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HEINZOVA TJELESCA U KLINICKOJ I EKSPERIMENTALNOJ
TOKSIKOLOGIJI :

1. U pregledu cjelokupne pristupatne literature prikazana su
danasnja naziranja o znaéenju Heinzovih tjelesaca u klini¢koj i eks-
perimentalnoj toksikologiji. 2. Usvojen je naziv »Heinzova tje-
leSca« kao najispravniji. jer ne prejudicira ni jednu od spornih
znacajki tih tvorbi. 3. Opisane su metode prikazivanja i Kvantita- '
tivnog odredivanja Heinzovih tjelesaca. 4. Zastupa se mi$ljenje
da su Schmauchova tjeleSca kod macaka i Heinzova tjeleSca ne
same identi¢ne tvorbe, veé¢ da Schmauchova endogena tjeleSca
predstavljaju zapravo morfologki prototip Heinzovih tjelesaca. 5.
Prikazane su medusobne razlike eritrocitarnih ‘tvorbi: bazofilno
punktiranih eritrocita, retikulocita, siderocita i Jolly—Howellovih
tjeleSaca, Istite se, da su Heinzova tjeleSca i corpora marginalia
kromatoloski, a vjerojatno i bioloski identi¢ne tvorbe, 6. Tvrdi se,
da je polimorfizam Heinzovih tjelesaca, koji je opaZen i kod vla-
stitth pokusa.in vitro, osjetljivo ovisan o svim eksperimentalnim
uvjetima (kemijska struktura otrova, koncentracija, pH miljea,
temperatura, vrijeme djelovanija, prisutnost zraka i t. d). 7. Is-
taknuta je uloga slezene kod klinitkog i eksperimentalnog nasta-
janja Heinzovih tjele$aca. 8. Nabrojeni su otrovi, koji in wvivo
ili 1 in vitro, ili pak na oba nagina izazivaju stvaranje Heinzovih
tjeleSaca. Istice se vrijednost, koju Heinzova tjele$ca imaju pri
proucavanju metabolizma pojedinih otrova. 9. Iznesena su nazi-
ranja o mikrokemizmu i citokemijskoj lokalizaciji Heinzovih . tje-
leSaca. Smatra se najvierojatnijom Jungova hipoteza, da su Heinz-
ova tjeleSca denaturirana bjelanéevina strome, odnosno denatu-
rirana bjelantevina hemoglob’na. 10. Prikazane su hipoteze o od-
nosu methemoglobina, verdoglobina i Heinzovih tjelesaca. Usvojen
je kao najispravniji Heubnerov zakljuéak, po kojemu su ta tri
fenomena razli¢ite, medu sobom potpuno neovisne posljedice iz-
vjesnih otrovanja, kojima je jedina zajedni®ka osob:na oksidativni
karakter njihova nastajanja. 11. Ukazuje se na kongenitalne

X methemoglobinemije, koje mogu posluziti kao dokaz, da Heinzova
tjeleSca i methemoglobin, odnosno methemoglobin i anemija ne-
maju medu sobom veze. Protumageno je nastajanie porfirina kod
hemoliti¢kih anemija uz prisustvo Heinzovih tjelefaca. 12. Ko-
na¢no je istaknuto dijagnostitko, prognosti¢ko i preventivno zna-
éenje Heinzovih tjele$aca,

Razvoj industrije u okviru suvremenog Zivota neizbjeZivo je
postavio ovjeka u srediste djelovanja brojnih kemijskih otrova. Pro-
fesionalni, terapeutski, kozmeti¢ki pa i svaki drugi kontakt s raznim
kemikalijama postavlja stoga na lije¢nika, svakim danom sve vise,
teZak i ozbiljan zahtjev da nadzire vladanje tih stranih supstancija
u tijelu eksponiranih ljudi.

811




Slijediti nedovoljno poznat nain njihova djelovanja stalnim
kemijskim i fizikalno-kemijskim kontrolama bioloskog materijala
ugrozenog individua redovno je kompliciran, a Cesto dugotrajan i
skup postupak. Cekati pak na pojavu klinickih ‘manifestacija otro-
vanja, ponekad tek slutajno zapaZanih, opasno je i nije u skladu
s medicinskim natelima. Pojavljivanje klinickih simptoma oznacuje
obi¢no ve¢ razvijenu pa i uznapredovalu, a katkada éak i konacnu
fazu oboljenja. Preostaje, dakle, prirodno i opravdano nastojanje da
se zahvati u. poetnu, ranu fazu sumnjivog zbivanja, da se kod toga
koristi svaka pa i najmanja promjena mikroskopski pristupa¢nih
elemenata tijela, a da se to ipak izvede jednostavnom, brzom i jefti-
nom laboratorijskom tehnikom.

Hematologko promatranje eritrocita u perifernoj krvnoj slici bez
sumnje je upravo takav zahvalni postupak, Kao jedinice visoko di-
ferenciranih biokemijskih svojstava, vrlo male rezistencije prema
supstancijama stranima tijelu, a kraj toga s najve¢im regenerativnim
potencijalom, eritrociti su zauzeli istaknuto mjesto u proucavanju
morfolo$kih fenomena krvnih stanica. Nije stoga ¢udo, da su upravo
toksitke promjene u njima privukle toliku paznju i da se u njima
nastoji naé¢i fini indikator Stetnog djelovanja neke kemijski aktivne
tvari. : : :

U klini¢koj medicini te su promjene eritrocita poznate kao ne-
rijetki pratioci toksickih hemopatija. U preventivnoj medicini one
se stalno ispituju kao redovni signalni prethodnici takvih stanja.
Zbog toga smo se u Institutu za higijenu rada prihvatili njihova
sistematskog proucavanja, da bi ih kao dijagnosticka pomagala mogli
prakticki upotrebiti ne samo u klinici veé¢ i u prevenciji profesional-
nih intoksikacija. ;

U jednoj od prijasnjih radnja (1) prikazali smo nasa prva opa-
Yanja o pojavi i znatenju bazofilnih punktacija u eritrocitima kod
profesionalrog otrovanja olovom. Na§ idué¢i zadatak bio je ispitivanje
drugog zanimljivog fenomena u crvenim krvnim stanicama. To je
pojava t. zv. Heinzovih tjeleSaca, eritrocitarnih tvorbi, koje nastaju
u prisustvu jednoga cijelog niza gotovo iskljucivo egzogenih ke-
mijskih otrova. 1 :

Ma da su te tvorbe veé dugo poznate, narocito zanimanje za
njih oZivjelo je tek u posljednje vrijeme, u toku prosliog decenija,
u godinama najjadé industrije eksploziva i najSire terapije sulf-
amidima. Danas veé gotovo nepregledna literatura o Heinzovim
tjelecima poéinje pod konac prosloga stoljeca, kada je Riess 1882.
(2) prvi opazio, a Robert Heinz 1890. (3) prvi detaljno opisao te
promjene. Dalji i glavni izvor nasih podataka predstavljaju priop-
¢enja evropskih autora, dok se angloameritka literatura bavi tek
u nainovije vrijeme tim zaboravljenim problemom.

Za svoga proslogodiSnjeg boravka u Londonu, gdje sam bio kao
stipendista Ameri¢kog fonda za pomo¢ Jugoslaviji, imao sam prilike
da, ljubeznos$éu dra. D. Huntera i M. Buckellove u Savjetu za me-
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dicinska istraZivanja; Odjeljenju za istraZivanja u industrijskoj me-
dicini, dobijem neposredan uvid u eksperimentalne radove vrSene
u to vrijeme na problemu znadenja Heinzovih tjeleSaca. Tamo ste-
¢ena iskustva bila su mi dalji poticaj da nastavim zapodeta ispi-
tivanja.

U naSoj medicinskoj literaturi Heinzova se tjeleSca spominju
vrlo rijetko i skoro bez ikakva opisa, pa su, dakle, kod nas prakticki
ostala nepoznata. Smatramo stoga u prvom redu potrebnim detalj-
nije opisati Heinzova tjele$ca i prikazati njihovo znaéenje u klini¢koj
i eksperimentalnoj toksikologiji. :

¥

1. NOMENKLATURA

Od vremena njihova otkriéa te se promjene eritrocita razli¢ito
nazivaju. Heinz ih je nazivao »Blaukérner«, Ehrlich »hidmoglo-
bindmische Innenkérper«, Schilling smethdmoglobindmische Innen-
kérper«; ponekad se nazivaju i »Binnenkérper«, vrlo éesto »Innen-
kérperchen«, a u engleskoj literaturi »inner bodies«, »inclusion
bodies« ili samo »inclusions«. No ni jedan od tih naziva nije mogao
— kako ¢emo kasnije redom vidjeti — pravilno obuhvatiti sve mor-
foloSke, kromatoloske i mikrokemijske karakteristike' tih tvorBi, a
isto tako ni opravdati njihovo porijeklo ili znaCenje. Zbog toga se
ta tjeleSca najcesce ipak nazivaju sHeinzovim tjeleScima« (HT). Mi-
slime, da je taj naziv zasada i najispravniji, jer ne prejudicira ni
jednu od spomenutih spornih znaéajki; stoga ¢emo se i mi tim na-
zivom ubuduée sluZiti.

U literaturi nalazima katkada, da se Heinzova tjeleSca oznacuju
i kao Heinz-Ehrlichova ili i Ehrlich-Heinzova tjeleSca. Stovise, ot-
kri¢e je tih tvorbi bilo éak pripisano i samom Ehrlichu (4). Medutim,
upravo je ve¢ iz Ehrlichove radnje (5) jasno vidljivo, da prioritet
nesumnjivo pripada Heinzu. ’

2. MORFOLOSKE I KROMATOLOSKE KARAKTERISTIKE

2 Heinzova tjeleSca su malene, veéinom okrugle ili lagano ovalne,
kuglaste ili kruSkolike, rijetko raévaste ili nepravilno Stapicaste
tvorbe, smjeStene obi¢no na samoj periferiji eritrocita. =
Kod klinickih otrovanja pokazuju te tvorbe nekoliko karakteri-
stika, po kojima se veé¢ na prvi pogled mogu razlikovati od drugih
morfoloskih promjena eritrocita. Najée$ée se pojavljuju 'solitarno,
kao jedno do dva, katkada i tri, no vrlo rijetko i kao viSe zrnaca
u jednom eritrocitu. Veli¢ina im varira od 0,25—0,5—2 mikrona;
Sto im je broj veéi, to im je redovno i opseg maniji. :
Heinzova tjeleSca su vidljiva veé¢ i u nativnhom preparatu kao
gusta, narocito refraktilna korpuskula ostrih kontura. Njihova glavna
kromatoloska karakteristika je narcéiti afinitet prema »vitalnimc
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baziénim bojama: bazitkim bojadisanjem tako intenzivno primaju
boju, da je suvi¥no svako kontrastno prikazivanje. Ona se, uostalom,
ni ne daju obojiti ni jednom od panoptitkih metoda bojenja. Za
razliku od svih drugih eritrocitarnih tvorbi gube obi¢nim metodama
fiksacije Heinzova tjeleSca potpuno svoju bazofiliju.

Od ispitanih boja daju pozitivhe nalaze: briljant krezilno mo-
drilo, sulfat nilskog modrila, fuksin, neutralno crvenilo, metilensko
modrilo (6), Bismark-smede i azur II (7). May—Griinwaldovom,
Giemzinom i sli¢nim otopinama se ne boje; bojadisanje po /Gramu,
krizoidinom i pirodinom daje takoder negativne rezultate; isto je
tako i reakcija peroksidaze i’ berlinskog modrila negativna. Medu
bazitkim bojama preporuéuju se narotito metilviolet, kojim se vet
i Heinz sluZio, zatim mnogo osjetljivije briljant krezilno modrilo i
napokon kao najbolji sulfat milskog modrila, koji daje neosporno
najselektivnije slike. Kao najée$¢i nain spremanja razmaza spo-
minje se metoda vlazZne komore sa 0,5% alkoholnom otopinom boje,
zatim razne modifikacije te metode. Tu metodu preporucuje i Un-
dritz u Sandozovim hematologkim tablicama 1950. (96) 'Sulfatom
nilskog modrila smo se i mi najviSe sluzili, no kod toga smo upo-
trebljavali 1% boju u fizioloskoj otopini, po metodi, koju je prepo-
fudio Rejsek (8), a kod koje nije potrebno. drzati razmaz u vlaznoj
komori: u parafinirano »satno« staklo postavimo zrnce natrijeva oksa-
Jata i 0,5 ccm boje, zatim dodamo 0,2 ccm krvi sluZe¢i se pritom
(»glikemitkom«) mikropipetom. Dobro promijesana, smjesa ostaje u
satnom staklu 5—7 minuta. Iz jedne kapi smjese napravljeni razmaz
promatra se nakon sudenja pod uljenom imerzijom. Jiirgens-Schiire-
rova modifikacija bojadisanja (9) dopusta prethodno fiksiranje (tanki
se razmaz nakon su$enja od nekoliko minuta fiksira metilnim alko-
holom dvije minute i smjesta se dodaje 5% vodena otopina bazitke
boje). Tom metodom mi nismo dosad uspjeli obojiti Heinzova tje-
ledca. Prema Friedsteinovoj (10) to nije ni moguée, jer u fiksiranim
razmazima Heinzova tjeleSca postaju oksifilna. Godine 1948. su
Webster i suradnici (11) takoder izradili metodu bojadisanja i isto-
dobnog fiksiranja metilvioletom otopljenim u etilnom alkoholu. Oni
isti¢u opéenite prednosti metilvioleta i gencijana-violeta pred sul-
fatom nilskog modrila. Godine 1950. su objavljene jos dvije metode
bojadisanja i fiksiranja (12), (13), no kako nam sve te tri radnje
zasada nijesu u originalu pristupaéne, nijesmo mogli predloZene
metode primijeniti i ispitati. Kod promatranja meobojenih suhih
razmaza ne Smije se upotrebiti imerziono ulje, balzam ili sli¢na
medija, jer tada Heinzova tjeleSca iSCezavaju (14).

Loge strane »vitalnog« bojadisanja kao i osjetljivost Heinzovih
tjeleSaca prema raznim tehni¢kim postupcima dovela su, dakle, do
opravdanog nastojanja, da se poboljsaju metode njihova prikaziva-
nja. Prema nasim iskustvima nije ¢ak ni bojadisanje sulfatom nil-
skog modrila uvijek uspje$no: brojni artefakti, i to obitno talozi boje
u obliku okruglih grudica, koji se naroéito Cesto vide kod eksperi-
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mentalnog izazivanja Heinzovih tjeleSaca, zahtijevaju temeljito pro-
ucavanje fizikalno-kemijskih faktora, koji sudjeluju pri ispravnom
bojadisanju. Medutim, ispitati to¢no kromatoloske osobine Heinzovih
tjeleSaca znadi ulaziti u nejasan, vrlo kompliciran i nedovoljno ispi-
tan problem njihove kemijske strukture, Ne smijemo zaboraviti, da
je i samo bojadisanje jedan kemijski proces, koji ve¢ sam po sebi
mijenja i onako osjetljivu strukturu kemijskog sadrzaja crvene krvne
stanice, to viSe, §to je velik dio boja po svom kemijskom sastavu
vrlo blizu bar nekima od onih supstancija, koje izaziviju stvaranje
Heinzovih tjele$aca. Zanimljivo je, napokon, da je doista uspjelo
takvim bojama i izazvati Heinzova tjeleSca. Tako je to javijeno za
metilensko modrilo (15) pa i za sam sulfat nilskog modrila (16).

Heinzova tjeleSca se mogu promatrati i faznim mikroskopom.
Prema vladanju u faznoj slici (17), (18), razlikuju se dvije vrste
Heinzovih tjeleaca: faznopozitivna tjeleSca, koja se u vitalno obo-
jenom preparatu vide kao tamne tvorbe, i faznonegativna, koja se
istom tehnikom vide kao jasno svijetle kuglice.

Belgijanac Nizet je prikazao metodu gledanja Heinzovih tjele-
3aca u tamnom polju (19). Tu su metodu prihvatili Francuzi (20),
(21), (22), (23), tvrde¢i, da je mnogo pouzdanija od bilo koje metode
gledanja u svijetlom polju. -

Kuvantitativno odredivanje Heinzovih tjeleSaca vr$i se obitno
tako, da se u obojenom razmazu broje pogodeni eritrociti, a rezultati
se izrazuju u procentnim ili promil vrijednostima. U najnovije vri-
jeme (1951) predloZena je (24) »jedna jednostavna i brza« metoda
1zbrojavanja slobodnih Heinzovih tjeleSaca u komorici za uobitajeno
standardno brojenje eritrocita. Spominje se i nefelometricka metoda
25), kod koje se ne broje individualno Heinzova tjeleSca, vec stu-
panj zamuéenja, $to ga netopljiva Heinzova tjeleSca stvaraju u he-
moliziranoj krvi (26); vrijednost se izrazuje kao razlika izmedu za-
muéenje necentrifugiranog i centrifugiranog uzorka (27). Jasno ey
da stupanj zamuéenja ne ovisi samo o broju Heinzovih tvorbi, veé
i o njihovoj veli¢ini (98). Zanimljivo je, da je odredivanje stupnja
zamuéenja (»turbidity ratio«) kao indeksa 'o§tetenja stanice (od-
nosno destrukecije hemoglobina) vrieno katkada i bez ikakva spomena
o vezi tog zamuéenja s prisustvom Heinzovih tjeleSaca (97).

Sulfatom nilskog modrila bojadisana Heinzova tjeleSca vidimo
kao tamne, crno-plave tvorbe na rubu svijetle, zeleno-plave poza-
dine eritrocita. ;

Upravo taj njihov tipi¢ni periferni smjestaj — »na rubu« stanice
— je glavna morfoloska karakteristika Heinzovih tjeleSaca. To nije
samo projekcijski dojam kod foto-optickog mikroskopskog promatra-
nja, veé je to ¢injenica dokazana (28), (29) i ispitivanjem u elektron-
skom mikroskopu, kojim je uspjelo pokazati, da se Heinzova tjeleSca
zaista nalaze upravo uza sam graniéni sloj stani¢nog tijela, dakle uz
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onaj dio eritrocita, koji se nazivlije membranom. Stavide, u nekim je
slucajevima. svojstvo periferne lokalizacije veé kod gledanja obi¢nim
mikroskopom toliko upadno i konstantno, da se te »rubne« tvorbe
uporno nastoje razlikovati (9) od »pravih« Heinzovih tjelefaca kao
samostalni morfoZoski fenomen, koji je i opisan pod posebnim imenom
kao »corpora marginalia« (Réhlsche Randkorperchen, Relova rubna
tjeleSca) (30). Pa i onda, kada se tjeleice i nalazi u sredini vidljive
plohe eritrocita, ono jo§ uvijek pripada tom vanjskom dijelu stanice,
dok je endoglobularna lokalizacija tek optitka varka; ne zaboravimo,
da eritrocit nije kruznica, veé trodimenzijska bikonkavna ploc¢a od-
redenog volumena. I u patologkom eritrocitu (megalocitu, sferocitu i
ovalocitu) Heinzovo tjeleSce zauzima jednaki ekscentriéni polozaj (6).

Cini se, dakle, sigurno, da se — bar definitivno stvorena —
Heinzova tjele$ca nikada ne nalaze u unutrasnjosti stanice, pa je —
prema tome — toliko uobitajeni naziv autora njematkog jezitnog

podrudja — »Ilnnenkdrper«, runutradnja tjeleSca« — postao ocito

neopravdan i neodrzljiv, te je, kako kaZe Heubner (5), vrijeme, da
iSCezne. ;

Prototip Heinzovih tjeleSaca, sa svim opisanim morfoloskim i
kromatoloskim karakteristikama, predstavljaju t. zv. Schmauchova
tjeleSca u eritrocitima zdravih (starih?) madaka (sl. 1). No, za¢udo,
ta je &injenica malo poznata i nedovoljno proucena unato¢ tome, $to
se upravo na matkama vrlo mnogo eksperimentiralo. Ni sam
Schmauch (31) nije bio siguran, da 1i se tu radi zapravo o istoj
tvorbi, koju je Heinz opisao kod otrovanja fenilhidrazinom. Stavise,
Friedsteinova ie ustanovila, da su Schmauchove tvorbe sbar jednim
dijelom Jolly-Howellova tjeleca« (32). PrenoSenjem neprovierenih
navoda to se misljenje djelomi¥no zadrzalo i sve do danas. Neka se
zabuna vjerojatno osniva i na tome, 3to su Heinzova tjeleica kod
macke katkada relativno vrlo velika. Cak i u najnovijim (1949, 1950)
vrlo opSirnim angloameri¢kim prikazima o Heinzovim tjeleScima (7),
(33) autorima, ¢ini se, nije jasan odnos Schmauchovih tvorbi prema
Heinzovim tjeleScima. No veé danas moZemo gotovo sa sigurno$éu
re¢i, da skoro sve macke imaju Schmauchova tjeleSca u veéem ili
manjem procentu, koji prema Grossu i suradnicima (34) iznosi 10—30.

Da se tu doista radi o identithom morfologkom fenomenu, re-
ferirat ¢emo drugom prilikom.

3. DIFERENCIJALNE KARAKTERISTIKE ERITROCITARNIH TVORBI

Tako su, dakle,” Heinzova tjeleSca morfologki jasno definirane
tvorbe, ipak ih treba katkada, bar s teoretskog gledista, razlikovati
od drugih eritrocitarnih tvorbi, to vie, §to se ¢esto u klini¢koj praksi
te tvorbe zamjenjuju. Uostalom, one se katkada, naroéito u ekspe-
rimentalnoj toksikologiji, javljaju i istovremeno. Na tablici 1 pri-
kazani su najvazniji kriteriji, po kojima ih mo%emo razlikovati.
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TABLICA 1

DIFERENCIJALNE KARAKTERISTIKE ERITROCIRANIH TVORBI
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Dok je razlikovanje prema Bazofilno punktiranim eritrocitima
dosta lako, dotle je prema retikulocitima ono oteZano €injenicom,
%to se »vitalnim« bojadisanjem s briljant krezilnim modrilom obje
vrste tvorba mogu dobro prikazati. Osobito je to vaizno onda, kad je
retikularna supstancija prisutna u obliku tockica, kod t. zv. punkti-

ranih retikulocita (Heilmeyerov

IV. - stadij

dozrijevanja). Tako i
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Naegeli (35) smatra, da su rubne granulacije, koje se vitalno boja—
diSu, zapravo jedna vrsta retikulocita, U sumnjivim je slucajevima,
medutim, dovoljno naknadno bojadisati razmaz jednom od panoptic-
kih metoda bojenja; retikulociti ée saduvati svoju granulaciju, dok
¢e Heinzova tjelesca bez traga nestati,

U vezi s retikulocitima nastalo je' sporno pitanje, da 1i se oba
fenomena mogu pojaviti u istoj mladoj stanici. Schilling (36), a u
novije vrijeme i drugi (37), (65) tvrde, da su Heinzova tjeledca vi-
djeli ¢ak i u normoblastima, perinuklearno smjeStena. Jiirgens i
Schiirer (9) tvrde, da se Heinzova tjeledca pojavljuju redovno u reti-
kulocitima miSeva i 3takora. Ispitujuéi sternalne punktate u slu-
¢ajevima klinitkih otrovanja Rohr (38) nije nagao Heinzova tjelesca
u koStanoj srzi pa zakljutuje, da ona nastaju isklju¢ivo u perifernoj
krvi. Vetina autora ipak smatra, da se Heinzova tjeleSca mogu po-
javiti samo u zrelom eritrocitu. Uostalom, brojni pokusi na Zivoti-
njama pokazuju, da je i sam tok biologkih reakcija za te dvije vrste
tvorba potpuno razli¢it. Kod otrovanja fenilhidrazinom broj Heinzg~
vih tjeleSaca, koja primarno nastaju, opada onda, kad su retikulo-
citi, koji sekundarno nastaju, u porastu. Obrnuti tok krivulje reti-
kulocita i Heinzovih tjeleSaca opaZen je i kod klinitkih otrovanja
(39), (65). Konatno, Moeschlin (4) smatra, da se Heinzova tjeleSca
ne mogu pojaviti u retikulocitima veé i zato, 8to za njihovo nasta-
janje treba‘ najmanje 2 do 3 dana, a to je vrijeme dovoljno,
-da jedan retikulocit postane zrela stanica. Kako éemo kasnije vidjeti,
ta tvrdnja, iako u konkretnom pokusu poutna i opravdana, ipak ne
¢e vrijediti za sve otrove, sve koncentracije i sve Zivotinje jednako.

Sasvim razlitite kromatoloske osobine- Jolly-Howellovih tvorba
éine njihovo razlikovanje od Heinzovih tjeleSaca narotito laganim.
Pa ipak postoji Gesto zamjenjivanje. S jedne strane ono je uzro-
kovano Schillingovom tvrdnjom (25), (36), (40), da je »vidio sve pri-
jelaze izmedu Jolly-Howellovih i kapsularnih (= HT) tjeleSaca« te:
da se »Jolly-Howellova tjele$ca mogu pojaviti kao unutarnja tje-
leSca obavijena kromatinom«. S druge strane, kako ¢emo kasnije
vidjeti, oba se fenomena mogu pojaviti u veéem broju nakon sple-
nektomije. : ‘

I siderociti, t. j. eritrociti, koji daju pozitivhu reakciju berlin-
skog modrila, a sadrzavaju »lako odcjepljivo Zelezo« (41), mogu se
takoder katkada zamijeniti s Heinzovim tvorbama, pogotovu stoga,
Sto je i njihova pojava najfe$éa kod splenektomiranih hemolitickih
anemija. I ovdje su kromafina svojstva od odluéne vaZnosti.

/Od tisto teoretskog znatenja je i razlikovanje prema parazitar-
nim tvorbama eritrocita. Tu naro¢ito dolazi u obzir Bartorella ba-—
cilliformis, uzro¢nik t. zv. Oroya groznice, ‘ :

Veé smo spomenuli, da se nastoji izdvojiti jedan dio Heinzovih
tjeleSaca kao posebne tvorbe, jer su mnogo manje, obitno brojnije,
a smjeStene iskljucivo »na rubuc eritrocita, zbog Cega im se i daje
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znatajno ime »corpora marginalia«. Te je tvorbe prvi opisao Rohl
(30) kao sitne tockice, koje se nalaze na samom kraju onih eritro-
cita, koji propadaju u obliku t. zv. »krvnih sjena«. I Heinz je 1901.
(42) opazio corpora marginalia, i to kod otrovanja anilinom, hidro-

ksilaminom i nitrobenzolom — dakle upravo onim supstancijama,
koje narotito jako izazivlju i Heinzova tjeleSca. No — za razliku od
spravih« Heinzovih tjeleSaca — corpora marginalia mogu mnogo

Gesée nastati i bez djelovanja nekog egzogenog otrova (kod sidero-
pbniénih, pernicioznih i malariénih anemija) (7). Osim toga veé i
duzim (24—48 h) stajanjem krvi izvan tijela mogu da se pojave
corpora marginalia kod stalne temperature od 37°C (6), (7). Corpora
marginalia se, navodno, mogu razlikovati i upotrebom fazne optike:
u faznoj slici Heinzova tjeleSca su tamne, a corpora marginalia vrlo
svijetle tvorbe (17). Medutim je neosporno, da se prema raznim .
metodama bojadisanja corpora marginalia vladaju sasvim jednako
kao i Heinzova tjelesca. Stavige, ona se vide to¢no na onim mjestima
u eritrocitu, gdje se pojavljuju i Heinzova tjeleSca. Prema tome,
dakle, nema dovoljno dokaza, koji bi iSli u. prilog tvrdnji, da su
corpora marginalia posebne tvorbe.

s

4. HEINZOVA TJELESCA IN VITRO

Zanimljivo je, da mnogi otrovi mogu i in vitro izazvati pojavu
Heinzovih tjeleSaca. (Lewin (43) je &ak prije Heinzova opisa opazio
stvaranje zrnaca u eritrocitima tretiranim hidroksilaminom in vitro).
Ta neobina &injenica, koja ée bez sumnje otvoriti nove putove toksi-
kologkom istrazivanju sumnjivih supstancija, osigurala je veé sama
po sebi Heinzovim tjeleScima posebno mjesto medu svim drugim
poznatim eritrocitarnim tvorbama. Uz to ée pristupacnost takvog
eksperimentiranja mnogo. olakSati i moguénost njihova morfologkog
proucavanja. Heinzova tjeleSca nastala in vitro nemaju, naime, onaj
pravilan i gotovo jednolian izgled, koji se vidi kod izraZenih Kkli-
ni¢kih otrovanja, kod pokusa in vivo i, narotito, fizioloSki kod ma-
gaka. Njihov broj, veli¢ina i lokalizacija osjetljivo ovise gotovo o
svim eksperimentalnim uvjetima (kemijska struktura otrova, koncen-
tracija, pH otopine, vrijeme djelovanja, temperatura, prisutnost
zraka, prisutnost krvne plazme i t. d.). Mijenjanjem samo jednoga
od tih uvjeta mozemo u istoj krvi bitno promijeniti i morfoloski
izgled tvorba. Povecavanjem koncentracije fenilhidrazina dobiju se
na pr. sve sitnije i mnogobrojnije tvorbe (sl 2). Za hidroksilamin,
koji je, kao i fenilhidrazin, naro€ito aktivan u izazivanju Heinzovih
tjeleSaca, mi smo nasli, da ni u mnogo ja¢im koncentracijama ne
izazivlje tako sitne tvorbe, 3taviSe duljim djelovanjem otrova one
postaju jo§ krupnije (sl. 3). Amilin ni u jakim Kkoncentracijama ne
izazivlje Heinzovih tjeleSaca in vitro, ma da je inate vrlo aktivan
duljim djelovanjem in vivo. Fenilendiamin i kod manjih ‘koncen-
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tracija stvara tvorbe slitne djelovanju hidroksilamina (sl. 4). Neke
supstancije, kao na pr. sulfapiridin, iznad izvjesnog graniénog titra
ni u pojatanoj koncentraciji ne stvaraju u povecanoj mjeri Heinz-
ovih tjeleSaca (6).

Kod temperature od 07 C Heinzova se tjeleSca in vitro uopée
ne stvaraju ni djelovanjem fenilhidrazina (44), ¢ak ni nakon 8 dana
(6). Utjecaj koncentracije vodikovih iona u miljeu takoder je od
odluéne vaznosti: djelovanjem fenilhidrazina kod pH 6,6 manjak
Heinzovih tjeleSaca je potpun i konstantan, dok su kod pH 7,0 ofla
prisutna gotovo u svim eritrocitima; StaviSe, pomicanje prema alka-
litnoj strani i dalje pogoduje stvaranju tjeleSaca: »... kad su svi
ostali eksperimentalni uvjeti potpuno identi¢ni, kod pH 8,0 ili 9,0
ima viSe Heinzovih tjele3aca nego kod pH 7,0« (44).

Ocito je, dakle, da je raznolikost tih promjena in vitro u di-
rektnom omjeru sa spomenutim eksperimentalnim uvjetima. No
sigurno je, da kod stvaranja tih fenomena in vivo osim .ovih mome-
nata ima odlu¢nu ulogu i prisutnost svih onih nepoznatih bioloskih
faktora, kojih se sudjelovanje u tako maloj koli¢ini eksponirane krvi
ne moze po volji udesiti kod pokusa in vitro. Vjerojatno je zbog
toga u Zivom organizmu ograniten i stupanj morfoloskih varijacija.
Najbolji dokaz za to su Schmauchova »endogena Heinzova tjeleicac,
koja imaju- neprekidnu tendenciju da zadrZe tipi¢ni izgled tvorbe.
U tijelu mora, dakle, biti stavljena u pogon neka vitalna [stani¢na ?,
(36)] funkcija, moZda neka »kemijska obrana tijela«, koja sprecava
brzi razvoj Heinzovih tjeleSaca. s

To¢ni mehanizam stvaranja Heinzovih tjeleSaca nije, dakako,
do danas poznat. MoZe se, medutim, pratiti njihovo nastojanje i
»rast« bar pod eksperimentalno udefenim prilikama. Bratley i su-
radnici (45) su promatrali taj proces u »viseéoj kapi« te ga opisuju
ovako: :

»Najprije nastaje lagana hazubljenost eritrocita, dok otrov ne
ude u stanicu, no veé nakon jedne minute, kad je postignuta osmot-
ska ravnoteZa; vraca se normalna, okrugla kontura stanice. Zatim se
u eritrocitu pojavljuje neprozirna sjena, koja zauzima gotovo &etvr-
tinu njegove povrsinske plohe, nepravilna je oblika i nejasna obrisa.
To tjeleSce poput sjene postaje zatim oStrije ogranideno i manje,
poveéava mu se prozirnost i lom svijetla pa izgleda gotovo kao va-
kuola. »Vakuole« se kreéu slobodno u samoj stanici, ali nikada ne
prelaze grani¢nu membranu. Ponekad se vise takvih »vakuola« sli-
jevaju, a to prati slabljenje boje eritrocita. Stanica postaje sve vise
bezbojna i prozirna »poput sablasti« (»ghost cells« = krvne sjene ili
Blutschatten njemackih autora), sastoji se jo§ samo iz membrane,
unutar koje se nalazi »unutra$nje tjeleSce« i inace potpuno nevid-
ljivo stani¢no tijelo. Konatno se membrana »sablasne« stanice pot-
puno razilazi oslobadajuéi tako Heinzovo tjeledce.«

Kada su Heinzova tjelefca vrlo mala, ona pokazuju izrazito
Brownovo gibanje u eritrocitu (25), (57).
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Slika 1. Schmauchova tjeledca, prototip Heinzovih tjeleSaca

Slika 2. Vrlo sitna Heinzova tjeleica. Djelovanje fenilhidrazina







Slika 3. Krupna Heinzova tjeleSca nastala djelovanjem hidroksilamina

Slika 4. Heinzova tjeleSca izazvana djelovanjem p-fenilendiamina







Mi smo pokuSali ponoviti pokuse Bratleya i suradnika upo-
trebljujuéi mjesto fenilhidrazina hidroksilamin kao toksi¢ni agens,
a mjesto pseée uzeli smo ljudsku krv razrijedenu 1 :100 u fiziologkoj
otopini. Uzimajuéi u pravilnim vremenskim razmacima uzorke oto-
pine i promatrajuéi ih u vise¢oj kapi, mi smo makon 45 minuta vi-
djeli, kako se tvorbe zaista stvaraju u eritrocitima na naprijed opi-
sani nain, ali na naSe veliko iznenadenje, izlaze kroz intaktnu
povrSinu stanice i smjesta netragom iSCezavaju, ¢im nestaje spoja
sa stanicom. Ubrzo zatim nestaje i stanica ili belje, sjena stanice.
No ve¢ nakon nekoliko minuta nijesmo mogli vidjeti istu sliku:
tvorbe su se dodusSe i dalje stvarale, ali viSe nijesu izlazile iz stanice.
One su bile mnogo manjeg opsega od onih, koje su izlazile, dok su
na koncu u novim eritrocitima bile sasvim sitne, tako da su se na-
pokon u kapi mogle razlikovati tri vrste stanica: krvne sjene, eritro-
citi s pojedinatnim veéim tvorbama (= HT) i eritrociti posuti sitnim
granulacijama, koje osobito na rubu jako lome svijetlo (= corpora
marginalia ?). Kod tog smo promatranja opazili i to, da se tvorba ne
kre¢e unutar eritrocita, veé¢ da se eritrocit, noSen strujom viseée
kapi, uvijek okrece oko tvorbe, kao da je ona teZa od njega, kao da
ga priteZe na jednu stranu. :

NaSa su iskustva zasada, dakako, premalena, da bismo mogli
dati konac¢ni sud o ovim zaista zanimljivim pojavama u viseéoj kapi.
Sigurno se i ovo zbivanje ravna po vrlo kompliciranim fizikalno-
kemijskim zakonima, koje je nama zasada nemoguée preciznije usta-
noviti ili slijediti, to viSe, §to se vjerojatno uvjeti sami od sebe u
raznim fazama pokusa mijenjaju.

Da li se zbivanja u visecoj kapi dogadaju i in vivo na jednaki
nacin, teSko je, dakako, kazati. »Oslobadanjem« Heinzovih tjeleSaca
iz. propalih stanica nastat ée mno&tvo ekstracelularnih tvorbi, »koje
slobodno plivaju u plazmi«, a koje bi se — prema tome — redovno
morale na¢i i u razmazima. Medutim, upravo je ta ekstracelu’arna
pojava Heinzovih tjeleSaca jo§ uvijek sporna. Dok se u klasi¢nim
opisima Heinzovih tjeleSaca neprestano tvrdi, da se ona 'mogu naéi
i ekstracelularno, da izlaze iz eritrocita ili, $taviSe, da ih eritrocit
sam aktivno izbacuje, dotle Moeschlin (6) uporno brani svoje glediste,
po kojemu je ekstracelularni nalaz iskljuéivo arteficijelnog uzroka:
kod pravljenja razmaza mehani¢ki se istisne tvorba iz oStecene sta-
nice. Na temelju promatranja nativnog preparata u viseéoj kapi
zakljuéuje, da unato¢ konstantnoj perifernoj lokalizaciii pa i izbo-
¢enju same stanice na tom mjestu, nijednom nije vidio, da bi se
stvorena tvorba na bilo koji nacin odijelila od »mati¢ne« stanice,
¢ak ni nakon 24 sata. Gross i suradnici (34) takoder nisu vidjeli kod
promatranja eksperimentalno izazvanih mac¢ith Heinzovih tjeleSaca,
da bi tvorbe u visecoj kapi, zagrijanoj na 37° izlazile iz pogodenih
eritrocita.

Medutim, unato¢ protivnim tvrdnjama, Braunsteiner i suradnici
su takoder opazili (46), (47), (48), da je moguée izlaZenje Heinzovih
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tjeleSaca kroz neoStetenu membranu: Ispitujuéi odnos staniéne mem-
brane i Heinzovih tjeleSaca u elektronskom mikroskopu, na narocito
priredenim krvnim razmazima miSeva otrovanih sulfanilamidom, oni
su ustanovili, da su tjeleSca zapravo promijenjena stroma eritrocita
i da ona, ma da viskoznija, zaista prolaze kroz intaktnu membranu
upravo kao i sam hemocglobin. I Cruz (25) tvrdi, da Heinzova tjeleSca
mogu napustiti stanicu. Uostalom, izlaZenje Heinzovih tvorbi iz
eritrocita opaZeno je ve¢ mnogo puta i kod klini¢kih otrovanja, ¢ak
i u najnovijoj literaturi (37).

5, HEINZOVA TJELESCA IN VIVO

Tvrdi se, da postéje konstantne individualne razlike ne samo
kod klinickih otrovanja (49), ve¢ i kod pokusa s ljudskom krvi in
vitro (6). Nesumnjivo je pak utvrdeno, da kod pokusa in vivo postoje
izrazite razlike prema speciesu pokusne zZivotinje. Opéenito je na pr.
opazeno, da je kod kuniéa mnogo teZe izazvati Heinzova tjeleSca
nego kod macke, Tako eritroltetranitrat u subletalnoj dozi ne izazi-
vlje kod kuni¢a ni kod majmuna Heinzova tjeleSca uopce, dok i
mnogo manja doza . uzrokuje jak porast Heinzovih tjeleSaca kod
macke (37). I morfologke varijacije mogu biti ovisne o speciesu (29).
Tako je na pr. objavljeno (34), da male koli¢ine nitroglikola izaziviju
multiple tvorbe kod psa i kuni¢a, a solitarne kod macke. Dalje, kod
istih se macaka, pod potpuno jednakim eksperimentalnim uvjetima
mogu istodobno izazvati i fine punktacije i velike solitarne tvorbe,
koje »prije nestaju iz cirkulacije« (50). Konac¢no, i brzina stvaranja
Heinzovih tjeleSaca takoder ovisi o speciesu. Isti otrov kod miSeva
treba 4 dana da izazove Heinzova tjeleSca, a kod macaka tek 20
minuta (6), (50). Jasno je, da kod tih eksperimenata na mac¢kama ne
smijemo zaboraviti na prisustvo Schmauchovih tjeleSaca, i mozZemo
- smatrati za pouzdane samo one zakljucke, koji se temelje na kompa-
rativnim ispitivanjima maéje krvi neposredno prije i poslije ekspe-
rimenta. ’

Dalja sudbina oslobodenih Heinzovih tjeleSaca in vivo takoder
nije toéno poznata. Zbog njihove otpornosti ona svakako prezivljuju
svoj eritrocit i krvnom strujom noSena vjerojatno dospijevaju u
retikulo-endotelijalni sistem, gdje budu fagocitirana (34). Da kod
toga neosporno vaznu ulogu ima slezena, pokazali su ve¢ 1913. Hess
i Miiller (51) nagavsi brojna Heinzova tjeleSca u makrofazima slezene
kod Stakora otrovanih pirodinom. Vena lienalis u tim sluéajevima
nije sadrZzavala ovih tvorbi. Zanimljivo je i jedno slu¢ajno Schillin-
govo opazanje (36) otrovanja acetanilidom. Tu su tek nakon splen-
ektomije, izvrSene zbog sumnje na hemoliti¢ki ikterus, nadena brojna
Heinzova tjeleSca u eritrocitima. Pa ve¢ je i Riess (52), koji je prvi
opazio klini¢ku pojavu tih tvorbi, kod obdukcije svoga drugog fatal-
nog slucaja otrovanja kalijevim Kkloratom (1908) kod patoloSko-

322



L

anatomskog pregleda slezene naSao u njoj brojna slobodna tjelesca.
I mnogi pokusi na Zivotinjama su pokazali poveéanje slezene kod
eksperimentalnog izazivanja Heinzovih tjeleSaca. Stavise, kod zdravih,
t. j. neotrovanih, splenektomiranih miSeva mogu se spontano jawviti
Heinzova tjeleSca (36), (53). Napokon je Schilling, a iza njega i
mnogi drugi, pokazao, da splenektomirane zivotinje mnogo brZe i
mnogo viSe stvaraju Heinzova tjeleSca nego nesplenektomirane. To
je potvrdeno u najnovije vrijeme (1951) i pokusima na majmunima
(24), za koje smo ve¢ spomenuli, da pokazuju izvjesnu otpornost,
prema izazivanju Heinzovih tjeleSaca. Tako je doslo do misljenja,
da normalna slezena »&isteéi« krv od senilnih i oSteéenih eritrocita
sfiltrira« i one, koji sadrzavaju Heinzova tjeleSca. Pa i fiziologka
pojava endogenih Heinzovih tjeleSaca kod madaka nastoji se pro-
tumaditi time, $to kod starih zivotinja prevladavaju toboZe kata-
boli¢ki procesi, a funkcija slezene postaje insuficijentna (54).

Prema podacima, koji potjetu od raznih autora (14), (15), (24),
(25), (33), (41), otito je, da je brzina nestajanja Heinzovih tjele3aca
iz cirkulacije ovisna ne samo o koncentraciji-i kemijskoj naravi
otrova, ve¢ i o speciesu Zivotinje. Heinzova tjeleSca mogu zaostati
u krvi otrovane Zvotinje i nakon nestanka svih ostalih simptoma
otrovanja (29). : :

Pojedini autori tvrde, da se i kod €ovjeka moze vidjeti pojava
Heinzovih tjeleSaca zbog nekog »endogenog« uzroka: kod malarije
(36), kod kroniéne mijeloitne leukemije, kod aplazije slezene te kod
familijarnog hemolititkog ikterusa (9). Moeschlin ‘s pravom sumnja,
da se kod svih tih nalaza doista radi o Heinzovim tjeleScima, to vise
Sto.i sami autori kaZu, da se kod raznih hipofunkcija i disfunkcija
slezene, a naroéito kod familijarnog hemolititkog ikterusa mogu naéi
i brojna Jolly-Howellova tjeleSca, $to je, uostalom, i eksperimentalno
kod Zivotinja opaZeno. Mi bismo dodali, da tu treba narotito uzeti
u obzir i pojavu t. zv. siderocita, koji se upravo kod tih stanja, prema
najnovijim istrazivanjima, javljaju u naroéito velikom broju nakon
splenektomije.

Spontano nastajanje Heinzovih tjelefaca kod novorodenéadi (18),
(95) takoder se dovodi u vezu sa slabom funkcijom slezene. Krivulja
postnatalnog porasta tih tvorbi ukazuje na to, da je njihovo vladanje
sli¢no vladanju ostalih znakova poremetnji u prilagodivanju (Anpas-
sungsstorungen). Opisan je i sludaj spontanog nastajanja Heinzovih
tjeleSaca kod nedonosteta (101). :

6. DJELOVANJE »KRVNIH OTROVA«
Od najvete je vaznosti, medutim, pojava Heinzovih tjeleSaca
kod otrovanja t. zv. kronim otrovima. Kako vidimo iz tablice 2, jedan

cijeli niz takvih kemijskih spojeva §to organskih, $to anorganskih -
moze da bilo in vivo ili in vitro, ili na oba ta naéina, izazove taj
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fenomen u crvenim krvnim tjeleScima. Jedan dio tih spojeva poja-
vljuje se u industriji eksploziva u obliku sirovina, meduprodukata
i konaénih produkata (dinitroglikol, nitroglicerin, trinitrotoluol, dini-
trobenzol). Drugi dio su poznati lijekovi, koji su se nekada mnogo
upotrebljavali (antifebrin, sulfanilamid, sulfapiridin) ili se joS upo-
trebljavaju (fenilhidrazin, nitroglicerin, eritroltetranitrat). Jedan je
spoj kozmeti¢ka supstancija, koju narot¢ito rado upotrebljavaju za
bojadisanje kose, osobito pod poznatim tvorni¢kim iménom »Imedia«
(p-fenilendiamin). Treba spomenuti i anilin, koji je izlazna supstan-
cija u produkciji poznatih anilinskih boja. Tu vidimo i naftalin,
omiljelo kuéno sredstvo protiv moljaca. Historijsko mjesto pripada
kalijevu kloratu i fenilhidrazinu. Kod otrovanja prvim opaZena su
prvi put Heinzova tjeleSca; a s drugim su prvi put eksperimentalno
izazvane i tono opisane te tvorbe. Na ovoj tablici, medutim, nabro-
jene su samo prakti¢ki najvaZnije supstancije. Ipak, medu svim ovim
otrovima vidimo i jednu fiziolo§ku supstanciju, vitamin C. koja
takoder moZe — dakako samo in vitro — izazvati He'nzova tje’esSca
(56). Od ¢isto teoretske vaznosti je izazivanje Heinzovih tjeleSaca
kobaltom (33) i stibinom (SbH,) (57).

i TABLICA 2 _
Supstancije koje izazivaju stvaranje Heinzovih tjeleSaca*
Kemijski spoj SR L RED - 10
toviek | zivotinja 210
Acetanilid (antifebrin) = /
Acetilfenilhidrazin (pirodin) LE + =
p-Aminobenzojeva kiselina
p-Aminofenol
Anilin i S —
Azxsenovodik : f
Askorbinska kiselina - - =
Dimetildiaminodifenilsulfon =
m-Dinitrobenzol e P
Dinitrotoluol =t
Eritroltetranitrat S o
Etilnitrit =t
Etilaminobenzoat
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Kemijski spoj L ivih In
oviek | zvotinja vitro

Fenilendiamin 7 + +
Glikol dinitrat : +
Hidroksilamin + g
Kalijev klorat \-i-- Stk
Ksilidin =
Manitol heksanitrat 2
Natrijev nitrat + A e
Natrijev nitrit eh(2) T,
Naftalin [t il B e
Ei‘trobe—nzo& + .] . B
ﬁit?oglioerin + ; £
Sufanilamid “+ + 5
Sulfapiridin A g o
Toluilendiamin + i
&;;m‘ﬂ;mbenzol : + ¢
Trinitrotoluol - | Sk of T

* Za neoznaena mijesta u pojedinim rubrikama {na tablici nedostaju
podaci. Djelomi¢no je tome uzrok nedovoljno ispitano idjelovanje kemijskog
spoja, a djelomi¢no manjak originalnih publikacija.

Najveéi dio tih spojeva predstavlja, dakle, vanu grupu nitro-
genih supstancija, koje su od velike praktiéne koristi za &ovjeka i,
prema tome, ¢ovjek neminovno dolazi s njima u opasni kontakt.
Poznavanje sudbine tih spojeva u Zivom organizmu zbog toga je
vrlo vaZno za razumijevanje mehanizama, po kojima ti spojevi
izazivlju toksitko djelovanje na Covjeka. Heinzova tjeleSca su bez
sumnje jedan od najpristupaénijih morfologkih znakova toga djelo-
vanja. No, iz v. Oettingenova pregleda svjetske literature o amino
spojevima i nitro-spojevima (97) vidimo, da se Heinzovim tjele$cima
do 1941. g. obraéala vrlo mala paznja.

Pocetak eksperimentalnog izazivanja Heinzovih tjeleSdca pripada
jo§ u proslo stoljeée. Nakon §to je 1875. E. Fischer sintetizirao fenil-
hidrazin, taj derivat anilina se narodito rado upotrebljavao u istra-.
Zivanjima o razgradnji eritrocita zbog njegova zanimljivog fiziolo-
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&kog vladanja, a osobito zbog njegova jakog destruktivnog djelovanja
na crvena krvna tjelesca. Osobitu je paznju kod toga privukla pojava
Heinzovih tjelesaca. Sam Heinz je u potetku smafrao te tvorbe
upravo patognomiénim za otrovanje fenilhidrazinom i njegovim deri-
vatima. Intoksikacije opaZene kod klini¢ke upotrebe pirodina (acetil-
fenilhidrazina) bile su dalji povod, da se taj fenilhidrazinov derivat
poteo upotrebljavati kao agens eksperimentanih hemoliti¢kih ane-
mija i izazivaté Heinzovih tjeleSaca (23), (25), (32), (46), (51), (58
i drugi). Konatno je najveta vaZnost pripala fenilhidrazinu, kada
ga je Eppinger 1918. uveo u terapiju policitemija. Medutim, nakon
nekoliko vrlo vrijednih radova zanimanje je za sama Heinzova
tjeleca, na Zzalost, ubrzo opet palo u zaborav. Zasluga je Moeschli-
nova, da je kod proutavanja toksikologije sulfamida ponovo oZivio
interes za te tvorbe. Kako je poznato,, veé su se kod lije¢enja pron-
tozilom (Prontosil album), 2 kasnije i sulfanilamidskim i sulfa-
piridskim preparatima, opazile opasne hemoliticke anemije. Kod njih
se, pored Kklini¢kih znakova intoksikacije, redovno mogao naci i
velik procenat Heinzovih tjeleSaca u krvi. Tu je ¢injenicu iskoristio
Moeschlin (50), (60) za odredivanje toksi¢nosti pojedinih preparata,
te je eksperimentima na miSevima ustanovio, da sulfanilamid izazivlje
najjate stvaranje Heinzovih tjeleSaca, sulfapiridin neSto manje, a
sulfatijazol uopée ne stvara tih tvorbi. On zakljutuje: ako jedan
preparat ni u najve¢im dozama ne izazivlje kod Zivotinja stvaranje
Heinzovih tjeleSaca, on ne ¢e ni klini¢ki izazvati hemoliti¢ke anemije.
Prema procentu Heinzovih tjeleSaca on odreduje i stupanj otrovanja.

Stupanj Procenat Hein- 5 %
otrovanja zovih tjeleSaca e PR TIS
i ) do 20 — —
1I. 20—50 Opasnost hemo- | Stalna kontrola
liticke anemije hemograma
EIT preko 50 Teska hemoli- Transfuzija
ti¢ka anemija krvi

I sa sulfamidima se mogu in vitro izazvati Heinzova tjeleSca (6),
9), (57), ali zbog velikih individualnih varijacija taj natin eksperi-
mentalnog ispitivanja nije prikladan za odredivanje toksi¢nosti.
Lambrechts i suradnici (20), (21), (22) nijesu uop¢e mogli ustanoviti
nastajanja Heinzovih tjeleSaca in vitro djelovanjem sulfamida.”
: Interesantno je spomenuti, da je usprkos brojnim navodima, da
sulfatijazoli ne izazivlju Heinzova tjeleSca, prosle godine (1950) u
Betu prikazan slu¢aj klinitke upotrebe sulfatijazola, kod koje je
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ipak doslo do stvaranja Heinzovih tjelesaca (61). Cudno je, medutim,
da autor nije uzeo u ozbilino razmatranje Cinjenicu, da je pacijent -
bio po zanimanju vlasuljar i da je, prema tome, mogao biti eksponiran
i p-fenilendiaminu.

Klini¢ka otrovanja, kod kojih je navedeno i prisustvo Heinzovih
tjeleSaca u eritrocitima, zapravo su relativno izvanredno rijetka s
* obzirom na broj opisanih otrovanja, kod kojih bi se te promjene

mogle ocekivati. Webster je iz cjelokupne literature do 1949. (33)
sabrao jedva dvadesetak takvih publikacija. Sigurno je, da se kod
mnogih klini¢kih intoksikacija jo§ ni danas ne obraéa potrebna paznja
hematoloskom dokazivanju Heinzovih tjelesaca. Dijelom je to zbog
toga, §to su te tvorbe i njihovo klini¢ko znatenje nedovoljno roznate,
a dijelom i zbog nepouzdanosti dosada$njih metoda prikazivanja.
Medutim, moramo istaknuti, da su Heinzova tjelesca dragocjen puto-
kaz u diferencijalnoj dijagnozi hemoliti¢kih stanja.

Medu otfrovanjima popraéenim prisustvom Heinzovih tjelesaca
najbrojnija su terapeutska i profesionalna. Poznata su i slu¢ajna
otrovanja kod djece ingestijom raznih boja (olovke, igracke), paste
za cipele, naftalinskih kuglica i t. d.

Kazuistika profesionalnih otrovanja ' otrovima, koji izazivlju
Heinzova tjeleSca, veé je dosta obilna te se na ovom mjestu ne éu
na njoj zadrzati. Dovoljno je, mislim, istaknuti, da je upravo pro-
fesionalni kontakt sa supstancijama, koje izazivlju stvaranjc Hein-
zovih tjeleSaca, za nas, dakako, od goleme vaZnosti, jer je obi¢no
najjaci i stoga najopasniji. Kako smo veé spomenuli, najéeséa su
otrovanja u industriji eksploziva. Za prosloga rata ie ispitivanje'
Heinzovih tjeleSaca korisno posluZilo kod periodi¢kih pregleda rad-
nika zaposlenih u industriji eksploziva (7), (62), ugrozenih raznim
nitro-spojevima, naro¢ito trinitrotoluolom (26), (27) i nitrogiikclom
(34). No gotovo sa svim supstancijama, koje su na tablici iznesene,
moZe do¢i do profesionalnog kontakta. Jasno je, dakle, da kod
nadziranja zdravlja ugroZenih radnika Heinzova tjeleSca imaju ire-
zamjenjivu vrijednost, jer su jedan od najodluénijih znakova opasne
ekspozicije.

Prema naSem misljenju Heinzova tjeleSca imaju veliko znadenje
i u cnom dijelu toksikoloskih ispitivanja, koja proudavaju metcbo-
lizam cotrova. Vet je davno poznato, da na pr. anilin izazivlje sporo,
ali jako stvaranje Heinzovih tjeleSaca in vivo, no nikada in vitro.
Medutim, jedan od njegovih glavnih metabolita, paraaminofenol,
izazivlje Heinzova tjeleSca i in vitro i in vivo. Prema tome bi se
moglo, dakle, zakljuciti, da je u metabolizmu anilina p-aminofenol
onaj, koji je — bar Sto se ti¢e toksitkog djelovanja na eritrocitima —
odgovoran za otrovnost anilina. Ono $to vrijedi za anilin, vjerojatno
¢e vrijediti i za mnoge druge supstancije, kojih je metabholizam u
tijelu ostao potpuno neistraZzen i nepoznat.
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7. MIKROKEMIZAM I CITOKEMIJSKA LOKALIZACIJA
HEINZOVIH TVORBI

Cim je postalo jasno, da se Heinzova tjeleSca mogu eksperimen-
talno izazvati relativno jednostavnim kemijskim zahvatima, veliko
je zanimanje pobudilo pitanje njihova mikrokemizma, to viSe, Sto
se &nilo vrio vjerojatno, da se radi o promjeni fizioloSki toliko vaZzne
supstancije — hemoglobina. :

Cinjenica, da je prisustvo Heinzovih tjeleSaca uvijek popra¢eno
opadanjem hemoglobina, da ga pojedini pogodeni eritrociti postepeno
gube, »tako da konaéno zaostaju jo§ samo Ponfickove sjene« (62), do-
vela je Ehrlicha do zakljucka, da Heinzova tjeleSca sadrzavaju hemo-
globin te ih je zato i nazvao »hdmoglobindmisthe Innenkorper«. Me-
dutim, kada je ustanovljeno, da Heinzova tjeleSca ne hemoliziraju (32),
(63), (64), tek tada je bilo omogucéeno njihovo.izoliranje, a time i to¢nije
analiticko ispitivanje. Tako je veé 1912. uspjelo dokazati (32), (63),
da Heinzova tjeleSca sadrzavaju neku bjelancevinu kao glavnu sasta-
vinu, zatim jedan difosfatid, neznatnu koli¢inu kolesterina i u tra-
govima jedan derivat hemoglobina, koji posjeduje dvovaljano Zeljezo.
Kasnije je nadeno da su »Cista«x Heinzova tjeleSca smede boje i
da su vrlo otporna: otapaju se samo u koncentriranoj solnoj kiselini,
a tek ne$to malo i u du$i¢noj; pepsin sa solnom Kkiselinom ih pro-
bavlja, ali tripsin ne (34). Izoelektri¢na to¢ka za Heinzova tjeleSca
postavljena je kod pH 5,4 (66). Utvrdeno je dalje, da Heinzova
tjeleSca imaju svojstva. jedne amfoterne bjelancevine (67). Kasnije
su ti nalazi s viSe strana potvrdeni, tako da je danas proteinska
narav tih tvorbi nesumnjiva, pa je gotovo sigurno, da su Heinzova
tjeleSca dijelovi oSteéene stanitne bjelantevine. No jo$ uvijek nije
rijeSeno porijeklo te bjelancevine. Da ona nije kariogena, bilo je
veé o¢ito po tome, $to Heinzova tjeleSca i jezgra normoblasta imaju
razli¢ite karakteristike bojadisanja. To je u najnovije vrijeme (1950)
dokazano i fermentno-kemijskim putem: ni dezoksiribonukleaza
(ferment, koji razgraduje dezoksiribonukleoprotein, iz kojeg su gra-
deni membrana i kromatin jezgre), ni ribonukleaza (ferment, koji
razgraduje ribonukleoprotein, iz kojeg je graden nukleolus) ne raz-
graduju Heinzova tjeleSca (18).

Schilling (36) nalazi Heinzovim tjeleScima posebno mjesto u
svojoj anatomskoj shemi idealne grade eritrocita te smatra, da su
tvorbe svrsishodna promjena jednog prethodno modificiranog peri-
fernog dijela eritrocita, »jedne vaZne stani¢ne organele, koja se
nalazi u arhoplazmi stanice«, a koju je on, prema njenom obliku,
nazvao »kapsularnim tjeleScem«. Kod nekih je otrovanja to tjeleSce
prozeto »jednom naroCitom vrsti hemoglobina, koja je otpornijag,
jate lomi svijetlo i time postaje pristupacnija tehni¢kom prikazi-
vanju. I Giinther (68) u Hirschfeld-Hittmairovoj Hematologiji, u
poglavlju o unutarnjoj strukturi eritrocita, prilaze¢i nesigurno tom
problemu, smatra »unutarnja tjeleSca« znakom abnormalne endo-
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globularne raspodjele hemoglobina: unutarnja struktura moZe biti
poremectena tako, da se u eritrocitu odjeljuje jedna vanjska zona od
Jjedne unutarnje. Tvorbe nastale takvim odjeljivanjem hemoglobina
mogu izazvati i razni »krvni otrovi«, a »samo su djelomi¢no iden-
ticne s Heinzovim tjele$cima«. Gutstein i Wallbach (16) razlikuju
»Innenkdrper« i »Innenkérperchen« te drZe, da su sInnenkérper-
chen«« zapravo Schillingova »staklasta tijela« (Glasskorper), a
ujedno i preformirana Heinzova tjelesca. Konatno u novije vrijeme
i Gajdos i Tiprez (56) misle, da se Heinzova tjeleSca stvaraju na
narotitoj frakciji hemoglobina, i to na onoj, koja je najosjetljivija,
na t. zv. »inaktivnom hemoglobinu« Polonovskog i Santenoise-a.

Cinilo bi se, dakle, da je zaista pogodeno jedno preformirano
mjesto .u eritrocitu [»teorija preegzistencije« (33)], koje je i pod
drugim okolnostima sklono degenerativnim promjenama. No jos
uvijek ostaje nerijeSeno pitanje, koje je to mijesto, t. j. da li pato-
loSka promjena pogada strukturni protein, stromatin il protein
krvne boje, globin. Buduéi da se Heinzova tjeleSca, kao i lipoidi, tope
u alkoholu, Jasinski (65 )pretpostavlia, da su ona toksi¢no-degenera-
- tivna promjena jednog lipo-proteinskog kompleksa.

Heubner (69) je na temelju Jungovih istrazivanja elektronskim
mikroskopom dosao do zakljuc¢ka, da su He‘fhzova tjeleSca izraz oste-
¢enja staniéne membrane, Braunsteiner i suradnici (48) tvrde takoder
na temelju proucavanja Heinzovih tjeleSaca u elektronskom mikro-
skopu (1950), da Heinzova tjeleSca nijesu dijelovi oSteéene staniéne
membrane veé strome eritrocita. Njihova tvrdnja, medutim, nije
dosta uvjerljiva, jer je donesena na temelju eksperimenata vrienih
s jednom jedinom kemijskom supstancijom (Irgafen — su:fanilamid)
i jednom jedinom Zvotinjskom vrstom (miSevi). Jung (18), (29) je,
naprotiv, sistematski ispitivao razne supstancije, razne koncentracije
i razne Zivotinjske vrste, pa je na osnovu takvih ispitivanja dosac
do zakljutka, da Heinzova tjeleica nijesu jedinstvene tvorbe. Stoga
ih on ni ne naziva Heinzovim tjeleScima, veé samo »toksitkim pro-
mjenama eritrocita« tvrde¢i, da njihov oblik i lokalizacija ovise
iskljutivo o naéinu trovanja i o vrsti pokusne Zvotinje. Jung dijeli
te tvorbe u tri grupe: u prvoj su grupi tieleica, koija se vide kod
otrovanja aromatskim nitrospojevima i ester'ma dugi¢ne kiseline.
U toj su grupi membrane oboljelih stanica normalne, osmotska je
rezistencija nepromijenjena. U drugu grupu pripadaju tvorbe, koje
- nastaju djelovanjem fenilhidrazina, arsenovodika i kalijeva klorata.
Njihova je glavna karakteristika, $to sadrzavaju i veée kolidine krvne
boje, pojavijuju se gotovo uvijek u grupama i ne dostizu veli&nu
tvorbi iz prve grupe. Ovdie osmotska rezistenciia opada, stanice
bubre i spontano hemoliziraju. Obaranje hemoglobina popraéeno je
i alteracijama membrane. U tre¢oj grupi, djelovanjem fenilendia~
mina, ne nastaju nikakva posebna tjeleSca; eritrocit najprije dobije
vrlo fina zrnea, a zatim vrlo brzo hemolizira. Elektronskim se mikro-
skopom tu moZe dokazati potpuno uniStenje membrane. Jung na
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koncu zakljutuje, da razlike u djelovanje pojedinih otrova nastaju
tako, da je jednom pogoden viSe hemoglobin, a drugi put viSe bje-
lanéevina strome., U jednom se i u drugom slucaju zbog djelovanja
nokse bjelantevina obara, denaturira. Ponder (70) drZi, da su Hein-
zova tjeleSca u »intaktnoj« (misli, valjda, joS nehemoliziranoj?) sta-
nici denaturirani globin, koji on naziva globan. Ta se miSljenja pot-
puno slazu s nalazima, do kojih su dosli Warburg i suradnici (99)
proutavajuéi kemizam, a ne morfoloske promjene eritrotita kod
zivotinja trovanih fenilhidrazinom. Ne spominjuci uopce Heinzova
tjele3ca, oni su nasli, da eritrociti otrovanih Zivotinja sadrzavaju neku
mnetopljivu supstanciju, koja je po svojim fizikalnim svojstvima i
analitickom sastavu identitna s denaturiranim globinom. Koli¢ina
te supstancije u direktnom je kvantitativnom omjeru s koli¢inom
razorenog hemoglobina.

Jungovim se zapaZanjima mogu opravdati ne samo razni za-
kljutci i opretni rezultati u literaturi, nego i onaj polimorfizam
tvorbi, kojeg smo i mi nasli kod pokusa in vitro. Osim toga postaje
vjerojatnom Ehrlichova pretpostavka, koju je on postavio jo§ proslog
stoljeéa, da su, naime, Heinzova tjeleSca »samo izvjesni stadiji pro- -
.padanja eritrocita«. Konatno, Jung je prvi pokusao odredivati speci-~
fitnost morfologkih reakcija na djelovanje pojedinih otrova. Njegova
zaparanja su prema tome temelj daljih morfoloSkih istraZivanja
Heinzovih tjeleSaca u eksperimentalnoj .toksikologiji.

\

8. BIOLOSKO ZNACENJE HEINZOVIH TJELESACA

Najveéi interes pa ¢ak i nau¢ne polemike izazvalo je pitanje
kemijskih promjena hemoglobina u vezi s nastajanjem Heinzovih
tjelefaca. Upadna &injenica, da gotovo svi otrovi, koji izazivaju stva-
ranje Heinzovih tjeleSaca, mogu izazvati i stvaranje methemoglobina,
dovela je do brzog i prenagljenog zakljutka, da postoji kauzalna
veza izmedu methemoglobina i Heinzovih tjeleSaca. Ve¢ je Ehrlich
na temelju toga pretpostavio, da je »otpornija formac hemoglobina
mo%da methemoglobin, a Schilling se poZurio da zbog toga Heinzova
tjeleSca i nazove »methdmoglobindmische Innenkérper«, pa je ¢ak
u jednom sludaju i naSao, da Heinzova tjeleSca sadrzavaju — me-
themoglobin. Stavide, on je o toj vezi toliko uvjeren, da smatra, da
je nalaz Heinzovih tjeleSaca Kklinitki ekvivalentan dokazu methe-
moglobina.

Kako smo veé vidjeli, stvaranje Heinzovih tjeleSaca je ovisno o
speciesu, narodito s obzirom na broj i izgled tvorbi. Stvaranje met-
hemoglobina takoder ovisi o speciesu: dok su kuni¢i, kao i sva herbi-
vora, naroc¢ito otporni prema stvaranju methemoglobina, dotle su
matke izvanredno osjetljive (71), (72), (73). Lester (74) je poredao
Zivotinje prema toj osjetljivosti ovim redom: macka, covjek, pas,
Stakor, dok kuni¢ i majmun prakti¢ki uglavnom uopée i ne stvaraju
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‘methemoglobin. Te razlike u speciesu narodito su lijepo jednim po-
. kusom pokazali Jung i Gelinsky (75) Oni su intravenozno ustreali
mackama, Stakorima i kuniéima vlastite eritrocite, kojih su henio-
globin prethodnim postupkom pretvorili u methemoglobin. Nasli su,
da je redukcija methemoglobina nastala vrlo brzo kod kuniéa, a vrlo
-sporo kod macaka, dok je vrijeme redukcije kod §takora bilo to¢no
u sredini. Nema, na Zalost, bar koliko je nama poznato, ni jedne
radnje o uporednim nalazima Heinzovih tjelefaca i methemoglobina
kod spomenutih Zivotinjskih vrsta. Ipak se, prema sakupljenim po~
dacima iz literature, ¢ini, da stvaranje Heinzovih tjeleSaca ide totno
istim redom kao i osjetljivost prema stvaranju methemoglobina na
spomenutoj Lesterovoj ljestvici (76), (98). Stavise, upravo je kod
macke, za koju znamo da i»fizioloski« posjeduje Heinzova tjeleSca,
nadeno (77), da i »normalno« ima »neoéekivano visok« procenat met-
hemoglobina (srednja vrijednost 19 ispitanih Zivotinja iznosi 1 g na
100 ccm svjeze krvi ili 8,6% od cjelokupne kolitine hemoglobina).
Prema tim iskustvima na zivotinjama &mnilo bi se, dakle, otito, da su
methemoglobin i Heinzova tjeleSca u direktnoj medusobnoj ovi-
snosti.

Tu je tezu u klinitkoj toksikologiji narodito uporno branio
Moeschlin. U pocetku sulfamidske ere opazilo se, da razni su!fanila-
midski i sulfapiridinski preparati imaju i toksi¢ke efekte klinitki iz-
raZene jakom cijanozom, a hematoloski- hemolititkom anemijom uz
prisustvo Heinzovih tjeleSaca. Buduéi da je kod takvih otrovanja
spektroskopski uvijek utvrden i methemoglobin, smatralo se, da su
Heinzova tjeleSca neposredna posljedica stvaranja methemoglobina,
StayviSe, da su ona morfoloski znak methemoglobinemije. Takva su
se klinitka stanja pocela nazivati »anemijama zbog stvaranja methe-
moglobina« [»Innenkérperandmie durch Methidmoglobinbildung« (59)],
pa su se takvom Klasifikacijom poceli sluziti i autori hematologkih
udzbenika (78).

Protiv takvog naziranja oftro je ustao Heubner (5), (79), koji
je na Celu sa svojom $kolom.najzasluzniji za prou¢avanje mehanizma
nastajanja methemoglobina. On dopusta da Heinzova tjelefca i met-
hemoglobin mogu biti istovremeno prisutni, ali tvrdi, da medu nji-
ma nema nikakve kauzalne veze. Svoje stajaliste Heubner opravdava:

1. Cinjenicom, da su Heinzova tjeleica ireverzibilna promjena,
dok je stvaranje methemoglobina, kako je poznato, reverzibilan

' proces.

2. Ima otrova, koji vrlo jako stvaraju methemoglobin, ali ne
izazivaju Heinzova tjeleSca.

3. Kod kunica se ipak, iako tefko, mogu izazvati Heinzova tje-
leSca, a da kod toga ne nastaje pigment s apsorpcijskim crtama u
spektru, karakteristiécnim za methemoglobin, kako je to veé¢ i Heinz
opazio.
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Heubner se narodito obara na izraz »toksi¢ke hemoliti¢ke ane-
mije zbog stvaranja methemoglobna«. Kao dokaz neispravnosti tog
izraza navodi radove svojih ucenika, koji su pokazali, da natrijev
nitrit ni u najjaéim dozama ne izaziva anemije, iako velik dio hemo-
globina pretvara u methemoglobin. V. Issekutz (80) je pokazao, da
i kod najjateg stvaranja methemoglobina cjelokupna koli¢ina krvne
boje u vrijeme trovanja i nakon njega ostaje ista. Proucavajuéi to-
ksikologiju ksilidina u eksperimentima na Zivotinjama v. Oettingen
.(98) nije na$ao nikakav pravilan odnos izmedu stupnja methemoglo-
binemije i procenta Heinzovih tjeleSaca. Odnos methemoglobina i
Heinzovih tjele$aca kod klini¢kih otrovanja anilinom pratili su Ja-
sinski (65) i 1951. talijanski autori Ghiringhelli i Molina (81). Oni su
opazili, da broj Heinzovih tjeleSaca u krvi otrovanih ljudi raste una-
to¢ stalnom opadanju i kona¢nom nestanku methemoglobina. Poku-
sima na psima provjerili su ta klinicka iskustva i dosli do istog
zakljucka.

Medutim, dakako, ostaje ipak neosporna €injenica, da kod tro-
vanja popraéenih Heinzovim tjeleScima nastaju hemoliticke anemije,
kojih je stupanj u direktnom omjeru s procentom pogodenih eri-
trocita. Heubner to tumaci ovako (5): :

»Osim relativno neznatnih promjena (t. j. stvaranja methemo-
globina), kemijska struktura molekule hemoglobina moze biti po—
godena i jednim dubljim zahvatom, koji ide istim onim putem,
kojim se kreée i normalna, fizioloska razgradnja krvne boje. Kod
toga se, umjesto Cetiri pirolske jezgre i Cetiri mosta s atomom
ugljika, stvara opruZeni lanac (danas se moZe dodati; ».., ili. otvo-
reni prsten« [nasa opaska]) i dalje sa cetiri pirolove jezgre, ali sada
samo sa tri mosta. Nekim je, dakle, oksidativnim procesom izbijen
jedan ugljikov atom. Izbijanje jednog ugljikovog atoma je ipak sa-
svim negto drugo nego oksidacija dvovaljanog Zeljeza na trovaliano:
ugljikov se atom, naime, ne da samo tako lako ubaciti natrag u
jednu tako kompliciranu molekulu, ak ni u kemicarskoj epruveti,
a kamo li u Zivom organizmu.«

Ta je promjena, dakle, ireverzibilna i neizbjeZivo dovodi do
konatnog propadanja molekule hemoglobina. Nastali se produkt,
prema tome, bitno razlikuje i sasvim se drugadije vlada nego met-
hemoglobin, jer neminovno podlijeze daljoj razgradnii, dok se met- .
hemoglobin normalnom funkcijom organizma neprestano reducira i
potpuno regenerira u oksihemoglobin. :

Cisti produkti, nastali oksidativnim cijepanjem porfirinskog
' prstena, nazivaju se wverdohromogenima [»verdo« zato, Sto su to
supstancije zelene boje, a »hromogeni« — iz opreza, da se poblize
ne oznadi nejasna narav partnera prostetine grupe (69)] ili verdo-
globinima (ako je partner ostao nepromijenjena bjelantevina). Ima
viSe takvih verdohromogena, koji raznim postupcima mogu nastati
in vitro. Jedan je od njih poznat i klini¢arima, jer nastaje i in vivo,
a nazivaju ga sulfhemoglobin; on je to ime po tome dobio, Sto se
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moZe in vitro izazvati djelovanjem sumporovodika., Da li je novo-
nastali pigment spoj hemoglobina i sumpora, danas je joS sporno
pitanje. Kemitari ga zovu »Verdoglobin S« (82), jer je u meduvre-
Jmenu postalo jasno, da je bar u tom spoju bjelanéevinski dio krvne
boje ostao potpuno nepromijenjen.

Doista, istrazivanja sa spektralnim fotometrom ubrzo su poka-
zala, da se i nakon uklanjanja methemoglobina u krvi otrovanih %i-
votinja u prisustvu Heinzovih tjeleSaca jog uvijek mogu naéi u
crvenom dijelu spektra apsorpcijske crte specifi¢ne za prisustvo
zelenih pigmenata — verdoglobina. Uzmemo 1l u obzir, da se
apsorpcijske crte methemoglobina i verdoglobina nalaze vrlo blizu
jedna drugoj (za methemoglobin kod 630 milimikrona, a za verdo-
globin kod 615—628 milimikrona), onda nam postaje sasvim jasno,
zaSto je obitnim spektroskopskim ispitivanjem prisustvo zelenih
supstancija moglo ostati nﬁzapaieno. No ono, sto je, dakle, izbjeglo
oku, nije moglo izbjeéi osjetljivijem fotometru, Kod djelovanja nekih
»krvnih otrova« fotometrijska su ispitivanja redovno pokazala pri-
sustvo verdoglobina. U eksperimentalnoj se toksikologiji i opet po-
kazao kao najaktivniji stvaralac verdoglobina fenilhidrazin i njegov
Jjednako aktivni derivat acetilfenilhidrazinn (pirodin); za obje te
supstancije ve¢ znamo, da vrlo jako stvaraju i Heinzova tjelesca.
Pa i klini¢ka su opaZanja sve viSe ukazivala na cijanoze uzrokovane
»sulfhemoglobinemijom« kao toksi¢kom posljedicom djelovanja sulf-

. anilamidskih preparata. ;

Zbog svega toga Heubner (5) zakljutuje, da mimo stvaranja »re-
lativno neduznog methemoglobina« duljim djelovanjem izvjesnih
otrova moZe nastati i tesko osteéenje eritrocita, koje se kemijski ma-
nifestira pojavom verdoglobina, a morfoloski pojavom Heinzovih tje-
leSaca. Za same Heinzove tvorbe Heubner misli, da »moZda znade
promjenu na ostatku bjelandevine hemoglobina« uz istovremenu
pretvorbu hemoglobina u verdoglobin. \

Nakon toga Heubnerova priopéenja nastaje zanimljiva nauéna
polemika (79), (83), u kojoj Moeschlin, braneéi i dalje svoje stajaliste
0 kauzalnoj vezi methemoglobina i Heinzovih tjeleSaca, tvrdi (6), da
je nitritom ipak uspio, iako u neznatnoj mjeri, izazvati kod migeva
Heinzova tieleSca. Osim toga, za dalii dokaz te veze, Moeschlin
‘upozorava (60) na prisustvo porfirinurije kod sulfanilamidskih hemo-
litickih »Innerkorper«-anemija. Taj porfirin ne mo%e, dakako, biti
posljedica nastajanja verdoglobina, jer porfirin ima sva ¢etiri mosta
intaktna i sva &etiri ugljikova atoma prisutna, dok verdaglobin, kako
smo vidjeli, ima samo tri mosta i samo tri ugljikova atoma na pre-
ostalim mostovima.

Sto se tite nitrita, Heubnerov je ugenik Pulina (84) dao nepo-
bitne dokaze, da oni nikada ne izazivaju Heinzova. tjeleica, veé to
Tade od nitrita u tijelu nastale neznatne koli¢ine nitrata. U Zivom
organizmu, dakle, nitriti ne djeluju dalje, veé samo do methemo-
globina (5). Time se konatno Moeschlin (83) zadovoljava i potpuno
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napusta svoje preda$nje gledite priznavajuéi u cijelosii Heubnerove
zakljutke. Zanimljivo je, da se taj zavrSeni i rijeSeni spor oko odnosa
nitrita, Heinzovih tjelesaca i anemije ponavlja — ma da ne u obliku
polemike — u najnovije vrijeme u ameritkoj literaturi. Finch (85) i
Webster (33), (57) zastupaju misljenje, da se Heinzova tjeleSca i ane-
mija mogu izazvati djelovanjem nitrita. No i tamo je to misljenje
konaé¢no ove godine (1951) oboreno (86). j

Nastajanje porfirina kod Moeschlinovih hemolitickih »Innen-
korper«-anemija mi tumacimo ovako:

Tako dugo, dok je methemoglobin unutar intaktnog eritrocita,.
on se ne razgraduje nego se, $tavife, stalno reducira, 1. j. hemoglo-
bin se regenerira. No ako su uz methemoglobin prisutna i Heinzova
tjeleSca — to ve¢ znaci oStecenje, t. j. dezintegraciju stanice. Cim
je eritrocit ofteéen, iz njega hemolizom izlazi krvna boja, u ovom
sluéaju methemoglobin, koji se tek ondg, osloboden, razgraduje u
plazmi, i to, kako je poznato, preko porfirina (87), (88). Otud, dakle,
nastaje porfirinurija. Drugim rijeima: jedan ¢e »krvni otrov« tek
onda izazvati porfirinuriju, ako uz stvaranje methemoglobina oSte-
¢uje i stromu eritrocita, a to ¢e se pokazati pojavom Heinzovih tje-
lefaca, hemolizom i konzekventnom anemijom. Nitriti stvaraju met-
hemoglobin, ali ne os$te¢uju strome [bar ne strome normalnih eri-
trocita (89)]: nema, dakle, Heinzovih tjeleSaca, nema anemije, nema
porfirinurije. A svi oni otrovi, koji stvaraju i methemoglobin #
Heinzova tjeleSca — dovode i do anemije i do porfirinurije. U prilog
naseg tumadenja govore dvije najnovije radnje iz 1951. U prvoj
od njih (81) se na temelju klini¢kih iskustava tvrdi, da kod otro-
vanja anilinom stupanj anemije ne stoji ni u kakvom omjeru prema
nivou methemoglobina, dok je u otitoj vezi s brojem Heinzovih
tjeledaca. U drugoj radnji Clark i Morrisey (86) nisu mogli izazvati
anemiju kod pasa, kod kojih su dnevnim dozama natrijeva nitrita
podrzavali dugotrajnu kronitnu methemoglobinemiju. Oni zaklju-
tuju, da je »stvaranje methemoglobina nezavisan efekt, a ne dio
hemolititkog djelovanja izvjesnih kemijskih agensax.

U toku su radovi, kojima ¢emo pokuSati eksperimentalno do—
kazati takvo tumadenje. Uostalom, veé i jedno nase klinicko iskustvo
pokazuje, da bi to shvacanje moglo biti ispravno. Ispitivanjem jednog
sluéaja t. zv. idiopatske kongenitalne methemoglobinemije nijesmo
nasli patolo$ke porfirinurije, a niti anemije (ve¢, naprotiv, poliglo-
buliju!) unatoé visokom procentu methemoglobina. No u tom slucaju
nije bilo takoder ni tragova Heinzovih tjeleSaca (90), a ni bilo kojih
drugih znakova oSte¢enja eritrocita. Te smo nalaze mogli nedavno
potvrditi na jo§ jednom slu¢aju kongenitalne methemoglobinemije.
Ti sludajevi potpuno opravdavaju Hitzenbergerov (9) naziv za ova
sfanja: »intraglobularna methemoglobinemija«, jer se tu methemo-
globin uopée ne pojavljuje ekstracelularno, on se, dakle, ni ne raz-
graduje i zbog toga ne ¢e biti ni porfirinurije. Patoloska je pro-
mjena prema tome samo u krvnoj boji, ali ne u eritrocitu, jer om
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ostaje intaktan, ne propusta Svoj sadrZaj napolje ni onda, kada je
to patoloski promijenjen hemoglobin — methemoglobin. Tj klinicki
slucajevi mogu, dakle, vrlo dobro posluziti kao prilog Heubnerovoj
tvrdnji, da Heinzova tjeledca i methemoglobin ne stoje u kauzalnoj
vezi. Medutim Heinzova tjele$ca nijesu ni s verdoglobinom u takvoj
vezi. Ubrzo nakon takve pretpostavke Heubner napusta svoju hipo-
tezu. Radovi njegovih ugenika (50), (84) pokazali su, naime, da su
Heinzova tjele$ca mnogo escéa pojava nego stvaranje verdoglobina:
ima mnogo otrova, koji izazivaju Heinzova tjelefca, ali nikada ne
izazivaju verdoglobin. Te dvije pojave su jedna od druge potpuno
nezavisne, zajedni¢ko im ostaje jedino — oksidativni karakter u
mehanizmu njihova nastajanja. ;

Jedan otrov ili njegovi metaboliti mo. , dakle, uzrokovati ili
stvaranje methemoglobina, ili Heinzova tjelesca, ili verdoglobin, ili
pak sve tri pojave zajedno, jednu uz drugu. Prema tome su Heinzova
tjeleSca, methemoglobin i verdoglobin tri razlitite posljedice izvjesnih
otrovanja, koje mogu ié¢i i paralelno, ali potpuno nezawvisno jedna
od druge (69).

Tezu, koje se Heubner sam odrekao, nastavili sy kasnije.braniti
francuski autori Gajdos i Tiprez (56) iz $kaole Polonovskog. Njihovi
se radovi temelje na Lembergovim zapaZanjima (92), da jedan od
verdoglobina (»holeglobin«) mo¥e nastati in vitro djelovanjem askor-
binske kiseline na hemoglobin u prisustvu zraka. Buduéi da askor-
binska kiselina nije toksi¢na nego fizioloSka supstancija, bilo je
zanimljivo istraziti, da li ée i ona izazvati Heinzova tjelesca, kad veé
moZe izazvati in_vitro verdoglobin. Oni su to doista i uspjeli postiéi.
Budué¢i da su ispitivanjem daljih dviju aktivnih supstancija (fenil-
hidrazina i kalijeva cijanida) takoder dobili obje te pojave, smatraju
da u prilog njihovoj ‘tvrdnji o kauzalnoj vezi verdoglobina i Heinz-
ovih tjeleSaca govore ove &injenice: obje su pojave izazvane iden-
ticnim kemijskim supstancijama, jednakom brzinom i uz potpuno
jednak utjecaj temperature. StaviSe, oni su kod svojih pokusa opazili,
da je isto tako u prisustvu Heinzovih tjeleSaca, kao i u prisustvu
verdoglobina poveéano t. zv. lako odcjepljivo Zeljezo. Prema svemu
tome zakljutuju, da su Heinzova tjeleSca »morfolodki znak kemijske
modifikacije hemoglobina u eritrocitima«. Ta modifikacija je »oksi-
dacija porfirinskog prstena na metinskom. mostu i odlazak lako od-
cjepljivog Zeljeza iz tog spoja. ,

No zakljuCke francuskih autora Heubner ne smatra ispravnim
1 on se i na njih, zajedno sa svojim suradnikom Jungom, nedavno
(1951) osvrnuo (93). Heubner dopusta, da praktieki svi otrovi, koji
dovode do stvaranja verdoglobina, stvaraju ujedno i Heinzova tje-
leSca, no obrnute zakljutke ne dopusta, te ostaje kod svog zakljucka
iz 1942., koji se temelji na ¢injenici, da ima otrova, koji izazivaju
Heinzova tjele$ca, ali ne prave u isto vrijeme i verdoglobin. Mi
bismo tu dodali, da su Gajdos i Tiprez za svoje eksperimente i oda-
brali upravo one supstancije, za koje je poznato da izazivaju i Heinz-
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ova tjelesca i verdoglobin istovremeno. Time se moZe protumadciti i
pojava »lako odcjepljivog Zzeljezac, koje je, kako je poznato, oteki-
vani pratilac verdoglobina, i vjerojatno je prisutno i kod dielovanja
drugih otrova, koji stvaraju verdoglobine. Uostalom, za djelovanje
fenihidrazina i acetilfenihidrazina je upravo karakteristi¢cno to
povetavanje »lako odcjepljivog 7eljeza« u plazmi (94). Zanimljivo je,
da su opisani 1 slucajevi kliniekih toksickih hemolititkih anemija
»sa stvaranjem verdoglobina su.fhemoglobina«, a bez nalaza
Heinzovih tjelesaca (100). %

Otrovi, koji izazivaju Heinzova tjelesca, stvaraju¢i uz njih ii
mimo njih i methemogiobin i verdoglobine, djeluju, dakle, direktno
ili indirektno oksidativno. Vjerojatno je, da pri tome nastaje kao
intermedijarni produkt vodikov peroksid, koji onda djeluje kao glavni
oksidativni agens. Vodikov peroksid, medutim, nastaje i inate u
tijelu, kao intermedijarni produkt normalnog metabolizma. Djelo-
tvornu obranu organizma od oksidativnog djelovanja vodikova per-
oksida predstavlja vrlo aktivan ferment katalaza, koji je obilno pri-
sutan i u eritrocitima 3titeéi hemoglobin od oksidacije i razgradnje.
Kemijski je katalaza spoj porfirina s trovaljanim Zeljezom. Buduéi
da mnogi krvni otrovi ve¢ u minimalnim koncentracijama inhibiraju
djelovanje katalaze (95),mis’i se, da su oni zapravo »otrovi katalaze«
(5). Methemoglobin, Heinzova tieledca i verdoglobin bili bi, prema
tome, posljedice graduelnih razlika u inhibitornom dje’ovanju krvnih
otrova na katalazu ili drugim rijetima, posljedice slabijeg ili jaceg
dielovanja vodikova peroksida. Ta tri zanimljiva krvna fenomena
‘bila bi, dakle, u kvantitativnom, a ne u kvalitativnom odnosu prema
noksi, koja ih izaziva.

Biokemijska zbivanja odgovorna za nastajanje tih fenomena do
danas su, medutim, slabo poznata.

ZAKLJUCAK

Zakljutujuéi ovaj prikaz yelimo istaknuti vaznost, koju Heinz-
ova tjeleSca imaju u modernoj medicini. U klini¢koj medicini ona
imaju direktno dijacnostitko znatenie: u slucajevima hemolitickih
anemija nejasne etiologije nalaz Heinzovih tjeleSaca ukazuje u
prvom redu na djelovanje nekog eszogenog kemijskog otrova; ona
imaju i prognosti¢ko znafenie: njihov porast javlja se neposredno
prije naglog opadanja hemoglobina. U preventivnoj medicini njihova
prva pojava znati pocetnu fazu hemolititkog djelovanja nekog krv-
nog otrova. Konacno, u eksperimentalnoj toksikologiji Heinzova
tjeleica nam mogu odli¢no posluziti kao tumat mehanizma djelo-
vanja krvnih otrova. Zbog toga smo pristupili njihovu sistematskom
proutavanju. s :
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SUMMARY :
HEINZ BODIES IN CLINICAL AND EXPERIMENTAL TOXICOLOGY

1. In this review current opinions on the significance of Heinz bodies
in clinical and exparimental toxicology are presented.

2. The name »Heinz bodies« is accepted as the only term which does
not emphasize any of the many objectionable characteristics of the phenomenon.

3. Methods of detection and quantitative determinaticn of Heinz bodies
are described.

4. Tt is believed that Schmauch’s bodies as seen in normal cats are not
only identical to Heinz bodies but that the former phenomenon is probably
the morphological prototype of the latter.

5. Differential characteristics of erythrocytic inclusions (basophilic stippl-
ing, reticulo-filamentous substance, siderotic granules and Howell-Jolly bodies)
are summarized. There is a good deal of evidence that Heinz bodies are
chromatologically and biologically identical to the marginal bodies of Rohl
(corpora marginalia).

6. Variation in form of Heinz bodies which observed also in our own »in
vitro« experiments is believed -to be due to a variety of experimental
conditions.

7. Role of the spleen in experimental as well as in clinical Heinz body
formation is reviewed and discussed.

340



8. Some of the substances which are capable of producing Heinz bodies
in vitro and/or in vivo, are listed.

9. The validity of Heinz body phenomenon in the study'of the meta-
bolism of certain orgamnic compounds is emphasized.

, 10. The theories concerning the relationship between methemoglobin or,
verdoglobin and Heinz bodies are cited. Heubner’s conclusion that the ocecur-
rence of Heinz bodies, methemoglobin and verdoglobin are three separate
and independent phenomena -is accepted as the most probable. The only
cocmmon characteristic of these three phenomena is the oxydative nature of
their formation.

11. It is pointed out that in the cases of congenital idiopathic methemo-
globinemia there are no Heinz bodies in spite of the high level of methemo-
globin. There'is no connection between methethoglobinemia and anemia either.
The presence of porphyrinuria in hemolytic anemias with Heinz body formation
is explained. . :

12. Diagnostic, prognostic and preventive significance of Heinz bodies
is emphasized.
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