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I. ВВЕДЕНИЕ
Один из способов обеспечить высокую скорость и специфичность 
хими ческих реакций в клетке – компартментализация ферментов и 
их мишеней. Традиционно, под компартментами эукариотической 
клетки понимают систему мембранных органелл, сообщающихся 
друг с другом с помощью везикулярного транспорта [1]. Однако 
сущест вует и другой способ быстрой, регулируемой, обратимой ком­
парт мен тализации в клетке – образование немембранных орга нелл 
[2]. Немембранные органеллы отличаются по локализации, составу 
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и физико­хими ческим свойствам, что приводит к сосущест во ванию 
раз лич ных терминов для их описания: РНК­гранулы, рибонук лео про­
теиновые (РНП) тельца, компартменты, безмембранные органеллы 
[3, 4]. В 2017 г. Салман Банани ввел термин «биомолекулярные 
кон ден саты», отражающий общие черты подобных структур [4]. В 
данном обзоре обобщены данные об известных на текущий момент 
биомо лекулярных конденсатах эукариот, их структуре и функциях 
в клетках. Также описаны подходы, применяемые для изучения 
струк туры, динамики и функций биомолекулярных конденсатов и их 
воз мож ных взаимодействий с другими клеточными компонентами.

II. БИОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОНДЕНСАТЫ,  
ИХ РОЛЬ В КЛЕТКЕ

Cогласно определению Салмана Банани, биомолекулярные конденсаты 
(биоконденсаты) – это органеллы клетки, не окруженные мембраной, 
более плотные, чем цитоплазма, и содержащие белки и нуклеиновые 
кислоты [4]. Регулируемая и обратимая конденсация обеспечивает 
пространственное взаимодействие белков, выполняющих одну и ту 
же функцию. Это способствует повышению скорости и точности 
хими ческих реакций.
 Биоконденсаты образуются в результате сочетания процессов пер­
ко ляции (просачивание жидкости через пористые/гранулированные 
материалы) [5] и фазового разделения; эти процессы называют «раз­
де лением фаз на границе двух жидкостей» (англ. Liquid–liquid Phase 
Sepa ration, LLPS) [2 ,4, 6]. При достижении ключевыми компонентами 
концентрации насыщения однофазная система разделяется на двух­
фазную [7]. Образуется более концентрированная фаза, содержащая 
боль шее количество определенных белков и нуклеиновых кислот – 
собст венно конденсаты, и менее концентрированная – раствор, цито­
плазма или нуклеоплазма (см. обзоры [6, 8]). Обе фазы сосуществуют 
вместе внутри клетки, обмениваются содержимым, но не смешиваются 
(рис. 1). Разделение фаз чувствительно к мельчайшим изменениям 
физико­химических характеристик среды, таким как температура, pH, 
осмо тическое давление и уровень АТФ в клетке (см. обзор [9]). Эти 
изме нения являются следствием текущего состояния метаболизма 
[10]. Таким образом, образование биомолекулярных конденсатов 
поз воляет клеткам быстро реагировать на изменения окружающей 
среды.
 Многие немембранные органеллы известны уже давно. Например, 
P­гранулы были впервые обнаружены в клетках зародышевой линии 
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Cae norabditis elegans в 1983 году при помощи электронной и флуо­
рес центной микроскопии [11, 12]. P­гранулы содержат мРНК и белки 
и участвуют в посттранскрипционной регуляции материнских мРНК 
в клетках зародышевой линии [13]. Было показано, что гранулы спо­
собны сливаться друг с другом, обмениваться компонентами с цито­
плаз мой, легко деформируются и обладают вязкостью, что указывает 
на их жидкую природу [14]. Позже подобные свойства были показаны 
и для других органелл, таких как ядрышко, стресс­гранулы, P­тельца 
и другие [15, 16].
 Биоконденсаты выявлены как в цитоплазме, так и в ядерном прост­
ранстве. В цитоплазме некоторые биоконденсаты, такие как стресс­
гранулы [17–20] и P­тельца [21–23], играют роль в ответе клетки на 
стрессовые воздействия. Они формируются в результате фазового 
раз де ле ния мРНК и белков и могут служить для временного хранения 
и регу ляции мРНК в условиях стресса. В ядерном пространстве био­
кон денсаты, такие как ядрышко [24], тельца Кахала [25–27], спеклы 
[28, 29], тельца гистонового локуса [30], и другие [3, 4], участ вуют 
в без мембранной компартментализации, временном хране нии и 
акти вации биомолекул. Конденсация в результате фазового разде ле­
ния приводит, в том числе, к формированию крупных комплексов, 
таких как гетерохроматин [31] и суперэнхансеры [32], участ вующих 
в орга низации хроматина и регуляции транскрипции. Эти комплексы 

Рис. 1. Образование биоконденсатов в результате разделения фаз на границе 
двух жидкостей. 
 Вероятность LLPS зависит от времени, концентрации и других параметром 
системы. Объяснение в тексте статьи.
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способствуют созданию специфических микросред для активации или 
подавления определенных генов. Фазовая сепарация нуклеопоринов 
способствует селективности ядерного порового комплекса [33], обес­
пе чивая ядерный транспорт. 
 Спектр возможных немембранных органелл постоянно расши­
ряется за счет исследований, как in vivo, так и in vitro. Так, к биокон­
ден сатам относят центросомы [34], кластеры мембранных белков 
(Т­кле точный рецептор [35], нефрин [36], активированные комплексы 
рецеп торных тирозин киназ [37]).
 Биоконденсаты были обнаружены как у прокариот [38, 39], так 
и у эука риот, от простейших организмов до высших растений [40] и 
живот ных [3, 4, 16]. В Таблице приведены примеры наиболее извест­
ных немембранных органелл, относимых к биоконденсатам и обра­
зо ванных в результате разделения фаз на границе двух жидкостей.
 Обобщая роль биоконденсатов в клетке, можно выделить следую­
щие функции (см. рис. 2):

– участие в процессах, связанных с реализацией и воспроизводст­
вом генетической информации [41–48, 54, 55];

– быстрый и обратимый ответ на неблагоприятные внешние воз­
действия, такие как повышение температуры [18], снижение 
цито плазматического pH [10, 80, 93], иммунный ответ [94];

– регуляция концентрации белков и нуклеиновых кислот в ядре 
и цитоплазме [15, 85, 88];

– активация химических реакций [25, 26, 58, 61];
– инактивация молекул [20, 23];
– cортировка и транспорт макромолекул [33, 64, 65];
– формирование ядер нуклеации [34, 86];
– передача сигнала [35, 37, 95].

 Образование биоконденсатов может регулироваться как стадиями 
жизненного цикла клетки (например, ядрышко начинает форми ро­
ваться в поздней телофазе, разбирается в митозе [24]), так и внешними 
воздействиями (например, кластеризация рецепторов на мембране 
[35–37], формирование стресс­гранул, P­телец [17–20, 96]).
 Несвоевременное образование или изменение свойств биоконден­
сатов может привести к накоплению неправильно свернутых белков и 
их агрегации, включая образование амилоидных агрегатов [8]. Нару­
шение образования биоконденсатов связывают с различными забо­
ле ваниями, такими как боковой амиотрофический склероз, болезнь 
Альцгеймера, болезнь Хантингтона, отдельные типы рака [97–101].
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III. СТРУКТУРА БИОКОНДЕНСАТОВ
Большинство биоконденсатов представляют собой «жидкие капли» 
округ лой формы, способные сливаться между собой. Молекулы 
внутри капель и на границе капля/окружающая среда свободно диф­
фун дируют. Это было показано для P­гранул, ядрышка, стресс­гра нул 
и других органелл [2, 13, 16, 98]. Кроме того, биоконденсаты также 
могут образовывать «комплексные жидкости», такие как гели и жид­
кие кристаллы [2].
 Гели представляют собой сеть полимеров, связанных слабыми 
меж молекулярными связями. Они обладают упругостью (способ­
ностью сохранять форму) в течение короткого периода воздействия 
и вяз костью при длительном воздействии [2]. Примером геля в 
биоло гических структурах являются биоконденсаты, формируемые 
белком вне кле точного матрикса эластином [102, 103]. Образование 
геле подобной структуры в результате разделения фаз было показано 

Рис. 2. Основные функции биомолекулярных конденсатов. 
 Пояснение в тексте.
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для митотических хромосом клеток млекопитающих, подвергшихся 
гиперосмотическому шоку [104].
 Одной из разновидностей гелей являются гидрогели. Гидрогели 
содержат большое количество воды и отличаются растворимостью 
в воде большинства компонентов. При увеличении концентрации 
воды они могут «разбухать». Примером гидрогелей являются нуклео­
порины – белки, образующие селективный фильтр ядерного поро вого 
комплекса [105]. В исследованиях in vitro было показано, что при 
уве ли чении концентрации некоторых РНК­связывающих белков, 
содер жащих неструктурированные участки, например, FUS, TAF15, 
hnRNP, EWS, CIRBP, образуются твердые гидрогели, имеющие струк­
тур ное сходство с амилоидными фибриллами. Однако эти гидрогели, 
в отличие от амилоидов, могут растворяться и деполимеризоваться 
[106, 107].
 Ещё одной формой «комплексных жидкостей» являются жидкие 
кристаллы – жидкая субстанция, в которой компоненты упорядочены 
в одном направлении. Эта упорядоченность может быть достигнута 
благо даря различным механизмам и структурным элементам. Напри­
мер, мейоти ческое веретено деления упорядочено благодаря ориен­
тации микро трубочек [108]. Они создают ось, вдоль которой проис­
хо дит упоря доченное движение хромосом и обеспечивается точ ное 
раз де ление генетического материала при мейозе. Структуру жид кого 
крис талла имеет и синаптонемный комплекс: каркасные белки упоря­
до чены вдоль оси синаптонемного комплекса [109].
 Структура и свойства биоконденсатов могут изменяться при 
изменении внешних параметров, таких как pH, температура, концент­
рация, время. В исследованиях in vitro было показано, что жидкие 
капли могут со временем превращаться в твердые структурированные 
агрегаты под влиянием термодинамических и кинетических процес­
сов. Например, белки FUS, hnRNPA1, Whi3, фибрилларин, Sup35, 
содержащие неструктурированные домены, сначала образуют жидкие 
капли. Cо временем, в условиях in vitro, биомолекулярные конденсаты 
данных белков начинают демонстрировать признаки геля или твердой 
фазы [93, 98, 105, 106].
 В исследованиях in vivo подобное было также показано для 
стресс­гранул клеток млекопитающих. В образовании стресс­гранул 
млекопитающих ключевую роль играет фазовое разделение белка 
G3BP в результате взаимодействия с мРНК [110]. В ходе своего 
жиз ненного цикла стресс­гранулы могут накапливать аберрантные, 
непра вильно свернутые белки (SOD1, РНК­связывающие белки), что 
приводит к образованию патологических, твердых стресс­гранул, 
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ассоции рованных с различными заболеваниями, такими как боковой 
амиотро фический склероз, болезни Альцгеймера и Хантингтона, 
диабет 2 типа [8].
 Структура биоконденсатов может быть гетерогенной. Например, 
ядрышко, РНК­тельца и стресс­гранулы имеют сложную организацию, 
в которой различные слои отличаются плотностью, составом и физико­
химическими свойствами (подробнее см. [66, 111, 112]). На Рисунке 
3 представлены варианты возможных структур биоконденсатов. 
 Гетерогенность структуры биоконденсатов и возможность изме­
нения их свойств со временем – «старение биоконденсатов» – приво­
дят к вопросу: может ли образование биоконденсатов способ ствовать 
обра зованию высокоупорядоченных белковых агрегатов c межмо ле­
ку лярной кросс­бета структурой (амилоидов)?
 Данные, полученные in vitro, позволяют утвердительно ответить на 
данный вопрос. Так, например, белок FUS образует жидкие компарт­
менты in vivo на участках репарации ДНК, а также в цитоплазме в 
результате стрессовых воздействий. Авинаш Патель с коллегами 
пока зали, что «старение» жидких капель FUS in vitro приводит к обра­
зованию белком FUS амилоидоподобных фибрилл. Интересно, что 
мутации в последовательности белка FUS, ассоциированные с разви­
тием болезни Альцгеймера, ускоряют образование фибрилл [98]. В 
работе M. Като, также выполненной in vitro, сверхпродукция прионо­
по добных доменов белков FUS и hnRNPA2, слитых с репортерным 
белком mCherry, приводила к образованию гидрогелей с кросс­бета 
структурой (что было подтверждено данными рентгеноструктурного 
анализа), морфологически неотличимых от амилоидных агрегатов. 
Однако, в отличие от амилоидных агрегатов, полученные гидрогели 
могли растворяться и деполимеризоваться [106, 107].
 На данный момент, прямые доказательства перехода биомоле­
ку ляр ных конденсатов в амилоидные агрегаты in vivo практически 
отсут ствуют.
 Фазовая сепарация белков FUS, G3BP, Pab1 и Sup35 в клетках при 
физиологической концентрации в ответ на стрессовые воздействия 
является частью ответа организма на стрессовые воздействия и спо­
собствует его выживанию [18, 93, 98, 120]. В то же время, мутации в 
этих белках могут способствовать агрегации и приводить к различным 
пато логиям и заболеваниям [8, 98]. В связи с этим, Симон Альберти 
предложил разграничить термины «конденсаты» и «агрегаты» с 
уче том функциональной значимости образуемых скоплений и их 
даль нейшей судьбы в клетке [8]. Термин «конденсаты» он предложил 
исполь зовать для описания динамической обратимой сборки молекул, 
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кото рые можно растворить и повторно использовать. В свою очередь, 
термин «агре гаты» использовать для патологических белковых обра­
зо ваний, в которых компоненты необратимо повреждены и часто 
пред назначены для уничтожения [8]. При этом стоит отметить, что 
пред ложенное С. Аль берти определение, по сути, не учитывает функ­
цио нальные амилоид ные агрегаты [113–115].
 Мы считаем, что более точным будет разграничить термины 
«био мо ле кулярные конденсаты» и «агрегаты» на основе структурных 
особен ностей исследуемых объектов вне зависимости от того, явля­
ются ли агрегаты функциональными, нейтральными или патоло ги­
чес кими в изучаемых организмах (см. рис. 4).
 Обобщая данные о структуре и свойствах биоконденсатов, можно 
выделить следующие характерные особенности:

Рис. 3. Варианты архитектуры биомолекулярных конденсатов (по [112], с моди­
фи кациями). 
 А – твердое ядро, жидкая оболочка. Конденсаты формируются из многочис­
ленных гранул, которые объединяются в более крупные (стресс­гранулы). 
 Б – жидкое ядро, твердая оболочка. Жидкое ядро окружено гелеобразной 
бел ко вой оболочкой (P­гранулы C. elegans). 
 В – жидкая оболочка, жидкое ядро, оболочка и ядро композиционно отли­
чаются (конденсаты iLSA). 
 Г – РНК­ядро, жидкая белковая оболочка (L­тельца X. laevis). 
 Д – РНК­оболочка (5’ и 3’ концы РНК NEAT1, параспеклы). 
 E – «вложенные капли» (ядрышко). Ядрышко имеет трехуровневую органи­
зацию, в которой гелеобразные фибрилярный центр и плотный фибриллярный 
ком понент окружены жидким гранулярным компонентом. 
 Ж – конденсаты неправильной формы (конденсаты TIS11B, образующие 
сеть в районе ЭПР).
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– в основе образования биоконденсатов лежит разделение фаз на 
границе двух жидкостей;

– биоконденсаты обладают обратимостью, то есть могут образо­
вы ваться и диссоциировать;

– в структуре биоконденсатов присутствуют как гомотипические 
(между однотипными молекулами), так и гетеротипические 
(между разными типами молекул) взаимодействия;

– молекулы в биоконденсатах связаны между собой слабыми, 
неупо рядоченными взаимодействиями;

– большинство биоконденсатов имеют структуру жидких капель.

IV. ОСОБЕННОСТИ БЕЛКОВ, ОБРАЗУЮЩИХ 
БИОКОНДЕНСАТЫ

Одним из структурообразующих компонентов биоконденсатов явля­
ются белки. В структуре биоконденсатов выделяют два типа бел­
ков: каркасные (scaffold) белки и белки­клиенты. Каркасные белки 
необ ходимы для структурной целостности конденсатов [116, 117], 
в то время как белки­клиенты связываются каркасными белками и 
присут ствуют в конденсатах при определенных условиях [118, 119].
Белки, состав ляющие биоконденсаты, часто являются мультива лент­
ными молекулами, то есть содержат множество элементов (мотивы, 
домены, структуры), которые обеспечивают внутри­ и меж мо ле ку­
ляр ные взаимодействия. При смешивании этих молекул они соби­
раются в олигомеры или полимеры, что уменьшает их раство ри мость 
и способствует разделению фаз [4]. Мультивалентность достигается 
за счет нескольких факторов.
 Во­первых, мультивалентность обусловлена наличием мульти­
до менных структур, которые обеспечивают межбелковые взаимо­
дей ствия. Например, белок Nck содержит SH3 домены, которые 
спо соб ствуют кластеризации белков нефрина, Nck и NWASP при 
реор ганизации актинового цитоскелета [4, 75, 76].
 Во­вторых, мультивалентность достигается благодаря неупорядо­
ченным участкам (англ. intrinsically disordered regions, IDR). Белки с 
IDR не имеют определенной третичной структуры и обладают высо­
кой конформационной гибкостью. Участки IDR часто содержат боль­
шое количество повторяющихся аминокислотных остатков, которые 
обеспечивают основу для слабых межмолекулярных взаимодействий 
[120]. Наличие IDR часто является необходимым и достаточным 
условием для разделения фаз [84, 90, 121]. Примерами белков с участ­
ками IDR являются FUS, hnRNAPA1, hnRNAPA2, TDP­43 [122], Pab1 
[18] у человека и Sup35 у дрожжей [123, 124].
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 В­третьих, мультивалентность достигается за счет вырожденных 
последовательностей или доменов низкой сложности (англ., low­
comp lexity domains, LCD) [4]. Домены LCD содержат повторы опре­
деленных аминокислотных остатков, таких как глицин, пролин, 
глутамин и другие [125]. Это делает их подверженными образованию 
аморфных агрегатов и склонными к неспецифическому связыванию 
с другими молекулами. Такие последовательности могут играть важ­
ную роль в формировании белковых комплексов, взаимодействии с 
ДНК или РНК, а также в регуляции биологических процессов.
 Кроме того, мультивалентность может достигаться за счет присут­
ст вия РНК­связывающих доменов, которые участвуют во взаимо дей­
ст виях с нуклеиновыми кислотами [126].
 Наличие различных взаимодействующих доменов обусловливает 
типы связей между белками и их партнерами для фазового разделения. 
При образовании биоконденсатов между молекулами могут возникать 
как гомотипические (между идентичными участками одного и того же 
белка), так и гетеротипические (между различными участками белка 
или между разными белками) взаимодействия [127, 128]. Исследо ва­
ние, проведённое Ю. Озавой с коллегами in silico, показало, что доля 
белков с неструктурированными участками (IDR) достоверно выше 
для белков, вступающих в гомотипические взаимодействия, чем для 
белков, вступающих в гетеротипические взаимодействия [127]. Инте­
ресно, что гомотипические взаимодействия между IDR играют клю че­
вую роль в образовании и амилоидных агрегатов [127, 129]. С другой 
стороны, белки, вступающие в гетеротипические взаимодействия с 
дру гими белками, содержат домены межбелкового взаимодействия 
(SH2, SH3, анкириновые повторы), а белки, взаимодействующие 
с нук леи новыми кислотами, содержат ДНК/РНК­связывающие 
домены [127].
 Некоторые исследователи указывают, что в конденсатах IDR в 
большей степени остаются неструктурированными; при этом взаимо­
действие обеспечивается через короткие «липкие» участки (англ. 
«stickers») [122]. Основная модель, описывающая взаимодействия 
в биоконденсатах – это модель «липких участков и спейсеров» 
(англ. stickers and spacers) [126, 130, 131]. Согласно этой модели, 
«лип кие участки» взаимодействуют друг с другом, образуя связи 
между молекулами. Сальватационные характеристики «спейсеров» 
(распо ложенных между липкими участками) определяют, будет ли 
взаимо действие сопровождаться фазовым разделением. Например, 
повто ряющиеся мотивы SYGQ в белке FUS играют важную роль в 
фазо вом разделении, где тирозин и глутамин являются ключевыми 
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амино кислотами [132]. Валентность «липких участков» (количество 
взаимо действующих участков на молекулу) обратно пропорциональна 
концентрации насыщения: чем выше валентность, тем ниже концент­
рация насыщения и легче образование биоконденсатов [122].
 Какие же элементы первичной последовательности белка спо­
соб ст вуют разделению фаз? Если говорить о влиянии отдельных 
ами но кислот на образование биоконденсатов [128, 133, 134], можно 
выде лить следующее:

– Разделению фаз способствуют кластеры положительно (арги­
нин, гистидин, лизин) и отрицательно (аспартат, глутамат) заря­
женных кислот, за счет взаимодействия с участками, несущими 
проти во по лож ный заряд [84, 98, 135]. Наличие аргининовых 
трак тов при во дит к более быстрой конденсации, большей 
вяз кости и большей склон ности к агрегации, по сравнению с 
лизи но выми трактами [135].

– Важную роль в разделении фаз играют ароматические амино­
кис лоты, особенно тирозин и фенилаланин, равномерно распре­
де ленные по длине всего участка [5, 128, 136]. Считается, что 
аро матические аминокислоты могут играть роль «липких участ­
ков» за счет катионных­π взаимодействий с остатками аргинина 
[126], а также взаимодействий, обусловленных наличием cис­
темы сопряженнных π­связей [4, 137].

– Боковые цепи полярных аминокислот (глутамин, аспарагин, 
серин), а также остов глицина могут принимать участие в π–π 
взаимодействиях [125, 137], и диполь–дипольных взаимо­
дейст виях [138]. Также разделению фаз может способствовать 
взаимо действие полярных аминокислот с ароматическими 
ами но кислотами [125, 139].

 Пост­трансляционные модификации аминокислотной последо­
ва тельности белка также могут играть регуляторную роль в обра­
зо вании биоконденсатов [140]. Из них наиболее частыми явля ются 
фосфорилирование, метилирование, сумоилирование и о­гликози­
ли рование [75, 117, 118, 141–148]. Показано, что они могут влиять 
на фор ми рование различных структур, таких как P­гранулы, стресс­
гра нулы, ядерные спеклы и другие.
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V. НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ  
И ОБРАЗОВАНИЕ БИОКОНДЕНСАТОВ

В процессе образования биоконденсатов, помимо белков, также участ­
вуют нуклеиновые кислоты [148]. С одной стороны, нуклеиновые 
кислоты, особенно РНК, могут играть структурную роль в формиро­
ва нии биоконденсатов. Например, длинная некодирующая РНК 
NEAT1 участвует в образовании параспеклов [49]; мРНК, которая выс­
вобождается из полисом при стрессовых воздействиях, участвует в 
фор мировании стресс­гранул [150, 151], материнские мРНК участвуют 
в образовании P­гранул [152]. С другой стороны, разделение фаз на 
границе двух жидкостей играет важную роль в процессах, связанных 
с реа лизацией генетической информации, в частности, в биогенезе 
рибо сом, регуляции транскрипции и трансляции [15, 59, 77, 79].
 Исследование транскриптомов конденсатов, например стресс­
гранул, P­телец, P­гранул, позволяет выявить особенности и специ­
фику РНК, участвующих в формировании определенных видов 
кон ден сатов. В первую очередь, это элементы последовательности 
РНК, свя зан ные с регуляцией транскрипции и трансляции [153–155]. 
Напри мер, обнаружено, что к аккумуляции в стресс­гранулах склонны 
мРНК с более длинными кодирующими и 5'­нетранслируемыми 
облас тями [153]. Это подтверждает гипотезу о стягивании в стресс­
гранулы молекул, которые временно не транслируются. Состав 
стресс­гранул может различаться в зависимости от вида стрессовых 
воз действий. Так, при накоплении большого количества неправильно 
свер нутых белков в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР) в стресс­
гра нулах преобладают транскрипты мРНК белков, связанных с 
про ли ферацией клеток. Данные транскрипты содержат AU­богатые 
регионы [156]. Также стоит отметить, что уровень транскрипции 
РНК может оказывать влияние на формирование биоконденсатов, 
напри мер, ядрышек [149, 157].
 В ряде работ были получены данные, подтверждающие непос­
редст венное влияние первичной последовательности РНК на обра­
зо вание биоконденсатов. Так, в работе, выполненной С. Бойнем­
сом с коллегами в условиях in vitro, было показано, что состав 
гомо полимеров РНК может определять их физические свойства. 
Нук лео тиды поли­А/С/U, смешанные с пептидами, состоящими из 
про лина и аргинина, конденсировались по типу «жидкие капли», 
в то время как нуклеотиды поли­G (способные к формированию 
G­квад руплексов) формировали твердые гелеобразные агрегаты, 
устой чивые к денатурации в растворах с высоким содержанием 
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соли [158]. На свойства конденсатов также может влиять наличие 
повторов в последовательности РНК. Например, при некоторых 
ней ро дегенеративных заболеваниях (болезнь Хантингтона и др.) в 
ядре образуются аберрантные скопления, содержащие гуанин­бога­
тые транскрипты РНК с вырожденными повторами. Увеличение 
коли чества повторов выше критического количества способствует 
пере ходу РНК из состояния золь в гель in vitro и формированию 
абер рант ных скоплений в культурах клеток человека [159]. 
 Изменение первичной последовательности мРНК также может 
приво дить и к изменениям или нарушениям сплайсинга белков.
Напри мер, различные изоформы белка FXR1 отличаются по наличию 
неструк турированных участков, что влияет на свойства конденсатов 
FXR1 [160]. Пост­транскрипционные модификации мРНК, такие как 
при соединение N6­метиладенозина, могут также влиять на фазо вую 
сепа рацию путем изменения РНК–белок и РНК–РНК взаимодейст­
вий [161].
 На разделение фаз может также повлиять изменение вторичной 
структуры мРНК. Например, взаимодействие с РНК­связывающим 
доменом белка Whi3 приводит к изменению вторичной структуры 
мРНК CLN3 и BNI1. Авторы предполагают, что элементы вторичной 
структуры открывают/маскируют участки, которые определяют спо­
соб ность мРНК вступать в гомо­ и гетеротипические взаимодействия 
и, таким образом, участвовать в образовании конденсатов [162].

VI. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ БИОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
КОНДЕНСАТОВ

 Методы изучения биоконденсатов можно разделить на три боль­
шие группы [163]:

1). Методы визуализации и оценки структуры биоконденсатов 
(масштаб 1 нм – 1 мкм);

2). Методы, характеризующие термодинамику, кинетику и взаи­
мо действия структурных элементов в биоконденсатах (мас­
штаб 1 Å – 1 нм);

3). Биоинформатические методы.
 Для изучения биоконденсатов используют методы работы in vitro, 
in vivo и in silico. Эксперименты in vitro позволяют моделировать кон­
центрацию составляющих белков, концентрацию насыщения, ионную 
силу буфера, температуру, проверять гипотезы о влиянии конкретных 
последовательностей, лигандов, пост­трансляционных модификаций 
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и т.д. на свойства биомолекулярных конденсатов [6, 16, 18, 66, 84, 
93]. Кроме того, часто они позволяют расширить класс изучаемых 
объектов, например, фазовая сепарация для кластеров мембранных 
белков была сначала показана в исследованиях in vitro [35–37]. 
Однако, результаты, полученные in vitro, не всегда подтверждаются 
дан ными, полученными in vivo [36, 75, 76].
 С другой стороны, при исследовании конденсатов in vivo возни­
кают сложности с возможностью контролировать условия, вызы ваю­
щие образование биоконденсатов, а также проблемы, связанные с 
вали дацией фазового состояния агрегатов, таких как жидкие капли, 
твер дые гелеобразные или необратимые амилоидные агрегаты, в 
живой клетке [16].
 Выбор методов зависит как от набора доступных инструментов, 
так и от предположений о структуре конденсатов. Одни и те же 
методы можно использовать как для качественной, так и коли чест­
вен ной оценки характеристик конденсатов. До последнего вре мени 
отмечалось преобладание качественных характеристик над коли чест­
венными, а также результатов, полученных in vitro, над резуль татами 
in vivo [16].

МЕТОДЫ ВИЗУАЛИЗАЦИИ БИОКОНДЕНСАТОВ

Биоконденсаты могут быть визуализированы как in vitro, так и in vivo 
с помощью белков, слитых с флуорохромами, например, GFP (зелёный 
флуоресцентный белок) [6, 18, 80, 93, 164] и последующего анализа 
при помощи флуоресцентной микроскопии или флуориметрии. 
Использование живых клеток, продуцирующих белки, слитые с 
флуорофорами, позволяет наблюдать за разделением фаз в клетке в 
режиме реального времени. При этом, как правило, более высокий 
уро вень экспрессии гетерологичных генов по сравнению с нормой 
может приводить к повышению концентрации исследуемого белка и 
стиму лировать LLPS [163]. Для визуализации биоконденсатов также 
исполь зуют методы иммуноокрашивания. В этом случае получают 
фик си рованные препараты клеток или тканей. Преимуществом такого 
подхода является отсутствие дополнительной продукции иссле дуе­
мого белка. В то же время, фиксация образца может нарушать слабые 
меж молекулярные взаимодействия [163].
 Чтобы показать, что конденсаты являются «жидкими каплями», 
иссле дуют их форму, наблюдают за конденсатами в режиме реального 
вре мени (жидкие капли «обтекают» препятствия, сливаются, разде­
ляются, вновь принимая округлую форму) [2, 16]. Для изучения мор­
фо логии конденсатов, а также для более точной локализации флуо­
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рес центно окрашенных макромолекул используют конфокальную 
мик роскопию [163, 165].

МЕТОДЫ, ХАРАКТЕРИЗУЮЩИЕ ТЕРМОДИНАМИКУ, КИНЕТИКУ, 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ СТРУКТУРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ БИОКОНДЕНСАТОВ

Физические свойства немембранных органелл, такие как вязкость, 
поверхностное натяжение, размер ячеек и динамика составляющих 
молекул, могут с большой вероятностью влиять на их биологические 
функ ции [163] и часто изменяются при заболеваниях [8].
 Для подтверждения жидкой природы биоконденсатов используют 
количественные исследования, такие как восстановление флуорес­
ценции после фотообесцвечивания (FRAP) или потеря флуоресцен­
ции после фотообесцвечивания (FLIP), которые позволяют оценить 
диффузию внутри капли и подтвердить или опровергнуть предполо­
жение о ее жидкой природе [16, 93, 166]. При этом важно учитывать, 
что восстановление флуоресценции после фотообесцвечивания может 
зависеть от размера капли, от размера выжигаемого пятна и под виж­
ности конденсатов внутри клетки, что часто не учитывается [6, 167].
 Для проверки физической природы конденсатов можно исполь зо­
вать и химические методы. Например, 1,6­гександиол растворяет жид­
кие капли за счет нарушения слабых гидрофобных взаимодействий 
[168]. Однако в биоконденсатах могут встречаться не только гидро фоб­
ные взаимо действия, но и p–p, катион–p, электростатические взаимо­
действия, не все из которых чувствительны к гександиолу [6]. Более 
того, есть данные, что гександиол может изменять проницаемость 
мембраны и способствовать образованию дополнительных артефактов 
[168]. Поэтому использование исключительно 1,6­гександиола не 
может служить доказательством жидкой природы конденсатов.
 Для изучения крупных капель и свойств среды используют нано­
частицы. Исследование траектории движения частиц и/или органелл 
поз воляет определить уровень диффузии в окружающей их среде 
[10,  69].
 Для определения композиционного состава конденсатов исполь­
зуют методы протеомики, такие как фракционирование и масс­
спектро метрия [170]. Также можно использовать метод биоти ни ли­
ро вания белков­партнеров интересующего нас белка с после дую щей 
масс­спектрометрией [171]. Cтоит отметить, что иденти фи кация 
ком понентов может быть неполной из­за неустойчивых взаимо дейст­
вий между компонентами [163].
 Отсутствие стабильной вторичной и третичной структуры, а также 
кон фор ма ционная динамика затрудняют кристаллизацию молекул и 
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огра ни чивают применение рентгеновской кристаллографии для полу­
чения структур конденсатов с атомарным разрешением [163]. Тем 
не менее, рентгеновскую кристаллографию всё же используют для 
получения структур высокого разрешения (~1 Å) отдельных участков 
конденсатов (например, неструктурированные участки белков FUS, 
hnRNP A1 и NUP98 образуют скрученные бета­складчатые структуры, 
пары которых формируют протофиламенты) [172].
 В связи с конформационной неоднородностью использование 
криоэлектронной микроскопии для изучения структуры жидких капель 
затруднено. При этом её успешно применяют для анализа структуры 
амилоидных фибрилл, образованных неструктурированными участ­
ками в случае нарушения процесса разделения фаз [173]. Для иссле­
до вания гелеподобных структур, таких как гелеподобные капли, 
cфор ми рованные дрожжевым белком Sup35, используется крио­
электрон ная томография [93].
 Для анализа неструктурированных участков также применяют 
спектроскопию ядерного магнитного резонанса (ЯМР) [174].
 Для анализа размеров и формы частиц in vitro используют методы 
рассеяния света. Например, метод динамического рассеяния света 
поз воляет определить коэффициент диффузии и гидродинамический 
радиус частиц, что дает представление об их размерах в растворе 
[175]. Этот метод также может быть использован для определения 
кон центрации насыщения, критической температуры и концентрации 
РНК, необходимых для разделения фаз [18, 175]. Для достижения 
более высокого разрешения используют метод малоуглового рассеяния 
рентгеновских лучей, который позволяет отследить конформационные 
изменения биомолекул в монодисперсных растворах [18, 163, 177].
 Оценка диффузии и конформационной динамики макромолекул 
в конденсатах может быть затруднена из­за гетерогенности частиц и 
конформационных состояний молекул. В таких случаях исполь зуют 
флуоресцентную спектроскопию единичных молекул, в кото рой 
молекула интереса связана с флуоресцентной меткой с исполь зо­
ва нием химических или генетических методов [66, 163, 178]. В 
подобных исследованиях преимущественно исполь зуются два нап­
рав ления спектроскопии единичных молекул – флуорес цент ный 
(Фёрсте ровский) резонансный перенос энергии (FRET) и флуорес­
цент ная корреляционная спектроскопия [163]. FRET исполь зуют 
для выявления непосредственного взаимодействия или доменов 
взаимо действия белков, составляющих конденсаты [179–181]. 
Флуоресцентная корреляционная спектроскопия позволяет коли чест­
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венно оценить диффузию молекул за счет изменения интен сив ности 
флуо ресценции меченых молекул в небольших объемах [182]. Это 
помогает сделать вывод об образовании супрамолекулярных комп­
лексов в тех случаях, когда разрешения конфокальной или микро­
скопии высокого разрешения недостаточно [167].
 Несмотря на все возрастающее разрешение биофизических и 
флуо рес центных методов в изучении биомолекулярных конденсатов, 
они часто все еще недостаточны для выявления отдельных амино кис­
лот ных остатков и непосредственных взаимодействий, необходимых 
и доста точных для фазового разделения. В таких случаях используют 
биоин форматические методы.

БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ

Анализ первичной последовательности белка и предсказание его 
воз можных вторичных структур могут помочь понять механизм 
фазо вой сепарации. В этом процессе можно использовать различные 
биоин фор матические инструменты, которые выявляют особенности 
последовательностей, связанные с разделением фаз [163]. Например,

– IUPred (https://iupred.elte.hu/) [183] – определяет неструк туриро­
ванные участки;

– CIDER (http://157.245.85.131:8000/CIDER/) [184] – анализирует 
гидрофобность и распределение зарядов;

– LCD­composer (http://lcd­composer.bmb.colostate.edu:9000/) [185] 
– ищет домены низкой сложности (LCD­домены);

– PLAAC (http://plaac.wi.mit.edu/) [186] – предсказывает прионопо­
добные домены на основе анализа последовательностей прионов 
дрожжей, обогащенных глутамином и аспарагином.

 Для уменьшения ложноположительных и ложноотрицательных 
резуль татов, при обнаружении неупорядоченных участков исполь­
зуют метапредсказатели (интегрируют данные нескольких типов 
предсказателей) [6], такие как DisMeta (http://www­nmr.cabm.rutgers.
edu/bioinformatics/disorder/) [187], D2P2 (https://d2p2.pro/) [188] и 
MobiDB (https://mobidb.bio.unipd.it/about) [189]. При этом стоит 
отме тить, что указанные выше инструменты не оценивают напрямую 
склон ность белка к LLPS.
 Кроме того, есть инструменты, которые напрямую оценивают 
способность белков к фазовой сепарации на основе анализа первич­
ной последовательности. Несмотря на то, что механизмы разделения 
фаз во многом до сих пор остаются неясными, считается, что мульти­
ва лентные катион–p, p–p, и электростатические взаимодействия 
лежат в основе LLPS [135]. В частности, используют:
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– Pi–Pi predictor – определяет частоту p–p взаимодействий [137];
– ZipperDB (https://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/) – предсказывает 

участки, способствующие формированию фибрилл [190];
– PSPredictor (http://www.pkumdl.cn:8000/PSPredictor/) – предсказы­

вает склонность к разделению фаз на основе особенностей 
после до вательности и использует алгоритмы машинного обуче­
ния [191];

– deePhase (https://deephase.ch.cam.ac.uk/) – использует несколько 
признаков последовательности для предсказания (неупорядо­
чен ность, сниженную гидрофобность, баланс полярных и гид­
ро фобных аминокислотных остатков) и использует алгоритмы 
машин ного обучения;

– LLPhyScore – основан на алгоритмах машинного обучения, исполь­
зует восемь пар признаков, ассоциированных с разделением фаз 
(разупорядоченность, наличие водородных связей, p–p контакты, 
возможные электростатические взаимодействия и другие) [192];

– PhaSePred (http://predict.phasep.pro/) – метапредсказатель второго 
поколения, интегрирует результаты предсказателей как неструк­
ту рированных участков, так и фазовой сепарации [191].

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Биомолекулярные конденсаты представляют собой динамические 
струк туры, которые играют важную роль во многих аспектах кле­
точ ной биологии. Они обеспечивают организацию клеточного прост­
ранства, участвуют в регуляции экспрессии генов и синтеза белков, 
регулируют клеточный сигналлинг, иммунный и стрессовый ответ, 
влияют на взаимодействие различных молекул в клетке.
 Одной из особенностей биомолекулярных конденсатов является их 
способность к фазовому разделению, что позволяет им образовывать 
микроскопические компартменты в клетке. Это явление играет важ­
ную роль в организации клеточного пространства и в то же время 
может быть связано с различными патологическими состояниями, 
такими как нейродегенеративные заболевания и некоторые типы рака. 
Поэтому изучение биомолекулярных конденсатов может предложить 
новые подходы к диагностике и лечению этих заболеваний.
 Понимание структуры, функции и взаимодействия биомолеку ляр­
ных конденсатов является важным шагом в нашем стремлении к пони­
манию жизненных процессов в клетке. Дальнейшие исследования 
в этой области могут привести к новым открытиям в клеточной 
био ло гии и медицине, а также к разработке инновационных методов 
лече ния различных заболеваний.
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