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				Streszczenie

				W trakcie wczesnej gametogenezy zwierząt pojawiają się nietypowe podziały mitotyczne komórek płciowych, które nie kończą się pełną cytokinezą. W konsekwencji potomne komórki nie są kompletnie rozdzielone ale pozostają przez pewien czas połączone zmodyfi-kowanymi pierścieniami zaciskowymi zwanymi stabilnymi mostkami międzykomórkowy-mi. Mostki te to na tyle szerokie pasma cytoplazmy (od 0,2 µm do 20 µm), że możliwa jest wymiana zarówno produktów genowych jak i organelli pomiędzy połączonymi komórka-mi. Takie syncytialne twory nazywamy zespołami (cystami) komórek płciowych. Zespoły występują powszechnie w trakcie spermatogenezy zwierząt łącząc z sobą męskie komórki płciowe aż do ich przekształcenia w plemniki. W linii żeńskiej (oogeneza) zespoły mogą się w ogóle nie formować, powstają na bardzo krótki czas (do początku mejozy) lub na dłużej (do zaawansowanej oogenezy). Pomimo uniwersalnego mechanizmu powstawania zespo-łów (niepełna cytokineza) obserwujemy dużą różnorodność w ich organizacji przestrzennej i funkcjonowaniu. Niniejszy artykuł przedstawia podstawowe fakty związane z powstawa-niem i funkcjonowaniem zespołów komórek płciowych w linii męskiej i żeńskiej.

				Wstęp czyli co to są zespoły komórek płciowych

				W czasie gametogenezy komórki linii płciowej wpierw przechodzą liczne podziały mitotyczne, później podziały mejotyczne i znacząco zmieniają swoją morfologię i właściwości cytochemiczne by finalnie stać się bardzo wyspecjali-zowanymi komórkami rozrodczymi (gametami) [1]. W świecie zwierząt wielo-komórkowych proces formowania się gamet (gametogeneza) zachodzi zazwy-czaj w wyspecjalizowanych narządach czyli gonadach, rzadko, np. u gąbek, pewnych parzydełkowców, wirków bezjelitowych, niektórych wieloszczetów mamy do czynienia z tzw. gametogenezą rozproszoną – dyfuzyjną, gdzie nie formują się gonady [1,2]. Intrygującym jest fakt, iż w większości przypadków komórki płciowe przechodzące proces formowania nie funkcjonują jako indy-widualne komórki, ale jako zespoły komórek połączonych bezpośrednio z sobą szerokimi kanałami cytoplazmatycznymi (Ryc. 1, 2, 3) [3–11]. Przeczy to naszym szkolnym, schematycznym wyobrażeniom o procesach spermatogenezy i ooge-nezy, gdzie każda komórka płciowa przedstawiana jest jako struktura funkcjo-nująca indywidualnie a fakt ich połączenia w zespoły jest zazwyczaj pomijany. Czym są zespoły komórek płciowych (ZKP)? Jaka jest ich rola? Jak powstają, jak wyglądają i funkcjonują? Oto główne pytania na które Czytelnik znajdzie w niniejszym opracowaniu odpowiedzi. Ze względu na ograniczoną objętość pracy nie będą to jednak odpowiedzi w pełni wyczerpujące a zainteresowanego Czytelnika odsyłamy do opracowań bardziej szczegółowych [3–12].

				Czym są ZKP (zwane także cystami, gronami, grupami izogenicznymi czy gniazdami)? Są to komórki linii płciowej, które przechodzą proces gametoge-nezy (lub przynajmniej część tego procesu) jako komórki połączone wyspe-cjalizowanymi połączeniami międzykomórkowymi (Ryc. 1, 2, 3). Połączenia te nazywamy stabilnymi mostkami międzykomórkowymi (SMM) i mają one postać relatywnie szerokich (o średnicy od 0,2 µm do nawet 20 µm) kanałów cytoplazmatycznych przez które może zachodzić wymiana cytoplazmy wraz z jej zawartością, czyli np. wymiana makrocząsteczek i organelli [3,4,13,5–12]. SMM nie są trwałe i ulegają zamknięciu bądź to wraz z końcem gametogenezy bądź znacząco wcześniej (np. wraz z wejściem komórek płciowych w proces mejozy). Dzięki istnieniu takich szerokich kanałów komunikacyjnych i wymia-nie zawartości cytoplazmy można uznać, że połączone z sobą komórki tworzą funkcjonalne syncytium (Ryc. 1). Tak więc warunkiem koniecznym by powstały ZKP jest istnienie między nimi szerokich kanałów cytoplazmatycznych w for-mie SMM. Stabilne mostki międzykomórkowe to niezamknięte przez pewien czas pierścienie zaciskowe, czyli struktury odpowiadające za rozdzielenie się komórek (cytokinezę) w końcowej fazie podziału komórkowego [3–5,14]. Jeśli pod koniec cytokinezy pierścień zaciskowy nie ulegnie demontażowi i nie za-
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				mknie się do końca lecz zostanie ustabilizowany przez biał-ka cytoszkieletu (molekularne szczegóły na temat formowa-nia się SMM zawarte są w np. [3–5]) to tworzą one obrzeża stabilnego i szerokiego kanału cytoplazmatycznego wciąż łączącego nieoddzielone do końca komórki potomne. Co ważne, takie zmodyfikowane podziały mogą odbywać się raz za razem co znacząco zwiększa liczbę połączonych ko-mórek. W ten sposób kolejne pokolenia komórek płciowych pozostają z sobą połączone za pomocą SMM i w takich to zespołach przechodzą one wspólnie proces gametogenezy [3–10]. Warto zaznaczyć, iż niepełne cytokinezy prowadzą-ce do powstania SMM zachodzą także w pewnych tkankach somatycznych np. obserwowano je w czasie bruzdkowania kałamarnicy Loligo pealei czy w komórkach folikularnych obecnych w jajnikach muszki owocowej [15,16]. Niepełne cytokinezy są także charakterystyczne dla wielu typów ko-mórek nowotworowych [17,18], a inną odmianę niepełnej cytokinezy obserwuje się w np. prawidłowych komórkach wątroby szczura [19].

				Zespoły komórek płciowych obserwuje się powszechnie w czasie spermatogenezy większości zwierząt (Ryc. 2, 3) [20–23], co więcej także wśród roślin wykazano istnienie szerokich połączeń cytoplazmatycznych pomiędzy np. ko-mórkami macierzystymi pyłku (temat ten wykracza poza ramy opracowania, literatura dostępna w [24]). Od gąbek po ssaki (w tym człowiek), spermatogonia, spermatocyty i spermatydy nie występują indywidualnie ale właśnie są z 

			

		

		
			
				sobą połączone w ZKP. Liczne badania nad procesem ooge-nezy wykazały natomiast, że w linii żeńskiej obserwuje się mniej więcej równie powszechnie oba stany. Oogonia mogą dzielić się z pełną cytokinezą a oocyty są komórkami indy-widualnymi (Ryc. 1) i w wielu grupach zwierząt (np. nie-które owady, pajęczaki, mięczaki, szkarłupnie, liczne pier-ścienice – wieloszczety) nie zaobserwowano do tej pory for-mowania ZKP [2,25–31]. Z drugiej strony u takich zwierząt jak liczne owady, pewne skorupiaki, wrotki, liczne nicienie, mszywioły, niesporczaki, ogonice, część pierścienic – sio-dełkowce, liczne kręgowce w tym ssaki wykazano, że oogo-nia przechodzą podziały mitotyczne, które nie kończą się pełnymi cytokinezami co prowadzi do powstania żeńskich ZKP (Ryc. 1, 2, 3) [2,6,12,25,32–36]. By skomplikować spra-wę okazuje się, iż w czasie oogenezy niektórych zwierząt (niektóre owady, liczne kręgowce) oogonia tworzą zespo-ły, które bardzo szybko rozpadają się (ich czas trwania to często kilka dni) i później oocyty funkcjonują już wyłącznie jako komórki indywidualne [10,25,37,38]. Fakt istnienia ta-kich zespołów łatwo przeoczyć, szczególnie u ssaków gdzie formowanie żeńskich zespołów odbywa się we wczesnym rozwoju zarodkowym, przed narodzinami ([10,38]; patrz rozdział: „Funkcjonowanie żeńskich ZKP”).

			

		

		
			
				Rycina 1. Schemat przedstawia różnorodność organizacji przestrzennej zespołów komórek płciowych w czasie gametogenezy zwierząt. A) Komórka gonialna. B) U niektórych zwierząt (np. w czasie oogenezy u mięczaków) komórki płciowe dzielą się całkowicie, zespoły się nie formują. C) Praktycznie u wszystkich zwie-rząt w czasie spermatogenezy oraz u licznych w czasie oogenezy (np. większość owadów, pierścienice, liczne kręgowce) komórki gonialne nie dzielą się kom-pletnie, cytokineza jest niepełna i komórki potomne zostają połączone kanałem cytoplazmatycznym zwanym stabilnym mostkiem międzykomórkowym (strzał-ki). D) Powszechnie w czasie spermatogenezy oraz w czasie oogenezy pewnych owadów, skorupiaków i wieloszczetów kolejne podziały komórek gonialnych prowadzą do powstania zespołu liniowego (łańcuch komórek). Strzałki wskazują jeden z mostków. E) U pewnych owadów i ssaków w czasie oogenezy tworzą się zespoły liniowe z rozgałęzieniami. Miejsce rozgałęzienia zespołu (komórka z więcej niż dwoma mostkami) zaznaczono gwiazdką, strzałki wskazują jeden z mostków. F) U licznych owadów (obie płcie) i płazów (oogeneza) tworzą się zespoły rozgałęzione. Komórki mają tyle mostków ile razy się podzieliły. Jeden z mostków wskazują strzałki. G) W czasie spermatogenezy płazińców, mięczaków i pierścienic oraz w oogenezie siodełkowców tworzą się zespoły z centralną masą cytoplazmy (cytofor, Cy). Strzałki wskazują jeden z mostków.
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				Rycina 2. Przykładowe obrazy zespołów komórkowych uzyskane za pomocą mikroskopu świetlnego. A) Fragment jajnika muszki owocowej, D. melanogaster z wyraźnie widocznymi trzema zespołami. Strzałki wskazują na jądra komórek płciowych. KP – komórki płciowe, KO – komórki odżywcze, O – oocyt. Każdy zespól liczy 16 komórek, nie wszystkie są widoczne. B) Żeński zespół komórek płciowych pobrany z jamy ciała skąposzczeta Chaetogaster diaphanus. Widocz-ny jest wzrastający oocyt (O), komórki odżywcze (KO) i cytofor (Cy). Strzałki wskazują jądra komórkowe a krótkie strzałki jąderka, groty strzałek wskazują krawędzie mostka międzykomórkowego. Zespół liczy ok. 30 komórek, większość nie jest widoczna. C) Przekrój przez żeński zespół Ch. diaphanus. Widoczne są komórki odżywcze (KO), niewielki fragment oocytu (O) i cytofor (Cy). Strzałka wskazuje jądro komórki odżywczej, groty strzałek wskazują krawędzie mostków międzykomórkowych. D) Fragment przekroju przez jądro skąposzczeta Grania postclitellochaeta. Przerywaną linią zaznaczony jest zespół z widocznymi cztere-ma synchronicznie dzielącymi się spermatogoniami. Podwójne strzałki wskazują płytki metafazowe. E) Przekrój przez jądro skąposzczeta Insulodrilus bifidus. Wi-doczne są liczne zespoły. Wszystkie komórki w danym zespole są w tej samej fazie spermatogenezy. Jeden z zespołów łączący wydłużające się spermatydy otoczony jest linią przerywaną. Cy – cytofor, Sg – spermatogonia, St – sperma-tydy, podwójne strzałki wskazują synchronicznie dzielące się spermatogonia w jednym z zespołów. A-B) obrazy preparatów całościowych uzyskanych za pomo-cą kontrastu interferencyjnego Nomarskiego, C-E) skrawki półcienkie barwione błękitem metylenowym.
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				Powszechne występowanie ZKP w czasie spermatogene-zy zwierząt, obecność żeńskich zespołów w licznych gru-pach bezkręgowców i kręgowców, wspólny i konserwatyw-ny mechanizm powstawania zespołów (niepełne cytokine-zy) skłania naukowców do twierdzenia, że ZKP powstały bardzo wcześnie w ewolucji zwierząt wielokomórkowych i ich formowanie się należało by uznać za cechę pierwotną gametogenezy [3,7,25]. Jak zobaczymy dalej, w toku ewo-lucji ZKP, przy wykorzystaniu mechanizmu czasowej blo-kady cytokinezy uzyskały zaskakująco dużą różnorodność morfologiczną i funkcjonalną. Jest to kolejny przykład pla-stycznego wykorzystania do różnych celów mechanizmu, który prawdopodobnie powstał tylko raz w toku ewolucji.

			

		

		
			
				Na zakończenie Wstępu jeszcze jedna ważna uwaga. Wiedza szczegółowa na temat molekularnych mechani-zmów postawania i funkcjonowania ZKP pochodzi z badań takich gatunków modelowych jak muszka owocowa Dro-sophila melanogaster (przegląd w np. [3–6,8,39,40]) i mysz domowa Mus musculus [10,13,38]. Mniej informacji dostęp-nych jest na ten temat dla innych gatunków modelowych takich jak nicień Caenorhabditis elegans [34,41,42] czy żaba szponiasta Xenopus laevis [6,37]. W przypadku innych zwie-rząt wiedza na temat powstawania i funkcjonowania ZKP jest zwykle fragmentaryczna.

				Formowanie i architektura zespołów

				Jak już wspomniano, ZKP stanowią syncytia składają-ce się z połączonych w jedną grupę komórek płciowych. Sposób w jaki dzielą się komórki w czasie formowania ze-społu, czyli lokalizacja centrioli i co za tym idzie orientacja wrzeciona podziałowego i pierścienia zaciskowego wpływa bezpośrednio na wzajemne przestrzenne ułożenie komórek i jego architekturę (organizację przestrzenną) (Ryc. 4, 5). Dodatkowo, opis architektury zespołów komplikuje fakt, że w wielu przypadkach dochodzi do istotnych zmian ich organizacji w czasie powstawania czy funkcjonowania zespołów, takich jak np. rozpad pierwotnego zespołu na mniejsze (patrz rozdział: Funkcjonowanie żeńskich ZKP). W niniejszym opracowaniu, biorąc pod uwagę różne ułoże-nie w przestrzeni połączonych komórek, wyróżniono cztery podstawowe typy architektoniczne ZKP: zespoły liniowe, zespoły liniowe z rozgałęzieniami, zespoły rozgałęzione i zespoły z centralną masą cytoplazmy (Ryc. 1). Inni autorzy preferują odmienną klasyfikację np. odrębnie wymieniają 
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				Rycina 3. A–D. Zespoły komórek płciowych pierścienic analizowane za pomo-cą mikroskopii fluorescencyjnej. A–B – zespół żeński wazonkowca białego, En-chytraeus albidus. Widoczne są komórki odżywcze (KO) i oocyt (O). C–D) Męski zespół złożony z wydłużających się spermatyd (St) wypreparowany z worka na-siennego dżdżownicy Lumbicus terrestris. W obu przypadkach pierwsze zdjęcie (A i C) pokazuje zespoły z widocznym DNA w jądrach komórek płciowych (bar-wienie odczynnikiem DAPI – niebieski sygnał) oraz widocznymi w tle mostkami międzykomórkowymi bogatymi w F-aktynę (barwienie rodaminą sprzężoną z falloidyną – czerwony sygnał). Zdjęcia B i D pokazują ten sam zespół z widocz-nym jedynie sygnałem czerwonym wskazującym na dużą koncentrację F-akty-ny. Groty strzałek wskazują na mostki międzykomórkowe widoczne w postaci pierścieni. E) Dwa męskie zespoły L. terrestris barwione przyżyciowo odczynni-kami Hoechst 33342 (znakuje DNA – niebieski sygnał) i Tubulin Tracker Green (znakuje mikrotubule – zielony sygnał). Komórki w zespole ze spermatogoniami dzielą się synchronicznie, widoczne są wrzeciona podziałowe (krótkie strzałki) i płytki metafazowe (PM). Komórki drugiego zespołu to wydłużające się sperma-tydy (St), wyraźnie widoczne są mikrotubule zawarte w formujących się witkach (strzałki). F-H) Fragmenty zespołów zwizualizowane w transmisyjnym mikro-skopie elektronowym. F-G) Fragmenty żeńskiego zespołu Ch. diaphanus. Widocz-ne są fragmenty oocytu (O), komórki odżywczej (KO) i cytoforu (Cy) oraz mostki międzykomórkowe (ich krawędzie znaczą podwójne strzałki). W obrębie mostka widoczne są mitochondria (M) i cysterny retikulum endoplazmatycznego (ER). J – fragment jądra komórki odżywczej. H) Fragment zespołu z jądra skąposzczeta G. postclitellochaeta. Widoczna późna spermatyda (St) połączona mostkiem (po-dwójne strzałki) z cytoforem (Cy). M – mitochondrium.
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				Rycina 4. Formowanie się zespołów liniowych i zespołów liniowych z rozgałęzie-niami. A) komórka gonialna. A’) Niepełny podział komórki gonialnej, tworzy się zespół dwukomórkowy (B). Czarne strzałki wskazują płytkę metafazową czyli płaszczyznę niepełnego podziału a strzałki czerwone jedną z centrioli. Czarne cienkie strzałki wskazują jeden z mostków. Przerywane strzałki wskazują ko-mórki potomne jednego, wybranego podziału. B’) podział zespołu dwukomór-kowego. Jeśli wszystkie płaszczyzny podziałów ustawione są prostopadle do długiej osi zespołu powstaje zespół liniowy (C). C’) Kolejne podziały według tego schematu prowadzą do powstawania coraz dłuższego łańcucha komórek (D). W niektórych zespołach liniowych (E) nie wszystkie płaszczyzny podziałów układają się prostopadle do długiej osi zespołu, niektóre komórki mogą się także nie dzielić (E’) i w konsekwencji tworzą się zespoły liniowe z rozgałęzieniami. Gwiazdka wskazuje na miejsce rozgałęzienia zespołu tj. komórkę z więcej niż dwoma mostkami.
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				zespoły dwukomórkowe, a zespoły liniowe z rozgałęzienia-mi traktują jako modyfikację zespołów liniowych [32,43]. Te cztery podstawowe formy ZKP znaleźć można zarów-no w gonadach męskich (jądrach), jak i żeńskich (jajnikach) [12,25]. Ponadto odrębnie omówione zostaną przykłady zespołów, o bardziej skomplikowanej organizacji, które nie dadzą się tak prosto klasyfikować.

				Zanim przedstawiony zostanie przegląd organizacji ze-społów należy zwrócić uwagę na liczbę połączonych komó-rek. Najczęściej podziały kończące się niepełnymi mitozami są synchroniczne tj. wszystkie połączone już komórki są w tej samej fazie cyklu komórkowego (Ryc. 2D, 3E, 4, 5). Skut-

			

		

		
			
				kiem tego liczba komórek w zespole wynosi zazwyczaj 2n, gdzie n to liczba synchronicznych podziałów (zarówno mi-toz jak i mejozy) [44]. Liczba komórek w zespołach jest czę-sto specyficzna gatunkowo, a także w obrębie wyższych jed-nostek taksonomicznych jak rodzaj czy rodzina [12,25,44]. Często jednak zdarzają się odstępstwa od tej reguły i liczba komórek nie jest równa 2n (np. liczne owady czy niespor-czaki [25,32], kolejne przykłady poniżej), powodem może być asynchronia podziałów, rozpadnięcie się większego ze-społu na mniejsze fragmenty czy degeneracja pojedynczych komórek [12,44].

				Zespoły liniowe

				ZKP o najprostszej architekturze, łączące od dwu do na-wet kilkuset komórek to zespoły gdzie komórki ułożone są liniowo jedna za drugą tworząc łańcuch (Ryc. 1, 4). Taki typ organizacji zespołu nazywamy liniowym. Należy zauwa-żyć, że zespoły liniowe nie tworzą w gonadach łańcuchów ułożonych w linii prostej, ale zwykle są przestrzennie moc-no powyginane czy poplątane. Układ komórek w formie łańcucha wynika z faktu, że wszystkie komórki posiadają po dwa mostki międzykomórkowe, za pomocą których łączą się z komórkami sąsiednimi. Jedynie komórki umiej-scowione na końcach zespołu mają po jednym mostku mię-dzykomórkowym (Ryc. 1, 4) [3,25]. Liniowy układ komórek powstaje ponieważ wrzeciona podziałowe ułożone są rów-nolegle do długiej osi zespołu, centriole są zlokalizowane w pobliżu istniejących już mostków (wyjątkiem jest pierw-szy podział) a pierścień zaciskowy i SMM formują się w ten sposób, że każda komórka potomna otrzymuje dwa mostki – jeden „stary” (wcześniej istniejący) a drugi to ten świe-żo uformowany – „nowy” (Ryc. 4). Komórki skrajne wciąż mają jeden mostek („nowy”, Ryc. 4).

				Zespoły liniowe opisano w czasie oogenezy w kilku grupach bezkręgowców takich jak pierścienice, owady czy skorupiaki. I tak, u wieloszczeta Diopatra cuprea w takich ze-społach występuje 30-40 komórek [45,46], u widłogonków (owady bezskrzydłe) obserwowano maksymalnie 36 połą-czonych łańcuchowo komórek [47] a u skorupiaka Artemia salina uważa się, że taki łańcuch tworzony jest maksymalnie z 32 komórek [48]. Przede wszystkim jednak liniowe ZKP obserwuje się w czasie spermatogenezy zwierząt bezkrę-gowych i kręgowych, gdzie tworzą długie łańcuchy połą-czonych ze sobą komórek na kolejnych etapach spermato-genezy (a więc diploidalnych spermatogonii, a następnie przechodzących mejozę spermatocytów i haploidalnych spermatyd). Zespoły takie są szeroko rozpowszechnione i dobrze opisane u kręgowców (szczególnie u ssaków) i mogą zawierać setki, a nawet tysiące męskich komórek płciowych (Ryc. 6A) [3,20,49]. U ssaków, analizowanych głównie na przykładzie myszy i szczura, proces formowania zespołów obejmuje od dziewięciu do jedenastu synchronicznych po-działów spermatogoniów oraz dwa podziały mejotyczne. Proces ten teoretycznie powinien prowadzić więc do łą-czenia w łańcuchy tysięcy komórek i przy założeniu pełnej synchronii podziałów zespoły te powinny mieć np. 2048 ko-mórek (dziewięć mitoz i dwa podziały mejotyczne = 211). W praktyce jednak, w zespołach obserwowano do 650 komó-rek [3]. Podobnie u ryby danio pręgowanego (Danio rerio) spermatogonia dzielą się synchronicznie 9 razy i po dwóch 
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				Rycina 5. Formowanie się zespołów rozgałęzionych i z centralną masą cytopla-zmy. W tworzeniu zespołu rozgałęzionego (A-E) istotną funkcję pełni materiał fuzomalny (oznaczony na czerwono), do którego kotwiczy jedna z centrioli (czerwone strzałki) każdego wrzeciona podziałowego. Czarne strzałki wskazują na płaszczyznę podziału, cienkie strzałki wskazują wybrany mostek w każdym zespole. A) komórka gonialna i jej pierwszy podział (A’). B) Zespół dwukomórko-wy i jego podział (B’). C) Zespół czterokomórkowy i jego podział (C’). D) zespól ośmiokomórkowy i jego podział (D’). E) Zespół szesnastokomórkowy. Gwiazd-kami zaznaczono dwie komórki, które przeszły cztery podziały – mają one cztery mostki. Pozostałe komórki mają także tyle mostków, ile podziałów przeszły. W czasie formowania zespołów z centralną masą cytoplazmy (F-I) centriole (czer-wone strzałki) są odsunięte od istniejącego mostka (cienkie strzałki) tak, iż płasz-czyzna podziału (czarne strzałki) biegnie prostopadle do środka zespołu. F i F’) komórka gonialna i jej pierwszy podział. G i G’) zespół dwukomórkowy i jego podział. H i H’) Zespół czterokomórkowy i jego podział. Cy – zawiązek wspólnej cytoplazmy (cytofor) zlokalizowany jest w centrum zespołu. I) Zespół ośmioko-mórkowy. Cytofor (Cy) zwiększa swoją objętość dzięki napływowi cytoplazmy z komórek zespołu.
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				kolejnych podziałach mejotycznych zespoły powinny teore-tycznie liczyć też 2048 komórek, a jak wykazały obliczenia w zespołach było ich tylko około 1360 [50]. Mniejsza liczba komórek jest skutkiem tego, że około 40% z nich ginie na drodze dwóch fal masowych apoptoz [50].

			

		

		
			
				Zespoły liniowe z rozgałęzieniami

				Odmianą liniowych ZKP są tzw. zespoły liniowe z rozga-łęzieniami (Ryc. 1). Układ ten powstaje na skutek takich po-działów komórek ułożonych dotychczas liniowo, w których tylko jedna z komórek potomnych otrzymuje wszystkie (dwa) dotychczasowe mostki a druga komórka potomna ma tylko jeden mostek (ten „nowy”, Ryc. 4). Taki wzór podzia-łów prowadzi do powstania bocznych odgałęzień. Komórki tworzące takie „miejsce rozgałęzienia” zespołu mają więcej niż dwa SMM (Ryc. 4) [51]). Zespoły liniowe z dodatko-wymi rozgałęzieniami są opisywane w jajnikach pewnych owadów (sieciarek) i ssaków (np. myszy – patrz: Funkcjono-wanie żeńskich ZKP, Ryc. 6B) i prawdopodobnie występują także we wczesnej oogenezie człowieka [11,38,51,52].

				Zespoły rozgałęzione

				W gametogenezie wielu zwierząt, szczególnie bezkręgo-wych, obserwuje się z kolei tzw. rozgałęzione ZKP. W takich zespołach, poszczególne komórki łączą się z sąsiednimi ko-mórkami za pomocą zazwyczaj więcej niż dwóch mostków międzykomórkowych (Ryc. 1). Jeśli w czasie tworzenia ze-społu, podziały mitotyczne komórek zachodzą synchronicz-nie, a mostki są dziedziczone w ten sposób, że jedna komór-ka potomna otrzymuje wszystkie dotychczasowe mostki + mostek „nowy” a druga otrzymuje tylko jeden („nowy”, Ryc. 5) tak powstały zespół staje się „maksymalnie rozgałę-ziony”. W takim zespole liczba rozgałęzień (mostków mię-dzykomórkowych) jaką posiada dana komórka jest równa liczbie podziałów jakie przeszła [25,37,39,53,54]. Liczne badania molekularne nad mechanizmami niekompletnych podziałów generujących maksymalnie rozgałęzione zespo-ły zostały wykonane z wykorzystaniem muszki owocowej [55]. Wykazano, że taki układ jest generowany dlatego, że jedna z centrioli jest niejako „łapana” w pobliżu istniejącego już SMM (wyjątkiem jest więc pierwszy podział) poprzez oddziaływanie takich białek jak cytoplazmatyczna dyneina z materiałem fuzomalnym (patrz niżej). W konsekwencji tylko jedna z komórek potomnych (ta bliżej środka zespo-łu) otrzymuje wszystkie mostki, które już posiada, a nowy mostek jest wspólny dla obu komórek potomnych (Ryc. 5) [39,53,55]. Materiał fuzomalny to specyficzna struktura ko-mórkowa wzbogacona w siateczkę śródplazmatyczną i biał-ka cytoszkieletu, która pojawia się w czasie formowania ze-społów rozgałęzionych. Fuzom ma kluczowe znaczenie w formowaniu tych zespołów, a w przypadku rozgałęzionych zespołów żeńskich, bierze udział w determinacji oocytu. Omówienie genezy, składu molekularnego i roli tej struktu-ry wychodzi poza obręb pracy, a zainteresowany Czytelnik znajdzie kilka ogólnych opracowań na ten temat [7,56,57].

				Rozgałęzione ZKP występują w obu liniach płciowych licznych owadów np. motyli czy muchówek – w tym, jak już wspomniano, u muszki D. melanogaster (Ryc. 6C, D). Roz-gałęzione zespoły opisano także u kręgowców, np. u żaby szponiastej [11,25,37,39,52]. W zespołach rozgałęzionych ogólna liczba połączonych komórek różni się w zależności od taksonu i dodatkowo często jest inna w zespołach żeń-skich i męskich tego samego gatunku. Przykładowo, u mo-tyli żeńskie ZKP zawierają 8 komórek, męskie zaś po sześciu synchronicznych mitozach, składają się z 64 komórek, a po 

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 6. Schematy organizacji męskich i żeńskich zespołów komórek płciowych u wybranych gatunków, tj. myszy (A, B), muszki owocowej (C, D), wazonkowca białego (E, F) oraz przykład zespołu o nietypowej organizacji opisanego u nie-sporczaka Milnesium tardigradum (G). A) Męski liniowy zespół komórek płcio-wych myszy z widocznymi spermatydami (S) połączonymi mostkami międzyko-mórkowymi (strzałki). B) Żeński zespół liniowy z rozgałęzieniami występujący u myszy, składający się z połączonych mostkami międzykomórkowymi (strzałki) oocytów (O). Uwaga: zespół taki bardzo szybko rozpada się na pojedyncze ko-mórki, część z nich zdegeneruje, pozostałe staną się oocytami pierwotnymi. C) Męski rozgałęziony zespół muszki owocowej złożony z 16 identycznych i roz-wijających się synchronicznie spermatogonii (S) połączonych mostkami między-komórkowymi (strzałki). Uwaga: Komórki zespołu przechodzą następnie dwa podziały mejotyczne, tak więc finalnie zespół składa się z 64 spermatyd. D) Żeń-ski rozgałęziony zespół muszki owocowej, zbudowany z jednego oocytu (O) i 15 komórek odżywczych (KO). Podobnie jak w męskim zespole liczba mostków w danej komórce (strzałki) wynika z liczby podziałów tej komórki. Uwaga: oocyt jest jedną z dwóch komórek w zespole z największą liczbą mostków (cztery). E) Męski zespół wazonkowca z widoczną centralną masą cytoplazmy – cytoforem (Cy) i synchronicznie rozwijającymi się spermatydami (S). Każda komórka po-łączona jest z cytoforem za pomocą pojedynczego mostka (strzałki). F) Żeński zespół wazonkowca składający się z 15 komórek odżywczych (KO) i jednego oocytu (O). Każda z komórek posiada jeden mostek międzykomórkowy (strzał-ki) łączący ją z centralnie położonym cytoforem (Cy). G) Żeński zespół komórek płciowych niesporczaka M. tardigradum z widocznymi licznymi oocytami (O) połączonymi mostkami (strzałki) z częścią centralną zespołu. Część tą stanowią cztery obszerne wielojądrzaste komórki odżywcze (KO).
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				mejozie w ten sposób połączonych jest 256 spermatyd (28) [3,21,39]. Dla kontrastu, u niesporczaków, które także mają w linii żeńskiej zespoły rozgałęzione liczba komórek nie za-wsze jest zgodna z regułą 2n np. u gatunku Thulinius ruffoi zespoły składają się z różnej liczby komórek oscylującej wo-kół 30 (maksymalnie 35) [43] natomiast u Hypsibius exem-plaris w zespołach obserwowano od 21 do 27 komórek [58]. Podobna sytuacja ma miejsce u mszyc i czerwców (owady z rzędu pluskwiaków), gdzie liczba komórek w zespołach może się znacząco wahać (np. od 111 do 192), a dodatkowo u mszyc stwierdzono różną liczbę komórek w pokoleniu ży-worodnym i jajorodnym [59,60]. U samic muszki owocowej i żaby szponiastej komórki płciowe formują zespoły o mak-symalnie rozgałęzionej architekturze, składające się zawsze z 16 komórek. W przypadku muszki owocowej 15 komórek różnicuje się w komórki odżywcze, a tylko jedna w oocyt (Ryc. 6D), natomiast u żaby szponiastej wszystkie 16 komó-rek różnicuje się w oocyty (patrz rozdział: Funkcjonowanie żeńskich ZKP). W obu przypadkach rozgałęzione zespoły powstają na skutek czterech synchronicznych podziałów mitotycznych i wykazują charakterystyczną organizację: dwie komórki, zlokalizowane w centrum zespołu, posia-dają po cztery mostki międzykomórkowe, dwie komórki posiadają po trzy mostki, cztery komórki posiadają po dwa mostki, oraz osiem komórek zlokalizowanych na obwodzie zespołu posiada po jednym mostku międzykomórkowym (zgodnie z regułą: liczba mostków = liczba podziałów, jaką przeszła dana komórka) (Ryc. 5E). U obydwu gatunków ze-społy te początkowo tworzą charakterystyczny układ roze-ty, w którym mostki międzykomórkowe są zlokalizowane w części centralnej zespołu, a komórki ułożone są koliście wokół tej centralnej strefy – za taką organizację odpowiada materiał fuzomalny [37,39,54,55]. U samców D. melanogaster synchronia podziałowa utrzymywana jest przez cały czas trwania spermatogenezy, w związku z czym, cztery kolejne cykle mitoz i dwa kolejne podziały mejotyczne powodu-ją, że finalnie męskie ZKP D. melanogaster łączą ze sobą 64 haploidalne spermatydy i dwie spermatydy mają aż sześć SMM [3,21,61].

				Zespoły z centralną masą cytoplazmy

				Odmienna architektura ZKP występuje w obu liniach płciowych u takich pierścienic jak siodełkowce i szczetnice, oraz u nicieni, roztoczy, a także w linii męskiej niektórych płazińców i mięczaków [12,21]. W ZKP obserwowanych w czasie gametogenezy tych zwierząt, poszczególne komór-ki nie są ze sobą połączone bezpośrednio, lecz grupują się wokół bezjądrowej masy cytoplazmy (Ryc. 1, 2, 3, 5, 6E, F). Ta wspólna dla całego zespołu cytoplazma (określana jako rachis u nicieni, cytofor u pijawek, skąposzczetów i szczet-nic, lub medula/rdzeń u roztoczy), może być różnie wy-kształcona i mieć odmienną formę (Ryc. 2, 3) [12,62–66]. I tak centralna masa cytoplazmy może wyglądem przypomi-nać długi i prosty rdzeń, tak jak to obserwowano u nicienia C. elegans [33,34], długą i rozgałęziającą się drzewkowato strukturę, np. u skąposzczeta rurecznika mułowego Tubifex tubifex [67], lub może być niewielką i prawie kulistą masą, np. u pijawki rybiej Piscicola geometra [68,69] i u skąposzcze-ta wazonkowca białego Enchytraeus albidus (Ryc. 6E, F) [70]. W obrębie takich zespołów, każda komórka płciowa połą-czona jest ze wspólną masą cytoplazmy zawsze za pomocą 

			

		

		
			
				tylko jednego SMM (Ryc. 1, 2, 3, 5, 6E, F). Za taką architek-turę zespołów znów odpowiada specyficzny układ centrio-li i pierścienia zaciskowego w czasie kolejnych podziałów (Ryc. 5). W tym przypadku żadna z centrioli nie leży w po-bliżu już istniejącego SMM, a bruzda podziałowa biegnie prostopadle do płaszczyzny istniejącego mostka dzieląc go na dwa mostki potomne (Ryc. 5). W konsekwencji każda komórka zespołu niezależnie od tego ile razy się podzie-liła zawsze posiada tylko jeden mostek. W obszarze gdzie mostki ulegają podziałom tworzy się niewielka wspólna przestrzeń, która z czasem dzięki kierunkowemu napływo-wi cytoplazmy z przyłączonych komórek może znacznie powiększyć rozmiary i stać się w pełni rozwiniętą wspólną masą cytoplazmatyczną (Ryc. 5) [34,71].

				Żeńskie ZKP z centralną masą cytoplazmy mogą łączyć ze sobą różną liczbę komórek, od 16 (wazonkowiec biały), około 30-60 (pijawka rybia), do nawet około 2000 (u ską-poszczetów takich jak rurecznik mułowy oraz pijawek z ro-dziny Glossiphoniidae) [12]. W męskich ZKP wspólna masa cytoplazmatyczna również może przyjmować różny kształt, np. długiego cylindra - rachis u nicieni [64], lub mniej więcej sferycznej masy - cytofor u pierścienic (Ryc. 2E, 6E) [71–74], a sam kształt i wielkość cytoforu zazwyczaj zmieniają się w trakcie kolejnych etapów spermatogenezy. Liczba mę-skich komórek połączonych ze wspólną masą cytoplazmy może być różna, choć dane na ten temat są raczej fragmen-taryczne. Przykładowo, u wielu siodełkowców (dżdżowni-ce) 128 spermatyd tworzy takie zespoły co oznacza siedem synchronicznych cykli podziałowych [21,75,76]. U pijawek znane są też przykłady zespołów zawierających 256, 512 lub 1024 spermatydy [72,77,78].

				Zespoły o innej organizacji

				Przedstawiona powyżej klasyfikacja organizacji prze-strzennej ZKP jest uproszczona i nie obejmuje wielu mniej powszechnych, a bardziej skomplikowanych układów opi-sanych w literaturze. Zespoły takie znajdziemy m.in. u osło-nicy Oikopleura dioica [79], niesporczaków Milnesium tardi-gradum [80] i Halechiniscus perfectus [81], czy u drapieżnych roztoczy (Astigmata) [82–85]. Pomimo tego, że zespoły takie znacząco się od siebie różnią pod względem morfologicz-nym, ich wspólną cechą jest obecność części syncytialnej, do której przyłączone są rozwijające się oocyty. Te syncytialne części przybierają jednak różnorodne kształty i organizację przestrzenną. Istotne różnice są widoczne również w funk-cjonowaniu takich zespołów. Przykładowo, u niesporczaka M. tardigradum część syncytialną każdego zespołu tworzą cztery wielojądrzaste komórki (liczba jąder komórkowych w ich obrębie waha się między 12 a 74), które tworzą „rdzeń” do którego przyłączone są liczne oocyty (od 12 do 52, Ryc. 6G) [80]. Również same komórki wielojądrzaste łączą się ze sobą mostkami międzykomórkowymi (Ryc. 6G) [32,80]. Z kolei u osłonicy O. dioica zespół stanowi jedno syncytium, zawierające około 100 jąder komórkowych zatopionych we wspólnej cytoplazmie. Jądra komórkowe tworzą tutaj dwie populacje: jądra poliploidalne i jądra mejotyczne, występu-jące w równych proporcjach. Błony komórkowe oddziela-jące poszczególne jądra mejotyczne od reszty syncytium pojawiają się dopiero później, wraz z postępem oogenezy. W efekcie tego, część z komórek mejotycznych rozwija się 
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				w oocyty, które pozostają w kontakcie syncytium, dzięki utworzonym mostkom międzykomórkowym. Syncytium wraz z jądrami poliploidalnymi pełni tu funkcję komórek odżywczych [79,86,87].

				Funkcjonowanie żeńskich ZKP

				Niezależnie od architektury, funkcjonowanie żeńskich ZKP jest skorelowane z losami rozwojowymi komórek płciowych, a tym samym z typem oogenezy (panoistyczna vs. meroistyczna). W przypadku oogenezy panoistycznej (z gr. pan = wszystko + oon = jajo) wszystkie oogonia (oprócz degenerujących) różnicują się w oocyty. Ponadto często nie obserwuje się w ogóle formowania zespołów (np. liczne sta-wonogi czy mięczaki) [2,25,26,28]. W nielicznych przypad-kach np. u owadów z rzędu widelnic [88] czy żaby szponia-stej [37] zespoły formują się we wczesnej oogenezie (przed mejozą) ale w miarę postępu oogenezy rozpadają się szybko na indywidualne komórki, z których każda rozwija się da-lej w oocyt. Tam gdzie żeńskie ZKP występują dłużej, do czasu zaawansowanej oogenezy wykazano, że stają się one spolaryzowane. Polaryzacja ZKP polega na kierunkowym transporcie makrocząsteczek i organelli poprzez mostki międzykomórkowe z niektórych komórek w zespole do oocytów czyli przyszłych komórek jajowych. Taki spolary-zowany transfer ma na celu wspieranie rozwoju wybranych komórek i przyspieszenie oogenezy (patrz rozdział: Dlacze-go komórki płciowe funkcjonują w zespołach?). Polaryzacja wiąże się więc z różnicowaniem się komórek płciowych w obrębie danego zespołu na dwie kategorie o odmiennych losach: oocyty mające potencjał do rozwoju w komórki jajo-we, oraz komórki pełniące funkcje wspierające rozwój tych pierwszych zwane komórkami odżywczymi bądź trofocy-tami [89,90]. Często zróżnicowaniu losów komórkowych towarzyszy także wyraźne zróżnicowanie morfologiczne i funkcjonalne komórek a taką oogenezę określa się jako me-roistyczną (z gr. meros = część + oon = jajo). W takich ze-społach oocyty kontynuują oogenezę, gromadzą materiały zapasowe, otaczane są osłonami jajowymi i wchodzą w kolejne etapy mejozy, a komórki odżywcze nie kontynuują mejozy, nie rosną tak znacząco jak oocyty, ale za to są czę-sto komórkami poliploidalnymi. Główną funkcją komórek odżywczych jest bowiem synteza, a następnie transport makrocząsteczek i organelli do oocytu (bądź oocytów), podczas gdy jądro komórkowe oocytu pozostaje często nie-aktywne transkrypcyjnie [25,51,54,91–93]. Poliploidyzacja jąder komórkowych w komórkach odżywczych jest charak-terystyczna dla wielu owadów, przykładowo u D. melano-gaster materiał genetyczny w komórkach odżywczych jest zwielokrotniany 12 razy, a u motyli 16 razy [25]. Z drugiej strony, u innych zwierząt, np. u wspomnianego wcześniej wazonkowca białego, komórki odżywcze nie ulegają poli-ploidyzacji. U tego gatunku, ploidia komórek występuje na poziomie 4 C, co jest wynikiem replikacji DNA w fazie S cyklu komórkowego, zachodzącej przed rozpoczęciem me-jozy (tutaj wszystkie komórki w 16-komórkowym zespole rozpoczynają profazę I mejozy, po czym 15 z nich powraca do interfazy, a tylko jedna – oocyt kontynuuje mejozę) [70].

				Niezależnie od stopnia wyspecjalizowania komórek od-żywczych, zwykle obserwuje się transfer ich organelli (tj. mitochondria, rybosomy, aparaty Golgiego, siateczka śród-

			

		

		
			
				plazmatyczna, centrosomy) i takich makrocząsteczek jak mRNA (na bazie których następuje synteza odpowiednich białek już w nowym organizmie, jest to tzw. matczyna in-formacja rozwojowa) do oocytów (lub oocytu) [25,94]. Licz-ne badania morfologiczne, molekularne i eksperymentalne potwierdziły istnienie takiego jednokierunkowego transfe-ru w przypadku oogenezy meroistycznej [6–8,13,25,92]. W przypadku D. melanogaster, gdzie w każdym zespole żeń-skim 15 komórek odżywczych przekazuje cytoplazmę wraz z zawartością do jednego oocytu transfer ten zachodzi w dwóch etapach: początkowo jest powolny i selektywny; w wyniku tego zachodzi powolny ruch cytoplazmy i w oocy-tach gromadzi się wiele różnych mRNA np. bicoid, oskar i gurken. W kolejnym etapie dochodzi do szybkiego, inten-sywnego i nieselektywnego transferu, w wyniku którego praktycznie cała cytoplazma komórek odżywczych zostaje niejako „przelana” do oocytu [95]. U muszki owocowej po-znano dokładnie mechanizmy molekularne odpowiedzial-ne za powstanie i funkcjonowanie takiego spolaryzowane-go transferu, w tym wykazano tu szczególną rolę cytosz-kieletu mikrotubularnego i aktynowego [7,33,40,95,96]. Co ciekawe, ostanie badania nad formowaniem żeńskich ZKP muszki owocowej wykazały, że pewne białka (w tym wy-padku cyklino-zależny inhibitor kinaz) mogą być przekazy-wane w drugą stronę: z oocytu do komórek odżywczych. Okazało się, że u muszki owocowej to oocyt reguluje wzrost komórek odżywczych [97].

				Cechą charakterystyczną oogenezy meroistycznej jest fakt, że komórki odżywcze po spełnieniu swoich funkcji zo-stają wyeliminowane [45,54,90,94,98–101]. Proces eliminacji związany jest najczęściej z programowaną śmiercią komór-kową – apoptozą, a pozostałości komórek (ciała resztkowe) są następnie usuwane na drodze fagocytozy przez komórki somatyczne [89,98,102,103]. Niektóre obserwacje wskazu-ją także na inny możliwy mechanizm eliminacji komórek odżywczych. Przykładowo u wazonkowca białego rosną-cy oocyt otacza swoją grupę komórek odżywczych, które prawdopodobnie są przez niego następnie wchłaniane, w tym przypadku nie zaobserwowano apoptozy komórek od-żywczych [70,104]. Natomiast u stułbi [105,106], po transfe-rze cytoplazmy komórki odżywcze ulegają apoptozie, lecz ich pozostałości są fagocytowane przez sam oocyt. Co cieka-we, rozwijające się w ten sposób liczne oocyty ulegają fuzji, w efekcie czego pod koniec oogenezy powstaje z nich jeden ogromny oocyt [105–107].

				Poza „typowymi” meroistycznymi przykładami oogene-zy, w literaturze znane są też opisy funkcjonowania zespo-łów, które do tej pory nie klasyfikowano jako meroistyczne, ponieważ nie stwierdzono występowania morfologicznie odmiennych komórek odżywczych. Dokładne analizy po-zwoliły jednak wykazać tutaj także dwie populacje komó-rek o odmiennych losach. Do takich zwierząt należy nicień C. elegans i mysz [33,52]. W obu przypadkach ZKP składają się wyłącznie z oocytów (wszystkie komórki wchodzą w profazę mejozy), jednakże tylko część z nich będzie konty-nuować oogenezę i rozwijać się w gamety, przy wsparciu ze strony pozostałych, siostrzanych komórek. Udowod-niono eksperymentalnie, że w jajniku C. elegans występuje przepływ cytoplazmy wraz z jej zawartością w kierunku wzrastających oocytów. Cytoplazma ta pochodzi głównie 
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				z komórek rozrodczych będących we wcześniejszym sta-dium mejozy (pachytenie) i za pośrednictwem wspólnego dla zespołu rdzenia cytoplazmatycznego (rachis), kierowa-na jest do wybranych komórek. Ponieważ badacze sugeru-ją, że większość lub wszystkie komórki rozrodcze będące w pachytenie mejozy mają potencjał do różnicowania się w oocyty, wydaje się, że w czasie oogenezy C. elegans komórki płciowe czasowo funkcjonują jako komórki wspierające roz-wój „starszych” komórek siostrzanych, zanim same wejdą na tą samą drogę rozwoju i staną się oocytami [33]. Z drugiej strony wykazano, że około połowa żeńskich komórek roz-rodczych u tego nicienia umiera w wyniku apoptozy pod koniec pachytenu [102]. W takim przypadku te umierające komórki funkcjonują wyłącznie jako komórki wspierające rozwój oocytów (czyli komórki odżywcze) i nie stają się ga-metami. Podobna sytuacja ma miejsce u myszy. Mysie ZKP składają się z około 30 połączonych oocytów, jednak tylko część z nich rozwija się w funkcjonalne gamety (najpraw-dopodobniej są to komórki połączone największą liczbą mostków międzykomórkowych z komórkami siostrzany-mi) [38]. Komórki te otrzymują od swoich siostrzanych ko-mórek, za pośrednictwem SMM, cytoplazmę wraz z orga-nellami takimi jak mitochondria, siateczka śródplazmatycz-na, aparaty Golgiego i rybosomy. Po takim kierunkowym transferze, oocyty-dawcy (czyli komórki odżywcze) giną na drodze apoptozy, a cały ZKP rozpada się na pojedyncze komórki (oocyty-biorcy), które od tego momentu rozwijają się indywidualnie [7,38]. Opisane procesy zachodzą bardzo wcześnie, bo już w okresie życia płodowego, a sam trans-fer i następujący po nim rozpad mysich ZKP zachodzi bar-dzo szybko (20.5–22.5 dzień po zapłodnieniu), co znacznie utrudnia badania [108]. Przez wiele lat powstawanie i funk-cjonowanie ZKP u myszy i innych ssaków pozostawało za-gadką i naukowcy byli zdania, że oocyty od początku roz-wijają się wyłącznie samodzielnie, a jeśli już obserwowano mostki i ZKP to często uważano to za zjawisko krótkotrwałe i bez znaczenia biologicznego [3,13,38,108].

				Funkcjonowanie męskich ZKP

				W spermatogenezie zarówno podziały mitotyczne, jak i mejoza zachodzą synchronicznie i symetrycznie, prowadząc do powstania identycznych morfologicznie i funkcjonalnie komórek potomnych (Ryc. 2, 3). Oznacza to, że wszystkie połączone w zespole komórki mają potencjał do rozwoju w plemniki [22]. Męskie ZKP funkcjonują praktycznie przez cały czas trwania spermatogenezy, łącząc komórki na róż-nych etapach, poczynając od spermatogonii po spermaty-dy (Ryc. 2E, 6). Uważa się, że uwspólnianie cytoplazmy męskich komórek płciowych powoduje ich synchroniczny rozwój i ma funkcje regulacyjne. Zważywszy na to, że w czasie spermatogenezy wszystkie komórki mają potencjał by stać się funkcjonalnymi gametami, oraz na dużą liczbę takich komórek w zespołach, połączenie komórek w jedno syncytium pozwala zintensyfikować proces formowania plemników [3,4,11,24,109] (patrz rozdział: Dlaczego komór-ki płciowe funkcjonują w zespołach?).

				Jedną z grup, u których spermatogeneza została dokład-nie poznana są ssaki. U ssaków męskie komórki płciowe rozwijają się w obrębie nabłonka plemnikotwórczego ka-nalików jąder, występując w określonym porządku prze-

			

		

		
			
				strzennym, w którym najmłodsze stadia (spermatogonia) ułożone są u podstawy kanalika, a kolejne generacje ko-mórek (spermatocyty i spermatydy) ułożone są w kierun-ku jego światła. Umożliwia to następnie uwolnienie z na-błonka plemnikotwórczego powstających ze spermatyd plemników i ich przedostanie się do światła kanalików. Jak już wspomniano, wszystkie komórki płciowe powstające w trakcie kolejnych cykli podziałowych, pozostają ze sobą połączone SMM tworząc długie liniowe ZKP [7,22,110]. Jedynie pierwsze pokolenie spermatogonii określane jako As (z ang. single) to komórki pojedyncze, które funkcjonują jako komórki macierzyste spermatogonii utrzymując pulę męskich komórek płciowych na właściwym poziomie. Ko-lejne podziały mitotyczne spermatogonii As prowadzą do powstania pokolenia spermatogonii Ap (z ang. pair) połą-czonych w pary mostkiem międzykomórkowym, a następ-nie liniowych zespołów połączonych spermatogonii Aal (z ang. aligned). Komórki te przechodzą kolejno dwa (u chomi-ka chińskiego) lub trzy (u myszy i szczura) synchroniczne cykle mitoz, tworząc pokolenia A1-A4 i prowadząc do po-wstania długich łańcuchów spermatogonii. Następne syn-chroniczne podziały spermatogonii A4 dają kolejno pokole-nia spermatogonii In (z ang. intermediate), spermatogonii B i spermatocytów. Powstanie spermatocytów kończy proces namnażania mitotycznego komórek w zespole i wszystkie powstałe spermatocyty wchodzą w podziały mejotyczne. Po dwóch podziałach mejotycznych, liczba komórek w ze-spole (spermatyd) zwiększa się czterokrotnie. Warto dodać, że u naczelnych, spermatogonia określane są inaczej niż u pozostałych ssaków, jako Ad (z ang. dark) będące zarazem komórkami macierzystymi i Ap (z ang. pale) będące odpo-wiednikiem Aal innych ssaków. W wyniku podziałów sper-matogonii Ap powstają spermatogonia B, które kontynuują proces spermatogenezy i rozpoczynają podziały mejotycz-ne [7,110].

				W przypadku ZKP ze wspólną masą cytoplazmy, sper-matogeneza również zachodzi synchronicznie. W związku z tym, wszystkie komórki w obrębie ZKP znajdują się na tym samym etapie spermatogenezy, a więc dany ZKP za-wiera wyłącznie jedno pokolenie komórek płciowych (sper-matogonia, spermatocyty, spermatydy i formujące się plem-niki) (Ryc. 2E, 3E). Wspólna cytoplazma znajdująca się w centrum ZKP pełni w czasie spermatogenezy rolę podporo-wą i odżywczą [21]. Dodatkowo, jak wykazano na przykła-dzie dżdżownic, cytofor będący centralną częścią zespołu nie tylko pośredniczy w wymianie informacji między ko-mórkami, lecz może także służyć jako „śmietnik”, poprzez magazynowanie składników komórkowych, które wraz z postępem spermatogenezy stają się zbędne, np. mitochon-dria, które nie wchodzą w skład wstawki plemnika [111].

				Dlaczego komórki płciowe funkcjonują w zespołach?

				Jakie korzyści (przewagę) przynosi komórkom płcio-wym stan umożliwiający w miarę swobodną wzajemną lub kierunkową wymianę cytoplazmy? Odpowiedź na to ważne pytanie już częściowo padła w poprzednim rozdzia-le przy omawianiu funkcjonowania zespołów. Literatura przedmiotu przedstawia tutaj jednak wiele różnych analiz i hipotez, warto więc ten temat omówić osobno. Ponieważ 
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				ZKP linii męskiej i żeńskiej funkcjonują inaczej to należy rozpatrywać te korzyści odrębnie dla każdej płci.

				Bardzo często podkreśla się, szczególnie w przypadku męskich ZKP, fakt, iż połączone komórki różnicują się w pełnej synchronii [3–8,10,22]. Ostanie badania eksperymen-talne myszy, gdzie badano mutanty, u których nie formują się SMM wykazały, że choć spermatogonia mogą się dzie-lić w kolejne pokolenia to synchronia tych podziałów jest zaburzona [112]. Powszechnie uważa się, że taka wspólna kontrola wchodzenia w kolejne fazy cyklu komórkowego ma ułatwić komórkom wejście i przejście przez mejozę. W linii żeńskiej synchronia podziałów także występuje po-wszechnie (choć znamy przypadki jej zaburzenia, patrz rozdział: Formowanie i architektura zespołów) ale i tu uwa-ża się, że formowanie zespołów ułatwia wejście oocytów w mejozę [11], co ostatnio potwierdziły również badania eksperymentalne [113]. Przy czym należy zauważyć, iż w przypadku linii żeńskiej synchronia podziałów komórko-wych jest krótkotrwała i dotyczy głownie oogoniów. Jak już wspomniano często zdarza się (np. mysz), że zespoły rozpa-dają się zanim komórki wejdą w mejozę, lub nie wszystkie połączone komórki rozpoczynają mejozę (muszka owoco-wa). Jak wykazały badania nad muszką owocową, za syn-chronię cyklu komórkowego w obrębie zespołu odpowiada wspomniana już specyficzna struktura zwana fuzomem, a konkretnie różnego rodzaju cykliny z nią związane [7,114]. Z drugiej strony fuzom nie był obserwowany w ssaczych ZKP i nie wiadomo jaki mechanizm zapewnia synchronię w tym przypadku [7,10].

				W linii męskiej ZKP obserwuje się zazwyczaj od stadium spermatogonii aż do późnych spermatyd, czyli SMM łączą także komórki haploidalne [20–23]. Badania molekularne wykazały, iż następuje wzajemna wymiana produktów genowych pomiędzy haploidalnymi spermatydami co ma uzupełnić oczywiste dla takich komórek braki, bo np. sper-matydy zawierające chromosom X wymieniają swoje pro-dukty z tymi które mają chromosom Y i vice versa [7,9,115]. Taka wzajemna wymiana i uzupełnienie produktów geno-wych zapewnia prawidłową transformację spermatyd w plemniki, i ten argument podaje się jako główną przyczynę istnienia męskich ZKP [7,9,22,24,115]. O tym jak ważne jest istnienie ZKP w linii męskiej świadczy fakt, iż zaburzenia w formowaniu SMM czy ich kompletny brak prowadzi do ste-rylności, co wykazano zarówno w przypadku muszki owo-cowej [116] jak i myszy [117]. Należy zauważyć, iż potrzeba bezpośredniej łączności pomiędzy haploidalnymi sperma-tydami nie wyjaśnia dlaczego wiele pokoleń diploidalnych spermatogonii jest także połączonych w zespoły. Przykła-dy gdzie spermatogonia są indywidualnymi komórkami, a tylko komórki przechodzące mejozę (czyli spermatocyty) i później spermatydy są połączone mostkami (czyli tworzą tetrady spermatyd), są nieliczne np. liczne wieloszczety z taksonów Sabellinae i Serpulidae [118].

				Kolejne światło, na możliwe funkcje ZKP w linii męskiej, rzucają badania nad wpływem uszkodzeń DNA w jądrach D. melanogaster [7,119]. Badania te jednoznacznie wykazały, że jeśli uszkodzi się DNA w pojedynczych komórkach w zespole ze spermatogoniami (zespoły takie liczą 16 komó-rek), to wszystkie komórki zespołu umierają. Jeśli jednak 

			

		

		
			
				taki eksperyment przeprowadzimy u mutantów, które mają niefunkcjonalny fuzom, to programowaną śmierć przejdą wyłącznie uszkodzone komórki, a reszta komórek zespołu przeżyje [7,119]. Wyciągnąć można z tego eksperymentu co najmniej dwa wnioski: 1) fuzom pośredniczy w przeka-zywaniu sygnałów śmierci do wszystkich połączonych ko-mórek i 2) komórki linii płciowej są niejako „przeczulone” na uszkodzenia DNA, skoro jego uszkodzenie w jednej lub kilku komórkach skutkuje śmiercią całego zespołu, czyli także komórek gdzie prawdopodobnie DNA było nieuszko-dzone. Ten drugi fakt jest znany od dawna i wiąże się go z większą ochroną gamet przed uszkodzeniami DNA [7,120]. Łączenie się komórek płciowych w zespoły (przynajmniej te męskie), zwiększa więc ich ogólną wrażliwość na uszkodze-nia DNA, nawet kosztem eliminacji komórek nieuszkodzo-nych. Z kolei niedawne badania nad charakterystyką białek wchodzących w skład SMM w męskiej linii płciowej myszy wykazały, że mogą one wiązać RNA, co sugeruje rolę most-ków w kontroli epigenetycznej spermatogenezy [121].

				W linii żeńskiej istnienie wspólnoty cytoplazmatycznej w obrębie zespołu także umożliwia transfer cytoplazmy ale, w odróżnieniu od linii męskiej jest to zwykle transfer jednokierunkowy (spolaryzowany). Transfer ten odbywa się wzdłuż osi: komórki odżywcze – oocyt (bądź oocyty) i w pełnej formie jest on obserwowany w oogenezie mero-istycznej jak to już opisano wcześniej [6–8,13,25,92]. Także u ssaków (mysz, królik) wykazano jednokierunkowy trans-fer podczas krótkiego czasu, w którym komórki są z sobą połączone [7,38,52]. Finalnie, komórki odżywcze (a także komórki pełniące funkcje komórek odżywczych w jajnikach nicieni czy ssaków) po przekazaniu oocytom swojej cyto-plazmy, są eliminowane z ZKP na drodze programowanej śmierci komórkowej [89,98,108]. W związku z tym tylko komórki „biorcy” czyli oocyty mają potencjał by przeżyć i przekształcić się w funkcjonalne gamety. Przyjmuje się, że istnienie takiej transmisji („mechanizmu odżywczego”) znacznie przyśpiesza proces oogenezy, a jego istnienie po-daje się jako główną korzyść istnienia ZKP w linii żeńskiej [7,10,11,13,25,38,52]. Jak ważne jest prawidłowe funkcjono-wanie połączonych komórek w czasie oogenezy meroistycz-nej świadczy fakt, iż u muszki owocowej zaburzenia w ufor-mowaniu prawidłowego transferu na osi komórki odżyw-cze–oocyt oraz defekty wpływające na prawidłowe przeka-zywanie cytoplazmy do oocytu, prowadzą do kompletnej sterylności lub produkcji niepełnowartościowych oocytów [40]. Co zaskakujące, u myszy eksperymentalne zaburze-nie formowania zespołów w jajnikach poprzez blokowanie formowania SMM nie doprowadziło do sterylności samic [122]. Wyniki te sugerowały, iż u myszy w linii żeńskiej for-mowanie zespołów nie ma istotnego znaczenia dla płodno-ści, a istnienie zespołów tłumaczono podobnie jak tłumaczy się występowanie narządów szczątkowych – są w linii żeń-skiej bo są niezbędne w linii męskiej ale ich funkcjonowanie nie ma znaczenia dla płodności samic [3,122]. Kolejne bada-nia pozwoliły na przynajmniej częściowe wyjaśnienie tego zjawiska [38]. Jak wcześniej wspomniano, dziś wiemy, iż w mysich żeńskich zespołach występuje transfer organelli, który jest istotny dla selekcji przyszłych oocytów. Co bardzo interesujące transfer pomiędzy komórkami może odbywać się dwoma drogami: poprzez SMM oraz poprzez obszerne otwory w błonach komórkowych sąsiadujących komórek 
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				zwanych w oryginale „szczelinami” (z ang. gaps) [38]. Szc-zeliny te nie mają charakterystycznej dla SMM elektronowo gęstej okładziny, a o ich postawaniu i funkcjonownaiu nie ma danych. Transfer organelli przez te szczeliny tłumaczy dlaczego, przy eksperymentalnym zablokowaniu formowa-nia klasycznych SMM, samice nadal są płodne [38]. Ostatnio potwierdzono, że u myszy w przypadku gdy nie formują się SMM, oogeneza może zachodzić (komórki w zespołach mają łaczność cytoplazmatyczną poprzez „szczeliny”), ale zespoły takie są dużo mniejsze i oocyty pierwotne mają małe rozmiary [123].

				Poza tą mocno już ugruntowaną wiedzą na temat ko-rzyści płynących z grupowego funkcjonowania komórek płciowych w oogenezie, w literaturze dyskutuje się i inne koncepcje. Dla przykładu pewni Autorzy wskazują, że np. uszkodzone mitochondria mogą być przekazywane do ko-mórek, które później są eliminowane (czyli klasyczne ko-mórki odżywcze i komórki funkcjonujące jak komórki od-żywcze np. u myszy) i ten sposób następuje oczyszczenie oocytów z wadliwych organelli, co znacznie poprawia ich jakość i tym samym jakość przyszłego zarodka [108,124]. Wskazuje się także na fakt, iż wymiana RNA, a w szcze-gólności akumulacja pewnych frakcji RNA takich jak piR-NA (z and. piwi-interacting RNA) w przyszłych oocytach ma duże znaczenie dla blokowania transpozonów na dalszych etapach oogenezy [38]. Kolejne badania wskazują, że istnie-nie mostków międzykomórkowych i lokalizowanie w ich pobliżu centrioli czy innych akumulacji organelli (znanych pod nazwą ciała Balbianiego) powoduje, że oocyty stają się asymetryczne i przynajmniej chwilowo spolaryzowa-ne. Według Kloc i współpracowników [125] taka wczesna polaryzacja oocytów jest konserwatywną cechą oogenezy wszystkich zwierząt. Inne obserwacje, które wykazały, że np. u mutantów muszki owocowej mających zablokowane funkcjonowanie genów odpowiedzialnych za determinację płci (np. Sex-lethal) zostaje zakłócone formowanie ZKP, a u myszy aktywność genu Dax-1 (jednego z genów regulują-cych powstanie płci) zachodzi w czasie formowania ZKP sugerują, że powstanie zespołów może być także związane z jakimś konserwatywnym mechanizmem determinacji płci [11]. Inne sugerowane funkcje ZKP to np. hamowanie mi-toz komórek gonialnych, tak by ograniczeniu później uległa liczba komórek wchodzących w mejozę, czy hamowanie mobilności komórek płciowych [10].

				Podsumowanie i perspektywy

				Intensywne badania nad ZKP cały czas trwają i można tu wyróżnić dwa kierunki. W jednym, przy użyciu technik mikroskopowych opisuje się wciąż nowe ZKP zwracając szczególną uwagę na ich organizację przestrzenną i funkcjo-nowanie, przykładem mogą badania nad niesporczakami i pierścienicami [12,32]. Drugi kierunek badań dotyczy ga-tunków modelowych (muszka owocowa, mysz, C. elegans), gdzie obok technik mikroskopowych naukowcy posługują się nowoczesnymi technikami molekularnymi aby poznać mechanizmy funkcjonowania zespołów (badania takie są licznie cytowane w niniejszym opracowaniu). Co zaskaku-jące, także w przypadku ZKP w organizmach modelowych odkrywane są wciąż nowe i istotne fakty. I tak ostatnio Ali--Murthy i współpracownicy [126] wykazali, że w żeńskich 

			

		

		
			
				ZKP D. melanogaster dochodzi do fuzji dwóch komórek od-żywczych z oocytem. W konsekwencji jądra tych dwóch komórek wnikają do oocytu, gdzie następnie degenerują. Pomimo ponad 60 lat intensywnych badań żeńskich ZKP muszki owocowej fakt ten nie był dotychczas opisany.

				Wydawać się może, że badania nad ZKP, oprócz waloru poznawczego, nie mają wpływu na nasz życie. Nieprawda. Zrozumienie jak funkcjonują ZKP, zwłaszcza u ssaków, ma duży potencjał dla nauk medycznych zajmujących się ludz-ką płodnością. Dzięki tym badaniom np. lepiej rozumiemy jakie mechanizmy leżą u podstaw masowego obumierania oocytów jeszcze w czasie życia płodowego. Wiadomo, że zaburzenia w czasie tego procesu mogą powodować takie przypadłości jak pierwotny brak miesiączki czy przedwcze-sną niewydolność jajników [127]. Wydaje się, że badania podstawowe skierowane na poznanie roli ZKP w tych pro-cesach pomogą opracować odpowiednią diagnostykę i pro-cedury leczenia. Kolejny przykład: niedawno wykazano, że u myszy aby powstały mostki międzykomórkowe niezbęd-ne jest białko TEX14, a jego brak w linii męskiej powoduje sterylność [117]. Obecność białka TEX14 potwierdzono tak-że w ludzkich jądrach [128] i od razu pojawił się pomysł by wykorzystać to odkrycie do opracowania metody anty-koncepcji. Koleje atrakcyjne pole to badania zaburzeń cy-tokinezy. Wiadomo, że w wielu typach nowotworów (rak piersi, trzustki czy prostaty) dochodzi do defektów cytoki-nezy [129] a badania sugerują, że powstawanie pewnego typu nowotworu jąder (neoplazja komórek zarodkowych in situ) może mieć związek z niewłaściwym formowaniem SMM [130].

				Dziś uważa się, że ZKP powstały bardzo wcześnie w ewolucji zwierząt wielokomórkowych [7]. Zespoły w linii męskiej i żeńskiej funkcjonują u parzydełkowców (stułbia, krążkopławy i koralowce), zwierząt które pojawiły się 720 milionów lat temu, a powstanie mechanizmu niepełnej cy-tokinezy najprawdopodobniej miało miejsce jeszcze przed powstaniem zwierząt wielokomórkowych, czego dowodem jest tworzenie mostków u wiciowców z grupy Choanofla-gellata [131,132]. Mechanizm niepełnej cytokinezy pojawił się więc przed powstaniem zwierząt wielokomórkowych i został później zaadoptowany do takich funkcji jak wzajem-ne doposażanie haploidalnych spermatyd w brakujące pro-dukty genowe, czy jednokierunkowy transfer cytoplazmy w przypadku oogenezy. I tu pojawia się kolejne wyzwanie dla badaczy – wyjaśnienie faktu, dlaczego u wielu zwierząt nie obserwuje się w ogóle formowania ZKP (szczególnie w linii żeńskiej). Skoro ZKP spełniają tak wiele ważnych funk-cji to jakie mechanizmy kompensują ich brak?
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				Abstract

				During early gametogenesis the incomplete mitotic divisions occur. The cytokinesis is blocked and the sister cells do not fully separate. In-stead, they stay connected via modified contractile rings known as stable intercellular bridges or ring canals. Intercellular bridges are broad cytoplasmic strands (from 0,2µm to 20µm in diameter), which allow to exchange the gene products and organelles between interconnected cells. Such syncytial structures are termed germ-line cysts. As a rule, cysts are formed during spermatogenesis and they interconnect germ cells till sperm formation. In the female germ-line (oogenesis) cysts may not form at all, may be formed for a short period of time (till early meiosis) or may function till late oogenesis. Despite of universal mechanism of cysts formation (incomplete cytokinesis and bridge formation) there are substantial differences in cysts organization and functioning between taxa. The present paper gives the basic knowledge about formation and functioning of male and female germ-line cysts.
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Zespoly komorek plciowych w gametogenezie zwierzat

- geneza, organizacja i funkcjonowanie

STRESZCZENIE

trakcie wezesnej gametogenezy zwierzat pojawiaja sie nietypowe podzialy mitotyczne

Kkomorek plciowych, ktére nie koficza si¢ pelna cytokineza. W konsekwencji potomne
komérki nie sa kompletnie rozdzielone ale pozostaja przez pewien czas polaczone zmodyfi-
kowanymi pierscieniami zaciskowymi zwanymi stabilnymi mostkami migdzykomérkowy-
mi. Mostki te to na tyle szerokie pasma cytoplazmy (od 0,2 jm do 20 pm), ze mozliwa jest
wymiana zaréwno produktéw genowych jak i organelli pomiedzy polaczonymi komérka-
mi. Takie syncytialne twory nazywamy zespolami (cystami) komérek plciowych. Zespoly
wystepuja powszechnie w trakcie spermatogenezy zwierzat laczac z soba meskie komorki
plciowe az do ich przeksztalcenia w plemniki. W linii zefiskiej (oogeneza) zespoly moga sie
w ogéle nie formowaé, powstaja na bardzo krétki czas (do poczatku mejozy) lub na dluzej
(do zaawansowanej oogenezy). Pomimo uniwersalnego mechanizmu powstawania zespo-
16w (niepelna cytokineza) obserwujemy duza réznorodnosc w ich organizacji przestrzennej
i funkcjonowaniu. Niniejszy artykul przedstawia podstawowe fakty zwiazane z powstawa-
niem i funkcjonowaniem zespoléw komérek pleiowych w linii meskiej i zefiskiej.

WSTEP CZYLI CO TO SA ZESPOLY KOMOREK PLCIOWYCH

W czasie gametogenezy komérki linii plciowej wpierw przechodza liczne
podzialy mitotyczne, pézniej podzialy mejotyczne i znaczaco zmieniaja swoja
morfologie i wlasciwosci cytochemiczne by finalnie sta¢ sie bardzo wyspecjali-
zowanymi komérkami rozrodezymi (gametami) [1]. W éwiecie zwierzat wielo-
komérkowych proces formowania sie gamet (gametogeneza) zachodzi zazwy-
czaj w wyspedjalizowanych narzadach czyli gonadach, rzadko, np. u gabek,
pewnych parzydelkowcow, wirkow bezjelitowych, niektérych wieloszczetow
mamy do czynienia z tzw. gametogeneza rozproszona - dyfuzyjna, gdzie nie
formuja sie gonady [1,2]. Intrygujacym jest fakt, iz w wiekszosci przypadkéw
komorki plciowe przechodzace proces formowania nie funkcjonuja jako indy-
widualne komorki, ale jako zespoly komérek polaczonych bezposrednio z soba
szerokimi kanalami cytoplazmatycznymi (Ryc. 1, 2, 3) [3-11]. Przeczy to naszym
szkolnym, schematycznym wyobrazeniom o procesach spermatogenezy i coge-
nezy, gdzie kazda komérka pleiowa przedstawiana jest jako struktura funkcjo-
nujaca indywidualnie a fakt ich polaczenia w zespoly jest zazwyczaj pomijany.
Czym sa zespoly komorek plciowych (ZKP)? Jaka jest ich rola? Jak powstaja,
jak wygladaja i funkcjonuja? Oto glowne pytania na ktére Czytelnik znajdzie
W niniejszym opracowaniu odpowiedzi. Ze wzgledu na ograniczona objetosé
pracy nie beda to jednak odpowiedzi w pelni wyczerpujace a zainteresowanego
Czytelnika odsylamy do opracowar bardziej szczegolowych [3-12].

Czym sa ZKP (zwane takze cystami, gronami, grupami izogenicznymi czy
gniazdami)? Sa to komorki linii plciowej, ktore przechodza proces gametoge-
nezy (lub przynajmniej czesc tego procesu) jako komorki polaczone wyspe-
Galizowanymi polaczeniami miedzykomérkowymi (Ryc. 1, 2, 3). Polaczenia
te nazywamy stabilnymi mostkami miedzykomérkowymi (SMM) i maja one
postac relatywnie szerokich (o srednicy od 0,2 um do nawet 20 yum) kanaléw
cytoplazmatycznych przez ktére moze zachodzi¢ wymiana cytoplazmy wraz
7 jej zawartoscia, czyli np. wymiana makroczasteczek i organelli [3,4,13,5-12].
SMM nie s trwale i ulegaja zamknieciu badz to wraz z koncem gametogenezy
badz znaczaco wezesniej (np. wraz z wejsciem komoérek plciowych w proces
mejozy). Dzieki istnieniu takich szerokich kanalow komunikacyjnych i wymia-
nie zawartosci cytoplazmy mozna uznaé, ze polaczone z soba komérki tworza
funkcjonalne syneytium (Ryc. 1). Tak wiec warunkiem koniecznym by powstaly
ZKP jest istnienie miedzy nimi szerokich kanalow cytoplazmatycznych w for-
mie SMM. Stabilne mostki miedzykomorkowe to niezamkniete przez pewien
czas pierscienie zaciskowe, czyli struktury odpowiadajace za rozdzielenie sie
komorek (cytokineze) w koricowej fazie podziatu komérkowego [3-5,14]. Jesli
pod koniec cytokinezy pierscieni zaciskowy nie ulegnie demontazowi i nie za-
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