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Histochemiczne i biochemiczne badania kwaséow nukleinowych watroby
z uwzglednieniem inkorporacji izotopu P?2 do RNA w do$wiadczalnej
toksemii bloniczej

Histochemical and Biochemical Studies of Nucleic Acids in the Liver in Diphtheric
Toxaemia Including the Incorporation of Isotope P32 into RNA

Z niewielu prac opublikowanych dotychczas na temat wplywu toksyny blo-
niczej na metabolizm komérki mozna stwierdzi¢, Zze powoduje ona zasadnicze za-
burzenia w przemianach biochemicznych, prowadzgc niejednokrotnie do $mierci
komérki. Rozpatrujgce dzialanie toksyny nalezy wziaé pod uwage rodzaj badanej
komorki, gdyz komoérki réznych narzadéw sg w niejednakowym stopniu wrazliwe
na dzialanie toksyny. Wg Szymonskiego i wspélautoréw (1961) morfologiczne
zmiany w narzgdach §winek morskich poddanych dzialaniu toksyny bloniczej wyste-
powaty w nastepujgcej kolejnosci: serce, nadnercza, nerki, watroba. Zmianom mor-
fologicznym towarzyszg zaburzenia biochemiczne: np. wg Soroczana (1964)
u myszy poddanych dzialaniu toksyny bloniczej w komoérkach watroby i we wiék-
nach miesnia sercowego obok zmian strukturalnych, poczgtkowo na krétki okres
wzrastala ilo§é glikogenu, a nastepnie stopniowo malata. Filipowicz i wsp.
(1955) podajy, ze w toksemii bloniczej uwidacznia sie¢ w pierwszym okresie dosé
duzy wzrost kwasu pirogronowego, bedacego jednym z gtéwnych produktow prze-
miany weglowodanowej. Podwyzszenie poziomu tego kwasu we krwi zwigzane jest
z niedoborem witaminy B, (tiaminy) w pozywieniu, jednak w eksperymentalnej
toksemii bloniczej ilos¢ tiaminy calkowitej byla wyZsza o okolo 25% w stosunku
do normy, a tylko stezenie pirofosforanu tiaminy uleglo obnizeniu.

Jest sprawg otwarta, w jaki sposéb toksyna blonicza dziala na uklad cyto-
chromowy i metabolizm fosforanéw. Wg Pappenheimera (1956) w toksemii
bloniczej nastepuje unieczynnienie ukitadu cytochromowego. Natomiast K1opo-
towski (1961), przeprowadzajgc badania na tkance watrobowej, nie znajduje
odchylen w prawidtowej funkeji ukladu cytochromowego i w przemianach fosfora-
nowych.

W dostepnej nam literaturze na temat dzialania toksyny bloniczej na komoérke
pomijane jest zachowanie sie kwas6w nukleinowych w komoérce, ktéra zetknela sie
z jadem. Funkcja RNA jest nierozerwalnie zwigzana z syntezg bialek, a bialka
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wchodzg w sklad elementéw regulujgcych wszystkie procesy biochemiczne w ko-
moérce. W naszej pracy przebadano kwasy nukleinowe w komérkach watroby
u zwierzat z doswiadczalng toksemia blonicza. Watroba jest narzadem wrazliwym
na dzialanie toksyny bloniczej obfitujgcym zaréwno w RNA, jak i DNA, bedgcym
réwnoczeénie podstawowym ogniwem regulujgcym przemiane materii Zywego orga-
nizmu.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na §winkach morskich wagi okoto 250 g i myszkach
rasy B-6 wagi 21—22 g. Przy doborze zwierzat kierowano sie ich specyficzng wrazli-
woscig na jad bloniczy. Z watroby $winek morskich wykonywano homogenaty
i skrawki histologiczne do oznaczania zawarto$ci RNA i DNA a inkorporacje
izotopu P32 do RNA przeprowadzano na myszkach, poniewaz byly trudnosci z uzy-
skaniem odpowiedniej ilo$ci radioaktywnego fosforu. Mimo, ze zaréwno §winki
morskie, jak i myszki rasy B-6 sa w podobnie wysokim stopniu wrazliwe na toksyne
bloniczg, przy omawianiu wynikéw badan zwrocono uwage na roznice gatunkowe
badanego materiatu.

Swinki morskie podzielono na dwie grupy doswiadczalne. I grupa stanowila
kontrole. Grupie II doswiadczalnej wstrzykiwano dootrzewnowo 1 DLM toksyny
bloniczej otrzymanej z Panstwowej Wytwérni Surowic i Szczepionek w Lublinie.
Swinki morskie zabijano przez dekapitacije.

Grupe doswiadczalng podzielono na trzy podgrupy: 1 podgrupa zawierata
zwierzeta, kté6rym pobrano watrobe po 15 godzinach dzialania toksyny. 2 podgrupie
pobrano watrobe po 42 godzinach, a 3 — po okolo 90 godzinach. Z czeSci wyciete]j
watroby we wszystkich badanych grupach zwierzat wykonywano skrawki histolo-
giczne, utrwalano w plynie Serra i barwiono metodg Bracheta (dla RNA) wg ogoél-
nie przyjetych zasad, oraz jako uzupelnienie badan histochemicznych dokonano
obserwacji w mikroskopie elektronowym. Watrobe $winki morskiej utrwalano
w czterotlenku osmu, odwadniano w alkoholach etylowych o wzrastajgcych steze-
niach i zatapiano w metakrylanie n-butylu. Ultracienkie skrawki sporzadzano
nozem szklanym na ultramikrotomie Sitte OmU (C. Reichert, Wieden). Elektro-
mikrofotogramy wykonywano przy uzyciu mikroskopu elektronowego Elmi D,
(C. Zeiss Jena).

Pobierano takze 10 g iloéci tkanki watrobowej, z ktérych sporzadzano homo-
genaty w celu wyodrebnienia RNA i DNA, a w fazie wstepnej wykonywano z nich
trwale proszki dwoma nastepujgcymi metodami:

I. Wg Kok i Opolskij (1960) homogenaty wykonywano w roztworze
zimnego etanolu, nastepnie dwa razy ekstrahowano w mieszaninie etanolu i eteru
(1:1 v/v) oraz dwa razy w eterze i suszono na powietrzu, otrzymujgc substancje
sproszkowang, dalej zwang proszkiem A.

II. Wg Caniewa i Markowa (1960) homogenaty wykonywano w 10%
roztworze kwasu tréjchlorooctowego, przemywano 5% kwasem tréjchlorooctowym,
a nastepnie ekstrahowano w etanolu, mieszaninie etanolu i eteru (1:1 v/v), oraz
w eterze i suszono na powietrzu otrzymujac substancje sproszkowana, dalej zwana
proszkiem T.

Z proszkéw A i T wyizolowywano kwasy nukleinowe, stosujac dwie ponizsze
metody postepowania:
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1. Metoda wg Davidsona i Smelle (1952) uzupelniona badaniami prze-
prowadzonymi w nastepnych latach (Spirin i Bietozierski — 1956, Fleck
i Munro — 1962), a uzyskany w osadzie DNA rozpuszczano wg metody Schnei-
dera (1946).

2. Metodg wg Schmidta-Thannhausera (1945), otrzymano roztwory
kwas6éw nukleinowych przeznaczone do dalszych oznaczeh ilosciowych.

Pomiary spektrofotometryczne roztworé6w RNA z proszké6w A i T przeprowa-
dzano na spektrofotometrze Unicam SP-500 w nastepujacych ditugosciach fal:
260, 275, 280, 286 mp. Ilo§¢ RNA obliczano wg wzoréw podanych przez Fleck
i Munro (1962), Caniewai Markowa (1960), Warburga i Christiana
(1941), a w celu poréwnania wynikéw oznaczano dodatkowc zawarto$é fosforu
w oparciu o metode Horeckera i wsp. (1940).

Korzystajac z uprzejmo$ci Pana Profesora dr Bronislawa Filipowicza, Kie-
rownika Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lodzi, oraz Pana
dr Andrzeja Lewandowskiego, asystenta tejze Katedry wykonano oznaczenia bio-
chemiczne, jak réwniez przebadano inkorporacje izotopu P32 do RNA. W celu
okres$lenia inkorporacji izotopu P32 do RNA badania przeprowadzono na myszach
rasy B-6. Myszy podzielono na dwie grupy.

Grupie pierwszej podano dootrzewnowo 1 DLM toksyny bloniczej. Po 15 go-
dzinach dzialania toksyny podano dootrzewnowo myszom z grupy pierwszej 100 uc
izotopu P32 w postaci roztworu ortofosforanu potasowego. Te samag dawke izo-
topu P32 otrzymaly myszy z grupy drugiej, stanowigcej kontrole. Po 15 min. od
chwili podania izotopu P3% myszy zabijano przez przerwanie rdzenia kregowego,
pobierano watrobe i natychmiast ja homogenizowano.

Kwas rybonukleinowy otrzymano metoda fenolowg wg Scherrera i Dar-
nella (1962) z ominieciem siarczanu poliwinylu (Kurland 1960), oraz stosujgc
roztwér Kirby (1956). Otrzymane roztwory wodne stuzyly do oznaczania kwasu
rybonukleinowego wg metody spektrofotometrycznej i stanowily czystg radioaktyw-
nie frakecje RNA.

W celu okre$lenia iloéci impulséw dla izotopu P32 wbudowanego w czgsteczki
kwasu rybonukleinowego pobierano wodny roztwér RNA i oznaczano licznikiem
cienkowarstwowym Geigera-Miillera polaczonym z przelicznikiem LI.-1. Impulsy
oznaczano w ciggu 5 minut. Jednocze$nie przebadano ilos¢ impulséw w calkowitych
homogenatach pobierajgc do oznaczenia 0,1 ml homogenatu, liczgc impulsy w ciggu
1 min. Dla okre$lenia zas stezenia RNA pobrane probki oznaczano na spektro-
fotometrze Unicam SP-500 w zakresie ultrafioletu, w diugosciach fal 260 i 280 my.
Jezeli stosunek odezytu w 280 mp do odezytu w 260 mp jest bliski 0,5 to ilo§é
kwasu rybonukleinowego obliczano wg odezytu w 260 mu. Wspblezynnik E,g
réwny 1,000 (odczyt 1000) odpowiada w przyblizeniu 40 pg RNA.

BADANIA WLASNE

W badaniach wlasnych uwzgledniono: 1) badania histochemiczne
i w mikroskopie elektronowym oraz 2) badania biochemiczne, w ktérych
uwzgledniono: A) badania iloiciowe DNA i RNA w homogenatach wa-
trobowych, oraz B) inkorporacje izotopu P32 do RNA.
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1. Radania histochemiczne

I. Grupa kontrolna: w preparatach przegladowych pobra-
nych z watroby $winki morskiej barwionych hematoksyling i eozyna
uwidaczniala sie wyrazna struktura narzadu. Zyly srodkowe mialy pra-
widlowe $rednice, miedzy sznurami komoérek znajdowaly sie w skapej
ilosci elementy tkanki lgcznej. Komorki watrobowe dwujgdrzaste obser-
wowano w niewielkiej ilosci. Jadra komorkowe byly duze, o wyraznym
zrebie chromatynowym, z przecietnie dwoma jaderkami. Kwas rybo-
nukleinowy wybarwiony wg Bracheta ukladal sie w formie drobnych
ziarenek, ktére w okolicach przyjadrowych wykazywaly daznosé do zle-
wania sie w duze, wyrazZne skupiska. W pozostalym obszarze cytoplazmy
obserwowano pojedyncze, drobne odgraniczone od siebie i otoczenia zia-
renka (ryc. 1). Odczyn barwny w jaderkach byl podobny do uzyskanego
w ziarenkach cytoplazmy. Poszczegélne jaderka réwniez nie roznily sie
od siebie intensywnoscig zabarwienia. Nie obserwowano takze zmian
w reakcji Bracheta miedzy jaderkami znajdujacymi sie w jadrach ko-
morek jedno- i dwujadrzastych.

II. Grupa do$§wiadczalna:

W 1 podgrupie doswiadczalnej w watrobie $Swinek morskich po
15 godz. dzialania toksyny bloniczej nie obserwowano tworzenia sie du-
zych skupisk ziarnistosci RNA w okolicach przyjadrowych, co wyraznie
uwidacznialo sie w grupie kontrolnej (ryc. 2). Natomiast ziarenka z jed-
nakowo nasilonym odczynem barwnym ‘byly réwnomiernie rozrzucone
na przestrzeni calej cytoplazmy. Intensywno$¢ zabarwienia ziarenek
i jaderek nie réznila sie od siebie, jak rowniez od obrazéw uzyskanych
w grupie kontrolnej. Liczba jaderek w jadrach nie ulegla zmianie.
Zauwazono takze, ze $wiatlo naczyn krwionosnych w watrobie Swinek
morskich bylo poszerzone, wypelnione elementami morfologicznymi krwi,
co wigze sie z przekrwieniem narzadu, wywolanym dzialaniem toksyny
bloniczej (Ortowski 1950). Jak widaé, obrazy uzyskane w grupie
kontrolnej i 1 podgrupie doswiadczalnej roznily sie od siebie jedynie
rozmieszczeniem ziarnisto$ci w obrebie cytoplazmy i stanem czynnoscio-
wym naczyn krwionosnych. Intensywnos¢ odczyndéw barwnych w zia-
renkach cytoplazmatycznych i jaderkach byla podobna.

W 2 podgrupie doswiadczalnej, czyli po 42 godz. dzialania toksyny
bloniczej obserwuje sie w watrobie $winek morskich znaczne poszerzenie
naczyn krwionoénych w poréwnaniu nie tylko z grupg kontrolng, ale
i z poprzednio opisywang (ryc. 3). Naczynia krwionosne byly obficie
wypelnione krwig. W rozmieszczeniu, wielkosci i intensywnosci zabar-
wienia ziarnistosci zawartych w komérkach nie bylo uchwytnych réznic
w pordwnaniu z watrobg pobrang od zwierzat po 15 godz. dzialania tok-
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syny bloniczej. W obrazie jaderek nie bylo zmian w zestawieniu za-
réwno z grupg kontrolna, jak i 1 podgrupa doswiadczalng. Zasadniczym
zjawiskiem wystepujacym w watrobach tej grupy badanych zwierzat
byly takze zmiany czynnosciowe w obrebie naczyn krwionosnych, obja-
wiajgce sie znacznym ich poszerzeniem. )

W 3 podgrupie doswiadczalnej po 90 godz. dzialania toksyny btoni-
czej (Swinki padly) zwracala uwage niewyrazna, zatarta struktura tkanki
watrobowej. Miejscami zupelnie znikal regularny uklad komorek, ktoére
tworzyly skupienia o stabo widocznych granicach. Natomiast w poszcze-
golnych komoérkach watrobowych wyraZnie odznaczaly sie jadra, a w nie-
ktérych wida¢ bylo 2—3 jaderka. Jaderka byly dokladnie odgraniczone
od otoczenia, wykazywaly intensywny odczyn barwny. Zmienil sie za-
sadniczo obraz naczyn krwionosnych, ktére byly znacznie zwezone i prze-
waznie puste. Ziarenka RNA byly bardzo drobne, delikatnie odgrani-
czone, rozrzucone gesto w cytoplazmie. Wsréd nich mozna bylo zauwazyé
wieksze ziarenka podobne do opisanych w grupach poprzednich (ryc. 4).
W opisywanej grupie zaznaczajg sie zmiany zaré6wno w ukladzie naczyn
krwionosnych, jaderkach jak i w zachowaniu sie ziarenek RNA. Nalezy
podkresli¢, ze Smiertelna dawka toksyny bloniczej wlasnie w okolo
90 godz. od chwili jej podania powodowala zgon zwierzgt doswiadczal-
nych.

Zestawiajge wyniki uzyskane z badan histochemicznych, mozna
stwierdzi¢, ze pod wplywem s$miertelnej dawki toksyny bloniczej w miare
uptywu czasu od jej wstrzykniecia zmienial si¢ uktad i struktura ziar-
nistosci RNA, zachodzily zmiany w jaderkach jak réwniez w stanie czyn-
no$ciowym naczyn krwionos$nych.

Jako uzupelnienie badan histochemicznych wykonane zostaly prepa-
raty i fotografie w mikroskopie elektronowym.

W grupie kontrolnej zaznaczaly sie wyraznie granice migdzy poszcze-
gélnymi komorkami. Jadra mialy ksztalt okragly i owalny, o gladkich
obrysach, otoczone byly dwuwarstwowsg blong. Warstwy brzezne blony
jadrowej wykazywaly wybitng gestosé¢ elektronows w pordéwnaniu z war-
stwg $rodkowg. Jaderka wystepowaly jako twory kuliste, wyraznie od-
graniczone od otoczenia. Struktura ich byla zbita, gesto$¢ elektronowa
bardzo znaczna. Ukladaly sie na skraju jadra, tuz przy blonie. W obrazie
poszczegdlnych komoérek zwracaly uwage réznie uksztaltowane mito-
chondria oraz szereg wakuoli pustych elektronowo. Mitochondria ukla-
daly sie gléwnie w poblizu blony komérkowej i jadrowej. Taki uklad
szczegblnie wyraZnie obserwowano w grupie kontrolnej.

W 1 podgrupie doswiadczalnej po 15 godz. dzialania toksyny blo-
niczej granice miedzy komérkami nadal byly dobrze widoczne. Zmienito
sie polozenie mitochondriéw, ktére nie wykazywaly typowego ukladu
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tuz przy blonie jadrowej i komoérkowej, a zajmowaly cale wnetrze
komorki. Poglebila sie poza tym gestos¢ elektronowa mitochondriow
i znacznie zwiekszyla sie ilo§¢ drobnych, okraglych wakuoli pustych
elektronowo.

W obrazie 2 podgrupy doswiadczalnej nie obserwowano uchwytnych
réznic w poréwnaniu z obrazem grupy pierwszej.

W 3 podgrupie doswiadczalnej w watrobie wystapily zmiany wska-
zujgce na znaczne zaburzenia metabolizmu komoérki. Granice miedzy
komorkami staly sie zatarte, miejscami zupelnie niewidoczne. W niekté-
rych jadrach obserwowano objawy kariolizy. Jaderka staly sie mniejsze,
a w jadrach wielojgderkowych wykazywaly oslabienie gestosci elektro-
nowej i niekiedy malo wyraznie odgraniczaly sie od pozostatych struktur
jadrowych. Zmniejszala sie ilo§¢ oraz gesto$é¢ elektronowa mitochondriéw,
zblizajac sie do gestosci elektronowej cytoplazmy. Natomiast polozenie ich
nie uleglo zmianie w porownaniu z grupag poprzednio opisywans.
Zwiekszyla sie wyraznie objetos¢ wakuoli, ktoére przybraty ksztally wy-
dluzone.

W wyniku analizy otrzymanych obserwacji z badan histochemicz-
nych i mikroskopu elektronowego mozna stwierdzi¢ zbieznos¢ miedzy
zmianami histochemicznymi i strukturalnymi w komérkach watrobowych
pod wplywem toksemii bloniczej (ryc. 5, 6 i 7).

2. Badania biochemiczne

A. Badania ilosciowe DNA i RNA w homogenatach
watrobowych.

W oparciu o stosowane metody badan zestawiono w tabelach s$rednie
zawartosci DNA i RNA w watrobie zwierzat kontrolnych i doswiad-
czalnych oraz zalezno$¢ miedzy zawartoscia DNA i RNA w watrobach
zwierzat doswiadczalnych a czasem dzialania toksyny bloniczej.

a) Srednie zawartosci DNA w watrobie zwierzat kontrolnych i do-
$wiadczalnych.

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane z proszkéw A i T otrzyma-
nych wg stosowanych metod. Proszek T wykonany byt z homogenatu
w roztworze kwasu trdéjchlorooctowego. Proszek A otrzymany byl z ho-
mogenatu w roztworze alkoholu etylowego. Wyniki otrzymane wg me-
tody Davidsona i Smelle (1952) w przeliczeniu na P-DNA
w przypadku proszku T byly okolo dwa razy niisze od wynikéw dla
proszku A. Poniewaz dalsze wyizolowywanie z proszku A uzyskanego
wg Kok i Opolskij (1960) z homogenatéw alkoholowych i z pro-
szku T otrzymanego wg Caniewa i Markowa (1960) z homoge-
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natéow w kwasie tréjchlorooctowym bylo identyczne, wiec réznice mogtly
by¢ spowodowane tylko podczas przygotowywania samych proszkéow.

Wyniki uzyskane z proszku T metodg Schmidta-Thann-
hausera (1945) byly zblizone do danych przedstawionych dla pro-
szku A metodg Davidsona i Smelle (1952). Reasumujac, mozna
stwierdzi¢, ze ilosci P-DNA w przypadku proszku T byly nizsze niz
w przypadku proszku A.

Tab. 1. Stezenie P-DNA w ug/100 mg §wiezej masy
Concentration of P-DNA in ug/100 mg of fresh pulp

Proszek A Proszek T
Metoda Metoda Metoda

G?upy Davidsona Davidsona Schmidta —
zwierzat i Smelle iSmelle Thannhausera

1 | 2 | 3 1 | 2 | 3 1 2 | 3
kontrolna 43,8 35 46,7 { 20 25 21,3 | 34,3 | 35,5 I 59,2
15 godz 46,8 35 47,7 19 24 22,6 | 37,2 | 38 65,3
42 godz 49,8 38 53,8 | 20 26,6 | 23,3 | 336 | 37,8 | 61.7

90 godz 42,8 38 527 | 204 | 26,2 | 19,3 | 352 37,7 65

Objaénienia: 1. dane wg zawartoéci fosforu, 2. dane wg zawarto$ci dezoksyry-
bozy, 3. obliczenia Caniewa i Markowa z danych spektrofotometrycznych.

Explanation: 1. data according to the content of phosphorus, 2. data according
to the content of deoxiribose, 3. estimation according to Caniev and Markov,
based on spectrophotometric data.

Znaczne roéznice miedzy wynikami obliczonymi wg danych spektro-
fotometrycznych oraz wyjatkowo wysokie wartosci P-DNA otrzymanego
wg metody Schmidta-Thannhausera (1945) dla proszku T
byly spowodowane réznymi metodami wyizolowywania DNA. Wprowa-
dzony przez Markowa i Caniewa (1960) wzér dla wyliczania ilosci
P-DNA z danych spektrofotometrycznych odnosi sie do szczurdéw.
Swinki morskie mogg posiadaé¢ inny sklad produktéw rozkladu biatek
wystepujacych razem z rozdzielonymi kwasami nukleinowymi i tym sa-
nym mogga byé¢ inne odezyty na spektrofotometrze. Poniewaz brak innych
wzoréw przeliczeniowych dla swinek morskich, wiec w celach poréw-
nawczych wzér ten jest calkowicie przydatny, gdyz wyniki otrzymane byly
analogiczne do danych uzyskanych wg zawarto$ci fosforu i dezoksyry-
bozy. Z podanej tabeli mozna stwierdzi¢, ze praktycznie w czasie dzia-
lania toksyny bloniczej ilos¢ kwasu dezoksyrybonukleinowego nie ulega
zmianom, wzglednie tylko minimalnym wahaniom w zaleznosci od metody
postepowania.

b) Srednie zawarto§ci RNA w watrobie zwierzat kontrolnych i do-
swiadczalnych.
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W tab. 2 widaé¢, ze obliczone ilosci RNAwg Fleck i Munro (1962)
Caniewa i Markowa (1960) oraz Warburga i Christiana
(1941) z proszkéw A i T byly zblizone, przy czym wyniki uzyskane me-
todg Schmidta-Thannhausera (1945) byly wyzsze od danych
otrzymanych metodg Davidsona i Smelle (1952). Uzyskane ilosci
P-RNA z proszku A wg zawartosci fosforu byly nizsze od obliczonych
ilosci P-RNA wg danych spektrofotometrycznych, natomiast w przy-
padku proszku T uzyskano podobne zaleznosci dla P-RNA otfrzymanego
metodg Schmidta-Thannhausera (1945).

Z tab. 2 wynika, ze nastepuje wzrost ilosci RNA w homogenatach
watrobowych w miare uplywu czasu dzialania toksyny bloniczej. Naj-
wyzsze wyniki uzyskano w czwartym dniu od chwili podania $miertelnej
dawki toksyny bloniczej (w momencie zgonu zwierzat). Wielkosci przed-
stawionych zmian RNA sg w duzym stopniu uzaleznione od metody
otrzymywania, sposobu oznaczania i obliczania kwaséw nukleinowych.
Poniewaz celem naszej pracy byly oznaczenia tylko poréwnawcze, wiec
przyjeto je jako calkowicie wystarczajace przy oznaczaniu wynikéw.

B. Inkorporacja izotopu P2 do RNA.

W grupie kontrolnej i grupie doswiadczalnej uzyskano Srednie dane
spektrofotometryczne dla watroby przedstawione w tab. 3.

Tabela 3
E280
Grupy Eg60 E280 =
E260
kontrolna 0,514 0,271 0,527
do$wiadczalna 0,613 0,322 0,625

Poniewaz dla czystego RNA drozdzowego stosunek g:—‘: wynosi
w przyblizeniu 0,5 stwierdzono, ze uzyskane preparaty sa tylko w mi-
nimalnym stopniu zanieczyszczone bialkiem. Zanieczyszczenie bialkiem
w obliczeniach poréwnawczych zostalo zniwelowane, poniewaz w grupie

kontrolnej i doswiadczalnej procent biatka byl taki sam, gdyz dla obu

grup stosunki £ byly identyczne (0,527 i 0,525).
Po zastosowaniu wspélezynnika 0’3—02; i uwzglednieniu 30-krotnego
rozcienczenia uzyskano $rednie ilosci RNA w grupie kontrolnej i do-

$wiadczalnej przedstawione w tab. 4.

Jak wida¢ z poréwnania wynikéw dla zwierzat kontrolnych i do-
$§wiadczalnych uzyskano wieksze stezenie RNA w watrobie myszek, be-
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Tab. 4. Stezenie RNA w ug/ml
Concentration of RNA in pg/ml

Eg60 - Eggo
G E kb v
Tupy 260 0,025 0,025 3¢
kontrolna 0,514 20,56 617
doswiadczalna 0,613 24,5 735 |

dacych pod dzialaniem toksyny bloniczej (o okolo 20%). W dalszych ba-
daniach po uwzglednieniu poprawki na tlo (radioaktywno$¢ atmosfery)
uzyskano srednie wartosci radioaktywnosci wlasciwej dla obu grup
przedstawione w tabeli 5, gdzie aktywno$é¢ wlasciwa (AS) jest obliczona
wg wzoru: AS = ilo$¢ impulséw/min/P-RNA w ug.

Tabela 5
! Ilogé impulséw Tlosé impulsow
Gr Impulsy ;| Tilo ) ) AS
upy puisy dla RNA/5’/ml| dla RNA/1’/ml
kortrolna 213 86,5 1265 | 25,3 0,041
do$wiadczalna i 150 86,5 63,5 1 12,7 0,017

Zakladajac, ze aktywnos¢ wlasciwa grupy kontrolnej stanowi 100%,
uzyskano dla grupy doswiadczalnej 42%. Powyzsze wyniki wskazujg, ze
aktywnos¢ wlasciwa (AS) szybko znakujgcego sie RNA odpowiedzial-
nego za synteze bialka w ciggu 15 min. wbudowywania sie izotopu P32
zmalala w grupie doswiadczalnej o okolo 60% w stosunku do grupy
kontrolnej.

W celu poréwnania aktywnosci wlasciwej RNA w grupie kontrolnej
i grupie do$wiadczalnej z wielkoscig inkorporacji izotopu P32 do watroby
jako calosci w obu grupach przebadano ilosci impulsow w catkowitych
homogenatach watroby, pobierajac do oznaczania 0,1 ml homogenatu
oraz liczac $rednio ilos¢ impulséw w ciggu 1 minuty. Wyniki przedsta-
wiono w tab. 6.

Tabela 6
Ilo$¢ impulséw na ! { Tlos¢ impulséw homo-
Tto
Grupy ‘ 1°/0,1 ml l ‘ genatu na 1'/0,1 ml
kontrolna ' 3868 18| 3 855
doswiadczalna i 2745 13 2732

Z powyzszych danych wynika réwniez, ze znakowanie catkowitego
homogenatu watrobowego spada w grupie do$wiadczalnej o okolo 25%
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w stosunku do watroby kontrolnej. Warto$ci w grupie do$wiadczalnej
dla poszezegdlnych zwierzat byly zgodne, a wartosci w grupie kontrolnej
wykazywaly duze wahania.

W celu poréwnania ilosci izotopu P32 znajdujgcego sie w calej watro-
bie kontrolnej i doswiadczalnej oraz w kwasie RNA wyizolowanym
z watroby kontrolnej i do$wiadczalnej obliczono ilo$ci impulséw w ca-
lym homogenacie watrobowym przedstawione w tabeli 7.

Tabela 7/
G Waga watroby| Ilo$é homo- Ilo$¢ impul. Ilos¢ impul.
rupy
w g genatu w ml 0,1 mil na homogenat
kontrolna 1, 47 75 3855 289 125
doswiadczalna 1,376 7,4 21732 202 168

Wyniki przedstawione w tab. 7 wskazuja, ze ilo§¢ impulséw w calym
homogenacie z watrob zwierzat doswiadczalnych jest nizsza od ilosci
impulsow w calym homogenacie z watrob kontrolnych o okoto 25%.

Reasumujgc dane liczbowe zebrane w przedstawionych tabelach
mozna stwierdzi¢, ze aktywnos$¢ wlasciwa szybko znakujgcego sie RNA
w grupie zwierzat do§wiadczalnych jest okolo 60% nizsza od aktywnosci
wlasciwej szybko znakujgcego sie RNA w grupie zwierzat kontrolnych.
Ilos¢ impulséw w calym homogenacie z watrob zwierzat doswiadczal-
nych jest o okolo 25% nizsza od ilosci impulsow w calym homogenacie
watrobowym z grupy zwierzgt kontrolnych.

Ogoélnie mozna przypuszczaé, ze zmniejszenie sie aktywnosci wilasci-
wej szybko znakujacego sie RNA z watréb zwierzat doswiadczalnych
jest Scisie zwigzane ze zmniejszeniem sie ilo$ci impulséw w homogenacie
z calej watroby zwierzat doswiadczalnych, czyli z mniejsza zawartoscia
izotopu P3? w watrobach zwierzat doswiadczalnych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Metody wyizolowywania i obliczania kwaséw nukleinowych z tkanek
sg szeroko rozbudowane, a w zwiazku z tym dobranie najodpowiedniej-
szych sposobéw postepowania nastrecza pewne trudnosci. W przedsta-
wionych badaniach z najbardziej znanych metod: Schneidera (1945),
Ogura-Rosena (1950) oraz Schmidt-Thannhausera (1945)
zastosowano przede wszystkim te ostatnig, pozwalajgcg na bardzo do-
kladne oddzielenie RNA od DNA. W metodzie Schneidera (1945,
1946), pierwotnie opartej na ekstrakcji RNA i DNA przy pomocy kwasu
tréjchlorooctowego, ktory w znacznym stopniu pochiania promieniowa-
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nie w zakresie ultrafioletu, a w nastepnych modyfikacjach przy pomocy
kwasu nadchlorowego, ktéry w minimalnym stopniu pochlania promie-
niowanie w zakresie ultrafioletu, nie uzyskuje sie rozdzialu kwasoéw nu-
kleinowych. Natomiast w metodzie Ogura-Rosena (1950) DNA
przechodzi czesciowo do RNA. Do przeprowadzenia badan w naszych
warunkach konieczne bylo sporzadzenie trwalych proszkéw z tkanki wa-
trobowej. W tym celu wybrano dwie rozne metody: Kok iOpolskij
(1960) oraz Caniewa i Markowa (1960) pozwalajgce na dokladniej-
szg interpretacje uzyskanych wynikow.

Metodg Kok 1 Opolskij (1960) uzyskuje sie trwale proszki z ho-
mogenatéow otrzymanych w S$rodowisku bezwodnym, a metodg C a-
niewa i Markowa (1960) z homogenatéow sporzadzonych w wod-
nym roztworze kwasu tréjchlorooctowego. Z uzyskanych wynikéw na-
suwa sie wniosek, ze w przewazajgcej wiekszosci badan ilosci RNA otrzy-
mane z proszké6w wykonanych metodg Kok i Opolskij (1960)
byly wyzsze od ilosci RNA z proszkéw sporzadzonych wg Caniewa
i Markowa (1960). Mozna przypuszczaé, ze podczas homogenizacji
w zimnym wodnym roztworze kwasu trojchlorooctowego nastapily pewne
straty RNA. Wg Kaplana i Greenberga (1944) wymywanie
z tkanki zhomogenizowanej zwigzkéw rozpuszczalnych w kwasach przy
pomocy kwasu tréjchlorooctowego w 0°C nie powoduje strat kwasu
fosforowego zwigzanego z podstawowym lancuchem kwasu nukleino-
wego, gdyz ulega oha bardzo powoli hydrolizie w zimnym kwasie tréj-
chlorooctowym. Jednak nalezy tu podkresli¢, ze przemywanie zimnym
kwasem nie zmienia temperatury tkanki zhomogenizowanej, natomiast
podczas homogenizacji w zimnym kwasie tréjchlorooctowym moze na-
stapi¢ lekkie podwyzszenie temperatury, powodujgc niewielkie straty
P-RNA.

W badaniach spektrofotometrycznych oznaczano RNA i DNA w za-
kresie ultrafioletu w dlugosciach 260-—290 mu, poniewazi wg David-
sona (1957) kwasy nukleinowe intensywnie pochlaniaja $wiatlo w tych
dlugosciach fal dzieki zawartym w nich purynom i pirymidynom.
Davidson (1957) podaje, ze pochlanianie swiatla w wyzej podanym
zakresie przez sume nukleotydéw, otrzymanych podczas hydrolizy poli-
nukleotydéw jest wyisze niz samych polinukleotydow. Wyniki z ozna-
czania wg metody spektrofotometrycznej ilosci RNA wyizolowanego
z proszkow A i T metodg Davidsona i Smelle (1952) byly
nizsze od danych otrzymanych metodg Schmidta-Thannhau-
sera (1945), poniewaz w metodzie pierwszej (1952) oznaczano RNA
w formie polinukleotydéw natomiast w metodzie drugiej (1945) w formie
nukleotydéw. W naszych badaniach znaczne rozpietosci miedzy uzyska-
nymi ilosciami kwaséw nukleinowych otrzymanych przy pomocy stoso-
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wanych metod byly zgodne z obserwacjami Schmidta-Thann-
hausera (1945) oraz Schneidera i Kluga (1946). Wedlug
Schmidta-Thannhausera (1945) dla watroby szczura P-RNA
= T7—110mg/100 g s$wiezej masy, P-DNA = 21—25mg/100g S$wiezej
masy, a wg Schneidera i Kluga (1946) dla watroby szczura
P-RNA = 55—71 mg/100 g $wiezej masy, P-DNA = 20,8—31,3mg/100g
$wiezej masy.

Nalezy podkresli¢, ze w naszych badaniach $rednie ilosci DNA otrzy-
mane stosowanymi metodami w minimalnym stopniu réznily sie miedzy
grupg zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych. Powyzsze wyniki sg
zgodne z obserwacjami Brodskiego (1960). Davidson i Leslie
(1950) podaja, ze jgdra komoérkowe zawierajg stalg ilos§¢ DNA, charakte-
rystyczng dla danego gatunku. Wyzej cytowani autorzy twierdzg, ze DNA
moze byé z calg pewnoscia uwazany za najbardziej staly ze wszystkich
skladnikéw komoérki. W naszych badaniach obserwowano nie zmienione
ilosci DNA, w zwigzku z tym mozna uwazaé, ze w toku doswiadczenia
liczba jader pozostala réwniez nie zmieniona. Jednak w badaniach
w mikroskopie elektronowym mozna bylo zauwazyé¢, ze czes¢ jagder komo-
rek watrobowych ulegla czesciowej kariolizie. Poniewaz $rednia zawar-
tos¢ DNA pozostala stala, nasuwa sie przypuszczenie, ze kwas dezoksy-
rybonukleinowy w jadrach ulegajacych czesciowej kariolizie nie zostat
rozlozony. Przy stalej zawartosci DNA w badanych grupach ilosci RNA
ulegaly wyraznym zmianom.

Ilos¢ RNA w pierwszej i drugiej podgrupie doswiadczalnej zwiekszala
sie w niewielkim stopniu, a dopiero w trzeciej, tj. w okolo 90 godzin
od chwili podania $smiertelnej dawki toksyny bloniczej wyrainie wzrosia.
Powyzsze dane uzyskano na podstawie analizy biochemicznej. Natomiast
w badaniach histochemicznych nie mozna bylo zmian tych dokladnie
ustali¢, poniewaz ulegla zmianie struktura i barwliwos$é ziarnistosci RNA.
W grupie kontrolnej ziarenka RNA byly duze i mialy tendencje do two-
rzenia skupisk w okolicach jader, sprawiajgc wrazenie intensywniej wy-
barwionych niz np. w trzeciej podgrupie do§wiadczalnej, w ktorej drobne,
delikatne ziarenka byly roéwnomiernie rozproszone w cytoplazmie.
W zwiazku z tym jaderka znacznie wyrazniej uwidocznily sie wlaénie
w trzeciej podgrupie doswiadczalnej. Jaderka, wg Andersona
i Beamsa (1956) oraz Chenga (1959) zawierajg czasteczki rybo-
nukleoproteidu identyczne z ziarnistosciami rybozomalnymi cytoplazmy.
Brachet (1959) i Niebréj (1959) wskazuja, ze RNA moze by¢
syntetyzowany zaréwno w jadrze, jak i cytoplaZmie, przy czym synteza
RNA w jadrach jest wielokrotnie wieksza niz w cytoplazmie (Brodskij
1961). Oba rodzaje kwaséw nukleinowych: cytoplazmatyczny i jadrowy
w jednakowym stopniu wybarwiaja sie pironing. Gieorgijew (1961)
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oraz Samarina i Gieorgijew (1960) w swoich badaniach nad
syntezg bialck wykazaii, Ze kwas nukleinowy jadrowy i cytoplazma-
tyczny posiadajg podobng funkcje w procesie syntezy bialtka.

W okolo 90 godzin od chwili podania toksyny bioniczej (bezposrednio
po zgonie zwierzat) obraz jaderek obserwowany w mikroskopie elektro-
nowym ulegl czeSciowym zmianom. W stosunku do kontroli jaderka byly
przewaznie mniejsze, wykazywaly rozluznienie struktury. Zmiany w ja-
derkach pod wplywem bodzcow dzialajacych na komorke swiadezg o zy-
wym ich udziale w przemianie materii komoérki (Mietkiewski,
Kozik 1959). Istnieje rowniez pewna zalezno§¢ w komorkach watro-
bowych miedzy zawartoscig glikogenu i kwaséw nukleinowych.
Mysliwski i Michalik (1963) podajg, ze komorki zawierajace
znaczne ilosci glikogenu majg mato kwaséw nukleinowych. W doswiad-
czalnej toksemii bloniczej obserwacje Soroczana (1964 praca magi-
sterska) wykazaly spadek zawartosci glikogenu w komérkach watrobo-
wych, szczegélnie bezposrednio po zgonie zwierzat. W naszych badaniach
w koncowym etapie toksemii bloniczej czyli po zgonie zwierzat obser-
wowano zwiegkszenie ilosci kwasu rybonukleinowego, co moze byé
w zwigzku ze zmniejszong zawartoscig glikogenu. Zmianom w zakresie
biochemii i histochemii kwaséw nukleinowych towarzyszg rowniez zmiany
morfologiczne w tkance watrobowej. W mikroskopie optycznym obserwo-
wano zatarcie struktur zrazikéw watrobowych i zmiany czynnosciowe
naczyn krwionosnych w zaleznosci od czasu trwania toksemii bloniczej.

Mikroskop elektronowy wskazal na zmiany w mitochondriach, jadrach,
jaderkach i wakuolach cytoplazmatycznych. Obraz mitochondriéw zmie-
nia sie znacznie w zaleZnosci od réznorodnych czynnikéw, dziatajacych
na organizm i np. tylko 8-godzinne przetrzymywanie zab w temperatu-
rze 40°C powodowalo bardzo wyrazne zmiany struktury i gestosci elektro-
nowej mitochondriéw w komorkach watrobowych (Latalski 1963).

W celu uzupelnienia badan ilosciowych i histochemicznych starano
sie rowniez wykazaé¢ wplyw poczatkowych stadiéw toksemii blonicze]
na inkorporacje izotopu P32 do szybko znakujacego sie RNA. Wynikow
badan histochemicznych i biochemicznych nie poréwnujemy z wynikami
uzyskanymi przez wbudowywanie izotopu P32 do RNA jadrowego, po-
niewaz byly one przeprowadzone na réinych gatunkach zwierzat. Inkor-
poracje wykonano na watrobie myszek, a poprzednie badania na watrobie
Swinek morskich. Sisakian (1963) uwaza, ze wysoko spolimeryzo-
wany kwas rybonukleinowy jadra charakteryzuje sie bardzo szybka in-
korporacja izotopéw w odréznieniu do RNA rybozomalnego. Foniewaz
badania izotopowe pozwalajg na wykrycie juz bardzo niewielkich odchy-
len od normy, zostaly przeprowadzone w okresie rozwoju toksemii blo-
niczej kiedy jeszcze zmiany biochemiczne i histochemiczne sg trudno
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uchwytne. Z uzyskanych wynikéw mozna zauwazyé, ze mimo niewiel-
kiego wzrostu ogdlnej ilosci kwasu rybonukleinowego zmniejszyla sie
zdecydowanie bo o okolo 60% w stosunku do normy aktywno$¢ wlasciwa
szybko znakujgcego sie RNA. W naszych badaniach w poczatkach tok-
semii bloniczej ogdlna zawartos¢ RNA w komoérkach watrobowych pozo-
stawala bez widocznych zmian. W tym okresie zwierzeta jeszcze pra-
widlowo spozywaly pokarmy. Wg Davidsona (1957 ilos¢ RNA
w komoérkach watrobowych jest zalezna od przyjmowanego z pokarmem
bialka. Natomiast proces wbudowywania si¢ izotopu P32 do szybko zna-
kujacego sie RNA ulegl wyraznemu zmniejszeniu. Munro i wspolpra-
cownicy (1953) podaja, ze stopien wlaczania izotopu P32 do szybko zna-
kujacego sie RNA nie zalezy od ogdlnej ilosci RNA, a od ilosci dostar-
czonej energii. Poniewaz w naszym doswiadczeniu zmalala aktywnosé
RNA jadrowego mozna przypuszczaé, ze zwigzane jest to ze zmniejsze-
niem sie przemian energetycznych w komoérce watrobowej po podaniu
toksyny bioniczej. Na uwage zasluguje fakt, ze aktywnosé¢ wilasciwa RNA
u poszeczegélnych zwierzat w grupie kontrolnej wykazywala dos¢ znaczne
rozbieznosci, a aktywnosé wlasciwa RNA w grupie zwierzat doswiadczal-
nych nie wykazywata prawie Zzadnych roéznic miedzy osobnikami. Tluma-
czy¢ to mozna indywidualnym oddzialywaniem zdrowych zwierzat na
bodziec, co prawdopodobnie zanika w trakcie rozwoju toksemii bloniczej.

Analiza badan przeprowadzonych na tkance watrobowej w czasie
trwania doswiadczalnej toksemii bloniczej nasuwa nastepujace spostrze-
zehia:

1. pod wplywem toksyny bloniczej nastepujg zmiany morfologiczne
w tkance watrobowej oraz czynnosciowe w zakresie naczyn krwionosnych,
przy czym ilosci RNA wzrastajg szczego6lnie wyraznie po zgonie zwierzat.

2. W miare uplywu czasu dzialania toksyny bloniczej zmienia sie
struktura, rozmieszczenie i barwliwos¢ ziarenek RNA (od zbitych, inten-
sywnie wybarwionych skupisk ziarnisto$ci do delikatnie rozproszonych
w calej cytoplazmie).

3. W mikroskopie elektronowym w do$wiadczalnej toksemii bloni-
czej obserwuje sie zmiany w jadrach, jaderkach, mitochondriach i wakuo-
lach cytoplazmatycznych.

4. Aktywnosé wlasciwa RNA, wyrazajaca sie stopniem inkorporacji
P32 do RNA maleje w poczgtkach toksemii bloniczej, co moze wskazywac
na ostabienie metabolizmu komérek watrobowych.

5. Pod wplywem toksyny bloniczej nie mozna ujawni¢ uchwytnych
roznic w ilo§ciach DNA w tkance watrobowej.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Watroba §winki morskiej. Preparat kontrolny. Barwienie wg metody
Bracheta, W komérkach watrobowych znajduja sie skupiska RNA. Naczynia krwio-
nosne o prawidlowym $Swietle, widoczne poza tym elementy tkanki tgcznej. Mikro-
skop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 40 X. Okular 12,5 X. Mikrofot. Exacta
Varex Ila.

Ryc. 2. Watroba $winki morskiej po 15 godzinach dziatania toksyny bloniczej.
Barwienie wg metody Bracheta. ZiarnistoSci RNA w komoérkach watrobowych nie
tworzg skupisk w okolicach przyjadrowych, natomiast sg réwnomiernie rozrzucone
w cytoplazmie. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 12,5 X.
Mikrofot. Exacta Varex Ila.

Ryc. 3. Watroba $Swinki morskiej po 42 godzinach dzialania toksyny bloniczej.
Barwienie wg metody Bracheta, Ziarenka RNA rozrzucone w cytoplaZmie komodrek
watrobowych., Poszerzone znacznie naczynia krwionosne, wypelnione elementami
morfologicznymi krwi. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular
12,5 X. Mikrofot. Exacta Varex Ila.

Ryc. 4. Watroba $winki morskiej po 90 godzinach dzialania toksyny Dbloniczej.
Barwienie wg Bracheta. Drobne delikatne ziarenka RNA rozproszone w cytoplaZmie
komoérek watrobowych. Jaderka wykazujg wybitny odczyn pironinochionny. Mikro-
skop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20X. Okular 12,5X. Mikrofot. Exacta
Varex Ila.

Ryec. 5. Watroba myszki rasy B-6. Preparat kontrolny. Powiekszenie 11000 X.

Ryc. 6. Watroba myszki rasy B-6 po 15 godzinach dzialania toksyny bloniczej.
Powiekszenie 11000 X.

Ryc. 7. Watroba myszki rasy B-6 po 90 godzinach dzialania toksyny bloniczej.
Powiekszenie 11000 X.

Fucroxumuiyeckue n GMOXMMHUYECKHE MCCIEOBAHUA HYKJIEHMHOBBIX KMCJIOT
MmeYyeHy NP SKCNePUMEHTANBHON JUPTEPpUIIHON TOKCEMMHM C yYIE€TOM
uHKOproparuu n3orona P32 xk RNA

PezwowMme
Uccnegosauns noesegenns HYKJIEMHOBBIX KMCJIOT B TKaHW II€YEHU O]
BJAMAHMEM CMEPTEJNIBHOM [03bl AMGPTEPUIHOr0 TOKCMHA TIPOBONJNCE TIPH
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roMoL GMOXMMMYECKMX METOMOB C YYEeTOM MHKOpIopanmm muzorona P32
K RNA u rMCTOXMMHUECKMX MeTOJ0OB, MAOIOJHEHHBIX HabIIOgeHMaMy
B 9JIEKTPOHHOM MMKpOCcKome. IIOmONBITHBIMM 3KMBOTHBIMM ObLIM MOpP-
CKME CBMHKM, TOJIBKO IIpM MHKOpPIOpalMy #u3-3a TPYAHOCTEl B IOJIyde-
HuM u3oromna P32 ycrosszoBasmce Genble MblM packl B-6. Ilomydenmuble
pe3yabTaThl MO3BOJAKT YTBEPXKJATb, 4YTO ANQPTEPUNHBIE TOKCUHBI BBI-
3BIBAIOT HapylIeHMsa B MeTabosm3Me KJIIETOK, OCODGEHHO BBICTYHAOIIME
rnocjie cMepTM XKUBOTHBIX. OOHapy:KMBaJMCh TaK¥Ke M3MEHEHUS B KOJN-
yectBe U cTpyKType RNA, B TOo BpeMa Kak DNA ocranca 6e3 usmene-
Huit. OZHOBpEMEHHO ¢ OMOXMMMYECKMMM M3MEHEHMAMM B KJIETKE IIpO-
SABJIAJNCHL M3MEHEHMA B AApaX, SAAPBILKAX, MUTOXOHIAPMAX ¥ IMUTOILIAZ-
MaTH4YeCKUX BaKyOJIAX.

Histochemical and Biochemical Studies of Nucleic Acids in the Liver
in Diphtheric Toxaemia Including the Incorporation of Isotope P
into RNA

Summary

The effect of a lethal dose of diphtheric toxin on the behaviour
of nucleic acids in the hepatic tissue was examined with biochemical
methods, including the incorporation of isotope P®2 into RNA, as well
as histochemical methods supplemented by electron microscopic observa-
tions. Experiments were performed on guinea pigs. White mice of breed
B-6 were used only for the incorporation because of some difficulty in
obtaining isotope P32, It was observed that diphtheric toxin caused dis-
turbances in the metabolism of hepatic cells, especially distinct on
postmortem examinations. Some variations in the volume and structure
of RNA occurred. DNA remained unchanged. Biochemical changes in the
cell were observed to occur simultaneously with some lesions in the
nuclei, nucleoli, mitochondria, and cytoplasmic vacuoles.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Guinea pig liver. Control preparation. Staining according to Brachet.
Aggregations of RNA in the hepatic cells. Normal lumen of blood vessels. Elements
of the connective tissue are visible. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective
40 X. Ocular 12.5 X. Microphot. Exacta Varex Ila.

Fig. 2. The liver of a guinea pig after 14 hrs. of the activity of diphtheric toxin.
Brachet’s staining. RNA granulations in the hepatic cells are not aggregated in the
perinuclear parts but are evenly distributed in the whole cytoplasm. Microscope
Lumipan C. Zeiss, Jena, Objective 20 X, occular 12.5 X, Microphot. Exacta Varex IIa.
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Fig. 3. The liver of a guinea pig after 42 hrs. of the activity of diphtheric
toxin. Brachet’s staining. RNA granules dispersed in the cytoplasm of the hepatic
cells. Blood vessels considerably dilated are filled up with morphological elements
of blood. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 20 X, Ocular 12.5 X, Micro-
phot. Exacta Varex Ila.

Fig. 4. The liver of a guinea pig after 90 hrs. of the activity of diphtheric toxin.
Brachet’s staining. Minute RNA granules are dispersed in the cytoplasm of the
hepatic cells. Nucleoli show strong pyrone-absorptive reaction. Microscope Lumipan
C. Zeiss, Jena. Objective 20 X, Ocular 12.5 X. Microphot. Exacta Varex IIa.

Fig. 5. The liver of a white mouse of breed B-6 following 15 hrs. activity of
diphtheric toxin.

Fig. 6. The liver of a white mouse affected by the activity of diphtheric toxin
for 15 hrs. Magn. 11,000 X.

Fig. 7. The liver of a white mouse affected by the activity of diphtheric toxin
for 90 hrs. Magn. 11,000 X.
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