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Organella bezbłonowe a separacja faz ciecz-ciecz – metody ich badań

STRESZCZENIE

Organella bezbłonowe (ang. membraneless organelles, MLOs) stanowią sporą grupę kom-
partmentów wewnątrzkomórkowych formowanych na różnych etapach życia komór-

ki. Są one niezbędnymi strukturami umożliwiającymi komórce pełnienie istotnych funkcji 
życiowych i właściwą odpowiedź na stres. MLOs obecne są zarówno w cytoplazmie jak i 
w innych organellach głównie w jądrze komórkowym. Powstają na drodze spontanicznej 
separacji faz ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) w odpowiedzi na zmie-
niające się czynniki fizykochemiczne mikrootoczenia. Składają się zarówno z białek, które 
najczęściej posiadają regiony inherentnie nieuporządkowane (ang. intrinsically disordered 
regions, IDRs) jak i kwasów nukleinowych – głównie RNA. Niniejsza praca przedstawia 
informacje o biofizycznych podstawach formowania i funkcjonowania MLOs oraz zjawiska 
odpowiedzialnego za ich formowania, tj. LLPS. Zawiera także przegląd technik stosowanych 
w biochemii i biologii molekularnej, które za cel mają dostarczenie informacji o samore-
gulacji składu, struktury poszczególnych składników i ich lokalizacji oraz funkcjonalności 
danego MLO.

WSTĘP

Komórka, jako podstawowa jednostka strukturalna i funkcjonalna żywego 
organizmu przeprowadza równocześnie niezliczone reakcje chemiczne. Pra-
widłowe jej funkcjonowanie możliwe jest dzięki wyodrębnieniu specyficznych 
kompartmentów – organelli separujących procesy biochemiczne. Organella 
posiadają określony skład molekularny, co wynika m.in. ze ściśle regulowanej 
selekcji cząsteczek, które do danego organellum mogą wnikać oraz z niego wy-
pływać. W utrzymaniu tożsamości molekularnej większości organelli komórko-
wych ważną rolę odgrywa błona lipidowa stanowiąca fizyczną barierę oraz filtr 
selektywności [1]. Jednak odkrycia ostatniej dekady pokazały, iż prawidłowe 
funkcjonowanie komórki, w dużej mierze zależy od kondensatów1 makromo-
lekularnych, które są integralnymi strukturami, choć nie otacza ich błona ko-
mórkowa [2-6]. W większości przypadków te tzw. organella bezbłonowe (ang. 
membraneless organelles, MLOs2), granule czy ciałka komórkowe (ang. cellular bo-
dies) tworzą się na pewnych etapach cyklu komórkowego oraz pod wpływem 
sygnałów dochodzących z otoczenia [7,8]. Nasuwa się pytanie, jaki jest charakter 
fizykochemiczny, mechanizm formowania i funkcjonowania organelli bezbło-
nowych. Dekadę temu w zespole Anthony’ego Hyman’a zauważono, że granule 
P tworzone w liniach germinalnych Caenorhabditis elegans zachowują się w cy-
toplazmie jak krople cieczy [9]. Krótko po tych obserwacjach, ci sami badacze 
dokonali podobnych spostrzeżeń badając jąderko [10] – najlepiej poznane i opi-
sane MLO. Te odkrycia zapoczątkowały eksplozję badań nad właściwościami 
fizykochemicznymi innych MLOs. Dziś wiemy, że za ich formowanie odpowia-
dają zależności termodynamiczne znanego dobrze w chemii polimerów zjawi-
ska separacji faz [2,11]. W zdecydowanej większości MLOs są cieczą, rzadziej 
żelem lub zolem. W związku z tym proces ich formowania nazwano separacją 
faz ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) [11], przez niektórych 
nazywany także białkową separacją faz (ang. protein phase separation, PPS) [2] lub 
przejściem fazowym (ang. phase transition) [12]. W istocie termin separacja faz w 
kontekście MLOs nie jest formalnie poprawne. Separacja faz oznacza przejście 
danej substancji z jednego z trzech stanów skupienia (stały, ciekły, gazowy) w 
inny. W procesie, o którym mowa dochodzi raczej do wydzielenia frakcji. Frak-
1Kondensat oznacza skroplinę albo produkt powstały w wyniku kondensacji lub zagęszczania 
substancji (słownik PWN dostępny na: https://sjp.pwn.pl). W artykule, za literaturą angloję-
zyczną, termin zastosowano do określenia zagęszczonej formy makromolekularnej powstałej 
na drodze LLPS niebędącej kompletnym pod względem składu i funkcjonalności organellum 
bezbłonowym. Zatem, w niniejszym artykule, termin kondensat określa ciekły kompleks ma-
kromolekularny, który można otrzymać in vitro lub kompleks wewnątrzkomórkowy, z którego 
tworzy się funkcjonalne MLOs  
2W niniejszym artykule stosowany będzie skrót literowy MLO, który odnosić się będzie do po-
jedynczego organellum bezbłonowego oraz skrót MLOs, oznaczający, zgodnie z literaturą an-
glojęzyczną, większą ich grupę. Ta sama zasada będzie obowiązywać także dla innych skrótów.
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cja gęsta (ang. dense) wyodrębnia się z frakcji lekkiej (ang. li-
ght), tj. z homogennego roztworu makromolekuł. Następuje 
to po osiągnięciu krytycznego stężenia składnika w danych 
warunkach fizykochemicznych. Niemniej jednak określenie 
separacja faz zakorzeniło się głęboko w literaturze naukowej, 
a ponadto badania wskazują, że prawa i reguły dotyczące 
separacji faz, jak choćby prawidłowości opisane przez Flo-
ry’ego i Huggins’a [13,14], sprawdzają się w fizykochemicz-
nym opisie zjawiska (Ryc. 1) [2,15-17]. Z tego względu w 
niniejszej pracy do opisania mechanizmu formowania i re-
gulacji MLOs zastosowano termin separacji faz ciecz-ciecz 
(LLPS).

FORMOWANIE ORGANELLI BEZBŁONOWYCH 

MLOs można uznać za krople cieczy stabilnie współist-
niejące w innej cieczy. Warto w tym miejscu zastanowić się, 
w jaki sposób dochodzi do ich formowania, skoro składa-
ją się one ze składników, które przed separacją tworzyły 
stabilną mieszaninę. Wiadomo, że w układach wieloskład-
nikowych często dochodzi do samoistnego mieszania się 
składników. Wynika to z dążenia układu do podniesienia 
poziomu entropii, czyli wzrostu stopnia nieuporządkowa-
nia. Istnieją jednak mieszaniny, głównie gazów lub cieczy, 
w których dochodzić może do spontanicznego rozdzielenia 
faz. Układy biologiczne są z reguły układami ciekłymi. W 
wyniku separacji faz z ciekłej cytoplazmy może wskutek 
precypitacji wydzielić się faza stała, jak to się dzieje w przy-
padku formowana elementów cytoszkieletu [19]. Możli-
we jest także wydzielenie fazy ciekłej, tj. fazy amorficznej, 
bezpostaciowej, której składniki mają pełną swobodę prze-
mieszczania się w danej objętości. Analizy in vitro dowodzą, 
że LLPS nie wymaga energii pochodzącej z hydrolizy ATP, 
ani nie posiada bariery energetycznej obniżanej przez ak-
tywność enzymatyczną. Wykazano natomiast, że LLPS za-
chodzi spontanicznie podlegając prawom termodynamiki 
[2,11,20,21]. Według drugiego prawa termodynamiki pro-

ces zachodzi spontanicznie, jeśli zmiana energii swobodnej 
Gibbsa (∆G) danego procesu ma wartość ujemną. Wartość 
ΔG jest funkcją czynników entalpowych i entropowych 
(ΔG=ΔH-TΔS). Dla układu, którego składniki są wymiesza-
ne, entropia mieszania przyjmuje wartość dodatnią. Jeśli 
w takim układzie dojdzie do separacji faz, układ staje się 
bardziej uporządkowany, stąd ΔS<0. Wtedy separacja faz 
będzie zachodzić spontanicznie tylko, jeśli ΔH<0 i ΔH<TΔS 
[14]. Za białkową separację faz odpowiadają bardzo słabe, 
wielorakie i zazwyczaj multiwalentne oddziaływania [22]. 
W układzie, w którym następuje spontaniczne mieszanie 
składników, molekuły przemieszczają się poprzez dyfuzję 
chemiczną zgodnie z pierwszym prawem Ficka:

J=–Dδc

gdzie: J – gęstość strumienia składnika, czyli ilość substancji 
przepływająca przez jednostkowy przekrój w jednostce cza-
su; D – współczynnik dyfuzji; c – stężenie, x – odległość od 
źródła dyfundującej substancji. Dyfuzja następuje, jeśli ist-
nieje gradient potencjału chemicznego. W systemie, w któ-
rym doszło do separacji faz, na granicy fazy gęstej i lekkiej, 
pomimo występowania sporych różnic w stężeniu składni-
ków, makroskopowy strumień dyfuzji nie występuje, po-
nieważ składniki dyfundują z jednakową prędkością w oby-
dwu kierunkach. Dzieje się tak, gdyż nie ma różnicy poten-
cjału chemicznego i obie fazy są stabilne termodynamicznie. 
Zatem zmiana czynników fizykochemicznych, takich jak 
np. temperatura, siła jonowa, stężenie makromolekuł czy 
nawet modyfikacje potranslacyjne, zmieniające np. ładunek 
danej reszty aminokwasowej, mogą wywołać spontaniczną 
LLPS w układach biologicznych [11]. Co ważne, w wyniku 
odziaływania molekuł, ciekły kondensat może ulegać prze-
mianom w procesie dojrzewania (ang. aging), który prowa-
dzi do utworzenia innej formy amorficznej charakteryzują-
cej się mniejszą dynamiką relaksacyjną wynikającą z więk-
szego stopnia sieciowania makromolekuł lub nawet formy 

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie zależności związanych z przejściem fazowym. (A) Diagram fazowy przedstawiający zależne od stężenia istnienie dwóch 
układów: jedno- i dwufazowego w danych warunkach fizykochemicznych takich jak temperatura, pH czy stężenie liganda. Czarna krzywa oznacza granicę pomiędzy 
dwoma układami. W danych warukach roztwór podlega separacji faz po osiągnięciu wysyceniowego stężenia składnika. W wyższym jego stężeniu  roztwór istnieje w 
układzie dwufazowym, czyli w takim, w którym faza gęsta o stężeniu cg współistnieje z fazą lekką o danym stężeniu cl. Zmiana stężenia składnika nie zmienia jego stężenia 
w poszczególnych fazach, ale zmienia proporcjonalny udział poszczególnych faz w mieszaninie (za przykład służą niebieskie strzałki nad wykresem). Po przekroczeniu 
stężenia fazy gęstej układ staje się jednofazowy. (B) W obszarze w którym możliwe jest zajście separacji faz można wydzielić dwa obszary o wyraźnych różnicach sta-
bilności roztworu. Poniżej ramion binody (krzywa czerwona) separacja faz następuje w skutek procesu nukleacji. W obszarze spinodalnym (granica zaznaczona krzywą 
zieloną) roztwór jest niestabilny i dochodzi do spontanicznej dekompozycji składników. Na podstawie [18]. 

δx,
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stałej (Ryc. 2) [2]. Przemiany i dojrzewanie kondensatów 
komórkowych stanowią obszar intensywnych badań, gdyż 
istnieje ścisły związek między zaburzeniami tego procesu, 
a rozwojem wielu patologicznych procesów komórkowych 
np. tworzeniem włókien amyloidowych [4,6,23,24].

REGULACJA SKŁADU ORGANELLI BEZBŁONOWYCH

MLOs są wielomolekularnymi kompleksami składają-
cymi się z białek i kwasów nukleinowych. Jednak, tylko 
niektóre z nich konieczne są do utrzymania integralności 
organellum [22]. Ciekawym sposobem opisu roli poszcze-
gólnych składników w utrzymaniu integralności struktu-
ralnej i funkcjonalności kondensatu jest model zapropo-
nowany przez Banani’ego i wsp. [25]. Model zakłada, że 
molekuły obecne w kondensacie można podzielić na dwie 
klasy. Pierwsze to molekuły stanowiące rusztowanie (ang. 
scaffolds) kondensatu. W ich strukturze wyróżnić dalej 
można sekwencje bezpośrednio zaangażowane w tworze-
nie oddziaływań zapewniających integralność kondensatu, 
tzw. metki (ang. stickers) oraz sekwencje oddzielające (ang. 
spacers). Drugą klasę składowych kondensatu stanowią tzw. 
klienci (ang. clients). Klienci stanowią większość składni-
ków kondensatów biomolekularnych a ich skład pozosta-
je zmienny. Ich obecność w kondensacie zapewniają mo-
tywy, które specyficznie wiążą się z metkami składników 
stanowiących rusztowanie [25]. Przykładowo, w ciałkach P 

funkcję rusztowania pełnią RNA oraz białka wiążące RNA. 
RNA jednocześnie rekrutuje do tego organellum inne białka 
wiążące kwasy nukleinowe, które jednak nie są niezbędny-
mi elementami zapewniającymi integralność organellum 
[26]. W obrębie kondensatu klienci dyfundują znacznie 
szybciej niż elementy stanowiące rusztowanie, co oznacza, 
iż oddziaływanie rusztowanie-klient jest znacznie słabsze 
niż oddziaływanie elementów stanowiących rusztowanie. 
Skład kondensatów kontrolowany jest m.in przez zagęsz-
czenie elementów stanowiących rusztowanie, gdyż jest ono 
wprost skorelowane z licznością wolnych płaszczyzn do od-
działywania z klientami [25]. Model zaprezentowany przez 
Banani’ego i wsp. jest sporym uogólnieniem i w warunkach 
fizjologicznych w MLOs dochodzi najprawdopodobniej do 
bardziej złożonych odziaływań pomiędzy składnikami. Do-
datkowo, składniki ulegają ciągłym modyfikacjom w wy-
niku reakcji biochemicznych. Dynamicznej zmianie ulega 
także otoczenie organelli np. na skutek zmiany profilu eks-
presji genów wywołanej obecnością czynnika stresowego. 
Jednak powyższy model pozwala na opisanie i zrozumienie 
sposobu naturalnej regulacji składu danego kondensatu.

ODDZIAŁYWANIA SPRZYJAJĄCE SEPARACJI FAZ

Kwasy nukleinowe, głównie RNA, i niektóre białka sta-
nowią rusztowanie MLOs [25]. Co decyduje o tym, że jedne 
białka promują LLPS, a inne nie? Czy istnieje cecha wspól-
na takich białek, a także określony wzór oddziaływań? Ba-
dania dowodzą, że w procesie LLPS pierwszorzędną rolę 
odgrywają białka posiadające regiony inherentnie nieupo-
rządkowane (ang. intrinsically disordered regions, IDRs) [27]. 
Przykładowo, analizy bioinformatyczne wielu białek two-
rzących granule P wskazują na znaczny stopień nieupo-
rządkowania łańcuchów polipeptydowych. Do białek tych 
zalicza się np. białka MEG (ang. Maternally expressed genes), 
których rola związana jest z biogenezą granul P [28], czy 
białko LAF-1 (ang. Lethal and feminizing 1) [29]. W przy-
padku IDRs, ważną rolę w procesie LLPS odgrywają se-
kwencje o małej złożoności składu aminokwasowego (ang. 
low complexity sequences, LCSs) [27,30]. Są one na przykład 
obecne w białkach hnRNPA1, hnRNPA2 (ang. Heterogene-
ous nuclear ribonucleoprotein A1, A2) i FUS (ang. Fused in 
sarcoma) biorących udział w tworzeniu tzw. granul streso-
wych [35]. Charakteryzuje je znaczna zawartość reszt po-
larnych (Gln, Asn, Ser), zasadowych (Lys i Arg), kwaśnych 
(Asp, Glu), a także zawartość reszt aromatycznych (Phe i 
Tyr). Co ważne, w obrębie LCSs reszty aminokwasowe 
często tworzą krótkie dwu-, trzy-aminokwasowe motywy, 
np. Tyr-Gly/Ser, Phe-Gly, Arg-Gly, Gly-Tyr, Lys-Ser-Glu-
-Ala, Ser-Tyr, lub zawierają po prostu sekwencje wzboga-
cone w niektóre reszty [15]. Szczegółowe badania kilku 
białek zaangażowanych w LLPS pozwoliły na zdefinio-
wanie typów odziaływań między– i wewnątrzcząsteczko-
wych, które stanowią podstawę formowania kondensatu 
molekularnego [31-34]. Wydaje się, że nie istnieje uniwer-
salny kod oddziaływania, który decydowałby o zdolności 
danego białka do tworzenia biologicznych kondensatów 
[22]. Zamiast tego w poszczególnych przypadkach ob-
serwuje się różne typy oddziaływania, każdy w odmien-
ny sposób wrażliwy na zmiany fizykochemiczne otocze-
nia (Ryc. 3A) [15]. Jednakowoż, cechą charakterystyczną 
tych oddziaływań jest ich multiwalentność. I tak, ważne w 

Rycina 2. Dojrzewanie kondensatów molekularnych. W odpowiednich warun-
kach fizykochemicznych roztwór białka może ulec spontanicznej LLPS. Ciekły 
kondensat może z czasem ulec przemianom, w wyniku których powstaną inne 
formy amorficzne, tj. włókna czy żele białkowe, posiadające znacznie zmniejszo-
ną swobodę kinetyczną. W wyniku przemian dochodzić także może do formowa-
nia stałej formy krystalicznej.
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tworzeniu multiwalentnych odziaływań są długodystan-
sowe oddziaływania kulombowskie pomiędzy przeciwnie 
naładowanymi resztami. Tworzy je m.in. LAF-1 [29], czy 
obecna w granulach zarodkowych helikaza RNA DDX4 
(ang. DEAD-Box Helicase 4) [35]. Istotne okazują się także 
krótkodystansowe oddziaływania pomiędzy dodatnio na-
ładowanymi resztami Arg i polarnymi pierścieniami reszt 
Tyr, czyli oddziaływania typu kation-π. Przykład stanowi 
tutaj także DDX4 [9]. Spory udział w promowaniu LLPS 
maja także oddziaływania planarne typu π-π. Wśród nich 
największe znaczenie mają te formowane przez reszty Tyr, 
co sugeruje, że obecność grupy hydroksylowej wzmacnia 
odziaływania π-π [32]. Co ciekawe, oddziaływania dzię-
ki którym formowane są MLOs, wydają się być w pewien 
sposób zhierarchizowane. Tworzenie kondensatów przez 
DDX4 prawdopodobnie rozpoczyna się od odziaływań 
elektrostatycznych pomiędzy przeciwnie naładowanymi 
resztami, później natomiast tworzone są oddziaływania 
typy kation-π [15]. Co ciekawe, niektóre białka wiążące 
RNA obecne w MLOs zawierają w swojej budowie dome-
ny podobne do prionów (PrLDs, ang. prion-like domains). 
Szczegółowe analizy PrLDs białka FUS i hnRNPA1 wyka-
zały, że oddziaływania pomiędzy łańcuchami typu β, two-
rzone z udziałem tych białek, mogą prowadzić do LLPS 
[36]. Odziaływania te różnią się jednak od odziaływań β, 
które prowadzą do patologicznych procesów związanych 
z tworzeniem złogów amyloidowych [37]. Zatem, związek 
pomiedzy LLPS a biogenezą włókien amyloidowych wy-
maga dalszych, bardziej wnikliwych badań. Pewnym jest, 
że proces formowania ciekłego kondensatu a także jego 
rozpuszczenia, czyli powrót do jednorodnej mieszaniny 
(Ryc. 3B), zależny jest od wielu czynników. Ich poznanie 
przyczynić się może do zrozumienia molekularnych pod-
staw rozwoju wielu zaburzeń funkcjonowania komórki.

FIZJOLOGIA KOMÓRKI A MLOs

MLOs stanowią sporą grupę struktur komórkowych, bez 
których funkcje życiowe komórki oraz jej odpowiedź na 
czynniki zewnętrzne byłyby niemożliwe. Obecnie znanych 
jest kilkanaście typów MLOs formowanych w komórkach 
eukariotycznych [8]. Istnieją one zarówno w cytoplazmie 
jak i wewnątrz obłonionych organelli, tj. w jądrze czy mi-
tochondriach. Co ciekawe, niektóre struktury związane z 
błonami lipidowymi, jak choćby pory jądrowe, także wyka-
zują właściwości kondensatów biomolekularnych [38]. Jed-
nymi z najlepiej poznanych MLOs są jąderka [10]. Fakt, że 
jąderka są ciekłymi kondensatami pozwala zrozumieć ich 
dynamikę, możliwość szybkiego rozpadu i samoorganiza-
cji w różnych fazach cyklu komórkowego, zmienny kształt 
i zmieniające się położenie w obrębie jądra komórkowego 
oraz możliwość wymiany składników z otoczeniem [39, 40]. 
Do nadrzędnych funkcji jąderka należy transkrypcja rDNA 
katalizowana przez polimerazę I [41], składanie podjedno-
stek rybosomalnych [42,43] oraz ochrona białek jądrowych 
przed nieodwracalną agregacją w warunkach stresu komór-
kowego [44]. W jąderku wyróżnić można kilka odrębnych 
obszarów różniących się składem molekularnym oraz peł-
nionymi funkcjami. I tak, w jąderku wyróżnia się składnik 
ziarnisty (ang. granular component, GC), gęsty składnik fi-
brylarny (ang. dense fibrillar component, DFC) oraz centrum 
fibrylarne (ang. fibrillar center, FC)  [45]. Najbardziej ze-
wnętrznym obszarem jąderka jest GC, który tworzą przede 
wszystkim ujemnie naładowane białka takie jak nukleolina 
i NPM1 (ang. Nucleophosmin 1) [46]. NPM1 jest oligomerycz-
nym białkiem [47], które odgrywa nadrzędną rolę w pro-
mowaniu jąderkowej LLPS [43,48]. Dzięki multiwalentnym 
oddziaływaniom ujemnie naładowane i częściowo nieupo-
rządkowane cząsteczki NPM1 oddziałują ze sobą tworząc 
GC. Następnie, NPM1 tworzy heterotropowe multiwalent-
ne oddziaływania z rRNA i rybosomalnymi białkami posia-
dającymi dodatnio naładowane reszty, głównie reszty Arg 
[48]. Stanowi to podstawy procesu składania podjednostek 
rybosomalnych [43]. Innym ciekawym przykładem MLOs 
powstałych w wyniku LLPS są małe ciałka jądrowe odkryte 
na początku XX w. i nazwane od nazwiska odkrywcy ciał-
kami Cajala [49]. Ich markerowym białkiem jest koilina [50]. 
Co ciekawe jest ona jednocześnie białkiem jąderkowym [51]. 
To właśnie koilina powoduje, że ciałka Cajala zlokalizowane 
są nie tylko w nukleoplazmie, ale także niejednokrotnie for-
mują się wewnątrz jąderek [52]. Ciekawą własnością ciałek 
Cajala jest ich szybkie przemieszczanie się w obszarze jądra 
komórkowego [53]. Zanim wiedza odnośnie LLPS wpisała 
się na dobre w kanon biologii molekularnej Platani i wsp. 
wykazali, że ciałka Cajala mogą ulegać fuzji i rozdziałowi 
podobnie jak krople cieczy [53]. Podobnie jak inne MLOs 
ciałka Cajala zawierają kompleksy białek i RNA, a ich funk-
cja związana jest głównie z powstawaniem, dojrzewaniem 
i przechowywaniem snRNP i snoRNP [54-57], co wiąże je 
pośrednio ze splicingiem. Ze splicingiem związane są także 
inne jądrowe MLOs, tzw. cętki jądrowe (ang. nuclear spec-
kles). Zawierają one różne elementy maszynerii służącej do 
obróbki pre-mRNA. Do ich formowania dochodzi po po-
dziale komórkowym oraz w trakcie interfazy [58,59]. Sporo 
białek budujących cętki jądrowe posiada w swojej budowie 
LCS, w skład których wchodzą np. motywy bogate w Ser/
Arg [60]. Podobnie jak w przypadku ciałek Cajala, fakt iż 

Rycina 3. Odziaływania cząsteczkowe prowadzące do LLPS. (A) Za formowanie 
kondensatów biomolekularnych odpowiedzialne są słabe oddziaływania pomię-
dzy różnymi grupami chemicznymi makrocząsteczek. Schemat przedstawia czte-
ry rodzaje takich oddziaływań, które w największym stopniu przyczyniają się do 
tworzenia kondensatu. Odziaływania te wykazują inną wrażliwość na stężenie 
soli w roztworze. (B) LLPS, jako proces odwracalny, zależeć może od różnych 
czynników fizykochemicznych. Na podstawie [15].
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cętki jądrowe są ciekłymi kondensatami powstałymi w wy-
niku LLPS tłumaczy ich sporą dynamikę oraz możliwość 
swobodnego przepływu składników miedzy cętkami a ota-
czającą nukleoplazmą [61], przy jednoczesnym zachowaniu 
ich spójności i integralności. Są to na tyle spójne struktu-
ry, że możliwe jest ich wyizolowanie z komórki metoda-
mi biochemicznymi [62]. Powstałe w wyniku LLPS MLOs 
odgrywają także ważną rolę w regulacji ekspresji genów 
poprzez epigenetyczne modyfikacje chromatyny. Główną 
rolę odgrywają tu duże kompleksy białek Polycomb [63]. W 
komórkach eukariotycznych heterochromatyna fakultatyw-
na podlega modyfikacjom chemicznym [64]. Najważniejszą 
z nich jest trimetylacja Lys 27 w histonie H3 katalizowana 
przez białka kompleksu represorowego Polycomb 2 (ang. 
Polycomb repressive complex, PRC2) [65]. Zmodyfikowane 
miejsce histonu H3 jest następnie wiązane przez białka 
kompleksu represorowego Polycomb 1 (PRC1). Te z kolei 
wprowadzają kolejne modyfikacje białek nukleosomal-
nych regulując aktywność białek PRC2 [66,67]. Co ważne, 
zauważono, że białka Polycomb tworzą w nukleoplazmie 
punktowe skupiska [68,69]. Ostatnio Tatavosian i wsp. [70] 
wykazali, że białko Cbx2 (ang. Chromobox 2) będące częścią 
kompleksu PCR2, może promować LLPS. Sekwencjami pro-
mującymi LLPS w Cbx2 są zachowane ewolucyjnie regiony 
– głównie zasadowy region ATH2 (ang. AT-hook 2) i region 
bogaty w reszty Ser. Oba fragmenty znajdują się w IDR. 
Wartym podkreślenia jest fakt, że kondensaty Polycomb 
zawierają DNA [70]. LLPS jest procesem związanym z regu-
lacją ekspresji genów, także na poziomie samej transkrypcji. 
Ostatnio Hnisz i wsp. [71] poddali analizie bioinformatycz-
nej właściwości biofizyczne i biochemiczne kompleksów 
białkowych formowanych na super-wzmacniaczach (ang. 
super-enhancers). Super-wzmacniacze są sekwencjami DNA 
ważnymi dla inicjacji transkrypcji genów odpowiedzial-
nych za różnicowanie embrionalnych komórek macierzy-
stych [72]. Zauważono, że kompleksy białkowe tworzone 
na super-wzmacniaczach posiadają specyficzne właściwo-
ści [73-75], odróżniające je od kompleksów tworzonych na 
zwykłych wzmacniaczach. Analiza bioinformatyczna prze-
prowadzona przez Hnisz i wsp. wskazała, że sposób for-
mowania, regulacja składu, kooperatywność i dynamika 
inicjacji transkrypcji regulowana przez kompleksy formo-
wane na super-wzmacniaczach wynikać mogą z faktu, iż 
kompleksy te są ciekłymi kondensatami powstającymi na 
drodze LLPS [71]. Analizy in vitro, którym poddano IDRs 
czynników transkrypcyjnych odpowiedzialnych za utrzy-
manie pluripotentności m.in. BRD4 (ang. Bromodomain-con-
taining protein 4) i OCT-4 (ang. Octamer-binding transcription 
factor 4) w obecności podjednostki Med1 mediatora [76], 
stanowiącego główny składnik kompleksu, potwierdziły iż 
kompleksy białkowe formowane na super-wzmacniaczach 
powstają na drodze LLPS. Obecnie wiadomo, że regulacja 
transkrypcji, także w komórkach zróżnicowanych, odbywa 
się dzięki kondensatom makromolekularnym formowanym 
na drodze LLPS [77-80]. 

Z przytoczonych powyżej przykładów wynika, że regu-
lacja ekspresji genów oraz następstwo zdarzeń na poziomie 
molekularnym zależne jest od prawidłowego formowania 
MLOs na drodze spontanicznej LLPS. Jednakże jądrowe 
MLOs związane są nie tylko z regulacją ekspresji genów. 
Przykładem mogą być klastrosomy będące dynamiczny-

mi strukturami o nieregularnym kształcie. Formowane są 
one przejściowo w warunkach wymagających wzmożonej 
proteolizy w jądrze komórkowym. Powstają m.in. w czasie 
interfazy a ich główną funkcją jest specyficzna degradacja 
czynników transkrypcyjnych, np. onkoprotein, których ak-
tywność musi być ściśle kontrolowana [81-83]. Po utworze-
niu rekrutują kolejne białka ukierunkowane na degradację, 
jak na przykład białko PML (ang. Promyelocytic leukemia 
protein) [84]. PML wchodzi także w skład innych jądrowych 
MLOs, tj. ciałek PMLs (nazwane od głównego składnik 
białka PML). Ciałka PMLs są wielofunkcyjnymi organella-
mi. Powstają w odpowiedzi na stres komórkowy wywoła-
ny infekcją wirusową [85], naprawą uszkodzeń DNA [86], 
stresem oksydacyjnym [87] i wieloma innymi czynnikami 
stresowymi [88]. Formowanie kondensatu odbywa się m.in. 
dzięki homotypowym oddziaływaniom PML [89]. Ważna 
dla tego procesu jest także sumoilacja trzech zachowanych 
ewolucyjnie reszt PML [90]. Ciałka PMLs stanowią dosko-
nały przykład zależności pomiędzy formowaniem LLPS, 
a modyfikacjami potranslacyjnymi. Innym przykładem 
MLOs, formowanych w odpowiedzi na stres komórkowy, 
są cytoplazmatyczne granule stresowe (ang. stress granules). 
Ich formowanie odbywa się głównie w odpowiedzi na wa-
runki stresowe [36]. Pierwszą linią obrony komórki na stres 
jest zahamowanie, a dokładniej przeprogramowanie trans-
lacji. Ma to na celu z jednej strony ograniczenie wydatków 
energetycznych, a z drugiej zapobieżenie pojawianiu się 
w komórce źle sfałdowanych białek [91]. W takiej sytuacji 
w cytoplazmie formowane są granule stresowe zawierające 
m.in. czynniki inicjacji translacji (eIF3, eIF4E, eIF4G i inne) 
[92,93], rybosomalną podjednostkę 40S [92] i poly(A)mRNA 
[26]. Ponadto skład granul stresowych różni się w zależno-
ści od rodzaju stresu i typu komórki [94]. Wyniki badań su-
gerują, że te MLOs, podobnie jak choćby opisane powyżej 
jąderka, posiadają niejednorodną strukturę. Składają się ze 
stabilnego rdzenia i dynamicznej otoczki, która może swo-
bodnie wymieniać składniki z otoczeniem [95]. Co ciekawe, 
zauważono znaczne różnice w formowaniu granul streso-
wych tworzonych in vitro i w komórkach. Podczas gdy ni-
ska temperatura promuje ich formowanie in vitro [36], tak 
w przypadku badań na liniach komórkowych w niskich 
temperaturach granule stresowe tworzą się mniej wydaj-
nie [96], co pokazuje jak ważne w tym obszarze badań są 
analizy w żywych układach. Co ciekawe, granule stresowe 
biorą udział nie tylko w potranskrypcyjnej regulacji ekspre-
sji genów, lecz także chronią komórkę przed apoptozą [97, 
98]. Ostatnio zaobserwowano też, że zaburzenia formowa-
nia, funkcjonowania, a także dysocjacji granul stresowych 
mają związek z rozwojem chorób, włączając amyloidozy 
obserwowane w przebiegu chorób neurodegeneracyjnych 
[36,99-101]. Z granulami stresowymi wiele wspólnego mają 
inne cytoplazmatyczne MLOs, czyli ciałka procesujące, 
zwane też ciałkami P (ang. processing bodies, P-bodies). Ciałka 
P także stanowią jeden z elementów odpowiedzi komórki 
na stres [102]. Tworzone są one z mRNA i białek odpowie-
dzialnych za represję translacji i rozpad mRNA [103,104], a 
główna różnica pomiędzy nimi a granulami stresowymi na 
poziome molekularnym związana jest z tym, iż w ciałkach 
procesujących nie występują czynniki inicjacji translacji.

Ten krótki opis wybranych komórkowych MLOs zawie-
ra tylko niewielki wycinek wiedzy na temat ich różnorod-
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ności, lokalizacji i postulowanych funkcji. MLOs w istocie 
stanowią nierozłączny element żywej komórki. Choć są 
pozbawione fizycznej granicy w postaci błony lipidowej, to 
jednak są integralne i posiadają swoistą organizację struk-
turalną. Ich wspólną cechą jest sposób formowania, czyli 
na drodze LLPS, jednak poszczególne czynniki biofizyczne 
i biochemiczne inicjujące proces są różne dla różnych typów 
MLOs. MLOs stanowią wyzwanie dla współczesnej biologii 
molekularnej i biofizyki. Wymagają szczególnego podejścia 
eksperymentalnego i zastosowania odpowiedniego wachla-
rza technik. 

METODY BADAŃ MLOs

Badania, których głównym polem zainteresowania są 
MLOs, dotyczą analiz w komórkach, a także w czystym 
układzie in vitro. Ponadto, w zależności od celu prowadzo-
nych badań konieczne jest skupienie się na różnych wła-
ściwościach badanych MLOs, bądź występujących w nich 
białek, co wymaga zastosowania różnych technik (Ryc. 4). 
W tej części pracy zebrano i opisano techniki najczęściej sto-
sowane do opisu MLOs. 

ANALIZA SKŁADU MLOs

METODY OBLICZENIOWE
Tworzenie ciekłych kondensatów odbywa się za po-

średnictwem różnych oddziaływań, w które angażowane 
są poszczególne reszty aminokwasowe. Jednak, zdolność 
danego białka do tworzenia kondensatów wynika nie tyle 
z jego składu aminokwasowego, co ze struktury pierwszo-
rzędowej [22]. Jej szczegółowa analiza oraz przewidywa-
nie struktury drugorzędowej mogą dostarczać informacji 
czy dane białko posiada potencjalnie zdolność do LLPS. 

Jak przedstawiono powyżej, wiele białek biorących udział 
w LLPS posiada w swojej sekwencji pozbawione struktury 
drugorzędowej IDRs, często mające charakter LCS. Z tego 
też powodu, narzędzia służące do przewidywania nie-
uporządkowania wydają się być przydatne w kontekście 
wstępnych analiz in silico białek występujących w MLOs. 
Wśród takich narzędzi można wymienić IUPred (http://
iupred.enzim.hu) [105] czy służący do określania hydrofo-
bowości, dystrybucji ładunku oraz stanu upakowania CI-
DER (http://pappulab.wustl.edu/CIDER/analysis) [106]. 
Ponadto, w ostatnim czasie pojawiły się również narzędzia 
dedykowane przewidywaniu tendencji danego białka do 
udziału w LLPS. Wykorzystują one bazy białek, dla których 
eksperymentalnie pokazano takie właściwości. Pierwszym 
z tych narzędzi jest algorytm catGRANULE (http://service.
tartaglialab.com/update_submission/257696/6e6862d1e1), 
który oblicza prawdopodobieństwo zdolności danego biał-
ka do udziału w LLPS w oparciu o przewidywanie nie-
uporządkowania struktury, zdolności do wiązania RNA 
oraz występowania i długości specyficznych motywów w 
łańcuchu polipeptydowym [107]. Innym narzędziem jest 
predyktor skupiający się na oddziaływaniach π-π (http://
abragam.med.utoronto.ca/~JFKlab/Software/psp.htm) 
[34]. Pomimo niewielkiej ilości takich predyktorów, i ich 
niezbyt dużej uniwersalności, oczywistym jest, że wraz z 
upływem czasu i kolejnymi odkryciami dotyczącymi białek 
obecnych w MLOs baza informacji o białkach będzie stale 
powiększana, a co za tym idzie tworzone predyktory będą 
coraz dokładniejsze. Jednocześnie z gwałtownym postępem 
w badaniach polimerów powstały modele teoretyczne, któ-
re opisują i przewidują rozpuszczalność i upakowanie łań-
cuchów polimerowych. Teoria Flory’ego-Huggins’a opisuje 
matematycznie konfiguracyjną entropię mieszania polime-
rów [108] zgodnie z poniższym równaniem:

Rycina 4. Techniki wykorzystywane w badaniach MLOs. Techniki podzielono ze względu na badaną cechę MLOs bądź występujących w nich białek.

http://iupred.enzim.hu
http://iupred.enzim.hu
http://pappulab.wustl.edu/CIDER/analysis
http://service.tartaglialab.com/update_submission/257696/6e6862d1e1
http://service.tartaglialab.com/update_submission/257696/6e6862d1e1
http://abragam.med.utoronto.ca/~JFKlab/Software/psp.htm
http://abragam.med.utoronto.ca/~JFKlab/Software/psp.htm
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,

gdzie, R – stała gazowa, φ – ułamek objętościowy składni-
ka A lub B, n – liczba moli składnika A lub B. Natomiast, 
zgodnie z tą teorią zmiana energii swobodnej wyraża się 
wzorem:

,

gdzie χ – to tzw. współczynnik oddziaływania [109]. W 
oparciu o ten współczynnik, zwany również współczyn-
nikiem oddziaływania Flory’ego-Huggins’a, możliwe jest 
określenie stopnia, w jakim polimer miesza się z rozpusz-
czalnikiem [14,110]. Biorąc pod uwagę, że organiczne po-
limery są bardzo podobne do białek, teoria ta została za-
stosowana między innymi do przewidywania zachowania 
fazowego dwuelementowego systemu składającego się 
z poli-SH3 (ang. poly-SRC homology 3 domain) i poly-PRM 
(ang. poly-Proline-rich motif) [5]. Z kolei Harmon i wsp. rozwi-
nęli teorię Flory’ego-Huggins’a [14] bazując na teorii Flory-
’ego-Stockmayer’a [111] i modelu koralikowym opracowa-
nym przez Semenov’a i Rubinstein’a [112] i wykorzystując 
modelowanie gruboziarniste oraz symulacje atomistyczne 
określili wpływ objętości solwatacyjnej łącznika na predys-
pozycje białka do kondensacji związanej bądź niezwiązanej 
z LLPS [113].

TECHNIKI PROTEOMICZNE

MLOs powstają w wyniku tworzenia sieci stabilizują-
cych interakcji pomiędzy wieloma składnikami kondensatu 
[43,114]. Istotnym aspektem badań MLOs jest poznanie ich 
unikalnego składu. Do tego celu idealnie nadają się techni-
ki bazujące na spektrometrii masowej. Jednakże MLOs są 
cieczami, które charakteryzują się bardzo dużą dynamiką, 
co znacznie utrudnia ich izolację. Pierwsze analizy prote-
omu MLOs zostały przeprowadzone przez Andersena i wsp. 
[115], którzy wykorzystali frakcjonowanie jądrowe oraz 
spektrometrię masową do scharakteryzowania proteomu 
jąderkowego. Dzięki wykorzystaniu 1D-, 2D-SDS-PAGE, 
MALDI-TOF oraz nano-elektrorozpylania udało się ziden-
tyfikować 271 jąderkowych białek [115]. Późniejszy rozwój 
metod bazujących na spektrometrii masowej oraz rozwój 
analiz bioinformatycznych rozszerzył tę listę do 4500 białek 
[116]. Niestety, z uwagi na nietrwałość, nie wszystkie MLOs 
mogą zostać wyizolowane w nienaruszonej formie. Alterna-
tywą może być zastosowanie metod pośrednich np. metody 
BioID. W metodzie tej interesujące białko jest znakowane 
zmodyfikowaną ligazą biotyny (BirA*), która katalizuje 
biotynylację białek znajdujących się w odległości około 10 
nm, czyli takich, które najprawdopodobniej biorą udział w 
oddziaływaniu ze znakowanym białkiem [117]. Następnie, 
biotynylowane białka mogą być zidentyfikowane za pomo-
cą spektrometrii masowej. Powyższą metodę zastosowali 
między Youn i wsp. w badaniach granuli stresowych i cia-
łek P [118].

ANALIZY STRUKTURALNE SKŁADNIKÓW MLOS

TECHNIKI STRUKTURALNE

Jak wspomniano uprzednio, białka, które mają tenden-
cję do udziału w procesie LLPS bardzo często posiadają 
nieuporządkowane LCSs, co znacznie utrudnia analizy ich 
struktury za pomocą typowych technik wykorzystywa-
nych w badaniach białek globularnych. Niska złożoność 
sekwencji powoduje, że w przypadku takich technik jak 
mikroskopia krioelektronowa (ang. cryo-electron microscopy, 
cryo-EM) czy magnetyczny rezonans jądrowy (ang. nuclear 
magnetic resonance, NMR) pojawiają się pewne ograniczenia. 
Niemniej jednak, w wielu badaniach MLOs postanowiono 
skorzystać z tych technik.

NMR

Obserwowane w technice NMR wartości przesunięcia 
chemicznego (δ) atomów specyficznych reszt aminokwaso-
wych zawierają informacje o populacji regularnych struktur 
drugorzędowych (α-helis i β-struktur) i kłębka statystycz-
nego oraz o lokalnym otoczeniu chemicznym [119]. Tym 
samym, zmiany wartości przesunięcia chemicznego (ang. 
chemical shift perturbation, CSP), wywołane na przykład 
wzmocnionym oddziaływaniem poszczególnych ugrupo-
wań podczas LLPS, mogą być specyficznym wskazaniem 
miejsc takich oddziaływań oraz zmian konformacyjnych z 
nimi związanych [120,121]. Ponadto, możliwe jest również 
wyznaczenie tzw. drugorzędowego przesunięcia chemicz-
nego (∆δ), które będąc różnicą pomiędzy eksperymentalną 
wartością δ oraz wystandaryzowaną wartością dla kłębka 
statystycznego informuje o tym, czy dany region ulega fał-
dowaniu [122]. Zastosowano to do analizy C-końcowego 
regionu białka TDP-43 (ang. TAR DNA binding protein 43) i 
wykazano, że w kondensacie region ten tworzy helisę [121]. 
Jądrowy efekt Overhausera (ang. nuclear Overhauser effect, 
NOE) polega na transferze polaryzacji w przestrzeni po-
przez oddziaływanie dipol-dipol i jest zależny od wartości 
r-6, gdzie r to odległość pomiędzy dwoma jądrami atomów. 
Brady i wsp. wykorzystali NOE, aby zbadać krótkodystan-
sowe oddziaływania pomiędzy aminokwasami zasocjo-
wanych LCSs helikazy DDX4 [123]. Pomimo, że nie udało 
się określić rezonansu indywidualnych aminokwasów z 
powodu niskiej złożoności sekwencji, wzmocnienie NOE 
obserwowano pomiędzy resztami Arg i Phe, co dostarczyło 
informacji na temat oddziaływań między aminokwasami 
będących podstawą tworzenia sieci molekularnej w trakcie 
LLPS przez to białko [123]. Komplementarną techniką do 
NOE jest pomiar wzmocnienia relaksacji paramagnetycznej 
(ang. paramagnetic relaxation enhancement, PRE). Zjawisko to 
występuje w przypadku oddziaływania dipol-dipol pomię-
dzy jądrem i niesparowanym elektronem znacznika posia-
dającego paramagnetyczny spin [124]. Technika ta została 
wykorzystana między innymi do pokazania, że międzyczą-
steczkowe oddziaływania pomiędzy fragmentami helikal-
nymi LCS TDP-43 prowadzą do LLPS [121]. W przypadku 
tej techniki należy mieć jednak na uwadze, że znakowanie 
białka może wpływać na jego strukturę i oddziaływanie z 
innymi białkami.
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Bardziej skomplikowane warianty techniki NMR mogą 
zostać również wykorzystane do analizy dynamiki poszcze-
gólnych składników MLOs. Metoda impulsowego gradien-
tu pola magnetycznego (ang. pulse field gradient, PFG) jest 
wykorzystywana w celu określenia współczynników dy-
fuzji i jest przydatna w przypadku analizy złożonych mie-
szanin, ponieważ rezonans poszczególnych składników 
może zostać wyznaczony na podstawie wielkości cząste-
czek [35,43,123]. Podczas eksperymentu PFG obserwowane 
jest tzw. zjawisko tłumienia intensywności, które zależy od 
współczynnika dyfuzji i czasu oraz gradientu pola magne-
tycznego. Małe tłumienie intensywności jest obserwowane 
dla dużych, wolno dyfundujących cząsteczek, a silne tłu-
mienie intensywności obserwowane jest dla małych, szyb-
ko dyfundujących cząsteczek [125]. Używając tej techniki 
Mitrea i wsp. zaobserwowali słabe odziaływania pomiędzy 
kwasowymi i zasadowymi IDRs NPM1, otrzymując tym sa-
mym informacje na temat mechanizmu oddziaływań mię-
dzycząsteczkowych NPM1, które prowadzą do LLPS [43]. 
Ponadto, w przypadku, gdy w następstwie LLPS tworzone 
są hydrożele, możliwe jest zastosowanie NMR ciała stałego 
(ang. solid state NMR, ssNMR) do zbadania ich właściwości 
strukturalnych i dynamicznych. Dannatt i wsp. pokazali, że 
białko wiążące jednoniciowe DNA z E. coli wykazuje ten-
dencję do formowania hydrożeli in vitro [126]. Za pomocą 
techniki ssNMR udało się pokazać, że C-końcowy kwaśny 
motyw przejściowo oddziałuje z rowkiem wiążącym DNA 
i tym samym wyjaśniono podstawy tworzenia hydrożeli 
oraz mechanizm obserwowanej autoinhibicji [126].

CRYO-EM ORAZ CRYO-ET

Techniki cryo-EM oraz tomografia krioelektronowa (ang. 
cryo-electron tomography, cryo-ET) dostarczają wielu infor-
macji strukturalnych w zakresie od Å do nm i mogą z powo-
dzeniem być wykorzystywane do badania biomolekuł w ich 
naturalnym środowisku. Dzięki rejestracji wielu obrazów 
tej samej próbki pod różnym kątem i późniejszej odpowied-
niej ich obróbki możliwe jest wygenerowanie obrazów 3D 
[127]. Niestety cryo-EM ma stosunkowo niewielkie zastoso-
wanie w badaniach MLOs ze względu na wymaganą homo-
genność badanej próbki. W najlepszym wypadku może ona 
być wykorzystana w celu uzyskania informacji na temat oli-
gomerów związanych z nukleacją i przejściem fazowym. Z 
kolei cryo-ET może być z powodzeniem wykorzystywane 
do badania strukturalnej organizacji biomolekuł wewnątrz 
MLOs utworzonych w wyniku LLPS. Technika ta została 
wykorzystana między innymi do scharakteryzowania żelo-
-podobnych kropli utworzonych przez białko Sup35. Wyge-
nerowany obraz 3D pokazał dobrze zdefiniowaną, ale nie-
uporządkowaną, siatkę wzajemnie oddziałujących białek 
[128]. Ograniczeniem techniki cryo-ET jest grubość próbki 
i w przypadku próbek grubszych niż 300 nm uzyskiwane 
obrazy mogą być nieczytelne. Na szczęście, ze względu na 
ciągły intensywny rozwój technik cryo, powstają nowe me-
tody przygotowywania próbek i tak, dzięki zastosowaniu 
techniki FIB (ang. focused beam milling) możliwe jest odpo-
wiednie przygotowanie próbki o grubości 170 nm [129]. 

MAŁOKĄTOWE ROZPRASZANIE

Rozpraszanie promieniowania elektromagnetycznego 
może dostarczyć informacji na temat struktury i organi-
zacji cząsteczek w roztworze w skali od Å do µm [130]. W 
metodzie tej wymagana jest jednak wysoka homogenność 
próbki, ponieważ w przeciwnym razie otrzymywane wy-
niki mogą być niejednoznaczne. Tym niemniej, metoda z 
powodzeniem wykorzystywana jest w wielu badaniach 
dotyczących MLOs. Na podstawie uzyskanych krzywych 
rozpraszania w eksperymentach małokątowego rozprasza-
nia promieni rentgenowskich (ang. small-angle X-ray scat-
tering, SAXS) możliwe jest wyznaczenie promienia żyracji 
(R g), maksymalnej wielkości cząsteczek (Dmax), a także ich 
objętości [130]. Z kolei na podstawie wykresu Kratky’ego 
możliwe jest określenie kształtu cząsteczki [130]. Technika 
SAXS została między innymi wykorzystana w badaniach 
wielobiałkowych kompleksów powstających w procesie 
LLPS zawierających białko z domeną SH3 oraz ligand po-
siadający PRM [5]. Alternatywą dla SAXS jest małokątowe 
rozpraszanie neutronów (ang. small-angle neutron scattering, 
SANS) polegające na rejestrowaniu intensywności rozpra-
szania neutronów przez obecne w próbce jądra atomowe. 
W technice tej często stosuje się różne izotopy atomów, co 
pozwala na dokładniejsze analizy wielobiałkowych kom-
pleksów. Technika taka została między innymi wykorzy-
stana do pokazania, że nieuporządkowana domena nukle-
oporyny bogata w reszty Phe/Gly podczas oddziaływania 
z czynnikami transkrypcyjnymi ulega konformacyjnym 
rearanżacjom prowadzącym do zwiększenia jej promienia 
żyracji [131].

OBRAZOWANIE ORAZ BADANIA LOKALIZACYJNE

MIKROSKOPIA ŚWIETLNA
Mikroskopia świetlna jest techniką, która idealnie nadaje 

się do obrazowania MLOs w warunkach in vitro, włączając 
w to żywe i utrwalone komórki [10,35,36]. Biorąc pod uwa-
gę to, że wprowadzanie zewnętrznych fluoroforów dostar-
cza pewnych trudności, o których będzie mowa pod koniec 
rozdziału, metody obrazowania, które tego nie wymagają 
wydają się dużo odpowiedniejsze. Dwie z najczęściej sto-
sowanych metod to obrazowanie z wykorzystaniem kon-
trastu fazowego oraz obrazowanie z wykorzystaniem róż-
niczkowego kontrastu interferencyjnego (ang. differential in-
terference contrast, DIC) [132]. Opierają się one na różnicach 
współczynnika załamania światła lub różnicach w grubości 
struktur w próbce, które zmieniają fazę światła ulegającego 
dyfrakcji. Różnice fazowe są następnie przekształcane na 
różnice w intensywności, co skutkuje tym, że gęstsze obsza-
ry dają ciemniejsze obrazy [133]. Obrazowanie za pomocą 
DIC zostało wykorzystane na przykład do określenia gra-
nicznego stężenia formowania kropli przez białka DDX4 
[35], LAF-1 [29], tau [134] oraz HP1α (ang. Heterochromatin 
protein 1 α) [135] posiadające motyw Arg-Gly-Gly, jak rów-
nież do obrazowania w żywych komórkach gęstych MLOs, 
takich jak ciałka Cajala [136] czy jąderko [10]. Największą 
wadą metod niewykorzystujących fluoroforów jest to, że 
nie pozwalają one na śledzenie dynamiki poszczególnych 
składników MLOs. 
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MIKROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Techniki mikroskopii fluorescencyjnej bazują na bezpo-
średniej detekcji fluoroforów dołączonych do badanego 
białka za pomocą metod chemicznych [137], genetycznych 
[138], immunologicznych [139], bądź enzymatycznych [140]. 
Poza występującymi na rynku znacznikami fluorescencyj-
nymi, które umożliwiają jedynie znakowanie badanego 
białka, dostępne są również znaczniki, które umożliwiają 
identyfikację specyficznych związków lub specyficznych 
struktur, takich jak na przykład β-struktury występujące 
we włóknach amyloidowych. Należy jednak podchodzić 
ostrożnie do stosowania poszczególnych znaczników flu-
orescencyjnych, gdyż ich obecność może w znaczący spo-
sób wpływać na oddziaływanie pomiędzy znakowanymi 
cząsteczkami (np. dimeryzujące GFP) [141]. Tradycyjną mi-
kroskopową techniką fluorescencyjną jest tzw. mikroskopia 
fluorescencyjna szerokiego pola (ang. wide-field fluorescence 
microscopy), w której fluorofory są wzbudzane w całym polu 
widzenia. Niestety wadą tej techniki jest to, że w przypadku 
zbyt grubych próbek (grubość powyżej 30 µm) fluorescencja 
pochodząca spoza płaszczyzny ogniskowej może pogarszać 
kontrast jak i rozdzielczość uzyskiwanego obrazu [142]. 
Wady tej pozbawiona jest mikroskopia konfokalna, w któ-
rej światło pochodzące spoza płaszczyzny ogniskowej jest 
skutecznie blokowane przez dodatkową przesłonę [142]. 
Technika ta pozwala na znaczną poprawę kontrastu kosz-
tem nieznacznego obniżenia intensywności sygnału. Warto 
nadmienić, że odpowiednie rejestrowanie obrazów w osi 
Z pozwala na rekonstrukcje obrazów 3D, a jeżeli obrazy są 
rejestrowanie w odstępach czasu możliwe jest utworzenie 
obrazu 4D [137]. Rejestrowanie obrazów w czasie, w celu 
utworzenia obrazu 4D zostało zastosowane między innymi 
w badaniu dynamiki ciałek Cajala w nukleoplazmie [53]. 
Opisane powyżej techniki, w tradycyjnej formie są jednak 
stosowane jedynie do pozyskiwania danych dla stanów sta-
cjonarnych. W przypadku, gdy celem jest zbadanie dyna-
miki oraz lepkosprężystych właściwości MLOs konieczne 
jest zastosowanie takich technik jak odzysk fluorescencji po 
fotoblaknięciu (ang. fluorescence recovery after photobleaching, 
FRAP) lub utrata fluorescencji w wyniku fotoblaknięcia 
(ang. fluorescence loss in photobleaching, FLIP). W obu tych 
technikach ROI (ang. region of interest) jest naświetlany świa-
tłem lasera o dużej intensywności, aby wygasić fluorescen-
cję znajdujących się w tym regionie fluoroforów [137]. Na-
stępnie dyfuzja niewygaszonych i wygaszonych cząsteczek 
do i z ROI może być ilościowo oznaczona poprzez pomiar 
intensywności fluorescencji jako funkcji czasu [137]. Jako 
przykład można podać białko DDX4 obecne w MLOs, dla 
którego wyznaczono współczynnik dyfuzji oraz promień 
hydrodynamiczny stosując technikę FRAP, a otrzymane 
parametry były zgodne z tymi wyznaczonymi za pomocą 
NMR [35, 123]. Kombinacja technik FRAP oraz FLIP została 
również wykorzystana przez Brangwynne i wsp. do zbadania 
dynamiki PGL-1 (ang. P-GranuLe abnormality) znakowanego 
GFP wewnątrz ciałek P w komórkach [9]. Kolejną bardzo 
ważną techniką fluorescencyjną, wykorzystywaną z powo-
dzeniem w badaniach MLOs jest tzw. jednocząsteczkowy 
FRET (ang. single-molecule Förster Resonance Energy Trans-
fer, smFRET). W tradycyjnej technice FRET wykorzystuje 
się dwa fluorofory, z których jeden jest donorem, a drugi 
akceptorem energii wzbudzenia. W trakcie pomiaru donor 

jest wzbudzany falą o odpowiedniej długości. Jeśli akceptor 
znajduje się w odpowiedniej odległości, następuje transfer 
energii, dzięki czemu możliwe jest zaobserwowanie fluore-
scencji akceptora. Jednakże w przypadku tradycyjnej tech-
niki FRET uzyskiwany sygnał jest pewną uśrednioną war-
tością pochodzącą od wielu cząsteczek. Niewątpliwą zaletą 
techniki smFRET jest to, że zamiast otrzymywania wartości, 
która jest średnią sygnałów, informacja jest uzyskiwana dla 
każdej cząsteczki osobno [143]. Elbaum-Grafinkle i wsp. 
badali oddziaływanie jednoniciowego RNA znakowanego 
znacznikami Cy3 i Cy5 z LAF-1. Za pomocą smFRET bada-
cze pokazali, że gdy układ zbliżał się do granicy przejścia 
fazowego, oddziałujące kompleksy LAF-1 i RNA wykazy-
wały różną dynamikę w fazie gęstej i fazie lekkiej ze znacz-
nie zintensyfikowanymi fluktuacjami sprzyjającymi LLPS 
[29]. Z kolei Mitrea i wsp. po zaznakowaniu NPM1 znaczni-
kami AlexaFluor 488 i AlexaFluor 594 w IDR i na C-końcu 
domeny globularnej, pokazali, że siła jonowa, która hamuje 
w tym przypadku LLPS, powoduje konformacyjne wydłu-
żenie IDR [43]. Spektroskopia korelacji fluorescencji (ang. 
fluorescence correlation spectroscopy, FCS) jest techniką, która 
pozwala na analizę dyfuzji cząsteczek poprzez pomiar fluk-
tuacji intensywności fluorescencji znakowanej cząsteczki 
w małej objętości fokalnej (femtolitr) [144,145]. Technika ta 
pozwala na określenie współczynnika dyfuzji i stężenia flu-
orofora zarówno in vitro jak i in vivo, a także może służyć 
do obserwowania fluktuacji konformacyjnych oraz badania 
termodynamiki i kinetyki między- i wewnątrzcząsteczko-
wych oddziaływań [144,145]. Maharana i wsp. wykorzystali 
tę technikę do obserwowania dyfuzji białka FUS wewnątrz 
jądra i cytoplazmy [146].

Wszystkie z wymienionych powyżej technik fluorescen-
cyjnych mogą być z powodzeniem stosowane w badaniach 
MLOs. Należy jednak pamiętać o kilku ograniczeniach. 
Należy mieć na uwadze, że choć utrwalanie żywych ko-
mórek stabilizuje oddziaływania międzycząsteczkowe oraz 
architekturę komórkową [147], to dynamika molekularna 
zostaje zakłócona. Z kolei znakowanie białek może w zna-
czący sposób wpływać na strukturę białka i w konsekwencji 
zmieniać dystrybucję docelowych składników w komórce 
[147]. W przypadku obrazowania żywych komórek należy 
mieć również na uwadze konieczność utrzymania optymal-
nych warunków hodowli komórkowej oraz minimalnej fo-
totoksyczności podczas rejestracji obrazów jak również to, 
że ekspresja białek heterologicznych niekoniecznie musi 
odwzorowywać rzeczywisty poziom białek endogennych 
[147]. Wykorzystując mikroskopię konfokalną należy tak-
że mieć na uwadze pojawianie się ewentualnego fotousz-
kodzenia próbki lub fotowygaszania fluoroforów spowo-
dowanych przez laser i powinno to być zminimalizowane, 
bądź uwzględnione w analizie obrazów. Z kolei w przypad-
ku stosowania technik FRAP oraz FLIP należy pamiętać, że 
naświetlanie laserem wysokiej energii może prowadzić do 
występowania efektu fototoksycznego w żywych komór-
kach, zmieniać ich szlaki sygnałowe i tym samym prowa-
dzić do zmiany właściwości oraz składu MLOs. W końcu 
w przypadku techniki smFRET należy pamiętać, że rozpra-
szanie światła przy długości fali powyżej 320 nm wynika 
ze zmętnienia próbki i należy to uwzględnić przy doborze 
odpowiednich znaczników fluorescencyjnych.
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MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

W technikach mikroskopii elektronowej (ang. electron 
microscopy, EM) wykorzystuje się wiązkę elektronów do 
naświetlania badanych próbek i otrzymywania obrazów 
o rozdzielczości sięgającej nawet 0,8Å [148]. Transmisyjna 
mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron mi-
croscopy, TEM) z kolei, wykorzystuje znakowanie próbek 
metalami ciężkimi (np. uran, molibden) do obrazowania 
ultrastrukturalnych właściwości komórek [149]. TEM była 
wielokrotnie wykorzystywana do badania różnych MLOs, 
na przykład jąderek [150,151], cętek jądrowych [152], ciałek 
Cajala [136,153], czy granul RNP [154,155]. Z kolei Souquere 
i wsp. wiążąc próbki z koloidalnymi cząstkami złota pokry-
tymi specyficznymi przeciwciałami uzyskali informacje na 
temat składu oraz preferowanej lokalizacji jądrowej białka 
CRM1 (ang. Chromosomal maintenance 1) [156]. Największą 
wadą technik mikroskopii elektronowej jest to, że koniecz-
ne jest utrwalenie oraz specyficzne przygotowanie próbki, 
co automatycznie wyklucza możliwość obrazowania proce-
sów biologicznych w czasie rzeczywistym.

INNE TECHNIKI POMOCNE W BADANIACH MLOs

Techniki, które zostały wymienione powyżej to tylko 
wybrane z wielu, które można wykorzystywać do badań 
MLOs. Poza tymi opisanymi, można jeszcze wymienić takie 
jak techniki opierające się na rozpraszaniu promieniowania 
elektromagnetycznego. Z tej grupy bardzo często stosuje się 
metody polegające na pomiarze zmętnienia próbki. Pomiar 
ten wykonuje się mierząc absorbancję próbki przy długości 
fali poza zakresem odpowiadającym widmu absorpcji biał-
ka (zazwyczaj λ=320 nm lub  λ=600 nm) [45,48,121]. Następ-
nie, dzięki odpowiedniej manipulacji warunkami ekspery-
mentu, możliwe jest wyznaczenie granicznego stężenia czy 
temperatury, przy których zachodzi proces separacji faz. 
Należy jednak pamiętać, że wzrost zmętnienia może wyni-
kać również z powstawania agregatów białkowych, dlatego 
warto łączyć analizę zmętnienia próbki z techniką, mikro-
skopową np. DIC. Innymi metodami wykorzystującymi 
rozpraszanie promieniowania elektromagnetycznego, które 
się powszechnie stosuje w badaniach MLOs są: dynamicz-
ne rozpraszanie światła (ang. dynamic light scattering, DLS), 
statyczne rozpraszanie światła (ang. static light scattering, 
DLS) czy wielokątowe rozpraszanie światła (ang. multi-an-
gle light scattering, MALS), które wykorzystuje się między 
innymi do określania wielkości jak i kształtów białek [130]. 
Ponadto powszechnie wykorzystywane są metody mające 
na celu kompleksowe badania transkryptomiczne ze wzglę-
du na powszechną obecność specyficznych sekwencji RNA 
w MLOs. Wśród tych technik można wymienić między in-
nymi połączenie techniki RNA-Seq z techniką FISH (ang. 
fluorescence in situ hybridization) [157-159]. Ponadto należy 
również wspomnieć o niektórych technikach mikroskopii 
wysokorozdzielczej, takich jak SIM (ang. structured illumina-
tion microscopy), STORM (ang. stochastic optical reconstruction 
microscopy) czy LLSM (ang. lattice light-sheet microscopy), któ-
re dzięki połączeniu danych optycznych z analizami mate-
matycznymi są w stanie dostarczyć obrazy o rozdzielczości 
nawet 10-krotnie większej niż limit dyfrakcji [160].

PODSUMOWANIE

MLOs sa różnorodynymi organellami komórkowymi, 
jednak w ich formowaniu i funkcjonowaniu można do-
szukać się pewnych prawidłowości. Wiedza odnośnie ich 
składu, sposobu formowania czy funkcji w ostatnich latach 
poszerza się, jednak wciąż wiele aspektów pozostaje nieroz-
poznanych i wymaga dalszych badań. Niejasny pozostaje 
na przykład związek pomiędzy zaburzeniami funkcji nie-
których MLOs a rozwojem chorób neurodegeneracyjnych. 
Badania MLOs wymagają stosowania specjalnego zestawu 
technik eksperymentalnych. Sporo technik stosowanych 
w biochemii białek czy biologii strukturalnej napotyka na 
pewne ograniczenia uniemożliwiające ich pełne wykorzy-
stanie do badań MLOs. Wynika to bardzo często z nieupo-
rządkowanej natury LCSs oraz z dużej dynamiki składu 
kondensatu, który ulega zmianom w odpowiedzi na zmie-
niające się warunki fizykochemiczne otoczenia. W związku 
z tym, w przypadku badań MLOs, konieczne jest zastoso-
wanie kompleksowej analizy z wykorzystaniem wielu róż-
nych technik, z których każda pozwoli na zbadanie innego 
aspektu MLO. Jedynie w taki sposób można określić skład, 
strukturę, lokalizację MLOs, a także takie ich parametry 
reologiczne jak lepkość czy napięcie powierzchniowe. Po-
nadto, ciągły rozwój metod in silico napawa nadzieją, że w 
niedalekiej przyszłości pojawią się kolejne i coraz dokład-
niejsze metody pozwalające na analizy MLOs oraz białek w 
nich występujących.
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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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