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Abstrakt
Transkripce RNA Pol II neprobíhá rovnoměrně v buněčném jádře, ale je koncentrována 

do klastrů.  Tyto klastry byly pojmenovány jako transkripční továrny. Byly považovány za 

statické struktury trvale přítomné v jádře, do niž se přesouvají aktivované geny, aby mohly 

být přepsány.

Tento pohled doznal změny s rozvojem super-rezoluční mikroskopie, která ukázala, že 

nejen RNA Pol II, ale i její důležité koaktivátory jako je mediátor nebo protein BRD4 tvoří v 

jádře klastry, které vznikají a zanikají v časové škále desítek sekund.

Řada proteinů účastnící se transkripce, včetně RNA Pol II, má ve své struktuře vnitřně 

neuspořádané  oblasti,  o  kterých  se  předpokládá,  že  jsou  schopné  toto  klastrování 

zprostředkovat  prostřednictvím  fenoménu  fázové  separace  (liquid-liquid  phase  separation, 

LLPS). Koncepce fázové separace se v poslední dekádě prosadila v buněčné biologii jako 

mechanismus tvorby řady tzv. nemembránových organel jako je jadérko, stresová granula a 

další.

Diskutuji její základní fyzikální principy i poslední vývoj, který se snaží přizpůsobit 

teorie vzniklé pro relativně jednoduché systémy polymerní chemie pro komplexní prostředí 

buňky.  Mezi  tyto  modely,  které  pomáhají  k  lepšímu porozumění  transkripci,  patří  fázová 

separace spojená s perkolací a mikrofázová separace.

Klíčová  slova: transkripční  továrna,  transkripční  kondenzát,  fázová  separace,  RNA 

polymeráza II



Abstract
Transcription  of  RNA Pol  II  does  not  occur  uniformly  in  the  cell  nucleus  but  is 

concentrated in clusters. These clusters have been called transcription factories. They were 

thought to be static structures permanently present in the nucleus into which activated genes 

move to be transcribed.

This  view  changed  with  the  development  of  super-resolution  microscopy,  which 

showed that  not only RNA Pol II  but  also its  important  coactivators such as mediator  or 

BRD4 protein make clusters in the nucleus that form and dissolve on a timescale of tens of 

seconds.

A number  of  proteins  involved  in  transcription,  including  RNA Pol  II  itself,  have 

intrinsically disordered regions  as part  of  their  structure.  These are  thought  to  be able  to 

mediate the clustering through the phenomenon of liquid-liquid phase separation (LLPS). The 

concept  of  phase  separation  has  gained  traction  in  cell  biology  in  the  last  decade  as  a 

mechanism  for  the  formation  of  a  number  of  Non-membranous  Organelles  such  as  the 

nucleolus, stress granules and others.

I discuss its basic principles rooted in physics and recent developments that attempt to 

adapt  theories developed for  relatively simple polymer chemistry systems to the complex 

environment of the cell. These models, which help to better understand transcription, include 

phase separation coupled to percolation and microphase separation.

Keywords: transcription  factory,  transcription  condensate,  liquid-liquid  phase 

separation, RNA polymerase II
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1 Úvod
Cílem  této  práce  je  shrnout  dosavadní  poznatky  o  kompartmentalizaci  aktivně 

transkribující RNA polymeráza II (RNA Pol II) a vybraných transkripčních faktorů (mediátor) 

v  jádře  eukaryotických  buněk.  Tyto  poznatky  byly  shromážděny  především  s  využitím 

mikroskopických  technik.  Zpočátku  především  konfokální  a  elektronové  mikroskopie; 

značného  pokroku  však  bylo  dosaženo  až  s  rozvojem  super-rezolučních  metod  a  metod 

sledujících jednotlivé molekuly (single molecule tracking, SMT).

Nejprve  se  věnuji  staršímu  modelu  tzv.  „transkripčních  továren“  (transcription 

factories). Tento model předpokládá stabilně ukotvené RNA Pol II okolo proteinového jádra, 

které  obsahuje  potřebné  transkripční  faktory.  Předpokládá  se,  že  právě  díky  zvýšené 

koncentraci transkripčních faktorů dochází v továrnách k efektivnímu přepisu.

Výše  zmíněný  rozvoj  na  poli  mikroskopických  metod,  včetně  přípravy  nových 

fluoroforů,  pomohl  odhalit  mnohem  větší  dynamičnost  klastrování  RNA Pol II  a  jejích 

transkripčních faktorů během fáze iniciace transkripce,  než předpokládal  model  statických 

transkripčních továren. Toto lze vysvětlit pomocí fenoménu fázové separace (liquid–liquid  

phase separation, LLPS), který je známý z fyziky tzv.  soft-matter. materiálové vědy s jehož 

pomocí se biologové v posledních letech snaží vysvětlit vznik celé řady tzv. nemembránových 

organel v buňkách. Kromě LLPS se však v buňkách pravděpodobně uplatňují i další modality 

oddělení  fází.  Popsat  jak  a  do  jaké  míry  se  oddělení  fází,  potažmo LLPS,  uplatňuje  při 

organizaci transkripce je dalším cílem této práce.
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2 Transkripce
Transkripce  se  tradičně  rozděluje  do  tří  fází,  iniciace,  elongace  a  terminace.  Mezi 

iniciací a elongací ještě navíc dochází k zastavení RNA Pol II v blízkosti promotoru a čekání 

na  regulační  signál  pro  eleongaci  (proximal  promoter  pausing).  Tato  pauza  má  regulační 

význam; často zde dojde k předčasné terminaci (Krebs et al., 2017).  Přechody mezi fázemi 

jsou komplexně regulovány velkým počtem faktorů. V následujícím odstavci stručně popisuji 

ty, nutné pro efektivní přepis většiny genů transkribovaných RNA Pol II, což jsou především 

protein kódující geny, ale i některé nekódující RNA jako lncRNA (long non-coding RNA) 

(Girbig et al., 2022), miRNA (micro RNA) (Lee et al., 2004) a většina snRNA (small nuclear 

RNA) (James Faresse et al., 2012).

2.1 RNA Pol II a význam její C-terminální domény

Eukaryotická RNA Pol II je vysoce procesivní enzymatický komplex skládající se z 12 

podjednotek,  z  nichž  za  pozornost  stojí  ta  největší,  RPB1.  RPB1  má  flexibilní 

nestrukturovanou  doménu  na  svém  C-konci  (C-terminální  doména  RNA Pol  II,  značím 

Pol IICTD).  V lidských buňkách je tato doména složena z 52 repetic konsenzuální sekvence 

Tyr 1-Ser 2-Pro 3-Thr 4-Ser 5-Pro 6-Ser 7.  Post-translační  modifikace  Pol IICTD mají  jednak 

regulační význam, podílí se na přechodu mezi fázemi transkripce, jednak pomáhají rekrutovat 

komplexy  upravující  nascentní RNA. U  savců  je  tato  sekvence  silně  konzervována  v 

proximální části  Pol IICTD (blíže ke katalytické doméně),  naopak v distální části dochází k 

odchylkám od kanonické sekvence, což dále rozšiřuje repertoár možných modifikací a tedy i 

komplexitu  regulací  (shrnuto  v  Harlen  &  Churchman,  2017).  Typickou modifikací  je 

fosforylace; Pol IICTD polymerázy nasedající na promotor je hypofosforylovaná, při uvolnění z 

promotoru je fosforylován Ser 5 (dále značím jako pSer,  phospho-serine  apod.), elongující 

Pol II je charakteristická pSer 2 (Komarnitsky et al., 2000).

2.2 Iniciace a jádrový promotor

Takzvaný jádrový promotor (core promoter) je úsek DNA na začátku genu na kterém se 

vazbou obecných transkripčních faktorů (GTFs) vytváří  preiniciační  komplex  (PIC),  který 

orientuje a aktivuje RNA Pol II.  In vitro je  jádrový promotor dostačující k zajištění bazální 

úrovně  transkripce  v  přítomnosti  GTFs  a  RNA  Pol  II.  Sestává  z počátku transkripce 

(transcription start  site, TSS)  a kombinace různých sekvenčních elementů jako jsou TATA 

box,  iniciátor  (Inr),  BRE  (TFIIB recognition element), DCE  (downstream core elements), 

DPE (downstream promoter  element)  a řada  dalších  (Haberle  & Stark,  2018).  Nejhojněji 
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zastoupeným elementem v  promotorech lidských buněk je Inr, jehož součástí bývá  počátek 

transkripce  (Vo  ngoc  et  al.,  2017).  Každý  z  výše  uvedených sekvenčních  elementů se 

vyskytuje  v  některých,  ale  ne  ve  všech  jádrových  promotorech;  nejspíš  tedy neexistují 

elementy univerzální pro všechny promotory (Butler & Kadonaga, 2002).

Promotory lze rozdělit podle toho, jak přesně definovaný počátek transkripce obsahují 

na  „zhuštěné“  (focused) a  „rozptýlené“  (dispersed)  (Haberle  &  Stark,  2018).  Zhuštěné 

zpravidla obsahují pouze jeden TSS, kdežto rozptýlené celou řadu na relativně dlouhém úseku 

DNA.  Zhuštěné  promotory  mívají  jasně  definovaný,  silný  TATA box  a  často  kontrolují 

vývojově důležité geny, kdežto rozptýlené promotory bývají bez TATA boxu, bývají bohaté na 

ostrovy CpG a kontrolují  spíše konstitutivně exprimované  housekeeping geny (Haberle  & 

Stark, 2018).

Sestavení PIC na jádrovém promotoru podle klasického modelu předpokládá postupnou 

vazbu jednotlivých GTFs v následujícím pořadí: TBP už asociovaný s TFIID, TFIIA, TFIIB, 

TFIIF asociovaný s RNA Pol II a pak TFIIE a TFIIH (Sainsbury et al., 2015).

TBP se váže na promotor jako součást TFIID bez ohledu na přítomnost TATA boxu, 

zatímco jiné podjednotky TFIID interagují s Inr elementem a DPE (Patel et al., 2020). Vazba 

ostatních obecných transkripčních faktorů má spíše stabilizační funkci. Až na poslední faktor 

TFIIH,  který je při dokončení sestavení PIC stimulován mediátorem k fosforylaci Ser 5  na 

Pol IICTD (kinázová  podjednotka  CDK7)  a  rozvinutí  promotorové  DNA  pomocí  dvou 

helikázových  podjednotek  XPB  a  XPD.  Tyto  děje  umožní  RNA Pol  II  tzv.  uniknout  z 

promotoru a zahájit elongaci.

pSer 5 na Pol IICTD mimo jiné rekrutuje komplex čepičkovacích enzymů, který opatří 5′ 

konec pre-mRNA m7G čepičkou.

Kromě několika GTFs je eukaryotická transkripce regulována plejádami transkripčních 

faktorů (TF) specifických pro určité skupiny genů. Nedávná analýza určila počet lidských TF 

na  více  než  1600  (Lambert  et  al.,  2018). Mezi  další  způsoby  regulace  transkripce  patří 

remodelace  nukleozomů,  modifikace  histonů,  tvorba  chromatinových  smyček a  působení 

nekódujících RNA i dalších proteinů jako jsou koaktivátory,  korepresory,  vazba CTCF na 

inzulátory a v neposlední řadě i klastrování či tvorba kondenzátů, které jsou předmětem této 

práce.

Regulační cis-elementy (cis-regulatory elements, CREs) rozpoznávané TF se nachází v 

různých sekvenčních vzdálenostech od promotoru. Ve starší literatuře jsou právě z hlediska 

lineární vzdálenosti  regulační elementy děleny na  k promotoru proximální, distální  (řádově 

stovky  až  tisíce  bp upstream  od  promotoru) a enhancery  (řádově  desítky  tisíc  bp  od 
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promotoru) (Dolores  Delgado  &  León,  2006).  Moderní  genomické  přístupy  využívají  k 

hledání potenciálních regulačních cis-elementů kombinaci přístupnosti oblasti pro DNázu I a 

přítomnosti histonových modifikací (ENCODE Project Consortium et al., 2020). Na základě 

těchto  vlastností  byly  popsány, kromě  „promotoru  podobným oblastem“ kolem  počátků 

transkripce,  také  proximální  (do vzdálenosti  dvou tisíc  bp od TSS)  a  distální  „enhanceru 

podobné elementy“ (ENCODE Project Consortium et al., 2020).

Efektivní iniciace vyžaduje úsek DNA bez nukleozomů (NDR – nucleosome depleted 

region),  aby byl promotor přístupný pro transkripční faktory i RNA Pol II.  NDRs mívají na 

obou svých hranicích nukleozomy se specifickými modifikacemi (někdy označované jako +1, 

resp. –1 nukleozomy). Jde o modifikace na histonu H3 a to o acetylaci lysinu 27 (H3K27ac) v 

kombinaci s trimetylací lysinu 4 (H3K4me3) (Zhao et al., 2021). Na obou hranicích  NDR 

mohou  být  přítomny  aktivní jádrové  promotory  v  protilehlé  orientaci,  z  nichž  jeden  řídí 

tvorbu mRNA a z druhého se tvoří  krátké nekódující  RNA (uaRNA – upstream antisense 

RNA)  (Duttke  et  al.,  2015).  Tyto  antisense  transkripty  jsou  velmi  brzy  degradovány  v 

jaderném RNA exosomu; studie vybraných čtyř uaRNA v myších embryonálních kmenových 

buňkách (mESC) stanovila průměrný poločas jejich rozpadu na 18 min (Flynn et al., 2011).

2.2.1 Enhancery

Klíčovými cis-regulačními  elementemy  pro  stimulaci  transkripce  in  vivo jsou  už 

zmíněné enhancery.  Původně byly popsány jako krátké regulační sekvence, které stimulují 

transkripci svého příslušného genu bez ohledu na pozici, orientaci a vzdálenosti vůči němu 

(Banerji et al., 1981). Mohou se nacházet i v blízkosti promotoru, často jsou však od vzdáleny 

desítky nebo i stovky tisíc bp ve smyslu lineární sekvence. V prostoru jádra se však dostávají 

do  blízkosti  promotoru,  například  prostřednictvím  chromatinových  smyček,  a  regulují 

transkripci např. vazbou přes mediátor.

Aktivní enhancery jsou charakteristické specifickými modifikacemi histonů, jmenovitě 

jde o monometylaci lysinu 4 (H3K4me1) a acetylace lysinu 27 na histonu  H3 (H3K27ac) 

(Creyghton  et  al.,  2010).  Podobně  jako  u  promotorů  byla  též  na  aktivních  enhancerech 

identifikována oboustranná transkripce (Kim et al., 2010). Touto transkripcí vznikají krátké 

enhancerové RNA (eRNA) o střední délce okolo 1000 bp (Schwalb et al., 2016).

Jako super-enhancery se označují klastry několika enhancerů charakteristické nebývale 

vysokou koncentrací transkripčních faktorů, v důsledku čehož stimulují transkripci silněji než 

typické enhancery.  V myších embryonálních kmenových buňkách (mESC)  se  enhancery i 

super-enhancery  vyznačují  vazbou  pěti  transkripčních  faktorů  OCT4 (octamer-binding 
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transcription factor 4), SOX2 (sex determining region Y box 2), NANOG (Homeobox protein 

Nanog),  KLF4 (Krüppel-like  factor  4) a  ESRRB (Estrogen-related  receptor  beta),  super-

enhancery jsou pak zvláště nabohacené o KLF4 a ESRRB (Whyte et al., 2013). Tyto faktory 

mají zásadní podíl na udržování pluripotence kmenových buněk. Je  také zajímavé, že geny 

těchto faktorů jsou samy aktivovány super-enhancery.

V rakovinných  buňkách  je součástí  komplexů enhancerů  transkripční  koaktivátor 

BRD4 (Bromodomain-containing protein 4) (Lovén et al., 2013).

Vazbu  mezi  TF  na  enhancerech  a  preiniciačním  komplexem  na  promotoru 

zprostředkovává proteinový komplex zvaný mediátor, který zde figuruje v roli transkripčního 

koaktivátoru. Lidský mediátor je obrovský (cca 1,4 MDa) proteinový komplex složený z 26 

podjednotek,  z  nichž  několik  zahrnuje  polypeptidové  úseky,  které  nezaujímají  stabilní 

prostorovou konformaci (intrinsically disordered regions, IDRs), což se také označuje jako 

vysoká míra vnitřní neuspořádanosti (Richter et al., 2022). Množství mediátoru navázaného 

na super-enhancerech je o řád vyšší než u běžných enhancerů (Whyte et al., 2013).

Vazba mediátoru do PIC stimuluje kinázovou podjednotku TFIIH (cyklin-dependentní 

kináza 7,  CDK7) k fosforylaci  Pol IICTD,  což vede k úniku RNA Pol II z promotoru (Kim et 

al., 1994). K efektivitě fosforylace přispívá to, že mediátor váže Pol IICTD tak, že se dostává do 

blízkosti  CDK7 (Chen et  al.,  2021). Kromě toho mediátor také pravděpodobně  stabilizuje 

TFIIH v takové pozici, že to helikáze XPB (xeroderma pigmentosum typ B) umožní rozvinout 

DNA promotoru (Chen et al., 2021).
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Obrázek  1:  Schematické  znázornění  aktuální  představy 
uspořádání  transkripčního  aparátu  na  promotorech  a 
enhancerech. Zdůrazňuje podobnosti mezi promotory a enhancery. 
Mezi rozdíly pak patří například modifikace histonů (více v textu).

Převzato a upraveno z (Andersson & Sandelin, 2020)



2.3 Elongace

V savčích buňkách se RNA Pol II  po úniku z promotoru typicky zastaví po přepsání 

několika desítek nukleotidů a čeká na další regulační signály. Tento stav se označuje jako 

„čekání v blízkosti promotoru“ (proximal promotor pausing) a je nejspíše vyvolán lokálními 

vlastnostmi  sekvence  DNA  (Imashimizu  et  al.,  2013)  a  dále  stabilizován  negativním 

elongačním  faktorem  (NELF) a  faktorem indukujícím citlivost  k  5,6-Dichloro-1-β-D-

ribofuranosylbenzimidazolu  (DSIF) (Vos  et  al.,  2018).  K  přechodu  do  procesivní  fáze 

elongace vyžaduje čekající polymeráza aktivitu pozitivního transkripčně-elongačního faktoru 

b (P-TEFb).  P-TEFb  je cyklin-dependentní kináza s kinázovou podjednotkou  CDK9,  která 

fosforyluje Pol IICTD na Ser 2 (Mayfield et al., 2019) a také faktory NELF a DSIF. Fosforylace 

vede k disociaci NELF z komplexu s RNA Pol II a změně aktivity DSIF z neagativního na 

pozitivní elongační faktor, který dále zůstává navázaný na elongující RNA Pol II (Yamada et 

al., 2006).

Je  pravděpodobné,  že  post-translační  modifikace  Pol IICTD se  podílí  i  na  propojení 

elongace  se  sestřihem vznikající pre-mRNA.  Bylo  popsáno  propojení  mezi  RNA Pol II  a 

U2 snRNP,  klíčovou  komponentou  spliceosomu,  zprostředkované  pSer 2  Pol IICTD a 

sestřihovým faktorem U2AF (U2 snRNP auxiliary factor) (Gu et al., 2013).

2.4 Terminace

Terminace  je  spojena  s  přepsáním  sekvence  polyadenylačního  signálu,  následným 

odštěpením nascentní RNA od polymerázy a syntézou 3′ polyA konce.

Tyto procesy zajišťuje proteinový komplex CPSF (cleavage and polyadenylation specificity 

factor) vážící se na polyA signál v sekvenci pre-mRNA. Komplex se skládá ze tří funkčních 

modulů: nukleázového, polyA polymerázového a fosfatázového (Casañal et al., 2017). První 

dva jmenované upravují pre-mRNA; třetí defosforyluje pSer 2 a pTyr 1 na Pol IICTD.

V současnosti  se  terminace  popisuje  na  základě sjednocení  dvou  starších  modelů, 

alosterického a torpédového (Eaton & West, 2020). Po odštěpení RNA dojde k defosforylaci 

elongačního  faktoru  DSIF  na  jeho  regulační  podjednotce  SPT5  prostřednictvím  protein 

fosfatázy PNUTS-PP1, což alostericky vyvolá konformační změny v RNA Pol II a zpomalí ji. 

Zbytek  RNA,  který  je  stále  asociovaný  s  polymerázou,  je  štěpen  procesivní  5'–3' 

exoribonukleázou XRN2,  o které se někdy hovoří jako o pomyslném „torpédu“,  které když 

dožene zpomalenou polymerázu, způsobí její vyvázání z DNA. (Eaton & West, 2020)
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3 Kompartmentalizace transkripce
Intuitivní  výchozí  nulová  hypotéza  je  pohlížet  na  transkripci  jako na  stochastickou 

událost: aktivovaný transkripční faktor difunduje skrze jádro a náhodně se srazí s příslušnou 

regulační sekvencí DNA, obdobně se připojí RNA polymerázou, koaktivátory atd., dokud se 

nesestaví  preiniciační  komplex.  Následně se syntetizující  polymeráza začne pohybovat  po 

DNA jako po kolejnici Tento  model  odpovídá  slavným Millerovým pozorováním aktivně 

transkribovaných  rRNA genů  izolovaných  z  oocytů  obojživelníků,  na  kterých  je  patrná 

centrální  linie  DNA dekorovaná  RNA polymerázami  s  ribonukleoproteinovými  vlákny  s 

jedním volným koncem (Miller & Beatty, 1969).

Alternativní model, tedy že RNA Pol II by mohla být imobilizovaná na nějaké stabilní 

struktuře v jádře a templátová DNA vůči ní pohyblivá, navrhují v laboratoři Petera R. Cooka v 

80.  letech.  V  jejich raném modelu  byla jednak  upevněná  sama  polymeráza,  ale  také 

předpokládali upevnění obou konců nascentní RNA ke komplexu transkribující polymerázy 

(Jackson et al., 1981).

3.1 Model transkripčních továren

Termín  „transkripční továrna“  pochází z práce Jacksona et al. (1993)  jako analogie k 

dříve  popsaným „replikčním  továrnám“ – specifickým  místům  replikace  DNA  dříve 

popsaných v HeLa buňkách  (Hozák et  al.,  1993).  Termín replikační továrna  byl  přejat  z 

virologie (Papantonis & Cook, 2013), kdy takto byla nazvána místa replikace viru vakcinie v 

buněčném jádře (Dales, 1963).

Jackson et al. (1993) pozorovali, že nascentní RNA v jádrech fixovaných HeLa buněk 

není  rozprostřena  rovnoměrně,  ale  ve  shlucích. Nascentní  RNA  značili Br-UTP (bromo-

uridintrifosfát)  v  buňkách  uzavřených  v  agarózových  kuličkách,  což  zabránilo  vysrážení 

chromatinu a permeabilizovaných ve „fyziologickém pufru“. Toto experimentální uspořádání 

umožnilo  inkorporaci  Br-UTP  v  podmínkách,  o  nichž  autoři  předpokládali,  že  se  blíží  k 

podmínkám  fyziologickým.  Následně  byly  buňky  fixovány  a  Br-UTP  značka  byla 

imunofluorescenčně obarvena. Při pozorování konfokálním mikroskopem autoři odhadli počet 

RNA shluků  mimo  jadérko na  300 – 500  na  jedno  jádro.  Na  základě  analýzy intenzity 

fluorescence shluků odhadli počet RNA Pol II na ~60 na shluk. Autoři vyslovují domněnku, 

že  tyto shluky  by mohly být specializovaná místa  transkripce a  nazývají  je  „transkripční 

továrny“ (Jackson et al., 1993).

Wansink et al. (1993) použili také značení nascentní RNA Br-UTP, ale mikroinjikovali 

analog báze přímo do buněk lidských kožní fibroblastů. Po 15min. inkubaci, permeabilizaci a 
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imunoznačení  pozorovali  v  jádře  velice  jasně  oddělené shluky RNA.  Jejich  přesnou 

kvantifikací se nezabývali, ale odhadli jejich počet na více než 100. Stejně jako u Jacksona et 

al. (1993), ani zde nedocházelo za daných experimentálních podmínek ke značení jadérka. K 

označení jadérka  došlo pouze při mikroinjikaci bázového analogu společně s α-amanitinem, 

zároveň ale nebyl pozorován významný příspěvek RNA Pol III transkripce k pozorovanému 

množství transkriptů (Wansink et al., 1993).

Analýza kolokalizace nascentních RNA transkriptů a RNA Pol II s využitím transmisní 

elektronové mikroskopie potvrdila,  že  se  shluky transkriptů skutečně nacházejí  v  těsné 

blízkosti RNA Pol II (Iborra et al., 1996).  Iborra et al. (1996) popsali dvě populace molekul 

RNA Pol II  přítomné  v  jádře:  rozptýlené volné  molekuly  a  molekuly kolokalizující  s 

transkripty.  Stereologickými výpočty  ze  snímků  z  elektronového  mikroskopu  určili počty 

klastrů transkriptů v rozsahu 2 000–2 700 na jádro  HeLa buňky. Typický klastr měl průměr 

71 nm a jeho součástí  byly alespoň 4 polymerázy.  Protože po určité době inkubace se už 

nezvyšoval počet klastrů, pouze počet značek na klastr, usoudili autoři, že se jim zvolenou 

metodikou podařilo zachytit většinu míst aktivní transkripce (Iborra et al., 1996).

Některé z transkriptů detekovaných v nukleoplazmě v předchozích pracích představují 

produkty  RNA Pol III.  V jádrech  HeLa  buňek bylo  stereologickými  výpočty  z  kryořezů 

analyzovaných elektronovým mikroskopem spočteno  ~8000 klastrů RNA produktů Pol II a 

~1800 klastrů produktů Pol III (Pombo, 1999).

Z  výsledků  zde  prezentovaných  je  patrné,  že  kromě očekávané  variability  v  počtu 

továren  napříč  buněčnými  typy,  existuje  i  variabilita  v  závislosti  na  zobrazovací  metodě. 

Nicméně  lze  předpokládat,  že  počty  získané  elektronovou  mikroskopií  jsou  nejpřesnější, 

neboť to byla metoda poskytující v té době  nejvyšší rozlišení.

3.1.1  Struktura transkripční továrny

Na základě odhadů počtu molekul RNA pol II, počtu a průměru klastrů transkriptů a 

dalších parametrů byl navržen model, kdy několik polymeráz imobilizovaných na periferii 

transkripční továrny produkuje RNA směrem dovnitř (Jackson et al., 1998). Tato představa 

byla  záhy  korigována  pomocí  elektronové  spektroskopické  mikroskopie  (electron 

spectroscopic  imaging)  (Eskiw  et  al.,  2008;  Eskiw  &  Fraser,  2011).  Při  elektronové 

spektroskopické  mikroskopii  je  využit  transmisní  elektronový mikroskop,  ale  vzorek  není 

značen protilátkami konjugovanými s kovovými částicemi, ale využívá se toho, že odlišné 

atomy biomolekul různou měrou rozptylují dopadající elektrony (Papantonis & Cook, 2013). 

Analýzou signálu z  těchto rozptýlených elektronů je možné rozlišit atomy fosforu a dusíku ve 
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vzorku;  o  oblastech  bohatých  na  dusík  se  předpokládá,  že  v  nich  převažují  proteiny;  v 

oblastech bohatých na fosfor zase nukleové kyseliny a nukleozomy vykazují kombinaci obou 

signálů (Papantonis & Cook, 2013). Touto metodou bylo tedy zjištěno, že jádro transkripční 

továrny v  HeLa  buňkách  je  bohaté  na  proteiny;  v  tomto  jádře  bylo  pozorováno  několik 

fosforových  granul,  která  pravděpodobně  reprezentují  templátovou  DNA nebo  transkript 

(Eskiw et al., 2008). Tato zjištění jsou konzistentní s lokalizací aktivních RNA Pol II na okraji 

továren.

Proteinové jádro transkripčních továren bylo potvrzeno také v myších erytroblastech 

(Eskiw & Fraser, 2011). Zde byly také pozorovány specializované továrny transkribující geny 

regulované transkripčním faktorem Krüppel-like faktorem 1 (KLF1). Továrny koncentrovaly 

tento transkripční faktor a oproti průměru vykazovaly větší velikost (Eskiw & Fraser, 2011).

3.1.2 Továrny soustředí několik aktivních genů

Na základě počtu transkripčních továren RNA Pol II v HeLa buňkách (několik tisíc na 

jádro) a odhadu počtu transkripčních jednotek se lze domnívat, že několik aktivních genů by 

mohlo sdílet jednu továrnu (Jackson et al., 1998).

Kolokalizace  dvou  silně  přepisovaných  genů  pro  podjednotky  hemoglobinu, 

globiny α (Hba) a  β (Hbb-b1), byla popsána v myších erytroblastech s pomocí elektronové 

mikroskopie  (Eskiw & Fraser,  2011).  Eskiw a Fraser  (2011)  detekovali  transkripty  těchto 

dvou genů  in  situ hybridizací  oligonukleotidovými  sondami,  které  mohly být  sekundárně 

označeny protilátkami se zlatými částicemi. Továrna, do s níž oba transkripty kolokalizovaly, 

byla určena pouze na základě specifického vyššího obsahu dusíku, jak umožňuje elektronová 

spektroskopická mikroskopie.

V  jedné  transkripční  továrně  spolu  mohou  kolokalizovat  geny  na  různých 

chromosomech,  což  bylo  demonstrováno  v  myších  B-lymfocytech,  kdy po  aktivaci  genů 

skupiny  Myc na  chromosomu 15  tento  lokus  lokalizoval  do  továrny,  ve  které  byly 

transkribovány geny pro těžké řetězce imunoglobulinů (značen transkript  Igh µ) nacházející 

se v lokusu na chromosomu 12 (Osborne et al., 2007).

Kolokalizace  aktivně  přepisovaných  genů  byla  také  popsána  i  v  rámci  jednoho 

chromozomu, a to v buňkách izolovaných ze sleziny myší s  fenylhydrazinem indukovanou 

anémií, kde gen pro globin β kolokalizoval s RNA Pol II a dalším genem na chromozomu 7, 

genem pro  hemoglobin  stabilizující  protein  alfa  (Ahsp,  též  značen  Eraf)  (Osborne  et  al., 

2004).
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3.2 Dynamické klastry RNA Pol II

Převrat na poli  výzkumu uspořádání transkripce v jádrech živých buněk představují 

super-rezoluční  mikroskopické techniky postupně zobrazující  jednotlivé  molekuly  (jako je 

PALM,  photoactivated  localization  microscopy nebo  dSTORM,  direct  stochastic  optical  

reconstruction  microscopy),  které  jsou  schopné  dostatečného  prostorového  i  časového 

rozlišení,  aby  zachytily  nejen  prostorové  uspořádání  RNA Pol  II  v  jádře,  ale  i  časovou 

dynamiku tohoto uspořádání.

První takové využití zmíněných technik v kontextu transkripce bylo popsání nečekaně 

rychlého klastrování endogenně exprimované RNA Pol II značené fluorescenčním proteinem 

Dendra2 v  osteosarkomových buňkách U2OS (Cisse  et  al.,  2013).  Průměrný odhadovaný 

poloměr  klastrů  v  těchto buňkách  byl  220 (±17) nm a  jejich  průměrná doba života  byla 

5,1 (±0,4) s,  kdy její horní  hranice  nepřesáhla 30 s.  Stimulace transkripce  sérem vedla ke 

zvětšení klastrů a zvýšení jejich průměrné doby života o řád na 48 (± 9) s, což ukazuje na 

vztah mezi transkripční aktivitou a chováním klastrů. Takto rychle zanikající klastry jsou v 

rozporu  s  představou  polymeráz  imobilizovaných  v  transkripčních  továrnách,  o  nichž  se 

předpokládalo, že jde o struktury trvale přítomné v jádře (Papantonis & Cook, 2013).

Zde poznamenávám, že použitá technika PALM v živých buňkách detekuje vždy pouze 

frakci  cílových  molekul  a  tedy  nevypovídá  o  celkových  počtech,  ale  spíše  o  dynamice 

pozorovaných molekul (Cisse et al., 2013).

Navazující  studie  v  myších  embryonálních  fibroblastech  potvrdila  jednak  relativně 

krátkou dobu života klastrů RNA Pol II a jednak souvislost s prodloužením jejich doby života 

v závislosti na transkripční aktivitě (Cho et al., 2016). V této studii byla kromě klastrů RNA 

Pol II sledována také produkce pre-mRNA β-aktinového genu pomocí MS2 reportérového 

systému. Při stimulaci sérem vzrostla průměrná doba života klastrů RNA Pol II z ~6,9 s na 

24 s, nezměnila se však ani velikost klastrů, ani frekvence jejich tvorby. Zvýšení doby života 

klastrů RNA Pol II koreluje se zvýšením počtu transkriptů (Cho et al., 2016).

3.2.1 Vlastnosti klastrů RNA Pol II a mediátoru

Kromě klastrů RNA Pol II byly v myších embryonálních kmenových buňkách popsány 

klastry mediátoru  (Cho et  al.,  2018).  Jak mediátor,  tak  RNA Pol  II  tvořily dvě populace 

klastrů: malé ( 100∼  nm) a nestabilní (doba života řádově ~10 s) a velké (>300 nm) a stabilní 

přítomné během celé doby akvizice snímků. Velké klastry RNA Pol II a mediátoru vzájemně 

kolokalizovaly.
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Inhibice  CDK9,  tedy  zablokování  přechodu  do  elongace,  vedlo  k  přechodnému 

vymizení stabilních klastrů RNA Pol II, po odmytí inhibitoru se klastry opět objevily; klastry 

mediátoru nebyly tímto ovlivněny (Cho et al., 2018). Tyto výsledky opět nepřímo naznačují, 

že klastry představují polymerázu ve fázi iniciace.

Cho  et  al.  (2018)  také  získali  několik  nepřímých  důkazů,  že  klastry  RNA Pol II  i 

mediátoru  mají  vlastnosti  svědčící  o  jejich  kapalném  charakteru.  Jmenovitě  pozorovali 

koalescenci  klastrů v jádrech živých buněk, jejich rozpuštění působením 1,6-hexandiolu a 

rychlou obnovu velké části molekul ve FRAP experimentu – 60 % molekul mediátorového 

klastru a 90 % klastru polymerázy bylo obnoveno během ~10 s (Cho et al., 2018).

1,6-hexandiol je alifatický alkohol, který rozpouští kapalné kondenzáty. Předpokládá 

se, že narušuje nespecifické interakce mezi IDRs proteinů v kondenzátu a jedná se o rozšířený 

test toho, zda určitý klastr vzniká prostřednictvím oddělení kapalných fází (Kroschwald et al., 

2017). Jeho použití v  in vitro systémech je nejspíše bezproblémové, nicméně při použití na 

živé buňky má vedlejší  účinky:  mění morfologii  buněčných membrán (Kroschwald et  al., 

2017), zvyšuje propustnost jaderné membrány, protože FG repetice uvnitř jaderných pórů také 

tvoří oddělenou kapalnou fázi (Shulga & Goldfarb, 2003; Patel et al., 2007), výrazně snižuje 

kinázovou  aktivitu  CDK9  (Düster  et  al.,  2021) a  snižuje  pohyblivost  a  zvyšuje  lokální 

kompaktnost chromatinu (Itoh et al., 2021).

Někteří autoři zdůrazňují, že experimenty využívající FRAP vypovídají především o 

pohyblivosti  sledovaných molekul a považují  ho za nedostatečný nástroj  k určení kapalné 

povahy klastru v buňce, nicméně jde o v literatuře rozšířený test LLPS (McSwiggen et al., 

2019).

Delší  doba  života  klastrů  RNA Pol  II,  která  zjevně  koresponduje  s  transkripčně 

permisivním stavem genu je  konzistentní  s  poznatkem,  že  RNA Pol II  elongují  blízko  za 

sebou  v  tzv.  „konvojích“  na  HIV-1  promotoru  (Tantale  et  al.,  2016).  Dynamika  tvorby 

konvojů je ovlivněna mediátorem: při knock-outu mediátoru bylo méně polymeráz v konvoji 

a s většími rozestupy (Tantale et al., 2016).

Domnívám se, že výše popsané klastry RNA Pol II představují iniciační kondenzáty, 

které  jsou  stabilizovány  na  k  transkripci  permisivních  genech  a  během  své  doby  života 

umožňují  kontinuální  sestavování  preiniciačních  komplexů,  což  se  následně  projevuje  v 

podobě konvojů polymeráz.
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4 Mechanismy  vedoucí  ke  kompartmentalizaci 
transkripce

V této  sekci  představuji  vybrané  mechanismy,  které  byly  navrženy  jako  ty,  jež  se 

podílejí  na  kompartmentalizaci  procesu  transkripce.  Měly  by  tedy  být  schopné  vysvětlit 

pozorování popsaná v předchozí sekci „3 Kompartmentalizace transkripce“. Většina z nich 

uplatňuje fyzikální princip tzv. oddělení kapalných fází v kapalině (jako synonymum budu 

používat  i  označení  „fázová  separace“  či  angl.  zkratku  LLPS  –  liquid-liquid  phase  

separation).  V úvodu však popisuji  i  starší  modely,  které  předpokládaly uchycení  aktivně 

transkribujícího komplexu v jádře na stabilní matrici.

4.1 Imobilizace RNA Pol II na jaderné matrix

V raných studiích  popisující  transkripční  továrny se  předpokládá,  že  RNA Pol II  je 

spolu s transkripčními faktory uchycena na proteinové „substruktuře“, kterou označují jako 

jaderná  matrix  (Jackson  et  al.,  1981,  1993).  O  matrix  se  předpokládalo,  že  jde  o  jakési 

rozvětvené  lešení,  které  je  stabilně  přítomno  v  jádře  a  zprostředkovává  jeho 

kompartmentalizaci.

Od počátku byl termín „jaderná matrix“ používán pro reziduální frakci přítomnou v 

buněčných jádrech po extrakci chromatinu (Berezney & Coffey, 1974).  Připadá tak v úvahu 

možnost,  že  se  jedná o artefakt izolačních metod,  jako je působení DNázy I či podmínek 

podporující srážení jaderného materiálu, jako je vysoká koncentrace solí (Berezney & Coffey, 

1974; Pederson, 2000).

Jaderná  matrix  je  bohatá na  proteiny a  RNA; obsahuje zbytková jadérka,  laminu a 

jaderné póry (Davie, 1997). Jako součást matrix byla popsána vlákna citlivá k RNáze A (He et 

al., 1990),  mohlo by tak jít o vlákna tvořená ribonukleoproteiny jako jsou proteiny jadérka, 

ribozomální podjednotky a  primární transkripty (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, 

hnRNPs) (Bihani et al., 2023).  Jiný model předpokládal, že  strukturní materiál matrix tvoří 

„kanály“  od  jaderného  póru  dovnitř,  skrze  chromatin  (Razin  & Gromova,  1995).  Takový 

kanál  měl  usnadnit  difuzi  ribonukleoproteinů  ven z jádra  a  při  podmínkách izolace by se 

strukturní elementy vysrážely společně s ribonukleoproteiny do síťovité struktury.

Skutečnost, že jaderná matrix nebyla vizualizována in vivo a na snímcích z elektronové 

mikroskopie  nebyla pozorována  v neextrahovaných jádrech,  přispívá k přesvědčení,  že  se 

skutečně jednalo o artefakt (Pederson, 2000).
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Dnes  se  zdá,  že  se  i  při  kompartmentaci chromatinu  uplatňují  fyzikální principy 

oddělení různých typů fází (Erdel & Rippe, 2018). Principy oddělení kapalných fází diskutuji 

dále v kontextu transkripce RNA Pol II.

V recentně publikovaném preprintu však byla s pomocí superrezoluční mikroskopie v 

živých buňkách  kolorektálního karcinomu pozorována  struktura  podobná „lešení“  jaderné 

matrix  tvořená  proteinem  SAF-A/hnRNPU (scaffold  attachment  factor  A/heterogeneous 

nuclear  ribonucleoprotein  U) (Park  et  al.,  2022).  Pozorované uspořádání  SAF-A nápadně 
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Obrázek  2:  (A)  Schematické  znázornění  fázového  diagramu  pro  binární  směs  rozpouštěné 
(bio)makromolekuly a rozpouštědla. Na vodorovné ose je znázorněno složení směsi, zde objemovým 
zlomkem, na svislé ose je vynesena některá ze stavových veličin, např. teplota. Šedá křivka vyznačující  
tmavší  plochu  představuje  koexistenční  neboli  binodální  křivku.  Platí  předpoklad,  že  systém  je  v 
termodynamické rovnováze,  proto  sledujeme  chování  při  konstantní  zvolené  stavové veličině,  to  je 
znázorněné červenou vodorovnou čarou. Na této linii leží tzv. konoda (angl. tie line), úsečka, protínající  
oblast dvoufázového režimu, jejíž krajní body leží na koexistenční křivce (není explicitně znázorněna, 
leží na červené linii, jejími krajními body jsou Csat a Cdenz). Kruhové výseče znázorňují nárůst objemu 
denzní fáze při zvýšení celkové koncentrace makromolekuly v systému.
Csat – saturační koncentrace, koncentrace ve zředěné fázi; Cdenz – koncentrace v denzní fázi.

(B) Schematické znázornění průběhu volné energie systému v závislosti na objemovém zlomku 
rozpouštěné  makromolekuly. Světle  modrá  křivka  popisuje  systém  bez  interakcí  mezi 
makromolekulami a má unimodální průběh. Tmavě modrá křivka popisuje systém v němž dochází k 
fázové separaci v důsledku příznivějších interakcí mezi makromolekulami, než mezi makromolekulami 
a rozpouštědlem. Minima odpovídají dvěma odděleným, stabilním fázím.
φS – saturační koncentrace vyjádřená objem. zlomkem; φD – koncentrace v denzní fázi vyjádřená objem. 
zlomkem; φS a φD korespondují Csat a Cdenz na grafu (A).

(C) Schematické znázornění průběhu chemického potenciálu rozpouštěné makromolekuly.
Tmavě  modrá  křivka  opět  popisuje  systém  s  příznivějšími  homotypickými  interakcemi.  Chemický 
potenciál  zde  má  nemonotónní  průběh,  a  tedy  existují  dvě  různé  koncentrace  se  stejným  chem. 
potenciálem. Tyto odpovídají zředěné a denzní fázi. Světle modrá křivka popisuje systém systém bez 
interakcí mezi makromolekulami.
φS – saturační koncentrace vyjádřená objem. zlomkem; φD – koncentrace v denzní fázi vyjádřená objem. 
zlomkem.

Převzato a upraveno z (Hyman et al., 2014; Fierz, 2022)



připomínalo snímky jaderné matrix z elektronového mikroskopu. Mutovaný SAF-A bez RNA 

vazebné  domény  nebyl  schopen  takovou  strukturu  tvořit,  mohlo  by  tak  jít  o  příklad 

matrixového  ribonukleoproteinu  (Park  et  al.,  2022).  Již  dříve  byly  pomocí  mikroskopie 

zobrazující jednotlivé molekuly (SMLM,  single-molecule localization microscopy) popsány 

propojené  klastry  proteinu  SAF-A v  jádrech  živých  imortalizovaných  epiteliálních  buněk 

lidské sítnice (hTERT RPE1) (Marenda et al., 2021).

4.2 Klastrování RNA Pol II prostřednictvím oddělení fází

4.2.1 Fyzikální aspekty oddělení fází v kapalném skupenství

Základní fyzikální principy oddělení kapalných fází v kapalině popíši v jednoduchém 

binárním  systému  o  dvou  složkách:  rozpouštěné  (bio)makromolekuly  jednoho  druhu  a 

rozpouštědlo (voda). V tomto systému existují homotypické interakce, tj. mezi molekulami 

stejného druhu (makromolekula–makromolekula, rozpouštědlo–rozpouštědlo) a heterotypické 

interakce (makromolekula–rozpouštědlo).

Pokud  jsou  vlastnosti  molekul  takové,  že  makromolekuly  preferují  heterotypické 

interakce s rozpouštědlem, budou makromolekuly rozpuštěné v jedné uniformní fázi. Pokud 

jsou však jejich vlastnosti takové, že energeticky preferovanější jsou interakce homotypické, 

makromolekuly se stávají omezeně rozpustné a při daných termodynamických podmínkách 

bude v systému existovat  tzv.  saturační  koncentrace (csat,  někdy označovaná jako kritická 

koncentrace).  To  bude  taková  koncentrace  makromolekul,  při  jejímž  dosažení  dojde  k 

vytvoření  oddělených fází,  protože právě převládnou homotypické interakce kompenzující 

snížení entropie spojené s oddělením fází. (Mittag & Pappu, 2022) Nicméně celková volná 

energie systému je samozřejmě snížena, což je znázorněno na Obrázku 2B. Jde o schéma 

grafu  znázorňující  volnu  energii  binárního  systému  v  závislosti  na  koncentraci 

makromolekuly (zde vyjádřena objemovým zlomkem). Výše popsaná situace, kdy dochází k 

oddělení  fází  v  důsledku  energeticky  příznivých  homotypických  interakcí  je  znázorněna 

tmavě  modrou  křivkou.  Její  průběh  je  multimodální  se  dvěma  minimy,  která  odpovídají 

energii makromolekuly ve dvou oddělených fázích.  Systém bez interakcí, v němž nemůže 

dojít  k  oddělení  fází,  je  na  Obrázku  2B  popsán  světle  modrou  křivkou  jejíž  průběh  je 

unimodální,  má jedno minimum (Banani et  al.,  2017).  Toto minimum, odpovídající  dobře 

promísené směsi o daném složení, představuje stav s maximální entropií,  čemuž odpovídá 

nejmenší možná volná energie při daných podmínkách (Dill & Bromberg, 2011).

Podmínky při nichž v binárním systému dochází k fázové separaci znázorňuje fázový 

diagram  (Obrázek  2A).  Na  vodorovné  ose  je  vyneseno  složení  směsi,  zde  vyjádřeno 
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objemovým  zlomkem,  rozpouštěné  makromolekuly,  ale  v  zásadě  zde  může  být  jakékoli 

veličina koncentrace. Na svislé ose je vynesena některá ze stavových veličin, typicky teplota. 

Šedá křivka vyznačující tmavší plochu představuje koexistenční neboli binodální křivku. Ta 

ohraničuje nejzazší podmínky při nichž v systému ještě dojde k oddělení fází a vyznačuje tak 

oblast  dvoufázového  režimu  systému  (tmavší  plochu  uvnitř).  Pokud  koncentrace 

makromolekuly za daných podmínek překročí saturační koncentraci a dostane se do oblasti 

dvoufázového režimu, vytvoří se v systému dvě fáze – denzní a zředěná.

V denzní fázi jsou makromolekuly ve větší koncentraci, než v rozpuštěné fázi. Z denzní 

fáze je také vytěsněna část rozpouštědla; lze říci,  že denzní fáze je složena z makromolekul 

nasycených rozpouštědlem a zředěná z  rozpouštědla nasyceného makromolekulami (Dill & 

Bromberg, 2011). Konkrétní koncentrace makromolekul v obou fázích lze odečíst z fázového 

diagramu, a to jako krajní body tzv. konody (angl. tie line). Konoda je úsečka, ležící v oblasti 

dvoufázového režimu,  jejíž  krajní  body leží  na  koexistenční  křivce (na  Obrázku 2A není 

explicitně  znázorněna,  ale  šlo  by  o  úsečku  na  červené  linii uvnitř  oblasti  dvoufázového 

režimu,  krajní body jsou csat a  cdenz).  Saturační koncentrace (csat) nadále zůstává ve zředěné 

fázi, zatímco v denzní fázi je vyšší koncentrace  cdenz.  Pokud by do systému  byly přidávány 

další makromolekuly (= pohyb po konodě doprava), nebudou se ve fázích měnit koncentrace, 

ale bude narůstat objem denzní fáze na úkor zředěné fáze (znázorněno v kruhových výsečích 

na Obrázku 2A) (Dill & Bromberg, 2011).

Zředěná a denzní fáze jsou tedy v dynamické rovnováze, tj. probíhá mezi nimi výměna 

makromolekul, ale v souhrnu nedochází k difuznímu toku (Banani et al., 2017). Tato situace 

nastává  proto,  že  v  systémech  umožňujících  fázovou  separaci  má  chemický  potenciál 

rozpouštěné makromolekuly nemonotonní průběh (tmavá křivka na Obrázku 2C).  Je patrné, 

že  v  takovém systému  mohou  existovat  dvě  různé  koncentrace  se  stejným  chemickým 

potenciálem, což odpovídá rozdělení makromolekul do dvou fází (denzní a zředěná). (Banani 

et al., 2017)

Rovnost chem. potenciálů však nastává, až když se systém dostane do rovnováhy. Před 

jejím dosažením se v systému může nacházet vícero kapének denzní fáze s různými objemy. 

Rozdílné  objemy  mají  za  následek  i  rozdílné  Laplaceovy  tlaky  na  jejich  rozhraních.  V 

důsledku čehož se liší i chemické potenciály makromolekul v různých kapénkách a dochází k 

jejich  difuznímu  toku  z  menších  kapének  do  větších  (Hyman  et  al.,  2014).  A to  až  do 

vytvoření jedné velké kapénky v rovnováze s okolní zředěnou fází. Tento proces se nazývá 

Ostwaldovo zrání (angl.  Ostwald ripening) a je jedním z mechanismů tzv. hrubnutí (angl. 

coarsening) tj. právě zanikání meších kapének a vytváření větších (Zwicker et al., 2015).
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Dalším  mechanismem  hrubnutí je koalescence.  Jedná  se  o spojování  kapének,  ke 

kterému může dojít při jejich vzájemné srážce v důsledku Brownova pohybu zředěnou fází 

(Zwicker et al., 2015).  Při přiblížení dvou kapének je postupně okolní roztok zředěné fáze 

vytlačován z prostoru mezi nimi, až zůstanou jejich povrchy odděleny pouze tenkým filmem. 

Pokud není film kapaliny  dostatečně stabilní, dojde k jeho přerušení  a kapénky splynou do 

jedné větší (A. Van Aken, 2003).

4.2.2 P granula – prototypická nemembránová organela

Oddělení  fází  jakožto  možný  mechanismus  tvorby  nemembránových  organel  byl 

poprvé  navržen  pro  P  granula – ribonukleoproteinové  inkluze  nacházející  se  v  zygotě 

C. elegans (Brangwynne  et  al.,  2009).  Tato  granula,  charakteristická  pro  pohlavní  buňky 

háďátka,  jsou složena z asi 50 proteinů a řady RNA (Sundby et al., 2021).  P granula jsou 

zpočátku v celém objemu cytoplazmy, před prvním rozdělením zygoty se  však shromáždí 

pouze  u jednoho pólu  buňky  a  dostávají  se  tak  pouze  do  té části  buněk z  nichž  později 

vzniknou buňky pohlavní (Brangwynne et al., 2009). Tato segregace však neurčuje pohlavní 

buněčnou linii – mutanti  u  kterých se P granula  rozdělila  rovnoměrně  byli  za  normálních 

podmínek  fertilní  (Gallo  et  al.,  2010).  P granula  tedy zřejmě  nezprostředkovávají  určení 

zárodečné linie.  Bylo např.  navrženo, že jejich zformování je pouze vedlejším produktem 

zablokované translace, díky čemuž je v cytoplazmě nahromaděná vyšší koncentrace mRNA. P 

granula  by pak představovala  pasivní  zásobárny mRNA (Lee et  al.,  2020;  Putnam et  al., 

2023).

Brangwynne et  al.  (2009)  popsali  viskoelastické vlastnosti  P granul  a  navrhli  LLPS 

jako  možný  mechanismus  jejich  lokalizace  v  cytoplasmě  zygoty.  Dále  charakterizovali 

následující vlastnosti, které se staly klíčovými i pro „diagnostiku“ fázové separace u jiných 

nemembránových organel:

• sférický tvar P granul,

• tečení, rozdělování a koalescnce při vystavení smykovému napětí,

• přisedání na povrch jádra připomínající smáčení povrchu kapalinou,

• rychlá obnova fluorescence po „vybělení“ laserem (FRAP, fluorescence recovery after  

photobleaching) – zde  charakterizovali časové konstanty τ1) pro  několik  stavebních 

proteinů P granul; pohybovaly se v řádu jednotek sekund (Brangwynne et al., 2009).

1) Vztah mezi časovou konstantou a „poločasem obnovy“ t½ udává vzorec: τ = t½/ln(2) (Fritzsche & Charras, 

2015). Z definice plyne, že v čase rovném 1 τ je obnovená intenzita fluorescence o něco vyšší než 50 % jako 

v případě  t½; v zásadě se ale jedná o srovnatelné hodnoty. Pro podrobnější diskuzi FRAPu viz Ishikawa‐

Ankerhold et al., 2014.
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Fyzikální podstata procesu utváření P granul byla později ještě podpořena pozorováním 

jejich opakovaného rozpouštění a opětovné kondenzace při cyklických změnách teploty a to 

přímo in situ v embryích háďátka (Fritsch et al., 2021). Tato teplotní závislost kondenzace P 

granul byla dobře  popsána modelem  založeným  na  termodynamické  rovnováze,  což 

naznačuje, že na škále odpovídající velikosti  a dynamice P granul  panuje v buňce lokální 

termodynamická  rovnováha  i  přes  to,  že  je  buňka  jako  celek  termodynamicky  otevřený 

systém vzdálený od rovnováhy. Je třeba podotknout, že byl fluorescenčně označen a sledován 

pouze jeden protein, PGL-1. Při deleci jiného strukturního proteinu, PGL-3, došlo i ke změně 

průběhu fázového digramu pro PGL-1 (Fritsch et al., 2021).  Tato  skutečnost naznačuje vliv 

heterotypických interakcí mezi PGL-1 a PGL-3 při kondenzaci P granul a ukazuje neúplnost 

použitého modelu.

4.2.3 Mezimolekulové interakce klíčové pro oddělení fází

Výše  zmíněné  interakce  vedoucí  k  oddělení  kapalné  fáze  biopolymerů  mohou  být 

realizovány řadou interakcí různých typů mezi aminokyselinovými zbytky nebo proteinovými 

doménami.  Některé  konkrétní  příklady  diskutuji  níže.  Klíčovou vlastností  je  však 

multivalence separujících makromolekul. Multivalence v tomto kontextu znamená především 

přítomnost několika interakčních prvků pravidelně rozmístěných po délce flexibilní molekuly 

polymeru.  V případě  proteinů  se  takovýmito  vlastnostmi  vyznačují  především tzv.  vnitřně 

neuspořádané oblasti. Jde o úseky proteinů, které nezaujímají jednu stabilní 3D konformaci s 

nejnižší  volnou energií,  ale  velice rychle přechází  mezi  velkým množstvím konformací  a 

vyznačují se vysokou flexibilitou, díky čemuž dokáží promiskuitně interagovat samy se sebou 

nebo s jinými makromolekulami (Dunker et al., 2013).  Set konformací, který je energeticky 

dovolený pro konkrétní IDR se označuje jako ansámbl konformací (Holehouse & Kragelund, 

2023).  Vlastnosti ansámblu jsou určeny jeho  aminokyselinovou sekvencí (podobně jako 3D 

struktura  klasických proteinů)  a  popsány specifickými  parametry  charakterizujícími jeho 

průměrné  rozměry  a  dynamiku, např.  vzdálenost  konců  nebo asfericita (Holehouse  & 

Kragelund, 2023).

Aminokyselinové  sekvence  IDRs  také typicky  vykazují  nízkou  hydrofobicitu,  což 

snižuje jejich tendenci se sbalovat, a  častější přítomnost nabitých a polárních zbytků, které 

vzájemnou elektrostatickou repulzí dále přispívají k absenci stabilní konformace (Uversky et 

al., 2000).

Zobecněním a zjednodušením reálné interakční komplexity je tzv. “model oddělených 

nálepek” (angl. stickers-and-spacers model) (Ginell & Holehouse, 2023). Tento model ve své 
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nejjednodušší podobě postuluje, že každé části biopolymeru může být přiřazena buď funkce 

“nálepky“, nebo “oddělovače“. Nálepky zprostředkovávají přitažlivé interakce mezi sebou a v 

rámci  modelu  je  jedno,  zda  jde  o  jednotlivé  aminokyselinové zbytky,  celé  strukturované 

domény  nebo  vazebná  místa  na  RNA  fungující  jako  nálepky  pro  ribonukleoproteiny. 

Oddělovače jsou pak, často flexibilní, úseky biopolymeru mezi nálepkami, které se neúčastní 

interakcí s ostatními biopolymery.  Model implicitně předpokládá, že energetický příspěvek 

všech  nálepek  na  konkrétní  makromolekule  je  srovnatelný,  kdyby  byly  některé  nálepky 

výrazně silnější pak z definice vyplývá, že slabší nálepky by měly být považovány za součást 

oddělovačů (Ginell & Holehouse, 2023).

Z  definice  nálepek  vyplývá,  že  jejich  odstranění  např.  mutací  by  mělo  významně 

narušit  schopnost  upravené  makromolekuly vytvářet  oddělenou  fázi.  To  bylo  skutečně 

demonstrováno na modelovém kondenzátu proteinu FUS (fused in sarcoma), kde jako hlavní 

determinanty  separace fungují  arginin  (nabohacený  v  RNA vazebné  doméně) a  tyrosin 

(nabohacený v doméně s nízkou komplexitou) (Wang et al., 2018). Jak po náhradě tyrosinu za 

serin, tak argininu za glycin nebyla detekována žádná oddělená fáze ani při 15x vyšší celkové 

koncentraci upraveného FUS, než je csat normálního proteinu (Wang et al., 2018). Kromě výše 

zmíněné kationt–π interakce obecně významně přispívají k oddělení fází v roztocích proteinů 

elektrostatické interakce mezi nabitými aminokyselinami nebo dipóly polárních aminokyselin 

a patrové interakce mezi aromatickými aminokyselinami a také hydrofobní efekt (Niu et al., 

2023).  Vnitřně nestrukturované úseky proteinů jsou  typicky nabohacené o polární a nabité 

zbytky  (Radivojac  et  al.,  2007). Hydrofobní  efekt  je  například  významnou hnací  silou 

shlukování  tropoelastinu  na  povrchu buněk při  tvorbě  elastinových  fibril  v  extracelulární 

hmotě (Yeo et al., 2011). Interakce mezi aromatickými aminokyselinami (v tomto sestupném 

pořadí  podle  významnosti  příspěvku: Tyr–Tyr,  Tyr–Phe,  Phe–Phe)  pohání  oddělení  fází 

domény  s  nízkou  komplexitou  heterogenního  jaderného  ribonukleoproteinu A1 (PLCD  

hnRNPA1) in vitro (Bremer et al., 2022).

Simulace, ve které není předem určeno, které zbytky mají vystupovat jako nálepky a 

které  jako  oddělovače,  a  namísto  toho  simulují  reálné  fyzikální  interakce  mezi  zbytky, 

ukázala, že jistý podíl na fázové separaci má většina zbytků (Rekhi et al., 2024). Nicméně i 

tato  analýza  přisoudila  největší  význam  tryptofanu,  tyrosinu,  aspartátu  a  argininu,  tedy 

klasickým nálepkám (Rekhi et al., 2024).
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4.2.4 Role solvatace

Hydrofobní efekt má zásadní podíl na interakcích biomakromolekul; uplatňuje se např. 

při skládání proteinů, ale i při oddělení fází v buňce, jak popisuji níže.

Přítomnost hydrofobních aminokyselin v proteinu narušuje strukturu vodíkových vazeb 

mezi molekulami okolní vody a nutí je k entropicky nevýhodné větší strukturovanosti (Sun, 

2017). Změna v konformaci polypeptidu v důsledku hydrofobního efektu je tak z velké části 

entropického charakteru a je spojena s přechodem rozpouštědla do entropicky příznivějšího 

stavu (Daidone et  al.,  2012).  IDRs se  sice  nesbalují,  avšak  jsou  v  závislosti  na  sekvenci 

rozdílně  solvatovány:  zjednodušeně  lze  říci,  že  čím více  polypeptid  preferuje  interakce  s 

vodou,  tím  bude  jeho  ansámbl  konformací  více  extendovaný;  pokud  výrazně  převládají 

interakce v rámci polypeptidu je ansámbl kompaktní až globulární (Mao et al., 2013). Vztah 

mezi sekvencí a podobou ansámblu lze zjednodušeně modelovat celkovým podílem nabitých 

aminokyselin v daném IDR: čím více, ať už kladně nebo záporně, nabitých aminokyselin, tím 

extendovanější ansámbl (Das et al., 2015). Vzhledem k tomu, že IDRs neustále přechází mezi 

nestabilními konformacemi, tak v případě, kdy je ovlivněn tvar ansámblu, jde spíše o změnu 

tvaru „prostoru konformací“, který je konkrétnímu nestrukturovanému polypeptidu dostupný.

Důsledkem hydrofobního efektu při procesu oddělení fází je změna v míře solvatace 

IDRs při přechodu z roztoku do denzní fáze (Ribeiro et al.,  2019). Tento přechod je totiž 

spojen s uvolněním části molekul vody z hydratačního obalu okolo proteinu. Při přechodu do 

kondenzátu  je  část  interakcí  mezi  polypeptidem  a  vodou  nahrazena  interakcemi  mezi 

polypeptidy. Část molekul vody z hydratačních obalů IDRs je tak uvolněna mezi okolní volné 

molekuly vody, což představuje entropicky příznivý příspěvek k energetice procesu oddělení 

kapalných fází podobně, jako při sbalování strukturovaných proteinů (Ribeiro et al., 2019).

Simulace  molekulární  dynamiky  modelového  kondenzátu  proteinu  FUS  dokonce 

ukázala, že tento entropický příspěvek spojený se změnou uspořádání vody je skoro stejně 

velký jako příspěvek interakcí mezi proteiny (Mukherjee & Schäfer, 2023). Autoři studie však 

podotýkají,  že  z  důvodu  relativně  vysoké  koncentrace  dalších  makromolekul  i  mimo 

kondenzát nelze v buňce očekávat, že by příspěvek solvatace dosahoval takové velikosti, stále 

však bude významný. Simulace dále ukázala, že z kondenzátu je uvolněna pouze menší část 

molekul vody (~25 %) a IDRs tak zůstávají i v prostředí kondenzátu dobře solvatované, což 

kondenzátům propůjčuje tekutost (Ribeiro et al., 2019). Lze tak hovořit o dvou „populacích“ 

molekul  vody,  které  solvatují  nestrukturované  úseky  proteinů: 1) voda,  která  solvatuje 

hydrofobní  zbytky a  při  kondenzaci  se  uvolní  do  zředěné fáze a  2) voda,  která  solvatuje 
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hydrofilní zbytky a zůstává v kondenzátu (Pezzotti et al., 2023). Tyto dvě populace molekul 

vody  je  možné rozlišit infračervenou  spektroskopií při  in  vitro kondenzaci  proteinu  FUS 

(Ahlers et al., 2021).

Výše popsaný efekt solvatace se kromě nabitých aminokyselin, které typicky vystupují 

jako  nálepky,  týká  sekvence  celého  polypeptidu  a  představuje  tak  mechanismus 

prostřednictvím něhož ovlivňují oddělení fází i oddělovače, resp. sekvence jako celek. Tento 

fakt  ukazuje  na  zjednodušení,  kterého  se  model  oddělených  nálepek  dopouští,  když 

předpokládá, že oddělovače jsou v procesu oddělení fází pasivní.

Rozdíly v solvataci  různých vnitřně nestrukturovaných úseků proteinů mají několik 

důsledků pro dynamiku i architekturu kondenzátů:

Simulace  v  coarse-grained modelu  naznačila,  že  tvar  ansámblu  konformací 

oddělovačů,  který  odráží  míru  jejich  solvatace,  ovlivňuje  lokalizaci  proteinu  v  rámci 

kondenzátu  (periferie  vs.  centrum) (Harmon et  al.,  2018).  V modelu  figurovaly dva  typy 

nálepek zprostředkující přitažlivé interakce mezi sebou a dva typy oddělovačů reprezentující 

dobře (extendovaný tvar) a špatně (zkolabovaný tvar) solvatované polypeptidy. K vytvoření 

kondenzátu s vnitřním „jádrem” a vnější „slupkou” došlo pokud byly v simulaci přítomny dvě 

populace  polypeptidu  s  prvním  typem  nálepky,  ovšem  část  byla  oddělena  špatně 

solvatovaným oddělovačem a část  dobře solvatovaným. Populace se špatně  solvatovaným 

oddělovačem  byla  lokalizována  uvnitř  kondenzátu,  kdežto  dobře  solvatovaná  ve  slupce. 

Peptid s druhým typem nálepky měl pouze špatně solvatovaný oddělovač a byl přítomen jak v 

jádru, tak ve slupce a vystupoval tedy jako lešení (tzv.  scaffold, viz dále) (Harmon et al., 

2018).

Tentýž  model  již  dříve  demonstroval,  že  při systematickém zvyšování  solvatace 

oddělovačů (jako proxy ve studii slouží tzv. efektivní solvatační objem) dochází ke  zvýšení 

saturační koncentrace a  v důsledku k potlačení oddělení fází (Harmon et al.,  2017). Míra 

solvatace oddělovačů moduluje souhru oddělení fází a tzv. perkolačního přechodu (ve studii 

označený synonymem gelation transition),  při jehož dosažení dochází k propojení polymerů 

do  sítě  skrze nálepky. Protože je perkolace fenomén, který se pravděpodobně odehrává ve 

většině biomolekulárních kondenzátů, věnuji mu samostatný odstavec níže (Harmon et al., 

2017).

Podíl hydrofobních zbytků na složení nestrukturovaného polypeptidu a tedy i množství 

vody zadržené v  oddělené fázi zřejmě ovlivňují  i to, zda bude  konkrétní  IDR separovat  do 

kapalných kondenzátů  (liquid–liquid  phase  separation,  LLPS),  nebo do  nerozpustných 

pevných agregátů  (liquid–solid  phase  separation,  LSPS).  To  bylo  demonstrováno  v 
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experimentu s N-koncovou částí prionového proteinu PrP (major prion protein), u které byly 

nahrazeny nabité  aminokyseliny ve  dvou bazických regionech  alaninem. Takto  mutovaný 

protein  tvoří  pevné agregáty,  které  vykazovaly méně vázané vody  a právě absence těchto 

molekul vody podmiňuje tuto nevratnou agregaci (Ramos et al., 2023).

4.2.5 Role RNA

Nemembránové organely jsou  často složeny z kombinace proteinů a RNA a na jejich 

stavbě se tudíž podílí určitá kombinace interakcí zprostředkovaná oběma typy makromolekul 

(Chujo  et  al.,  2016;  Banani  et  al.,  2017).  Interakcí  vedoucí  k  oddělení  fází  je  schopná i 

samotná RNA bez přítomnosti další proteinů. Například izolovaná celková kvasinková RNA 

tvoří  in  vitro kapénkové  kondenzáty  v  přítomnosti  činidla vytvářejícího podmínky 

makromolekulárního  „crowdingu“  (polyethylenglykol),  nebo  v  přítomnosti  polyaminů 

(sperminu + spermidinu), tedy v podmínkách snažící se napodobit cytoplazmu (Van Treeck et 

al., 2018).

Mezi různými molekulami RNA se v buňce tvoří duplexy, kdy jedna sekvence může 

mít  i  několik  alternativních  sekvencí  se  kterými  je  schopna  ho utvořit  (Lu  et  al.,  2016). 

Působení 1,6-hexandiolu vede  k disociaci  proteinu NONO z paraspeckles,  zatímco shluky 

RNA NEAT1 zůstaly detekovatelné, což naznačuje význam RNA–RNA interakcí nezávislých 

na  proteinech  při  tvorbě  paraspeckles  (Yamazaki  et  al.,  2018).  Přímé  interakce  mezi 

molekulami RNA se tak nejspíš uplatňují  v architektuře řady  nemembránových organel  v 

buňce (Van Treeck & Parker, 2018).

Nicméně  zatímco nízká koncentrace RNA může vést ke zformování kondenzátu, její 

další hromadění v denzní fází a v důsledku zvýšení její koncentrace v poměru ku proteinům 

vede k rozpuštění kondenzátu (Milin & Deniz, 2018). Takové chování odpovídá typu fázové 

separace,  která  je  dominantně  zprostředkována  interakcí  opačně  nabitých  makromolekul, 

komplexní koacervaci (Sing & Perry, 2020). Toto bylo demonstrováno v in vitro modelovém 

systému  složeném  ze syntetických  peptidů  bohatých  na  arginin  (polykationt) a 

homopolymerní  polyU  RNA (polyaniont)  (Banerjee  et  al.,  2017).  Při  poměru koncentrací 

RNA/peptidu ≈ 1 byl  pozorován vznik  kapének denzní  fáze,  ale  další  zvýšení  poměru ve 

prospěch  RNA vedlo  k  opětovnému  přechodu  do  jednofázového  režimu.  K  rozpouštění 

kapének  peptidů  a  polyU  RNA docházelo  i  v  experimentu,  při  kterém  byla  další  RNA 

dodávána prostřednictvím in vitro transkripce polymerázou fága T7 (Banerjee et al., 2017).

Podobným  způsobem,  který  odpovídá  modelu  komplexní  koacervace,  se  choval  i 

realističtější  modelový  systém:  kondenzáty prionu  podobných proteinů (FUS, EWSR1, 
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TAF15, hnRNPA1, TDP43)  a  celkové RNA (Maharana et  al.,  2018).  U všech kondenzátů 

došlo k rozpuštění při vysokých koncentracích RNA.

Právě to, že nahromadění RNA v kondenzátu může vést k jeho rozpuštění by mohlo 

představovat zpětnovazební mechanismus, který by mohl napomáhat přechodu RNA Pol II z 

iniciace do elongace (Henninger et al., 2021). I zde vedlo nízké množství RNA k formování 

kondenzátů.

Nascentní transkripty by také mohly hrát důležitou roli v organizaci euchromatinu do 

„transkripčních kapes“, mikrodomén v nichž probíhá aktivní transkripce (Hilbert et al., 2021). 

Na  modelu  pluripotentních  buněk  Dania  reria ukazují,  že  akumulace  nové  RNA a  s  ní 

asociovaných  ribonukleproteinů  má  schopnost  lokálně  vytěsnit  neaktivní  euchromatin  do 

samostatné fáze. Úplné fázové separaci brání to, že RNA zůstává skrze aktivní polymerázu 

připojena k chromatinu, polymeráze tak v tomto systému plní úlohu amfifilního propojení 

mezi oddělenými fázemi (Hilbert et al., 2021).

4.2.6 Fázová separace spojená s perkolací

Oddělení fází je ve své podstatě hustotní přechod – toto je zjevné při kondenzaci páry, 

kde se kapalná a  plynná fáze liší pouze průměrnou hustotou částic, tento rozdíl v hustotách 

však platí také pro vícesložkové systémy: denzní fáze vždy koncentruje molekuly (Mittag & 

Pappu,  2022).  Výše  diskutované interakce  však kromě  oddělení  fází  mohou způsobit,  při 

překročení  určité  koncentrace, i  zesíťování  makromolekul,  tedy  strukturní  přechod,  tzv. 

perkolační  přechod. Zatímco  oddělení  fází  je  poháněno  souhrnem  všech  interakcí  mezi 

makromolekulou  a  rozpouštědlem,  které  ovlivňují  její  rozpustnost,  je  perkolace  dána 

interakcemi  konkrétních  prvků  (např.  aminokyselinových  zbytků,  obecně  nálepek)  na 

konkrétních místech makromolekuly, kterými se vzájemně propojí. Podobně jako je oddělení 

fází  charakterizované  saturační  koncentrací,  je  perkolace  charakterizována  perkolační 

koncentrací,  cperk. Pokud  v  systému  dochází  pouze  k  perkolaci,  způsobí dosažení  cperk 

zesíťování všech makromolekul napříč celým systémem. Perkolační přechod však také může 

být spojen s oddělením fází,  a to  v případě,  kdy  csat < cperk < cdense. Pokud tedy v systému  s 

takto nastavenou posloupností přechodů postupně navyšujeme koncentraci makromolekuly, 

dochází nejprve k oddělení fází v podobně kapének  a následně k zesíťování makromolekul 

pouze  uvnitř  kapének  (Mittag  &  Pappu,  2022).  Toto  zesíťování  však  neznamená 

vytvoření/vysrážení  nějakého  proteinového  agregátu  či  sraženiny,  interakce  mezi  proteiny 

nadále zůstávají dynamické zesíťování se projevuje tak, že každý protein interaguje s několika 

dalšími.  Kombinací fluorescenční korelační spektroskopie a simulací molekulární dynamiky 
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bylo v  modelovém kondenzátu (koacervát histonu  H1  a  prothymozinu  α)  ukázáno,  že 

jednotlivé AK  zbytky  rapidně  střídají  interakční  partnery,  proteiny  zůstávají  dobře 

solvatované i přesto, že celková viskozita denzní fáze je násobně vyšší než viskozita vody a 

translační difuze proteinů uvnitř denzní fáze je zpomalena (Galvanetto et al., 2023).

Pozoruhodnou vlastností polymerů, které jsou schopné perkolačního přechodu je tvorba 

klastrů už při  koncentracích nižších než  je jejich saturační koncentrace  (c < csat) v daných 

podmínkách, tzv.  prepekolačních  klastrů  (Mittag  &  Pappu,  2022;  Pappu  et  al.,  2023). 

Formování  těchto  klastrů  není  podmíněno  překročením  jasně  definované  saturační 

koncentrace,  namísto  toho  se  rozdělení  jejich  velikostí  posouvá  k  větším  velikostem  v 

závislosti na celkové koncentraci proteinu v roztoku  i když tato zůstává pod hodnotou csat. 

Velikost  preperkolačních  klastrů  v  roztoku  proteinu  FUS  se  pohybuje  okolo 150 nm,  v 

klastrech  nebylo  lokalizováno  více  než  ~1 % molekul  FUS v  roztoku (Kar  et  al.,  2022). 

Přítomnost preperkolačních klastrů při  subsaturačních  koncentracích  indikuje  to,  že  dané 

molekuly jsou schopné perkolačního přechodu ať už bez oddělení fází nebo uvnitř  fázově 

oddělené kapénky při dosažení příslušných kritických koncentrací (Kar et al., 2022).

Preperkolační  klastry  byly  popsány  také v  živých  buňkách  (Lan  et  al.,  2023).  Při 

stresových  podmínkách,  vyvolaných  např.  působením oxidu  arsenitého,  tvoří transkripční 

regulátor NELF v jádře kapalné kondenzáty, což je spojeno s utlumením transkripce (Rawat et 

al.,  2021).  Tato  kondenzace  mj. závisí  na  aktivitě  MAP kinázy p38  (Lan  et  al.,  2023). 

S využitím  HILO  (highly  inclined  and  laminated  optical  sheet)  mikroskopie  však  byla 

pozorována polydisperzní populace klastrů NELF i za normálních podmínek, bez stresového 

stimulu (Lan et  al.,  2023). Při  stresových podmínkách  pak dochází ke koalescenci  těchto 

klastrů do fázově separovaných kondenzátů, kdy ovšem ve zředěné fázi zůstává část proteinů 

v klastrech. Při inhibici MAP kinázy p38 dochází k destabilizaci velkých kondenzátů, klastry 

však nejsou ovlivněny (Lan et al., 2023).  NELF klastry jsou tak s  velkou pravděpodobností 

preperkolační klastry (Pappu et al., 2023).

Domnívám  se,  že  populace  malých  klastrů  RNA Pol II  i  mediátoru,  které  popsali 

Cho et al. (2018) by mohla představovat právě preperkolační klastry. Pokud by se skutečně 

jednalo o preperkolční klastry, šlo by o další důkaz toho, že RNA Pol II i mediátor mohou 

tvořit kapané klastry, pokud dosáhnou saturační koncentrace.

4.2.7 Vícesložkové kondenzáty

Výše popsaný binární  systém (makromolekula  A + rozpouštědlo)  je  charakteristický 

především  jednou  jasně  definovanou  saturační  koncentrací,  nicméně  biomolekulární 
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kondenzáty  vyskytující  se  v  živých  buňkách  představují  vícesložkové  systémy  typicky 

složené  ze  směsi  multivalentních  proteinů  a  nukleových  kyselin  (Chattaraj  et  al.,  2021). 

Předpokládá se, že jejich složky nejsou ve fixních stechiometrických poměrech (Mittag & 

Pappu, 2022) a mohou i tvořit několik vzájemně koexistujících fází, příkladem mohou být tři 

regiony  jadérka:  vnitřní  fibrilární  centrum  obklopené  denzní  fibrilární  složkou  a  vnější 

granulární složka (King et al., 2024). Oddělení fází je v těchto systémech zapříčiněno souhrou 

homotypických interakcí mezi makromolekulami stejného druhy a plejádou heterotypických 

interakcí  mezi  všemi  makromolekulárními  složkami  různých  druhů,  ale  i  mezi 

makromolekulami a rozpouštědlem. Fázové přechody v těchto systémech jsou popisovány 

vícerozměrnými fázovými diagramy, kdy každá z os odpovídá koncentraci jedné komponenty 

(viz Obrázek 3B) (Jacobs & Frenkel, 2017).

Pokud  je  oddělení  fází  poháněno  kombinací  homotypických  a  heterotypických 

interakcí,  nelze již  všeobecně předpokládat,  že  by koncentrace všech makromolekulárních 

komponent zůstávaly ve zředěné fázi neměnné jako v případě binárního systému (Mittag & 

Pappu,  2022).  Uvažujme nejjednodušší  vícesložkový systém, ternárních systém, složený z 

makromolekul dvou druhů A a B a rozpouštědla. Denzní fáze se skládá z makromolekul A i B. 

Pokud  je  energetický  příspěvek  heterotypických  interakcí  mezi  A a  B  pro  oddělení  fází 

významný,  bude  docházet  k  posunu  koncentrací  ve  zředěné  fázi  obou  složek  jak  je 

znázorněno na Obrázku 3C.
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Tento fenomén posunu koncentrací je důležitý pro diskuzi o určování, zda se konkrétní 

kondenzát v živé buňce utvořil procesem oddělení fází. (Mittag & Pappu, 2022)

Makromolekulární  složky  takovýchto  kondenzátů  se  rozdělují  na  „scaffolds“ 

(strukturální) a „clients“ (klientské). U strukturálních složek se předpokládá, že především na 

jejich  koncentraci  závisí  oddělení  fází  a  vznik  určitého  kondenzátu,  zatímco  klientské 

molekuly  už  pouze  preferenčně  lokalizují  do  takto  utvořeného  kondenzátu,  aniž  by  se 

významněji podíleli na procesu LLPS.

Pokud je vytvoření vícesložkového kondenzátu poháněno dominantně  homotypickými 

interakcemi mezi pouze jednou makromolekulou, tak je smysluplné tvrdit, že jeho vznik je 

závislý na překročení pouze jedné kritické koncentrace (Riback et al., 2020).

Reálné  buněčné kondenzáty však  spíše vznikají na podkladě souhry heterotypických 

interakcí mezi různými typy molekul,  vznik  kondenzátu  pak nezávisí pouze na překročení 

jedné kritické koncentrace.  Právě heterotypické interakce mezi RNA a proteiny jsou klíčové 

pro stabilizaci jadérka, Cajalových tělísek nebo stresových granul (Riback et al., 2020).
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Obrázek  3:  Schematické  znázornění  fázových  diagramů pro  oddělení  fází  v  jednosložkových  (A)  a 
vícesložkových (B, C) systémech.

(A)  Konoda  splývá  s  červenou  linií  vyznačující  konstantní  teplotu.  Pokud  se  počáteční  koncentrace 
makromolekuly nachází v oblasti dvoufázového režimu, při konstantních podmínkách (teplotě), má výsledná 
zředěná i denzní fáze stále stejné koncentrace bez ohledu na počáteční koncentraci makromolekuly; mění se 
pouze objemy fází, což vyjadřují modré výseče.  Csat a Cdenz  lze odečíst na průsečíku konody s koexistenční 
křivkou.
Tento panel odpovídá panelu A na Obr. 2.

(B) Fázový diagram pro systém se třemi složkami. Panel C je výřezem z tohoto grafu zvýrazněný šedou  
rovinou.

(C) V případě, že fázová separace molekul A, alespoň do jisté míry závisí  na heterotypických interakcí  s 
molekulami B, neplatí již předpoklad neměnnosti koncentrace [A] ve zředěné fázi. Při zvyšování [A] při fixní 
[B] dochází, jak ke změnám objemů fází, tak i ke zvyšování [A] ve zředěné i denzní fázi.

Převzato a upraveno z (Riback et al., 2020)
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5 Závěr
V této práci jsem se snažil shrnul vývoj výzkumu na poli uspořádání RNA Pol II v 

buněčném jádře. 

Nejprve  stručně  popisuji  proces  transkripce,  s  důrazem na  poznatky relevantní  pro 

diskuzi  role  fázové separace v dalších kapitolách jako je například aktivní  transkripce na 

enhancerech.

Navazující kapitola shrnuje mikroskopické studie, které vedly od konceptu statických 

transkripčních továren, až k dynamickým transkripčním klastrům.

Čtvrtá kapitola shrnula klíčové poznatky o mechanismech LLPS, včetně úlohy slabých 

interakcí,  posttranslačních  modifikací  a  RNA.  Představil  jsem dva aktuální  modely,  které 

přizpůsobují  koncept  fázové  separace  pro  komplexní  prostředí  buňky:  fázovou  separaci 

spojenou s perkolací a mikrofázovou separaci.

Výzkum  fázové  separace  se  nejspíše  bude  ubírat  směrem  k  sestavování 

komplexnějších,  vícerozměrných  fázových  diagramů  pro  kondenzáty  in  vivo.  Takovéto 

diagramy mají potenciál skutečně určit, kdy organela vzniká fázovou separací.
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