Роль фазовых переходов в клеточных процессах на примере стресс-гранул
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Традиционно представления о внутриклеточной организации были связаны с органеллами, окруженными липидными мембранами. Однако согласно современным исследованиям, существенную роль в организации внутриклеточных процессов играют также и немембранные органеллы, в основе возникновения которых лежит высоко контролируемый в биологических системах обратимый фазовый переход жидкость–жидкость. При этом решающую роль в образовании немембранных органелл играют внутренне неупорядоченные белки [1]. Одним из примеров немембранных органелл являются стресс-гранулы (СГ), предполагаемыми функциями которых являются защита РНК и белков от вредных воздействий [2], а также приостановка трансляции при воздействии стресса [3]. Необходимо исследовать факторы, влияющие на сборку-разборку данных немембранных органелл, что важно для понимания возможностей интервенций и пока изучено недостаточно [4]. Целью данной работы является визуализация СГ in cellulo, изучение формирования СГ и их свойств при различных условиях в клетке, а также исследование сборки гранул выделенного каркасного белка СГ in vitro в присутствии краудинг-агентов.   
Общепринятыми подходами для визуализации СГ и наблюдения их структуры являются конфокальная флуоресцентная микроскопия, а также метод микроскопии сверхвысокого разрешения SIM [5]. Для изучения динамики СГ широко используется метод восстановления интенсивности флуоресценции после выжигания (англ. Fluorescence Recovery after Photobleaching, абб. FRAP) [6]. Сутью этого метода является выжигание лазером части конденсата, содержащего флуоресцентный белок, и получение зависимости восстановления интенсивности флуоресценции от времени после выжигания [image: image2.png]I(t)



. Для измерения размеров и массы гранул in vitro используется метод динамического рассеяния света (англ. Dynamic Light Scattering, абб. DLS) [7].
В данной работе в клетках HEK293T были проведены эксперименты по исследованию свойств СГ, образованных в результате воздействия арсенита натрия (окислительный стресс) [8]. Для визуализации СГ клетки были трансфецированы плазмидой, содержащей ген каркасного белка СГ, соединенного линкером с GFP. Был проведен FRAP-анализ СГ при нормальных условиях и в условиях отсутствия АТФ. Удаление АТФ вызывалось инкубацией клеток с протонофором CCCP и 2-деоксиглюкозой [5]. Кроме того, СГ были исследованы методом микроскопии сверхвысокого разрешения SIM. Также in vitro были получены гранулы при смешивании выделенного каркасного белка с краудинг-агентом Ficoll 400, при помощи метода DLS было исследовано плавление гранул. 
По результатам экспериментов по FRAP было продемонстрировано снижение мобильной фракции СГ, свидетельствующее об ухудшении динамики СГ, что согласуется с результатами, опубликованными ранее в литературе [5]. Методом SIM удалось различить образование нефлуоресцирующих агрегатов в СГ. Сформированные гранулы in vitro наблюдались на LSM на просвет, и при помощи метода DLS была получена зависимость общей массы гранул от температуры. 
Отработанная методика получения изображений СГ в сочетании с методом FRAP позволяют с высокой точностью определять их форму, размер и место локализации в клетках, а также отличать нормально функционирующие СГ от агрегатов. Полученные методом FRAP результаты подтверждают гипотезу о том, что сборка и динамика СГ модулируются АТФ [5]. Полученная зависимость общей массы гранул от температуры in vitro свидетельствует об увеличении числа гранул с увеличением температуры, что согласуется с последними исследованиями [9]. В дальнейшем планируется провести более полный набор статистики для свойств СГ в клетках в зависимости от различных условий, планируется применить метод измерения времени жизни флуоресценции (англ. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, абб. FLIM) [10]. Для гранул in vitro планируется изучение образования гранул в зависимости от концентраций белка и краудинг-агента, а также в зависимости от pH и наличия солей. Кроме того, планируется использование других краудинг-агентов (PEG, Dextran).
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