Cialo Balbianiego to nicobtoniony kompleks organelli zlokalizowany na jednym
z biegundw jadra oocytu (pgcherzyka zarodkowego). Zazwyczaj, kompleks ten zbudowany jest
z licznych mitochondriéw, agregatow charakterystycznego materialu widknisto-ziarnistego,
tzw. materialu nuage, aparatow Golgiego, cystern i/lub pecherzykéw siateczki
srodplazmatycznej oraz elementéw cytoszkieletu, m.in. mikrotubul. Choé morfologia
i morfogeneza ciala Balbianiego analizowane byly u wielu gatunkéw kregoweow
i bezkrggowcow, to rola tego kompleksu organelli pozostaje weiaz niewyjasniona. Wyniki
dotychczasowych badan sugeruja, ze cialo Balbianiego uczestniczy w rozmaitych procesach
toczaeych si¢ na poziomie komérkowym, m.in. w lokalizacji determinantéw linii plciowej
oraz organelli w rejonie tzw. plazmy plciowej (biegunowej), lipidogenezie, a takze w selekcii
mitochondriéw. Taki stan rzeczy nasuwa pytanie: ktéra z dotychczas sugerowanych funkcji
ciala Balbianiego jest ewolucyjnie pierwotna, a ktére s3 wtorne i charakterystyczne
dla wyspecjalizowanych grup systematycznych? Nalezy w tym miejscu podkreslié,
ze ciala Balbianiego analizowanych gatunkéw bezkregowcow i kregowedw (w tym gatunkéw
modelowych takich jak Xenopus laevis, Danio rerio i Drosophila melanogaster) sa silnie
morfologicznie zréznicowane i zazwyczaj wykazuja cechy charakterystyczne dla konkretnej
grupy (taksonu) zwierzat. W tym kontekscie pojawia si¢ drugie pytanie: czy funkcje ciata
Balbianiego opisane z wykorzystaniem organizméw modelowych sg uniwersalne dla catego
krélestwa zwierzat, czy specyficzne tylko dla okreslonej grupy organizméw?

W niniejszej rozprawie opisano wyniki analiz i eksperymentéw, ktérych celem bylo
poznanie ultrastruktury i mechanizméw kontrolujacych morfogeneze (formowanie, stopniowy
wzrost i rozpraszanie) ciata Balbianiego oraz wyjasnienie roli tego kompleksu w namnazaniu
i selektywnej eliminacji mitochondriow w czasie oogenezy. Do analiz morfologicznych
i por6wnawczych wykorzystano gonady samic pigciu gatunkéw pasikonikéw (Tettigoniidae):
Meconema meridionale, Metrioptera brachyptera, Pholidoptera griseoaptera, Conocephalus
Juscus oraz Leptophyes albovittata. Badania szczegétowe i analizy eksperymentalne
przeprowadzono wykorzystujac tylko jeden gatunek — Meconema meridionale. W czasie
wykonywania rozprawy doktorskiej, osobniki tego gatunku hodowane byly w ,ogrodzie
eksperymentalnym”. W badaniach wykorzystano standardowe oraz najnowsze metody
mikroskopii Swietlnej, elektronowej i konfokalnej. Morfologi¢ i funkcje ciala Balbianiego
analizowano przy uzyciu réznorodnych metod histochemicznych i immunohistochemicznych
z zastosowaniem specyficznych marker6w molekularnych.

Analizy  seryjnych skrawkéw poélcienkich barwionych blekitem metylenu

oraz ultracienkich w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze u przedstawicieli Tettigoniidae



cialo Balbianiego to wyjatkowo duzy, morfologicznie ztozony kompleks organelli. Kompleks
ten pojawia si¢ w cytoplazmie oocytoéw (ooplazmie) stosunkowo wczesnie, bo juz
w tzw. stadium bukietowym pierwszego podzialu mejotycznego, intensywnie rosnie w czasie
prewitelogenezy i rozpada si¢ wraz z inicjacja procesu witelogenezy (formowania materiatow
zapasowych — zéltka). Pomimo pewnych réznic morfologicznych, cialo Balbianiego
wszystkich badanych gatunkéw zbudowane jest z tego samego ,,zestawu” organelli: licznych
mitochondriéw, krétkich cystern i niewielkich pecherzykéw siateczki $rédplazmatycznej,
komplekséw Golgiego oraz nieregularnych agregatow materialu nuage. Ciala Balbianiego
badanych gatunkéw posiadajg ponadto istotng ceche wspélna, tj. bliski zwigzek (sgsiedztwo)
mitochondriow i agregatow nuage. Mitochondria pozostajgce w bezposrednim kontakcie z tym
materialem s3 czgsto wydhuzone, przewezone, rozgaleziajg si¢ lub tworza pary,
co wydaje si¢ sugerowac, iz material nuage indukuje biogeneze tych organelli. Wyniki analiz
oocytow traktowanych 1,6-hexanediolem oraz barwienia 2z uzyciem odczynnika
PROTEOSTAT wskazuja, iz cialo Balbianiego Tettigoniidae to kondensat biomolekularny,
ktorego powstawanie, podobnie jak u gatunkoéw modelowych Xenopus i Danio, zalezy od
biatek zawierajgcych rejony inherentnie nieuporzadkowane.

Komputerowe rekonstrukcje tréjwymiarowe organizacji ciata Balbianiego Meconema
meridionale wykazaly, ze mitochondria tego kompleksu 1acza si¢ tworzac skomplikowana
1 rozleglg sie¢ mitochondrialng. Analizy z wykorzystaniem analogu tymidyny BrdU wykazaty,
ze w obrgbie tej sieci dochodzi do intensywnej replikacji mitochondrialnego DNA, a wiec
namnazania mitochondriéw. Z kolei analiza aktywnosci mitochondriéw przy pomocy
odczynnika MitoTracker Deep Red, a takze immunohistochemiczna lokalizacja biatek
zaangazowanych w podziaty mitochondrialne (Drp1) oraz bialek powigzanych z procesem
autofagii (ATGS, LC3) wykazata, iz mitochondria niefunkcjonalne (o obnizonym potencjale
blony mitochondrialnej i/lub nieprawidtowej morfologii) s3 odizolowywane od sieci
mitochondrialnej ciata Balbianiego i ulegaja autofagii (mitofagii) w ooplazmie.

Immunolokalizacja a-tubuliny wykazala, ze w prewitelogenicznych oocytach
Meconema meridionale wystgpuje zlozony, penetrujgcy cala ooplazme cytoszkielet
mikrotubularny. Ultrastrukturalna analiza oocytéw traktowanych kolchicyna wskazuje,
ze cytoszkielet ten nie bierze udziatu w formowaniu ciala Balbianiego. uczestniczy jedynie
W pozycjonowaniu agregatow materialu nuage w bezposrednim sgsiedztwie pecherzyka
zarodkowego. W koricu, hybrydocytochemiczna lokalizacja Drpl mRNA, przeprowadzona
na skrawkach oocytéw kontrolnych i inkubowanych z kolchicyna, wskazuje, ze wspomniany

cytoszkielet mikrotubularny odpowiada za wzglednie rownomierne rozmieszczenie tego typu



mRNA w ooplazmie szybko rosnacych oocytéw prewitelogenicznych, co najprawdopodobniej
prowadzi do synchronizacji podzialéw mitochondrialnych w catej ooplazmie.

Podsumowujac, wyniki opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazujg,
iz ewolucyjnie pierwotng funkcja ciala Balbianiego jest namnazanie oraz eliminacja
mitochondriéw, a wiec udzial w selektywnym przekazywaniu tych organelli do komorek
organizméw potomnych. Pozostate funkcje przypisywane cialu Balbianiego prawdopodobnie
wyewoluowaly wtérnie, w zaawansowanych i niespokrewnionych taksonach kregowcow
i bezkregowcow, takich jak ryby, plazy bezogonowe (Anura) oraz owady o przeobrazeniu
zupelnym (Holometabola). Tak, wiec generalizowanie wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem
gatunkéw modelowych, przynajmniej w przypadku morfogenezy i funkcji ciata Balbianiego,

jest z pewnoscig nieuprawnione.
Hacgom‘ﬁa Shico.
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