AG) danego procesu ma warto$¢ ujemna. Wartosé
AG jest funkcja czynnikéw entalpowych i entropowych
(AG=AH-TAS). Dla ukladu, ktérego skladniki sa wymiesza-
ne, entropia mieszania przyjmuje warto$¢ dodatnia. Jesli
w takim ukladzie dojdzie do separacji faz, uklad staje sie
bardziej uporzadkowany, stad AS<0. Wtedy separacja faz
bedzie zachodzi¢ spontanicznie tylko, jesli AH<0 i AH<TAS
[14]. Za biatkowa separacje faz odpowiadaja bardzo stabe,
wielorakie i zazwyczaj multiwalentne oddziatywania [22].
W ukladzie, w ktérym nastepuje spontaniczne mieszanie
skladnikéw, molekuly przemieszczaja sie poprzez dyfuzje
chemiczng zgodnie z pierwszym prawem Ficka:

J=-D%,

gdzie: | - gestod¢ strumienia skladnika, czyli ilo$¢ substancji
przeplywajaca przez jednostkowy przekréj w jednostce cza-
su; D - wspélczynnik dyfuzji; ¢ - stezenie, x - odleglos¢ od
zrédia dyfundujacej substancji. Dyfuzja nastepuje, jesli ist-
nieje gradient potencjalu chemicznego. W systemie, w kt6-
rym doszlo do separacji faz, na granicy fazy gestej i lekkiej,
pomimo wystepowania sporych réznic w stezeniu skladni-
kow, makroskopowy strumient dyfuzji nie wystepuje, po-
niewaz skladniki dyfunduja z jednakowa predkoscia w oby-
dwu kierunkach. Dzieje sie tak, gdyz nie ma réznicy poten-
cjatu chemicznego i obie fazy sa stabilne termodynamicznie.
Zatem zmiana czynnikéw fizykochemicznych, takich jak
np. temperatura, sila jonowa, stezenie makromolekutl czy
nawet modyfikacje potranslacyjne, zmieniajace np. tadunek
danej reszty aminokwasowej, moga wywolaé spontaniczna
LLPS w ukladach biologicznych [11]. Co wazne, w wyniku
odzialywania molekut, ciekty kondensat moze ulega¢ prze-
mianom w procesie dojrzewania (ang. aging), ktéry prowa-
dzi do utworzenia innej formy amorficznej charakteryzuja-
cej sie mniejsza dynamika relaksacyjng wynikajaca z wiek-
szego stopnia sieciowania makromolekut lub nawet formy

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 2. Dojrzewanie kondensatéow molekularnych. W odpowiednich warun-
kach fizykochemicznych roztwér biatka moze ulec spontanicznej LLPS. Ciekly
kondensat moze z czasem ulec przemianom, w wyniku ktérych powstang inne
formy amorficzne, tj. wiékna czy zele biatkowe, posiadajgce znacznie zmniejszo-
ng swobode kinetyczng. W wyniku przemian dochodzi¢ takze moze do formowa-
nia stalej formy krystaliczne;j.

stalej (Ryc. 2) [2]. Przemiany i dojrzewanie kondensatéw
komoérkowych stanowia obszar intensywnych badan, gdyz
istnieje Scisty zwiazek miedzy zaburzeniami tego procesu,
a rozwojem wielu patologicznych proceséw komoérkowych
np. tworzeniem wiékien amyloidowych [4,6,23,24].

REGULACJA SKEADU ORGANELLI BEZBEONOWYCH

MLOs sa wielomolekularnymi kompleksami sktadaja-
cymi sie z biatek i kwaséw nukleinowych. Jednak, tylko
niektére z nich konieczne sa do utrzymania integralnosci
organellum [22]. Ciekawym sposobem opisu roli poszcze-
golnych skiadnikéw w utrzymaniu integralnosci struktu-
ralnej i funkcjonalnosci kondensatu jest model zapropo-
nowany przez Banani’ego i wsp. [25]. Model zaklada, ze
molekuly obecne w kondensacie mozna podzieli¢ na dwie
klasy. Pierwsze to molekuly stanowiace rusztowanie (ang.
scaffolds) kondensatu. W ich strukturze wyrézni¢ dalej
mozna sekwencje bezposrednio zaangazowane w tworze-
nie oddzialywan zapewniajacych integralnoé¢ kondensatu,
tzw. metki (ang. stickers) oraz sekwencje oddzielajace (ang.
spacers). Druga klase sktadowych kondensatu stanowia tzw.
klienci (ang. clients). Klienci stanowiaq wiekszos¢ skladni-
kow kondensatéw biomolekularnych a ich skiad pozosta-
je zmienny. Ich obecno$¢ w kondensacie zapewniaja mo-
tywy, ktore specyficznie wiaza sie z metkami skladnikéw
stanowiacych rusztowanie [25]. Przyktadowo, w ciatkach P
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funkcje rusztowania petnig RNA oraz biatka wigzace RNA.
RNA jednoczesnie rekrutuje do tego organellum inne biatka
wigzace kwasy nukleinowe, ktére jednak nie sa niezbedny-
mi elementami zapewniajacymi integralnoé¢ organellum
[26]. W obrebie kondensatu klienci dyfunduja znacznie
szybciej niz elementy stanowigce rusztowanie, co oznacza,
iz oddziatywanie rusztowanie-klient jest znacznie stabsze
niz oddzialywanie elementéw stanowiacych rusztowanie.
Sktad kondensatéw kontrolowany jest m.in przez zagesz-
czenie elementéw stanowiacych rusztowanie, gdyz jest ono
wprost skorelowane z licznoécig wolnych ptaszczyzn do od-
dziatywania z klientami [25]. Model zaprezentowany przez
Banani’ego i wsp. jest sporym uogodlnieniem i w warunkach
fizjologicznych w MLOs dochodzi najprawdopodobniej do
bardziej zloZonych odzialywan pomiedzy sktadnikami. Do-
datkowo, sktadniki ulegaja ciagtym modyfikacjom w wy-
niku reakcji biochemicznych. Dynamicznej zmianie ulega
takze otoczenie organelli np. na skutek zmiany profilu eks-
presji genéw wywolanej obecnoscig czynnika stresowego.
Jednak powyzszy model pozwala na opisanie i zrozumienie
sposobu naturalnej regulacji skladu danego kondensatu.

ODDZIALYWANIA SPRZYJAJACE SEPARAC]I FAZ

Kwasy nukleinowe, gtéwnie RNA, i niektére bialka sta-
nowia rusztowanie MLOs [25]. Co decyduje o tym, ze jedne
biatka promuja LLPS, a inne nie? Czy istnieje cecha wspo6l-
na takich bialek, a takze okreslony wzoér oddziatywan? Ba-
dania dowodza, ze w procesie LLPS pierwszorzedna role
odgrywaja biatka posiadajace regiony inherentnie nieupo-
rzagdkowane (ang. intrinsically disordered regions, IDRs) [27].
Przyktadowo, analizy bioinformatyczne wielu biatek two-
rzacych granule P wskazuja na znaczny stopien nieupo-
rzadkowania fancuchéw polipeptydowych. Do biatek tych
zalicza sie np. biatka MEG (ang. Maternally expressed genes),
ktorych rola zwigzana jest z biogeneza granul P [28], czy
biatko LAF-1 (ang. Lethal and feminizing 1) [29]. W przy-
padku IDRs, wazng role w procesie LLPS odgrywaja se-
kwencje o matej zlozonosci sktadu aminokwasowego (ang.
low complexity sequences, LCSs) [27,30]. Sa one na przykiad
obecne w biatkach hnRNPA1, hnRNPA2 (ang. Heterogene-
ous nuclear ribonucleoprotein Al, A2) i FUS (ang. Fused in
sarcoma) bioracych udzial w tworzeniu tzw. granul streso-
wych [35]. Charakteryzuje je znaczna zawartos¢ reszt po-
larnych (Gln, Asn, Ser), zasadowych (Lys i Arg), kwasnych
(Asp, Glu), a takze zawartos¢ reszt aromatycznych (Phe i
Tyr). Co wazne, w obrebie LCSs reszty aminokwasowe
czesto tworza krotkie dwu-, trzy-aminokwasowe motywy,
np. Tyr-Gly/Ser, Phe-Gly, Arg-Gly, Gly-Tyr, Lys-Ser-Glu-
-Ala, Ser-Tyr, lub zawieraja po prostu sekwencje wzboga-
cone w niektére reszty [15]. Szczegdétowe badania kilku
biatek zaangazowanych w LLPS pozwolily na zdefinio-
wanie typéw odzialywan miedzy- i wewnatrzczasteczko-
wych, ktére stanowia podstawe formowania kondensatu
molekularnego [31-34]. Wydaje sig, Ze nie istnieje uniwer-
salny kod oddziatywania, ktéry decydowaltby o zdolnosci
danego biatka do tworzenia biologicznych kondensatow
[22]. Zamiast tego w poszczegdlnych przypadkach ob-
serwuje sie rézne typy oddzialywania, kazdy w odmien-
ny spos6b wrazliwy na zmiany fizykochemiczne otocze-
nia (Ryc. 3A) [15]. Jednakowoz, cecha charakterystyczna
tych oddzialywan jest ich multiwalentnos¢. I tak, wazne w
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Rycina 3. Odzialywania czasteczkowe prowadzace do LLPS. (A) Za formowanie
kondensatéw biomolekularnych odpowiedzialne sg stabe oddzmlywama pomie-
dzy r6znymi grupami chemicznymi makroczasteczek. Schemat przedstawia czte-
ry rodzaje takich oddzialywar, ktore w najwigekszym stopniu przyczyniajq sie do
tworzenia kondensatu. Odzialywania te wykazujg inng wrazliwos¢ na stezenie
soli w roztworze. (B) LLPS, jako proces odwracalny, zaleze¢ moze od réznych
czynnikow fizykochemicznych. Na podstawie [15].

tworzeniu multiwalentnych odzialywan sa dlugodystan-
sowe oddzialywania kulombowskie pomiedzy przeciwnie
natadowanymi resztami. Tworzy je m.in. LAF-1 [29], czy
obecna w granulach zarodkowych helikaza RNA DDX4
(ang. DEAD-Box Helicase 4) [35]. Istotne okazuja sie takze
krotkodystansowe oddzialywania pomiedzy dodatnio na-
tadowanymi resztami Arg i polarnymi pierScieniami reszt
Tyr, czyli oddziatywania typu kation-m. Przyktad stanowi
tutaj takze DDX4 [9]. Spory udzial w promowaniu LLPS
maja takze oddzialywania planarne typu m-r. Wéréd nich
najwieksze znaczenie majq te formowane przez reszty Tyr,
co sugeruje, ze obecnos¢ grupy hydroksylowej wzmacnia
odziatywania -1 [32]. Co ciekawe, oddzialywania dzie-
ki ktorym formowane sag MLOs, wydaja sie by¢ w pewien
spos6b zhierarchizowane. Tworzenie kondensatéw przez
DDX4 prawdopodobnie rozpoczyna sie od odziatywan
elektrostatycznych pomiedzy przeciwnie natadowanymi
resztami, pézniej natomiast tworzone sa oddzialywania
typy kation-mt [15]. Co ciekawe, niektére biatka wiazace
RNA obecne w MLOs zawieraja w swojej budowie dome-
ny podobne do prionéw (PrLDs, ang. prion-like domains).
Szczegotowe analizy PrLDs biatka FUS i hnRNPA1 wyka-
zaly, ze oddzialywania pomiedzy taricuchami typu B, two-
rzone z udzialem tych biatek, moga prowadzi¢ do LLPS
[36]. Odzialywania te r6znig si¢ jednak od odzialywan B,
ktére prowadza do patologicznych proceséw zwiazanych
z tworzeniem zlogéw amyloidowych [37]. Zatem, zwiazek
pomiedzy LLPS a biogeneza widkien amyloidowych wy-
maga dalszych, bardziej wnikliwych badan. Pewnym jest,
ze proces formowania cieklego kondensatu a takze jego
rozpuszczenia, czyli powrét do jednorodnej mieszaniny
(Ryc. 3B), zalezny jest od wielu czynnikéw. Ich poznanie
przyczynic¢ sie moze do zrozumienia molekularnych pod-
staw rozwoju wielu zaburzen funkcjonowania komorki.
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FIZJOLOGIA KOMORKI A MLOs

MLOs stanowia spora grupe struktur komoérkowych, bez
ktérych funkcje zyciowe komérki oraz jej odpowiedz na
czynniki zewnetrzne bylyby niemozliwe. Obecnie znanych
jest kilkanascie typéw MLOs formowanych w komoérkach
eukariotycznych [8]. Istnieja one zaré6wno w cytoplazmie
jak i wewnatrz obtonionych organelli, tj. w jadrze czy mi-
tochondriach. Co ciekawe, niektére struktury zwigzane z
blonami lipidowymi, jak chocby pory jadrowe, takze wyka-
zuja wlasciwosci kondensatéw biomolekularnych [38]. Jed-
nymi z najlepiej poznanych MLOs sa jaderka [10]. Fakt, ze
jaderka sa cieklymi kondensatami pozwala zrozumie¢ ich
dynamike, mozliwoé¢ szybkiego rozpadu i samoorganiza-
¢ji w réznych fazach cyklu komérkowego, zmienny ksztatt
i zmieniajace sie potozenie w obrebie jadra komoérkowego
oraz mozliwo$¢ wymiany sktadnikéw z otoczeniem [39, 40].
Do nadrzednych funkgji jaderka nalezy transkrypcja rDNA
katalizowana przez polimeraze I [41], sktadanie podjedno-
stek rybosomalnych [42,43] oraz ochrona bialek jadrowych
przed nieodwracalna agregacja w warunkach stresu komor-
kowego [44]. W jaderku wyrézni¢ mozna kilka odrebnych
obszaréw rézniagcych sie sktadem molekularnym oraz pet-
nionymi funkcjami. I tak, w jaderku wyréznia sie sktadnik
ziarnisty (ang. granular component, GC), gesty skladnik fi-
brylarny (ang. dense fibrillar component, DEC) oraz centrum
fibrylarne (ang. fibrillar center, FC) [45]. Najbardziej ze-
wnetrznym obszarem jaderka jest GC, ktéry tworza przede
wszystkim ujemnie natadowane biatka takie jak nukleolina
i NPM1 (ang. Nucleophosmin 1) [46]. NPM1 jest oligomerycz-
nym biatkiem [47], ktére odgrywa nadrzedna role w pro-
mowaniu jaderkowej LLPS [43,48]. Dzigki multiwalentnym
oddzialywaniom ujemnie natladowane i czeSciowo nieupo-
rzadkowane czasteczki NPM1 oddziatuja ze soba tworzac
GC. Nastepnie, NPM1 tworzy heterotropowe multiwalent-
ne oddzialywania z rRNA i rybosomalnymi biatkami posia-
dajacymi dodatnio naladowane reszty, gléwnie reszty Arg
[48]. Stanowi to podstawy procesu skladania podjednostek
rybosomalnych [43]. Innym ciekawym przyktadem MLOs
powstatych w wyniku LLPS sa mate ciatka jadrowe odkryte
na poczatku XX w. i nazwane od nazwiska odkrywcy cial-
kami Cajala [49]. Ich markerowym biatkiem jest koilina [50].
Co ciekawe jest ona jednoczesnie biatkiem jaderkowym [51].
To wiasnie koilina powoduje, ze ciatka Cajala zlokalizowane
sa nie tylko w nukleoplazmie, ale takzZe niejednokrotnie for-
muja sie wewnatrz jaderek [52]. Ciekawa wlasnoscig ciatek
Cajala jest ich szybkie przemieszczanie sie w obszarze jadra
komérkowego [53]. Zanim wiedza odnosnie LLPS wpisata
sie¢ na dobre w kanon biologii molekularnej Platani i wsp.
wykazali, Ze ciatka Cajala moga ulega¢ fuzji i rozdzialowi
podobnie jak krople cieczy [53]. Podobnie jak inne MLOs
ciatka Cajala zawierajg kompleksy bialek i RNA, a ich funk-
cja zwigzana jest gléwnie z powstawaniem, dojrzewaniem
i przechowywaniem snRNP i snoRNP [54-57], co wiaze je
posrednio ze splicingiem. Ze splicingiem zwiazane sa takze
inne jadrowe MLOs, tzw. cetki jadrowe (ang. nuclear spec-
kles). Zawieraja one rézne elementy maszynerii stuzacej do
obrébki pre-mRNA. Do ich formowania dochodzi po po-
dziale komérkowym oraz w trakcie interfazy [58,59]. Sporo
biatek budujacych cetki jadrowe posiada w swojej budowie
LCS, w sklad ktérych wchodza np. motywy bogate w Ser/
Arg [60]. Podobnie jak w przypadku ciatek Cajala, fakt iz
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cetki jadrowe sa cieklymi kondensatami powstatymi w wy-
niku LLPS ttumaczy ich spora dynamike oraz mozliwosé
swobodnego przeplywu sktadnikéw miedzy cetkami a ota-
czajaca nukleoplazma [61], przy jednoczesnym zachowaniu
ich spdjnosci i integralnosci. Sg to na tyle spéjne struktu-
ry, ze mozliwe jest ich wyizolowanie z komérki metoda-
mi biochemicznymi [62]. Powstale w wyniku LLPS MLOs
odgrywaja takze wazna role w regulacji ekspresji genéw
poprzez epigenetyczne modyfikacje chromatyny. Gtéwna
role odgrywaja tu duze kompleksy biatek Polycomb [63]. W
komorkach eukariotycznych heterochromatyna fakultatyw-
na podlega modyfikacjom chemicznym [64]. Najwazniejsza
z nich jest trimetylacja Lys 27 w histonie H3 katalizowana
przez biatka kompleksu represorowego Polycomb 2 (ang.
Polycomb repressive complex, PRC2) [65]. Zmodyfikowane
miejsce histonu H3 jest nastepnie wigzane przez biatka
kompleksu represorowego Polycomb 1 (PRC1). Te z kolei
wprowadzaja kolejne modyfikacje bialek nukleosomal-
nych regulujgc aktywnos¢ bialek PRC2 [66,67]. Co wazne,
zauwazono, ze biatka Polycomb tworza w nukleoplazmie
punktowe skupiska [68,69]. Ostatnio Tatavosian i wsp. [70]
wykazali, ze biatko Cbx2 (ang. Chromobox 2) bedace czescia
kompleksu PCR2, moze promowac LLPS. Sekwencjami pro-
mujacymi LLPS w Cbx2 sa zachowane ewolucyjnie regiony
- gléwnie zasadowy region ATH2 (ang. AT-hook 2) i region
bogaty w reszty Ser. Oba fragmenty znajduja si¢ w IDR.
Wartym podkreslenia jest fakt, ze kondensaty Polycomb
zawieraja DNA [70]. LLPS jest procesem zwiazanym z regu-
lacja ekspresji genow, takze na poziomie samej transkrypcji.
Ostatnio Hnisz i wsp. [71] poddali analizie bioinformatycz-
nej wlasciwosci biofizyczne i biochemiczne komplekséw
biatkowych formowanych na super-wzmacniaczach (ang.
super-enhancers). Super-wzmacniacze sg sekwencjami DNA
waznymi dla inicjacji transkrypcji genéw odpowiedzial-
nych za réznicowanie embrionalnych komérek macierzy-
stych [72]. Zauwazono, ze kompleksy biatkowe tworzone
na super-wzmacniaczach posiadaja specyficzne wiasciwo-
§ci [73-75], odrézniajace je od komplekséw tworzonych na
zwyktych wzmacniaczach. Analiza bioinformatyczna prze-
prowadzona przez Hnisz i wsp. wskazala, ze sposéb for-
mowania, regulacja sktadu, kooperatywnosé¢ i dynamika
inicjacji transkrypcji regulowana przez kompleksy formo-
wane na super-wzmacniaczach wynika¢ moga z faktu, iz
kompleksy te sa cieklymi kondensatami powstajacymi na
drodze LLPS [71]. Analizy in vitro, ktérym poddano IDRs
czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za utrzy-
manie pluripotentnosci m.in. BRD4 (ang. Bromodomain-con-
taining protein 4) i OCT-4 (ang. Octamer-binding transcription
factor 4) w obecnosci podjednostki Medl mediatora [76],
stanowiacego gtéwny sktadnik kompleksu, potwierdzily iz
kompleksy biatkowe formowane na super-wzmacniaczach
powstaja na drodze LLPS. Obecnie wiadomo, ze regulacja
transkrypcji, takze w komorkach zréznicowanych, odbywa
sie dzieki kondensatom makromolekularnym formowanym
na drodze LLPS [77-80].

Z przytoczonych powyzej przykladéw wynika, ze regu-
lacja ekspresji genéw oraz nastepstwo zdarzen na poziomie
molekularnym zalezne jest od prawidlowego formowania
MLOs na drodze spontanicznej LLPS. Jednakze jadrowe
MLOs zwigzane sa nie tylko z regulacja ekspresji genow.
Przykladem moga by¢ klastrosomy bedace dynamiczny-

Postepy Biochemii 66 (2) 2020

mi strukturami o nieregularnym ksztalcie. Formowane sg
one przejsciowo w warunkach wymagajacych wzmozonej
proteolizy w jadrze komérkowym. Powstaja m.in. w czasie
interfazy a ich gléwna funkcja jest specyficzna degradacja
czynnikéw transkrypcyjnych, np. onkoprotein, ktérych ak-
tywnosé musi by¢ Scisle kontrolowana [81-83]. Po utworze-
niu rekrutujg kolejne biatka ukierunkowane na degradacje,
jak na przyklad biatko PML (ang. Promyelocytic leukemia
protein) [84]. PML wchodzi takze w sktad innych jadrowych
MLOs, tj. cialek PMLs (nazwane od gléwnego skladnik
biatka PML). Cialka PMLs sg wielofunkcyjnymi organella-
mi. Powstaja w odpowiedzi na stres komérkowy wywota-
ny infekcja wirusowa [85], naprawg uszkodzern DNA [86],
stresem oksydacyjnym [87] i wieloma innymi czynnikami
stresowymi [88]. Formowanie kondensatu odbywa si¢ m.in.
dzieki homotypowym oddzialtywaniom PML [89]. Wazna
dla tego procesu jest takze sumoilacja trzech zachowanych
ewolucyjnie reszt PML [90]. Ciatka PMLs stanowig dosko-
naly przyktad zaleznoéci pomiedzy formowaniem LLPS,
a modyfikacjami potranslacyjnymi. Innym przyktadem
MLOs, formowanych w odpowiedzi na stres komérkowy,
sa cytoplazmatyczne granule stresowe (ang. stress granules).
Ich formowanie odbywa sie gtéwnie w odpowiedzi na wa-
runki stresowe [36]. Pierwsza linia obrony komoérki na stres
jest zahamowanie, a dokladniej przeprogramowanie trans-
lacji. Ma to na celu z jednej strony ograniczenie wydatkéw
energetycznych, a z drugiej zapobiezenie pojawianiu sie
w komorce zle sfaldowanych biatek [91]. W takiej sytuacji
w cytoplazmie formowane sa granule stresowe zawierajace
m.in. czynniki inicjacji translacji (elF3, elF4E, eIF4G i inne)
[92,93], rybosomalng podjednostke 40S [92] i poly(A)mRNA
[26]. Ponadto sklad granul stresowych rézni sie w zalezno-
Sci od rodzaju stresu i typu komorki [94]. Wyniki badan su-
geruja, ze te MLOs, podobnie jak choéby opisane powyzej
jaderka, posiadaja niejednorodng strukture. Skladaja sie ze
stabilnego rdzenia i dynamicznej otoczki, ktéra moze swo-
bodnie wymieniac¢ sktadniki z otoczeniem [95]. Co ciekawe,
zauwazono znaczne réznice w formowaniu granul streso-
wych tworzonych in vitro i w komérkach. Podczas gdy ni-
ska temperatura promuje ich formowanie in vitro [36], tak
w przypadku badan na liniach komérkowych w niskich
temperaturach granule stresowe tworza sie¢ mniej wydaj-
nie [96], co pokazuje jak wazne w tym obszarze badan sa
analizy w zywych ukladach. Co ciekawe, granule stresowe
biora udziat nie tylko w potranskrypcyjnej regulacji ekspre-
sji genéw, lecz takze chronia komoérke przed apoptoza [97,
98]. Ostatnio zaobserwowano tez, ze zaburzenia formowa-
nia, funkcjonowania, a takze dysocjacji granul stresowych
maja zwiazek z rozwojem choréb, wilaczajac amyloidozy
obserwowane w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych
[36,99-101]. Z granulami stresowymi wiele wspélnego maja
inne cytoplazmatyczne MLOs, czyli ciatka procesujace,
zwane tez ciatkami P (ang. processing bodies, P-bodies). Ciatka
P takze stanowia jeden z elementéw odpowiedzi komoérki
na stres [102]. Tworzone sa one z mRNA i biatek odpowie-
dzialnych za represje translacji i rozpad mRNA [103,104], a
glowna réznica pomiedzy nimi a granulami stresowymi na
poziome molekularnym zwigzana jest z tym, iz w ciatkach
procesujacych nie wystepuja czynniki inicjacji translacji.

Ten krotki opis wybranych komérkowych MLOs zawie-
ra tylko niewielki wycinek wiedzy na temat ich réznorod-
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Rycina 4. Techniki wykorzystywane w badaniach MLOs. Techniki podzielono ze wzgledu na badang ceche MLOs badz wystepujacych w nich bialek.

nosci, lokalizacji i postulowanych funkcji. MLOs w istocie
stanowia nierozlaczny element zywej komoérki. Choé sa
pozbawione fizycznej granicy w postaci btony lipidowej, to
jednak sa integralne i posiadaja swoista organizacje struk-
turalna. Ich wspdlna cecha jest sposob formowania, czyli
na drodze LLPS, jednak poszczegolne czynniki biofizyczne
i biochemiczne inicjujace proces sa r6zne dla ré6znych typéw
MLOs. MLOs stanowia wyzwanie dla wspoétczesnej biologii
molekularnej i biofizyki. Wymagaja szczegdlnego podejscia
eksperymentalnego i zastosowania odpowiedniego wachla-
rza technik.

METODY BADAN MLOs

Badania, ktérych gléwnym polem zainteresowania sa
MLOs, dotycza analiz w komérkach, a takze w czystym
ukladzie in vitro. Ponadto, w zaleznosci od celu prowadzo-
nych badan konieczne jest skupienie si¢ na ré6znych wia-
Sciwosciach badanych MLOs, badZ wystepujacych w nich
bialek, co wymaga zastosowania réznych technik (Ryc. 4).
W tej czesci pracy zebrano i opisano techniki najczesciej sto-
sowane do opisu MLOs.

ANALIZA SKEADU MLOs

METODY OBLICZENIOWE

Tworzenie ciektych kondensatéw odbywa sie za po-
§rednictwem réznych oddzialywan, w ktére angazowane
sq poszczegdlne reszty aminokwasowe. Jednak, zdolnos¢
danego biatka do tworzenia kondensatéw wynika nie tyle
z jego skladu aminokwasowego, co ze struktury pierwszo-
rzedowej [22]. Jej szczegblowa analiza oraz przewidywa-
nie struktury drugorzedowej moga dostarcza¢ informacji
czy dane bialko posiada potencjalnie zdolnosé do LLPS.
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Jak przedstawiono powyzej, wiele bialek bioracych udziat
w LLPS posiada w swojej sekwencji pozbawione struktury
drugorzedowej IDRs, czesto majace charakter LCS. Z tego
tez powodu, narzedzia stluzace do przewidywania nie-
uporzadkowania wydajg sie by¢ przydatne w kontekscie
wstepnych analiz in silico bialek wystepujacych w MLOs.
Wsréd takich narzedzi mozna wymieni¢ IUPred (http://
iupred.enzim.hu) [105] czy stuzacy do okreslania hydrofo-
bowosci, dystrybucji tadunku oraz stanu upakowania CI-
DER (http://pappulab.wustl.edu/CIDER/analysis) [106].
Ponadto, w ostatnim czasie pojawily sie rowniez narzedzia
dedykowane przewidywaniu tendencji danego biatka do
udziatu w LLPS. Wykorzystuja one bazy biatek, dla ktérych
eksperymentalnie pokazano takie wtasciwosci. Pierwszym
z tych narzedzi jest algorytm catGRANULE (http:/ /service.
tartaglialab.com/update_submission/257696/6e6862d1el),
ktory oblicza prawdopodobienistwo zdolnosci danego bial-
ka do udzialu w LLPS w oparciu o przewidywanie nie-
uporzadkowania struktury, zdolnosci do wigzania RNA
oraz wystepowania i dlugosci specyficznych motywoéw w
taficuchu polipeptydowym [107]. Innym narzedziem jest
predyktor skupiajacy sie na oddzialywaniach n-n (http://
abragam.med.utoronto.ca/~JFKlab/Software/psp.htm)
[34]. Pomimo niewielkiej ilosci takich predyktoréw, i ich
niezbyt duzej uniwersalnosci, oczywistym jest, ze wraz z
uplywem czasu i kolejnymi odkryciami dotyczacymi biatek
obecnych w MLOs baza informacji o biatkach bedzie stale
powiekszana, a co za tym idzie tworzone predyktory beda
coraz dokladniejsze. Jednocze$nie z gwattownym postepem
w badaniach polimeréw powstaly modele teoretyczne, kt6-
re opisujg i przewidujg rozpuszczalnos¢ i upakowanie fan-
cuchéw polimerowych. Teoria Flory ego-Huggins’a opisuje
matematycznie konfiguracyjna entropie mieszania polime-
réw [108] zgodnie z ponizszym réwnaniem:
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= _Rp|%a
ﬂs”" - R |:?!A ER¢A + ng
gdzie, R - stala gazowa, ¢ - utamek objetosciowy skladni-
ka A lub B, n - liczba moli sktadnika A lub B. Natomiast,
zgodnie z t3 teorig zmiana energii swobodnej wyraza sie
wzorem:

AG,, = RT[nyIn¢, + nglngy +ﬂA¢3X_43],

gdzie y - to tzw. wspoélczynnik oddziatywania [109]. W
oparciu o ten wspélczynnik, zwany réwniez wspoélczyn-
nikiem oddzialywania Flory’ego-Huggins’a, mozliwe jest
okreélenie stopnia, w jakim polimer miesza si¢ z rozpusz-
czalnikiem [14,110]. Biorac pod uwage, ze organiczne po-
limery sa bardzo podobne do bialek, teoria ta zostala za-
stosowana miedzy innymi do przewidywania zachowania
fazowego dwuelementowego systemu skladajacego sie
z poli-SH3 (ang. poly-SRC homology 3 domain) i poly-PRM
(ang. poly-Proline-rich motif) [5]. Z kolei Harmon i wsp. rozwi-
neli teorie Flory’ego-Huggins’a [14] bazujac na teorii Flory-
‘ego-Stockmayer’a [111] i modelu koralikowym opracowa-
nym przez Semenov’a i Rubinstein’a [112] i wykorzystujac
modelowanie gruboziarniste oraz symulacje atomistyczne
okresdlili wplyw objetosci solwatacyjnej tacznika na predys-
pozycje biatka do kondensacji zwigzanej badZ niezwiazanej
z LLPS [113].

TECHNIKI PROTEOMICZNE

MLOs powstaja w wyniku tworzenia sieci stabilizujg-
cych interakcji pomiedzy wieloma sktadnikami kondensatu
[43,114]. Istotnym aspektem badari MLOs jest poznanie ich
unikalnego sktadu. Do tego celu idealnie nadaja si¢ techni-
ki bazujace na spektrometrii masowej. Jednakze MLOs sa
cieczami, ktére charakteryzuja sie¢ bardzo duza dynamika,
co znacznie utrudnia ich izolacje. Pierwsze analizy prote-
omu MLOs zostaly przeprowadzone przez Andersena i wsp.
[115], ktérzy wykorzystali frakcjonowanie jadrowe oraz
spektrometrie masowa do scharakteryzowania proteomu
jaderkowego. Dzieki wykorzystaniu 1D-, 2D-SDS-PAGE,
MALDI-TOF oraz nano-elektrorozpylania udato sie ziden-
tyfikowac 271 jaderkowych bialek [115]. PéZniejszy rozwoj
metod bazujacych na spektrometrii masowej oraz rozwoj
analiz bioinformatycznych rozszerzy1 te liste do 4500 biatek
[116]. Niestety, z uwagi na nietrwalos¢, nie wszystkie MLOs
moga zosta¢ wyizolowane w nienaruszonej formie. Alterna-
tywa moze by¢ zastosowanie metod posrednich np. metody
BioID. W metodzie tej interesujace biatko jest znakowane
zmodyfikowana ligaza biotyny (BirA*), ktéra katalizuje
biotynylacje biatek znajdujacych sie w odleglosci okoto 10
nm, czyli takich, ktére najprawdopodobniej biora udziat w
oddzialywaniu ze znakowanym biatkiem [117]. Nastepnie,
biotynylowane biatka moga by¢ zidentyfikowane za pomo-
ca spektrometrii masowej. Powyzsza metode zastosowali
miedzy Youn i wsp. w badaniach granuli stresowych i cia-
tek P [118].
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ANALIZY STRUKTURALNE SKEADNIKOW MLOS

TECHNIKI STRUKTURALNE

Jak wspomniano uprzednio, biatka, ktére maja tenden-
¢je do udzialu w procesie LLPS bardzo czesto posiadaja
nieuporzadkowane LCSs, co znacznie utrudnia analizy ich
struktury za pomoca typowych technik wykorzystywa-
nych w badaniach biatek globularnych. Niska zlozonos¢
sekwencji powoduje, ze w przypadku takich technik jak
mikroskopia krioelektronowa (ang. cryo-electron microscopy,
cryo-EM) czy magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear
magnetic resonance, NMR) pojawiaja sie pewne ograniczenia.
Niemniej jednak, w wielu badaniach MLOs postanowiono
skorzystac z tych technik.

NMR

Obserwowane w technice NMR wartosci przesuniecia
chemicznego (6) atoméw specyficznych reszt aminokwaso-
wych zawieraja informacje o populacji regularnych struktur
drugorzedowych (a-helis i B-struktur) i klebka statystycz-
nego oraz o lokalnym otoczeniu chemicznym [119]. Tym
samym, zmiany wartoséci przesuniecia chemicznego (ang.
chemical shift perturbation, CSP), wywolane na przyklad
wzmocnionym oddzialywaniem poszczegélnych ugrupo-
wan podczas LLPS, moga by¢ specyficznym wskazaniem
miejsc takich oddziatywan oraz zmian konformacyjnych z
nimi zwigzanych [120,121]. Ponadto, mozliwe jest réwniez
wyznaczenie tzw. drugorzedowego przesuniecia chemicz-
nego (Ad), ktére bedac réznica pomiedzy eksperymentalna
wartoscia 0 oraz wystandaryzowang wartoscia dla ktebka
statystycznego informuje o tym, czy dany region ulega fat-
dowaniu [122]. Zastosowano to do analizy C-koricowego
regionu bialka TDP-43 (ang. TAR DNA binding protein 43) i
wykazano, ze w kondensacie region ten tworzy helise [121].
Jadrowy efekt Overhausera (ang. nuclear Overhauser effect,
NOE) polega na transferze polaryzacji w przestrzeni po-
przez oddziatlywanie dipol-dipol i jest zalezny od wartosci
r®, gdzie r to odlegltoé¢ pomiedzy dwoma jadrami atoméw.
Brady i wsp. wykorzystali NOE, aby zbada¢ krétkodystan-
sowe oddzialywania pomiedzy aminokwasami zasocjo-
wanych LCSs helikazy DDX4 [123]. Pomimo, Ze nie udato
sie okresli¢ rezonansu indywidualnych aminokwaséw z
powodu niskiej zlozonosci sekwencji, wzmocnienie NOE
obserwowano pomiedzy resztami Arg i Phe, co dostarczyto
informacji na temat oddzialywari miedzy aminokwasami
bedacych podstawa tworzenia sieci molekularnej w trakcie
LLPS przez to biatko [123]. Komplementarng technika do
NOE jest pomiar wzmocnienia relaksacji paramagnetycznej
(ang. paramagnetic relaxation enhancement, PRE). Zjawisko to
wystepuje w przypadku oddziatywania dipol-dipol pomie-
dzy jadrem i niesparowanym elektronem znacznika posia-
dajacego paramagnetyczny spin [124]. Technika ta zostata
wykorzystana miedzy innymi do pokazania, ze miedzycza-
steczkowe oddzialtywania pomiedzy fragmentami helikal-
nymi LCS TDP-43 prowadza do LLPS [121]. W przypadku
tej techniki nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze znakowanie
biatka moze wplywac na jego strukture i oddzialywanie z
innymi biatkami.
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Bardziej skomplikowane warianty techniki NMR moga
zostac rowniez wykorzystane do analizy dynamiki poszcze-
golnych skladnikéw MLOs. Metoda impulsowego gradien-
tu pola magnetycznego (ang. pulse field gradient, PFG) jest
wykorzystywana w celu okreslenia wspoétczynnikéw dy-
fuzji i jest przydatna w przypadku analizy zloZzonych mie-
szanin, poniewaz rezonans poszczegélnych skladnikéw
moze zosta¢ wyznaczony na podstawie wielkosci czaste-
czek [35,43,123]. Podczas eksperymentu PFG obserwowane
jest tzw. zjawisko ttumienia intensywnosci, ktére zalezy od
wspdlczynnika dyfuzji i czasu oraz gradientu pola magne-
tycznego. Male tlumienie intensywnosci jest obserwowane
dla duzych, wolno dyfundujacych czgsteczek, a silne ttu-
mienie intensywnosci obserwowane jest dla matych, szyb-
ko dyfundujacych czasteczek [125]. Uzywajac tej techniki
Mitrea i wsp. zaobserwowali slabe odziatywania pomiedzy
kwasowymi i zasadowymi IDRs NPM1, otrzymujac tym sa-
mym informacje na temat mechanizmu oddziatywarn mie-
dzyczasteczkowych NPM1, ktére prowadza do LLPS [43].
Ponadto, w przypadku, gdy w nastepstwie LLPS tworzone
sg hydrozele, mozliwe jest zastosowanie NMR ciala statego
(ang. solid state NMR, ssNMR) do zbadania ich wtasciwosci
strukturalnych i dynamicznych. Dannatt i wsp. pokazali, ze
biatko wigzace jednoniciowe DNA z E. coli wykazuje ten-
dencje do formowania hydrozeli in vitro [126]. Za pomoca
techniki ssNMR udato si¢ pokaza¢, ze C-koricowy kwasny
motyw przejsciowo oddziatuje z rowkiem wigzacym DNA
i tym samym wyjasniono podstawy tworzenia hydrozeli
oraz mechanizm obserwowanej autoinhibicji [126].

CRYO-EM ORAZ CRYO-ET

Techniki cryo-EM oraz tomografia krioelektronowa (ang.
cryo-electron tomography, cryo-ET) dostarczaja wielu infor-
macji strukturalnych w zakresie od A do nm i moga z powo-
dzeniem by¢ wykorzystywane do badania biomolekut w ich
naturalnym $rodowisku. Dzigki rejestracji wielu obrazéw
tej samej probki pod réznym katem i p6Zniejszej odpowied-
niej ich obrébki mozliwe jest wygenerowanie obrazéw 3D
[127]. Niestety cryo-EM ma stosunkowo niewielkie zastoso-
wanie w badaniach MLOs ze wzgledu na wymagana homo-
genno$¢ badanej probki. W najlepszym wypadku moze ona
by¢ wykorzystana w celu uzyskania informacji na temat oli-
gomeréw zwiazanych z nukleacja i przejéciem fazowym. Z
kolei cryo-ET moze by¢ z powodzeniem wykorzystywane
do badania strukturalnej organizacji biomolekul wewnatrz
MLOs utworzonych w wyniku LLPS. Technika ta zostala
wykorzystana miedzy innymi do scharakteryzowania Zelo-
-podobnych kropli utworzonych przez biatko Sup35. Wyge-
nerowany obraz 3D pokazal dobrze zdefiniowang, ale nie-
uporzadkowana, siatke wzajemnie oddziatujacych biatek
[128]. Ograniczeniem techniki cryo-ET jest grubos¢ probki
i w przypadku prébek grubszych niz 300 nm uzyskiwane
obrazy moga by¢ nieczytelne. Na szczescie, ze wzgledu na
ciagly intensywny rozwéj technik cryo, powstaja nowe me-
tody przygotowywania prébek i tak, dzieki zastosowaniu
techniki FIB (ang. focused beam milling) mozliwe jest odpo-
wiednie przygotowanie probki o grubosci 170 nm [129].
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MALOKATOWE ROZPRASZANIE

Rozpraszanie promieniowania elektromagnetycznego
moze dostarczy¢ informacji na temat struktury i organi-
zacji czasteczek w roztworze w skali od A do pm [130]. W
metodzie tej wymagana jest jednak wysoka homogennos¢
probki, poniewaz w przeciwnym razie otrzymywane wy-
niki moga by¢ niejednoznaczne. Tym niemniej, metoda z
powodzeniem wykorzystywana jest w wielu badaniach
dotyczacych MLOs. Na podstawie uzyskanych krzywych
rozpraszania w eksperymentach malokatowego rozprasza-
nia promieni rentgenowskich (ang. small-angle X-ray scat-
tering, SAXS) mozliwe jest wyznaczenie promienia zyracji
(R)), maksymalnej wielkosci czgsteczek (D, ), a takze ich
objetosci [130]. Z kolei na podstawie wykresu Kratky’ego
mozliwe jest okredlenie ksztattu czasteczki [130]. Technika
SAXS zostala miedzy innymi wykorzystana w badaniach
wielobiatkowych komplekséw powstajacych w procesie
LLPS zawierajacych biatko z domeng SH3 oraz ligand po-
siadajacy PRM [5]. Alternatywa dla SAXS jest matokatowe
rozpraszanie neutronéw (ang. small-angle neutron scattering,
SANS) polegajace na rejestrowaniu intensywnosci rozpra-
szania neutronéw przez obecne w prébce jadra atomowe.
W technice tej czesto stosuje sie rdzne izotopy atoméw, co
pozwala na dokladniejsze analizy wielobialkowych kom-
plekséw. Technika taka zostala miedzy innymi wykorzy-
stana do pokazania, ze nieuporzadkowana domena nukle-
oporyny bogata w reszty Phe/Gly podczas oddziatywania
z czynnikami transkrypcyjnymi ulega konformacyjnym
rearanzacjom prowadzacym do zwiekszenia jej promienia
zyracji [131].

OBRAZOWANIE ORAZ BADANIA LOKALIZACYJNE

MIKROSKOPIA SWIETLNA

Mikroskopia $wietlna jest technikg, ktéra idealnie nadaje
sie do obrazowania MLOs w warunkach in vitro, wlgczajac
w to zywe i utrwalone komoérki [10,35,36]. Biorac pod uwa-
ge to, ze wprowadzanie zewnetrznych fluoroforéw dostar-
cza pewnych trudnosci, o ktérych bedzie mowa pod koniec
rozdziatu, metody obrazowania, ktére tego nie wymagaja
wydaja sie duzo odpowiedniejsze. Dwie z najczeéciej sto-
sowanych metod to obrazowanie z wykorzystaniem kon-
trastu fazowego oraz obrazowanie z wykorzystaniem réz-
niczkowego kontrastu interferencyjnego (ang. differential in-
terference contrast, DIC) [132]. Opieraja sie one na réznicach
wspolczynnika zatamania $wiatta lub réznicach w grubosci
struktur w prébce, ktére zmieniaja faze Swiatla ulegajacego
dyfrakcji. Réznice fazowe sa nastepnie przeksztalcane na
réznice w intensywnosci, co skutkuje tym, ze gestsze obsza-
ry daja ciemniejsze obrazy [133]. Obrazowanie za pomocg
DIC zostalo wykorzystane na przyklad do okreslenia gra-
nicznego stezenia formowania kropli przez biatka DDX4
[35], LAF-1 [29], tau [134] oraz HPla (ang. Heterochromatin
protein 1 a) [135] posiadajace motyw Arg-Gly-Gly, jak réow-
niez do obrazowania w zywych komérkach gestych MLOs,
takich jak ciatka Cajala [136] czy jaderko [10]. Najwieksza
wada metod niewykorzystujacych fluoroforéw jest to, ze
nie pozwalaja one na $ledzenie dynamiki poszczegélnych
sktadnikéw MLOs.
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MIKROSKOPIA FLUORESCENCY]JNA

Techniki mikroskopii fluorescencyjnej bazuja na bezpo-
§redniej detekcji fluoroforéw dotaczonych do badanego
biatka za pomoca metod chemicznych [137], genetycznych
[138], immunologicznych [139], badZ enzymatycznych [140].
Poza wystepujacymi na rynku znacznikami fluorescencyj-
nymi, ktére umozliwiaja jedynie znakowanie badanego
biatka, dostepne sa réwniez znaczniki, ktére umozliwiaja
identyfikacje specyficznych zwiazkéw lub specyficznych
struktur, takich jak na przyklad p-struktury wystepujace
we wldknach amyloidowych. Nalezy jednak podchodzié
ostroznie do stosowania poszczegdlnych znacznikéw flu-
orescencyjnych, gdyz ich obecnoé¢ moze w znaczacy spo-
s6b wplywaé na oddzialywanie pomiedzy znakowanymi
czasteczkami (np. dimeryzujace GFP) [141]. Tradycyjna mi-
kroskopowa technika fluorescencyjna jest tzw. mikroskopia
fluorescencyjna szerokiego pola (ang. wide-field fluorescence
microscopy), w ktorej fluorofory sa wzbudzane w catym polu
widzenia. Niestety wada tej techniki jest to, ze w przypadku
zbyt grubych probek (grubosé powyzej 30 um) fluorescencja
pochodzaca spoza plaszczyzny ogniskowej moze pogarszac
kontrast jak i rozdzielczos¢ uzyskiwanego obrazu [142].
Wady tej pozbawiona jest mikroskopia konfokalna, w kt6-
rej $wiatlo pochodzace spoza plaszczyzny ogniskowej jest
skutecznie blokowane przez dodatkowa przestone [142].
Technika ta pozwala na znaczna poprawe kontrastu kosz-
tem nieznacznego obnizenia intensywnosci sygnatu. Warto
nadmienié, Ze odpowiednie rejestrowanie obrazéw w osi
Z pozwala na rekonstrukcje obrazéw 3D, a jezeli obrazy sa
rejestrowanie w odstepach czasu mozliwe jest utworzenie
obrazu 4D [137]. Rejestrowanie obrazéw w czasie, w celu
utworzenia obrazu 4D zostalo zastosowane miedzy innymi
w badaniu dynamiki cialek Cajala w nukleoplazmie [53].
Opisane powyzej techniki, w tradycyjnej formie sa jednak
stosowane jedynie do pozyskiwania danych dla stanéw sta-
cjonarnych. W przypadku, gdy celem jest zbadanie dyna-
miki oraz lepkosprezystych wilasciwosci MLOs konieczne
jest zastosowanie takich technik jak odzysk fluorescencji po
fotoblaknieciu (ang. fluorescence recovery after photobleaching,
FRAP) lub utrata fluorescencji w wyniku fotoblakniecia
(ang. fluorescence loss in photobleaching, FLIP). W obu tych
technikach ROI (ang. region of interest) jest naswietlany §wia-
tlem lasera o duzej intensywnosci, aby wygasic fluorescen-
¢je znajdujacych sie w tym regionie fluoroforéw [137]. Na-
stepnie dyfuzja niewygaszonych i wygaszonych czasteczek
do i z ROI moze by¢ ilosciowo oznaczona poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji jako funkgji czasu [137]. Jako
przyklad mozna poda¢ biatko DDX4 obecne w MLOs, dla
ktérego wyznaczono wspdlczynnik dyfuzji oraz promieri
hydrodynamiczny stosujac technike FRAP, a otrzymane
parametry byly zgodne z tymi wyznaczonymi za pomoca
NMR [35, 123]. Kombinacja technik FRAP oraz FLIP zostata
réwniez wykorzystana przez Brangwynne i wsp. do zbadania
dynamiki PGL-1 (ang. P-GranuLe abnormality) znakowanego
GFP wewnatrz ciatek P w komérkach [9]. Kolejna bardzo
wazna technika fluorescencyjna, wykorzystywang z powo-
dzeniem w badaniach MLOs jest tzw. jednoczasteczkowy
FRET (ang. single-molecule Forster Resonance Energy Trans-
fer, smFRET). W tradycyjnej technice FRET wykorzystuje
sie dwa fluorofory, z ktérych jeden jest donorem, a drugi
akceptorem energii wzbudzenia. W trakcie pomiaru donor
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jest wzbudzany fala o odpowiedniej dtugosci. Jesli akceptor
znajduje sie w odpowiedniej odleglosci, nastepuje transfer
energii, dzieki czemu mozliwe jest zaobserwowanie fluore-
scencji akceptora. Jednakze w przypadku tradycyjnej tech-
niki FRET uzyskiwany sygnat jest pewna usredniong war-
todcia pochodzaca od wielu czasteczek. Niewatpliwa zaleta
techniki smFRET jest to, ze zamiast otrzymywania wartosci,
ktora jest srednia sygnaléw, informacja jest uzyskiwana dla
kazdej czasteczki osobno [143]. Elbaum-Grafinkle i wsp.
badali oddzialywanie jednoniciowego RNA znakowanego
znacznikami Cy3 i Cy5 z LAF-1. Za pomocg smFRET bada-
cze pokazali, ze gdy uklad zblizal si¢ do granicy przejscia
fazowego, oddziatujace kompleksy LAF-1 i RNA wykazy-
waly r6zng dynamike w fazie gestej i fazie lekkiej ze znacz-
nie zintensyfikowanymi fluktuacjami sprzyjajagcymi LLPS
[29]. Z kolei Mitrea i wsp. po zaznakowaniu NPM1 znaczni-
kami AlexaFluor 488 i AlexaFluor 594 w IDR i na C-koricu
domeny globularnej, pokazali, ze sita jonowa, ktéra hamuje
w tym przypadku LLPS, powoduje konformacyjne wydtu-
zenie IDR [43]. Spektroskopia korelacji fluorescencji (ang.
fluorescence correlation spectroscopy, FCS) jest technika, ktéra
pozwala na analize dyfuzji czasteczek poprzez pomiar fluk-
tuacji intensywnosci fluorescencji znakowanej czasteczki
w malej objetosci fokalnej (femtolitr) [144,145]. Technika ta
pozwala na okreslenie wspodtczynnika dyfuzji i stezenia flu-
orofora zaréwno in vitro jak i in vivo, a takze moze stuzy¢
do obserwowania fluktuacji konformacyjnych oraz badania
termodynamiki i kinetyki miedzy- i wewnatrzczasteczko-
wych oddzialywan [144,145]. Maharana i wsp. wykorzystali
te technike do obserwowania dyfuzji biatka FUS wewnatrz
jadra i cytoplazmy [146].

Wszystkie z wymienionych powyzej technik fluorescen-
cyjnych moga by¢ z powodzeniem stosowane w badaniach
MLOs. Nalezy jednak pamieta¢ o kilku ograniczeniach.
Nalezy mie¢ na uwadze, ze cho¢ utrwalanie zywych ko-
morek stabilizuje oddzialywania miedzyczasteczkowe oraz
architekture komérkowa [147], to dynamika molekularna
zostaje zaklécona. Z kolei znakowanie bialek moze w zna-
czacy sposOb wplywac na strukture biatka i w konsekwencji
zmienia¢ dystrybucje docelowych skladnikéw w komorce
[147]. W przypadku obrazowania zywych komorek nalezy
mie¢ réwniez na uwadze konieczno$¢ utrzymania optymal-
nych warunkéw hodowli komérkowej oraz minimalnej fo-
totoksycznosci podczas rejestracji obrazéw jak réwniez to,
ze ekspresja biatek heterologicznych niekoniecznie musi
odwzorowywacé rzeczywisty poziom bialek endogennych
[147]. Wykorzystujac mikroskopie konfokalna nalezy tak-
ze mie¢ na uwadze pojawianie sie¢ ewentualnego fotousz-
kodzenia probki lub fotowygaszania fluoroforéw spowo-
dowanych przez laser i powinno to by¢ zminimalizowane,
badz uwzglednione w analizie obrazéw. Z kolei w przypad-
ku stosowania technik FRAP oraz FLIP nalezy pamieta¢, ze
naswietlanie laserem wysokiej energii moze prowadzi¢ do
wystepowania efektu fototoksycznego w zywych komor-
kach, zmienia¢ ich szlaki sygnatowe i tym samym prowa-
dzi¢ do zmiany wlasciwosci oraz skladu MLOs. W konicu
w przypadku techniki smFRET nalezy pamieta¢, ze rozpra-
szanie $wiatla przy dlugosci fali powyzej 320 nm wynika
ze zmetnienia probki i nalezy to uwzgledni¢ przy doborze
odpowiednich znacznikéw fluorescencyjnych.
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MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

W technikach mikroskopii elektronowej (ang. electron
microscopy, EM) wykorzystuje sie wiazke elektronéw do
naswietlania badanych probek i otrzymywania obrazéw
o rozdzielczosci siegajacej nawet 0,8A [148]. Transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron mi-
croscopy, TEM) z kolei, wykorzystuje znakowanie prébek
metalami ciezkimi (np. uran, molibden) do obrazowania
ultrastrukturalnych wtasciwosci komoérek [149]. TEM byla
wielokrotnie wykorzystywana do badania ré6znych MLOs,
na przyklad jaderek [150,151], cetek jadrowych [152], ciatek
Cajala [136,153], czy granul RNP [154,155]. Z kolei Souquere
i wsp. wiazac prébki z koloidalnymi czgstkami ztota pokry-
tymi specyficznymi przeciwcialami uzyskali informacje na
temat skfadu oraz preferowanej lokalizacji jadrowej biatka
CRM1 (ang. Chromosomal maintenance 1) [156]. Najwieksza
wada technik mikroskopii elektronowej jest to, ze koniecz-
ne jest utrwalenie oraz specyficzne przygotowanie probki,
co automatycznie wyklucza mozliwosé¢ obrazowania proce-
sow biologicznych w czasie rzeczywistym.

INNE TECHNIKI POMOCNE W BADANIACH MLOs

Techniki, ktére zostaly wymienione powyzej to tylko
wybrane z wielu, ktére mozna wykorzystywaé¢ do badan
MLOs. Poza tymi opisanymi, mozna jeszcze wymieni¢ takie
jak techniki opierajace sie na rozpraszaniu promieniowania
elektromagnetycznego. Z tej grupy bardzo czesto stosuje sie
metody polegajace na pomiarze zmetnienia prébki. Pomiar
ten wykonuje sie mierzac absorbancje probki przy diugosci
fali poza zakresem odpowiadajacym widmu absorpcji bial-
ka (zazwyczaj A=320 nm lub A=600 nm) [45,48,121]. Nastep-
nie, dzieki odpowiedniej manipulacji warunkami ekspery-
mentu, mozliwe jest wyznaczenie granicznego stezenia czy
temperatury, przy ktérych zachodzi proces separacji faz.
Nalezy jednak pamietad, ze wzrost zmetnienia moze wyni-
ka¢ réwniez z powstawania agregatow biatkowych, dlatego
warto laczy¢ analize zmetnienia probki z technika, mikro-
skopowa np. DIC. Innymi metodami wykorzystujacymi
rozpraszanie promieniowania elektromagnetycznego, ktore
sie¢ powszechnie stosuje w badaniach MLOs sa: dynamicz-
ne rozpraszanie $§wiatla (ang. dynamic light scattering, DLS),
statyczne rozpraszanie $wiatta (ang. static light scattering,
DLS) czy wielokatowe rozpraszanie $wiatta (ang. multi-an-
gle light scattering, MALS), ktére wykorzystuje sie miedzy
innymi do okreslania wielkosci jak i ksztattéw biatek [130].
Ponadto powszechnie wykorzystywane sa metody majace
na celu kompleksowe badania transkryptomiczne ze wzgle-
du na powszechna obecnosé¢ specyficznych sekwencji RNA
w MLOs. Wsréd tych technik mozna wymieni¢ miedzy in-
nymi polaczenie techniki RNA-Seq z technika FISH (ang.
fluorescence in situ hybridization) [157-159]. Ponadto nalezy
réwniez wspomnie¢ o niektérych technikach mikroskopii
wysokorozdzielczej, takich jak SIM (ang. structured illumina-
tion microscopy), STORM (ang. stochastic optical reconstruction
microscopy) czy LLSM (ang. lattice light-sheet microscopy), kto6-
re dzieki potaczeniu danych optycznych z analizami mate-
matycznymi sa w stanie dostarczy¢ obrazy o rozdzielczosci
nawet 10-krotnie wiekszej niz limit dyfrakcji [160].
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PODSUMOWANIE

MLOs sa réznorodynymi organellami komoérkowymi,
jednak w ich formowaniu i funkcjonowaniu mozna do-
szuka¢ sie pewnych prawidtowosci. Wiedza odnosnie ich
skladu, sposobu formowania czy funkcji w ostatnich latach
poszerza sig, jednak wcigz wiele aspektéw pozostaje nieroz-
poznanych i wymaga dalszych badan. Niejasny pozostaje
na przyklad zwigzek pomiedzy zaburzeniami funkcji nie-
ktérych MLOs a rozwojem choréb neurodegeneracyjnych.
Badania MLOs wymagaja stosowania specjalnego zestawu
technik eksperymentalnych. Sporo technik stosowanych
w biochemii bialek czy biologii strukturalnej napotyka na
pewne ograniczenia uniemozliwiajace ich pelne wykorzy-
stanie do badart MLOs. Wynika to bardzo czesto z nieupo-
rzadkowanej natury LCSs oraz z duzej dynamiki sktadu
kondensatu, ktéry ulega zmianom w odpowiedzi na zmie-
niajace si¢ warunki fizykochemiczne otoczenia. W zwigzku
z tym, w przypadku badait MLOs, konieczne jest zastoso-
wanie kompleksowej analizy z wykorzystaniem wielu r6z-
nych technik, z ktérych kazda pozwoli na zbadanie innego
aspektu MLO. Jedynie w taki sposéb mozna okresli¢ sktad,
strukture, lokalizacje MLOs, a takze takie ich parametry
reologiczne jak lepkoé¢ czy napiecie powierzchniowe. Po-
nadto, ciggly rozw6j metod in silico napawa nadziejg, ze w
niedalekiej przysztosci pojawia sie kolejne i coraz doklad-
niejsze metody pozwalajace na analizy MLOs oraz biatek w
nich wystepujacych.
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ABSTRACT

Membraneless organelles (MLOs) are a large group of intracellular compartments formed during various stages of a cell life. They are impor-
tant subcellular structures which enable a cell performance of vital physiological processes including stress response. MLOs can be found
in cytoplasm and organelles that are sealed by lipidic membrane, mainly in nucleus. They are formed by the thermodynamically driven
liquid-liquid phase separation (LLPS). MLOs contain proteins possessing intrinsically disordered regions (IDRs) which together with RNA
spontaneously phase separate from the surrounding milieu. This paper presents information on the biophysical basses of the formation and
functionality of MLOs. It also discusses a range of experimental techniques that can be applied in biochemical and biological studies of these
sub-cellular structures.
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