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INVESTIGATIONS ON PATHOGENESIS OF CHANGES IN SOMATIC GROWTH
OF LYMNAEA STAGNALIS (GASTROPODA: PULMONATA) EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH PARTHENITES OPISTHIOGLYPHE RANAE
(DIGENEA: PLAGIORCHIIDA) 1. RELATIVE WEIGHT OF THE ACCESSORY SEX
ORGANS AND SYNTHETIC ACTIVITY OF THE NEUROSECRETORY CELLS

Abstract In the paper an attempt to define pathogenesis of changes in somatic growth of
juvenile individuals of the popular freshwater snail Lymnaea stagnalis experimentally infected with
parthenites of the trematode Opisthioglyphe ranae was undertaken. Significant enlargement of
relative wet weight of examined accessory sex organs (albumen gland, oothecal gland, prostate,
male copulatory organ) observed in infected snails permits to explain increase of their somatic
growth basing on the hypothesis of disturbances in energetistic budget of the host - as
a consequence of reduction by the parasite activity of the snail’s reproductive system. Pathogenesis
of this phenomenon has probably a complicated character, including also effect of parthenites on
activity of the neurosecretory cells that control somatic growth in examined species of the snail. An
argument for this standpoint is, observed in infected snails, increase of amount of neurosecretory
material and RNA in cytoplasm of these cells (the light green cells of cerebral ganglia), as well as
amount of the loose fraction of chromatine in their nuclei.

WSTEP

' Jednym z nastepstw zarazenia §limakow przez stadia rozwojowe przywr
dlgenetycznych sa zaburzenia w zakresie wzrostu, czgsto w postaci gigantyzmu
Somatycznego. Patogeneza tego zjawiska jest dyskusyjna. W pracach pro-
Wadzonych na réznych do$wiadczalnych modelach ukladu pasozyt-zywiciel

e

* Praca byla referowana na X Krajowym Sympozjum Malakologiczaym w Obrzycku
k/Poznania (25—28 kwietnia 1994).
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przedstawiono kilka hipotez dla jej wyjasnienia, z czego, jako dobrze udoku-
mentowane, na uwage¢ zasluguja dwie. Pierwsza, okre§lana mianem ,hipotezy
naruszenia budzetu energetycznego zywiciela”, ttumaczy zmiany w zakresie
wzrostu zarazonych slimakoéw jako jedna z konsekwencji kastracji pasozyt-
niczej (RotHscHILD 1936, WiLsoN i DEeNisoN 1980). Opierajac sie na silne;
energochlonnosci proceséw rozrodczych, zaklada ona wykorzystanie przez
tkanki somatyczne zarazonego §limaka ogolu tych substancji odzywczych,
ktore w warunkach fizjologicznych przyswajane sa przez gonade, a w wyniku
uposledzenia przez partenity czynnosci tego narzadu, pozostaja w duzej ilosci
w hemolimfie. Druga hipoteza przewiduje mozliwos¢ wplywu partenit pasozyta
na aktywnos¢ o$rodkow neurohormonalnych kontrolujacych wzrost §limaka
zywicielskiego (Joosse i vaN ELK 1986).

W pracy podjeto probe okreslenia patogenezy, opisanego wczesniej (Poko-
RA 1994), nasilonego wzrostu Slimakow Lymnaea stagnalis do$wiadczalnie
zarazonych partenitami pospolitego pasozyta jelita cienkiego zab, Opisthio-
glyphe ranae. Dla okreslenia ewentualnych zmian w czynnos$ci (rozwoju)
ukladu rozrodczego zarazonych slimakow badano mase duzych narzadow
gonoduktu (plciowych narzadéw dodatkowych, accessory sex organs = ASO).
Biorac pod uwage druga z przedstawionych hipotez analizie histochemicznej
poddano jasnozielone komorki zwojow mdzgowych (light green cells = LGC),
ktore sa znane jako neurosekrecyjne centra kontroli wzrostu somatycznego
L. stagnalis.

Material i metody

Obiektem badan bylo 70 miodocianych osobnikOw Lymnaea stagnalis,
z ktorych polowe zarazono larwami przywry Opisthioglyphe ranae (grupa
doswiadczalna). Grupe kontrolna stanowily pozostale $limaki wolne od
zarazenia. SposOb pozyskiwania inwazyjnych jaj pasozyta oraz zarazania
i hodowli slimakow opisano wczesniej (Pokora 1994). Po 10 tygodniach od
zarazenia $limaki obu grup sekcjonowano celem pobrania zwojow mozgowych,
ktore poddano badaniom histochemicznym, oraz duzych egzokrynowych
gruczolow gonoduktu (biatkowego, skorupkowego i prostaty) i meskiego
narzadu kopulacyjnego (pracia, pochewki pracia i prepucjum) - dla okre§lenia
ich masy mokrej. Podczas sekcji analizowano skuteczno$¢ zarazenia.

W celu uwidocznienia w perykarionach LGC (patrz POKORA i SZILMAN
1995: ryc. 1) neurosekretu, czolowe i strzalkowe przekroje zwojéw moézgowych
cigte przy zachowaniu seryjnosci skrawkéw (7 um; po utrwaleniu w plynie
BouiNna), barwiono paraldehydowa fuksyna wg CAMERONA i STEELE’'a oraz
chromowa gallocyjanina wg Bocka (patrz Pokora 1992).

Dla wybarwienia kwasow nukleinowych w jadrach i cytoplazmie tych
komorek preparaty zwojow moézgowych barwiono zielenia metylowa i pyro-
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nina Y wg BRACHETA (za CiEcIURA 1982) oraz odczynnikiem ScHIFFA (wykona-
nym metoda DE ToMAssSIEGO) wg FEULGENA i ROSSENBECKA (za PEARSEM 1957),
réznicujac w ostatnim przypadku czas trwania kwasnej hydrolizy skrawkow
(optymalny dla uzytego tu plynu utrwalajacego CARNOYA oraz o poloweg
krotszy).

Biatka histonowe w jadrach LGC barwiono zielenia trwala FCF (po 24
godzinnym utrwalaniu materialu w 10% oboj¢tnej formalinie) wg ALFERTA
i GEscawiNDA w modyfikacji DEITSCHA (za MySLiwskiM 1982) oraz blgkitem
alcjanowym (plyn utrwalajacy CarNoya, 12 godz.) wg LABELLE i BRIERE.

Kazda z tych reakcji wykonywano na przekrojach zwojow moézgowych
5 osobnikdéw danej gnipy (w przypadku reakcji FEULGENA na przekrojach
5 osobnikow danej grupy dla kazego z czasow kwasnej hydrolizy preparatow).
Do reakcji shuzacych wykryciu kwaséw nukleinowych i bialek histonowych
wykonano odpowiednie reakcje kontrolne.

Preparaty barwione metodami FEULGENA, ALFERTA 1 GESCHWINDA oOraz
LABELLE i BRIERE, jako nisko kontrastowe, poddano analizie denzytomet-
rycznej. Denzytometryczne pomiary ekstynkcji badanych komoérek wyko-
nywano za pomoca komputerowego analizatora obrazu Quantimet-720 (Cam-
bridge Industr.). Po standardowe;j kalibracji denzytometru zakre§lano piorem
Swietlnym obszar zajmowany przez jadro, a nastgpnie eliminowano tlo za
pomoca dyskryminatora. Poziom dyskryminacji tla byt dla wszystkich prob
podobny.

Wyniki

70. dnia po zarazeniu wzgledne masy mokre (% mokrej masy narzadu
wzgledem masy ciala) gruczoldéw: bialkowego (albuminowego), skorupkowego
(cotekowego), sterczowego (prostaty) oraz meskiego narzadu kopulacyjnego
Slimakéw grupy doswiadczalnej byly istotnie nizsze w stosunku do analogicz-
nych parametréw $limakow wolnych od zarazenia (ryc. 1).

Obrazy mikroskopowe preparatéw badanych komoérek neurosekrecyjnych,
barwionych za pomoca metod CAMERONA i STEELE’a oraz Bocka byly podobne
(tab. 1). Czytelniejsze preparaty uzyskano za pomoca pierwszej z tych metod.
Perykariony LGC §limakéw grupy kontrolnej zawieraly ziarnisty neurosekret
rownomiernie roztozony w calej neuroplazmie, z tendencja do silniejszego
skupiania si¢ w strefie okolojadrowej. Odczyn reakcji barwnej oceniono jako
umiarkowanie silny, w czesci przypadkéw jako staby. Nie odnotowano roznic
w zakresie morfologii neurosekretu w perykarionach LGC grupy srodkowo-
i boczno-grzbietowej (ryc. 2, 3, 4. W poréwnaniu z grupa kontrolna zabar-
wienie LGC §limakow poddanych zarazeniu bylo wyraznie silniejsze (ryc. 5, 6).
W wickszosci przypadkow ziarna neurosekretu calkowicie wypelnialy pery-
kariony tych komorek.
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Ryc. 1. Wzgledna masa mokra (% mokrej masy ciala) gruczoléw: bialkowego, ootekowego

1 sterczowego oraz meskiego narzadu kopulacyjnego $limakéw grupy kontrolnej i zarazonych

partenitami Opisthioglyphe ranae (gwiazdkami oznaczono réznice statystycznie znamienne, p < 0,05)

Fig. 1. Relative wet weight (% of wet body weight) of albumen, oothecal and prostate glands and

male copulatory organ of snails from control group and infected with parthenites of Opisthioglyphe
ranae (asterisks mark statistically significant differences, p <0.05)

W preparatach zwojow moézgowych barwionych metoda BRACHETA, po-
chodzacych od zwierzat wolnych od zarazenia, silniejsze skupienia substancji
pyroninofilnej (RNA) widoczne byly w perykarionach LGC w postaci granul,
regularnie rozproszonych w calej neuroplazmie (ryc. 7). W cytoplazmie tych
komorek u slimakéw grupy doswiadczalnej stwierdzono przyrost materialu
pyroninofilnego, z silnie zaznaczona kumulacja w strefie okolojadrowe;j (ryc. 8,
tab. 2).

DNA barwiony metoda FUELGENA rozmieszczony byl u §limakéw wolnych
od zarazenia w postaci drobnych ziaren na powierzchni calego jadra badanych
komorek neurosekrecyjnych (ryc. 9). Nasilenie reakcji FEULGENA, mierzone
poziomem ekstynkcji preparatow, wzrastalo u tych zwierzat proporcjonalnie
do czasu trwania kwasnej hydrolizy skrawkoéw. Analizujac barwione ta metoda
przekroje zwojow mozgowych §limakéw do$wiadczalnych nie stwierdzono
wyraznych réznic w zakresie rozmieszczenia produktu reakciji barwnej (ryc. 10).
Wyzszy poziom ekstynkcji tych preparatéw odnotowano po krétszym czasie
trwania ich hydrolizy (ryc. 13).

W jadrach analizowanych komorek §limakéw wolnych od zarazenia
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Ryc. 2. Perykariony komorek jasnozielonych grupy srodkowo-grzbietowej (LGC1) i bocz-
no-grzbietowej (LGC2) prawego zwoju mozgowego §limaka grupy kontrolnej. Barwienie metoda
CAMERONA i STEELE’a (przekrdj w plaszczyznie czolowej, pow. ok. 160 x)

Fig. 2. The light green cell perikarya of medio-dorsal (LGC1) and latero-dorsal group (LGC2) of
the right cerebral ganglion of a snail from control group. Staining according to CAMERON and
STEELE (section at the frontal plane, magn. about. 160 x)

Ryc. 3. Perykariony komorek jasnozielonych grupy srodkowo-grzbietowej prawego zwoju moz-
gowego Slimaka grupy kontrolnej. Barwienie metoda CAMERONA i STEELE’a (przekrdj w plaszczyz-
nie czolowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 3. The light green cell perikarya of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion of a snail
from control group. Staining acc. to CAMERON and STEELE (section at the frontal plane, magn.
about 320 x)

Ryc. 4. Perykariony komoérek jasnozielonych (LGC) grupy boczno-grzbietowej prawego zwoju
mézgowego §limaka grupy kontrolnej; CDC - grupa floksynofilnych komérek ogonowo-grzbieto-
wych. Barwienie metoda BOCKA (przekrdj w plaszczyznie czolowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 4. The light green cells perikarya (LGC) of latero-dorsal group of the right cerebral ganglion of
a snail from control group, CDC-group of the phloxinophilic caudo-dorsal cells. Staining acc. to
Bock (section at the frontal plane, magn. about 320 x)

Ryec. 5. Perykariony komorek jasnozielonych (LGC) grupy srodkowo-grzbietowej prawego zwoju
moézgowgo §limaka grupy do§wiadczalnej; MDB - cialo §rodkowo-grzbietowe. Barwienie metoda
CAMERONA i STEELE’a (przekr6j w plaszczyznie czolowej, pow. ok. 160 x)

Fig. 5. The light green cells perikarya (LGC) of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion of
a snail from experimental group; MDB - the medio-dorsal body. Staining acc. to CAMERON and
STEELE (section at the frontal plane, magn. about 160 x)



Ryc. 6. Perykariony komorek jasnozielonych grupy boczno-grzbietowej prawego zwoju moz-

gowego Slimaka grupy doswiadczalnej. Strzalka wskazano aksony LGC penetrujace do §rod-

kowego nerwu wargowego. Barwienie metoda Bocka (przekr6j w plaszczyznie czolowej, pow. ok.
320 x)

Fig. 6. The light green cells perikarya of latero-dorsal group of the right cerebral ganglion of a snail
from experimental group. With an arrow LGC axons penetrating to the medial labial nerve are
marked. Staining acc. to Bock (section at the frontal plane, magn. about 320 x)

Ryc. 7. Perykariony komérek jasnozielonych grupy boczno-grzbietowej prawego zwoju moz-
gowego §limaka grupy kontrolnej. Barwienie metoda BRACHETA (przekr6j w plaszczyznie czolowe;,
pow. ok. 320 x)

Fig. 7. The light green cell perikarya of latero-dorsal group of the right cerebral ganglion of a snail
from control group. Staining acc. to BRACHET (section at the frontal plane, magn. about 320 x)
Ryc. 8. Perykariony komérek jasnozielonych grupy Srodkowo-grzbietowej prawego zwoju moz-
gowego §limaka grupy doswiadczalnej. Barwienie metoda BRACHETA (przekréj w plaszczyznie
czolowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 8. The light green cell perikarya of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion of a snail
from experimental group. Staining acc. to BRACHET (section at the frontal plane, magn. about
320 x)

Ryc. 9. Perykariony komérek jasnozielonych (LGC) grupy $rodkowo-grzbietowej prawego Zwoju
mozgowego §limaka grupy kontrolnej MDB - tkanki ciata srodkowo-grzbietowego. Barwienie
metoda FEULGENA (po 8 hydrolizie; przekréj w plaszczyznie strzatkowej, pow. ok. 320 x)
Fig. 9. The light green cells perikarya (LGC) of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion of
a snail from control group; MDB-tissues of the medio-dorsal body. Staining acc. to FEULGEN
(after 8 of hydrolysis; section at the sagittal plane, magn. about 320 x)

Ryc. 10. Perykariony komérek jasnozielonych (LGC) grupy srodkowo-grzbietowej prawego zwoju
moézgowego §limaka grupy doSwiadczalnej. Barwienie metoda FEULGENA (po 8 hydrolizie;
przekrdj w plaszczyznie strzatkowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 10. The light green cells perikarya (LGC) of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion
of a snail from experimental group. Staining acc. to FEULGEN (after 8’ of hydrolysis; section at the
sagittal plane, magn. about 320 x)

Ryc. 11. Perykariony komérek jasnozielonych (LGC) grupy srodkowo-grzbietowej prawego zwoju
moézgowego §limaka grupy kontrolnej. Struktura zwoju naruszona w wyniku stosowanej w meto-
dzie drastycznej hydrolizy DNA. Barwienie metoda ALFERTA i GESCHWINDA (przekr6j w plaszczysz-
nie strzatkowej, pow. ok. 320x)

Fig. 11. The light green cells perikarya (LGC) of medio-dorsal group of the right cerebral ganglion
of a snail from control group. Structure of the ganglion damaged as a result of the severe hydrolysis
of DNA. Staining acc. to ALFERT and GESCHWIND (section at the sagittal plane, magn. about
320 x)

Ryc. 12. Perykariony komorek jasnozielonych grupy Srodkowo-grzbietowej prawego zwoju
mozgowego §limaka grupy doswiadczalnej. Barwienie metoda LABELLE i BRIERE (przekroj
w plaszczyZznie strzatkowej, pow. ok. 320 x)

Fig. 12. The light green cell perikarya of medio-dorsal group of a snail from experimental group.
Staining acc. to LABELLE and BRIERE (section at the sagittal plane, magn. about 320x)
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TABELA 1
Ocena poziomu i rozmieszczenia neurosekretu w perykarionach LGC §limakow grupy kontrolnej
i zarazonych partenitami Opisthioglyphe ranae

TABLE 1

Estimation of amount and distribution of neurosecretory material in the LGC perikarya in snails
from control group and infected with parthenites of Opisthioglyphe ranae

Grupa kontrolna Grupa doswiadczalna
Barwienie Strefy Control group Experimental group
Staining Zones
LGC1 LGC2 LGC1 LGC2
Dkoinrdtowd FWes 4ok £dt+ bt
K] Perinuclear
m
5] Pod plazmolema + + 44 .
E - Under plasmalemma
-2 Pozostala czegsé
<o .
Z2m petykarionu + + CRERE T T
O & Remaining part of
5 85 a perikaryon
) Stozek aksonalny
;lg 8 Axonal cone + + T M
Ok(?lop,drowa 4 + 4+ 4+ + T o g
Perinuclear
Pod plazmolema
Under plasmalemma + + M T
" Pozostala czesé
perykarionu
gé Remaining part of + + Tt T
8 L a perikaryon
80 8 Stozek aksonalny
d Axonal cone + * L T

LGC1 — komérki jasnozielone grupy srodkowo-grzbietowe;
LGC2 — komérki jasnozielone grupy boczno-grzbictowej

Skala odczynu zabarwienia: +

umiarkowanie silny

++ silny
+ + + bardzo silny

LGC1 — light green cells of the medio-dorsal group
LGC2 — 1light green cells of the latero-dorsal group

Gradiation of staining intensity: +

++ strong
+ + + very strong

moderately strong

obserwowano jednolite (koloidalne) rozlozenie produktu reakcji barwnej po
zastosowaniu metody ALFERTA i GEscHWINDA (ryc. 11). Bialka zasadowe
barwione blekitem alcjanowym, po wczeSniejszym zwiazaniu z heparyna,
rozmieszczone byly na calej powierzchni przekrojow jader LGC tych zwierzat
W postaci drobnych ziaren (ryc. 12). Obrazy mikroskopowe barwionych
obydwiema metodami jader LGC §limakéw poddanych zarazeniu byly podob-
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TABELA 2

Ocena poziomu i rozmieszczenia RNA w cytoplazmie perykarionéw LGC
Slimakow grupy kontrolnej i zarazonych partenitami Opisthioglyphe ranae

TABLE 2

Estimation of amount and distribution of RNA in cytoplasm of the LGC
perikarya in snails from control group and infected with parthenites of
Opisthioglyphe ranae

Grupa kontrolna

Grupa doswiadczalna

Srefy Control group Experimental group
Z
one LGC1 LGC2 LGC1 LGC2

Okolojadrowa
Perinuclear + + + + + EREIS
Pod plazmolema
Under plasmalemma + + + + + 4+
Pozostala czgs¢
perykarionu
Remaining part + + b o ++
of a perikaryon
Stozek aksonalny
Axonal cone + + + + e

Objasnienia jak w tabeli 1.

Explanations like in the table 1.
] Grupa kontrolna

Ekstynkcja Extinction

0.12

Control group

1 Grupa doswiadczalna

Experimental group

0.11 -
0.1

0.08 -
0.07 |- -
0.06
0.05 -
0.04 -
0.03 |-
0.02 -
0.01

Bialka histonowe
0.09 + Histone proteins

DNA barwiony wg Feulgena
DNA stained accoring to Feulgen

—

il

*

Metodjka barwienia:

Staining according to:

Alfert—Geschwind

Labelle—Briere

Czas hydrolizy:
Time of hydrolysis:
4 min. 8 min.

Ryc. 13. Srednie arytmetyczne ekstynkcji jader LGC (barwionych metodami: FEULGENA, ALFER-
TA-GESCHWINDA oraz LABELLE i BRIERE) §limakéw grupy kontrolnej i zarazonych partenitami
Opisthioglyphe ranae (gwiazdkami oznaczono rézmice statystycznie znamienne, p <0,05)
Fig. 13. Arithmetical means of extinction of the LGC nuclei (stained acc. to FEULGEN, ALFERT-
-GESCHWIND, LABELLE and BRIERE) of snails from control group and infected with parthenites of
Opisthioglyphe ranae (asterisks mark statistically significant differences, p<0.05)
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ne do opisanych dla grupy kontrolne;. Denzytometrycznie nie wykazano
istotnych réznic w zakresie ekstynkcji preparatow jader badanych komodrek
barwionych za pomoca obu metod u slimakow z grupy kontrolnej 1 doswiad-
czalnej (ryc. 13.)

Dyskusja

Przyspieszenie wzrostu somatycznego Lymnaea stagnalis zarazonych par-
tenitami przywry Opisthioglyphe ranae mozna wyjasniC hipoteza naruszenia
budzetu energetycznego zywiciela. Swiadczy o tym obnizenie wzglednej masy
mokrej badanych gruczolow gonoduktu oraz meskiego narzadu kopulacyjnego
u osobnikow poddanych doswiadczalnemu zarazeniu. Spontaniczne skladanie
jaj odnotowano jedynie u czesci osobnikow (20%) grupy kontrolnej. Pierwsze
kokony obserwowano 58 dnia po zarazeniu. Biorac jednakze pod uwage fakt,
ze w zwiazku z warunkami hodowli slimaki byly pozbawione mozliwosci
krzyzowej kopulacji, jest prawdopodobne, ze osiagnely dojrzatosé plciowa
znacznie wczesniej (VAN DUIVENBODEN 1983).

Nasileniu procesow wzrostowych slimakow poddanych zarazeniu towarzy-
szylo zwiekszenie iloSci neurosekretu w perykarionach LGC. Pozwala to
sadzié, ze patogeneza analizowanego zjawiska ma charakter ztozony i obejmuje
takze wplyw pasozyta na aktywno$¢ komorek neurosekrecyjnych zywiciela,
produkujacych hormon wzrostu.

Zwigkszenie iloSci neurowydzieliny w perykarionach badanych komodrek
moze by¢ spowodowane nasileniem syntezy neurosekretu, jak réwniez upo-
Sledzeniem jego transportu wzdhiz widkna aksonalnego (uposledzenie czynno-
Sci ukladu tubulinowego i/lub aktyno-miozynowego?). Oznaki zaburzenia
aksonoplazmatycznego transportu neurosekretu odnotowano w ukladzie pod-
wzgdrzowo-przysadkowym myszy po dootrzewnowym podaniu adrenaliny
(Czecrowicz i wsp. 1979) oraz w ukladzie neurosekrecyjnym pijawek konskich
(Haemopis sanguisuga) po wprowadzeniu do jamy ciata wybranych antybioty-
kéw (CzecHowicz i wsp. 1980). W przypadku postegpujacej retencji neurosek-
retu w perykarionach LGC §limakow poddanych zarazeniu nalezaloby si¢
jednak spodziewaé uruchomienia reakcji stuzacych jego degradacii, co by sie
Wyrazalo zmianami w obrazie mikroskopowym tych komorek (pojawienie si¢
Deurosekretu koloidalnego w miejsce ziarnistego, obecnos¢ wakuol auto-
fagocytarnych), czego nie odnotowano. Nawiazujac do przedstawionego przez
CyMBOROWSKIEGO (1970) schematu morfologii komorki neurosekrecyjne;
o okresowej aktywnosci dobowej, obserwowane u zarazonych §limakow
liemal catkowite wypelnienie perykarionow LGC wzglgdnie duzymi granulami
Deurosekretu wydaje si¢ raczej wskazywac na koncowa fazg¢ syntezy, poprze-
fizajch faze wydzielania. Podobny obraz morfologii LGC' grupy $rodkowo-
1 bOCZHO-grzbie:towej mozna wyjasni¢ ich wzajemnym sprz¢zeniem elektro-
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tonicznym (BENJAMIN i Rose 1984), umozliwiajacym synchronizacj¢ procesu
neurosekreciji.

Argumentow na rzecz nasilonej syntezy w badanych komoérkach neurosek-
recyjnych u §limakéw poddanych zarazeniu dostarczyty wyniki histochemicz-
nej oceny stanu czynnosciowego LGC. Stwierdzony u zwierzat doswiadczal-
nych wzrost poziomu RNA w cytoplazmie LGC, z silna tendencja do skupiania
sie w strefie okolojadrowej, moze §wiadczyC o syntezie tego zwiazku, stopniowo
transportowanego z jadra, gdzie jest transkrybowany, do cytoplazmy, gdzie
bierze udzial w procesach translacji. Strefa okolojadrowa w komorce nerwowe;j
jest miejscem przejsciowego gromadzenia si¢ nowo syntetyzowanego RNA
(ADAMs 1965). Czecuowicz (1961) zwrocit uwage na strefe okolojadrowa
komorek ukladu neurohormonalnego pijawek z rodzaju Herpobdella, jako
miejsca syntezy neurosekretu. Potencjalna przyczyna wzrostu poziomu RNA
w LGC zwojow moézgowych §limakow poddanych zarazeniu moze byc
przedluzony czas biologicznego trwania tego zwiazku. Wiadomo jednak, ze
partenity przywr digenetycznych nasilaja u slimakow zywicielskich katabolizm
zwiazkow azotowych, w tym takze zwiazkow o budowie nukleotydowe;j
(ScHMALE i BECKER 1977, BECKER i SCHMALE 1978, BECKER 1983). Powodowane
przez partenity zaburzenia degradacji kwaséw nukleinowych u zarazonych
slimakow odnotowano wylacznie na poziomie hydrolizy niektérych nuk-
leotydow, co moze by¢ zwiazane z zapotrzebowaniem pasozyta na te zwiazki
(RaMALAKSHMI REDDY i VENTAKESVARA Rao 1990).

Metoda FEULGENA, ktora jest powszechnie stosowana dla swoistego wy-
krywania obecnosci DNA, spelnia kryterium reakcji ilosciowej prawdopodob-
nie tylko wobec komorek w fazie czynnego rozplemu. W komorkach, w kto-
rych odbywaja si¢ intensywne procesy transkrypcji, natgzenie tej reakcii
barwnej moze odzwierciedlaé nie tyle poziom DNA w jadrze komorkowym, co
aktualna konfiguracje kompleksu dezoksyrybonukleoproteidu. Wynika to
z 16znej wrazliwoéci chromatyny jadrowej na stosowana w reakcji FEULGENA
kwasna hydrolize. W barwionych ta metoda jadrach LGC slimakéw po-
ddanych zarazeniu odnotowano wysokie wartosci ekstynkcii juz po 4 minutach
trwania kwasnej hydrolizy preparatéow, podczas gdy w jadrach tych komoérek
u osobnikéw grupy kontrolnej nasilenie reakcji bylo proporcjonalne do czasu
lagodnego, hydrolityczngo rozktadu DNA. Rézne zachowanie si¢ chromatyny
jadrowej w krotszym czasie trwania hydrolizy preparatow tlumaczy si¢ rozna
iloscia jej frakcji luznej, czynnej w procesach transkrypcji RNA (KRY-
GIER-STOJALOWSKA 1 wsp. 1971).

Dyskusyjne sa wyniki barwienia histondw. Obie stosowane reakcje oparte
sa na wiazaniu barwnika z zasadowymi grupami tych bialek w $rodowisku
o wysokim pH, dlatego ich nasilenie zalezy od dostgpnosci tych grup, a przez
to powinno byé modyfikowane przez stan czynnosciowy chromatyny. Brak
istotnych réznic w zakresie ekstynkcji barwionych tymi metodami jader
badanych komoérek neurosekrecyjnych u §limakéw grupy kontrolnej i do-
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Swiadczalnej, wobec odnotowanego wzrostu poziomu frakcji chromatyny
luznej w jadrach LGC u tych ostatnich, moze by¢ spowodowany nie kont-
rolowana ekstrakcja bialek kwas$nych w zasadowym Srodowisku reakcji. Bialka
te, dzigki obecnosci ujemnie natadowanych grup, lacza si¢ elektrowalencyjnie
z grupami argininowymi i lizynowymi histonéw, wypierajac z tych polaczen
reszty fosforanowe DNA, co umozliwia transkrypcie.
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