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Modèles et imagerie de condensats biologiques autour de l’ADN 
 

Les progrès récents de l’imagerie ont permis de découvrir de nouvelles formes d’organisation 
cellulaire, en particulier au sein du noyau des cellules eucaryotes. Le développement conjoint 
des techniques de modélisation à ces échelles peut enrichir fortement l’analyse des 
expériences, pour relier les images à des phénomènes physiques originaux. Nous proposons 
ici des simulations browniennes de modèles issus de la physico-chimie des milieux chargés 
en réaction, associés à la caractérisation expérimentale de microphases à l’intérieur du noyau 
par la combinaison de microscopie super-résolue et du suivi de molécules uniques.  
 

Contexte : Organisations sans membrane du matériel génétique   
 

Au cours des dix dernières années, l’étude d’organelles sans membrane, aussi appelés 
condensats biologiques, a fortement modifié la compréhension de l’organisation des fluides 
intracellulaires [Banani17]. Les condensats biologiques sont des structures dont l’échelle de 
taille varie de la dizaine de nanomètres au micromètre. Leurs caractéristiques physiques 
peuvent être similaires à celles d’un liquide, d’un gel, voire d’un solide. Les biophysiciens 
parlent de microphases pour les distinguer de systèmes présentant une transition de phase 
macroscopique. Les nombreuses fonctions biologiques des microphases expliquent certaines 
pathologies liées à une perturbation de leur structure [Wang21].   
 

La formation de microphases dans le noyau (figure 1), lieu de séquestration du matériel 
génétique, fait aujourd’hui l’objet d’un large consensus [Sabari18, Chen 19, Sabari20, 
Rippe22]. Les condensats ont ainsi été corrélés expérimentalement à l’activation contrôlée de 
gènes ou à la réparation d’ADN endommagé. Par ailleurs, la régionalisation de l’espace en 
petits domaines fait écho à des résultats expérimentaux obtenus via les techniques de 
Chromosome Conformation Capture (3C et HiC [Lieberman-Aiden09]). Ces études montrent 
que les chromosomes présentent des architectures spatiales organisées en domaines, appelés 
Topologically Associating Domains (TADs), qui tendent à occuper des régions distinctes dans 
l’espace 3D du noyau, sur des tailles de l’ordre de 100 nm [Cattoni17, Xu18].  
 

 
 

Figure 1 - A : Image hypothétique de la formation d’un condensat liquide sphérique autour 
d’une fibre de chromatine. Le condensat est formé de protéines (en jaune). Une telle image 
peut être (1) simulée grâce à des modèles numériques, (2) obtenue expérimentalement grâce 
aux méthodes de microscopie super-résolue, imageant la concentration d’une protéine avec 
une résolution spatiale de l’ordre de 10 nm.  B : Représentation de processus de diffusion-
réaction qui peuvent être simulés par des calculs de dynamique brownienne. Les interactions 
entre protéines et avec la fibre influencent les trajectoires, les vitesses de réactions, et donc les 
propriétés des condensats. Ces trajectoires peuvent être partiellement caractérisées 
expérimentalement par le suivi de molécules uniques (Single Particle Tracking).  (Images issues 
de [Miné-Hattab22]) 
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2.2. Criteria to Define PPPS and LLPS
In the recent years, LLPS has received so much attention that it has almost become

the default explanation for all membrane-less condensates without objective criteria. In
addition, several experimental artefacts sometimes led to hasty conclusions on the physical
nature of condensates [45]. Importantly, there is often a confusion between PPPS and
LLPS: one should keep in mind that a phase separation can emerge from polymers without
necessarily being in a liquid phase. In that case, proteins belonging to a PPPS have a very
similar macroscopic appearance by fluorescent microscopy and can easily be mistaken as
an LLPS. In the following section, we summarize several macroscopic and microscopic
criteria used in the literature to properly define an LLPS (see Figure 2).
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Figure 2. ROI extraction pipeline.
Figure 2. Criteria used to define LLPS and experimental strategies to test them. With the increase
in studies claiming that condensates are liquid phase separation, it is important to define properly
robust macroscopic and microscopy experimental criteria able to distinguish LLPS from alternative
models. On the left, the figure illustrates the criteria explained in the text, and on the right, the
corresponding experimental strategies allowed to test them. (Illustration by Miné-Hattab and Olga
Markova).

[60]. This complex is extremely stiff, exhibiting a persis-
tence length ranging from 300 to 600 nm [61] (compared
to 60 nm for naked dsDNA). Given that resection was
estimated to proceed at 4–5 kb per hour on each side of a
DSB [62], one expects to observe rods in the range of mm
rapidly after inducing an irreparable DSB. In contrast, in
vivo, recombination proteins form foci, whose size is
under the diffraction limit of conventional microscopes.

Repair foci formed on damaged DNA are highly mobile.
Indeed, damaged chromatin, and consequently the repair
focus formed there, explore a nuclear space up to 10 times
larger than before damage [5,63]. Such a dramatic change
in mobility depends on the DNA damage checkpoint
proteins Rad9 and Mec1, the repair protein Rad51 and the
chromatin remodeler Ino80 [9,10]. However, chromatin
diffusion coefficient is not significantly altered after DSB.
Instead, changes in chromatin mobility enlarge the space
that damaged chromatin explores without increasing the
speed at which it moves [5].

Several studies indicate that multiple DSBs cluster
together into a single ‘repair center’. Although clustering
unrelated DSBs might promote translocations, repair
centers might create a microenvironment that favor repair
efficiency or regulate the accessibility of nuclear factors to
DSB ends [64–65,66!!,67].

The physical nature of subnuclear
compartments
As discussed above, subnuclear compartments are dynamic
structures that have thepotential to regulatemany different
processes by sequestering, or excluding specific activities
around specific part of the genome. How these membrane-
less subnuclear compartments are formed and maintain and

what determines their size, shape, and number under
different physiological conditions remain unclear. Several
models have been recently proposed for the formation of
membrane-less compartments [68–70]. Here we will con-
sider 3 simplified models for the formation of chromatin
associated compartments, the ‘binding model’, the
‘bridging model’ and the ‘droplet model’, the 2 later also
being referred to as ‘polymer–polymer phase separation
model’ and ‘liquid–liquid phase separation model’ respec-
tively [69]. We will then discuss their biological conse-
quences as well as possible predictions for how to test their
validity in living cells.

Binding, bridging, and droplet models
A common feature of chromatin associated subcompart-
ment is that they form around loci displaying multiple
binding sites for specific factors. These multiple binding
sites can be repeated sequences, arrays of nucleosomes
bearing a specific histone mark, or stretch of ssDNA (in
the case of repair foci). A very simple model could thus
be the ‘binding model’, in which subcompartments are
formed by the ensemble of proteins that bind available
chromatin sites with a certain affinity and by surrounding
proteins that are detached from their binding sites
(Figure 2a). Such subcompartments do not exhibit any
phase separation. Their existence relies only on the
protein’s binding properties and on the number of bind-
ing sites on chromatin. Yet this type of subnuclear com-
partments can sequester specific factors because of the
high avidity resulting from the density of binding sites.

If in addition, proteins are able to bridge distant chromatin
loci by creating loops or by stabilizing interactions between
distant loci along the chromatin fiber or belonging to
different chromosomes, a ‘polymer-phase separation’ can
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Illustration of the 3 models of membrane-less compartments presented in the text. (a) The ‘binding model’: subcompartments are formed by
proteins binding to available chromatin sites and no phase separation emerges. (b) The ‘bridging model’: proteins are able to bridge distant
chromatin loci closer and a polymer-phase separation emerges. (c) The ‘droplet model’: proteins inside a subcompartment create a micro-
environment with liquid-like properties. These 3 models are not exclusive of one another and binding events are often proposed as the nucleation
core both for the bridging and the droplet models. (Illustrator: Olga Markova).
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Question de recherche : Comment les propriétés des condensats et leurs fonctions 
biologiques sont contrôlées par un couplage entre diffusion, réactions et électrostatique ? 
 

Les fonctions supposées des domaines et des microphases incluent le contrôle des 
concentrations locales en biomolécules, pour coordonner dans le temps et l’espace les 
réactions chimiques. Pour le comprendre, il est important de bien décrire les forces physiques 
qui permettent le contrôle de la taille, de la composition et de la dynamique de ces structures. 
Un faisceau d’évidences indique des mécanismes couplés de phénomènes passifs (flux de 
diffusion entrant ou sortant des condensats) et actifs (réactions chimiques consommant de 
l’ATP) [Söding20]. Par ailleurs, le rôle des charges électrostatiques dans les condensats 
nucléaires commence à être considéré [Lyons23], mais sans cadre théorique établi.  
 

Dans le cas de microphases incluant la chromatine, nous faisons l’hypothèse que ces 
structures peuvent être influencées par des réactions chimiques le long de la chromatine 
[Cortini16], perpendiculairement (polymérisation d’ARN ou parylation [Mine-Hattab22]), ou 
en 3D au sein du liquide nucléaire. Enfin, de par l’abondance de molécules très chargées dans 
le noyau [Dahirel09], il convient de comprendre le rôle de l’électrostatique quant à son 
influence sur la diffusion et les réactions chimiques. Dans le cas des membranes biologiques, 
Il est clairement établi que la combinaison de flux et de forces électrostatiques engendre un 
potentiel de membrane, exploité par les cellules pour réaliser des travaux ou pour transmettre 
un signal. Nous faisons l’hypothèse que les flux diffusifs alimentant les condensats incluent de 
nombreuses espèces ioniques, et donc génèrent des champs électriques.    
 

Nous cherchons dans ce projet de recherche à caractériser comment l’électrostatique, la 
cinétique des réactions chimiques et les processus de diffusion affectent de façon couplée 
les propriétés de microphases nucléaires. Pour ce faire, nous avons identifié un système 
biologique pour lequel l’apparition de condensats est corrélée à la réaction de polymérisation 
d’une biomolécule fortement chargée. Ces condensats se forment autour de cassures de 
l’ADN dans les cellules humaines. Des protéines (PARP1) se lient aux zones de cassures et 
entraîne la réaction de polymérisation (la parylation) d’une chaîne fortement chargée, sur les 
histones ainsi que sur PARP-1 elle-même (auto-parylation). Cette réaction est corrélée à la 
formation de condensats comprenant la protéine FUS puis 53BP1 [Mine-Hattab22] (voir la 
figure 2). Ces condensats jouent potentiellement un rôle dans la réparation de l’ADN cassé, et 
leur dérégulation est source d’instabilité génétique et à l’origine de nombreux cancers. 
 

 
Figure 2 : Le système biologique étudié. Formation de condensats des protéines FUS et 53BP1 
autour de la chromatine, suite à une cassure de l’ADN. (Image adaptée de [Miné-Hattab22])  
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Figure 3. Proposed algorithm flow diagram
Figure 3. Repair proteins known to form LLPS during DSB repair. (A) In yeast, when a DSB is
repaired by HR, the 50 ends of the DNA break are resected by nucleases to yield 30 single-stranded
DNA (ssDNA) tails that are rapidly coated by the RPA complex. The Rad52 protein, the functional
analog of human BRCA2 in yeast, then stimulates the removal of RPA. The ssDNA-binding protein
Rfa1, a subunit of the RPA complex, and Rad52 form both visible foci at damaged sites; however, they
exhibit very different behavior at the microscopic level. While most Rfa1 molecules are bound to the
ssDNA, Rad52 molecules exhibit several hallmarks of LLPS. Changing the concentration of Rad52
behaviors is consistent with a client of an LLPS. (B) In human cells, immediately after DNA damage,
the PARP proteins family is recruited at the sides of single and double strand breaks, inducing
PARylation of histones and auto-PARylation. ATM and MRN complexes are rapidly recruited at
damaged sites, likely through a binding mechanisms without forming LLPS. The FET family proteins
(FUS, EWS, TAF15) binds PAR chains formed at damaged sites. PAR chains initiate the formation of
FUS, EWS and TAF15 condensates, which show several hallmarks of LLPS. After dePARylation by
PARG, these droplets are dissolved and replaced by 53BP1 condensates, also exhibiting hallmarks of
LLPS. (Illustration by Miné-Hattab and Olga Markova).
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Mise en œuvre du projet doctoral : Imagerie couplée à la simulation  
 

La doctorante avec qui nous construisons ce projet entreprendra la mise-en-œuvre parallèle 
des outils de modélisation et d’imagerie afin d’optimiser la synergie entre théorie et 
expérience. Elle le fera au sein de deux équipes de recherche de SU, l’équipe MEM 
(Modélisation et Expériences Multiéchelles), du laboratoire PHENIX, et l’équipe FIONA 
(Functional Imaging Of Nuclear Architecture) du LCQB. Au-delà de leurs spécificités 
thématiques, ces deux équipes occupent un espace scientifique original de par les échelles de 
tailles qu’elles sont en mesure de caractériser, adaptées à l’étude des microphases.  
 

Au sein de l’équipe MEM, Vincent Dahirel et Pierre Illien formeront la doctorante aux 
modélisations mésoscopiques browniennes utilisées pour simuler les mouvements et les 
réactions des espèces formant des condensats. Les simulations browniennes seront adaptées 
avec la doctorante au problème particulier de ce projet. Ces méthodes sont pertinentes pour 
des modèles de structures mésoscopiques comme les condensats biologiques. Nous les avons 
récemment utilisées pour mettre en lumière un mécanisme de couplage entre séparation de 
phase et propulsion d’une particule colloïdale active [Decayeux20].  
 

Au sein de l’équipe FIONA, Judith Mine-Hattab formera la doctorante à l’utilisation de 
techniques d’imagerie adaptées à l’échelle de taille des microphases. Bien que certaines 
données biochimiques et de microscopie à grand champ apportent des informations 
indirectes, ces observations sont à la limite de la résolution optique (300 nm). Pour mieux 
visualiser la structure et la dynamique des condensats, nous utiliserons des techniques 
d’imagerie super résolue permettant de visualiser la distribution de molécules individuelles 
(Photo Activable Localisation Microscopy – PALM) et leur dynamique (Single Particle Tracking 
– SPT) avec une résolution de 20 nm. Ces techniques nous permettront d’établir FUS et 53BP1 
formant des condensats en réponse aux dommages de l’ADN [Mine-Hattab22]. 
 

Les expériences seront mises-en-œuvre dans le but de mesurer les grandeurs calculées par 
simulation, et réciproquement, les grandeurs calculées seront adaptées aux types 
d’observables accessibles expérimentalement (voir [Lesage19] pour une démarche similaire 
de l’équipe MEM pour l’analyse d’images de chromatine chez la drosophile). En particulier, 
imagerie et simulations donneront accès aux cartes de densité et de coefficients de diffusion 
des protéines, dans chaque phase et à l’interface. Des modifications des systèmes 
expérimentaux permettront de comparer l’influence de différents paramètres des modèles, 
par exemple via l’ingénierie d’un mutant de charge modifiée, ou de mutants de PARP1 qui 
forment des chaînes plus longues, portant donc plus de charges négatives. En comparant 
données expérimentales et simulations, nous pourrons mieux comprendre quels ingrédients 
des modèles contrôlent la formation de condensats, et gouvernent les caractéristiques des 
condensats pouvant expliquer leur action réparatrice de l’ADN.  
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