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INVESTIGATIONS ON PATHOGENESIS OF CHANGES IN SOMATIC GROWTH
OF LYMNAEA STAGNALIS (GASTROPODA: PULMONATA) EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH PARTHENITES OF THE TREMATODE OPISTHIOGLYPHE RANAE
(DIGENEA: PLAGIORCHIIDA). II. KARYOMETRY AND AEROBIC METABOLISM
OF THE NEUROSECRETORY CELLS

Abstract. Enlargement of nuclear volume of the neurosecretory cells producing growth
hormone (light green cells of cerebral ganglia) was observed in experimentally infected snails. In
addition to noted earlier increase in the amounts of: neurosecretory material, RNA and the loose

fraction of nuclear chromatin in the perikarya, it can be the next argument for the influence of the
Parasite on the activity of the hormonal system cells of its intermediate host. Found in infected
individuals, the increase in the succinate dehydrogenase activity in these perikarya, in the absence
of changes in their morphology (which are an indications of the release of the adaptative type of
cellular response), indicates that examined cells supply their energetistic need in the way of aerobic
metabolism reactions. This increase in their activity is in the range of physiological standard.

WSTEP

U mlodocianych osobnikéw Lymnaea stagnalis doswiadczalnie zarazonych
Partenitami przywry Opisthioglyphe ranae obserwowano, oprocz zmniejszenia
wzglednej masy mokrej duzych gruczoléw gonoduktu, zwigkszenie ilosci
neurosekretu w potozonych w zwojach mézgowych komoérkach neurosekrecyj-
nych (nazwanych ze wzgledu na powinowactwo do barwnikow ftalocyjanino-
wych jasnozielonymi, light green cells=LGC), a takze ilosci RNA w cytoplaz-
mie oraz udzialu chromatyny luznej w jadrach tych perykarionow (Pokora

* Referowano na VII Konferencji Naukowo-Szkoleniowej Sekcji Parazytologii Ogolnej PTP;
Karpacz, 15—18 czerwca 1994.
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1995). Pozwala to sadzié, ze nasilenie wzrostu somatycznego tych slimakow
(Pokora 1994) ma zlozona patogenez¢, obejmujaca ograniczajacy wplyw
pasozyta na czynno$¢ (rozwo¢j) ukladu rozrodczego (hipoteza naruszenia
budzetu energetycznego zywiciela) oraz nasilenie aktywno$ci LGC.
Partenity przywr moga potencjalnie okreslaé metabolizm tych komérek
zmlenla]qc chemiczny sktad hemolimfy. W takim przypadku zmiana aktywno-
sci LGC moze by¢ spowodowana ich ostrym lub postgpujacym uszkodzeniem
(W nastepstwie hipoksji, niedoboru zwiazkéw odzywczych, wysokiego stezenia
katabolitow w hemolimfie, w tym takze zwiazkow produkowanych przez
pasozyta). Zmiany w zakresie morfologii tych komoérek (autofagia, w skrajnych
przypadkach prowadzaca do apoptozy) moga byé rowniez nastepstwem ich
przeciazenia czynnosciowego (tab.). Podjeto probe udokumentowania tych

TABELA
Formy odpowiedzi komérkowej L. stagnalis na bodziec patogenny (zestawiono na podstawie
GRONIOWSKIEGO 1984)

TABLE
Manners of the cellular response L. stagnalis to a pathological stimulus (compiled according to
GRONIOWSKI 1984)

Uszkodzenie komorki
Adaptacja Injure of a cell
Adaptation postgpujace ostre
chronic acute
Obraz w mikroskopie obrzmienie komorki stluszczenie komorki?, wakuole
Swietlnym retencja produktu hipoksyjne
Picture in the light cellular swelling autofagia? hypoxic
microscope vacuoles
offuscatio parenchymatosa
fatty degeneration!,
degeneratio vacuolaris retention of a product
( = degeneratio hydropica)| autophagy?
Patogeneza zmian adaptacja do przecigzenie robocze lokalne
wzrastajacego zapotrze- | poszczegélnych ukladow | zmiany
Pathogenesis bowania energetycznego | czynnosciowych biony
of changes komoérki komorki komoérkowej
adaptation to increasing | working overload local
energetistic request of particular functional | changes
of a cell structures of a cell in the
cellular
membrane
RN

! W mikroskopie $wietlnym widoczne sa zmiany silnic zaznaczone

In the light microscope strongly advanced changes are seen
? Zuzycie tego ukladu strukturalnego, ktéry podlegal najwickszemu obcigzeniu
Consuming of this functional structure which underwent the greatest overload
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hipotez (ryc. 1). Jako wyznacznik intensywnosci przemian tlenowych w LGC
zarazonych slimakow przyjeto odczyn dla dehydrogenazy bursztynianowe;.
W celu okre§lenia ewentualnych zaburzen w zakresie struktury tych komorek
poddano analizie mikroskopowej ich obrazy mikroskopowe.

ZWOJE MOZGOWE CEREBRAL GANGLIA

PRZECIAZENIE Uktad neurosekrecyjnych FUNCTIONAL

USZKODZENIE The neurosecretory Light INJURE
(OSTRE LUB Green Cells system (ACUTE OR
POSTEPUJACE)? CHRONIC)?

ZMIANA CHEMIZMU ALTERATIONS IN
HEMOLIMFY: HAEMOLYMPH CHEMISTRY:

+hipoksja? *hypoxy?
*niedobor zwigzkow «deficit of nutritive
odzywczych? compounds?
*stezenie katabolitéw slevel of catabolites
pasozyta? of the parasite?

HEMOCELICZNE ZATOKI WATROBOTRZUSTKI

Stadlia rozwojowe przywry (partenity)

Developmental stages of the trematode (parthenites)

HAEMOCOELIC SINUSES OF THE HEPATOPANCREAS

Ryc. 1. Schemat potencjalnego wplywu partenit Opisthioglyphe ranae na aktywnos$c komorek
uktadu neurohormonalnego zarazonego $limaka
Fig. 1. Diagram of potential effect of the Opisthioglyphe ranae parthenites on the activity of the
neurohormonal system cells of infected snail

Wielu autoréw (za PieTrRzAKIEM i Kozikiem 1983) zakladajac, ze zawartosc¢
neurosekretu w cytoplazmie perykarionow i wypustek aksonalnych komorek
uktadu podwzgdrzowo-przysadkowego krggowcow nie okre§la w sposob
jednoznaczny stanu czynnosciowego tego uktadu, podkreslato dodgtl.cowe
znaczenie dla jego oceny takich parametréw jak: zmiany wielkqécn jadra
kOm(')rkowego i calej komorki, liczby, wielkosci i lokalizacji jaderek 1 su.bs-tan-.
Gji przyjaderkowych. Dla szerszego udokumentowania hipotezy wiazace]
nasilenie wzrostu somatycznego zarazonych $limakow z wplywem Qartemt na
CZynnos$¢ neurosekrecyjna osrodkow kontrolujacych ogol procesow WZI0s-
towych poddano analizie morfologiczne;j jasnozielone komorki neurosekrecyj-

e tych zwierzat.
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Material i metody

Obiektem badan bylo 20 mtodocianych, pochodzacych z hodowli osob-
nikow Lymnaea stagnalis, z ktorych polowa zostala zarazona larwami Opist-

Ryc. 2. Schemat postgpowania: 1 — sekcja naturalnie zarazonych Rana esculenta, 2 — izolacja
jelita cienkiego, 3 — wypreparowane dojrzale piciowo osobniki Opisthioglyphe ranae, 4 — inwazyj-
ne jaja O. ranae, 5 — mtodociane (ok. 30 dniowe) Lymnaea stagnalis, 6 — sekcja §limakéw w 70
dniu po zarazeniu; A — inkubacja pozyskanych z macicy jaj pasozyta w wodzie wodociagowej,
B — ekspozycja poszczegblnych §limakéw na 20 inwazyjnych jaj pasozyta, C — hodowla
Slimakow w wodzie wodociggowej: naturalny fotoperiod, temperatura pokojowa, karmienie salata
ad libitum, D’ — izolacja zwojow o§rodkowego uktadu nerwowego (mozgowych) przeznaczonych
do badan histochemicznych, D” — analiza suteczno$ci zarazenia; I — grupa doswiadczalna
(Slimaki zarazone), I — grupa kontrolna (§limaki nie zarazone)
Fig. 2. Diagram of the procedure: 1 — dissection of naturally infected Rana esculenta, 2 — isolation
of the small intestine, 3 — obtained adult individuals of Opisthioglyphe ranae, 4 — invasive eggs of
O. ranae, 5 — juvenile (about 30 days old) individuals of Lymnaea stagnalis, 6 — dissection of the
snails on 70th day after infection; A — incubation of parasite eggs obtained from the uterus in tap
water of 26°C for 10 days, B — exposition of particular snails to 20 invasive parasite eggs
C — breeding of snails in tap water: natural photoperiod, room temperature, feeding with lettuce
ad libitum, D’ — isolation of the central nervous system ganglia (the cerebral ganglia) assigned for
histochemical examinations, D” — analysis of the infection efficiency; I — experimental group
(infected snails), II — control group (uninfected snails)
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hioglyphe ranae (grupa doswiadczalna). Grupg kontrolna stanowily pozostale
slimaki, wolne od zarazenia. Sposdb pozyskiwania inwazyjnych jaj pasozyta
oraz zarazania i hodowli §limakow opisano wczesniej (Pokora 1994) (ryc. 2).

Zwoje mozgowe polowy osobnikow kazdej z grup (pobrane po 10
tygodniach od zarazenia) utrwalano przez 48 godzin w plynie BoumNa i po
odwodnieniu zatapiano w parafinie. Skrawki mikrotomowe, grubosci 7 pm,
ciete przy zachowaniu seryjnosci w plaszczyznach czolowej i strzalkowe;,
nalepiano na biatkowane szkielka podstawowe i po uwodnieniu barwiono
paraldehydowa fuksyna wg CAMERONA i STEELE’a, z podbarwieniem tla
mieszanina HALMIEGO. W badanych komoérkach neurosekrecyjnych mierzono
za pomoca mikrometru okularowego najdluzsze srednice jader komorkowych
i perykarionéw oraz maksymalna dlugo$¢ srednic do nich prostopadiych
(wielka i mala o$ elipsy). Do pomiaréw wybierano ten przekrdj komorki,
w ktorym dluzsza o jej jadra osiagnela swoj maksymalny wymiar. Ogolem
u §limakéw obu grup zmierzono po 50 jader i perykarionow LGC. Na
podstawie otrzymanych parametrow obliczano powierzchni¢ przekroju pery-
karionu oraz objetosé jadra komérkowego. W pierwszym przypadku wykorzy-
stano wzor na pole elipsy (za PIETRZAKIEM i KozIKIEM 1983), w drugim — wzor
PaLkoviTsA (za SREBRO i wsp. 1988). Istotno$¢ rézmic migdzy s$rednimi
powierzchni przekroju perykarionéw oraz $rednimi objgtosci jader LGC
Slimakéw obu grup analizowano za pomoca testu { STUDENTA.

Dla oceny aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej (SDH; EC. 1.3.95.1)
w badanych komdrkach neurosekrecyjnych zwoje mézgowe pozostalych slima-
kéw obu grup zamrazano, bez wst¢gpnego utrwalania, w temperaturze —20°C
i krajano w kriostacie na skrawki grubosci 10 um. Reakcj¢ barwna wykonywa-
10 w ciagu 6 minut przy uzyciu Nitro-BT (Sigma Chemical Co.) menadionem
(naftochinonem) w §rodowisku inkubacyjnym (Karuza 1982).

Wyniki

W obrazach mikroskopowych komorek neurosekrecyjnych §limakow
z grupy doswiadczalnej nie stwierdzono nasilenia wakuolizacji cytoplazmy,
faldowania nukleolemy, czy zmian w zakresie ksztaitu perykarionow i jader
komoérkowych, w poréwnaniu z grupa kontrolng. .

U $limakéw poddanych do$wiadczalnemu zarazeniu stwierdzono istotny
wzrost objetosci jader jasnozielonych komorek zwojow mozgowych (35,25%)
W stosunku do osobnikéw grupy kontrolnej. Nie wykazano istotnej rc')z.mcy
Migdzy srednimi arytmetycznymi pola powierzchni przekrojow LGC u $lima-
kéw obu grup (ryc. 3). . .

Pozytywna reakcje dla czynnosci dehydrogenazy bursztyt.uanov’vej obser-
Wowano w perykarionach LGC oraz w neuropilium zwoju mozgowego.
Zlamisty produkt reakcji rozmieszczony byt w perykarionach badanych
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] Grupa kontrolna Grupa doswiadczalna

Control group Experimental group
nn? (x1000) ,umz (x100)
22
20 * -1 20
18 - 118
16 - T 16
14 -1 14
12 412
10 1 110
8 48
6 -6
4r 4
2 12
0 0
Vn-LGC S-LGC

Ryc. 3. Srednie arytmetyczne objetosci jader (Vn-LGC) oraz powierzchni perykarionéw (S-LGC)
jasnozielonych komérek zwojow mozgowych §limakow grupy kontrolnej i zarazonych partenitami
Opisthioglyphe ranae (gwiazdka oznaczono réznicg statystycznie znamienna, p <0,05)

Fig. 3. Arithmetical means of nuclear volumes (Vn-LGC) and areas of perikarya (S-LGC) of the
light green cells of cerebral ganglia of snails from control group and infected with parthenites of
Opisthioglyphe ranae (statistical significant difference is marked with an asterisk, p <0.05)

komorek, regularnie dookola niewybarwionych jader. W perykarionach LGC
§limakéw poddanych zarazeniu odnotowano silniejszy odczyn dla badanego
enzymu w porownaniu ze §limakami grupy kontrolnej (w pierwszym przypad-
ku odczyn oceniono jako bardzo silny, w drugim — jako umiarkowanie silny)
(ryc. 4, 5).
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Ryc. 4. Perykariony komorek jasnozielonych grupy srodkowo-grzbietowej lewego zwoju moz-
gowego §limaka grupy kontrolnej. Odczyn dla czynnosci dehydrogenazy bursztynianowej (prze-
kréj w plaszczyznie czolowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 4. The light green cell perikarya of medio-dorsal group of the left cerebral ganglion of a snail
from control group. Reaction for succinate dehydrogenase activity (cross-section in the frontal
plane, magn. about 320 Xx)
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Ryc. s. Perykariony komorek jasnozielonych grupy srodkowo-grzbietowej lewego zwoju m(')%t
gowego §limaka grupy doswiadczalne;j. Odczyn dla dehydrogenazy bursztynianowej (przekroj

. w plaszczyznie czolowej, pow. ok. 320 x) . .
Fig. 5. The light green cell perikarya of medio-dorsal group of the left cerebral ganghox.l of 2 snail
from experimental group. Reaction for succinate dehydrogenase activity (cross-section in the

frontal plane, magn. about 320 x)
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Dyskusja

Zmiany w zakresie objetosci jader komdrkowych, badane w warun-
kach fizjologicznych, moga by¢é uwazane za wyznacznik przebiegajacych
w cytoplazmie reakcji syntezy zwiazkéw o budowie oligo- i polipeptydowe;.
Podstawa tej koncepcji staly si¢ badania nad komoérkami gruczolowymi
zwierzat kregowych, w tym takze nad komoérkami ukladu neurohormonal-
nego, dowodzace korelacji migdzy objetoscia jadra komorkowego a po-
ziomem cytoplazmatycznego i jadrowego RNA (za HILDEBRANTEM 1980).
Wzrost objetosci jadra w tego typu komorkach (kariokineza pozytywna,
zwana obocznie przerostem lub obrzmieniem czynnosciowym; niem. , Arbeits-
hypertophie”, ang. ,functional nuclear swelling”) byé moze jest spowo-
dowany wzrostem ciSnienia osmotycznego kariolimfy w nastepstwie wzro-
stu w niej stezenia, bioracych udzial w regulacji czynnosci genow, bia-
lek niehistonowych transportowanych z cytoplazmy, gdzie sa one produ-
kowane.

Hipoteza tlumaczaca zmiany w zakresie objetosci jader LGC §limakow
poddanych zarazeniu, jako nast¢pstwo bezposredniej odpowiedzi komorkowej
na bodziec patogenny, nie znajduje potwierdzenia w wynikach analizy mor-
fologicznej. Aktywnos$¢ syntetyczna LGC zarazonych §limakow miescita si¢
w granicach normy fizjologicznej. Nie stwierdzono bowiem wakuolizacji, czy
obrzmienia perykariondéw tych komoérek, co mogloby swiadczy¢ o wyzwoleniu
adaptacyjnego typu odpowiedzi komorkowej na nadmierny wzrost zapot-
rzebowania energetycznego (GroNtowskl 1984). Wzrost aktywnosci dehyd-
rogenazy bursztynianowej w perykarionach LGC zarazonych §limakéw wska-
zuje, ze zaspokajaly one swoje zwickszone, w zwiazku z odnotowana wczesniej
intensyfikacja przemian metabolicznych, zapotrzebowanie energetyczne po-
przez reakcje metabolizmu tlenowego.

Uzyskane wyniki stanowia zatem podstawg do wnioskowania o niepato-
gennym wplywie partenit Opisthioglyphe ranae na analizowane komorki
neurosekrecyjne zarazonych S§limakow.
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