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Abstrakt

Bezmembranové organely, také nazyvané jako biomolekularni kondenzaty nebo proteinové kapénky,
jsou kapalné, sférické utvary tvofici se ve vSech bunéénych kompartmentech se slozenim jen o malo
odlisnym od svého okoli. Obsahuji zpravidla stovky rtiznych typti proteinli a nukleovych kyselin a plni
v bunice mnoho vyznamnych funkci. Vznikaji procesem zvanym fazova separace dvou kapalin, kdy se
v roztoku vytvoii fazové rozhrani za ucelem sniZeni celkové volné energie systému. Takovy proces
muze byt iniciovan vnéjSim stresem, vnitinimi procesy buiiky nebo mutacemi v DNA. Existuje mnoho
znamych typti bezmembranovych organel a kazdym rokem ptibyvaji dalsi. Jejich funkce zahrnuji
predevsim lokalizaci jednotlivych makromolekul a biochemickych reakci s nimi spojenych, regulaci
biochemickych reakci a transport makromolekul v butice. Tato prace piedstavuje stru¢né shrnuti
tématiky bezmembranovych organel s nékolika konkrétnimi ptiklady a velmi stru¢né popisuje nékolik
vybranych metod jejich studia.

Kli¢ova slova: bezmembranové organely, biomolekularni kondenzaty, proteinové kapénky, fazova
separace, kapalna faze



Abstract

Membraneless organelles, also called biomolecular condensates or protein droplets, are liquid spheric
bodies present in an every cell compartment. Their composition and density is only slightly different
from their surroundings. They consist of hundreds of types of proteins and nucleic acids and they are
responsible for various biological functions. They are formed via liquid-liquid phase separation that
creates a phase boundary in a solution of macromolecules in order to decrease the low free energy of
the system. This process is initiated by external stress, internal cell processes or mutations in DNA.
There are many identified types of membraneless organelles and each year there are more added on the
list. Their functions include localization of macromolecules and related biochemical reactions, tuning
of biochemical reactions and transport of macromolecules throughout the cell. This thesis presents a
brief summary of the topic of membraneless organelles with several specific examples and very briefly
describes several selected methods of their study.

Key words: membraneless organelles, biomolecular condensates, protein droplets, phase separation,
liquid phase
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ZKkratky
ALS — Amyotroficka lateralni skler6za

RNA — ribonukleové kyselina

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

LLPS — fazova separace dvou kapalin (liquid-liquid phase separation)
IDR - vnitin¢€ neusporadany region (intrinsically disordered region)
tRNA — transferova ribonukleova kyselina

snRNP - maly jaderny ribonukleoprotein

IncRNA — dlouhé nekédujici ribonukleova kyselina

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina



1. Uvod

Buiika je v biologii definovana jako zdkladni stavebni a funk¢ni jednotka Zivych organismi.
Eukaryotické buiika sama ma mnoho ¢asti a funk¢nich celkll - organel, n€které oddélené membranami
a nékteré spise ve formée shlukl proteind a nukleovych kyselin. Cilem této prace je pfedstavit prave
takové shluky vzniklé fAzovou separaci a metody jejich studia.

Za definovanych podminek, naptiklad za urcité teploty, pH, koncentrace soli a koncentrace urcitych
makromolekul se miize mechanismem fazové separace v buiice zformovat proteinova kapénka (protein
droplet). Ta mlze obsahovat az o dva fady vyssi koncentraci komponent neZ okolni prostiedi
(dispergovana faze), od které je oddélena fazovym rozhranim. Dispergovanou fazi v tomto piipadé
muze byt naptiklad cytozol nebo nukleoplazma.

Proteinova kapénka, nebo také bezmembranova organela je tedy shlukem vzajemné provazanych
molekul proteint a nukleovych kyselin vznikajici v buiice jako odpovéd’ na urcity vnéjsi signal nebo
existujici v pribéhu celého bunééného cyklu. Existuje mnoho typt téchto organel plnicich v burice
nejruznéjsi funkce. Pfikladem mohou byt stresova granula slouzici jako docasna skladisté
netranslatované medidtorové ribonukleové kyseliny nebo jadérko se svou nezaménitelnou roli v
biosyntéze ribozomil.

Fyzikalnim mechanismem vzniku bezmembranovych organel je prostorova separace dvou kapalnych
tazi na zaklad€ tendence systému zaujmout stav s minimalni volnou energii. Ten je dosaZen zvySenim
celkové entropie a snizenim celkové entalpie v diisledku vytvotfeni fazového rozhrani. Podminkou pro
koexistenci dvou separovanych fazi je stejny chemicky potencial a stejnd hodnota volné energie pro
ob¢ tyto faze, které se li$i v koncentraci obsazenych makromolekul.

Dtlezitymi vlastnostmi téchto kapének jsou termodynamickd reverzibilita a dynamicky se ménici
struktura. Bezmembranové organely vzniklé fazovou separaci byvaji zpravidla kapalné, ale bylo
popséno, Ze diky ur¢itym patologickym déjim se mohou stat zdkladem pro tvorbu pevnych
proteinovych plaki jako je tomu naptiklad u Alzheimerovy choroby nebo amyotrofické lateralni
sklerozy.



2. Pohled na bezmembranové organely v pribéhu ¢asu

Prvni popsané védecké pozorovani fazové separace u polymera organickych slou¢enin se objevuje na
sklonku tficatych let dvacatého stoleti, kdy je Bronstedem (1938' a 1939%) popsana jako otékani
(swelling) zavislé na sloZeni smési, teploté a koncentraci jednotlivych komponent. Krétce poté se
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objevuji teorie popisujici tento fenomén*** a rozsitujici nase porozuméni i na heterogenni polymery?®.

Postupné dochazi k jejich vyvoji az po v souéasnosti piijimané pojeti od Escobedy a DePabla’.

Prvni pozorovanou organelou, kterou dnes fadime k fazoveé separovanym, bylo jadérko popsané
nezavisle R. Wagnerem uz v roce 1835° nebo G. Valentinem 1836’ spise jako anatomicka zajimavost v
jadre bunky, nez jako funkéni celek. Zajem o néj byl v pribehu devatenéactého stoleti a na pocatku
stoleti dvacatého maly snad jen s vyjimkou Montgomeryho monografie'® z roku 1898. V roce 1903 a
1910 byly v jadie R. Cajalem popsany Cajalova téliska'' a speckles'.

Zlom ve vnimani kapének piinesly az ¢lanky od E. Heitze (1931)" a B. McClintock (1934)"
identifikujici organizator jadérka (nucleolus organiser region, v ¢lanku jako nucleolar-organizing body)
jako soucast chromosomu a poprvé tak vytvofili souvislost mezi bezmemranovou organelou (jadérkem)
jako anatomickou strukturou a procesem, jakym by mohlo vznikat. Dal§im vyznamnym krokem k
porozuméni funkce jadérka bylo objeveni souvislosti mezi jeho pfitomnosti v buiice a syntézou
ribozomalni RNA (1964)". V 60. letech se také objevily prvni EM snimky organel a bylo zjisténo, Ze
jadérko bufiky modelového organizmu Xenopus laevis obsahuje geny pro 40S rRNA'®. Na pielomu
tisicileti se zacinaji objevovat studie popisujici transport a lokalizaci jednotlivych molekul v butice a
jednotlivym organelam se dostava mnohem vice pozornosti z hlediska jejich molekularniho slozeni a
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funkce, ptikladem miiZze byt znovu jadérko nebo Cajalova t&liska’**'. Zhruba ve stejné dobé se

také objevuji prvni studie popisujici rychlou difuzi jednotlivych molekul do nitra organel a zpét do
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okolni plasmy~* a postupné se za¢ina formovat pfedstava bezmembranovych organel jako

biomolekularniho kondenzatu.

Zajimavosti mize byt, Ze uz v prubéhu 70. let minulého stoleti se objevuji spojitosti mezi fazovou
separaci a riznymi onemocnénimi. Pfikladem miize byt ¢lanek T. Tanaky* kde se autor zabyva
procesem vzniku katarakty u co¢ek mladych mysi.

V poslednich 20 letech se projevuje stale vzriistajici zajem o tématiku bezmembranovych organel,
nejen o obecné principy jejich vzniku a funkce, ale také o jednotlivé organely, jejich komponenty a
jejich roli ve fyziologii buriky.



3. Proces vzniku a zakladni charakteristiky bezmembranovych organel

Bezmembranové organely, oznacované také jako bezmembranové kompartmenty, biomolekularni
kondenzaty nebo proteinové kapénky, jsou kapalné utvary sférického tvaru oddélené od okolniho
roztoku fazovym rozhranim'. Vznikaji fazovou separaci dvou kapalin (liquid-liquid phase separation,
LLPS). Soucasti vétsich biomolekularnich kondenzati mize byt v urcitych ptipadech dalsi fazové
rozhrani, vytvarejici v organele jakysi sféricky subkompartment majici odlisné sloZeni a funkci®.
Organely jsou charakteristické relativné rychlou vyménou molekul se svym okolim a pfi setkdni s dalsi
kapénkou stejného typu maji tendenci splyvat®.

Kapénky mohou piechazet z tekutého do gelového stavu®® a nékteré z nich takovy stav dokonce
preferuji*’. Gelové agregaty nejsou schopné splyvani, ale stale si zachovavaji sféricky tvar a jsou
rozpustné, ptipominaji shluky deformovanych sfér, které se na sebe mohou lepit. Dalsi agregovanou
formou biomolekularnich kondenzath jsou fibrily, které ztraci sféricky tvar a jsou nerozpustné.
Kapénky tvofené strukturovanymi proteiny mohou krystalizovat.

Féazové rozhrani se v kapalin€ objevuje v pfipadé, kdy se jeji molekuly mohou uspotadat do dvou
ruznych stavu (fazi), které se li§i koncentraci svych komponent, za podminky, zZe ob€ uspotadani
existuji ve stavu se stejnou, nizkou, volnou energii a maji stejny chemicky potencial. Kapénkova faze
vykazuje zpravidla vyssi koncentraci n¢které z jejich komponent oproti svému okoli a sniZeni volné
energie je zde dosazeno energeticky vyhodnéj$im uspofaddnim makromolekul a jejich interkacemi.
Dtsledkem je sniZeni entalpie v kapénkové fazi. Naopak pro dispergovanou (dispersed) fazi je typicka
niz$i koncentraci dané slozky a tedy zvysena entropie.

Biomolekularni kondenzaty vznikaji pouze ve vhodném rozmezi teplot, pH, koncentraci soli a

za pritomnosti relevantnich makromolekul. Pokud dojde ke zméné nekterého z téchto parametrt pies
svrchni ¢i spodni kritickou mez, organela se rozpusti. Pokud se ale parametry navrati do svych
puvodnich hodnot, organela se znovu zformuje a je tedy termodynamicky reverzibilni (Obrazek 1).

Kapénku je mozné si pfedstavit jako shluk vzajemné interagujicich proteinti a nukleovych kyselin
vytvatejici jakési leSeni s pravidelné&jsi strukturou u sttedu organely a nestrukturované na jejim okraji,
kterym se prodird mnozstvi dal$ich makromolekul, které se misty reverzibilné vazi***. Pro vytvofeni
takové struktury je dillezitd multivalence proteinti dosahovana vétsim poétem strukturovanych domén?
nebo pfitomnosti vnitin€ neuspotfaddanych oblasti (intrinsically disordered region, IDR) schopnych
interakce s riiznymi vazebnymi partnery.

Vnitiné neuspoiadané oblasti se vyznacuji schopnosti zaujimat vice riznych konformaci a interagovat
tak mnozstvim vzajemné nepodobnych molekul. Pokud protein obsahuje vice vnitiné neusporadanych
oblasti, ma moZnost tvofit vice heterotypickych (s jinymi molekulami) i homotypickych (sdm se sebou)
kontaktli a dat tim vznik trojrozmérné siti, ktera pak slouzi jako vyse zminéné leSeni. Rtzné typy IDR
odpovidaji na riizné stimuly a urcuji nékteré vlastnosti vzniklé kapénky jako napiiklad koncentraci
jejich komponent anebo jeji viskoelasticitu®. IDR se mohou lisit naptiklad svou délkou, po&tem



hydrofobnich rezidui, jejich typem, poctem aminokyselin odd€lujici takova rezidua a stejné tak 1

poctem, typem a vzdalenosti rezidui nabitych.

Posttransla¢ni modifikace a mutace DNA ovliviiuji strukturu separujicich se proteint a tak i proces,

jakym dochazi k jejich fazové separaci (pfehledné shrnuto v Hofweber a Dormann 2019%).

Na vznik bezmembranovych organel ma v nékterych piipadech velky vliv pfitomnost a koncentrace

ribonukleovych kyselin. Pfiddnim malého mnozstvi RNA k proteintim schopnym vazby RNA lze

docilit snizeni kritické koncentrace pro LLPS., Naopak vysoké koncentrace ptidané RNA mohou vést k

rozpusténi organely™.

A
A
Critical point
3]
=
o
T _ 1-phase
o 2-phase regime regime
o
= 1 4 5
el ® @ @ . ®
©
1
o
o
5
et
>l D ‘ll L -
CL <€ > D
il
Concentration
1
G < ©
sat

Obrazek 1: Schéma fazového
diagramu: Krivka koexistence
dvou kapalnych fazi (Cerna)
zndzornuje kritické hodnoty
parametri, za kterych dochazi
k vytvoreni kapének a
oddeluje tak od sebe situaci,
kdy se kapénky tvori

(,, 2-phase regime ) a situaci,
kdy je roztok homogenni

(,, I-phase regime ). K fazové
separaci nedochazi, pokud
hodnoty parametrit prekroci
kriticky bod (critical point).

Pod grafem je znazornéno pét
riiznych situaci, které mohou
nastat pri konstantni teplote,
pH, atp. (tie line) za ménici se
celkové koncentrace proteinu
v roztoku. C = koncentrace
proteinu, Cy = kriticka
koncentrace,

C. = koncentrace proteinu v
dispergované fazi,

Cp = koncentrace proteinu v
kapénkové fazi; prevzato z
Alberti 2018%, upraveno



4. Priklady bezmembranovych organel

Z diivodu zatim nepfesné definice pojmu bezmembranovych organel mizeme do jejich vyctu fadit

mnoho nepfili§ si podobnych shlukii molekul od vzajemné provazanych enzymatickych kaskad ptes

ruzné druhy ribonukleoproteinovych ¢astic az po obecné uznavané piiklady jako Cajalova téliska nebo

Siroké spektrum stresovych granul. V této praci je proto uvedeno jen pét organel, kterym se vénuji

bliZze a souhrnna tabulka na konci kapitoly, kde pfidavam jesté n€kolik dalSich ptiklada.

Za zminku také stoji n¢kolik biomolekularnich kondenzatd, které vznikaji fdzovou separaci, ale které

nemuZeme oznacit za bezmembranové organely. Jsou to lipidové rafty, shluky receptorti na

cytoplasmatické membrané a naptiklad prolaktinova sekre¢ni granula, ktera jsou sice obklopena

fosfolipidovou membranou, ale uvniti téchto vackil se nachazi dvé faze, separované jiz v
endoplazmatickém retikulu®.
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Obrazek 2: Priklady fazove separovanych organel v eukaryotické burce,
prevzato z Gomes 201936, upraveno



4.1 Jadérko (Nucleolus)

V jadfte bunky se odehravd mnozstvi riznorodych procesi, které je nutné od sebe prostorové odlisit a
pokud vezmeme v potaz neptitomnost membranovych struktur uvnitt tohoto bunéc¢ného kompartmentu,
nejsnazs§im zpusobem, jak toho dosdhnout, je pravé LLPS.

Prvni z jadernych okrskl (nuclear bodies), ktery byl pozorovan jiz v prvni poloving 19. stoleti je
jadérko. Predstavy o jeho stavbé a funkci se v minulosti vyvijeli spole¢né s metodami umoznujicimi
jeho zkouméni. Dnes vime, Ze se morfologicky déli do tii oblasti: fibrildrni centrum (FC), denzni
fibrilarni komponent (DFC) a granularni komponent (GC). FC obsahuje jako jedina ze tii Casti DNA,
predevsim pak tandemové repetice genii pro pre-rRNA. DFC je mistem, kde dochézi k prvnim Gpravam
pre-TRNA a v GC miizeme pozorovat preribozomalni partikule a findlni ipravy pre-rRNA (Obrazek 3).
Jadérko, jako celek, ma pfiblizn€ jen dvojndsobnou celkovou koncentraci proteini v porovnani s okolni
nukleoplazmou®’ a obsahuje kolem 350°** riiznych druh proteinfi nutnych pro zajisténi vech jejich
funkei.

Krom¢ vytvareni a iprav rRNA a sestavovani ribozomil se jadérko uplatiiuje 1 v sestaveni SRP (signal
recognition particle)'”’, regulaci bunééného cyklu pomoci zadrzovani nucleosteminu® a nejspi§ ma vliv
i na funkci telomerazy a syntézu tRNA*.

V pribéhu mitdzy se jadérko rozpousti a po rozdéleni znovu vznikd kolem organizatort jadérka. V
procesu tvorby jednotlivych kompartmenta hraji vyznamnou roli proteiny fibrillarin (pro vznik DFC) a
nucleophosmin (pro vznik GC), které ptsobi jako leSeni pro oddéleni jednotlivych kapalnych fazi. U

obou zminénych proteinii bylo prokazano, ze podporuji fazovou separaci in vitro***,
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Obrazek 3:
Elektronmikroskopicky
snimek nucleolu z
mystho fibroblastu,

(f) fibrilarni centrum,
(d densni fibrilarni
komponent,

(g) granularni
komponent,

(Sipky) perinukleoldarni
heterochromatin,

(*) oznacuje
pritomnost densniho
fibrilarniho

. komponentu uvniti

* fibrilarniho centra;
prevzato z Raska,
2003%, upraveno




4.2 Cajalova téliska (coiled bodies)

Cajalova téliska nebo také coiled bodies jsou druhou nejlépe prozkoumanou organelou bunééného jadra
objevenou jiz roku 1903 R. Cajalem, ktery je pojmenoval jako ptidatna téliska jadérka. Vyskytuji se v
poctu 1 az 5 na buiiku, maji zhruba sféricky tvar, 300 — 500 nm v priméru (v oocytu az 100 kopii s
velikosti v fadu mikrometrli). Obsahuji elektron densni zkroucend vlakna (coiled threads) majici
prumér kolem 40 — 60 nm, ktera vazi stiibro (Obrazek 4). V pribehu ¢asu byly mnohokrat
znovuobjeveny a zapomenuty a mnohokrat znovupojmenovany — pravé po identifikaci elektronovym
mikroskopem byly nazvany coiled bodies podle obsahu denznich spirdlovitych struktur®.

Charakteristickym proteinem pro coiled bodies, ktery tvoii leSeni pro zformovani organely je
P80/coilin®**'. Bylo prokazano, Ze pii nespravné fosforylaci tohoto proteinu at’ uz pfidanim
specifického inhibitoru Ser/Thr fosfatdzy, kyseliny okadaové, nebo mutacemi na ur¢itych mistech
proteinu (napt. vyménou S202 za aspartat) se Cajalova téliska netvoii a jejich komponenty vcetné
samotného coilinu lze nalézt napiiklad v jadérku*. Mira fosforylace se 1i§i i v prib&hu bunééného
cyklu, coz umoziuje rozpusténi téliska v profazi mitozy*’ a jeho znovuzformovani v druhé poloving G1
faze.

Samotné Cajalova téliska byvaji ¢asto doprovazena dal§imi proteinovymi kapénkami nazyvanymi
cleavage bodies podle obsahu Cst64 (cleavage stimulation factor 64) a CPSF100 (cleavage and
polyadenylation specifity factor 100)*,

Obrazek 4: Cajalovo télisko pobliz jadeérka (A) a samostatné (B), méritko 0.1 um,
prevzato z Carmo-Fonseca et al. 1993"



4.3 Speckles (Interchromatin Granule Clusters):

Speckles jsou interchromatinové shluky s variabilni velikosti slozené z 20 — 25nm granuli propojenych
tenkymi vlakny®, jejichz velikost a pocet zaleZi na transkripéni aktivité bufiky (Obrazek 5). Zaroveh
jsou dalsi organelou objevenou R. Cajalem, tentokrat ale v roce 1910 pomoci barveni kyselym
anilinem'. Jejich objevitel je pojmenoval jako ,,grumos hialinas* neboli prisvitné shluky a jejich
oznadeni jako speckles (flicky) se poprvé objevuje v roce 1961, kratce po jejich identifikaci v
elektronovém mikroskopu*.

Funkei speckles je ukladani, sestavovani a modifikace faktorti potfebnych pro zpracovani nascentni
mRNA, ne vSak samotny splicing, ktery nejspiSe spolecné s polyadenylaci probihd v pfidruzenych
perichromatickych fibrilach™.

Obsahuji mnoZstvi pre-mRNA splicing faktorti jako napftiklad rizné snRNP a SR proteiny (SC35 a

dalsi)’', jejich kinazy** a fosfatazy>. Déle pak transkripéni faktory (napt. podjednotka
RNA polymerazy II pol 110**), poly-A polymerazu® nebo dokonce eIF4E>,

SON protein vytvari leSeni organely, pficemz pokud dojde k zablokovani jeho syntézy pomoci RNA
interference, organela nevznika a dochazi k zastaveni buné&ného cyklu v metafazi’’.

Obrazek 5: Jadro HelLa bunky s proteinem SC35-EYFP (zelena)
identifikujicim speckles; prevzato z Spector, Lamond 2011°°, upraveno
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4.4 Paraspeckles

Pfitomnost paraspeckles v jadie byla zaznamenéana aZ v roce 2002 Foxem™, ktery byl schopen
kolokalizovat Paraspeckle Protein 1 (PSP1), PSP2 a p54/nrb do interchromatinovych télisek o
velikosti 0,5 — 1 um. Vyskytuji se zpravidla v poctu 5 — 20 v jadrech savct.

Pro vznik organely je nutnd pfitomnost IncRNA Men ¢ (dlouha nekddujici RNA Men ¢, nékdy také
jako NEAT1) a IncRNA Men B!, které slouzi jako nukleacni faktor, na ktery se vazi proteiny rodiny
DBHS vyznacujici se coiled-coil doménou a RNA vazicimi motivy. DBHS proteiny PSF a p54/nrb jsou
nutné pro zformovani organely, PSP1 je pak vhodny pro jeji znaceni , protoZze mé nizkou koncentraci v
ostatnich ¢astech jadra. Paraspeckles také obsahuji inaktivni formu RNA polymerazy 11°.

Hlavni dosud znamou funkci organely je zadrZzovani urcitych typi RNA v jadie. Ptikladem takoveé
RNA je - pro mysi specificka - Ctn®, ktera ma vSechny exony nutné pro tvorbu CAT2 proteinu
(cationic amino acid transporter 2) a poly-A konec. V porovnani s jadro opousté&jici a translatovanou
RNA z genového lokusu mCAT2, mé ale prodlouZeny 3’ UTR, ktery obsahuje invertované repetice a
tvofi dvojvlaknovou strukturu, kterou rozeznava dsRNA-dependentni adenosin deaminaza, ktera
katalyzuje pfeménu adenosinu na inosin *. ZvySené zastoupeni inosinu v RNA pak umoZfiuje vazbu na
DBHS proteiny a docasn¢ tak znemozni export Ctn do cytoplasmy.

Zajimaveé je, ze pii zastaveni transkripce aktinomycinem D dochazi k rozpusténi paraspeckles.
Diivodem je inaktivace RNA polymerazy II a tim zastaveni produkce Men &/B. V takovém piipad¢ se
DBHS proteiny ptesouvaji do oblasti pobliz jadérka zvanych perinukleolarni ¢epicky (Obrazek 6).

A Untreated Actinomycin D

Obrazek 6: Fluorescencni mikrogram HelLa bunek pred (i) a po (ii) aplikaci aktinomycinu
D, popisuje presun PSP1 do perinuklearnich cepicek; barveni: Pyronin Y (Cervend,
zobrazuje RNA), YFP-PSPI fluorescence (zelend); prevzato z Fox 2002, upraveno.
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4.5 Stresova granula

Stresova granula jsou cytozolické 0,1 - 2um organely majici denzni jadro (core) a méné
koncentrovanou obalku (shell)*. RozliSujeme mnoho riiznych typi lisicich se sloZzenim, podminkami
vzniku a typem bunék66 ve kter}'Ich vznikaji. Obsahuji zpravidla polyadenylované RNA i ve formé

.....

lymfocytarni vnitrobun&¢ny antigen 1 (TIA1)"%®

66,69

a dalsi RNA vazici protemy v zavislosti na povaze
granula

Jsou tvotfeny v odpovédi na ndhlou zménu podminek v okoli burniky jako je naptiklad tepelny Sok,
osmoticky Sok nebo nahlé zvyseni koncentrace NaAsO, (Obrazek 7) a jejich pfitomnost v cytoplazmé

uzce souvisi s aktivitou translace. Hlavni biochemické drahy regulujici vznik stresovych granuli
zahrnuji inaktivaci mTOR (mamalian Target Of Rapamycin) a fosforylaci eIF20%, rozpousténi je pak
zpuisobeno obnovenim translace typu mRNA soustfedéného v granulu nebo autolyzozomalni kaskadou.
Chronicky stres piisobici na buiiku nebo nefunkénost autolyzozomalni kaskady pak vede ke stabilizaci
stresovych granul a tvorb& pevnych agregati (pfehledné shrnuto Wolozinem™).

Organela se ucastni metabolismu mRNA, kontroly translace, tfidéni mRNA-proteinovych Castic a
slouzi jako doc¢asné ulozisté pro riznorodé molekuly cytoplazmy. V poslednich letech se také ukazuje
uzké souvislost mezi dynamikou téchto organel a Sirokym spektrem nemoci, jmenovité pak
amyotrofickou laterdlni skler6zou, frontotemporalni demenci, Alzheimerovou chorobou, nékterymi
formami rakoviny’' a mnoZstvim virovych infekei.

Zoom
NaAsO, (min.) 0 min, Omin. 10min. 13 min. 14 min. 15 min.

16 min. 17 min. 18 min. 19 min. 20 min.

Obrazek 7: Formovani stresovych granul v U-2 OS bunkach exprimujicich GFP-G3BP1 v reakci na
stres vyvolany NaAsO:, velikost méFitka je 5 um, prevzato z Wheeler 2016%, upraveno

0 -15 min.

15-20 min. (&
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Tabulka 1: Seznam vybranych bezmembranovych organel, jejich funkce a slozky

Nazev organely

Hlavni funkce

Charakteristicky protein

Heterochromatin

Regulace transkripce

HP1, H3 metylovany na K9

Nucleolus

Syntéza ribosomil

fibrillarin, nucleophosmin, RNA
polymeraza |

Biogeneze, maturace a recyklace

Cajalova téliska snRNP coilin
Cleavage bodies” Akumulace sestiihovych faktort Cst64 a CPSF100
Gemini of coiled bodies™ Akumulace snRNP a snoRNP pro .
modifikaci RNA SMN protein
Clastosome’ A'ku.m.ulace prc?teasomu.a O 19S 2 208 proteasom
ubiquitinylovanych proteint
Speckles ukladani, sestavovani a SON, PTB I, SRSF2, SRSF1,
P modifikace sestiihovych faktort Malat1
Paraspeckles Regulace exportu RNA z jadra PSP1, P54NRB, PSF
Promyelocyticko-leukemicka Opravy DNA, regulace PML
t&liska (PML bodies)” transkripce
LK)
DDX1 Bodies Akumulace DDX1 DDX1
Komplex jaderného poru™ Regulace transportu molekul gt

mezi jddrem a cytoplasmou

Stresova granula

Odpovéd’ na stres

FUS, elF4G2, Publ, HNRNPAI,
TIA-1 a dalsi

P granulum’’

Determinace germinalni linie

LAF-1

P t&liska (processing bodies)™

Translacni represe a degradace
mRNA

Dcpla, Lsm proteiny

Ribosom”

Translace mRNA

ribosomalni proteiny

Postsynaptické denzity®

Modulace synaptického signalu

SynGAP a PSD-95

Neuronova transportni granula’™

Transport mRNA v neuronech

Staufenl a 2, FMRP, ZBP1,
hnRNPA2, CPEB, Pura, SMN

Nuage®!

Potlaceni aktivity transpozonil

MAEL, MIWI2, Ddx4,..

Bunééné inkluze

Docasné ulozisté

rizny
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5. Neurodegenerativni choroby a virové infekce ve vztahu k bezmembranovym
organelam

Bezmembranové organely jsou soucdsti mnoha bunéénych procest a poruchy jejich funkci maji piimy
vliv na fitnes organismu. Nejcastéjsi lidské nemoci spojované s témito organelami jsou
neurodegenerativni choroby a virové infekce. Charakteristickymi projevy téchto nemoci mohou byt
uplna absence, zvétSovani, zmnozeni a predevs§im pak - u neurodegenerativnich onemocnéni -
pfetrvavani téchto organel, sniZovani jejich permeability a nasledna solidifikace. Pfi¢inou zmén ve
struktute organel byvaji neobvyklé koncentrace RNA a proteinli, zmény ve struktufe proteinil
zpuisobené mutaci v DNA nebo pfitomnost cizorodych latek.

Neurodegenerativni choroby uvadéné v souvislosti s bezmembranovymi organelami byvaji definované
svymi projevy a mivaji proto vice, ¢asto nesouvisejicich, pti¢in. Pfiklady mohou byt amyotroficka
lateralni skler6za, Alzheimerova choroba nebo Frontotemporalni demence.

Amyotroficka laterdlni skler6za (ALS) je smrtelnd, nelécitelnd choroba charakterizovana rychle
postupujicim ibytkem mozkovych i miSnich motoneuront vedouci ke ztraté pohyblivosti a atrofii svali
v fadu nékolika malo let. V mnoha zaznamenanych piipadech dochazi k porucham tvorby a lokalizace
proteinu TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43)%, ubiquilinu 2* nebo superoxid dismutasy 1
(SOD1)*, tyto proteiny se nasledn& koncentruji v bezmembranovych kapénkach které postupné
pfeméiuji na pevné agregaty.

Alzheimerova choroba pfedstavuje nejcastéjsi typ ztraty kognitivnich schopnosti u lidi nad 65 let. Mezi
jeji projevy patii ztrata a pokiiveni paméti, zhorSeni jazykovych schopnosti, obtizné orientace a
poruchy chovani. Jednou z pfi¢in této choroby je zvyseni koncentrace amyloidu § v korovych
neuronech mozku a nasledné ukladdani tohoto proteinu v kapénkach, které maji tendenci solidifikovat
na amyloidové plaky. ZvySeni koncentrace amyloidu B zptsobi hyperfosforylaci Tau proteinu, ta ma za
nasledek narueni mikrotubularniho cytoskeletu a smrt nervovych bunék®.

Efekty virovych infekci jsou pfedevSim popisovany na stresovych granulich. Naptiklad Herpesviridae a
Flaviviridae zabrafuji tvorbé stresovych granuli ***. Poxviridae pfesouvaji transla¢nich faktory
nashroméazdéné ve stresovych granuli do cytoplasmy, kde je vyuzivaji pro syntézu svych vlastnich
proteini® a pfenosny gastroenteriticky virus (TGEV) z ¢eledi Coronaviridae naopak podporuje vznik

1¥. Virové infekce obecné upravuji metabolismus buiiky ve sviij vlastni prospéch a

téchto organe
narusuji tim kiehkou rovnovahu bunéénych procest, coZ ma za nasledek poruchy funkce bunécnych

organel. Pfehledné shrnuto v Gaete-Argel 2019,
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6. Metody vyzkumu bezmembranovych organel

V poslednich zhruba 20 letech stale stoupa zajem o bezmembranové organely a objevuje se ¢im dal tim
vice novych a pfesnéjsich informaci o jejich funkci a bunééné lokalizaci. Tento trend je zpisoben
predevsim kvalitnéj§imi pfistroji a inovativnimi metodami schopnymi identifikovat rozristajici se
mnozstvi jejich typt a komponent.

6.1 Mikroskopie

Svételnd mikroskopie, elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil (AFM) se vSechny
uplatiiuji pii studiu biomolekuldrnich kondenzatii. Mikroskopie atomdarnich sil je vhodné ke studiu
gelovych a pevnych agregatii, elektronova mikroskopie umoziuje pozorovat organely pod vysokym
rozliSenim. Svételna mikroskopie nam jako jedind dava moznost pozorovat pritomnost a dynamiku
organel v zivych buiikach.

Svételna mikroskopie je velice stard metoda pouzivana jiz v 17. stoleti. Pomoci této metody byly
udinény prvni pozorovani jadérka®’ nebo napiiklad, po obarveni kyselym anilinem, speckles'. Jejim
principem je osviceni vzorku svétlem a zachyceni zafeni od né€j odrazeného, jim rozptyleného nebo
emitovaného. Dnes existuje mnoho typt této metody a stale se objevuji dalsi. Pro zkoumani

vvvvvv

mikroskopie fazového kontrastu.

Vzdy pii pfimém ozatfeni vzorku je ale nutné brat v uvahu, ze mtize dochazet ke svétlem
indukovanému provazani (crosslink, ptedevsim u RNA a RNA vazebnych proteintl) a tak
experimentalné indukovanému vytvoreni gelu™.

Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je idealnim néstrojem pro sledovani lokalizace a dynamiky proteinu in vivo
a in vitro. Jejim zakladem je osviceni vzorku zafenim o definované vinové délce, tim excitace
fluoroforu v ném obsazeném a nasledna detekce zafeni emitovaného. Molekuly proteinii samy o sobé
nefluoreskuyji, proto je nutné vytvofit rekombinantni protein obsahujici znacku, ktera by toho byla
schopna, bohuzel tato znacka neboli tag mize ménit vlastnosti molekuly a je nutné ji do molekuly
peclivé umistit. Pfi studiu schopnosti proteinu fazoveé separovat (tvofit samovolné mista o vyssi
koncentraci) a lokalizovat do fazové separovanych kompartmentti vytvorenych za ptispéni jinych
molekul se ¢asto znaci jen ¢ast populace proteinu obsazené v buiice tak, aby jeho funkce byla
ovlivnéna co moznd nejméné. Tato metoda se uplatiiuje 1 pfi studiu splyvani kapének. Nejpouzivangjsi
fluorescenéni znackou je zeleny fluorescenéni protein (GFP) a jeho modifikace.”
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Obnoveni fluorescence po vybéleni svétlem (Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP)® a
komplementarni metoda, ztrata fluorescence svételnym vybélenim (Fluorescence Loss In
Photobleaching, FLIP)”, pfedstavuji moznosti sledovani pohybu proteini mezi buné&énymi
kompartmenty. Zakladem obou metod je intenzivni osviceni urcité oblasti buiiky, ve které dojde k
permanentni inaktivaci fluoroforu. Nésledné pii FRAP sledujeme za jak dlouho a jestli viibec se obnovi
fluorescence v této oblasti (Obrazek 8) a pii FLIP sledujeme, zdali se v pribéhu osvitu méni intenzita
fluorescence v okoli ndmi vybrané ¢asti buniky. Touto oblasti mtize byt naptiklad organela, ¢ast
organely nebo ¢ast nukleoplasmy?. Metody lze pouzit napfiklad i pro pozorovéani pohybu molekul v
buné&énych membranach®. Pokud pozorujeme lokalni zvySeni koncentrace proteinu a rychlou vyménu
(rychlé obnoveni fluorescence pii FRAP a rychly ubytek fluorescence pti FLIP) v této oblasti, miizeme
nase pozorovani povazovat za jeden z ditkazli vytvofeni biomolekularniho kondenzatu. Stejnou
dynamiku pozorujeme ale i u proteinti, které se reverzibilné€ vazi do porovitych pevnych struktur.

A ' ' ' B

10 [~ ' 1.0
_ 08 ﬂfd\_,.www-
gos [ 8/ 1 %05l FRAP .
o FRAP S
S04 F BS (1.5pmdroplet) { £ (1 O pm droplet)

. HelLa cell In vitro
02 . 1
. . , 0.0 i .

05101520'051(515
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Obrazek 8: Intenzita fluorescence kapénky v zavislosti na case po jejim vybéleni. Sedé pole oznacuje
dobu osvitu, pievzato z Nott et al. 2015”, upraveno

A: Ddx4"F kapénky v Zivé HeLa burice, primér 1,5um, 37°C. 50 % intenzity fluorescencese se
navraci za 2.5 s po osviceni

B: in vitro kapénka obsahujici Ddx4"" a rekombinantni purifikovany Ddx4YFP v poméru 60:1,
priumer 10um, v roztoku 150mM NaCl, 20°C. 50 % intenzity fluorescencese se navraci za 1 min po

osviceni
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Nomarského diferencialni interferenéni kontrast

Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast (Differential interference contrast, DIC) pfedstavuje
zpusob, jak pozorovat morfologii bunéénych organel bez pouziti barveni, které by mohlo ménit
strukturu kondenzatt (Obrazek 9). Metoda je zaloZena na interferenci dvou paprski polarizovaného
svétla ze stejného zdroje rozdélenych polopropustnym zrcadlem. Prvni paprsek prochazi vzorkem a
rychlost jeho Sifeni je ovlivnéna indexem lomu jednotlivych ¢asti vzorku, druhy paprsek slouzi jako
referen¢ni. Po prichodu vzorkem se paprsky skladaji a intenzita vysledného zareni je zavisla na fazi
obou paprskt, pokud se nachézi ve stejné fazi, intenzita je nejvyssi a s lisici se fazi, intenzita klesa.
Diky tomu jsme schopni rozlisit jednotliva prostfedi v bufice s riznymi indexy lomu svétla®™.

Obrazek 9: Porovnani informaci ziskanych z Nomarského varianty mikroskopie fazového kontrastu

(DIC) a fluorescencni mikroskopie na prikladu jader HeLa bunék; prevzato z Nott et al. 2015,
upraveno
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6.2 Metody pouzivané in vitro

Ptevedeni organel do definovaného prostfedi umoziiuje presnéjsi definici jejich sloZeni a podminek, ve
kterych dochazi k jejich formovani. Vzdy je ale nutné mit na paméti, Ze v riznych prostiedich mohou
makromolekuly tvotici kapénky vykazovat riizné vlastnosti a také fakt, Ze pokud se in vitro vytvari
fazové rozhrani, nelze fici, Ze se tak d¢je také in vivo nebo ze ma tento proces v buiice néjakou funkci.
Mezi metody pouzivané in vitro patii také mikroskopie zminéna v piedchozi podkapitole.

Pteneseni organel do in vitro prostiedi

Bezmembranové organely mizeme v bezbunéném roztoku ziskat extrakci celych organel z zivych
buné¢k nebo izolaci jednotlivych komponent a jejich zpétnym zformovanim. Zatimco extrakce celych

96979899 " vti izolaci jednotlivych,

organel zpravidla zahrnuje lyzi bunék, centrifugaci a imunoprecipitaci
vétSinou rekombinantnich, proteint a riznych nukleovych kyselin je nutné brat v potaz pouzity
expresni systém, tendenci proteini agregovat a vazat se na pouzité materialy, pouzité pufry a veskeré
modifikace proteinil a nukleovych kyselin (znacky, delece, metylace,..) a jejich dopad na pritbéh
purifikace. Vysledkem je pak €isty protein, u kterého jsme schopni ptesné urcit podminky za kterych se
fazové separuje, zdali je viibec schopen se samostatné separovat a vlastnosti takto vzniklého

kondenzatu™.

Samotna fazova separace by méla probihat ve fyziologickych podminkach se zvySenym diirazem na
vhodnou teplotu, pH a koncentraci soli. Ochotu proteinti se separovat muze ovlivnit i kvalita povrchu
pouzitych nadob a ptitomnost srazedel (crowding agents), jako jsou polyethylenglykol, ficoll nebo
dextran'®,

Stanoveni koncentrace proteinti v kapénkové fazi

Spolehlivou metodou ur¢ovani koncentrace kapénkové faze v ¢istém roztoku jediného proteinu je
oddé€leni obou ptitomnych fazi centrifugaci a zméteni absorbance pii A = 280 nm. Po centrifugaci je
vhodné dispergovanou fazi definované natedit za ucelem zamezeni vzniku dal§ich kondenzati v
pribéhu méfeni''. Dalsi moznosti jak stanovit koncentraci proteinu v kapénce mize byt napiiklad
pouziti fluorescenéné znacenych molekul a naslednd kvantitativni analyza intenzity emitovaného
svétla. V tomto pripadé€ je nutné mit k dispozici kalibra¢ni kiivku popisujici intenzitu emitovaného
svétla pouzitym fluoroforem ve vztahu k jeho koncentraci'™.
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Me¢fteni turbidity

Kapénky o rozmérech v fadu desitek a stovek nanometri maji schopnost rozptylovat viditelné svétlo a
mohou tak byt detekovany méfenim optické denzity roztoku nebo méfenim statického rozptylu svétla.
Tato metoda tak dovoluje urcit kritické hodnoty parametra, pii kterych jsou kapénky vytvoteny,
neposkytuje vSak informaci o jejich slozeni (Obrazek 10). Metodu je tedy vzdy nutné kombinovat
napiiklad s fluorescen¢ni mikroskopii, aby bylo mozné prohlasit, Ze se v kapénkach skute¢né nachazi

zkoumany protein.
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Obrazek 10: Méreni turbidity (zelené krivky) in vitro kapének Ddx4 proteinu (202 uM protein, 200
mM NaCl) s ménici se teplotou doplnéné o mikroskopické pozorovani vzniku a zaniku kapének,
Turbidity = turbidita, Temp = teplota ve °C, T = cas v minutach,

prevzato z Nott et al. 20157, upraveno

Méteni povrchového napéti

Povrchové napéti kapének Ize stanovit usazenim na hladky pevny podklad (sklicko,..) a zmétenim thlu
mezi povrchem kapénky a rovinou podkladu. Dal$i moznosti miize byt odvozeni povrchového napéti z
hodnot viskozity namétenych pasivni mikroreologii a z tzv. inverse capillary velocity, coz je pomér
viskozity k povrchovému napéti, ktery Ize ziskat porovnanim rychlosti splyvani kapének a jejich

rozmérem'®.
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Mikroreologie

Mikroreologie pfedstavuje soubor metod zamétenych na zkoumani viskozity a elasticity kapalin.
Metoda pasivni mikroreologie spociva ve vlozeni inertni ¢astice s velikosti v fddu mikrometrd do
centra kapénky a mikroskopickém sledovani jejiho pohybu skrz organelu. Vysledkem pozorovani je
vzdalenost, kterou Castice urazi za dany Cas (z této hodnoty se nasledné da vypocitat viskozita kapénky)
nebo stanoveni frekvence se kterou ¢astice v kapénce kmita pomoci optické pasti, a tak i elasticita. Pfi
aktivni mikroreologii je vlozena Castice zarovei s probihajicim méfenim rozkmitdna na definovanou

frekvenci optickou pasti nebo elektromagnetickym polem a zaznamendvany jsou odchylky od

vyvolanych kmitd. Aktivni mikroreologie tak umoZiuje presnéjsi stanoveni elasticity'”.

Dalsi variantou mikroreologie, volné kombinovatelnou s aktivnim i pasivnim uspotadénim, je
dvoucasticova (two-particle) mikroreologie, kdy jsou do kapénky nezavisle vlozeny dvé ¢astice. Tato
varianta umoziuje odfiltrovat nezadouci lokalni vlivy prostiedi v nejbliz§im okoli ¢astice a poskytuje

v

tak mnohem ptesnéjsi informaci o vlastnostech kapénky. Pti aktivnim uspotadani dvoucasticové
varianty (Obrazek 11) je zpravidla rozkmitdvana pouze jedna z ¢astic a druhd slouzi pro detekci'®.

Namétené hodnoty jsou ovlivnény velikosti, tvarem ¢astic a materialem ze kterého jsou vyrobeny'”.

(a) polystyrene (b) Obrazek 11: Aktivni
beads dvoucdsticovd
mikroreologie in vitro
kapénky tvorené
proteinem PGL-3,

(a) Schéma,

(b) fluorescencné-
mikroskopicky snimek v
priibéhu pokusu,
méritko = 5 pym,

(c) zména pozice optické

focused laser beam

<>

(c) (d) pasti 1(Cervené) a sila,
20 o _ 10° T kterou ptisobi jednotlivé
z > E . Cdstice na optickou
Ef, 10 5 2 g ° past 1 a 2 v priibéhu
L > O experimentu
= 0 = & 710 N
w nR . o (d) vypocitané
S 10 0.4 2 - *te koeficienty pruznosti pro
2 08 ° prvni (x'ss, plné kruhy) a
20 2 ool 75 mM KCl druhou (x"sys, prdzdné
107 10° 10° kruhy) optickou past,
frequency (Hz) prevzato z Jawerth et al.

2018, upraveno
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6.3 PocitaCové modely

Pocitacové modely jsou dnes nejrychleji se rozvijejicim souborem metod pro popis a predevsim
predikci chovani nejriznéjsich systémt a bezmembranové organely nejsou vyjimkou. Pokud
pomineme mnozstvi databazi obsahujici informace o konformaci proteinti (napt. PDB, UNIPROT),
dostavame se k algoritmtiim pro predikci vyskytu riznych typt domén v zavislosti na sekvenci
aminokyselin a programtim schopnym ptedpoveédét chovani celych organel v zavislosti na souboru
jejich komponent.

Algoritmy pro predikci konformace proteinli mohou uvazovat pravdépodobnost vyskytu urcité
aminokyseliny v riiznych typech sekundarnich a tercidlnich struktur a na zdklad€ aminokyselinové
sekvence jsou schopné vypocitat celkovou pravdépodobnost pfitomnosti takové struktury v molekule
(napt. PLAAC pro predikci vnitin& neuspoiadanych regiont'®). Dal§im zptsobem predikce miize byt
porovnani vlastnosti jednotlivych rezidui (hydrofobicita, naboj,..) a vytvoieni modelu konkrétniho
proteinu (Rosetta a dalsi).

Ptedpovédét chovani celé organely miize byt velmi narocné na vypocetni kapacitu, proto se ¢asto
pouziva zjednoduSeny, hrubozrnny (coarse-grained) model jejich komponent, ktery misto atoml, jako

zakladnich jednotek systému uvazuje zpravidla celd aminokyselinova rezidua nebo naptiklad celé baze
107

nukleovych kyselin™’. Pokroky v konstrukci vypocetni techniky ale umoznuji v poslednich nékolika

letech pouziti mnohem detailnéjSich, ,,all-atom* (Obrazek 12), modell a pfinaSeji tak velmi piesny

zplisob, jak testovat védecké hypotézy'*'?.

white  non-polar .
blue/red pos/neg roll in place transil. roll

green  polar

Obrazek 12: All-atom model procesu disociace SAM-SAM komplexu, barevné odliseny
aminokyselinova rezidua, nepolarni (bila), kladné nabité (modre), zaporné nabité (Cervené)
a polarni (zelené); prevzato z Zhang et al. 2016
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7. Zavér

Bezmembranové organely jsou dynamické shluky proteinii a nukleovych kyselin, které v buiice
zastavaji mnozstvi dilezitych funkci. Jsou kapalné, jsou od svého okoli odd€leny fazovym rozhranim a
jejich struktura je termodynamicky reverzibilni. Toto jsou tfi zdkladni a jediné charakteristiky spole¢né
pro vSechny rizné typy kapének, které za bezmembranové organely miizeme povazovat. Vycet rozdilii
mezi riznymi formami a druhy téchto shluki je ale mnohem delsi. Lisi se v druhu proteinu, RNA ¢i
dokonce DNA, kterou mohou obsahovat, lisi se fyzikdlnimi podminkami, ve kterych se tvofi a ve
kterych jsou schopné pretrvavat, lisi se svym vzhledem, svou velikosti, svou funkci a divodem, pro
ktery se v buiice tvofi a lisi se podstatné dobou, po kterou jsou schopné v burice ptetrvat. Pres to
vSechno a tim v§im jsou nezbytné pro preziti buniky, poskytuji rychlou, i€¢innou, piesnou regulaci
bunéénych procest a kazda neptesnost a chyba v jejich funkci miiZze byt pro cely organismus zcela
fatalni.

V poslednich malo desitkach let se bezmembranovym organelam vénuje ¢im dal vétsi pozornost nejen
diky vyznamu, ktery maji v zZivych soustavach, ale také diky novym a pfesnéj$Sim moznostem jejich
vyzkumu. Rozvoj mikroskopickych technik umoziiuje sledovat pohyb jednotlivych molekul v kontextu

cey

zijici bunky a rozvoj vypocetni techniky uz nyni nabizi zplisoby jak toto chovani pfedpovidat.

Ve své praci se pokousim nastinit soucasny pohled na bezmembranové organely. V posledni dobé se
objevuje vzristajici zdjem o toto téma a dochézi ke konsolidaci pozorovani z riznych oborl, coZ ma za
nasledek hlubsi pochopeni problému a rozpoznani novych souvislosti. Snad jiz dnes se da fici, Ze tento
pristup ma potencial v budoucnu piinést moznosti, jak efektivné ovliviiovat fazovou separaci in vivo a
tim modulovat mnoho esencialnich bunécnych procesii a eventudlné umoznit 1é¢bu dnes smrtelnych
onemocneni.
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