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The red cell is a reagent of great sensitivity ...
S. Granick, Blood, 4 (1949) 404

Prikazani su rezultati viSegodi¥njih klini¢kih istrasivanja o pojavi
eritrociinih inkluzija kod razliditih otrovanja te o pojavi nckih inkluzija
kod Zivotinja. Istaknuta je opravdanost istrazivanja morfolotkih pro-
mjena eritrocita ne samo zbog dijagnostike veé i zbog prevencije otro-
vanja. Rad obuhvaéa bazofilne punktacije eritrocita, Heinzova tje-
leSca i siderotitke granulacije. U obilnom prikazu literature i vlastitih
zapazanja obuhvadene su kvantitativne i kvalitativne promjene eritrocita
i eritroblasta kod klinitkog saturnizma. Istaknuto je znafenjc bazofilnih
punktacija u ko3tanoj srzi: kod djelovanja olova te su inkluzije u srzi
ne samo prisutne nego i mnogo brojnije nego u eritrocitima periferne
krvi. Prikazom literature i vlastitih iskustava kod hemoliti¢kih anemija
upozoruje se, da je kod nastajanja punktacije pokrenut neki endogeni
mehanizam dishemopoieze. Odredivanje broja punktiranih eritrocita mose
se korisno upotrebiti u higijeni rada, da se utvrdi ne samo individualna
nego i kolektivna ekspozicija olovu.

O proutavanju Heinzovih tjeleSaca iznesena su klinitka zapa¥ania,
a zatim rezultati istrativanja pojave Heinzovih tjelefaca kod mataka.
Odredivanje je vrieno na velikom broju %ivotinja (63). Kod 4 Zivotinje
izvriena je splenektomija, da se utvrdi utjecaj endogenih faktora na
frekvenciju eritrocitnih inkluzija. nadeno je, da je kod splenektomiranih
zivotinja broj eritrocitnih inkluzija prije i poslije operativnog zahvata
jednak. Konatno je prikazana vrijednost eksperimentalnog izazivanja
Heinzovih tjeleSaca in vitro, osobito za prevenciju ofieéenja, $to se
mogu pojaviti u toku lijeenja kemoterapeuticima.

Siderotitke granulacije proutavane su kod otrovanja olovom. Na-
deno je, da su prisutne u vrlo velikom broju u ko$tanoj sr#i. Narotito
je ukazano na njihov odnos prema bazofilnim punktacijama, pa je
dokazano, da te dvije vrste eritrocitnih inkluzija nisu identi¢ne. Na-
rotito je istaknuto opazanje, da se siderotitke granulacije kod otrovanja
olovom nalaze smjeitene u perinuklearnoj zoni eritroblasta, §to bi se
moglo protumatiti kao znak poremetnje koriitenja Zeljeza u sintezi
hemoglobina.
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Pojavljivanje klini¢kih simptoma otrovanja oznatuje obi¢no veé razvi-
jenu pa i uznapredovalu, a katkada ¢ak i kona¢nu fazu bolesti. Zbog toga
je, dakle, prirodno i opravdano nastojanje, da se dijagnosti¢ki zahvati u
poletnu, ranu fazu sumnjivog zbivanja, da se kod toga koristi svaka, pai
najmanja promjena | retragama pristupa¢nih elemenata tijela, a da se to
ipak izvede jednostavnom. brzom i jeftinom laboratorijskom tehnikom.
Hematolos$ko promatranje eritrocita u perifernoj krvi i eritroblasta u
ko$tanoj sr#i je upravo takav zahvalni postupak. Kao jedinice visoko
diferenciranih biokemijskih svojstava, vrlo male rezistencije prema
supstancijama stranima tijelu, a kraj toga s najvetim regenerativnim
potencijalom, crvene krvne stanice zauzimaju vazno mjesto u proucava-
nju toksi¢kih promjena krvi (1). U tim se promjenama nas‘oji naci fini
indikator 3tetnog djelovanja neke kemijski aktivne tvari, jer je crvena
krvna stanica zaista, kako kae Gramick (2). »reagens velike osjetlji-
vosti«. To su bili razlozi, da sam se kroz posljednjih deset godina pri-
hvatio sistematskog proutavanja eritrocitnih inkluzija, da bi th — kao
dijagnostitko pomagalo — mogao prakti¢ki upotrebiti ne samo u klinici
nego i u prevenciji profesionalnih intoksikacija.

Nekoliko vrsta tvorba u crvenim stanicama oznaduju se danas za-
jednitkim nazivom »inkluzije«. Ma da taj naziv nije nikada bio jasno
definiran, on se obi¢no odnosi na citoplazmatske tvorbe, $to nastaju kao
morfolotka manifestacija medu sobom razli¢itih i jo§ nedovoljno pro-
ulenih biokemijskih promjena eritrocita. Te tvorbe su: bazofilne punkta-
cije, Heinzova tjelesca i siderotitke granulacije.

Radi se, dakle, o poznatim morfolotkim fenomenima, §to se u velem
ili manjem broju katkad javljaju kao pratioci endogenih hemopatija,
a gotovo redovno i u velikom broju kod mnogih egzogenih otrovanja.
Upravo zbog toga, $to te tvorbe nisu samo posljedica djelovanja egzo-
gene nokse, trebalo je prouditi njihove bioloSke karakteristike. No kako
se vedina tih tvorba u eksperimentalnoj i klini¢koj toksikologiji vrlo
testo medu sobom i zamijenjuje pogotovu kad se pojave u isto vrijeme,
trebalo je prouliti i niithove diferencijalne karakteristike. Tek pozna-
vanje tih karakteristika opravdava praktitko znalenje eritrocitnih in-
kluzija u toksikoloskim pretragama.

1. Bazofilne punktacije

Kromatolofkim metodama prikazane bazofilne punktacije vide se kao
multipla, veéinom okrugla ili ovalna, rijetko 3tajicasta ili nepravilna
tjeleSca, rasporedena difuzno po tijelu crvenih krvnih stanica. Velitina
im varira, no redovno su to vrlo sitne tvorbe, s promjerom od jedne ili
vide desetinki mikrona. Vrlo rijetko, obi¢no samo u eritroblastima, pre-
laze velitinu od jednog mikrona. Nisu vidljiva u nativhom preparatu,
ni nakon supravitalnog bojadisanja razmaza krvi, a vrlo dobro se vide
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bojadisanjem bazitkim bojama (sl. 1). Obojene punktacije narotito se
jasno vide u tamnom polju. Selektivne slike nastaju bojadisanjem me-
tilenskim modrilom. U faznoj optici ne mogu se bazofilne punktacije
vidjeti nativno. Metode prikazivanja, tehniku bojadisanja i tumadenje
nalaza opisao sam u ranijim publikacijama (1, 3).

Bazofilne punktacije eritrocita prvi put je toéno opisao Askanazy
(4) 1893, g, kao popratnu pojavu kod anemije. Nekoliko godina kasnije
(1899) je Behrendt (5), u diskusiji na Littenovo predavanje o endoglobu-
larnim  tvorbama eritrocita, prvi umozorio na »izvanredno mnostvo
zrnastih eritrocita«, koje je — uz minimalne znakove »anemiéne dege-
neracije« — vidio u krvnom razmazu nekog na izgled inale neobitno
»anemilnog« lidilca, bolesnika u napadaju olovnih kolika. Ubrzo nakon
toga su Grawitz (6) i Hamel (7) ukazali na dijagnosti¢ko znadenje tih
stanica kod otrovanja olovom. Kako je, osim toga, opazeno, da se bazo-
filne punktacije erifrocita javljaju ne samo kod razlititih anemija nego
1 kod zdravih ljudi (8, 9), zapoZelo je njihovo klini¢ko i eksperimentalno
proutavanje potaknuto ne samo opéim hematolotkim interesom za te
tvorbe, nego 1 interesima higijene rada, narotito u prevenciji industrij-
skog saturnizma. Tako se o bazofilnim punktacijama eritrocita poste-
peno nagomilala nepregledna literatura, iz koje ¢u navesti samo one
podatke, koji su vaZni za klini¢ku toksikologiju olova.

Vet se vrlo rano postavlia u literaturi pitanje, da li su bazofilne
punktacije manifestacija regenerativnih ili degenerativnih promjena
eritrocita. Autori prvih eksperimentalnih istrazivanja (10, 11) zakljuéuju,
da se radi o »granularnoj degeneraciji_eritrocita«, pa se to misljenje
dugo zadrialo u literaturi. Pojava bazofilnih punktacija jo§ se u novije
vrijeme katkad naziva »bazofilnom degeneracijom« (FAIRHALL i SAYERS,
12). Ferrata (13) g. 1910. u op$irnoj studiji navodi misljenja raznih
autora i njihove argumente za degenerativni, odnosno regenerativni ka-
rakter punktacija. Jedna od glavnih pretpostavki o degenerativnoj na-
ravi punktacija temeljila se na tvrdniji. da se one ne javljaju u kostanoj
stZl, pa da rrema tome nastaju u perifernoj cirkulaciji. Bell i suradnici
(14) 1 Key (15) nisu na$li kod eksperimentalnog o‘rovanja olovom bazo-
filno punktirane stanice u sr#i, ma da ih je u isto vrijeme bilo mnogo
u perifernoj krvi. StoviSe, Speransky i Sklianskaja (16), a tako isto i
Seiffert 1 Arnold (17) vidieli su i bazofilno punktirane eritroblaste u
perifernoj krvi otrovanih %ivotinija, ali tvrde, da eritroblasti u kostanoj
srzi nikad ne sadrfavaju bazofilnih punktacija. Aub i suradnici (18)
napisali su 1926. g. klasiénu monografiju o otrovanju olovom, pa u
poglavlju o djelovanju olova na krvne stanice ka*u, da olovo djeluje na
mlade eri‘rocite posto su usli u perifernu cirkulaciju, i to na taj nadin,
$'o njihovu bazofilnu supstanciju koagulira tako, da te mlade stanice
dobiju svoj karakteristi¢ni zrnasti izgled poznat pod nazivom »bazofilne
punktacije«. Ma da su to pitanje evropski hematolozi, naro&ito Ferrata
i Nacgeli, davno prije Aubove monografije rije$ili i dokazali, da se ne
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radi o perifernoj degeneraciji, ipak se to miéljenje u industrijskoj toksi-
kologiji zadr¥alo gotovo sve do nalih dana. Tako Hunter (19) 1944. g.
jo$ uvijek podrzava Aubovo midljenje, a Lloyd Davies 1948. g. u $V0joj
knjizi »The Prac‘ice of Industrial Medicine« (20) tvrdi, da olovo nema
nikakvog djelovanja na ko$tanu srz i da je njegovo djelovanje na krv
samo periferne, da su pogodene mlade stanice, koje sadrzavaju olovo u
obliku netopljivog olovnog fosfata. Smatraju¢i da je to sporno pitanje
od bitne va¥nosti za razumijevanje toksitkog djelovanja olova, pro-
utavao sam nekoliko godina kvantitativne i kvalitativne promjene eri-
tropoeze kod klinitkog saturnizma.

Biopsija ko$tane srzi, kao klinitka metoda pretrage, pocela se vrsifa
tek od godine 1929., pa su se prva istra¥ivanja o djelovanju olova na
hematopoetski organ poduzimala samo kod ¥ivotinja 1 kod rijetkih smrt-
nih slu¢ajeva saturnizma. Pa i tada su se opazanja svodila gotovo samo
na rocentualni celularni sastav kotane srzi. i na one kvalitativne pro-
mjene stanica, koje su se mogle prikazati histolotkom tehnikom mikro-
skopske pretrage. (White i Pepper (10) nalaze ve¢ 1901. g. u srzi eritro-
cite s bazofilnim punktacijama, a iduée godine Stengel, (White i Pepper
(11) nalaze i bazofilno punktirane eritroblaste u srzi eksperimentalno
otrovanih pasa. I Naegeli je nafao punktirane eritrocite i eritroblaste u
sr¥i otrovanih ¥ivotinja, ali kasnije je o tome u literaturi malo podataka.
Tek 1937. g. Klima i Seyfried (22) pisu opet o prisustvu tih stanica u
sr7i otrovanih kuni¢a i zamoréadi, a zatim i mnogi drugi autori, uglav-
nom kod slutajeva klinitkog (23, 24, 25, 26, 27. 28::29.-30,.31,:32,: 59
i 34), ali i eksperimentalnog saturnizma (35, 36). I ja sam ve¢ 1948. g.
objavio (1) rezultate prvih opaZanja, da kod klinitkog otrovanja olovom
velik rostotak normoblasta u srZi sadrZava bazofilne punktaci je. Stovise,
Ucndekar i ja (38) smo kasnije naili i kod velikog broja eksponiranih
radnika takve promjene u srzi. Na temelju dosadainjega iskustva, a
dijelom i prema podacima iz literature (33), zakljutujem, da je fenomen
bazofilnih punktacija rezultat djelovanja olova na eritroblaste u STZ1.
Procenat punktiranih normoblasta od sveukupnog broja eritroblasta u
st#i mnogo je ved nego $to je procenat punktiranih eritrocita od sve-
ukupnog broja eritrocita u periferiji. I kod najtezih klinickih otrovanja
olovom, koja sam [romatrao, bazofilno punktirani eritrociti ne prelaze
vrijednost od 5% svih eritrocita u periferiji. U srZi smo, naprotiv, mogli
redovno nadi i do 37% punktiranih eritroblasta (37). Neosporna je, dakle,
njenica, da su bazofilno punktirane stanice u sri bolesnika otrovanih
olovom (SL. 2 i 3) ne samo frisutne nego i kudikamo brojnije nego u
periferiji. Uostalom, vrie¢i cksperimente na ljudima Albahary (29) je
pokazao, da se bazofilno punktirani eritrociti javljaju mnogo prije u
sr7i nego u perifernoj krvi.

Time se mo¥e smatrati dokazanom stara Cadwaladerova (39) hipoteza,
da bazofilne punktacije u eritrocitima periferne krvi zaista potjetu iz
koStane srzi.
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Vecdina autora istie kao karakteristican znak djelovanja olova hiper-
plaziju eritropoetskih stanica srzi. I ja sam opazio (1. 37, 38) neobi¢no
jaku eritropoetsku aktivnost, kojoj odgovaraju i kvantitativne i kvali-
tativne promjene u eritroblastima. Ta pojatana eritropoeza je zapravo
u upadljivom nesrazmjeru s neznatnom olovnom anemijom, pa veé
Cadwalader (39) 1906. g. s pravom primjeéuje, da se ni kod jedne
druge anemije ne vidi u sr#i »tako velik napor, da se ispravi i tako mala
anemija« kao $to je to kod otrovanja olovom. Najmarkantnija kvalita-
tivna promjena u toj jakoj eritroblastickoj proliferaciji je nesumnjivo
pojava bazofilno punktiranih eritroblasta (37). S druge strane veé se
cdavno uotilo i dobro je danas poznato, da je pojava bazofilnih punkta-
cija neovisna o djelovanju olova i da je narodito Cesta, iako ne kon-
stantna, upravo kod anemija s jakom regeneracijom (veéina pernicioznih
anemija, neki slu¢ajevi hemoliti¢ckih anemija) i u embrionalnoj krvi (13,
40, 41), a da punktirani eritrociti u perifernoj krvi pot; uno manjkaju
kod aplastitnih anemija (42). Time je postalo najvjerojatnije da se
radi o fenomenu regeneracije, t. j. o mladim stanicama, a da je stimu-
lirana erltrocntolgeneza bez obzira na n]ene uzroke, za]edmckl izvor
bazofilnih punktacija. Prema tome se &ini, da su te stanice rezultat re-
generativnih procesa u srzi. Ipak Albahary (29) u novije vrijeme (1944~
1945) smatra, da punktirani eritrociti nisu regenerativne stanice ve¢ ih
duhovito naziva »infantilnim stanicama«, buduéi da su one »u odrasloj
dobi saluvale neke karakteristike eritroblasta«. Medutim, kod otrovanja
olovom ne nastaju bazofilne punktacue zbog anemije, jer se javljaju
1 prije anemije (43), a katkad i uopée bez anemlje, pa je vjeroja‘no
fizioloSka regeneracija, koja se neprestano vr§i u srzi, jednim dijelom
bar skrenuta pod djelovanje olova sa svog normalnog puta. Bazofilno
punktirani eritrociti nisu, naime, normalna karika u lancu nesrnetanog
razvitka eritrocita odrasla C‘OV]Cka nego obi¢no popratna pojava razli-
titih patolokih stanja krvi (1), pa se zato smatraju znakom »patoloske
regeneracije« (PAPPENHEIM, 44) ili, po Schillingu (45), znakom »dege-
nerativnih promjena regenerativnih stanica«. Uostalom, ma da se 1
radi o mladim stanicama iz hematopoetskog organa, jo§ uvijek je mo-
guce, da su granulacije u_njima nastale degenerativnom promjenom
neke preformirane tvorbe. Pojam »patoloske regeneracije« ili »degene-
rirane regeneracije« trazio je, dakle, dalje objasnjenje o porijeklu i me-
hanizmu nastajanja bazofilnih punktacija.

Dugo je vremena bilo u literaturi sporno pitanje, da li su bazofilne
punktacue karlogenog ili citoplazmatskog porijekla. O tom je pitanju
narotito opSirno pisao Ferrata (13). Da postoji neka veza izmedu jezgre
eritroblasta i1 bazofilnih punktacija, pomisljalo se u prvom redu zbog
istovremenog prisustva bazofilno punkti: anih eritrocita i brojnih eritro-
blasta u perlfernOJ cirkulaciji kod o‘rovanja olovom. Ta veza se Cinila
otitom 1 zbog toga, $to su Jezgre eri roblasta u periferiji bile vrlo Cesto
u dezintegraciji. Tako veé Sabrazes i suradnici (16) spominju 1900. g.
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kod saturnizma bazofilno punktirane eritroblaste u perifernoj krvi
s promjenama jezgre, i to smatraju dokazom, da su bazofilne punktacije
jezgrinog jorijekla. Dumas 1903. g. (47) istile, da se denukleacija eri‘ro-
blasta kod zdrava ¢ovjeka izuzetno vr$i fragmentacijom jezgre, a da je
fragmentacija, naprotiv, vrlo lesta kod otrovanja olovom. Uaughan
(8) iste godine piSe, da se velik broj bazofilno punktiranih eritrocita
moZe naéi upravo kod svih patoloskih stanja, koja su popracena pri-
sustvom eritroblasta u perifernoj cirkulaciji — pa zakljucuje, da su ba-
zofilne punk*acije ostaci razgradene jezgre eritroblasta. Caldwalader (9)
1905. g. isti¢e, da se uz bazofilno punktirane eritrocite kod otrovanja
olovom nalaze i eritroblasti vrlo Cesto u perifernoj krvi ¢ak i onda, kad
je sveukupni broj eritrocita samo neznatno smzen, pa zakljutuje, da je
njihova meduscbna veza vrlo vjerojatna. On je ujedno opazio, da je
porast bazofilno punktiranih eritrocita najveéi onda, kad su eritroblasti
u periferiji u oradanju, pa smatra, da su bazofilne punktacije vjero-
jatno ostaci fragmen‘irane jezgre eritroblasta. I Ferrata 1910. g. drZ,
da su punktacije kariogenog rorijekla, i to narotito zbog toga, $to w
eritroblastima pokazuju karakteristi¢nu perinuklearnu lokalizaciju. Mi-
$§ljenje o kariogenom postanku bazofilnih punktacija zadrzalo se i ka-
snije u literaturi, pa je ¢ak i veliki hematolog Naegeli (13) bio sklon
misljenju, da su bazofilne punkt‘acije kariogenog porijekla. Razlitito
bojadisanje jezgre i ]ollyjcvih tjeleSaca s jedne strane, a bazofilno
punktiranih eritrocita s druge strane tumatilo se kemijskim promje-
nama, $to navodno nastaju u nekroblotlckO] jezgri. Medutim, dok sam
N(legch kasnl]c dopusta moguénost citoplazmatskog porijekla (42), dot'e

Schmidt jos 1937. g. (48) misli, da su punktacije nastale iz jezgre, koja
je uz morfoloske promjene bila podvrnuta i nekim kemijskim promje-
nama, koje su odgovorne za razlilito bojadisanje jezgre i punktacija.

Ali jedan dio autora veé od poletka podrzava staro Ehrlichovo i Aska-
nazyjevo misljenje (13), da se radi o tvorbama citoplazmatskog porijekla.
Tako su veé spomenuti Stengel i suradnici (11) ukazali na »kariomi-
tozu u granuliranim eritrocitima«, §to bi bilo dokazom, da punktacije
sigurno ne nastaju zbog karakteris'itnog raspadanja jezgre, jer »nije
V]erOJatno da bi jezgra u isto vm]eme motr]a biti i u stadiju aktivne
mitoze i u karioreksi«. Danas je c1t0p1azmatsk0 porijeklo bazofilnih
punktacija potpuno dokazano ovim Cinjenicama (1): 1. Bazofilne se
punktacue javljaju veé, kako smo vidjeli, u normoblastima, i to kad
je jo¥ jezgra vrlo dobro otuvana (12), sto sam ja 1 mikrofotografijom
pokusao dokumentirati (1). Nasao sam bazofilne punktacue ne samo u
ortokrematskim normoblastima kod potpuno intaktne jezgre nego i u
mladim polikromatskim normoblastima u srii, kad jezgra obitno jo¥ ne
podlijeze procesima konalnog nestajanja. Bazofilne punwktacuc su, osim
toga, prisutne i u raznim stadijima kariokineze, kako je ve¢ O‘pl‘aao
Stengel sa suradnicima (11), a kasnije 1 drugi autori (12). Na priloZe-
nim mikrofotografijama eritroblasta iz vlastitih punktata srZi moZe se
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vidjeti kariokineza u prisustvu bazofilnih punktacija (SI. 5). Stovige,
Uandekar i ja smo mikrofotografijom pokazali, da se briznim proma-
tranjem razmaza mogu naéi svi prijelazi od ko¥araste ili mrefaste cito-
plazme do bazofilnih punktacija (37) (SL 4.) 2. Giemsinom otopinom
bojadifu se jezgrine grudice azur-crvenkasto, dok bazofilne punktacije
pokazuju plavu boju pojacanog tona pélikromazije (45). 3. Najvazniji
dokaz citoplazmatskog |orijekla bazofilnih granulacija je negativna
Feulgenova nuklearna reakcija, koja je specifi‘tna na prisustvo dezo-
ksiribonukleinske kiseline, koja je glavni kemijski sastojak jezgre (49).
Citokemijska istrafivanja, koja su u novije vrijeme vriili Dustin (50),
Thoma (51) i Sano (52, 53) pokazala su, da bazofilne punktacije duguju
svoj afinitet prema bazi¢kim bojama upravo prisustvu ribonukleinske
kiseline, koja, kako je poznato, daje negativnu Feulgenovu reakciju, a
glavni je kemijski sastojak citoplazme 1 nukleolu-a eritroblasta. Time
je konac¢no rijefeno, da se radi o tvorbama citoplazmatskog porijekla.

Bazofilna supstancija punktiranih eritrocita mo¥e se, dakle, po po-
rijeklu i citokemijskom sastavu smatrati ostatkom citoplazmatske bazo-
filne supstancije. Kako su polikromatska suy stancija iz polikromatskih
eritrocita i granulo-filamentozna supstancija iz retikulocita isto tako
os‘aci te bazofilne supstancije eritroblasta, postavlja se opravdano pi-
tanje, u kakvom su medusobnom odnosu ta tri morfolotka fenomena.
Schilling (45) misli, da su bazofilne junktacije zapravo degeneracija
polikromazije, a da sama polikromazija moZe prethoditi pojavi bazo-
filno punktiranih eritrocita, pa da ¢ak »ima stadija i forma otrovanja
olovem, koji pokazuje samo polikromatske eritrocite, a uopée nemaju
bazofilno punktiranih eritrocita«. I Rosegger (54) dovodi ta dva feno-
mena u najuzu vezu pa kaZe, da nalaz polikromazije i bazofilne punk-
tacije idu uporedo, pa da su bazofilne punktacije izmijenjena manife-
s‘acijska forma polikromazije. U razmazu se mogu naci i »sve prije-
lazne forme od polikromatskih do bazofilno punktiranih eritrocita«.
Rosegger istite, da se bazofilne punktacije mogu smatrati produktom
zgusnuca polikromatske supstancije. To zgusnuée polikromatske sup-
stancije naziva »retrakcijom«. 1 Goldblatt (55) u najnovije vrijeme
(1955) piSe, da je bazofilno punktirani eritrocit zapravo polikromatski
eritrocit, ¢ije su granulacije gusto stisnute jedna uz drugu, tako da se
ne vide odijeljene pa daju utisak difuzne, ravnomjerne bazofilije. Du-
stin je ¢ak nedavno uspio da metodom »polaganog suienja« izazove
in vi‘ro prijetvorbu polikromatskih u bazofilno punktirane critrocite.
Leitner (30) isporeduje bazofilne punktacije eritrocita s »toksitkim«
granulacijama granulocita pa kaZe, da se prve ponasaju prema normal-
noj »vitalnoj« granulaciji eritrocita kao druge prema normalnoj gra-
nulaciji granulocita. Proudavajuéi odnos bazofilno punktiranih eri‘ro-
cita i retikulocita kod ¥ivotinja dvostruko trovanih olovom i fenilhidra-
zinom, Whitby 1 Britton (56) su dosli do zakljutka, da su i bazofilne
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punktacije i polikromazija manifestacije istog fenomena »retikulacije«.
Rosegger je 1946. g. (54) nadao, da je izoelekritna totka ista i za hazo-
filne punktacije, i za polikromaziju, i za retikulum. Kemiiski identitet
bazofilnih punktacija i granulo-filamentozne supstancije u retikulo-
citima dokazao je u najnovije vrijeme Sano {53). Medutim, obje vrste
tvorba razlikuju se, kako je poznato, bitno u natinu prikazivanja i po-
nafanja prema postupcima bojadisanja, pa jo3 uvijek ostaje nerijeSen
njihov medusobni odnos. Retikulociti su kod otrovanja olovom redovni
pratilac bazofilnih punktacija, pa je olito, da se u njihovom broju re-
flektira podraZena eritropoetska aktivnost srzi. Koelsch smatra, da po-
vetani broj retikulocita kod djelovanja olova ima dijagnosticko zna-
enje. Slitnog su mi$ljenja Dreesen (57) i u novije vrijeme Borges (58).
Ja sam nafao kod svih slutajeva otrovanja olovom poviden broj reti-
kulocita, a isto tako i kod svih slutajeva abnormalne apsorpcije olova
(tablica). Brojenje retikulocita je zbog toga dio standardne hematoloske
pretrage pri pregledu radnika izloZenih olovu. Ni kod jednog slutaja
nismo nasli povisene brojeve bazofilno punktiranih eritrocita bez povi-
Senih brojeva retikulocita.

Odnos bazofilno punktiranih eritrocita prema mitohondrijima pro-
utavali su Key (59), Albahary (29) i u najnovije vrijeme Sano (53).
Ovaj posljednji autor je pokazao, da bazofilne punktacije nastaju zbog
vitalne agregacije ribonukleinske kiseline oko mitohondrija. Sano je
na$ao, da mifohondriji persistiraju u eritrocitima kod otrovanja olovom,
dok inate, kako je poznato, i§¢ezavaju iz zrelih eritrocita zdrava Co-
vieka (2).

Pregledavajuéi literaturu moZe se zakljutiti, da su gotovo sva prou-
tavanja o naravi bazofilnih punktacija u najuZoj vezi s toksikoloskim
proutavanjem tih tvorba kod otrovanja olovom. Ta vrsta inkluzija
mo?e se, dodule, naéi u manjem broju i kod drugih otrovanja (1), na-
rotito zlatom (60), ali je njihov broj tako konstantno visok kod otro-
vanja olovom, da nije ¢udo, $to se u prvo vrijeme mislilo, da su te
tvorbe patognomonitne za saturnizam, pa su se &ak i sludajevi perni-
ciozne anemije zamjenjivali s otrovanjem olovom (61) i nazivali »Blei-
perniziosa« (62). Rosegger (54) upozoruje na tu zabludu pa isti¢e, da
se i kod drugih stanja mo¥e naéi velik broj bazofilno punktiranih eri-
trocita u perifernoj krvi. I precjenjivanje nalaza u srZi moiZe se nadéi
u literaturi, $'o je, dakako, prakti¢ki neobi¢no vaino, jer dovodi do
dijagnostitkih zabluda. Tako se u jednom ¢esto citiranom slu¢aju na-
vodnog otrovanja (63) dijagnoza saturnizma postavila iskljutivo na te-
melju nalaza bazofilno punktiranih eritrocita u koStanoj srzi. Movitt
(31) takoder misli, da sc nalaz bazofilno punktiranih eritroblasta u sri,
a bez punktiranih eritrocita u periferiji, moZe smatrati odlu¢nim za di-




Sl 1. Bazofilne punktacije u eritrocitima periferne
krui

Fig, 1. Basophilic stippling in erythrocytes of the
peripheral blood

Sl. 2. Bazofilne punktacije u eritrocitima koitane
sr#i

Fig. 2. Basophilic stippling in erythrocytes of the

bone marrow



SL. 3. Bazofilne punklacije w eritroblastima koStane srii
Fig. 3. Basophilic stippling in erytroblasts of the bonc

marrow
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Sl 4/2




Sl. 4/3

Si, 4/4

Sl. 4/1—4. Bazofilne punktacije w eritroblastima s
defektnom hemoglobinizacijom. Mrezasta struktura
citoplazme ukazuje na poletno stvaranje punktacija

Fig. 4/1—4. Basophilic stiplling in erythroblasts
showing defective haemoglobinization




Sl 511

Sl 5/2

Sl. 5/1—2. Eritroblasti u kariomitozi s bazofilnim
punktacijama

Fig. 5/1—2. Erythroblasts with karyokinesis and
basophilic stiplling




S1. 6. Heinzova tjelesca kod klinickog otrovanja meta-dinitrobenzciom

Fig. 6. Heinz bodies in clinical m-dinitrobenzene poisoning




SL. 7. Schmauchova tjeleica u eritrocitima zdrave macke

Fig. 7. Schmauch’s bodies in erythrocytes of normal cats
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jagnozu saturnizma. Medutim, veé je Kopasz (64), a kasnije i Saita (65)
pokazao, da se brojni punktirani eritroblasti mogu naéi u koStanoj srii
ne samo kod perniciozne anemije nego i kod razliénih patoloskih stanja.
Bazofilne punktacije u upadlijivo velikom broju nadene su u novije vri-
jeme i kod razlititih tipova hemolititkih anemija (66, 67) i kod jedne
hereditarne anomalije eritroblasta s roliploidijom a bez anemije (!)
(68). T kod tih su stanja u ko3tanoj srzi bile brojnije bazofilne punk-
tacije nego u perifernoj krvi. Hauptmann i ja (69) smo u najnovije
vrijeme promatrali dva slutaja stelene hemolititke anemije s velikim
brojem bazofilno punktiranih eritrocita odnosno eritroblasta, Prema
tome se moZe pretpostaviti, da postoji i jedan endogeni tip poremeéene
eritropoeze, koji se morfolotki manifestira fenomenom bazofilnih punk-
tacija. To¢ni mehanizam te »dishemopoieze« nije poznat, ali bi se o*ro-
vanje olovom moglo smatrati takvom dishemopoiezom poznate elio-
logije.

Medutim, dok su kod razli¢nih hematolotkih oboljenja bazofilne
punktacije opéenito rijetke i samo izuzetno u velikom broju prisutne,
dotle je kod otrovanja olovom opravdan Baaderov zakljutak (70):
»nema otrovanja olovom bez bazofilno punktiranih erifrocita«. Od uku-
pno 70 teSkih slu¢ajeva ofrovanja olovom, koje sam promatrao i veri-
ficirao kemijskim cdredivanjem olova u krvi i porfirina u mokraéi, kao
i »k'asiénim« klini¢kim simptomima (olovni rub, kolike, artralgije, poli-
neuritis, encefalopatija), nije bilo ni jednog slutaja, kod kojeg ne bi
bilo bazofilnih punktacija u vrlo velikom broju (od 5000 na milijun do
51000 na milijun). Na temelju tog iskustva mo¥emo danas zakljuditi,
da se kod bolesti popradenih pojavom bazofilnih punktacija, posto se
iskljute rijetke hemopatije, a postoje klini¢ki simptomi saturnizma,
mo¥e nalaz bazofilnih punktacija prakti¢ki upotrebiti za postavljanje.
dijagnoze o‘rovanja olovom. Bazofilne punktacije eritrocita su najva-
Zniji i najsigurniji elemenat u dijagnostici saturnizma.

Medutim. nalaz bazofilno punktiranih eritrocita ima u industrijskoj
toksikologiji ne samo dijagnostitko veé i preventivno znalenje. U tom
je pozledu dragocjeno opaZanje, da se bazofilne punktacije kod djelo-
vanja olova javljaju i prije anemija (29, 43) ili kod neznatne anemije
(9, 39, 62) kao i opazanje, da se javljaju ve¢ nekoliko sati nakon ekspe-
rimentalnog davanja olova ljudima (29) ili Zivotinjama (43). Radnici,
koji su izloZeni profesionalnom utjecaju olova, mogu, naime, imati po-
vetani broj bazofilno punktiranih eritrocita bez subjektivnih, objektiv-
nih ili laboratorijskih znakova anemije, $tovile, nalaz bazofilno punkti-
ranih eritrocita bez anemije upravo je karakteristilan znak za djelo-
vanje olova (62), buduéi da i druge, neolovne, anemije mogu, kako smo
vidjeli, ve¢ same po sebi imati bazofilno punktirane eritrocite. Manjak
subjektivnih simptoma, koji su vezani za anemiju, diferencira, osim
toga, stanje t. zv. abnormalne apsorpcije olova prema klinickom otro-




106 T BERITIG

vanju. Prema tome se toksitko djelovanje olova moze utvrditi kod kli-
ni¢ki potpuno zdravih ljudi, odnosno radnika, dok jo§ nesmetano vre
svoj redovni posao. Konatno, odredivanje broja bazofilno punktiranih
eritrocita je tehnitki jednostavniji i brZi laboratorijski postupak nego
odredivanje same crvene krvne slike, koja bez prisustva bazofilno
punktiranih eritrocita jo§ ne moze otkriti opasnost toksitkog djelovanja
olova. Zbog svega toga odredivanje broja bazofilno punktiranih eritro-
cita, kao mjerilo profesionalne ekspozicije olovu, ima izvanredno toksi-
kolosko znatenje u industrijskoj higijeni.

Odredivanje broja bazofilno punktiranih eritrocita moZe posluZiti
ne samo kao mjerilo individualne ekspozicije nego i kao mjerilo kolek-
tivne ekspozicije rojedinih grupa radnika, koje su razlidito izvrgnute
djelovanju olova. U jednom ekipnom ferensko-istraZivatkom radu, $to
sam ga izvidio s ostalim ¢lanovima Instituta za higijenu rada, bio je
radni zadatak klasificirati radna mjesta prema stupnju radnog rizika
te ispitati broj i stupanj ugroZenih radnika u jednom rudniku 1 topio-
nici olova. Radnike smo podijelili u dvije grupe, koje je trebalo medu
sobom i prema kontrolnoj grupi isporediti s obzirom na nalaz bazofilno
punktiranih eritrocita. Prva grupa, nazvana topionitari (T), obuhvatila
je 221 radnika kod visoke peéi, kod elektritnog precipitatora, kod t.zv.
mehanitkih ognjita, u rafineriji olova, kod przenja olova i t. d. Druga
grupa nazvana rudari (R), obuhvatila je 121 radnika u jami, kopaca,
vozata, minera, jamskih strojara, jamskih zidara, jamskih tesara i t. d.
Treta kontrolna grupa, obuhvatila je 19 radnika iz drugog poduzeta,
koji nisu bili u profesionalnom kontaktu s olovom. Kako vidimo iz pri-
lojene tablice, grupna razdioba bazofilno punktiranih eritrocita poka-
zuje jasno skretanje grupe topionitara. Iz statisticke obrade rezultata
izlazi, da je 32,4% pregledanih radnika iz topionice pokazivalo povi-
Seni broj bazofilno punktiranih eritrocita iznad vrijednosti od 1000 na
milijun, a to prema nafim iskustvima (3) znali abnormalnu apsorpciju
olova. U grupi rudara taj procenat iznosi 4,1 a u kontrolnoj grupi 0,0.
Prema tim nalazima mogli smo zakljutiti, da je grupa topioni¢ara kao
cjelina kudikamo vise izvrgnuta toksi¢kom djelovanju olova nego grupa
rudara.

U zakljutku smatram, da je poznavanje mehanizma nastanka bazo-
filnih punktacija i patoloSkih stanja, kod kojih se javljaju ove tvorbe,
prijeko potrebno za pravilno ocienjivanje njihova znalenja u klinic¢koj
toksikologiji saturnizma. Ma da u lancu hematoloskih zbivanja kod otro-
vanja olovom jo¥ mnoga karika ostaje nepoznata i zagonetna, ipak se
eritrocitne inkluzije, poznate pod nazivom »bazofilne punktacije«, mogu
veé korisno upotrebiti za dijagnozu i prevenciju ove najcesée profesio-
nalne intoksikacije. Dalje proutavanje ovik inkluzija razjasnit ¢e osim
toga i mnoge nejasnoée u problemu endogenih poremetnja hematopoeze.
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2. Heinzova tjelesca

Morfolotke, kromatolotke i bioloske karakteristike Heinzovih tjeleSaca
kao i njihov kemizam opisao sam u jednom od ranijih radova (1). Nji-
hovo otkri¢e pripada u vrijeme, kad je ¢ovjek stupio u profesionalni i
terapeutski konfakt s nizom novootkrivenih kemijskih spojeva, osobito
iz grupe amino i nitro derivata benzola. Prema tome su Heinzova tje-
leSca kao simptom otrovanja veé i historijski vezana na toksikoloSka
istra¥ivanja. PoSto je sintetiziran fenilhidrazin i njegovi derivati, pro-
utavanje farmakolodkih i toksikoloskih svojstava tih spojeva pokazalo
je, da vedina ima destruktivno djelovanje na eritrocite, sto se morfoloSki
manifestira toksi¢kim promjenama na eritrocitima, poznatim danas pod
sku' nim imenom Heinzova tjeleSca. Te inkluzije u eritrocitima prvi je
opazio Riess (2) 1882. g. kod klini¢kog otrovanja kalijevim kloratom, ali
ih je prvi toéno opisao farmakolog Heinz (3), koji ih je u velikom broju
eritrocita nafao kod kuni¢a eksperimentalno otrovanih fenilhidrazinom,
a kasnije i kod pasa i malaka otrovanih slitnim kemijskim spojevima.
Otad do danas je u &itavoj svje‘skoj literaturi objavljeno svega 29 ra-
dova (2-28) iz klinitke kazuistike otrovanja, kod kojih su opaZena
Heinzova tjeleSca (tablica 1).

Donedavno se mislilo, da Heinzova tjeledca nastaju iskljucivo djelo-
vanjem egzogene kemijske nokse, pa bi tako izazvana toksicka stanja
bila tipi¢an primjer t. zv. bolesti, $to ih stvara sam Covjek (»man-made
dicease«). Medutim, ¢ini se, da postoji i endogeno stvaranije tih eri‘ro-
citnih inkluzija. Veé je Ehrlich (29) spomenuo te tvorbe kod anemija
bez oznalenog egzogenog uzrcoka, a danas se tvrdi, da Heinzova tjeleSca
mogu nastati kod kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (7, 30) i kod hereditarne
hemoli itke anemije (JURGENS i1 ScHURER) (31). Spontano nastajanje
Heinzovih tjeleSaca opisano je kod nedonofene djece (32), zatim kod
novorodenéadi sa slabom funkcijom slezene (19, 33) te kod ageneze sle-
zene (34). Nedavno je Cathie (35) opisao slu¢aj hemolititke anemije
s Heinzovim tjeleScima kod dojenteta, kod kojega te inkluzije persisti-
raju u velikom broju i nakon'splenektomije, Konatno Freifeld 1 surad-
nici (9) i Jung (20) napominju. da se i u normalnoj krvi odraslih ljudi
mogu pojaviti spontano Heinzova tjeleica.' Prvi autori (9) dovode tu
pojavu u vezu s enterogenom autointoksikacijom.

Toksikolotka istraZivanja o pojavi Heinzovih tjeleSaca vrSena su
s velikim brojem otrova na razliitim specijesima pokusnih Zivotinja.
Koliko je zanimanje za te tvorbe poraslo u posljednje vrijeme, vidi se
po tome, $to je velika veéina radova objavljena u proslih 15 godina
(tablica 2). Istrazivanja su vriena s jedne strane u cilju, da se prouce
toksikolotka svojstva neke kemijske supstancije, pri ¢emu je pojava
Heinzovih tjele$aca sluzila kao test toksi¢kog djelovanja supstancije, a
s druge strane su vriena u cilju proutavanja mehanizma nastajanja tih
eritrocitnih inkluzija, pri ¢emu su upo'rebljene toksicke supstancije slu-
zile kao izazivadi tvorba. Supstancije, koje su uzrokovale klinicku pojavu
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Tablica 1.

Pregled klinicke kazuistike otrovanja s nalazom Heinzovih tjelesaca

Autor Godina ° Otrov

Riess (2) 1882, 1908 kalijev klorat

Heinz (3) 1890 acetillenilhidrazin (pirodin)

Ehlich i Lindenthal (4) 1896 nitrobenzen '

Huber (5) 1912 kalijev klorat

Schilling (6) 1927 acetanilid (antifebrin), anilin

Zadek i Burg (7) | 1930 anilin

Genkin i Raschewskaja (8) 1933 anilin

Freifeld, Schilova i

Ludvinowsky (9) 1937 anilin, dinitrobenzen i dinitrotoluen

Ungricht (10) 1938 acetilfenilhidrazin, fenilsemikarbazid,
nitroglicerin

Moeschlin (11) 1940 sulfapiridin

Rohr (12) 1940 nitrobenzen

Doering (13) 1941 dimetildiaminodifenilsulfon

Dustin (14) 1941 kolhicin

Willi (15) 1942 guajakol (monometileter brenzkate-
hina)

Markoff (16) 1943 sulfonamidi

Sievers (17) 1945 trinitrotoluen

Fertman i Doan (18) 1945 eritrotetranitrat

Willi (19) 1947 sulfanilamino-dimetil-pirimidin
(Elkosin)

Jung (20) 1947 dinitrobenzen

Jasinski (21) 1948 anilin

Zuelzer i Apt (22) 1949 naftalin

Redeck i Weshaus (23) 1952 anilin

Hughes 1 Treen (24) 1954 anilinski spojevi

Friedrich (25) 1954 [enotiazin

Fischer (26) 1955 gantrisin (dimetil-sulfanil-amido-
izoksazol), lizol (krezol)

Beritié (27) 1956 dinitrobenzen

Davies (28) 1956 kalijev klorat
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Heinzovih tjeledaca, odnosno supstancije, kojima je uspjelo izazvati
Heinzova tjelesca kod pokusnih Zivotinja moZemo, prema Fertmanu i
Fertmanu (36) podijeliti u 6 grupa:

I. grupa
Aromatski amini
Anilin Tolilhidroksilamin
Toluidin Acetanilid
Ksilidin Fenacetin
Para-aminfenol Fenilendiamin
Para-aminobenzojeva kiselina Toluilendiamin
Etilam'nobenzoat Fenilhidrazin i njegovi derivati
Fenilhidroksilamin Para-acctilamino-benzal-tiosemi-
Sulfonamidi karbazon (konteben)
1I. grupa
Aromatski nitro-spojevi
Nitrobenzen Trinitrobenzen
Nitrotoluen Trinitrotoluen
Dinitrobenzen Meta-nitroanilin
Dinitrotoluen Para-nitroanilin
D'nitroksilen Mononitrotolil-hidroksilamin
Dinitrotolil-hidroksilamin
I11. grupa
Kompleksni aromatski amino-spojevi
‘Sulfat nilskog modrila Feno'iazin
Metilensko modrilo Kolhicin
Azo-spojevi
IV. grupa
Alifatski i heterocikliCki spojevi, koji sadrzavaju dusika
Etil nitrat Manitol heksanitrat
Glikol nitrat Aloksan
Nitroglicerin D'aluri¢na kiselina
Eritrol tetranitrat Aloksantin
V. grupa
Organski spojevi bez dusika
Guajakol Naftalin
Pirogalol Askorbinska kiselina (in vitro)
Diklorfenol (in vitro) Saponin
VI. grupa
Anorganski spojevi
Hidroksilamin Natrijev sulfit
Natrijev azid (in vitro) Natrijev metasulfit
Natrijev nitrat Dikromati
Natrijev nitrit Arsenovodik
Klorati Stibin

Kod pokusa na %ivotinjama opaZeno je (37), da postoje razlike prema
specijesu pokusne Zivotinje s obzirom na nastajanje Heinzovih tjelefaca.
Kod kanarinca se metilenskim modrilom ne mogu izazvati te tvorbe
(38). Kod kuniéa je mnogo tefe izazvati Heinzova tjeleSca nego kod
macke.




EriTrOCITNE INKLUZIJE

Tablica 2.

111

Pregled eksperimentalnih otrovanja kod #votinja s nalazom Heinzovik tjelelaca

Autor Godina Species Otrov
[

Heinz (47, 48) 1890-1901 kunié anilin, toluidin,
p-aminofenol, etilamino-
benzoat, fenilhidroskila-
min, toluilen-diamin,
fenilhidrazin ‘i derivati,
nitrobenzen, dinitroben-

v zen, hidroksilamin

Huber (49) | 1891 kunié hidroksilamin

Schmauch (46) 1899 | kunié fenilhidrazin

Schwalbe i Solley (50) | 1902 kuni¢, toluilendiamin

zamorac
i pas 1

Von Domarus (51) 1908 kunié fenilhidrazin, pirogal

Itami i Pratt (52) 1909 kuni¢ | fenilhidrazin

Hess 1 Miiller (53) ; 1913 Stakor | acetilfenilhidrazin

Deutsch (54) [ 1928 -macka | toluilendiamin s acetil-

| fenithidrazinom

Gutstein 1 Walbach (55) f 1928 kunié, mi§ | toluilendiamin s acetil-

‘ fen‘lhidrazinom, sulfat
nilskog modrila

Strampelli (56) | 1930 kunié fenilhidrazin

Hueper (57) | 1936 | Stakor acetilfen’lhidrazin

Moeschlin (58) C 1941 | mis natrijev nitrit

Richardson (59) L1941 © mi$ sulfonamidi, natrijev

; | nitrit
Bredow 1 Jung (60) [1942 | madka | nitrobenzen, nitrotoluen,
‘ | dinitrobenzen, dinitro-
toluen, dinitroksilen,
trinitrobenzen, trinitro-
toluen

Gross et al. (61) 1942 macka dinitroglikol, nitro-
glicerin

Pulina (62) L1942 macka etilnitrat, natrijev

‘ nitrat

Wilhelmi (40) 1942 macka etilnitrat, dinitroglikol,
nitroglicerin

Willi (15) 1942 mis guajakol

Kiese i Seipelt (63) 1943 pas, Stakor | fenacetin. toluilendiamin,
sulfonamidi, dinitro-
benzen, dinitroglikol,
klorati

Schlimme (64) 1943 macka fenilhidroksilamin,

| tolilhidroksilamin
v. Oecttingen et al, (65) | 1944 pas trinitrotoluen
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Autor Godina Species Otrov
Fertman i Doan (18) . 1945 macka eritroltetranitrat,
manitol heksanitrat,
natrijev nitrit
Figge (66) 1946 mi§ sulfonamidi
Bock (38) 1947 mi§, Stakor,| metilensko modrile
zamorac,
kuni,
macka, pas
Cruz i Pimenta de 1947 kunié¢, krio.genin i srodni
Mello (67) majmun, spojevi
zamorac
Haas (68) 1947 macka tol'lhidroksilamin, mo-
nonitrotolil-hidroksila-
min, dinitrotolil-hidro-
ksilam'n
Lambrechts et al. (69) 1947 mis, sulfonamidi
v. Qetingen et al. (70) 1947 macka, mi$, | ksilidin
pas,
majmun,
Rejsek (71) 1947 kunié dinitrobenzen
Roubal (72) 1948 pas nitrobenzen, dinitro-
: benzen, trinitrololuen,
me:a-nitroaailin
Spicer et al. (45) 1948 macka boje (vjerojatno para-
nitroan:lin)
Spicer (73) 1949 macka ksilidin, ksilidin sa
iz-aminobenzojevom
| k:selinom, p-amino-
benzojeva kiselina
Treon et al. (74) 1949 madka, kunié | ksilini, toluidin
Spicer i Thompson (75) 1949 macka anilin s metilenskim
modrilom, metilensko
modrilo
Webster et al. (76) 1949 mi§ saponin, hidroksilamin,
arsenovodik, st bin,
natrijev nitrat, natrijev
nitrit, natrijev suufit,
klorati
Zuelzer et al. (22) 1949 pas naftalin
Braunsteiner et al. (77) 1950 mif sulfonamidi
Heubner i Jung (78) 1951 pas, matka,| fenilend amin; toluilen-
mis, kunié diamin, anil n, krioge-
nin, dinitrobenzen
Merlini (79) 1951 pas, §takor, | aloksan s askorbinskom
kunié, za- kicelinom, d aluri¢na
morag, pile, | kiselina, aloksantin
golub
Rigdon i Breslin (80) 1951 majmun kriogenin
White et al. (81) 1951 nenaznad. acetilfenilhidrazin
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Autor Godina Species Otrov
Siebenmann i Zubrys (82) 1952 mi§ para-acelilamino-benzal-
tiosemikarbazon (konte-
ben), fenotiazin
Rosza i Spicer (44) 1953 macka anilin
Wingler (83) 1953 macka azo-deriva‘i
Stahl i Jung (42) 1953 | macka fenilendiamin, toluilen-
diamin
Treon et al. (43) 1955 matka, amilni nitrat
| kuni¢,
zamorac,
Stakor, mi§

Isti otrov, na primjer, kod mifeva treba 4 dana da izazove Heinzova
tjeleSca, a kod madaka tek 20 minuta (MoEescHLIN, 39; WILHELMI, 40).
Eritrol-tetranitrat u subletalnoj dozi ne izaziva kod kumida ni kod maj-
muna Heinzova tjeleica uopée, dok i mnogo manja doza uzrokuje jak
porast tih tvorba kod matke (FErTMAN i Doan, 41). Djelovanjem fenil-
endiamina i toluilendiamina pojave se veé nakon nekoliko sati Heinzova
tjelesca kod macke u velikom broju, sporije i manje kod pasa, dok se
kod kuniéa i zamoraca uopée ne pojave (42). Sli¢na su opa¥anja objavili
Treon et al. 1955. g. (43) proutavajuéi toksiénost amilnitrita na matka-
ma, zamorcima, kuni¢ima, $takorima i miSevima. Zbog toga se kod
mnogih cksperimentalnih izazivania Heinzovih tjeleSaca uzima vrlo
¢esto mactka kao pokusna Zivotinja. Medutim, kod matke mogu te tvorbe
biti prisu‘ne i »fizioloSki«, a to, dakako, otefava pravilno prosudivanje
cksperimentalnih rezul*ata kod izazivanja tih tvorba. Unatoé tome, kako
sam veé prije istaknuo (1), ta je ¢injenica malo poznata i nedovol jno
proucena, pa je neki autori u svojim eksperimentima na matkama Cak
ni ne speminju (43, 44, 45). Zatudo, ni Jung (20), jedan od najboljih
poznavalaca rojave Heinzovih tjelefaca, ne obraéa toj ¢injenici do-
volino paznje. Kod matke se, kaZe Jung, »kao i kod zdravog ovjeka«
nadu te inkluzije »u vrlo malom procentu«, a samo ih je »u jednom ne-
objasnjenom sludaju« nadao ¢ak i u 80% matkinih eritrocita. Zbog toga
sam poduzeo ispitivanja o endogenoj pojavi Heinzovih tjelefaca kod
macke. Smatram, naime, da je to ne samo prijeko potrebno za procje-
njivanje rezultata eksperimentalnih otrovanja kod maclaka, veé i za
upoznavanje bioloskih karakteristika »endogenih« inkluzija.

Otkako je Schmauch 1899. prvi opazio i opSirno i detaljno opisao
(46) endoglobularna tjeleica kod macaka, vrlo rijetko se o toj pojavi
pisalo u eksperimentainoj medicini. U veterinarskoj literaturi, koja mi
je bila pristupatna, nafao sam samo nekoliko radova o eritrocitnim
inkluzijama. koje se u veterinarskoj medicini nazivlju Schmauchovim
tjeleScima (tablica 3). Podaci o broju odnosno pribliznom. nalazu tih
tvorba kod zdravih (neotrovanih) madaka sabrani su u tablici 3.
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Tolweth i ja (84) smo kod velikog broja malaka (63 %ivotinje) nadli,
da se procenat eritrocita, koji sadrZavaju Schmauchova tjeleca, kreée
izmedu 0,3 i 96,1 (tablica 4). Kako se vidi iz tablice, ne$to vife od
polovice svih ispitanih Zivotinja imalo je te tvorbe u manje od 10%
eritrocita, ali su prakti¢ki sve ostale Zivotinje imale preko 10% erilro-

Tablica 4.
Broj eritrocita sa Schmauchovim tjeleicima kod 63 zdrave macke
Procenat eritrocita Broi ivotini p ¢ Fivotini
s inkluzijama roj zivotinja | rocenat Zivotinja
manje od 1 1 1,6
1— 9 33 52,6
10—19 11 17,5
20—29 8 12,7
30—39 4 6,4
40—49 3 45
50—59 0 0.0
60—69 1 1,6
70—79 1 1,6
80—89 { 0 0,0
90—99 } 1 1,6
N g 63 100,0

cita sa Schmauchovim tjelefcima. Samo je jedna ¥ivotinja imala ispod
1%, a tri Zivotinje su imale iznad 50% Schmauchovih tjelefaca. (S. 7).
Naii se rezultati, dakle, slau s vedinom naprijed navedenih rezultata,
ali su to¢niji s obzirom na mnogo veéi broj ispitanih Zivotinja.

Pitanje mehanizma nastajanja Schmauchovih tjele$aca kod mataka
ostalo je gotovo sasvim neistrazeno. Sam Schmauch je smatrao, da su
te endoglobularne tvorbe posljedica djelovanja endogenih toksina iz cri-
jeva zivotinja. Neki autori, prema navodu Wartha (86), dovode te tvorbe
u vezu s nedovoljnom funkcijom slezene. Freifeld i suradnici (9) tvrde,
da ih je kod mladih macfaka malo, a da svaka odrasla matka ima te
tvorbe, da Schmauchova tjele$ca nisu nikad nasli kod novorodenih ma-
taka; Fertman i Doan (41) isti¢u, da stare Zivotinje imaju Schmauchova
tjelesca. '

Odabiruéi matke za na$a ispitivanja uzimali smo samo Zivotinje,
kojih smo starost znali prema navodima vlasnika. Prema podacima iz-
nesenima u tablici 5 moZemo zakljutiti, da ne ée vjerojatno biti tofan
navod, da novorodene matke nemaju Schmauchovih tjeleSaca. Iz tablice
se vidi, da ih kod mladih madaka (do jedne godine starosti) uvijek ima,
pa i u vrlo velikom broju. Uostalom u nafem materijalu nije bilo ni
jedne Zivotinje, koja ne bi imala Schmauchovih tjelefaca.



116 T. BeriTIG

Tablica 5.

Procenat eritrocita sa Schmauchovim tjeleScima prema starostt macaka

et Broj ispitanih Nalaz u procentu
Zivotinja Od —do prosjek
|
2 dana 9 st 22— 63 | 4,4
4—7 tjedana 12 B9k 0,3—96,1 1 13.6
2—8 mijeseci 16 2,2—49,6 | 22,6
1 gogina 12 } 5,3—70,2 | 20,2
2 godine 4 { 6,2=— 7.9 | 7y
3—4 godine 4 ‘ 10,3—36,4 i 20,7
5—8 godina 4 i hiti || 202
preko 10 godina 2 | 36— 9.1 | 6,3

Mi smo kod 4 Zivotinje izvrili splenektomiju. Brojanjem eritrocita
sa Schmauchovim tjelecima prije i poslije splenektomije mogli smo
utvrditi, da splenektomija uopée ne utjee na pojavu Schmauchovih
tjeleSaca. StoviSe, mi smo kod dvije Zivotinje za vrijeme operacije uzi-
mali krv iz vene odnosno arterije linealis i utvrdili smo, da nema razlike
u broju inkluzija izmedu venczne 1 arterijske krvi. Dalja istraZivanja
o pojavi Schmauchovih tjele$aca kod macaka su u toku.

Da su Schmauchova endogena tjeleSca identitna s Heinzovim tje-
leScima zakljutujem po potpuno jednakom ponaSanju obiju inkluzija
prema metodama prikazivanja (jednaka slika u faznoj ojtici. jednak
afini‘et prema bojama, i3¢ezavanje obiju vrsta tvorbi nakon fiksiranja
e*ilnim ili metilnim alkoholom). Za njihov identitet govori osim toga i
¢injenica, da se egzogeno izazvana tjeleSca kod iste Zivotinje ve¢inom
morfolotki ne mogu razlikovati od veé prisutnih endogenih tjelesaca.
Prema tome je, dakle, od cdlu¢ne va’nosti poznavanje Schmauchovih
tjeleSaca u eksperimentalnoj toksikologiji.

Razlike u pojavi Heinzovih tjeleSaca postoje i kod klini¢kih otrovanja.
Na tu je &injenicu ukazao Markoff 1943. g. (16) kod terapije sulfo-
namidina. Reiner je 1950. g. (86) opisao slucaj klini¢ke upotrebe sulfa-
tijazola, kod koje je dotlo do pojave brojnih Heinzovih tjelesaca, Sto
je inale velika rijetkost ¢ obzirom na Siroku upotrebu tog relativno
netoksitkog spoja. Ja sam nedavno objavio slu¢aj otrovanja metadinitro-
benzenom kod dviju radnica s istog radnog mjesta (27). Nakon jednake
ekspozicije otrovu i uz gotovo jednaku klini¢ku sliku (me'hemoglobine-
mija, oStetenje jetre) kod jedne je radnice naden visok procenat Hein-
zovih tjelesaca (38%) (Sl 6), dok se kod druge nisu u &itavom toku
bolesti uopée pojavile te tvorbe.

Za razliku od bazofilnih punktacija Heinzova tjele$ca nastaju isklju-
¢ivo u perifernoj krvi (87), pa se mogu i in vitro izazvati djelovanjem
razliitih otrova. Lewin (1) je i prije Heinzova opisa promatrao stva-
ranje inkluzija u eritrocitima pod djelovanjem hidroksilamina in vitro.
Kasnije su i mnogi drugi autori opisali nastajanje tih tvorbi in vitro
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(14, 22, 39, 76, 88, 89, 90, 91, 92, 93). Prema opisima rezultata raznih
autora moze se zakljuciti, da broj, velitina i lokalizacija tvorbi zavise
0 nizu eksperimencainih uvjeta (kemijska siruktura, koncentracija otrova,
PH otopine, vrijeme djeiovanja, temperatura, prisulnost zraka, pri-
su‘nost krvne piazme it.d.). Povetavanjem koncentracije fenilhidra-
zina naSao sam takoder (1), da nastaju sve sitnije i mnogobrojnije
tvorbe, dok hidroksilamin ni u mnogo jacim koncentracijama ne izaziva
tako sitna tjeleSca. Ove morfolotke varijacije narocito je detaljno pro-
ucavao Jung (20) upotrebom elektronskog mikroskopa. Na temeiju pro-
matranja morfoloskih zbivanja Jung je dofao do zakljucka, da Heinzova
tjeleSca nisu jedinstvene tvorbe, buduéi da su ona, veé }rema vrsti i
trajanju otrovanja, vrlo razlititog oblika i lokalizacije. Zbog toga Jung
1 izbjegava naziv »Heinzova tjeledca«, jer se katkada uopée i ne radi
o distinktnim, kompakinim solitarnim ili multiplim »tjeledcimac«, veé
samo o vrlo sitnim, nejednakim zrncima, Zesto vidljivim tek elektron-
skim mikroskopom. I Nizet (94) Jje istog misljenja, pa predlaze za te sitne
tvorbe naziv »Heinzove granulacije«. Toksi&ka odteéen ja eritrocita Jung
dijeli prema tipu djelovaniju nckog otrova u 4 grupe, izmedu kojih,
dakako, nema o3‘rih granica. Kod djelovanja kalijeva klorata ili arseno-
vodika, na primjer, nastale se tvorbe sasto je uglavnom od denaturiranog
hemoglobina. Proces denaturacije je u tom slutaju difuzan i izoliran.
Kod fenilhidrazina se takoder radi o denaturaciji i obaranju hemoglo-
bina, ali proces zahvaéa nekoliko »centara koagulacije«, t. j. mjesta po-
Letnog stvaranja tvorbi. Dielovanjem dinitrobenzena nastaje pretezno
difuzno i izolirano obaranje stromatina, dok se kod fenilendiamina radi
o denaturaciji stromatina iz jednog ili vife centara koagulacije.

Individualne razlike mogu se onaziti i kod dielovania istog otrova in
vitro na ljudsku krv raznih osoba (39). Ta ie ¢injenica u najnovije
vrijeme vrlo korisno upotrebljena za testiranje preosjetljivosti prema
primakinu (8-aminokinolin) u kemoterapiji malarije. Hochwald i su-
radnici (95) i Dern i suradnici (96) su, naime, opazili, da se kod lije¢enja
primakinom kod izvjesnog broja osjetljivih ljudi mo¥e pojaviti akutna
hemo'ititka anemija. Ovi posliednji autori su ywokazali, da se 1a neobiéna
osietljivost ima pripisati »nekom unu‘arnjem defektu eritrocitac. Ka-
snije su isti autori utvrdili, da su ti erifrociti osjetljivi ne samo prema
primakinu veé¢ i na niz drugih spojeva. za koje znamo da izazivaju
Heinzova tielefca (fenilhidrazin, acetanilid, fenacetin, sulfanilamid ; t.
d.). Osobe, kojih su eritrociti osjetljivi, ¢ine jasno odijelienu grupu liudi,
jer gradacija u osjetljivosti gotovo i nema. U eritroci‘ima osjetljivih
osoba stvara se in vivo i in vitro mnogo vedi broj Heinzovih tiele$aca
pod dielovanjem primakina nego u eritrocitima neosjetljivih osoba. Na
temelju tog opaZanja su Beutler i suradnici (101).izradili jednostavni la-
boratorijski test, kojim se u krvi in vitro pomocu acetilfenilhidrazina
edreduje osjetljivost na primakin kod osoba, koje ¢e se podvrgnuti lije-
Zenju malarije. Kod osjetljivih osoba se tako mo¥e predskazati hemo-
liti¢ko djelovanje primakina.

"
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Heinzova tjeleica imaju, dakle, veliku vrijednost u klinickoj i ekspe-
rimentalnoj toksikologiji. Ona imaju direktno dijagnosti¢ko znalenje,
jer upuéuju na djelovanje nekog egzogenog hemolitickog otrova. Ona
imaju i preventivno znalenje, jer njihova pojava, prije ostalih simptoma
otrovanija ili u testiranoj krvi in vitro, sluZi kao znak opasnosti i pre-
osjetljivosti.

3. Sideroticke granulacije

Prisutnost ¥eljeza u hemoglobinu ne moZe se otkriti histokemijski,
pa eritrociti zdrava odrasla &ovjeka daju negativnu reakciju berlinskog
modrila (1). Medutim, Griineberg je 1941. g. (2) pokazao, da se u em-
brionalnoj krvi zdravih §takora, mideva i ljudi mogu pojedinalno po-
javiti eritrociti, koji uz hemoglobin sadrzavaju i slobodno ili »lako od-
cjepljivo« Yeljezo. To se Zeljezo moZe prikazati pomocu reakcije berlin-
skog modrila. Eritrocite, §to sadrzavaju Zeljezo u tom obliku, nazvac
je Griineberg »siderociti«. Kasnije (1942 i 1943) je Griineberg nasao
(3) siderocite u vrlo velikom broju u krvi miseva oboljelih od prolaznog
oblika anemije, vezane na recesivni »gen za zavijeni rep i za mrliu na
trbuhu«. Stupanj anemije kod tih Zivotinja bio je u direktnom omjeru
s procentom siderocita. IstraZujuéi ovu zanimljivu pojavu Griineberg
je dalje tragao za stanjima u humanoj patologiji, kod kojih bi se mogli
naéi siderociti u veéem broju. Tako su Doniach, Griineberg i Pearson
1943. g. opisali (1) pejavu siderocita kod bolesnika s bilijarnom cirozom
jetre, koji je bio splenektomiran, zatim kod Cetiri bolesnika, koji su bili
splenektomirani zbog anemije, trombocitopeniéne purpure ili traumatske
rupture slezene, te kona¢no kod dva bolesnika, koji su bolovali od kro-
ni¢ne uremije. Pojava siderocita protumatena je kao znak »neke gri-
jeSke u metabolizmu Zeljeza«. Proutavanjem diferencijalnih karakteri-
stika siderotitke supstancije autori su ukazali na razlike prema hemo-
siderinu, koji se mo¥e vidjeti u obliku zlatnoZutih zrnaca i u nativnom
razmazu, a koji, uostalom, nikad nije bio opaZen u intaktnom eritrocitu.
Za razliku od bazofilnih punktacija i Howell-Jollyjevih tjelesaca, si-
derociti se mogu lako naéi i bez bojadisanja bazitkim bojama. Ubrzo
nakon ovih radova Griineberga i njegovih suradnika opisali su u SAD
Pappenheimer i suradnici (4) pojavu eritrocitnih inkluzija kod tri bole-
snika s anemijom, $to je persistirala i nakon splenektomije. Kod dva
od tih bolesnika anemija je bila hemolititkog tipa, a kod jednog »ne-
odredenog tipa«. Za razliku od Griinebergovih siderotickih granulacija,
Paj penheimerove inkluzije u eritrocitima su se bojadisale ne samo spe-
cifitnom reakcijom na ¥eljezo veé i bojama Romanowskoga, t. j. mogle
su se prikazati 1 u razmazu bojadisanom po Giemsi. Slijedeéi opaZanja
Pappenheimera i suradnika Dacie 1 Dontach (5) su takoder pokazali, da
siderociti mogu imati svojstva bazofilnih punktacija, t. j. da pokazuju
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bazofilni kromafinitet, kad se bo jadisu metilenskim modrilom ili jednom
od metoda bojadisanja Romanowskoga. Oni razlikuju »difuznu to¢kasiu
bazofiliju« od bazofilnih punktacija: ta difuzna totkasta bazofilija daje
negativnu reakciju berlinskog modrila isto tako kao %o na pr. Howell
-Jollyjeva tjelesca daju negativnu reakeiju na Zeljezo. Siderotitka zrnca
su bila prisutna i u eritroblastima kotane sr#i. Iste godine su McFadzean
1 Davis (6) u opSirnoj studiji iznijeli opazanja kod 7 slulajeva stetene
idiopatske hemolititke anemije. Prije splenektomije, koja je bila iz-
vrSena kod 6 bolesnika, sidero-pozitivne inkluzije su bile vrlo brojne
u kodtanoj sr#i, ali relativno oskudne u perifernoj krvi. Nakon splenek-
tomije su zrnca, pozitivna na Zeljezo, bila u jednakoj mno#ini nadena
u srzi, ali je u perifernoj krvi nastao nagli porast tih inkluzija, para-
lelno s porastom sveukupnog broja eritrocita. Taj porast siderocita
au*ori tumace manjkom slezene, koja je po njihovu midljenju vjerojatno
vriila odstranjivanje siderocita iz periferne cirkulacije. Sidero-pozitivne
inkluzije u eritrocitima su opazili kod drugih hematolodkih poreme-
¢enja, ali ni kod jednog stanja u toj mnoZini kao kod stelene idiopatske
hemolititke anemije. Granulacije, $to ih opisuju McFadzen i Davis, su
se bojadisale vrlo dobro i bojama Romanowskoga, zbog tega ih autori
nazivaju Pappenheimerovim tjele$cima. Kako su multipla »Pappenhei-
merova« zrnca, vidljiva bojadisanjem po Giemsi, plavkasto-1jubicasta
pa prema tome vrlo sliéna bazofilnim punktacijama, koje se vide kod
otrovanja olovom, autori su promatrali odnos bazofilnih punktacija kod
klini¢kog i eksperimentalnog otrovanja olovom prema siderotikim gra-
nulacijama. Nasli su, da su grublje punktacije kod otrovanja olovom
Cesto pokazivale pozitivinu reakciju na zeljezo, dok su manja granula
vecinom bila negativna na %eljezo. Kasni je su isti autori (7) jo§ posebno
proutavali taj cdnos pa su utvrdili, da kod klinickog otrovanja olovom
samo_jodan dio bazofilnih punktacija u eritrocitima periferne krvi daje
pozitivnu reakciju na Zeljezo. Broj bazofilno punktiranih eritrocita u
preparatima bojadisanim po Leishmanu (Giemsi) bio je otprilike dvo-
struko veci od broja siderocita prikazanih reakcijom berlinskeg modrila.
Sto je intoksikacija olovom bila teza, a bazofilne punktacije grublje,
to je i veti procenat tih punktacija davao pozitivnu reakciju na Zeljezo.
Grube pranulacije u normoblastima u perifernoj krvi, koje su bile smje-
Stene uz samu jezgru, redovno su bile pozitivne na Zeljezo. U razmazima
koStane sr#i sidero-pozitivna tjeleica su sadravali normoblasti, eritro-
citi i fagociti. Za razliku od odnosa eritrocita s bazofilnim punktacijama
1 siderocita u perifernoj krvi, eritroblasti sa siderotitkim granulaci jama
su bili brojtano jednako zastupljeni u ko$tanoj sr#i kao i eritroblasti
s bazofilnim punktacijama. Dekoloriranjem bazofilno punktiranih eritro-
blasta u razmazu bojadisanom po Lei hmanu i naknadnom primjenom
reakcije berlinskog modrila autori su utvrdili, da su bazofilne punktacije
dijelom jozitivne na Zeljezo. Prema tim bi se opaZanjima, dakle, bazo-
filne punktacije, s obzirom na reakciju na Zeljezo, mogle podijeliti u
dvije grupe: u bazofilne punktacije, koje daju pozitivhu reakciju na
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teljezo, i u one, koje daju negativou reakciju na eljezo. Medutim, isticu
autori, granulacije, koje se dotitu jezgre, uvijek su pozitivne na Zeljezo,
a one, koje su razasute po citoplazmi stanice, samo djelomi¢no. Ispo-
redujuéi siderotitke granulacije kod stetenih hemolitickih anemija sa
siderotitkim granulacijama kod ofrovanja olovom autori zakljutuju, da
se kod oba stanja radi vjeroja‘no o sliénom defektu u sin‘ezi hemo-
globina. Sideroti¢ke granulacije, o se u velikom broju mogu nadi u
ko$tanoj sr#i kod otrovanja olovom, bile bi, prema tome, morfoloski
dokaz valjanosti hipoteze, da se kod otrovanja olovom radi o sprijeeno]
ugradnji Zeljeza u porfirinski prsten. Konaéno, autori su nasli, da kod
¥ivotinja, koje su bile splencktomirane 1 naknadno otrovane olovom, broj
siderocita u jerifernoj krvi naglo raste i ostaje visck za litavo vrijeme
djelovanja olova pa zakljucuju, da se i kod otrovanja olovom kao i kod
hemolitickih anemija smanjenje sveukupnog broja eritrocita ima pri-
pisati eliminatornoj funkciji slezene, koja odstranjujuéi defekine eri-
trocite snizuje istovremeno 1 sveukupni broj eritrocita.

Radovi McFadzeana i Davisa pokazali su, dakle, da se kod otrovanja
olovom, kao i kod drugih krvnih bolesti, mogu pojaviti u velikom broju
siderotitke granulacije. Dalja klinika i eksperimentalna istrazivanja
su potvrdila ta opaZanja. Tako je Pirrie (14) cksperimentalnim otro-
vanjem olovom pokazao, da su i bazofilne punktacije i siderocitne gra-
nulacije manifestacija dishemopoieze kod otrovanja olovom. Kaplan i
suradnici (8) su nedavno vidjeli kod 8 djece otrovane olovom, da eriiro-
blasti u vrlo visokom procentu sadrfavaju siderotitke granulacije, koje
su ne samo brojne u pojedinim stanicama nego 1 po veli¢ini istaknute.

Buduéi da smo (BeriTi¢, Hanx, IHaurTMaNy, KELLER, 9) velé prije Ce-
tiri godine ukazali na &injenicu, da je metabolizam Zeljeza kod trovanja
olovom poremeéen u smislu poveéanja serumskog Zeljeza, a kako su

siderotitke granulacije kao eritrocitne inkluzije od narolitog znalenja
za toksikolo¥ka istraZivanja, smatrali smo potrebnim prouditi ovu po-
javu kod klinitkog otrovanja olovom. Grgié, Sirec 1 ja (10) smo proma-
trali broj eritroblasta sa siderotitkim granulacijama u koStanoj srZi
bolesnika otrovanih olovom. Kod pet slutajeva klini¢kog otrovanja
nasli smo, da se procenat eritroblasta sa sideroti¢kim granulacijama krece
izmedu 75-95%0. Narotito nas je zanimao morfoloski izgled ovih inklu-
zija i njihov odnos prema bazofilno punktiranim_eritrocitima. Mi smo
upotrebili tehniku bojadisanja, koju preporutuje Dacie (11),a kao kon-
trastnu boju karbolfuksin. Promatrajuci morfologki izgled i lokalizaciju
inkluzija, koje daju pozitiviu reakciju berlinskog modrila, dosli smo
do zakljutka, da bazofilne punktacije 1 sideroti¢ke granulacije nisu
identi¢ne tvorbe. Ispravnom tehnikom reakcije i kontrastnog bojadisanja
mo¥e se, naime, vidjeti, da se bazofilne punktacije u istoj individualnoj
stanici, eritrocitu i eritroblastu, bojadi$u jasno crveno, a sideroticke gra-
nulacije jasno plavo. To smo mi na kolor-mikrofotografijama uspjeli

dokumentirati. Osim toga smo utvrdili, da zapravo kod olrovanja 0i0-
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vom, kao ni kod drugih stanja, koja su popracena siderocitima, nije
orravdano govoriti o »granulacijamax, jer se ne radi uvijek o granu-
lacijama ni o distinktnim tvorbama veé o supstanciji, koja mo%e po-
primiti razlicite oblike. Ta se supstancija moZe vidjeti i u obliku na-
kupina, kako smo to na jednoj mikrofotografiji prikazali u jednom
eritroblastu sa dvije jezgre, u kojem je siderotitka supstanci ja smijeStena
kao nakupina plave boje izmedu obje jezgre. Siderotitka supstancija
se moze vidjeti i kao vrlo uska kontinuirana plava zona oko jezgre.
Stovide, mi smo naidli i na eritroblaste, ¢ija je ¢itava citoplazma sidero-
pozitivna i prema tome sasvim homogeno plava. Takve stanice su vidjeli
McFadzean i Davis. Sto se tite morfoloskog odnosa bazofilnih punkta-
Cija i siderotickih festica mogli smo utvrditi, da postoje jasne razlike
izmedu cbje vrste tvorbi. Bazofilne punktacije su veéinom okruglaste
sitne grudice, manje ili vide jednake velidine, ali opéenito go“ovo jednaka
izgleda u svim stanicama. Siderotitke Eestice u istoj stanici se obi¢no
rosve razlikuju po izgledu od bazofilnih punktacija, jer su mepravilna
1 neodredena oblika, poput $tapiéa ili zareza ili nejednakih zrnaca, a
redovno razlititog rasporeda i smjedtaja u eritrocitu i razli¢itog izgleda
u pojedinim eritrocitima. U eritroblastima su Cestice poredane gotovo
uvijek uz samu jezgru, ili sasvim blizu nje, to vedinom nije slu¢aj kod
bazofilnih punktacija. One su zapravo tako tijesno uz jezgru smjeltene,
da ih je moguée od jezgre odijeljene vidjeti upravo samo zato, $to su
sideropozitivne na reakciju berlinskog modrila i zbog toga izrazito plave
boje, pa su vrlo kontrastne Pprema tamnocrvenoj boji jezgre. Vrlo Zesto,
kako smo rekli, siderotitka supstancija ¢ini samo jedan uski kontinuirani
perinuklearni pojas, koji se potpuno dodiruje jezgre. Gotovo ni ked
jednog drugog stanja nije sidero-pozitivna supstancija u tako intimnom
kontaktu s jezgrom kao kod otrovanja olovom. Douglas i Dacie (12), koji
su nedavno potanko opisali morfologiju siderotickih granulacija, kazu,
da granula katkad &ne prsten oko jezgre. Taj smo konstantni perinu-
klearni siderotitki pojas vidjeli zapravo samo jo§ kod jednog sluéaja
steCene hemolititke anemije. Zanimljivo je, da je upravo u tom sluéaju
naden i neobi¢no visok (17.000 na milijun) broj bazofilno punktiranih
eritrocita, $to se takoder nade gotovo samo kod otrovanja olovom. Taj
slutaj potpuno odgovara slucaju, koji su opisali 1950. god. Mills i su-
radnici (13). Razmatrajuéi mehanizam nedovoljne sinteze hemoglobina
kod svog slutaja i sli¢nih slucajeva iz literature, Mills i suradnici pret-
postavljaju, da se kod tih bolesnika radi o endogenom defektu, koji po-
gada izmjenu %eljeza izmedu jezgre i citoplazme. Tu su pretpostavku
eksperimentalno dokazali upotrebom radioaktivnog Zeljeza, a kao dokaz,
da se kod njihova slutaja zaista radi o toj sprijetenoj izmjeni Zeljeza,
navode »pocetnu akumulaciju siderotitkih granula u paranuklearnoj
zoni«. Bazofilne punktacije u razmazu bojadisanem po Giemsi se medu-
tim vide, kaZu autori, vife prema periferiji i difuzno po eritroblastu.
Taj odnos je procentualno pokazan na tablici 6.
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Tablica 6.

Lokalizacija granulacija u punktiranim eritroblastima prema Millsu i suradnicima

Lokalizacija
Metoda bojadisanj
i Sl st (pa?::ﬁﬁgina) Difuzna ‘ Periferna
|
Wright-Giemsa 14%0 44%, | 42974
Reakcija berlinskog modrila 50%0 " 30% ‘ 20%

Zrelenjem eritroblasta siderofitke se granulacije »pomicu« od para-
nuklearnog smjcitaja sve vide prema periferiji 1 time, prema autorima.
sve vide gube pozitivnu reakciju na Zeljezo, t. j. od sideroti¢kih postaju
bazofilne punktacije.

Ma da ovaj odnos nije proucen na vecem materijalu, on pokazuje, da
je vjerojatno u nastajanju bazofilnih punktacija pokrenut neki endogeni
mehanizam kao i kod nastajanja sideroti¢nih granulacija.

Ispitivanja o pojavi inkluzija, koje daju pozitivou reakciju na Ze-
ljezo, malobrojna su, pa su i iskus‘va jo$ oskudna. Medutim, ni u
jednom od dosada$njih radova iz prikazane literature nije jasno istak-
nuta ¢injenica, da posioje dvije vrste sidero-pozitivnih inkluzija: jedne,
koje je prvi opisao Griineberg, mogu se prikazati samo i iskljudivo re-
akcijom berlinskog modrila, a druge, koje je prvi opazio Pappenheimer,
mogu se jrikaza‘i i bojama Romanowskoga i reakcijom berlinskog mo-
drila. Njihovo slabo medusobno razlikovanje u literaturi uzrokovano je
i zajednitkim imenom: i oni eritrociti, koji posjeduju Griinebergove
granulacije, i oni, koji posjeduju Pappenheimerove granulacije, nazivaju
se istim imenom: siderociti. Uostalom, obje vrste sideropozitivnih gra-
nulacija ne daju posve jednaku reakciju berlinskog modrila: u razma-
zima treliranim na posve jednak nain i primjenom posve jednakog
kontrastnog bojadisanja bazitkim fuksinom Griinebergove granulacije
pokazuju jasnu plavu boju, a Pappenheimerove granulacije zagasitu,
tamnoplavu boju, vjerojatno nastalu kombinacijom plave boje berlin-
skog modrila i tamnoljubicaste boje neke kemijski jo§ nedefinirane
supstancije, prisutne u Pappenheimerovim granulacijama. Prema tome
postoje i dvije vrste siderocita, koje bismo mogli nazvati »siderociti tipa
Griineberg« i »siderociti tipa Pappenheimer«. Kod otrovanja olovom
nastaju, prema naSem misljenju (10), siderociti tipa Griineberg, t. 7
siderotitke inkluzije se kod otrovanja olovom mogu prikazati jedino
reakcijom na Yeljezo. Te su inkluzije Cesto prisutne 1 u eritrocifima,
koji sadrzavaju bazofilne punktacije, ali su uvijek jasno plave i obitno
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nemaju morfoloski izgled granulacija, pa se ne moZemo sloZiti s mi-
sljenjem McFadzeana i Davisa, da se kod otrovanja olovom nalaze
»Pappenheimerova tjelesca«.

Da li je Zeljezo u siderocitima tipa Griineberg-nastalo nekim pa‘oge-
netskim mehanizmom, koji se razlikuje od onoga, kojim nastaje %eljezo
u eritrocitima tipa Pappenheimer, nije poznato. Medutim, vjerojatno je,
da i jedna i druga vrsta sideroti¢kih inkluzija nastaje kao morfolotka ma-
nifestacija poremeéene sinteze hemoglobina. Stanja, koja obiluju i jed-
nom 1 drugom vrstom granulacija, popraena su visokim serumskim
zeljezom 1 anemijom manjeg ili veéeg stupnja, Kako se takva stanja
mogu izazvati i razliénim egzogenim kemijskim noksama (otrovanje
olovom, 6, 7, 8, 14, otrovanje fenilhidrazinom, 12) neosporno je, da je
proucavanje siderotickih Cestica neobi¢no vaZno za razumijevanje
hemato-toksitkog djelovanja razliditih otrova.

Zakljuéak

Eritrocitne inkluzije kao morfolotke manifestacije biokemijskih zbi-
vanja, §to nastaju pod utjecajem niza kemijskih otrova u osjetliivim
stanicama crvene krvne loze, ma da jo§ nedovoljno proulene, ipak su
nadle definitivno mjesto u rutinskim toksikolotkim pretragama. Ne-
obi¢no velik porast egzogenih otrovanja, $to ide u korak s razvitkom
industrijalizacije, opravdava dalje prouavanje tih tvorbi.
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Summary

TOXICOLOGICAL SIGNIFICANCE OF ERYTHROCYTIC
INCLUSIONS BODIES

Determination of inclusion bodies in the erythrocytes (basophilic stippling, Heinz
bodies, and iron-containing particles) has been described as a simple clinical tool for
the recognition and appraisal of the exnosure to toxic chemicals None of these phe-
nomena is confined solely to the exogenous toxic influence. However, their significance
wi'h regard to the diagnosis and prevention of incipient intoxications, is emphasized.

The hypotheses of the origin and the microchemistry of stippling are recorded and
Ciscussed. The changes in erythroblasts in the bone marrow in human lead poisoning
are briefly reported. The evidence that the phenomenon of stippling results from
the fault in the devclopment of the red cell precursors in the bome marrow is
supported not only by the findings in lead poisoning but also by the identical
findings in certain cases of acquired haemolvtic anaemia due to the faulty haemo-
globin synthesis and showing basophilic stippling in the peripheral blood. Bo‘h con-
ditions are due to an endogenous mechanism of dyshacmopoicsis. Through an example
of the field research work in a lead mine and a smelting plant it is shown how the
enumera‘ion of stippled cells may reveal the degree of individual and collective
exporure to lead in miners and in smel ers respectively.

Clinical data and toxic chemicals producing Heinz bodies in humans and animals
are listed: The li‘erature is reviewed dealing with the individual and species differ-
ences in the incidence of Heinz bodies. Th spontaneous occurrence of Heinz bodies
as observed by various authors in the newborn infants with and without splenic
pathology is discussed. The occurrence of Heinz bodies in the erythrocy‘es of normal
cats (»Schmauch’s bodies«) due to the unknown endogenous fac'or has been s‘udied.
The incidence of affected erythrocytes was found to vary betwern 0.3 and 95.1 per
cent. These differences were not related to the age of animals. Splenectomy, performed
in 4 an'mals, did no* result in any difference in the number of affected cells before
and after operation. The number of erythrocytes contain'ng Schmauch’s bodies found
in he blood of vena linealis was annrox‘mately equal to that of arteria lineal’'s The
value of experimental producion of Heinz bodies in vitro is described. partirularly
in the prevention of the injury to the red cells which may appear in the course of
treatment with chemotherapeutics. ;

The morphology of stainable iron particles in ery‘hrocytes and erythroblasts is de-
scribed and the relationship of the siderotic granules to the granules of basophilic
stippling in lead poisoning is discussed.
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