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Abstrakt

Transkripce RNA Pol II neprobiha rovnomérné v bunééném jadre, ale je koncentrovana
do klastrii. Tyto klastry byly pojmenovany jako transkripéni tovarny. Byly povazovany za
statické struktury trvale pfitomné v jadie, do niz se presouvaji aktivované geny, aby mohly
byt prepsany.

Tento pohled doznal zmény s rozvojem super-rezolu¢ni mikroskopie, ktera ukazala, ze
nejen RNA Pol 11, ale 1 jeji dillezité koaktivatory jako je medidtor nebo protein BRD4 tvoii v
jadre klastry, které vznikaji a zanikaji v ¢asové Skéle desitek sekund.

Rada proteint Ucastnici se transkripce, véetné RNA Pol II, ma ve své struktuie vnitiné
neuspofadané oblasti, o kterych se predpoklada, Ze jsou schopné toto klastrovani
zprostiedkovat prostfednictvim fenoménu fazové separace (liquid-liquid phase separation,
LLPS). Koncepce fazové separace se v posledni dekadé prosadila v bunécéné biologii jako
mechanismus tvorby fady tzv. nemembranovych organel jako je jadérko, stresova granula a
dalsi.

Diskutuji jeji zdkladni fyzikalni principy 1 posledni vyvoj, ktery se snazi ptizplsobit
teorie vzniklé pro relativné jednoduché systémy polymerni chemie pro komplexni prostedi
bunky. Mezi tyto modely, které pomdhaji k lepSimu porozuméni transkripci, patii fazova

separace spojena s perkolaci a mikrofazova separace.

Klicova slova: transkripcni tovarna, transkripéni kondenzat, fdzova separace, RNA

polymeraza 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 Uvod

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o kompartmentalizaci aktivné
transkribujici RNA polymeraza II (RNA Pol II) a vybranych transkripénich faktorii (mediator)
v jadfe eukaryotickych bunck. Tyto poznatky byly shromazdény pifedevSim s vyuzitim
mikroskopickych technik. Zpocatku predevS§im konfokalni a elektronové mikroskopie;
zna¢ného pokroku vSak bylo dosazeno az s rozvojem super-rezolu¢nich metod a metod
sledujicich jednotlivé molekuly (single molecule tracking, SMT).

Nejprve se veénuji starSimu modelu tzv. ,transkripnich tovaren* (transcription
factories). Tento model predpoklada stabilné ukotvené RNA Pol II okolo proteinového jadra,
které obsahuje pottebné transkripéni faktory. Piedpoklada se, ze pravé diky zvySené
koncentraci transkripénich faktorit dochazi v tovarnach k efektivnimu piepisu.

Vyse zminény rozvoj na poli mikroskopickych metod, vcéetné pfipravy novych
fluoroforti, pomohl odhalit mnohem vétsi dynamicnost klastrovani RNA Pol Il a jejich
transkripénich faktori béhem faze iniciace transkripce, nez predpokladal model statickych
transkripCnich tovaren. Toto lze vysvétlit pomoci fenoménu fazové separace (liquid—liquid
phase separation, LLPS), ktery je zndmy z fyziky tzv. soft-matter. materidlové védy s jehoz
pomoci se biologové v poslednich letech snazi vysvétlit vznik celé fady tzv. nemembranovych
organel v bunikach. Kromé LLPS se vSak v buiikach pravdépodobné uplatiiuji i dalsi modality
oddéleni fazi. Popsat jak a do jaké miry se oddé¢leni fazi, potazmo LLPS, uplatiiuje pfi

organizaci transkripce je dalSim cilem této prace.



2 Transkripce

Transkripce se tradi¢né rozd€luje do tfi fazi, iniciace, elongace a terminace. Mezi
iniciaci a elongaci jesté navic dochazi k zastaveni RNA Pol II v blizkosti promotoru a ¢ekani
na regulacni signal pro eleongaci (proximal promoter pausing). Tato pauza ma regulacni
vyznam; Casto zde dojde k pfedc¢asné terminaci (Krebs et al., 2017). Pfechody mezi fazemi
jsou komplexné regulovany velkym poctem faktorii. V nésledujicim odstavci struéné popisuji
ty, nutné pro efektivni pfepis vétSiny gent transkribovanych RNA Pol II, coz jsou pfedevSim
protein kédujici geny, ale 1 nekteré nekodujici RNA jako IncRNA (long non-coding RNA)
(Girbig et al., 2022), miRNA (micro RNA) (Lee et al., 2004) a vétSina snRNA (small nuclear
RNA) (James Faresse et al., 2012).

2.1 RNA Pol Il a vyznam jeji C-terminalni domény

Eukaryotickd RNA Pol II je vysoce procesivni enzymaticky komplex sklédajici se z 12
podjednotek, z nichz za pozornost stoji ta nejvétsi, RPBI1. RPB1 ma flexibilni
nestrukturovanou doménu na svém C-konci (C-terminalni doména RNA Pol II, znacim
Pol I1°™). V lidskych buiikach je tato doména sloZzena z 52 repetic konsenzualni sekvence
Tyr 1-Ser 2-Pro 3-Thr 4-Ser 5-Pro 6-Ser 7. Post-translaéni modifikace Pol II°™® maji jednak
regulaéni vyznam, podili se na pfechodu mezi fazemi transkripce, jednak pomahaji rekrutovat
komplexy upravujici nascentni RNA. U savci je tato sekvence silné konzervovana v
proximalni ¢asti Pol II°™ (bliZze ke katalytické doméng), naopak v distalni ¢asti dochazi k
odchylkam od kanonické sekvence, coz dale rozsifuje repertoar moznych modifikaci a tedy i
komplexitu regulaci (shrnuto v Harlen & Churchman, 2017). Typickou modifikaci je
fosforylace; Pol II°™® polymerazy nasedajici na promotor je hypofosforylovana, pii uvolnéni z

promotoru je fosforylovan Ser 5 (dale znacim jako pSer, phospho-serine apod.), elongujici

Pol II je charakteristicka pSer 2 (Komarnitsky et al., 2000).
2.2 Iniciace a jadrovy promotor

Takzvany jadrovy promotor (core promoter) je isek DNA na zacatku genu na kterém se
orientuje a aktivuje RNA Pol II. In vitro je jadrovy promotor dostacujici k zajisténi bazalni
urovné transkripce v pfitomnosti GTFs a RNA Pol II. Sestdvd z pocatku transkripce
(transcription start site, TSS) a kombinace riznych sekvencnich elementl jako jsou TATA
box, iniciator (Inr), BRE (TFIIB recognition element), DCE (downstream core elements),

DPE (downstream promoter element) a fada dalSich (Haberle & Stark, 2018). Nejhojnéji



zastoupenym elementem v promotorech lidskych bun¢k je Inr, jehoz soucasti byva pocatek
transkripce (Vo ngoc et al.,, 2017). Kazdy z vyse uvedenych sekvencnich elementi se
vyskytuje v nékterych, ale ne ve vSech jadrovych promotorech; nejspi§ tedy neexistuji
elementy univerzalni pro vSechny promotory (Butler & Kadonaga, 2002).

Promotory lze rozdélit podle toho, jak pfesné¢ definovany pocatek transkripce obsahuji
na ,,zhusténé“ (focused) a ,rozptylené” (dispersed) (Haberle & Stark, 2018). Zhusténé
zpravidla obsahuji pouze jeden TSS, kdeZto rozptylené celou fadu na relativné dlouhém tseku
DNA. Zhusténé promotory mivaji jasné definovany, silny TATA box a casto kontroluji
vyvojove dulezité geny, kdezto rozptylené promotory byvaji bez TATA boxu, byvaji bohaté na
ostrovy CpG a kontroluji spiSe konstitutivné exprimované housekeeping geny (Haberle &
Stark, 2018).

Sestaveni PIC na jadrovém promotoru podle klasického modelu ptedpoklada postupnou
vazbu jednotlivych GTFs v nésledujicim potradi: TBP uz asociovany s TFIID, TFIIA, TFIIB,
TFIIF asociovany s RNA Pol II a pak TFIIE a TFIIH (Sainsbury et al., 2015).

TBP se vdze na promotor jako soucast TFIID bez ohledu na piitomnost TATA boxu,
zatimco jiné podjednotky TFIID interaguji s Inr elementem a DPE (Patel et al., 2020). Vazba
ostatnich obecnych transkripénich faktorti mé spise stabiliza¢ni funkci. AZ na posledni faktor
TFIIH, ktery je pfi dokonceni sestaveni PIC stimulovan mediatorem k fosforylaci Ser 5 na
Pol II°™  (kindzova podjednotka CDK?7) a rozvinuti promotorové DNA pomoci dvou
helikdzovych podjednotek XPB a XPD. Tyto déje umozni RNA Pol II tzv. uniknout z
promotoru a zahajit elongaci.

pSer 5 na Pol II°™ mimo jiné rekrutuje komplex &epi¢kovacich enzym, ktery opatii 5'
konec pre-mRNA m’G &epickou.

Kromé nékolika GTFs je eukaryotické transkripce regulovana plejddami transkripcnich
faktort (TF) specifickych pro urcité skupiny genli. Nedavna analyza urcila pocet lidskych TF
na vice nez 1600 (Lambert et al., 2018). Mezi dal$i zptisoby regulace transkripce patii
remodelace nukleozomil, modifikace histonil, tvorba chromatinovych smycek a pusobeni
nekodujicich RNA 1 dalsich proteint jako jsou koaktivatory, korepresory, vazba CTCF na
inzulatory a v neposledni fad¢ i klastrovani ¢i tvorba kondenzath, které jsou predmétem této
prace.

Regulaéni cis-elementy (cis-regulatory elements, CREs) rozpoznavané TF se nachazi v
riznych sekvencnich vzdélenostech od promotoru. Ve starsi literatufe jsou pravé z hlediska
linedrni vzdalenosti regulacni elementy déleny na k promotoru proximalni, distalni (fddové

stovky az tisice bp upstream od promotoru) a enhancery (fadové desitky tisic bp od



promotoru) (Dolores Delgado & Leodn, 2006). Moderni genomické piistupy vyuzivaji k
hledani potencidlnich regulacnich cis-elementi kombinaci ptistupnosti oblasti pro DNazu I a
ptfitomnosti histonovych modifikaci (ENCODE Project Consortium et al., 2020). Na zakladé
téchto vlastnosti byly popsany, kromé ,,promotoru podobnym oblastem* kolem pocatki
transkripce, také proximdlni (do vzdalenosti dvou tisic bp od TSS) a distalni ,,enhanceru
podobné elementy* (ENCODE Project Consortium et al., 2020).

Efektivni iniciace vyZaduje Gsek DNA bez nukleozomii (NDR — nucleosome depleted
region), aby byl promotor pfistupny pro transkripcéni faktory i RNA Pol II. NDRs mivaji na
obou svych hranicich nukleozomy se specifickymi modifikacemi (n€kdy ozna¢ované jako +1,
resp. —1 nukleozomy). Jde o modifikace na histonu H3 a to o acetylaci lysinu 27 (H3K27ac) v
kombinaci s trimetylaci lysinu 4 (H3K4me3) (Zhao et al., 2021). Na obou hranicich NDR
mohou byt pfitomny aktivni jadrové promotory v protilehlé orientaci, z nichz jeden ftidi
tvorbu mRNA a z druhého se tvoii kratké nekodujici RNA (uaRNA — upstream antisense
RNA) (Duttke et al.,, 2015). Tyto antisense transkripty jsou velmi brzy degradovany v
jaderném RNA exosomu; studie vybranych ¢ty uaRNA v mySich embryonalnich kmenovych

buitkach (mESC) stanovila primérny polocas jejich rozpadu na 18 min (Flynn et al., 2011).
2.2.1 Enhancery

Klicovymi cis-regulacnimi elementemy pro stimulaci transkripce in vivo jsou uz
zminéné enhancery. Pivodné byly popsany jako kratké regulacni sekvence, které stimuluji
transkripci svého prtislusného genu bez ohledu na pozici, orientaci a vzdalenosti vii¢i nému
(Banerji et al., 1981). Mohou se nachdzet 1 v blizkosti promotoru, ¢asto jsou vSak od vzdaleny
desitky nebo 1 stovky tisic bp ve smyslu linedrni sekvence. V prostoru jadra se vSak dostava;ji
do blizkosti promotoru, napiiklad prostfednictvim chromatinovych smycek, a reguluji
transkripci napt. vazbou pies mediator.

Aktivni enhancery jsou charakteristické specifickymi modifikacemi histonti, jmenovité
jde o monometylaci lysinu 4 (H3K4mel) a acetylace lysinu 27 na histonu H3 (H3K27ac)
(Creyghton et al., 2010). Podobné jako u promotorti byla téZ na aktivnich enhancerech
identifikovana oboustrannd transkripce (Kim et al., 2010). Touto transkripci vznikaji kratké
enhancerové RNA (eRNA) o stfedni délce okolo 1000 bp (Schwalb et al., 2016).

Jako super-enhancery se oznacuji klastry nékolika enhancerii charakteristické nebyvale
vysokou koncentraci transkrip¢nich faktorti, v diisledku ¢ehoz stimuluji transkripci silnéji nez
typické enhancery. V mysich embryonalnich kmenovych bunikach (mESC) se enhancery i

super-enhancery vyznacuji vazbou péti transkripnich faktorai OCT4 (octamer-binding



transcription factor 4), SOX2 (sex determining region Y box 2), NANOG (Homeobox protein
Nanog), KLF4 (Kriippel-like factor 4) a ESRRB (Estrogen-related receptor beta), super-
enhancery jsou pak zvlasté nabohacené o KLF4 a ESRRB (Whyte et al., 2013). Tyto faktory
maji zdsadni podil na udrZzovani pluripotence kmenovych bunck. Je také zajimavé, Ze geny
téchto faktord jsou samy aktivovany super-enhancery.

V rakovinnych bunkach je soucasti komplexi enhancerti transkripéni koaktivator
BRD4 (Bromodomain-containing protein 4) (Lovén et al., 2013).

Vazbu mezi TF na enhancerech a preinicianim komplexem na promotoru
zprostifedkovava proteinovy komplex zvany mediator, ktery zde figuruje v roli transkripéniho
koaktivatoru. Lidsky mediator je obrovsky (cca 1,4 MDa) proteinovy komplex slozeny z 26
podjednotek, z nichz nékolik zahrnuje polypeptidové useky, které nezaujimaji stabilni
prostorovou konformaci (intrinsically disordered regions, IDRs), coZ se také oznacuje jako
vysoka mira vnitini neuspofadanosti (Richter et al., 2022). Mnozstvi mediatoru navazané¢ho
na super-enhancerech je o fad vyssi nez u béznych enhancerti (Whyte et al., 2013).

Vazba medidtoru do PIC stimuluje kindzovou podjednotku TFIIH (cyklin-dependentni
kinaza 7, CDK?7) k fosforylaci Pol II°™®, coz vede k iniku RNA Pol II z promotoru (Kim et
al., 1994). K efektivité fosforylace pfispiva to, Ze mediator vaze Pol I1°™" tak, ze se dostava do
blizkosti CDK7 (Chen et al., 2021). Kromé toho mediator také pravdépodobné stabilizuje
TFIIH v takové pozici, Ze to helikaze XPB (xeroderma pigmentosum typ B) umoZzni rozvinout

DNA promotoru (Chen et al., 2021).

Jadrovy promotor Jadrovy promotor

PROMPT/uaRN

Jadrovy promotor Jadrovy promotor

Obrazek 1: Schematické znazornéni aktuilni predstavy
usporadani transkripniho aparatu na promotorech a
enhancerech. Zduraziuje podobnosti mezi promotory a enhancery.
Mezi rozdily pak patii napiiklad modifikace histonti (vice v textu).

Pfevzato a upraveno z (Andersson & Sandelin, 2020)



2.3 Elongace

V savcéich buitkdch se RNA Pol II po tniku z promotoru typicky zastavi po pfepsani
nekolika desitek nukleotidii a ¢ekd na dal$i regulacni signaly. Tento stav se oznacuje jako
»cekani v blizkosti promotoru® (proximal promotor pausing) a je nejspiSe vyvolan lokalnimi
vlastnostmi sekvence DNA (Imashimizu et al., 2013) a déle stabilizovan negativnim
elonga¢nim faktorem (NELF) a faktorem indukujicim citlivost k 5,6-Dichloro-1-p-D-
ribofuranosylbenzimidazolu (DSIF) (Vos et al., 2018). K pfechodu do procesivni faze
elongace vyzaduje ¢ekajici polymerdza aktivitu pozitivniho transkripéné-elonga¢niho faktoru
b (P-TEFDb). P-TEFD je cyklin-dependentni kindza s kindzovou podjednotkou CDKO9, ktera
fosforyluje Pol II°™ 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 zmén¢ aktivity DSIF z neagativniho na
pozitivni elongacni faktor, ktery dale ziistdva navdzany na elongujici RNA Pol II (Yamada et
al., 2006).

Je pravdépodobné, Ze post-translaéni modifikace Pol II™ se podili i na propojeni
elongace se sestfihem vznikajici pre-mRNA. Bylo popsano propojeni mezi RNA Pol Il a
U2 snRNP, kli¢ovou komponentou spliceosomu, zprostfedkované pSer2 Pol I a

sestfihovym faktorem U2AF (U2 snRNP auxiliary factor) (Gu et al., 2013).
2.4 Terminace

Terminace je spojena s piepsanim sekvence polyadenylacniho signdlu, naslednym

odstépenim nascentni RNA od polymerézy a syntézou 3’ polyA konce.
Tyto procesy zajistuje proteinovy komplex CPSF (cleavage and polyadenylation specificity
factor) vazici se na polyA signal v sekvenci pre-mRNA. Komplex se sklada ze tfi funk¢nich
modulti: nukledzového, polyA polymerazového a fosfatdzového (Casafial et al., 2017). Prvni
dva jmenované upravuji pre-mRNA; tfeti defosforyluje pSer 2 a pTyr 1 na Pol I1°™.

V soucasnosti se terminace popisuje na zaklad¢ sjednoceni dvou starSich modeld,
alosterického a torpédového (Eaton & West, 2020). Po odstépeni RNA dojde k defosforylaci
elonga¢niho faktoru DSIF na jeho regula¢ni podjednotce SPTS5 prostiednictvim protein
fosfatazy PNUTS-PP1, coz alostericky vyvola konformacni zmény v RNA Pol II a zpomali ji.
Zbytek RNA, ktery je stdle asociovany s polymerdzou, je Stépen procesivni 5'-3'
exoribonukledzou XRN2, o které se nékdy hovofti jako o pomyslném ,torpédu®, které kdyz

dozene zpomalenou polymerazu, zptsobi jeji vyvazani z DNA. (Eaton & West, 2020)



3 Kompartmentalizace transkripce

Intuitivni vychozi nulovd hypotéza je pohlizet na transkripci jako na stochastickou
udalost: aktivovany transkripéni faktor difunduje skrze jadro a ndhodné se srazi s piislusnou
regulacni sekvenci DNA, obdobné se ptipoji RNA polymerazou, koaktivatory atd., dokud se
DNA jako po kolejnici Tento model odpovida slavnym Millerovym pozorovanim aktivné
transkribovanych rRNA gent izolovanych z oocytl obojzivelnikli, na kterych je patrna
centralni linie DNA dekorovanda RNA polymerazami s ribonukleoproteinovymi vlakny s
jednim volnym koncem (Miller & Beatty, 1969).

Alternativni model, tedy Ze RNA Pol II by mohla byt imobilizovana na néjaké stabilni
struktufe v jadie a templatova DNA viici ni pohybliva, navrhuji v laboratoti Petera R. Cooka v
80. letech. V jejich raném modelu byla jednak upevnénd sama polymerdza, ale také
ptedpokladali upevnéni obou koncii nascentni RNA ke komplexu transkribujici polymerazy

(Jackson et al., 1981).
3.1 Model transkripénich tovaren

Termin ,.transkripéni tovarna* pochazi z prace Jacksona et al. (1993) jako analogie k
diive popsanym ,replikénim tovarnam® — specifickym mistim replikace DNA diive
popsanych v HeLa buinikach (Hozdk et al., 1993). Termin replika¢ni tovarna byl pfejat z
virologie (Papantonis & Cook, 2013), kdy takto byla nazvana mista replikace viru vakcinie v
bunécném jadie (Dales, 1963).

Jackson et al. (1993) pozorovali, Ze nascentni RNA v jadrech fixovanych HeLa bun¢k
neni rozprostfena rovnomérng, ale ve shlucich. Nascentni RNA znacili Br-UTP (bromo-
uridintrifosfat) v bunkdch uzavienych v agar6ézovych kulickach, coz zabréanilo vysrazeni
chromatinu a permeabilizovanych ve ,,fyziologickém pufru®. Toto experimentalni uspotfadani
umoznilo inkorporaci Br-UTP v podminkach, o nichz autofi ptredpokladali, ze se blizi k
podminkam fyziologickym. Nésledné byly bunky fixovany a Br-UTP znacka byla
imunofluorescen¢né¢ obarvena. Pii pozorovani konfokalnim mikroskopem autoii odhadli pocet
RNA shlukli mimo jadérko na 300 — 500 na jedno jadro. Na zdkladé analyzy intenzity
fluorescence shlukli odhadli pocet RNA Pol II na ~60 na shluk. Autofi vyslovuji domnénku,
ze tyto shluky by mohly byt specializovand mista transkripce a nazyvaji je ,,transkripéni
tovarny* (Jackson et al., 1993).

Wansink et al. (1993) pouzili také znaceni nascentni RNA Br-UTP, ale mikroinjikovali

analog baze ptimo do bunék lidskych kozni fibroblast. Po 15min. inkubaci, permeabilizaci a



imunoznaceni pozorovali v jadfe velice jasné oddélené¢ shluky RNA. Jejich pfesnou
kvantifikaci se nezabyvali, ale odhadli jejich pocet na vice nez 100. Stejn¢ jako u Jacksona et
al. (1993), ani zde nedochéazelo za danych experimentalnich podminek ke znaceni jadérka. K
oznaceni jadérka doslo pouze pii mikroinjikaci bazového analogu spole¢né s a-amanitinem,
zaroven ale nebyl pozorovan vyznamny piispévek RNA Pol III transkripce k pozorovanému
mnozstvi transkriptl (Wansink et al., 1993).

Analyza kolokalizace nascentnich RNA transkripti a RNA Pol II s vyuZitim transmisni
elektronové mikroskopie potvrdila, Ze se shluky transkriptl skuteéné nachazeji v tésné
blizkosti RNA Pol II (Iborra et al., 1996). Iborra et al. (1996) popsali dvé populace molekul
RNA Pol II pfitomné v jadfe: rozptylené volné molekuly a molekuly kolokalizujici s
transkripty. Stereologickymi vypocty ze snimkll z elektronového mikroskopu ur€ili pocty
klastrti transkriptQh v rozsahu 2 000-2 700 na jadro HeLa bunky. Typicky klastr m¢l primér
71 nm a jeho soucasti byly alespoii 4 polymerazy. Protoze po urcité dob€ inkubace se uz
nezvysSoval pocet klastrii, pouze pocet znac¢ek na klastr, usoudili autofi, zZe se jim zvolenou
metodikou podatilo zachytit vétSinu mist aktivni transkripce (Iborra et al., 1996).

Nékteré z transkripti detekovanych v nukleoplazmé v ptedchozich pracich predstavuji
produkty RNA PolIII. V jadrech HelLa buiiek bylo stereologickymi vypocty z kryotezl
analyzovanych elektronovym mikroskopem spocteno ~8000 klastri RNA produkti Pol II a
~1800 klastrti produktt Pol IIT (Pombo, 1999).

Z vysledkt zde prezentovanych je patrné, ze kromé ocekdvané variability v poctu
tovaren napfi¢ bunéénymi typy, existuje i variabilita v zavislosti na zobrazovaci metodé.
Nicmén¢ Ize predpokladat, ze pocty ziskané elektronovou mikroskopii jsou nejptesné;jsi,

nebot’ to byla metoda poskytujici v t€ dobé nejvyssi rozlisSeni.
3.1.1 Struktura transkrip€ni tovarny

Na zédklad¢ odhada poctu molekul RNA pol II, poctu a priiméru klastra transkript a
dalSich parametrii byl navrzen model, kdy n¢kolik polymerdz imobilizovanych na periferii
transkripéni tovarny produkuje RNA smérem dovnitt (Jackson et al., 1998). Tato predstava
byla zdhy korigovana pomoci elektronové spektroskopické mikroskopie (electron
spectroscopic imaging) (Eskiw et al., 2008; Eskiw & Fraser, 2011). Pii elektronové
spektroskopické mikroskopii je vyuzit transmisni elektronovy mikroskop, ale vzorek neni
znacen protildtkami konjugovanymi s kovovymi €asticemi, ale vyuZziva se toho, ze odlisné
atomy biomolekul riznou mérou rozptyluji dopadajici elektrony (Papantonis & Cook, 2013).

Analyzou signalu z téchto rozptylenych elektrond je mozné rozlisit atomy fosforu a dusiku ve



vzorku; o oblastech bohatych na dusik se ptedpokladd, ze v nich pfevazuji proteiny; v
oblastech bohatych na fosfor zase nukleové kyseliny a nukleozomy vykazuji kombinaci obou
signali (Papantonis & Cook, 2013). Touto metodou bylo tedy zjiSténo, ze jadro transkripcni
tovarny v HeLa buiikach je bohaté na proteiny; v tomto jadie bylo pozorovano nékolik
fosforovych granul, kterd pravdépodobné reprezentuji templatovou DNA nebo transkript
(Eskiw et al., 2008). Tato zjisténi jsou konzistentni s lokalizaci aktivnich RNA Pol II na okraji
tovaren.

Proteinové jadro transkripénich tovaren bylo potvrzeno také v mysSich erytroblastech
(Eskiw & Fraser, 2011). Zde byly také pozorovany specializované tovarny transkribujici geny
regulované transkripénim faktorem Kriippel-like faktorem 1 (KLF1). Tovarny koncentrovaly

tento transkrip¢ni faktor a oproti priméru vykazovaly vétsi velikost (Eskiw & Fraser, 2011).
3.1.2 Tovarny soustiedi nékolik aktivnich genl

Na zéklad¢€ poctu transkripcnich tovaren RNA Pol II v HeLa bunikédch (n€kolik tisic na
jadro) a odhadu poctu transkrip¢nich jednotek se 1ze domnivat, ze né¢kolik aktivnich genii by
mohlo sdilet jednu tovarnu (Jackson et al., 1998).

Kolokalizace dvou siln¢ pfepisovanych genti pro podjednotky hemoglobinu,
globiny a (Hba) a  (Hbb-bl), byla popsana v mySich erytroblastech s pomoci elektronové
mikroskopie (Eskiw & Fraser, 2011). Eskiw a Fraser (2011) detekovali transkripty téchto
dvou genl in situ hybridizaci oligonukleotidovymi sondami, které mohly byt sekundarné
oznaceny protilatkami se zlatymi ¢asticemi. Tovarna, do s niz oba transkripty kolokalizovaly,
byla ur¢ena pouze na zaklad¢ specifického vys$siho obsahu dusiku, jak umoziiuje elektronova
spektroskopicka mikroskopie.

V jedné transkripéni tovarné spolu mohou kolokalizovat geny na riznych
chromosomech, coz bylo demonstrovano v mysSich B-lymfocytech, kdy po aktivaci geni
skupiny Myc na chromosomu 15 tento lokus lokalizoval do tovarny, ve které byly
transkribovany geny pro té¢zké fetézce imunoglobulinti (znacen transkript /gh ) nachazejici
se v lokusu na chromosomu 12 (Osborne et al., 2007).

Kolokalizace aktivné ptepisovanych genti byla také popsana i v ramci jednoho
chromozomu, a to v buiikach izolovanych ze sleziny mysi s fenylhydrazinem indukovanou
anémii, kde gen pro globin 3 kolokalizoval s RNA Pol II a dalSim genem na chromozomu 7,
genem pro hemoglobin stabilizujici protein alfa (4hsp, téZ znaen Eraf) (Osborne et al.,

2004).



3.2 Dynamické klastry RNA Pol I

Prevrat na poli vyzkumu usporadani transkripce v jadrech zivych bunék predstavuji
super-rezolu¢ni mikroskopické techniky postupné zobrazujici jednotlivé molekuly (jako je
PALM, photoactivated localization microscopy nebo dSTORM, direct stochastic optical
reconstruction microscopy), které jsou schopné dostatecného prostorového i1 casového
rozliSeni, aby zachytily nejen prostorové uspotadani RNA Pol II v jadre, ale i Casovou
dynamiku tohoto usporadani.

Prvni takové vyuziti zminénych technik v kontextu transkripce bylo popsani necekané
rychlého klastrovani endogenné exprimované RNA Pol II znacené fluorescenénim proteinem
Dendra2 v osteosarkomovych buiikach U20S (Cisse et al., 2013). Primérny odhadovany
polomér klastrt v téchto buiikkach byl 220 (£17) nm a jejich primérnd doba Zzivota byla
5,1 (£0,4) s, kdy jeji horni hranice neptfesdhla 30 s. Stimulace transkripce sérem vedla ke
zvétseni klastrii a zvySeni jejich pramérné doby Zivota o fad na 48 (= 9) s, coz ukazuje na
vztah mezi transkripéni aktivitou a chovanim klastrii. Takto rychle zanikajici klastry jsou v
rozporu s piedstavou polymeraz imobilizovanych v transkripénich tovarnach, o nichz se
ptedpokladalo, ze jde o struktury trvale pfitomné v jadie (Papantonis & Cook, 2013).

Zde poznamenavam, ze pouzita technika PALM v zivych bunikach detekuje vzdy pouze
frakci cilovych molekul a tedy nevypovidda o celkovych poctech, ale spiSe o dynamice
pozorovanych molekul (Cisse et al., 2013).

Navazujici studie v mysSich embryondlnich fibroblastech potvrdila jednak relativné
kratkou dobu zivota klastrit RNA Pol II a jednak souvislost s prodlouzenim jejich doby zivota
v zéavislosti na transkripéni aktivité¢ (Cho et al., 2016). V této studii byla krom¢ klastri RNA
Pol 1II sledovana také produkce pre-mRNA [-aktinového genu pomoci MS2 reportérového
systému. Pfi stimulaci sérem vzrostla primérnd doba Zivota klastrit RNA Pol II z ~6,9 s na
24 s, nezménila se vsak ani velikost klastrii, ani frekvence jejich tvorby. Zvyseni doby zivota

klastrt RNA Pol II koreluje se zvySenim poctu transkripti (Cho et al., 2016).
3.2.1 Vlastnosti klastrli RNA Pol Il a mediatoru

Kromé klastri RNA Pol II byly v mySich embryonalnich kmenovych buiikdch popsany
klastry mediatoru (Cho et al., 2018). Jak mediator, tak RNA Pol II tvofily dvé populace
klastrii: malé (~100 nm) a nestabilni (doba zivota fadové ~10 s) a velké (>300 nm) a stabilni
pfitomné béhem celé doby akvizice snimkl. Velké klastry RNA Pol II a mediatoru vzajemné

kolokalizovaly.
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Inhibice CDK9, tedy zablokovéani ptfechodu do elongace, vedlo k pfechodnému
vymizeni stabilnich klastri RNA Pol II, po odmyti inhibitoru se klastry opét objevily; klastry
mediatoru nebyly timto ovlivnény (Cho et al., 2018). Tyto vysledky opét nepifimo naznacuji,
ze klastry predstavuji polymerazu ve fazi iniciace.

Cho et al. (2018) také ziskali n¢kolik neptimych dikazi, ze klastry RNA Pol II i
medidtoru maji vlastnosti svéd¢ici o jejich kapalném charakteru. Jmenovit€ pozorovali
koalescenci klastrti v jadrech Zivych bunék, jejich rozpusténi plisobenim 1,6-hexandiolu a
rychlou obnovu velké ¢asti molekul ve FRAP experimentu — 60 % molekul mediatorového
klastru a 90 % klastru polymerazy bylo obnoveno béhem ~10 s (Cho et al., 2018).

1,6-hexandiol je alifaticky alkohol, ktery rozpousti kapalné¢ kondenzaty. Predpoklada
se, ze narusuje nespecifické interakce mezi IDRs proteint v kondenzatu a jedna se o rozsifeny
test toho, zda urcity klastr vznika prostfednictvim oddéleni kapalnych fazi (Kroschwald et al.,
2017). Jeho pouziti v in vitro systémech je nejspiSe bezproblémové, nicméné pifi pouZziti na
zivé bunky ma vedlejsi uCinky: méni morfologii bunéénych membran (Kroschwald et al.,
2017), zvysuje propustnost jaderné membrany, protoze FG repetice uvniti jadernych port také
tvoii oddélenou kapalnou fazi (Shulga & Goldfarb, 2003; Patel et al., 2007), vyrazn¢ snizuje
kindzovou aktivitu CDK9 (Diister et al., 2021) a sniZuje pohyblivost a zvySuje lokalni
kompaktnost chromatinu (Itoh et al., 2021).

Neéktefi autofi zdlraziuji, Ze experimenty vyuZivajici FRAP vypovidaji predev§im o
pohyblivosti sledovanych molekul a povazuji ho za nedostateny ndstroj k urceni kapalné
povahy klastru v buiice, nicméné jde o v literatufe rozsifeny test LLPS (McSwiggen et al.,
2019).

Delsi doba Zivota klastri RNA Pol II, kterd zjevné koresponduje s transkripéné
permisivnim stavem genu je konzistentni s poznatkem, ze RNA Pol II elonguji blizko za
sebou v tzv. ,konvojich® na HIV-1 promotoru (Tantale et al., 2016). Dynamika tvorby
konvoju je ovlivnéna mediatorem: pti knock-outu mediatoru bylo méné polymeraz v konvoji
a s vétSimi rozestupy (Tantale et al., 2016).

Domnivam se, Zze vyse popsané klastry RNA Pol II pfedstavuji inicia¢ni kondenzaty,
které jsou stabilizovany na k transkripci permisivnich genech a béhem své doby Zivota

.....

podobé konvojl polymeraz.
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4 Mechanismy vedouci ke kompartmentalizaci
transkripce

V této sekci predstavuji vybrané mechanismy, které byly navrZeny jako ty, jeZ se
podileji na kompartmentalizaci procesu transkripce. Mély by tedy byt schopné vysvétlit
pozorovani popsana v piedchozi sekci ,,3 Kompartmentalizace transkripce®. VétSina z nich
uplatituje fyzikalni princip tzv. oddéleni kapalnych fazi v kapalin¢ (jako synonymum budu
pouzivat 1 oznaCeni ,fazova separace* ¢i angl. zkratku LLPS — liquid-liquid phase
separation). V tvodu vSak popisuji i star§$i modely, které ptredpokladaly uchyceni aktivné

transkribujiciho komplexu v jadfe na stabilni matrici.
4.1 Imobilizace RNA Pol Il na jaderné matrix

V ranych studiich popisujici transkripéni tovarny se predpoklada, ze RNA Pol II je
spolu s transkripénimi faktory uchycena na proteinové ,,substruktuie®, kterou oznacuji jako
jadernd matrix (Jackson et al., 1981, 1993). O matrix se piedpokladalo, ze jde o jakési
rozvétvené leSeni, které je stabilné¢ pfitomno v jadfe a zprosttedkovava jeho
kompartmentalizaci.

Od pocatku byl termin ,,jadernd matrix® pouzivan pro rezidudlni frakci pfitomnou v
bunécnych jadrech po extrakei chromatinu (Berezney & Coffey, 1974). Pfipada tak v uvahu
moznost, ze se jednd o artefakt izolacnich metod, jako je ptisobeni DNazy I ¢i podminek
podporujici srazeni jaderného materialu, jako je vysoka koncentrace soli (Berezney & Coffey,
1974; Pederson, 2000).

Jadernd matrix je bohatd na proteiny a RNA; obsahuje zbytkova jadérka, laminu a
jaderné pory (Davie, 1997). Jako soucast matrix byla popsana vlakna citliva k RNaze A (He et
al., 1990), mohlo by tak jit o vlakna tvofena ribonukleoproteiny jako jsou proteiny jadérka,
ribozomalni podjednotky a primérni transkripty (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins,
hnRNPs) (Bihani et al., 2023). Jiny model ptedpokladal, Ze strukturni material matrix tvofi
»kanaly* od jaderného poéru dovnitf, skrze chromatin (Razin & Gromova, 1995). Takovy
kanal mél usnadnit difuzi ribonukleoproteinti ven z jadra a pii podminkach izolace by se
strukturni elementy vysrazely spolecné s ribonukleoproteiny do sit'ovité struktury.

Skute¢nost, Ze jaderna matrix nebyla vizualizovéana in vivo a na snimcich z elektronové
mikroskopie nebyla pozorovana v neextrahovanych jadrech, pfispiva k presvédceni, ze se

skutecné jednalo o artefakt (Pederson, 2000).

12



W \/\j
)
@
5]
. c
H o
= 2
IQ_ Csat Cdenz E
~
2 ¢ ¢ I
‘B 0 05 1
o Objemovy zlomek, @
3
< C - w
© T O e
- poi 4
>
o 3
(3] a
= z
]
£
[
£
(s}
A - 1
. P - 0 05 1
Objemovy zlomek, ¢

Objemovy zlomek, ¢

Obrazek 2: (A) Schematické znazornéni fizového diagramu pro binarni smés rozpousténé
(bio)makromolekuly a rozpoustédla. Na vodorovné ose je znazornéno slozeni smési, zde objemovym
zlomkem, na svislé ose je vynesena n&ktera ze stavovych veli¢in, napf. teplota. Seda kfivka vyznacujici
tmavs$i plochu predstavuje koexistenéni neboli binodalni k#ivku. Plati pfedpoklad, Ze systém je v
termodynamické rovnovaze, proto sledujeme chovani pii konstantni zvolené stavové velicing, to je
znazornéné ¢ervenou vodorovnou ¢arou. Na této linii lezi tzv. konoda (angl. tie line), tsecka, protinajici
oblast dvoufdzového rezimu, jejiz krajni body lezi na koexisten¢ni kiivce (neni explicitné zndzornéna,
lezi na Cervené linii, jejimi krajnimi body jsou Cg @ Caens). Kruhové vysece znazoriuji narist objemu
denzni faze pii zvySeni celkové koncentrace makromolekuly v systému.

C. — saturaéni koncentrace, koncentrace ve zfedéné fazi; Cg.,, — koncentrace v denzni fazi.

(B) Schematické znazornéni prubéhu volné energie systému v zavislosti na objemovém zlomku
rozpousténé makromolekuly. Svétle modra kiivka popisuje systém bez interakci mezi
makromolekulami a ma unimodalni pribéh. Tmavé modra kiivka popisuje systém v némz dochazi k
fazové separaci v dusledku ptiznivéjsich interakei mezi makromolekulami, nez mezi makromolekulami
a rozpoustédlem. Minima odpovidaji dvéma oddélenym, stabilnim fazim.

@5 — saturacni koncentrace vyjadiend objem. zlomkem; ¢, — koncentrace v denzni fazi vyjadfena objem.

zlomkem; @s a @p koresponduji Csa¢ @ Caen, na grafu (A).
(C) Schematické znazornéni pribéhu chemického potencidlu rozpousténé makromolekuly.

Tmavé modra kfivka opét popisuje systém s piiznivéjSimi homotypickymi interakcemi. Chemicky
potencial zde ma nemonotéonni pribeh, a tedy existuji dvé rizné koncentrace se stejnym chem.
potencialem. Tyto odpovidaji zfedéné a denzni fazi. Svétle modra kiivka popisuje systém systém bez
interakci mezi makromolekulami.

s — saturaéni koncentrace vyjadiena objem. zlomkem; ¢@p — koncentrace v denzni fazi vyjadfena objem.

zlomkem.

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

Dnes se zda, ze se i pfi kompartmentaci chromatinu uplatiuji fyzikadlni principy

oddéleni riznych typu fazi (Erdel & Rippe, 2018). Principy oddé¢leni kapalnych fazi diskutuji

dale v kontextu transkripce RNA Pol II.

V recentné publikovaném preprintu vSak byla s pomoci superrezolu¢ni mikroskopie v

zivych bunkéch kolorektalniho karcinomu pozorovédna struktura podobna ,leseni* jaderné
matrix tvofend proteinem SAF-A/hnRNPU (scaffold attachment factor A/heterogeneous

nuclear ribonucleoprotein U) (Park et al., 2022). Pozorované uspotfddani SAF-A napadné
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pfipominalo snimky jaderné matrix z elektronového mikroskopu. Mutovany SAF-A bez RNA
vazebné domény nebyl schopen takovou strukturu tvofit, mohlo by tak jit o priklad
matrixového ribonukleoproteinu (Park et al., 2022). Jiz dfive byly pomoci mikroskopie
zobrazujici jednotlivé molekuly (SMLM, single-molecule localization microscopy) popsany
propojené klastry proteinu SAF-A v jadrech zivych imortalizovanych epitelidlnich bunék

lidské sitnice (h\TERT RPE1) (Marenda et al., 2021).

4.2 Klastrovani RNA Pol Il prostfednictvim oddéleni fazi

4.2.1 Fyzikalni aspekty oddéleni fazi v kapalném skupenstvi

Zakladni fyzikélni principy oddéleni kapalnych fazi v kapaliné popisi v jednoduchém
binarnim syst¢tmu o dvou slozkach: rozpousténé (bio)makromolekuly jednoho druhu a
rozpoustédlo (voda). V tomto systému existuji homotypické interakce, tj. mezi molekulami
stejného druhu (makromolekula—makromolekula, rozpoustédlo—rozpoustédlo) a heterotypické
interakce (makromolekula—rozpoustédlo).

Pokud jsou vlastnosti molekul takové, ze makromolekuly preferuji heterotypické
interakce s rozpoustédlem, budou makromolekuly rozpusténé v jedné uniformni fazi. Pokud
jsou vsak jejich vlastnosti takové, ze energeticky preferovanéjsi jsou interakce homotypické,
makromolekuly se stavaji omezené rozpustné a pii danych termodynamickych podminkach
bude v systému existovat tzv. saturaéni koncentrace (cs., n€kdy oznacovana jako kriticka
koncentrace). To bude takovd koncentrace makromolekul, pfi jejimz dosazeni dojde k
vytvotfeni oddélenych fazi, protoze pravé prevladnou homotypické interakce kompenzujici
snizeni entropie spojené s oddélenim fazi. (Mittag & Pappu, 2022) Nicméné celkova volna
energie systému je samoziejme sniZzena, coZ je zndzornéno na Obrazku 2B. Jde o schéma
grafu znazorfiujici volnu energii bindrniho systému v zéavislosti na koncentraci
makromolekuly (zde vyjadifena objemovym zlomkem). Vyse popsana situace, kdy dochéazi k
oddéleni fazi v disledku energeticky ptiznivych homotypickych interakci je znazornéna
tmavé modrou kiivkou. Jeji pribéh je multimodalni se dvéma minimy, ktera odpovidaji
energii makromolekuly ve dvou oddélenych fazich. Systém bez interakci, v némz nemiize
dojit k oddéleni fazi, je na Obrazku 2B popsan svétle modrou kfivkou jejiz prubeh je
unimodalni, m& jedno minimum (Banani et al., 2017). Toto minimum, odpovidajici dobte
promisené smési o daném sloZeni, pfedstavuje stav s maximalni entropii, cemuz odpovida
nejmensi moznd volné energie pii danych podminkach (Dill & Bromberg, 2011).

Podminky pii nichz v binarnim systému dochéazi k fazové separaci znazoriiuje fazovy

diagram (Obrazek 2A). Na vodorovné ose je vyneseno sloZeni smési, zde vyjadieno

14



objemovym zlomkem, rozpousténé makromolekuly, ale v zisadé¢ zde muze byt jakékoli
veli¢ina koncentrace. Na svislé ose je vynesena néktera ze stavovych velicin, typicky teplota.
Seda kiivka vyznadujici tmavsi plochu ptedstavuje koexistenéni neboli binodalni kiivku. Ta
ohranicuje nejzazsi podminky pii nichz v systému jest¢ dojde k oddéleni fazi a vyznacuje tak
oblast dvoufazového rezimu systému (tmavsi plochu uvnitf). Pokud koncentrace
makromolekuly za danych podminek ptekroci saturacni koncentraci a dostane se do oblasti
dvoufazového rezimu, vytvoii se v systému dvé faze — denzni a zifedéna.

V denzni fazi jsou makromolekuly ve vétsi koncentraci, nez v rozpusténé fazi. Z denzni
faze je také vyté€snéna ¢ast rozpoustédla; l1ze fici, Ze denzni faze je sloZzena z makromolekul
nasycenych rozpoustédlem a ziedéna z rozpoustédla nasyceného makromolekulami (Dill &
Bromberg, 2011). Konkrétni koncentrace makromolekul v obou fazich 1ze odecist z fazového
diagramu, a to jako krajni body tzv. konody (angl. tie line). Konoda je usecka, leZici v oblasti
dvoufazového rezimu, jejiz krajni body lezi na koexistencni kiivce (na Obrazku 2A neni
explicitné znazornéna, ale §lo by o UseCku na Cervené linii uvnitf oblasti dvoufazového
rezimu, krajni body jsou cu @ caenz). Saturacni koncentrace (cs) nadéale zlstavd ve ziedéné
fazi, zatimco v denzni fazi je vySsi koncentrace cqen,. Pokud by do systému byly pfiddvany
dal$i makromolekuly (= pohyb po konodé€ doprava), nebudou se ve fazich ménit koncentrace,
ale bude nartstat objem denzni faze na tkor zfedéné faze (znazornéno v kruhovych vysecich
na Obrazku 2A) (Dill & Bromberg, 2011).

Ztedéna a denzni faze jsou tedy v dynamické rovnovaze, tj. probiha mezi nimi vyména
makromolekul, ale v souhrnu nedochdzi k difuznimu toku (Banani et al., 2017). Tato situace
nastdva proto, ze v systémech umoziujicich fazovou separaci ma chemicky potencial
rozpousténé makromolekuly nemonotonni prabeh (tmava kiivka na Obrazku 2C). Je patrné,
ze v takovém systému mohou existovat dvé rizné koncentrace se stejnym chemickym
potencidlem, coz odpovida rozdéleni makromolekul do dvou fazi (denzni a zfedénd). (Banani
etal., 2017)

Rovnost chem. potenciall vSak nastava, az kdyZz se systém dostane do rovnovahy. Pred
jejim dosaZenim se v systému muze nachazet vicero kapének denzni faze s rliznymi objemy.
Rozdilné objemy maji za nasledek i rozdilné Laplaceovy tlaky na jejich rozhranich. V
disledku ¢ehoz se lisi i chemické potencidly makromolekul v riiznych kapénkéach a dochazi k
jejich difuznimu toku z menSich kapének do vétSich (Hyman et al., 2014). A to az do
vytvoieni jedné velké kapénky v rovnovaze s okolni zfedénou fazi. Tento proces se nazyva
Ostwaldovo zrani (angl. Ostwald ripening) a je jednim z mechanismu tzv. hrubnuti (angl.

coarsening) tj. pravé zanikani mesich kapének a vytvareni vétsich (Zwicker et al., 2015).
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Dal$im mechanismem hrubnuti je koalescence. Jednd se o spojovani kapének, ke
kterému miize dojit pii jejich vzajemné srazce v dusledku Brownova pohybu zifedénou fazi
(Zwicker et al., 2015). Pti ptiblizeni dvou kapének je postupné okolni roztok ziedéné faze
vytla¢ovan z prostoru mezi nimi, az zlstanou jejich povrchy oddéleny pouze tenkym filmem.
Pokud neni film kapaliny dostatecné stabilni, dojde k jeho pferuseni a kapénky splynou do
jedné vétsi (A. Van Aken, 2003).

4.2.2 P granula - prototypickd hemembranova organela

Oddéleni fazi jakozto mozny mechanismus tvorby nemembranovych organel byl
poprvé navrzen pro P granula — ribonukleoproteinové inkluze nachazejici se v zygoté
C. elegans (Brangwynne et al., 2009). Tato granula, charakteristicka pro pohlavni buiky
had’atka, jsou sloZena z asi 50 proteini a fady RNA (Sundby et al., 2021). P granula jsou
zpocatku v celém objemu cytoplazmy, pfed prvnim rozdélenim zygoty se vSak shromézdi
pouze u jednoho pdlu buinky a dostavaji se tak pouze do té ¢asti bunck z nichz pozdéji
vzniknou buiiky pohlavni (Brangwynne et al., 2009). Tato segregace vsak neurcuje pohlavni
bunécnou linii — mutanti u kterych se P granula rozdélila rovnomérné byli za normélnich
podminek fertilni (Gallo et al., 2010). P granula tedy zifejm¢ nezprostiedkovavaji urceni
zarodecné linie. Bylo napf. navrzeno, Ze jejich zformovani je pouze vedlejSim produktem
zablokované translace, diky ¢emuz je v cytoplazmé nahromadéna vyssi koncentrace mRNA. P
granula by pak pfedstavovala pasivni zdsobdrny mRNA (Lee et al., 2020; Putnam et al.,
2023).

Brangwynne et al. (2009) popsali viskoelastické vlastnosti P granul a navrhli LLPS
jako mozny mechanismus jejich lokalizace v cytoplasmé zygoty. Dale charakterizovali
nasledujici vlastnosti, které se staly kliCovymi 1 pro ,,diagnostiku* fadzové separace u jinych
nemembranovych organel:

» sféricky tvar P granul,

» teceni, rozd¢€lovani a koalescnce pfi vystaveni smykovému napéti,

* pfisedani na povrch jadra pfipominajici smaceni povrchu kapalinou,

* rychla obnova fluorescence po ,,vybéleni* laserem (FRAP, fluorescence recovery after
photobleaching) — zde charakterizovali asové konstanty 7 pro nékolik stavebnich

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

1) Vztah mezi ¢asovou konstantou a ,,polo¢asem obnovy“ ¢, udava vzorec: 7 = t,/In(2) (Fritzsche & Charras,
2015). Z definice plyne, Ze v ¢ase rovném 1 7 je obnovena intenzita fluorescence o néco vyssi nez 50 % jako
v piipadé ¢,; v zdsad€ se ale jedna o srovnatelné hodnoty. Pro podrobnéjsi diskuzi FRAPu viz Ishikawa-

Ankerhold et al., 2014.
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Fyzikalni podstata procesu utvareni P granul byla pozdéji jesté podpotena pozorovanim
jejich opakovaného rozpousténi a opétovné kondenzace pii cyklickych zménach teploty a to
pfimo in situ v embryich had’atka (Fritsch et al., 2021). Tato teplotni zavislost kondenzace P
granul byla dobfe popsdana modelem zaloZenym na termodynamické rovnovaze, coZz
naznacuje, ze na Skale odpovidajici velikosti a dynamice P granul panuje v bunice lokalni
termodynamicka rovnovaha i pfes to, ze je bunka jako celek termodynamicky otevieny
systém vzdaleny od rovnovahy. Je tieba podotknout, ze byl fluorescenéné oznacen a sledovan
pouze jeden protein, PGL-1. Pti deleci jiného strukturniho proteinu, PGL-3, doslo i ke zméné
pribéhu fazového digramu pro PGL-1 (Fritsch et al., 2021). Tato skute¢nost naznacuje vliv
heterotypickych interakci mezi PGL-1 a PGL-3 pfti kondenzaci P granul a ukazuje neuplnost

pouzit¢ho modelu.
4.2.3 Mezimolekulové interakce klicové pro oddéleni fazi

Vyse zminéné interakce vedouci k oddéleni kapalné faze biopolymert mohou byt
realizovany fadou interakci rtiznych typti mezi aminokyselinovymi zbytky nebo proteinovymi
doménami. Nekteré konkrétni piiklady diskutuji nize. Klicovou vlastnosti je vSak
multivalence separujicich makromolekul. Multivalence v tomto kontextu znamené ptredevsim
pfitomnost n€kolika interakénich prvkia pravidelné rozmisténych po délce flexibilni molekuly
polymeru. V piipadé proteini se takovymito vlastnostmi vyznacuji pfedevSim tzv. vnitiné
neuspoiadané oblasti. Jde o Gseky proteind, které nezaujimaji jednu stabilni 3D konformaci s
vyznacuji se vysokou flexibilitou, diky ¢emuz dokazi promiskuitné interagovat samy se sebou
nebo s jinymi makromolekulami (Dunker et al., 2013). Set konformaci, ktery je energeticky
dovoleny pro konkrétni IDR se oznacuje jako ansambl konformaci (Holehouse & Kragelund,
2023). Vlastnosti ansamblu jsou urceny jeho aminokyselinovou sekvenci (podobné jako 3D
struktura klasickych proteinl) a popsany specifickymi parametry charakterizujicimi jeho
primérné rozméry a dynamiku, napif. vzdalenost koncii nebo asfericita (Holehouse &
Kragelund, 2023).

Aminokyselinové sekvence IDRs také typicky vykazuji nizkou hydrofobicitu, coz
snizuje jejich tendenci se sbalovat, a Castéj$i pfitomnost nabitych a polarnich zbytkl, které
vzajemnou elektrostatickou repulzi dale prispivaji k absenci stabilni konformace (Uversky et
al., 2000).

Zobecnénim a zjednoduSenim realné interakéni komplexity je tzv. “model oddélenych

nalepek” (angl. stickers-and-spacers model) (Ginell & Holehouse, 2023). Tento model ve své
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nejjednodussi podobé postuluje, ze kazdé Casti biopolymeru mutze byt pfifazena bud’ funkce
“nalepky*, nebo “odd€lovace. Nalepky zprostiedkovavaji pfitazlivé interakce mezi sebou a v
rdmci modelu je jedno, zda jde o jednotlivé aminokyselinové zbytky, celé strukturované
domény nebo vazebnd mista na RNA fungujici jako nalepky pro ribonukleoproteiny.
Odd¢lovace jsou pak, Casto flexibilni, Gseky biopolymeru mezi ndlepkami, které se neucastni
interakci s ostatnimi biopolymery. Model implicitn¢ predpoklada, ze energeticky piispévek
vSech nalepek na konkrétni makromolekule je srovnatelny, kdyby byly néckteré nalepky
vyrazné silnéjsi pak z definice vyplyva, Ze slabsi nalepky by mély byt povazovany za soucast
odd¢lovacii (Ginell & Holehouse, 2023).

Z definice nalepek vyplyva, Ze jejich odstranéni napf. mutaci by mélo vyznamné
naruSit schopnost upravené makromolekuly vytvaret odd€lenou fazi. To bylo skute¢né
demonstrovano na modelovém kondenzatu proteinu FUS (fused in sarcoma), kde jako hlavni
determinanty separace funguji arginin (nabohaceny v RNA vazebné doméné€) a tyrosin
(nabohaceny v doméné s nizkou komplexitou) (Wang et al., 2018). Jak po ndhrad¢ tyrosinu za
serin, tak argininu za glycin nebyla detekovéna Zadna oddélena faze ani pii 15x vyssi celkové
koncentraci upravené¢ho FUS, nez je ¢y normalniho proteinu (Wang et al., 2018). Kromé& vyse
zminéné kationt—m interakce obecné vyznamné prispivaji k oddéleni fazi v roztocich proteint
elektrostatické interakce mezi nabitymi aminokyselinami nebo dip6ly polarnich aminokyselin
a patrové interakce mezi aromatickymi aminokyselinami a také hydrofobni efekt (Niu et al.,
2023). Vnitiné€ nestrukturované useky proteinil jsou typicky nabohacené o polarni a nabité
zbytky (Radivojac et al., 2007). Hydrofobni efekt je napfiklad vyznamnou hnaci silou
shlukovani tropoelastinu na povrchu bunék pii tvorbé elastinovych fibril v extracelularni
hmoté (Yeo et al., 2011). Interakce mezi aromatickymi aminokyselinami (v tomto sestupném
potadi podle vyznamnosti pfispévku: Tyr—Tyr, Tyr—Phe, Phe—Phe) pohani oddé€leni fazi
domény s nizkou komplexitou heterogenniho jaderného ribonukleoproteinu A1 (PLCD
hnRNPA1) in vitro (Bremer et al., 2022).

Simulace, ve které neni pfedem ur€eno, které zbytky maji vystupovat jako nalepky a
které jako oddélovace, a namisto toho simuluji redlné fyzikdlni interakce mezi zbytky,
ukazala, Ze jisty podil na fazové separaci ma vétSina zbytkll (Rekhi et al., 2024). Nicméné¢ i
tato analyza pfisoudila nejvétsi vyznam tryptofanu, tyrosinu, aspartatu a argininu, tedy

klasickym nélepkam (Rekhi et al., 2024).
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4.2.4 Role solvatace

Hydrofobni efekt ma zasadni podil na interakcich biomakromolekul; uplatiiuje se napf.
pii skladani proteinti, ale i pf1 oddé€leni fazi v buiice, jak popisuji nize.

Ptitomnost hydrofobnich aminokyselin v proteinu narusuje strukturu vodikovych vazeb
mezi molekulami okolni vody a nuti je k entropicky nevyhodné vétsi strukturovanosti (Sun,
2017). Zména v konformaci polypeptidu v disledku hydrofobniho efektu je tak z velké Casti
entropického charakteru a je spojena s pfechodem rozpoustédla do entropicky ptiznivéjSiho
stavu (Daidone et al., 2012). IDRs se sice nesbaluji, avSak jsou v zavislosti na sekvenci
rozdiln€ solvatovany: zjednoduSené lze fici, Ze ¢im vice polypeptid preferuje interakce s
vodou, tim bude jeho ansambl konformaci vice extendovany; pokud vyrazné ptevladaji
interakce v rdmci polypeptidu je ansdmbl kompaktni az globularni (Mao et al., 2013). Vztah
mezi sekvenci a podobou ansamblu Ize zjednodusené¢ modelovat celkovym podilem nabitych
aminokyselin v daném IDR: ¢im vice, at’ uz kladné nebo zaporné, nabitych aminokyselin, tim
extendovangj$i ansambl (Das et al., 2015). Vzhledem k tomu, ze IDRs neustale pfechazi mezi
nestabilnimi konformacemi, tak v ptipad¢, kdy je ovlivnén tvar ansdmblu, jde spiSe o zménu
tvaru ,,prostoru konformaci®, ktery je konkrétnimu nestrukturovanému polypeptidu dostupny.

Dusledkem hydrofobniho efektu pii procesu oddéleni fazi je zména v mife solvatace
IDRs pii pfechodu z roztoku do denzni faze (Ribeiro et al., 2019). Tento pfechod je totiz
spojen s uvolnénim ¢asti molekul vody z hydrata¢niho obalu okolo proteinu. Pii pfechodu do
kondenzatu je cast interakci mezi polypeptidem a vodou nahrazena interakcemi mezi
polypeptidy. Cast molekul vody z hydrataénich obali IDRs je tak uvolnéna mezi okolni volné
molekuly vody, coz piedstavuje entropicky ptiznivy ptispévek k energetice procesu oddéleni
kapalnych fazi podobné, jako pii sbalovani strukturovanych proteint (Ribeiro et al., 2019).

Simulace molekuldrni dynamiky modelového kondenzatu proteinu FUS dokonce
ukdzala, Ze tento entropicky piispévek spojeny se zménou uspotradani vody je skoro stejné
velky jako ptispévek interakci mezi proteiny (Mukherjee & Schifer, 2023). Autoii studie vSak
podotykaji, ze z divodu relativné vysoké koncentrace dalSich makromolekul i mimo
kondenzat nelze v buiice ocekavat, ze by prispévek solvatace dosahoval takové velikosti, stale
vSak bude vyznamny. Simulace déale ukazala, Ze z kondenzatu je uvolnéna pouze mensi ¢ast
molekul vody (~25 %) a IDRs tak zstavaji 1 v prostfedi kondenzéatu dobie solvatované, coz
kondenzatim propijcuje tekutost (Ribeiro et al., 2019). Lze tak hovoftit o dvou ,,populacich®
molekul vody, které solvatuji nestrukturované useky proteint: 1) voda, ktera solvatuje

hydrofobni zbytky a pfi kondenzaci se uvolni do ziedéné faze a 2) voda, kterd solvatuje
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hydrofilni zbytky a zGstava v kondenzatu (Pezzotti et al., 2023). Tyto dvé populace molekul
vody je mozné rozliSit infraCervenou spektroskopii pti in vitro kondenzaci proteinu FUS
(Ahlers et al., 2021).

Vyse popsany efekt solvatace se kromé nabitych aminokyselin, které typicky vystupuji
jako nalepky, tykd sekvence celého polypeptidu a predstavuje tak mechanismus
prostfednictvim n¢hoz ovliviuji oddéleni fazi i oddélovace, resp. sekvence jako celek. Tento
fakt ukazuje na zjednoduSeni, kter¢ho se model oddélenych nalepek dopousti, kdyz
ptedpoklada, Ze oddélovace jsou v procesu oddéleni fazi pasivni.

Rozdily v solvataci riznych vnitin€é nestrukturovanych tUsekl proteinti maji nékolik
dasledkd pro dynamiku i architekturu kondenzati:

Simulace v coarse-grained modelu naznacila, ze tvar ansamblu konformaci
oddélovact, ktery odrdzi miru jejich solvatace, ovliviiuje lokalizaci proteinu v ramci
kondenzatu (periferie vs. centrum) (Harmon et al., 2018). V modelu figurovaly dva typy
nalepek zprostredkujici pfitazlivé interakce mezi sebou a dva typy oddelovaci reprezentujici
dobie (extendovany tvar) a Spatn¢ (zkolabovany tvar) solvatované polypeptidy. K vytvoteni
kondenzatu s vnitinim ,,jadrem” a vnéjsi ,,slupkou” doslo pokud byly v simulaci pfitomny dvé
populace polypeptidu s prvnim typem nalepky, ovSem ¢éast byla oddé€lena Spatné
solvatovanym odd€lovacem a Cast dobie solvatovanym. Populace se Spatné solvatovanym
oddélovacem byla lokalizovana uvnitt kondenzatu, kdezto dobtfe solvatovana ve slupce.
Peptid s druhym typem nalepky mél pouze Spatné solvatovany oddélovac a byl pfitomen jak v
j&dru, tak ve slupce a vystupoval tedy jako leSeni (tzv. scaffold, viz dale) (Harmon et al.,
2018).

TentyZz model jiz diive demonstroval, ze pfi systematickém zvySovani solvatace
oddélovact (jako proxy ve studii slouzi tzv. efektivni solvatacni objem) dochazi ke zvySeni
saturacni koncentrace a v dasledku k potlaceni oddéleni fazi (Harmon et al., 2017). Mira
solvatace oddé¢lovact moduluje souhru oddéleni fazi a tzv. perkola¢niho prechodu (ve studii
oznaceny synonymem gelation transition), pti jehoz dosazeni dochazi k propojeni polymert
do sité skrze nalepky. Protoze je perkolace fenomén, ktery se pravdépodobné odehrava ve
vétSin€ biomolekularnich kondenzat, vénuji mu samostatny odstavec nize (Harmon et al.,
2017).

Podil hydrofobnich zbytki na slozeni nestrukturovaného polypeptidu a tedy 1 mnozstvi
vody zadrzené v oddé€lené fazi ziejmé ovliviiyji i to, zda bude konkrétni IDR separovat do
kapalnych kondenzatd (liqguid—liquid phase separation, LLPS), nebo do nerozpustnych
pevnych agregati (liquid—solid phase separation, LSPS). To bylo demonstrovano v
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experimentu s N-koncovou ¢asti prionového proteinu PrP (major prion protein), u které byly
nahrazeny nabité aminokyseliny ve dvou bazickych regionech alaninem. Takto mutovany
protein tvofi pevné agregaty, které vykazovaly méné vazané vody a pravé absence téchto

molekul vody podmifiuje tuto nevratnou agregaci (Ramos et al., 2023).
4.2.5 Role RNA

Nemembranové organely jsou casto slozeny z kombinace proteinii a RNA a na jejich
stavbé se tudiz podili urcitd kombinace interakci zprostfedkovand obéma typy makromolekul
(Chujo et al., 2016; Banani et al., 2017). Interakci vedouci k odd¢€leni fazi je schopnd i
samotna RNA bez pfitomnosti dalsi proteinti. Naptiklad izolovana celkovéa kvasinkova RNA
tvofi in vitro kapénkové kondenzaty v piitomnosti Cinidla vytvarejiciho podminky
makromolekularniho ,,crowdingu® (polyethylenglykol), nebo v pfitomnosti polyamina
(sperminu + spermidinu), tedy v podminkach snazici se napodobit cytoplazmu (Van Treeck et
al., 2018).

Mezi riiznymi molekulami RNA se v bunce tvoii duplexy, kdy jedna sekvence miize
mit 1 n€kolik alternativnich sekvenci se kterymi je schopna ho utvofit (Lu et al., 2016).
Plsobeni 1,6-hexandiolu vede k disociaci proteinu NONO z paraspeckles, zatimco shluky
RNA NEAT1 zastaly detekovatelné, coz naznacuje vyznam RNA—RNA interakci nezdvislych
na proteinech pii tvorbé paraspeckles (Yamazaki et al.,, 2018). Pfimé interakce mezi
molekulami RNA se tak nejspi§ uplatiuji v architektufe fady nemembranovych organel v
buiice (Van Treeck & Parker, 2018).

Nicméné zatimco nizkd koncentrace RNA miiZze vést ke zformovani kondenzatu, jeji
dalsi hromadéni v denzni fazi a v dasledku zvySeni jeji koncentrace v poméru ku proteintim
vede k rozpusténi kondenzatu (Milin & Deniz, 2018). Takové chovani odpovida typu fazové
separace, kterd je dominantné zprostiedkovana interakci opac¢né nabitych makromolekul,
komplexni koacervaci (Sing & Perry, 2020). Toto bylo demonstrovano v in vitro modelovém
systtmu slozeném ze syntetickych peptidd bohatych na arginin (polykationt) a
homopolymerni polyU RNA (polyaniont) (Banerjee et al., 2017). Pii poméru koncentraci
RNA/peptidu = 1 byl pozorovan vznik kapének denzni faze, ale dal§i zvySeni poméru ve
prospéch RNA vedlo k opétovnému ptechodu do jednofdzového rezimu. K rozpousténi
kapének peptidi a polyU RNA dochdzelo 1 v experimentu, pfi kterém byla dalsi RNA
dodéavana prosttednictvim in vitro transkripce polymerazou faga T7 (Banerjee et al., 2017).

Podobnym zptsobem, ktery odpovida modelu komplexni koacervace, se choval i

realistitéjsi modelovy systém: kondenzéaty prionu podobnych proteinti (FUS, EWSRI,
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TAF15, hnRNPA1, TDP43) a celkové RNA (Maharana et al., 2018). U vSech kondenzatl
doslo k rozpusténi pti vysokych koncentracich RNA.

Pravé to, ze nahromadéni RNA v kondenzatu mtzZe vést k jeho rozpusSténi by mohlo
predstavovat zpétnovazebni mechanismus, ktery by mohl napomahat pfechodu RNA Pol II z
iniciace do elongace (Henninger et al., 2021). I zde vedlo nizké mnozstvi RNA k formovani
kondenzatt.

Nascentni transkripty by také mohly hrat dilezitou roli v organizaci euchromatinu do
Ltranskrip¢nich kapes*, mikrodomén v nichz probiha aktivni transkripce (Hilbert et al., 2021).
Na modelu pluripotentnich bun€k Dania reria ukazuji, Zze akumulace nové RNA a s ni
asociovanych ribonukleproteini ma schopnost lokalné vytésnit neaktivni euchromatin do
samostatné faze. Uplné fazové separaci brani to, e RNA zistava skrze aktivni polymerazu
pripojena k chromatinu, polymeraze tak v tomto systému plni ulohu amfifilniho propojeni

mezi oddélenymi fazemi (Hilbert et al., 2021).
4.2.6 Fazova separace spojena s perkolaci

Oddéleni fazi je ve své podstaté hustotni pfechod — toto je zjevné pii kondenzaci pary,
kde se kapalna a plynna faze lisi pouze primérnou hustotou ¢astic, tento rozdil v hustotach
vSak plati také pro viceslozkové systémy: denzni faze vzdy koncentruje molekuly (Mittag &
Pappu, 2022). Vyse diskutované interakce vSak kromé¢ oddé€leni fazi mohou zpisobit, pii
ptekroCeni urcité koncentrace, i zesitovani makromolekul, tedy strukturni piechod, tzv.
perkolacni prechod. Zatimco oddé€leni fazi je pohdnéno souhrnem vSech interakci mezi
makromolekulou a rozpousStédlem, které ovliviiuji jeji rozpustnost, je perkolace dana
interakcemi konkrétnich prvkt (napf. aminokyselinovych zbytkli, obecné nalepek) na
konkrétnich mistech makromolekuly, kterymi se vzadjemné propoji. Podobné jako je oddéleni
fazi charakterizované saturani koncentraci, je perkolace charakterizovana perkolacni
koncentraci, cpe. Pokud v systému dochazi pouze k perkolaci, zplsobi dosaZeni cpex
zesitovani vSech makromolekul napfi¢ celym systémem. Perkola¢ni pfechod vSak také mutize
byt spojen s oddélenim fazi, a to v ptipad€, kdy cau < Cperk < Caense- Pokud tedy v systému s
takto nastavenou posloupnosti prechodil postupné navySujeme koncentraci makromolekuly,
dochazi nejprve k oddéleni fazi v podobné kapének a ndsledné k zesitovani makromolekul
pouze uvniti kapének (Mittag & Pappu, 2022). Toto zesitovani vSak neznamena
vytvofeni/vysraZzeni n&jakého proteinového agregéatu ¢i sraZeniny, interakce mezi proteiny
nadale zlstavaji dynamické zesitovani se projevuje tak, ze kazdy protein interaguje s nékolika

dalSimi. Kombinaci fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie a simulaci molekularni dynamiky
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bylo v modelovém kondenzatu (koacervat histonu H1 a prothymozinu o) ukdzano, Ze
jednotlivé AK zbytky rapidné stfidaji interakéni partnery, proteiny zUstavaji dobfie
solvatované 1 piesto, Ze celkova viskozita denzni faze je ndsobné vyssi nez viskozita vody a
translacni difuze proteinti uvniti denzni faze je zpomalena (Galvanetto et al., 2023).

Pozoruhodnou vlastnosti polymert, které jsou schopné perkolac¢niho ptechodu je tvorba
klastri uz pii koncentracich niz$ich nez je jejich saturacni koncentrace (¢ < cy) v danych
podminkach, tzv. prepekola¢nich klastrii (Mittag & Pappu, 2022; Pappu et al., 2023).
Formovéani téchto klastri neni podminéno piekrocenim jasné definované saturacni
koncentrace, namisto toho se rozdéleni jejich velikosti posouvd k vétSim velikostem v
zavislosti na celkové koncentraci proteinu v roztoku i kdyz tato zlistdva pod hodnotou cC.
Velikost preperkolacnich klastri v roztoku proteinu FUS se pohybuje okolo 150 nm, v
klastrech nebylo lokalizovano vice nez ~1 % molekul FUS v roztoku (Kar et al., 2022).
Pritomnost preperkolacnich klastrti pfi subsaturacnich koncentracich indikuje to, Ze dané
molekuly jsou schopné perkola¢niho pfechodu at’ uz bez oddéleni fazi nebo uvniti fazoveé
oddélené kapénky pii dosazeni ptislusnych kritickych koncentraci (Kar et al., 2022).

Preperkola¢ni klastry byly popsany také v zivych buiikach (Lan et al., 2023). Pii
stresovych podminkéch, vyvolanych napt. pisobenim oxidu arsenitého, tvoii transkripéni
regulator NELF v jadte kapalné kondenzaty, coz je spojeno s utlumenim transkripce (Rawat et
al., 2021). Tato kondenzace mj. zdvisi na aktivit¢ MAP kindzy p38 (Lan et al., 2023).
S vyuzitim HILO (highly inclined and laminated optical sheet) mikroskopie vSak byla
pozorovana polydisperzni populace klastrit NELF i za normalnich podminek, bez stresového
stimulu (Lan et al., 2023). Pfi stresovych podminkach pak dochéazi ke koalescenci téchto
klastri do fazové separovanych kondenzatl, kdy ovSem ve ziedéné fazi zlstava Cast proteint
v klastrech. Pti inhibici MAP kindzy p38 dochazi k destabilizaci velkych kondenzata, klastry
vsSak nejsou ovlivnény (Lan et al., 2023). NELF klastry jsou tak s velkou pravdépodobnosti
preperkolacni klastry (Pappu et al., 2023).

Domnivam se, ze populace malych klastri RNA Pol II 1 mediatoru, které popsali
Cho et al. (2018) by mohla piedstavovat pravé preperkolacni klastry. Pokud by se skute¢né
jednalo o preperkol¢ni klastry, Slo by o dalsi ditkaz toho, Ze RNA Pol II i medidtor mohou

tvorit kapané klastry, pokud dosdhnou satura¢ni koncentrace.
4.2.7 Viceslozkové kondenzaty

Vyse popsany binarni systém (makromolekula A + rozpoustédlo) je charakteristicky

pfedev§im jednou jasné definovanou saturacni koncentraci, nicméné¢ biomolekularni
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kondenzaty vyskytujici se v zZivych bunkach piredstavuji viceslozkové systémy typicky
slozené ze smési multivalentnich proteini a nukleovych kyselin (Chattaraj et al., 2021).
Predpoklada se, Ze jejich slozky nejsou ve fixnich stechiometrickych pomérech (Mittag &
Pappu, 2022) a mohou 1 tvofit nékolik vzdjemné koexistujicich fazi, ptikladem mohou byt tfi
regiony jadérka: vnitfni fibrilarni centrum obklopené denzni fibrilarni slozkou a vnéjsi
homotypickych interakci mezi makromolekulami stejného druhy a plejadou heterotypickych
interakci mezi vSemi makromolekuldarnimi slozkami riznych druhti, ale 1 mezi
makromolekulami a rozpoustédlem. Fazové ptfechody v téchto systémech jsou popisovany
vicerozmérnymi fazovymi diagramy, kdy kazda z os odpovida koncentraci jedné komponenty
(viz Obrazek 3B) (Jacobs & Frenkel, 2017).

Pokud je oddéleni fazi pohdnéno kombinaci homotypickych a heterotypickych
interakci, nelze jiz vSeobecné predpokladat, Ze by koncentrace vSech makromolekularnich
komponent zlstavaly ve zfedéné fazi neménné jako v ptipadé binarniho systému (Mittag &
Pappu, 2022). Uvazujme nejjednodussi viceslozkovy systém, ternarnich systém, slozeny z
makromolekul dvou druhii A a B a rozpoustédla. Denzni faze se sklada z makromolekul A i B.
Pokud je energeticky pfispévek heterotypickych interakci mezi A a B pro oddé€leni fazi
vyznamny, bude dochazet k posunu koncentraci ve zifedéné fazi obou slozek jak je

znazornéno na Obrazku 3C.
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Obrazek 3: Schematické znazornéni fazovych diagramii pro oddéleni fazi v jednoslozkovych (A) a
viceslozkovych (B, C) systémech.

(A) Konoda splyva s cervenou linii vyznacujici konstantni teplotu. Pokud se pocateéni koncentrace
makromolekuly nachdzi v oblasti dvoufazového rezimu, pii konstantnich podminkach (teploté), méa vysledna
ziedénd 1 denzni faze stale stejné koncentrace bez ohledu na pocatecni koncentraci makromolekuly; méni se

pouze objemy fazi, coz vyjadiuji modré vysece. Cs a Cuen, lze odelist na priseciku konody s koexistenéni
kiivkou.

Tento panel odpovida panelu A na Obr. 2.

(B) Fazovy diagram pro systém se tfemi slozkami. Panel C je vyfezem z tohoto grafu zvyraznény Sedou
rovinou.

(C) V pripad¢, ze fazova separace molekul A, alesponn do jisté miry zavisi na heterotypickych interakei s
molekulami B, neplati jiz predpoklad neménnosti koncentrace [A] ve zfedéné fazi. Pfi zvySovani [A] pfi fixni
[B] dochazi, jak ke zménam objeml fazi, tak i ke zvySovani [A] ve ziedéné i denzni fazi.

Pievzato a upraveno z (Riback et al., 2020)

Tento fenomén posunu koncentraci je dilezity pro diskuzi o urovéni, zda se konkrétni
kondenzat v zivé butice utvoiil procesem oddéleni fazi. (Mittag & Pappu, 2022)

Makromolekularni slozky takovychto kondenzath se rozdé€luji na ,scaffolds®
(strukturalni) a ,,clients* (klientské). U strukturdlnich slozek se ptredpoklada, ze piedevsim na
jejich koncentraci zavisi oddéleni fazi a vznik urcitého kondenzatu, zatimco klientské
molekuly uz pouze preferencné lokalizuji do takto utvofeného kondenzdtu, aniz by se
vyznamnéji podileli na procesu LLPS.

Pokud je vytvoteni viceslozkového kondenzatu pohanéno dominantné homotypickymi
interakcemi mezi pouze jednou makromolekulou, tak je smysluplné tvrdit, ze jeho vznik je
zavisly na piekroceni pouze jedné kritické koncentrace (Riback et al., 2020).

Reédlné bunécné kondenzaty vSak spiSe vznikaji na podklad€ souhry heterotypickych
interakci mezi riznymi typy molekul, vznik kondenzatu pak nezavisi pouze na piekroceni
jedné kritické koncentrace. Pravé heterotypické interakce mezi RNA a proteiny jsou klicové

pro stabilizaci jadérka, Cajalovych télisek nebo stresovych granul (Riback et al., 2020).
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5 Zaveér

V této praci jsem se snazil shrnul vyvoj vyzkumu na poli usporadani RNA Pol 1T v
bunécném jadre.

Nejprve struéné popisuji proces transkripce, s dirazem na poznatky relevantni pro
diskuzi role fazové separace v dalSich kapitolach jako je naptiklad aktivni transkripce na
enhancerech.

Navazujici kapitola shrnuje mikroskopické studie, které¢ vedly od konceptu statickych
transkrip¢nich tovaren, az k dynamickym transkripénim klastriim.

Ctvrta kapitola shrnula kli¢ové poznatky o mechanismech LLPS, véetné ulohy slabych
interakci, posttranslacnich modifikaci a RNA. Pfedstavil jsem dva aktualni modely, které
pfizplisobuji koncept fdzové separace pro komplexni prostfedi buiky: fazovou separaci
spojenou s perkolaci a mikrofazovou separaci.

Vyzkum fazové separace se nejspiSe bude ubirat smérem k sestavovani
komplexnéjsich, vicerozmérnych fazovych diagramii pro kondenzaty in vivo. Takovéto

diagramy maji potencial skute¢né urcit, kdy organela vzniké fazovou separaci.
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