STRESZCZENIE

ialo Balbianiego to nieobloniony kompleks organelli komérkowych (m.in. mitochon-

driéw, siateczki $rédplazmatycznej, aparatow Golgiego, a takze tzw. materiatu nuage)
zlokalizowany w bezposrednim sasiedztwie jadra oocytu. Klasyczne analizy histologiczne i
ultrastrukturalne wykazaly, ze cialo Balbianiego nawet blisko spokrewnionych organizméw
moze byé zbudowane odmiennie. Podstawowe réznice dotycza zazwyczaj zarowno skladu
organelli, jak i ich wzajemnych relacji. Wyniki badaii molekularnych s3a réwniez niejed-
noznaczne i wskazuja, ze cialo Balbianiego moze bra¢ udzial w rozmaitych procesach za-
chodzacych w zenskich komérkach linii plciowej. Najlepiej poznano funkcjonowanie ciata
Balbianiego w transporcie i lokalizacji specyficznych bialek i czasteczek mRNA, a takze or-
ganelli (mitochondriéw) do Scisle okreslonych rejonéw oocytu i (konsekwentnie) komorki
jajowej. W ostatnich latach wykazano ponadto, ze cialo Balbianiego, zwiazane jest nie tylko
z transferem mitochondriéw do zygoty i kolejnych pokoleri komérek organizmu potomne-
8o, ale odgrywa tez role w selekcji tych organelli, tj. eliminacji jednostek niefunkcjonalnych,
zawierajacych zmutowany mtDNA.

WPROWADZENIE

Rozwijajace sie oocyty prawie wszystkich badanych gatunkéw zwierzat za-
wieraja duzy, nieobloniony zespoét (kompleks) organelli nazywany tradycyjnie
(od nazwiska odkrywcy) cialem Balbianiego [1-8]. Z reguly, kompleks ten zlo-
kalizowany jest w oocycie asymetrycznie, na jednym z biegunéw pecherzyka
zarodkowego (tj. jadra oocytu). Cialo Balbianiego nie jest stalym elementem
budowy ooplazmy (cytoplazmy oocytu) - wystepuje ono przejsciowo, w Scisle
okreslonych fazach oogenezy, a nastepnie ulega rozproszeniu. Ciato Balbianiego
zostalo opisane po raz pierwszy w polowie XIX wieku, w oocytach pajakéw i
wijow [9-11], a nastepnie wykazywano jego obecnos¢ w zeriskich komérkach
linii plciowej kolejnych gatunkéw kregowcoéw i bezkregowcoéw. Zaréwno kla-
syczne, jak i wspoélczesne badania morfologiczne wskazuja, ze ciata Balbianie-
go, nawet blisko spokrewnionych gatunkéw, moga rézni¢ sie¢ pod wzgledem
budowy oraz funkcji. Pomimo réznorodnosci morfologicznej, ciato Balbianiego
zawsze zawiera dwa podstawowe elementy strukturalne: liczne mitochondria
oraz akumulacje charakterystycznego ziarnisto-wiéknistego materiatlu, tzw. ma-
teriatu nuage [1]. Ponadto, w skiad ciata Balbianiego moga wchodzi¢ elementy
siateczki srédplazmatycznej, aparaty Golgiego, elementy cytoszkieletu, a takze
centriole (Ryc. 1, 31 4).

Liczne w ostatnich latach badania zaréwno organizméw modelowych jak i
niemodelowych pozwolily stwierdzi¢, ze cialo Balbianiego bierze udziat w kilku
istotnych procesach zachodzacych podczas wzrostu i rozwoju oocytu. Najwaz-

ciato
Balbianiego

jadro oocytu

nuage
aparat Golgiego
/7.  mitochondria

Rycina 1. Schematyczna budowa ciala Balbianiego.

Postepy Biochemii 67 (4) 2021

dr hab. Wactaw Tworzydlo™=
mgr Malgorzata Sekula,

prof. dr hab. Szczepan M.
Bilinski

Zaklad Biologii Rozwoju i Morfologii Bezkre-
gowcow, Instytut Zoologii i Badan Biomedycz-
nych, Wydziat Biologii, Uniwersytet Jagiellori-
ski w Krakowie

https://doi.org/10.18388/pb.2021_410

Sautor korespondujacy: w.tworzydlo@uj.edu.pl

Stowa kluczowe: mitochondria, mtDNA, dy-
namika mitochondrialna, dziedziczenie mito-
chondriéw, cialo Balbianiego, oogeneza

Wykaz stosownych skrotow: ATP - adeno-
zynotréjfosforan; Drp-1 - ang. dynamin related
protein 1; Mfn1 - mitofuzyna 1; Mfn2 - mitofu-
zyna 2; mtDNA - mitochondrialne DNA; Opal
- ang. optic atrophy 1

Podziekowania: Praca finansowana z sub-
wengcji Ministerstwa Nauki i Edukacji nr N18/
DBS/000013.

Niniejszy artykul dedykujemy Pani Profesor
Matgorzacie Kloc (Houston Methodist Rese-
arch Institute, Houston, USA) w podzigkowa-
niu za wprowadzenie w tematyke dotyczaca
ciala Balbianiego, inspirujace i motywujace
dyskusje oraz nieustajacg pomoc.

333



® ‘g’
ciato \//6///

Balbial nlega/

B.albianieéb

@  jadro cocytu

@® ruage

=  centriola
Z7\ mitochondria

Rycina 2. Morfogeneza ciala Balbianiego Xenopus laevis w kolejnych fazach oogenezy.
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niejsze z nich to: (a) lokalizacja determinantéw komorek
linii plciowej (specyficznych bialek i pewnych klas RNA),
do tzw. plazmy plciowej lub plazmy biegunowej [4,12]; (b)
transport mitochondriéw do okreslonych regionéw oocytu
[13,14] i konsekwentnie, ich transfer do cytoplazmy zygoty,
a wiec komoérek organizmu potomnego; (c) eliminacja mi-
tochondriéw o obnizonym potencjale blony wewnetrznej
(inaczej: selekcja mitochondriéw) oraz (d) biogeneza kropli
lipidowych (wytacznie w oocytach niektoérych pajakow) [5].

MORFOGENEZA I FUNKCJA CIAELA BALBIANIEGO
W OOCYTACH KREGOWCOW MODELOWYCH

O ile budowa ciala Balbianiego w prawie wszystkich
grupach (taksonach) kregowcéw i bezkregowcéw zostala
poznana bardzo dobrze (nawet na poziomie ultrastruk-

tury), o tyle szczegélowe informacje dotyczace powsta-
wania, skladu molekularnego oraz kolejnych faz rozwoju
(morfogenezy) tego kompleksu organelli pochodza prawie
wylacznie z badan zaledwie dwéch organizméw modelo-
wych - ryby danio pregowanego (Danio rerio) oraz zaby
szponiastej (Xenopus laveis). Najdokladniejszg analize mor-
fogenezy i funkgji ciala Balbianiego przeprowadzono wy-
korzystujac oocyty tego drugiego gatunku. W tym przy-
padku, cialo Balbianiego powstaje w bardzo wczesnych
fazach oogenezy na drodze stopniowej agregacji mito-
chondriow i elementéw siateczki srédplazmatycznej wo-
kot centrioli [1,2]. Podczas fazy szybkiego wzrostu oocytu
(tzw. witellogenezy) cialo Balbianiego ulega rozproszeniu,
a jego skladniki transportowane sa do specyficznego rejo-
nu ooplazmy, tzw. plazmy plciowej zlokalizowanej na bie-
gunie wegetatywnym oocytu (Ryc. 2). Szczegélowe bada-

Tabela 1. Molekularne skiadniki ciata Balbianiego Xenopus laevis.

mRNA kodujace biatka wigzgce RNA:

nanos (Xcat2)
Xdazl
Dead-end

Hermes

helikaza Centroid
helikaza DeadSouth
trim36,
Grip2,
germes

mRNA kodujace biatka zwigzane z tworzeniem rusztowania oraz rekrutacja sktadnikéw plazmy pliciowe;:

Xpat

mRNA niekodujace:

Xlsirt

gpt/1

biatka represory translacji

biatkowe czynniki antytranspozonowe

biatka regulujgce cykl komérkowy

biatka zwigzane z transportem i lokalizacja RNA
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Rycina 3. Ciato Balbianiego w oocytach pajakow. (A) Oocyt Xysticus sp. Cialo
Balbianiego (cB) zlokalizowane w bliskim sgsiedztwie jadra oocytu (jo), jaderko
(j) - skrawek polcienki barwiony blekitem metylenowym, mikroskop $wietlny
(zdjecie udostepnione dzieki uprzejmosci dr hab. Izabeli Jedrzejowskiej z Uni-
wersytetu Wroctawskiego). (B) Oocyt Clubiona sp. Inkubacja z BODIP™ 493/503
Y wykazata obecnosc¢ licznych kropli lipidowych (zielona fluorescencja) w obre-
bie ciata Balbianiego (cB) - preparat calosciowy, mikroskop konfokalny (zdjecie
udostepnione dzieki uprzejmosci dr. Arnolda Garbca z Uniwersytetu Wroctaw-
skiego).

nia molekularne pozwolily stwierdzié, ze wraz z fragmen-
tami ciata Balbianiego do plazmy plciowej transportowane
sq rozmaite biatka oraz czasteczki tzw. zlokalizowanego
mRNA; pelnig one role determinantéw linii plciowej (de-
terminantéw komoérek piciowych) [1,2,15,16]. Udziat ciata
Balbianiego w lokalizacji tych determinantéw w oocytach
obu wymienionych gatunkéw modelowych to niewatpli-
wie najlepiej poznana funkcja tego kompleksu organelli.
Rozmaitym aspektom tego niezwykle interesujacego za-
gadnienia po$wiecono liczne i wyczerpujace prace prze-
gladowe [np. 1,2,15]. Poniewaz ramy niniejszego opraco-
wania nie pozwalajg na jego szczegdétowe przedstawienie,
zainteresowanego Czytelnika odsylamy do wymienionych
pozycji. Sklad molekularny ciata Balbianiego zaby szpo-
niastej przedstawia Tabela 1.

Pomimo intensywnych badar, mechanizmy odpowie-
dzialne za stopniowe formowanie ciala Balbianiego nie
zostaly ostatecznie wyjasnione. Dotychczas wykazano
jedynie, ze aktywnos¢ dwoéch genéw: bucky ball (u danio
pregowanego) oraz Xvelo (u zaby szponiastej) jest nie-
zbedna podczas powstawania (a takze rozpraszania) cia-
ta Balbianiego [4,16-17]. Analiza sekwengcji biatka Xvelo
(kodowanego przez gen Xwvelo), pozwolila wykazaé, ze
biatko to zawiera na N-koricu charakterystyczna domene,
tzw. domene prionopodobna [18]. Domena ta odpowiada
za samoagregacje czasteczek biatka Xvelo [17,18]. W tym
Swietle zaproponowano, ze tworzenie ciala Balbianiego
Xenopus inicjowane jest przez agregacje czasteczek bial-
ka Xvelo, a nastepnie rekrutacje (do tego rejonu) mito-
chondriéw oraz czgsteczek RNA. Warto w tym miejscu
doda¢, ze agregacja czasteczek biatka Xvelo przypomina
agregacje amyloidu 3 zachodzaca podczas formowania
plytek amyloidowych w mézgu oséb chorych na chorobe
Alzheimera. W tym $wietle wydaje sie, ze dalsze analizy
powstawania, a szczeg6lnie rozpraszania ciata Balbianie-
go (a wiec amyloidu f3), moga dostarczy¢ cennych danych
dotyczacych zaréwno przyczyn jak i rozwoju choroby Al-
zheimera.
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Rycina 4. Cialo Balbianiego w oocytach owadéw. (A). Oocyt (0oo) Metripotera
brachyptera. Jadro oocytu (jo), ciato Balbianiego (cB), nablonek folikularny (nf)
- skrawek poélcienki barwiony blekitem metylenowym, mikroskop $wietlny.
(B). Fragment oocytu Thermobia domestica. Cialo Balbianego (cB) zbudowane z
licznych mitochondriéw (m), elementéw siateczki §rodplazmatycznej (ER) oraz
aparatéw Golgiego (aG). Strzatkami oznaczono mitochondria wykazujace §lady
degeneracji; jadro oocytu (jo) - skrawek ultracienki, mikroskop elektronowy. (C).
Qocyt Meconema meridionale inkubowany z przeciwcialem skierowanym prze-
ciwko biatku Drp-1, punktowe rozmieszczenie bialka Drp-1 (groty), jadro oocytu
(jo) - mikroskop fluorescencyjny. (D). Fragment oocytu Meconema meridionale. W
sasiedztwie mitochondriéw (m) ciata Balbianiego zlokalizowane sa liczne lizo-
somy (liz) oraz cysterny siateczki érédplazmatycznej (ER) - skrawek ultracienki,
mikroskop elektronowy.

BIOGENEZA KROPLI LIPIDWYCH W OOCYTACH
PAJAKOW: ROLA CIALA BALBIANIEGO

Jak wspomniano wyzej, ciato Balbianiego w oocytach pa-
jakow zaobserwowano juz w XIX wieku [9-11]. Klasyczne
analizy histologiczne pozwolily stwierdzi¢, ze w tej grupie
bezkregowcéw, cialo Balbianiego pojawia sie w sasiedz-
twie jadra oocytu stosunkowo wczesnie i moze by¢ mor-
fologicznie niezwykle zlozone [patrz literatura zebrana w
5,19]. Ciekawe wyniki przyniosty wspélczesne badania ul-
trastrukturalne i histochemiczne rozwijajacych sie oocytow
zaawansowanego ewolucyjnie pajaka Clubiona sp. Badania
te pokazaly, ze w obwodowej czesci ciata Balbianiego tego
gatunku powstaja, a nastepnie gromadzone sa liczne kro-
ple lipidowe [5] (Ryc. 3). Na tej podstawie zaproponowano,
ze przynajmniej u niektérych przedstawicieli pajakéw ciato
Balbianiego bierze udzial w biogenezie kropli lipidowych.
Po zaplodnieniu, w czasie wstepnych etapéw rozwoju za-
rodkowego, krople te stanowia material zapasowy dla roz-
wijajacego sie zarodka [2,5].

MITOCHONDRIA I SIECI MITOCHONDRIALNE

Mitochondria, podstawowy element budujacy ciato Bal-
bianiego (Ryc. 4), to pétautonomiczne organelle komérko-
we zawierajace wlasny materiat genetyczny, tzw. mitochon-
drialny DNA. Mitochondrialny DNA (mtDNA) ma, podob-
nie jak w komérkach organizméw prokariotycznych, postaé
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kolistg. W komoérkach Zaby i szczura, mitochondria zawie-
raja od 5 dol0 kolistych czasteczek mtDNA, natomiast w
mitochondriach drozdzy jest ich od 2 do 50 [20]. Mitochon-
dria posiadaja réwniez wlasny aparat syntetyzujacy biatka,
m.in. enzymy uczestniczace w procesie oddychania komoér-
kowego. Gléwna funkcja mitochondriéw jest zaopatrywa-
nie komorek w energie (w formie ATP), ktéra powstaje w
czasie fosforylacji oksydacyjnej. Produktem ,ubocznym”
tego procesu sg tzw. reaktywne formy tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS). Jednym z negatywnych efektéw dzia-
tania ROS jest stosunkowo szybkie gromadzenie mutacji
w mtDNA. Proces ten prowadzi do uposledzenia metabo-
licznych funkcji mitochondriéw oraz spadku potencjatu ich
blony wewnetrznej [20].

W ostatnich latach wykazano, ze mitochondria to struk-
tury wysoce dynamiczne; podlegaja one w komérkach na-
przemiennie dwém procesom: fuzji (ang. fusion) i fragmen-
tacji (ang. fission). Te dwa przeciwstawne procesy okreslane
sq wspolnie jako homeostaza lub dynamika mitochondrial-
na [21-23]. Fuzja pojedynczych mitochondriéw prowa-
dzi do powstania silnie rozgatezionych i morfologicznie
skomplikowanych struktur tzw. sieci mitochondrialnych,
podczas gdy fragmentacja skutkuje rozpadem tych sieci na
niewielkie, pojedyncze organelle. Co istotne, dynamika mi-
tochondrialna odgrywa podstawowa role w kontroli jakosci
mitochondriéw. Wedlug ostatnio zaproponowanych mode-
li, po rozpadzie sieci na pojedyncze organelle, organelle nie-
funkcjonalne (o obnizonym potencjale wewnetrznej blony
mitochondrialnej, zawierajace uszkodzony mtDNA) s3 eli-
minowane wewnatrz lizosoméw, na drodze tzw. mitofagii
[problematyke te przedyskutowano m.in. w 21-26]. Réw-
noczeénie, tworzenie sieci mitochondrialnych moze prze-
ciwdzialaé¢ gromadzeniu sie mutacji w mtDNA [26-28]. W
procesach fuzji i fragmentacji mitochondriéw zaangazowa-
ne sa biatka z nadrodziny dynamin, wykazujace aktywnosé
GTPazy [29]. W komérkach ssakéw, w fuzji mitochondriéw
biora udzial mitofuzyny (Mfnl i Mfn2) oraz biatko Opal
[30], natomiast gléwnym regulatorem fragmentacji mito-
chondriow jest wysoce konserwatywne biatko Drp1 [31-33].
Wykazano, ze biatko Drp1 ulega polimeryzacji tworzac cha-
rakterystyczny spiralny pierécier otaczajacy , przewezenie”
dzielgcego sie mitochondrium. Pierécieri ten (w mikrosko-
pie fluorescencyjnym widoczny jako jasno $wiecacy punkt,
Ryc. 4C) wchodzi w kontakt z btong mitochondrialng umoz-
liwiajac odseparowanie powstajacych indywidualnych or-
ganelli [31-34]. Ostatnie badania wykazaly ponadto, ze w
procesie fragmentacji mitochondriéw, poza biatkiem Drpl,
biora udzial mikrofilamenty oraz elementy szorstkiej sia-
teczki srédplazmatycznej lub lizosomy [35,36].

DZIEDZICZENIE MITOCHONDRIOW

Mitochondria, a wiec réwniez czgsteczki mtDNA, prze-
kazywane sa z pokolenia na pokolenie wraz z cytoplazma
zenskich komorek plciowych, pochodza wiec wytacznie z
komorki jajowej, podczas gdy mitochondria plemnikéw eli-
minowane s3 w czasie zaplodnienia. Nieliczne wyjatki od
tej reguly opisano jedynie u matzy [37]. Teoretycznie, ,mat-
czyny” sposéb dziedziczenia mitochondriow, ze wzgledu
na brak rekombinacji materialu genetycznego, powinien
prowadzi¢ do bardzo szybkiego gromadzenia szkodliwych
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mutacji w mtDNA. Dane doswiadczalne nie potwierdza-
ja takiego zalozenia, sugeruja wiec, iz w zeriskich komor-
kach plciowych dziata specyficzny i precyzyjny mechanizm
ograniczajacy liczbe uszkodzonych kopii mtDNA [24,25].
Mechanizm ten nie zostal w pelni poznany; obecnie zaklada
sig, iz obejmuje on cztery procesy:

(a) losowa segregacje mitochondriéw (a wiec rozmaitych
typéw mtDNA) do kolejnych pokolert komorek podczas
podzialow mitotycznych oogoniéw (tzw. bottleneck effect);

(b) eliminacje dysfunkcyjnych (zawierajacych liczne muta-
¢gje w mtDNA) mitochondriéw;

(c) ekspansje funkcjonalnych (nieobarczonych mutacjami w
mtDNA) mitochondriéw w obrebie ooplazmy;

(d) eliminacje (na drodze apoptozy) zenskich komorek
plciowych zawierajacych nadmierna liczbe zmutowa-
nych czgsteczek mtDNA [38-43].

Wedlug aktualnych pogladéw, w rezultacie wspoétdziata-
nia wymienionych proceséw organizmy potomne otrzymu-
ja mitochondria w pelni funkcjonalne i w znacznym stopniu
,oczyszczone” z mutacji w mtDNA (Ryc. 2).

ROLA CIALA BALBIANIEGO W
SELEKCJI MITOCHONDRIOW

Analiza tréjwymiarowej organizacji ciala Balbianiego na
poziomie mikroskopii elektronowej wskazuje, ze w oocytach
owadoéw pierwotnych (np. szczeciogonkéw, prostoskrzy-
dtych) mitochondria wchodzace w sklad tego kompleksu
organelli faczg sie, tworzac lokalne sieci mitochondrialne
[7,44]. Co istotne, potencjal blony wewnetrznej tych sieci (a
wiec potencjal blony wewnetrznej budujacych je mitochon-
driéw) jest wyraznie wyzszy od potencjatu mitochondriow
zlokalizowanych poza cialem Balbianiego. Obserwacja
te, w Swietle aktualnych modeli funkcjonowania sieci mi-
tochondrialnych (por. rozdzial Mitochondria i sieci mito-
chondrialne) wskazuja, ze cialo Balbianiego, przynajmniej u
niektérych gatunkéw, poza transferem mitochondriéw do
komorek organizmu potomnego, moze bra¢ udziat w selek-
qji tych organelli, tj. eliminacji jednostek niefunkcjonalnych,
zawierajacych zmutowany mtDNA. Koncepcje te potwier-
dza obecnosé¢ licznych nieaktywnych i najprawdopodobniej
degenerujacych mitochondriéw, a takze lizosoméw (auto-
fagosoméw) w bezposrednim sasiedztwie aktywnego ciata
Balbianiego (Ryc. 4D).

Z drugiej strony analizy aktywnosci mitochondrioéw,
przeprowadzone z uzyciem takich markeréw jak MitoTrac-
ker czy JC-1 wskazujg, ze do ciata Balbiniego rekrutowane
sa wylacznie mitochondria nieuszkodzone (funkcjonalne,
o wysokim potencjale blony wewnetrznej). Wedlug Hill i
wsp. oraz Zhou i wsp. zakumulowane w ciele Balbianie-
go nieuszkodzone mitochondria, w nastepnej fazie morfo-
genezy tego kompleksu organelli, intensywnie dzielg sie i
namnazaja [45,46]. Te koncepcje potwierdzaja wyniki kla-
sycznych juz badan autoradiograficznych przeprowadzo-
nych przez Tourte i wsp. wskazujacych na wysoki poziom
replikacji mtDNA w ciele Balbianiego zaby szponiastej [47],
a takze obecnosc¢ biatka Drpl (bioracego udziat w podzia-
tach mitochondriéw, patrz wyzej) w sasiedztwie i/lub na
terenie ciata Balbianiego owaddéw.
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Przedstawione wyniki pozwalaja sadzi¢, ze ciato Balbia-
niego bierze udzial zaréwno w eliminacji mitochondriéw
dysfunkcjonalnych, jak i ekspansji mitochondriéw w petni
prawidtowych. Jest wiec istotnym , graczem” w procesach
gwarantujacych ograniczenie liczby zmutowanych kopii
mtDNA w rozwijajacych sie oocytach i komérkach jajo-
wych.
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ABSTRACT

The Balbiani body is an organelle assemblage (termed sometimes a super-organelle) characteristic for the developing oocytes of almost all
investigated animal species. In the vast majority of species, this complex resides next to the germinal vesicle and comprises such organelles as
mitochondria, elements of endoplasmic reticulum, Golgi complexes as well as accumulations of nuage material. Comparative analyses have
shown that the Balbiani bodies, even in closely related organisms, are often morphologically different. The differences concern not only the
composition of this assemblage but also mutual relations between its components. So far, it has been found that the Balbiani body is implica-
ted in several cellular processes undergoing in female germline cells. Most importantly this organelle complex is responsible for the delivery
and localization of certain macromolecules and organelles to specific regions of the ooplasm (oocyte cytoplasm), as well as in the transfer of
mitochondria to the zygote, i.e. to the next generation. Moreover, it has been shown recently that at least in some species the Balbiani body
participates in the elimination of nonfunctional, damaged mitochondria from the developing oocytes and egg cells.
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