STRESZCZENIE

by réznorodne procesy biochemiczne mogly sprawnie zachodzi¢ w tej samej komoérce,

niezbedne jest istnienie w niej wyodrebnionych obszaréw. Oprécz oblonionych orga-
nelli naleza do nich kondensaty bioczasteczkowe - nieoblonione, dynamicznie zmieniajace
sie struktury powstajace z biatek i kwaséw nukleinowych. Kondensaty te powstaja czesto
na drodze separacji faz ciecz- ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS). Liczne donie-
sienia naukowe z ostatnich lat wskazuja, ze LLPS stanowi wazny mechanizm pozwalajacy
roslinom identyfikowa¢ rézne rodzaje stresu biotycznego oraz abiotycznego i reagowaé na
nie. Niniejsza praca zawiera przeglad metod uzywanych obecnie do badania kondensatéw
makromolekularnych oraz funkcji bialek ulegajacych LLPS u roslin.

WPROWADZENIE

Zachodzace w komorce reakcje czesto wymagaja wzajemnie wykluczajacych
sie¢ warunkoéw, z czego wynika potrzeba przestrzennego rozdzielenia ich. Aby
koordynacja w czasie i przestrzeni zlozonych i réznorodnych proceséw bioche-
micznych mogta zachodzi¢ w komérce prawidlowo, konieczne jest wydzielenie
W jej objetoéci przedzialow i organelli [1]. Do obtonionych i przez to oddzielo-
nych od otaczajacego srodowiska organelli u wszystkich eukariontéw nalezy ja-
dro, mitochondria [2], aparat Golgiego [3], lizosomy i peroksysomy [4], a u roslin
dodatkowo chloroplasty [5]. Kontrolowany kontakt ze srodowiskiem umozliwia
im dyfuzja oraz aktywny transport czasteczek przez blony.

W komorkach tworza sie rowniez struktury bezblonowe - kondensaty bio-
czgsteczkowe zbudowane z biatek i kwaséw nukleinowych. Jako pierwszy z
nich, juz w XIX wieku, zostato opisane jaderko [6]. P6zniej w jadrach zidentyfi-
kowano cetki jadrowe/splicingowe (ang. splicing speckles) [7] i ciatka Cajala [8], a
w cytoplazmie granule stresowe i ciatka P (ang. Processing bodies, P-bodies). Fakt
wspolistnienia tych kondensatéw prowadzi do pytan o ich funkcje biologiczne,
mechanizmy ich powstawania oraz regulacje proceséw kondensacji i dekonden-
sacji, ktore tam zachodza.

Przelomem w badaniach dotyczacych wlasciwosci fizykochemicznych oraz
funkgji biologicznych kondensatéw bioczasteczkowych byta obserwacja, ze gra-
nule P pochodzace z zarodkéw modelowego nicienia Caenorhabditis elegans za-
chowuja sie jak krople cieczy, zdolne sie taczy¢, zmienia¢ ksztalt i wymienia¢
zawartos¢ z cytoplazma [9]. Dalsze prace wykazaly, Ze réwniez inne nieobfonio-
ne kondensaty wykazuja takie wlasciwosci, a separacja faz ciecz-ciecz (ang. ligu-
id- liquid phase separation, LLPS) jest waznym mechanizmem odpowiadajacym za
tworzenie kondensatéw z makroczasteczek takich jak biatka i kwasy nukleino-
we [10-12]. Rdzer kondensatéw biomolekularnych stanowia zazwyczaj wlasnie
biatka wiazace RNA lub DNA [13]. Ostatnie lata przynosily coraz wiecej do-
wodéw na powszechnoéé zaangazowania LLPS w procesy zwiazane z kontro-
la transkrypcji [14-16] czy z utrzymaniem i przebudowa struktury chromatyny
[17-19].

W biologii komorki pojecie separacji faz dotyczy bioczasteczek o wysokim
stezeniu w pewnych obszarach komérki tworzacych bezblonowe kondensaty
w cytoplazmie lub jadrze i zazwyczaj przejawiajacych wilasciwosci przypomi-
najace ciecz; szczegdlng forma zjawiska separacji faz jest LLPS, w ktorej ciecz
rozdziela sie spontanicznie na dwie osobne fazy, zatezong i rozciericzona i fazy
te stabilnie wspotistnieja [13,20,21]. Innego rodzaju separacje faz, w ktérych po-
jawia sie np. rownowaga ciecz-cialo state, sa w komoérkach mniej rozpowszech-
nione. LLPS jest procesem odwracalnym, a réwnowaga ustalajaca sie miedzy
dwiema fazami jest dynamiczna; zachodzenie LLPS jest zalezne od czynnikéw
takich jak temperatura i pH [22].
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Poczatkowo badania dotyczace LLPS dotyczyty gléwnie
bialek zwierzecych oraz drozdzowych, ostatnie odkrycia
dostarczaja jednak coraz wiecej dowodéw na istotne, od-
rebne funkcje separacji faz u roélin [23-27]. PoniZsza praca
przedstawia przeglad obecnej wiedzy na temat zjawiska
LLPS, zjawisk i funkcji zwigzanych z tym procesem u roslin
oraz najnowszych metod badania go.

ZNANE I NOWOODKRYWANE ROLE
SEPARACJI FAZ U ROSLIN

Rosliny w swoim cyklu Zyciowym narazone sa na dzia-
tanie réznorodnych czynnikéw stresu biotycznego i abio-
tycznego. Do tych pierwszych naleza patogenne wirusy,
bakterie i grzyby oraz owady, ale tez konkurencja o zasoby
z innymi przedstawicielami krélestwa roslin, do drugich
natomiast naleza czynniki chemiczne i fizyczne takie jak
nadmiar lub niedobér wody, niedobér substancji odzyw-
czych, zmiany temperatury. Ze wzgledu na niezdolnos¢ ro-
slin do ruchu, dynamiczna odpowiedz tych organizméw na
zmiany srodowiskowe jest kluczowa dla ich przetrwania. W
ostatnich latach wsréd mechanizméw odpornosci na te nie-
korzystne czynniki odkrywanych jest coraz wiecej biatek,
ktoérych dziatanie zalezy od ich zdolnosci do ulegania LLPS.

Wyjatkowos¢ roslin na drzewie Zycia zaznacza sie réw-
niez w rodzajach bezbtonowych organelli obecnych w ich
komorkach. Oprécz jaderka, cetek jadrowych czy ciatek
Cajala, rozpowszechnionych wsréd eukariontéw o bardzo
réznym pochodzeniu ewolucyjnym, posiadaja one jeszcze
organella o funkcjach $cisle zwigzanych z ich sposobem od-
zywiania sie czy gospodarowania sktadnikami odzywczy-
mi.

KONDENSATY BIOCZASTECZKOWE
WSPOLNE DLA EUKARIONTOW

Wiekszoé¢ znanych rodzajéw nieoblonionych konden-
satow wystepuje u organizméw eukariotycznych z cale-
go drzewa zycia, co wskazuje na ich uniwersalne funkcje.
Pierwszym opisanym bezblonowym kondensatem w ko-
morce bylo jaderko [6]. Wspodlczesne badania dostarczaja
argumentéw dla postrzegania go jako wielowarstwowego
kondensatu bioczasteczkowego, ktérego powstawanie na
drodze LLPS ulatwia m.in. poczatkowe etapy biogenezy ry-
bosomoéw [28]. W odpowiedzi na stresy, takie jak ekstremal-
ne temperatury czy zasolenie, jaderka komoérek roslinnych
ulegaja strukturalnym przemianom oraz modulujg synteze
i przetwarzanie rRNA [29].

Wsréd mniejszych nieobtonionych organelli obecnych
w jadrze komérkowym mozna wyréznié ciatka Cajala oraz
cetki jadrowe (Ryc. 1). Ciatka Cajala to kondensaty o wiel-
kosci 0,2-2 pm znajdowane czesto w okolicy jaderka i zaan-
gazowane w metabolizm RNA oraz tworzenie komplekséw
bioracych udziat w transkrypcji czy splicingu. Przypisuje
sie im tez inne funkcje, zwigzane m.in. z odpowiedzia na
stres [30]. Co istotne, ciatka Cajala i jaderka moga réwniez w
rézny sposéb modulowac odpowiedz na infekcje wirusowe
i kontakt z innymi patogenami [31].
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Rycina 1. Lokalizacja kondensatéw biomolekularnych w komoérce roslinnej.
Strzatkami zaznaczono lokalizacje kondensatéow makromolekularnych po-
wszechnych wéréd eukariontéw (jaderko, cetki jadrowe, granule stresowe, ciatka
P) oraz unikatowych dla roslin (pirenoidy i fotociata).

Cetki jadrowe to kondensaty nieregularne w ksztalcie i
o réznej wielkosci; zawieraja RNA i bialka - w tym wiele
czynnikéw splicingowych i lokalizuja sie w centralnej czesci
jadra [32].

Do bezbtonowych kondensatéw ulokowanych w cyto-
plazmie naleza granule stresowe oraz ciatka P (Ryc. 1). Oba
te rodzaje kondensatéw powstaja na drodze LLPS i cha-
rakteryzuja sie dynamika skladu i funkcji; zawieraja biatka
zaangazowane m.in. w zwijanie bialek i translacje, a takze
mRNA, dlugie niekodujagce RNA, wolne nukleotydy i ami-
nokwasy. Granule stresowe, o rozmiarach 0,1-2 pm, tworza
sie¢ w komoérkach pod wplywem czynnikéw stresowych,
takich jak ekspozycja na zbyt wysoka lub niska tempera-
ture, niedostatek tlenu czy infekcje wirusowa; zazwyczaj
natomiast zanikaja po ustapieniu tych czynnikéw. Opisano
je najpierw w komorkach ssakéw, posiadaja jednak swoje
odpowiedniki wéréd réznorodnych organizméw eukario-
tycznych. Mechanizm w jaki granule stresowe pozwalaja
komorce na radzenie sobie ze stresem, wciaz jeszcze nie
zostal dobrze poznany; w ostatnich latach pokazano nato-
miast m in. ich zdoInos¢ do stabilizacji uszkodzonych bion
lizosomoéw [33]. Ciatka P (po polsku petng nazwq bytyby ,,ciat-
ka przetwarzajace” od angielskiego ,processing bodies”)
to zachowane ewolucyjnie w komérkach eukariotycznych
granule, zawierajace glownie mRNA, ktoérych translacja jest
zahamowana, oraz bialka zwigzane z degradacja mRNA.
To sugeruje role cialek P w regulacji potranslacyjnej. W
przeciwienistwie do granul stresowych ciatka P sg obecne w
komorce niezaleznie od stresu, zmiany warunkéw srodowi-
skowych maja jednak wplyw na ich dynamike i mobilnos¢
[34]. Opisana dynamika zaréwno ciatek P, jak i granul stre-
sowych, swiadczy o tym, ze kondensaty bioczasteczkowe
mozna traktowac jako sensory zmian zachodzacych w oto-
czeniu.

PIRENOIDY I FOTOCIALA -
KONDENSATY BIOCZASTECZKOWE
CHARAKTERYSTYCZNE DLA ROSLIN

Oprécz opisanych wczedniej nieoblonionych organelli
powszechnych wséréd réznorodnych eukariontéw istnie-
ja rowniez takie wystepujace tylko w roslinach. Naleza do
nich wystepujace w chloroplastach pirenoidy (Ryc. 1) - ty-
powe dla jednokomoérkowych fototroficznych glonéw, ale
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obecne tez w niektérych wielokomérkowych roslinach Ig-
dowych [35] oraz jadrowe fotociata (ang. photobodies).

Jednokomoérkowe glony Chlamydomonas reinhardtii wy-
korzystuja kondensaty nazywane pirenoidami do miejsco-
wego zatezania bialek zaangazowanych w wigzanie wegla
[36]. Wypelniajaca te przedzialy macierz pirenoidowa, zbu-
dowana z wiazacego wegiel enzymu RuBisCo (ang. Ribu-
lose-1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase, karboksylaza/
oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu) umozliwia glonom
gromadzenie dwutlenku wegla w wysokim stezeniu, co z
kolei pozwala na wydajne prowadzenie reakgcji karboksyla-
qji [37]. Pirenoidy, uwazane niegdys$ za struktury krystalicz-
ne, okazaly sie wykazywac typowe wilasciwosci kropli - sa
kuliste, moga sie Iaczy¢ w wieksze struktury, a skladniki
w ich wnetrzu wydajnie sie¢ mieszajg, spelnione sa zatem
wszystkie podstawowe warunki pozwalajace méwic o se-
paracji faz.

Fotociatami nazwano poczatkowo bezblonowe przedzia-
ty formowane przez fitochromy [38], cho¢ z czasem pojecie
to zaczeto obejmowac wszelkie bezblonowe przedziaty re-
agujace na Swiatto [39]. W ostatnich latach szczegdlnie in-
tensywnie badany jest fitochrom B (phyB) - roslinny foto- i
termosensor reagujacy na obecnoscé czerwonego $wiatla oraz
zmiany temperatury. W nieobecnosci czerwonego $wiatla
jest on rownomiernie rozproszony w nukleoplazmie, jed-
nak ze wzrostem intensywnosci oswietlenia zaczyna formo-
wac ciala jadrowe, zawierajace oprécz samego phyB row-
niez jego interaktory [40]. Te fotociala dynamicznie facza sie
na drodze LLPS i przemieszczaja w odpowiedzi na wzrost
intensywnosci oswietlenia, natomiast dzielg sie na mniejsze
i ponownie rozpraszaja wobec braku $wiatla [41]. [42] Foto-
ciata rekrutujg czynniki transkrypcyjne, pelnigc funkcje w
regulacji transkrypcji genéw w odpowiedzi na $wiatto [39].

LLPS W ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRESY ABIOTYCZNE

Nasiona w stanie u$pienia wykazuja duza odpornos¢ na
stresy érodowiskowe, siewki przeciwnie; sa wrazliwe na
warunki zewnetrzne, stad dla przetrwania rosliny kluczo-
we jest kielkowanie we wlasciwym momencie. Zbyt dlugie
oczekiwanie na korzystne warunki grozi jednak miedzy
innymi zjedzeniem czy znalezieniem sie pod zbyt gruba
warstwa gleby. Dla zapoczatkowania procesu kietkowania
kluczowa jest dostepnosc¢ wody i zdolnosé rosliny do reakcji
na te dostepnosc¢ [43].

W roku 2021 scharakteryzowano jako regulator kietko-
wania pozbawione odpowiednikéw poza krélestwem roslin
biatko FLOE1 [44]. FLOE1 posiada dwa rézne nieustruktu-
ryzowane regiony o niskiej ztozonosci, bogate odpowiednio
w seryne + kwas asparaginowy (DS-IDR) oraz proline, se-
ryne + glutamine (QPS-IDR). Pelnej dtugosci FLOE1 ulega
LLPS i tworzy kondensaty in vivo i in vitro. Linie Arabidop-
sis thaliana wyrazajace warianty FLOE1 skrécone o regio-
ny IDR w warunkach stresu solnego charakteryzowaly sie
wyzszym odsetkiem kietkujacych nasion niz rosliny typu
dzikiego (ang. wild type, wt), podczas gdy w optymalnych
warunkach wzrostu procent kietkujacych nasion byt po-
rownywalny. To sugeruje, ze aktywnoé¢ FLOE1 wiaze sie z
inhibicja kietkowania w warunkach stresowych. Co istotne,
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na poziomie molekularnym delecje regionéw nieustruktu-
ryzowanych skutkuja dwoma przeciwnymi fenotypami -
wariant biatka pozbawionego regionu QPS nie jest zdolny
do tworzenia kondensatéw, z kolei wariant pozbawiony
DS-IDR fatwo przechodzi z fazy cieklej do zelowej.

Innym biatkiem ulegajacym LLPS i zwigzanym z reakcja
roéliny na dostepnosc¢ wody jest SEUSS. Biatko to jest regu-
latorem transkrypcji i pelni funkcje sensora stloczenia mo-
lekularnego. Sttoczenie to jest wynikiem wzrostu stezenia
niereaktywnych czasteczek w ukladzie i wptywa na wtasci-
wosci i oddzialywania makroczasteczek m. in. prowadzac
do wzrostu stalych réwnowagi reakcji biochemicznych.
SEUSS posiada nieustrukturyzowany region IDR1, ktéry w
wyniku sttoczenia molekularnego ulega zmianom konfor-
macyjnym, co prowadzi do gwaltownej kondensacji biatka.
Pokazano, ze obecnos¢ zdolnego do tworzenia kondensa-
téw SEUSS umozliwia roélinie tolerancje stresu osmotycz-
nego [45].

Kolejnym czynnikiem abiotycznym istotnym dla rozwoju
roéliny jest temperatura; podczas gdy liczne szlaki regulato-
rowe pozwalajace roélinom reagowac na jej zmiany zostaty
juz zbadane i znane sa efekty zmian w ekspresji poszczegdl-
nych genéw, aspekty zwiazane z LLPS wyrazanych bialek
pozostaja tematem nowym i dynamicznie rozwijanym.

Ekspresje genéw zwigzanych z odpowiedzia na wzrost
temperatury reguluja czynniki transkrypcyjne stresu ciepla
(ang. heat stress transcription factors, HSFs). Wéréd biatek
zwigzanych z reakcja na wysoka temperature znajduja sie
biatka ALBA (ang. acetylation lowers binding affinity; bial-
ka, u ktérych acetylacja obniza powinowactwo wigzania).
Biatka te, takie jak ALBA4, ALBA5 i ALBA6, w normalnych
warunkach sa rozproszone w cytoplazmie. W warunkach
podwyzszonej temperatury ulegaja separacji faz do granul
stresowych oraz ciatek P a takze wiaza transkrypty kodu-
jace inne biatka zwigzane ze stresem cieplnym (m. in. HSF)
i rekrutuja je do granul cytoplazmatycznych, chronigc w
ten sposob przed degradacja. Pokazano, ze proces two-
rzenia tych granul mozna zaliczy¢ do LLPS jako, Ze jest on
dynamiczny i odwracalny, a powstajace ciatka zachowuja
opisane wczeéniej wlasciwosci cieczy. Rosliny pozbawione
wszystkich tych trzech biatek ALBA (ale nie pojedyncze i
podwéjne mutanty) wykazuja hiperwrazliwo$é na wzrost
temperatury. Jesli jednak pozbawione zostang réwniez eg-
zorybonukleazy 4, ktéra degraduje mRNA w cytoplazmie
w kierunku od 5 do 3, ich fenotyp zostaje odwrdcony.
Wszystko to sugeruje, ze funkcje bialek ALBA4/5/6 sa re-
dundantne, a biatka te na drodze LLPS chronig transkrypty
czynnikéw transkrypcyjnych stresu cieplnego przed degra-
dacja - wylania sie funkcja LLPS jako dodatkowego pozio-
mu regulacji ekspresji genéw w odpowiedzi na ciepto [46].

Separacji faz w odpowiedzi na stres cieplny, zaréwno
in vivo, jak i in vitro, ulegaja réwniez wiazace RNA biatka
RBGD2 i RBGD4. Ustalono, ze kluczowy dla LLPS jest u
tych bialek region zidentyfikowany w obrebie domeny o ni-
skiej ztozonosci (ang. low complexity domain, LCD) i nazwa-
ny przez autoréw publikacji [46] TRA (ang. tyrosine residue
array, macierz reszt tyrozynowych). Mutacje w obszarze
TRA uposledzaja zdolnos¢ tych biatek do segregowania sie
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do granul stresowych, a rosliny pozbawione funkcjonal-
nych, zdolnych do LLPS RBGD2 i RBGD4 charakteryzuja
si¢ obnizona tolerancja stresu wysokiej temperatury [47].

Separacja faz biatek roslinnych moze zachodzi¢ nie tyl-
ko w reakcji na stres zwigzany z podniesieniem temperatu-
ry, ale tez jej obnizeniem, tak jak ma to miejsce w procesie
wernalizacji. Wykazano, ze u Arabidopsis bialko FRIGIDA
za posérednictwem swoich IDR (ang. intrinsically disordered
regions, regiony wewnetrznie nieuporzadkowane) tworzy
kondensaty pod wplywem zimna, a wielkos¢ i liczba tych
kondensatéw zmienia sie dynamicznie podczas fluktuacji
temperatury. Bialko zostaje dzigki temu fizycznie odseparo-
wane od promotora FLOWERING LOCUS C (FLC), co prze-
ciwdziala przedwczesnemu kwitnieniu. Jest to przyklad
zachodzenia LLPS 1aczacego zaangazowanie tego zjawiska
w odpowiedz na stres abiotyczny z jego rola w kontroli roz-
woju rosliny [48].

Wzrost i rozwdj rosliny sa czesto ograniczane przez nie-
dobér sktadnikéw odzywczych, na przyklad azotu [49]. W
warunkach niedoboru azotu rosliny uruchamiajg ztozony
mechanizm obejmujacy zoétkniecie i obumieranie starszych
lisci oraz przenoszenie azotu do liéci mtodszych i rozwija-
jacych sie organéw. Czynnikiem transkrypcyjnym kluczo-
wym dla starzenia si¢ indukowanego niedoborem azotu
u Arabidopsis jest ORESARA1 (ORE1) [50]. Wykazano, ze
podjednostka 19a kompleksu mediatora u Arabidopsis ulega
LLPS w obecnosci niedostatku azotu (lecz nie w optymal-
nych warunkach), a jej C-koricowy IDR oddzialuje z ORE1,
regulujgc proces starzenia sie rosliny.

LLPS W ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRESY BIOTYCZNE

Jeden z wazniejszych rodzajéow stresu biotycznego na
jaki narazone moga by¢ rosliny jest zwigzany z obecnoscia
innych roélin. Wydzielane przez roéliny kwasy fenolowe,
to jest zwigzki zawierajace pierécien fenolowy i grupe kar-
boksylowa, jak np. kwas salicylowy, hamuja wzrost innych
roslin w bezposrednim sgsiedztwie w procesie allelopatii,
chronigc swojego producenta przed narazeniem na stres
biotyczny wywolany przegeszczeniem i konkurencja o za-
soby. Niedawno zidentyfikowano RBP47B (ang. RNA Bin-
ding Protein 47B, biatko wigzace RNA 47B) jako sensor kwa-
sow fenolowych u Arabidopsis. Jego substraty, takie jak kwas
salicylowy, 4-hydroksybenzoesowy czy protokatechowy
wiaza sie¢ do RBP47B, promuja jego separacje faz i wywoluja
tworzenie granul stresowych [51].

Na poziomie biotycznym roslinom zagraza jednak nie
tylko konkurencja o zasoby ze strony innych roélin, ale
przede wszystkim infekcje patogennymi drobnoustrojami.
Aby sie przed nimi chronié, rosliny wyksztalcity receptory
odpornosciowe zaréwno na powierzchni, jak i wewnatrz
komoérek, a skoordynowane dziatanie tych dwoch grup po-
zwala na zlozona i efektywna obrone przed infekcjami drob-
noustrojowymi. Poréwnawcze badania iloéciowe wskazuja,
ze receptory selektywnie skierowane przeciw patogenom
konkretnego rodzaju lub gatunku sg znacznie liczniejsze,
niz powierzchniowe PRR o szerszym spektrum dzialania
(ang. pattern recognition receptors, receptory rozpoznajace
wzorce molekularne zwiazane z patogenami) [52]. Recep-
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tory NLR (ang. nucleotide-binding leucin-rich repeat, wigzace
nukleotydy i posiadajace powtérzenia bogate w leucyny)
posredniczag precyzyjnemu rozpoznawaniu patogenow
specyficznych dla konkretnych szczepéw. Najczesciej wy-
korzystuja swoje C-koficowe domeny rejestrujace ligand
do zaindukowania aktywnosci enzymatycznej efektorowej
N-koricowej domeny TIR [53]. Dziatanie domeny TIR pro-
wadzi ostatecznie do obumarcia zainfekowanej komorki,
co powstrzymuje infekcje przed rozprzestrzenieniem sie na
caly organizm. Sam mechanizm aktywacji domen TIR byl
do niedawna nieznany, dopiero publikacje z roku 2024 po-
kazuja, ze zachodzi on za posérednictwem LLPS - odstania
to nowa role separacji faz dla odpornosci roélin [54]. Innym
przykladem opartego o mechanizm LLPS regulatora od-
pornoéci na infekcje mikroorganizmami u roslin jest sys-
tem wykorzystujacy rodzine roédlinnych biatek GBPL (en-
zymy podobne do GTPazy GBP). GBPL1 i GBPL3 nalezace
do tej rodziny sa zdolne do ulegania LLPS. W warunkach
konkretnych streséw biotycznych GBPL3 oddzialuje z pro-
motorami gendéw zwigzanymi z obrona przed patogenami
i rekrutuje podjednostki kompleksu mediatora oraz II po-
limerazy RNA, promujac w ten sposéb transkrypcje genéw
odpornosci. Dopéki stres nie nastepuje, GBPL3 jest sekwe-
strowane przez GBPL1 i przez to nieaktywne [55].

Doswiadczalne badania LLPS u roslin dotycza nie tylko
Arabidopsis, ale réwniez zb6z istotnych przemystowo. W
ostatnim czasie odkryto zaangazowanie LLPS w mecha-
nizm odpornosci zb6z na fuzarioze, grzybicza chorobe wy-
wolywang przez F. graminearum, powodujaca pogorszenie
plonéw i zanieczyszczenia ziaren mykotoksynami. Genem
niosacym odpornosé na fuzarioze jest taHRC. Jego ekspresja
prowadzi do powstawania biatka TaHRC, ktérego poszcze-
gblne warianty odpowiedzialne sa za rekrutacje konkret-
nych zestawoéw biatek o r6znym potencjale do LLPS [56].

KONDENSATY BIOMOLEKULARNE W ROZWOJU ROSLIN

Ostatnig opisywana tu grupa bialek ulegajacych separacji
faz u roslin beda bialka zaangazowane w rozwdj. Rosliny
w swoim cyklu zyciowym nieustannie wytwarzaja nowe
organy, a procesy zwiazane z rozwojem podlegaja Scistej,
wielopoziomowej regulacji w calym cyklu zyciowym od
kielkowania, poprzez kwitnienie az po rozwéj nowych na-
sion. S. Field i inni [57] proponuja podziat kondensatéw bio-
czasteczkowych zaangazowanych w rozwdj na trzy grupy.
Pierwsza z nich to kondensaty sekwestrujace biatka lub ich
ligandy uniemozliwiajac im oddziatywanie z ich interakto-
rem. Naleza do nich opisane ponizej biatka ARF. W drugim
przypadku, tworzenie kondensatéw wzmacnia, wydtuza
lub przyspiesza oddzialywanie miedzy partnerami dzieki
utrzymywaniu ich wysokich lokalnych stezen. Trzecia gru-
pe mialyby stanowi¢ kondensaty biomolekularne mogace
wplywaé na biofizyczne wtasciwosci komorki.

Dla wzrostu i rozwoju roélin kluczowe znaczenia ma
regulacja sygnaléw hormonalnych. W ostatnich latach opi-
sano mechanizm dziatania dwéch czynnikéw transkrypcyj-
nych zaangazowanych w szlak sygnatowy auksyny - ARF7
i ARF19 (ang. auxin response factor, czynnik odpowiedzi na
auksyny). Biatka te w wierzchotku korzenia znajduja sie w
jadrze komérkowym w formie rozproszonej, ale w gornej
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czesci korzenia, gdzie intensywny podzial komoérek juz
ustal, tworza kondensaty o lokalizacji cytoplazmatycznej.
Komorki zawierajgce ARF7 i ARF19 w formie kondensatéw
wykazuja obnizona responsywnosé na auksyne, pokazano
tez, ze roéliny wyrazajace wariant biatka ARF19 o uposle-
dzonej zdolnosci tworzenia kondensatéw wykazuja wrazli-
wos¢ na auksyny w typach komorek, ktore u typu dzikiego
powinny by¢ na nie niewrazliwe. Obserwacje te sktadajq sie
na model, w ktérym tworzenie kondensatow przez ARF19
jest niezbedne do regulacji wrazliwosci na auksyny [58].

Innym aspektem istotnym dla prawidlowego rozwoju
roéliny jest regulacja ksztattu i budowy nowopowstajacych
komorek. Biatko SOSEKI zaangazowane jest w utrzymywa-
nie polarnosci komérek w réznych tkankach Arabidopsis.
Gromadzi sie w formie duzych, dynamicznych kondensa-
tow po jednej stronie komorki; jego polimeryzacja jest ko-
nieczna do rekrutowania biatka ANGUSTIFOLIA, niezbed-
nego z kolei do prawidlowego rozmieszczenia mikrotubul
i w konsekwencji uzyskania wlasciwego ksztaltu komoérki
[59].

Intensywnie badanym w kontekscie udziatu LLPS eta-
pem cyklu rozwojowego rosliny jest kwitnienie; wéréd ule-
gajacych separacji faz bialek zaangazowanych w kontrole
tego procesu wymieni¢ mozna TMF (ang. terminating flo-
wer), VRN1 (ang. vernalization 1) oraz oméwione juz w po-
przednim rozdziale FRIGIDA [57].

MECHANIZM I METODY BADANIA LLPS

Oddziatywania biorace udzial w tworzeniu kondensa-
tow makromolekularnych i utrzymywaniu ich dynamiki
zachodza na wielu poziomach. Naleza do nich oddziaty-
wania elektrostatyczne pomiedzy taricuchami bocznymi
aminokwaséw o przeciwnych tadunkach, a takze oddziaty-
wania pierScieni aromatycznych z dodatnio natadowanymi
resztami aminokwasowymi (kation-m) i innymi pierscienia-
mi aromatycznymi (r-m) [60]. Rejonami biatka niezbedny-
mi doLLPS, sa czesto IDR, pozbawione stabilnych struktur
trzeciorzedowych, lecz dzieki swej elastycznosci zdolne
przyjmowaé bardzo rézne konformacje [61,62] i funkcje
biologiczne [63]. W przeciwienistwie do zwinietych, ustruk-
turyzowanych domen biatkowych, IDRs charakteryzuja sie
czesto konkretnym, ograniczonym skladem aminokwaso-
wym [62] i sekwencjami o niskiej ztozonosci (np. powtdrze-
nia arginina-glicyna, glutamina-asparagina, lub tzw. trakt
poliglutaminowy) [64]. W niektérych przypadkach do zaj-
Scia LLPS konieczne sg tez modyfikacje potranslacyjne w
obrebie IDRs, takie jak fosforylacja aminokwaséw posiada-
jacych wolna grupe hydroksylowga, metylacja lub cytrulina-
gja arginin czy acetylacja lizyn [65]. Z perspektywy funkcjo-
nalnej typowe ustrukturyzowane biatko katalizuje reakcje
chemiczng, wigze peptyd lub inng malg czasteczke, badz
bierze udziat w transporcie drobiny chemicznej przez blo-
ne, podczas gdy biatka nieustrukturyzowane biora udziat
w transdukgcji sygnatu lub regulacji aktywnosci biatek en-
zymatycznych, czesto na drodze utworzenia przejsciowego
kompleksu [66].

Metody badania tworzenia nieobtonionych kondensa-
tow przez biatka na drodze LLPS mozna ogdlnie podzieli¢
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na trzy kategorie. Pierwsza z nich to przewidywania bio-
informatyczne wykorzystujace podobieristwo do znanych
motywow i sekwencji charakterystycznych dla biatek ule-
gajacych LLPS, a w ostatnim czasie réwniez techniki ucze-
nia maszynowego. Drugie podejscie obejmuje badania in
vitro, pozwalajace obserwowaé wyizolowane, oczyszczone
biatko metodami mikroskopowymi czy spektroskopowymi;
wreszcie trzecia grupa metod to badania in vivo, pozwalaja-
ce obserwowac tworzenie si¢ kondensatow w komoérkach
i tkankach. W tej czesci pracy zostaly opisane metody naj-
powszechniej obecnie wykorzystywania do przewidywania
i analizy bezblonowych organelli i bialek zdolnych do ich
tworzenia.

PRZEWIDYWANIE LLPS IN SILICO

Pewne elementy bialek pozwalajace przewidywacé ich
zdolnos¢ do ulegania LLPS sa badane od dawna - naleza do
nich sekwencje o niskiej ztozonosci (LCS) oraz modulowe
domeny interaktorowe (ang. modular interacting domains).
Jednak mozliwosci przewidywania regionéw wewnetrznie
nieuporzadkowanych byly dtugo bardzo ograniczone.

Wielokrotnie wykazywano doswiadczalnie, ze skrécenie
lub usuniecie obszaréw nieustrukturyzowanych hamuje
zdolnos¢ biatek do ulegania separacji faz [67,68]. Podob-
ny wplyw maja substytucje naladowanych aminokwaséw
w IDR [69]. Sa to jednak duze zmiany wplywajace tez na
katalityczne funkcje bialek, stabilno$¢ struktury etc. Stad
tez pojawia sie pytanie o identyfikacje ,reszt kluczowych”
- jakie substytucje moga zaburzy¢ tworzenie LLPS przy jak
najmniejszej ingerencji w biatka?

W ostatnim czasie zaczelo si¢ pojawia¢ oprogramowanie
stuzace nie tylko do przewidywania nieustrukturyzowa-
nych regionéw biatka - jak utworzone wczeséniej IUPred
[70], DISOPRED [71], PONDR (http://www.pondr.com/)
czy Protscale (https://bio.tools/protscale) - ale scisle do
przewidywania potencjatlu sekwencji aminokwasowej do
uczestniczenia w procesie separacji faz. Pierwsza generacja
tych narzedzi opiera sie¢ na pojedynczych, poszczegélnych
cechach i wlasciwosciach biatek, uznanych za sity napedo-
we separacji faz.

I tak LARKS (ang. Low-complexity Aromatic-Rich Kinked
Segments) [72] wyszukuje bogate w aromatyczne reszty ami-
nokwasowe sekwencje o niskiej ztozonosci, PLAAC (ang.
Prion-Like Amino Acid Composition) [73] wykorzystuje sklad
aminokwasowy zblizony do znanych prionéw, PScore [74]
- planarne kontakty miedzy orbitalami pi nienalezacymi do
pierécieni aromatycznych, a algorytm DDX4-like opiera sie
na sekwencyjnym podobienistwie badanych biatek do nie-
ustrukturyzowanych koncowych ,, ogonéw” biatka DDX4,
Znanego ze spontanicznego tworzenia nieobtonionych kon-
densatéw zaréwno w komorkach, jak in vitro [1]. Wszystkie
te metody z sukcesem przewiduja zdolnoé¢ biatka do sepa-
racji fazowej na podstawie jego sekwengji, jednak opierajg
sie¢ na matych prébkach danych i specyficznych cechach,
przez co zakres ich zastosowan jest ograniczony.

Znaczaca zmiana w stosowalnoéci narzedzi predykcyj-
nych nadeszta wraz z pojawieniem sie nowych baz danych
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gromadzacych sekwencje bialek zdolnych do separacji fazo-
wej, takich jak PhaSepDB [75], PhaSePro [76], DrLLPS [77]
oraz LLPSDB [78]. W szczegélnosci LLPSDB zawiera dane
zebrane z opublikowanych eksperymentalnych wynikéw,
wskazujacych na zachodzenie LLPS biatka o konkretnej se-
kwencji w konkretnych warunkach.

Najnowsze narzedzia wykorzystuja metody uczenia ma-
szynowego, a treningowe zbiory danych zaczerpniete sg z
nowo powstatych baz danych biatek zdolnych do separa-
qji faz; integruja one wiele aspektow i wlasciwosci biatek, a
wielko$¢ i ré6znorodnosé tych zbioréw pozwala oczekiwaé
skutecznego przewidywania potencjatu do separacji faz.
Naleza do nich opublikowane w latach 2022 i 2024 PSPHun-
ter oraz PSPredictor.

METODY BADANIA LLPS IN VIVO

Metody mikroskopii fluorescencyjnej

Do obrazowania dynamiki kondensatéw uzywa sie tech-
nik mikroskopowych pozwalajacych na detekcje fluorofo-
réw dotaczonych do badanych biatek. Naleza do nich FRAP
(ang. fluorescence recovery after photobleaching) - odzysk flu-
orescencji po fotoblaknieciu - i FRET (ang. Férster Resonance
Energy Transfer, Forsterowski rezonansowy transfer ener-
gii). W pierwszej z tych metod fluorescencja kondensatu lub
jego skladnika jest wygaszana $wiatlem laserowym, a gdy
fluoryzujace czasteczki dyfunduja do obszaru wygaszenia,
mozna obserwowac odzyskiwanie sygnatu fluorescencji.

Metoda FRAP (Ryc. 2d) pozwala analizowa¢ dynamike i
mobilnoé¢ kondensatéw, mierzy¢ czas wymiany materiatu
miedzy fazami oraz szybkos¢ dyfuzji w ich wnetrzu [62,80].
Wykorzystano ja m. in. w badaniu LLPS tworzonych przez
a-synukleine, pozwolila ona tez stwierdzi¢, ze roslinny re-
presor kwitnienia UBA2c tworzy kondensaty o charakterze
zelu, a nie LLPS [81].

FRET jest technika oparta o przenoszenie energii miedzy
dwoma chromoforami na drodze bezpromienistej. Metoda
ta jest wykorzystywana do badania oddzialywan miedzy-
biatkowych, w ostatnim czasie natomiast znajduje zastoso-
wanie w analizie dynamiki i zmian konformacyjnych LLPS.
W ten sposéb zbadano miedzy innymi zaangazowane w
wernalizacje biatko VRN1; charakteryzuje si¢ ono rejonami
nieustrukturyzowanymi o zréznicowanej dtugosci, a z uzy-
ciem FRET wykazano zalezno$¢ VRN1 do tworzenia kon-
densatéw od dtugosci IDR [82].

Metody mikroskopii elektronowej

Metody mikroskopii elektronowej mozna zasadniczo
podzieli¢ na skaningowe (ang. scanning electron microscopy,
SEM) i transmisyjne (ang. transmission electron microscopy,
TEM). W obu przypadkach obraz prébki uzyskuje sie dzie-
ki poddaniu jej dziataniu wiazki elektronéw; obrazowanie
SEM wykorzystuje elektrony rozproszone i odbite przez
probke, pozwalajac na analize jej powierzchni, TEM nato-
miast opiera si¢ na elektronach przechodzacych przez ultra-
cienka probke i oddziatujacych z nig; przechodzace elektro-
ny sa nastepnie rejestrowane przez kamere znajdujaca sie
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Rycina 2. Do$wiadczalne techniki analizy LLPS. a) Test zmetnienia — turbidity as-
say - umozliwia sprawdzenie, czy w roztworze biatka pojawiaja si¢ kondensaty.
b) Eksperyment SAXS pozwala uzyska¢ krzywa rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (goéra), z ktérej mozna wnioskowac o wielkosci czasteczek w
roztworze oraz wykres Kratky’ego (d6t), dostarczajacy informacji o ich ksztalcie.
¢) Rozw¢j kriomikroskopii elektronowej pozwala na badanie cienkich warstw
kropli biokondensatéw z wykorzystaniem techniki cryoFIB. d) Eksperyment
FRAP umozliwia obserwacje przemieszczania sie bialek wewnatrz kondensatow.
e) Metoda NMR moze stuzy¢ do badania dynamiki konformacyjnej ruchliwych
bioczasteczek. f) XL-MS daje mozliwos¢ badania wewnatrz- i miedzyczasteczko-
wych oddziatywan w obrebie kropli kondensatu.

dalej w kolumnie elektronowej. TEM od dawna wykorzy-
stywano do obrazowania ultrastruktury komorek [83,84].

BADANIA LLPS IN VITRO
Turbidity assays i biofizyczna kontrola jakosci

Prostym i powszechnym wstepnym testem na wystepo-
wanie LLPS sa testy pomiaru zmetnienia prébki (ang. turbidi-
ty assays), rycina 2a. Oczyszczona, homogenna probke biatka
poddaje si¢ warunkom sprzyjajacym LLPS. Moze to by¢ np.
obnizenie sity jonowej roztworu, dodanie zwigzku skutku-
jacego odpowiednim sttoczeniem molekularnym w prébce
lub makromolekularnego partnera znanego z indukdji sepa-
racji faz in vivo [85]. W warunkach, w ktérych spodziewana
jest separacja faz, wykonuje sie pomiar absorbancji Swiatla
przy okreslonej dtugosci fali; pojawiajace sie zmetnienie moze
$wiadczy¢ o zachodzeniu LLPS. Takiemu eksperymentowi to-
warzysza zazwyczaj obserwacje mikroskopowe pozwalajace
potwierdzi¢, ze w préobce obecne sa regularne krople konden-
satu, a nie agregaty biatkowe. Do oceny wielkosci, ksztattu i
homogennosci kropli przydatne sa metody MALS (ang. Mul-
ti-Angle Light Scattering, wielokatowe rozpraszanie $wiatla) i
DLS (ang. Dynamic Light Scattering, dynamiczne rozpraszanie
Swiatla) [86]. Obie te metody polegaja na detekcji rozpraszania
skupionej wigzki $wiatla przez czasteczki lub ich skupiska w
roztworze - odpowiednio w sposéb statyczny lub dynamicz-
ny, i moga dostarcza¢ uzupelniajacych sie informacji na temat
badanej probki. DLS umozliwia szybka ocene rozkladu wiel-
kosci czastek w roztworze, w szczegdlnosci pozwala zidentyfi-
kowac¢ ewentualne duze i przez to silnie rozpraszajace $wiatto
skupiska, podczas gdy MALS, w szczegdlnoéci w polaczeniu
z filtracja na kolumnie zelowej (ang. size-exclusion column mul-
ti-angle light scattering, SEC-MALS) pozwala doktadnie wy-
znaczy¢ mase molowa poszczegolnych frakcji biatkowych, z
ktorej z kolei mozna wyciagnaé wnioski o stanie oligomerycz-
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nym bioczgsteczek w probce. W ostatnim czasie w badaniach
LLPS wykorzystywana jest technika fotometrii mas, w ktérej
rejestrowane jest rozpraszanie $wiatlta przez indywidualne
czasteczki w roztworze w momencie ich adsorpcji do szkietka
mikroskopowego [87,88].

Aby potwierdzi¢, ze powstawanie powstalego na drodze
LLPS kondensatu jest odwracalne, uzywa sie m.in. 1,6-heksa-
nodiolu [89], ktéry zaaplikowany w odpowiednio dobranym
stezeniu powoduje dekondensacje ciektych kondensatow za-
réwno in vitro, jak in vivo, nie wplywajac zarazem na konden-
saty o charakterze cial stalych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze al-
kohol ten oddziatuje z gtéwnie z rejonami IDR i nie wszystkie
wymienione we wstepie multiwalentne oddziatywania odpo-
wiadajace za separacje faz sq wrazliwe na jego obecnos¢ [90].

Techniki niskokatowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego i neutronowego

SAXS (ang. small-angle X-ray scattering, niskokatowe roz-
praszanie promienowania rentgenowskiego) jest technika
analizy czasteczek w roztworze. Stosuje sie ja w réznych
gateziach badan chemicznych czy materialoznawczych, na
Swiecie przybywa jednak ukladéw zaprojektowanych kon-
kretnie na potrzeby analizy makroczasteczek (bioSAXS). W
najprostszym wariancie eksperymentu SAXS stuzy po prostu
do doswiadczalnego potwierdzenia, ze mamy do czynienia w
roztworze z biatkiem wewnetrznie nieuporzadkowanym jak
zrobiono to w przypadku tworzacego kondensaty roslinnego
chaperona RNA PARCL [91]. SAXS pozwala tez ustali¢ ogol-
ny ksztalt i wielkos¢ czasteczek obecnych w prébee (Ryc. 2b),
a przez to oceni¢ ewentualne tworzenie kompleksu, oligo-
meryzacje czy duze zmiany konformacyjne. Wszystkie te
procesy w bioSAXS mozna tez zbada¢ w zaleznosci od pH,
temperatury czy stezenia soli, co jest szczegélnie przydatne
w analizie LLPS, zwazywszy, ze to zmiany wymienionych
czynnikow czesto indukuja separacje faz. Technika niskoka-
towego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego jest
relatywnie niskorozdzielcza - osiaga rozdzielczos¢ siegajaca
okoto 10 A, nie dostarcza wigc danych strukturalnych na po-
ziomie reszt aminokwasowych, ale pozwala dos¢ precyzyjnie
obliczy¢ érednia odleglos¢ atoméw od érodka masy, co prze-
kiada sie na wielkos¢ i ksztatt badanej drobiny [92]. Poprawe
rozdzielczosci danych umozliwia wykorzystywanie silnych,
skupionych wiazek promieniowania (BM29 BioSAXS ESRF
[93] czy SWING na synchrotronie SOLEIL [94]). Poniewaz
SAXS wymaga czystej i jednorodnej probki, mozna sprzac
te metode z kolumna do filtracji zelowej (ang. size- exclusion
chromatography, SEC). Takie podejécie, nazywane SEC-SAXS
pozwala wyeliminowac¢ ewentualne male agregaty, zwiek-
szajac homogennos¢ probki, daje tez mozliwos¢ tatwej wy-
miany buforu w doé¢ szerokim zakresie sktadéw. W pomia-
rach SAXS wykazano, ze biatka o zdolnosci ulegania LLPS
mogg juz w formie rozpuszczalnej tworzy¢ duze oligomery,
jak na przyklad rodlinny termosensor ELF3 (EARLY FLO-
WERING 3) [95]; otwiera to pytania o procesy oligomeryzacji
zachodzace w roztworze i poprzedzajace pelng separacje faz.
Badano tez w ten sposob proces nukleacji biokondensatéw
[96]. Wyniki tych eksperymentéw wskazuja na nukleacje
LLPS analogiczna do tej, ktéra poprzedza krystalizacje w eks-
perymentach krystalograficznych, pokazuja tez, ze faczenie
sie czasteczek nieuporzadkowanego biatka ulegajacego LLPS
jest poczatkowo, w nanoskali, niekorzystne energetycznie i
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dopiero w mezoskali proces zaczyna zachodzi¢ wydajnie i
liniowo [97]. Technika komplementarna do SAXS, polegaja-
ca na rejestrowaniu intensywnosci rozpraszania neutronow
przez jadra atoméw tworzacych badane probki, jest SANS
(ang. small-angle neutron scattering) [56].

Metody mikroskopii elektronowej

W obrazowaniu pojedynczych czasteczek biatek i ich kom-
plekséw wykorzystuje sie kriogeniczny wariant mikroskopii
elektronowej - CryoEM, w ktorej probki poddane zostaja wi-
tryfikacji na odpowiednio dobranym podiozu. Od momentu
nastapienia tzw. rewolucji w rozdzielczosci mikroskopii elek-
tronowej, ktorej gwaltowny rozwéj zostal nagrodzony Nagro-
da Nobla w roku 2017, zaréwno klasyczna mikroskopia krio-
elektronowa jak i kriotomografia przekraczaja kolejne granice
rozdzielczosci i pozwalaja bada¢ coraz mniejsze uklady [98],
ich uzytecznos¢ w badaniu LLPS dtugo jednak pozostawata
ograniczona. W ostatnich latach techniki mikroskopowe za-
czely by¢ wykorzystywane nie tylko do obserwacji biokonden-
satéw, ale tez do analizy ich struktury. Technika cryo-focused
beam milling, w ktdrej obserwuje sie cienkie warstwy badanych
obiektéw w warunkach kriogenicznych (Ryc. 2c), pozwala
opisywaé niejednorodnosci w powstajacych kondensatach
[99], a wykorzystanie mikroskopii sit atomowych daje mozli-
wos¢ badania ich lepkosci i napiecia powierzchniowego oraz
zmiany tych wlasciwosci w czasie [100].

Metody spektroskopowe - NMR

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. nuclear magnetic resonance, NMR - Ryc. 2e) - jest trze-
cig obok technik mikroskopii elektronowej i rentgenowskich
najczesciej wykorzystywang metoda okreslania struktury
biatek. Ze zmian w wartosci przesuniecia chemicznego ato-
mow poszczegdlnych reszt aminokwasowych mozna wnio-
skowacé o obecnosci i potozeniu struktur a i p oraz obszaréow
nieustrukturyzowanych. NMR pozwala na charakteryzacje
ruchéw ukladéw biatkowych z rozdzielczoscia atomowsq i
wysoka rozdzielczoscia czasowy, dzieki czemu w kontekscie
LLPS mozna jej uzywaé do opisu powstawania i dynamiki
biokondensatéw [101]. Spektroskopia NMR w roztworze
stata sie¢ wiodaca technika charakteryzowania ukladow we-
wnetrznie nieuporzadkowanych, przejsciowych interakeji i
dynamiki konformacyjnej [56]. Sondowanie tej zmiennosci
pozwala zblizy¢ sie do zrozumienia dzialania uktadow ule-
gajacych LLPS a z eksperymentéw wylaniaja sie wspolne
cechy tych ukladéw - ruchliwo$é¢ ograniczana przez lepkosé
ukfadu, zachowanie nieuporzadkowania réwniez po przej-
Sciu fazowym i tendencja do ,rozmytych”, przejsciowych
oddziatywar.

Podejécie nazywane przestrzennie selektywnym NMR
obejmuje dodanie selektywnego impulsu o konkretnej cze-
stoéci podczas stosowania gradientu pola magnetycznego.
Przestrzennie selektywny NMR umozliwia badanie cienkie-
go okreslonego wycinka probki a przez to charakteryzacje
przestrzennego rozkladu fazy skondensowanej i nieskon-
densowanej. Opublikowane badania z uzyciem tej metody
dotycza jak dotad dobrze poznanych ,wzorcowych” biatek:
BSA (ang. Bovine serum albumin, albumina surowicy bydle-
cej) [102] i biatka tau [103].
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XL-MS

Relatywnie nowym, ale dynamicznie rozwijajacym sie po-
dejéciem do biologii strukturalnej heterogennych i nieustruk-
turyzowanych uktadéow jest XL-MS (ang. in vivo chemical
cross-linking mass spectrometry - Ryc. 2f), gdzie metoda spek-
trometrii mas bada si¢ probki biatek/komplekséw uprzednio
poddane sieciowaniu i trawieniu enzymatycznemu [104]. W
kontekscie LLPS, XL-MS pozwala bada¢ wewnatrzczasteczko-
we i miedzyczasteczkowe interakcje w obrebie kondensatuiw
biatku przed LLPS, a na tej podstawie réwniez wnioskowac o
kontaktach i zmianach konformacyjnych kluczowych dla zaj-
Scia procesu [105]. W ten sposéb przeanalizowano zmiany w
strukturze ludzkiej a-synukleiny [106], a sformulowane przy
tym podejécie COMPASS (ang. COMPetitive PAiring StatisticS)
wydaje sie obiecujace dla przysztych analiz LLPS.

PODSUMOWANIE

Separacja faz okazuje si¢ podstawowym mechanizmem
roélin sluzacym reagowaniu na szereg sygnaléw srodowisko-
wych i streséw, w tym stres osmotyczny i cieplny, wahania
temperatury, niedobér substancji odzywczych czy wody. Jest
tez istotna dla prawidtowego wzrostu i rozwoju rosliny na
kolejnych etapach jej cyklu zyciowego. Mechanizm ten umoz-
liwia roélinom szybka i wydajna kondensacje bioczasteczek,
pozwalajac im przetrwac w trudnych i zmiennych warunkach.
Zrozumienie praw opisujacych separacje faz w biologii roslin
wydaje sie konieczne dla poprawy odpornosci upraw i plo-
néw w obliczu zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych.

W dotychczasowych badaniach majacych na celu zwiek-
szenie odpornoéci upraw na stresory biotyczne i abiotycz-
ne dominowato poszukiwanie wariantéw genetycznych, w
ktérych nadekspresja genéw odpornosci nie prowadzitaby
do nadmiernego zmniejszenia plonéw lub spowolnienia
wzrostu roéliny. Wraz z odkryciem opartych na mechani-
zmie LLPS sensoréw tych streséw otwieraja sie perspekty-
wy opracowania indukowalnych narzedzi wykorzystuja-
cych te sensory; aktywacja mechanizméw obronnych mo-
glaby aktywowac sie tylko w odpowiedzi na stres, minima-
lizujac niekorzystne efekty nadekspresji genéw odpornosci.

Do analizy biatek ulegajacych LLPS mozna uzywac¢ licz-
nych metod obliczeniowych, obrazowych, biochemicznych
i strukturalnych, a réwnolegle z odkrywaniem kolejnych
istotnych funkgji tych bialek nastepuje dynamiczny rozwoj
réznorodnych podejs¢ do ich badania. Wcigz jednak dyna-
miczna natura i przestrzenne nieuporzadkowanie biokon-
densatéw utrudnia i ogranicza tradycyjng analize bioche-
miczna czy strukturalng, wymuszajac faczenie i modyfiko-
wanie istniejagcych metod pomiarowych.
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ABSTRACT

In order for a variety of biochemical processes to take place efficiently within the same cell, the existence of discrete areas within the cell is
essential. In addition to encapsulated organelles, these include membraneless bio-molecular condensates, dynamically changing structures
formed from proteins and nucleic acids. These condensates are often formed by liquid-liquid phase separation (LLPS). Numerous scientific
reports in recent years have indicated that liquid-liquid phase separation (LLPS) is an important mechanism allowing plants to identify
various biotic and abiotic stresses and respond to them. The following paper reviews the methods currently used to study macromolecular
condensates and the function of proteins undergoing LLPS in plants.
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