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Hydrogen Peroxide and Heinz  Bodies  

The  idea t h a t  h a e m o g l o b i n  was  p r o t e c t e d  by  t h e  b lood  
celt ca ta lase  aga ins t  t he  d e s t r u c t i v e  ef fec t  of h y d r o g e n  
p e r o x y d e  p roduced  du r ing  cell m e t a b o l i s m  was  sugges t ed  
by  BINGOLDk This  role  of ca ta l a se  has  s ince  b e e n  con-  
f i rmed  b y  several  a u t h o r s  ~. I t  is c l a imed  also b y  s o m e  
au tho r s  t h a t  t h e r e  is a p r o t e c t i v e  ac t ion  of ca t a l a se  
aga ins t  He inz  b o d y  f o r m a t i o n L  T h e  causa l  r e l a t i onsh ip  
b e t w e e n  ca ta l a se  i nh ib i t i on  and  H e i n z  b o d y  f o r m a t i o n  
has no t  been  p r o v e d  up  to  now. I t  is even  q u e s t i o n a b l e  
w-hether p e r o x y d e  can  p r o d u c e  H e i n z  bodies .  The  a im 
of th is  s t u d y  was  to  e luc ida te  th is  p rob lem.  

Venous  b lood of h e a l t h y  male  b lood  dono r s  was  used  
in t he  course  of our  e x p e r i m e n t s .  Blood  coagu la t i on  was  
p r e v e n t e d  by  dr ied  c i t ra te .  E x p e r i m e n t a l  m e t h o d s  as 
fol lows : 
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To 1-0 ml  of b lood s imi lar  a m o u n t  of p o t a s s i u m  
c y a n i d e  (1%,  0 .5%,  0 .1% or  0-05%) and  a f t e r  5 min 
1.0 ml  of 1% h y d r o g e n  p e r o x y d e  was  added .  H y d r o g e n  
p e r o x y d e  was  d i s so lved  in  M / 1 5  p h o s p h a t e  buf fe r  of 
p H  7.0. So lu t ions  of lower  c o n c e n t r a t i o n s  p r e p a r e d  
f rom 1 0  p o t a s s i u m  cy an i d e  were  d i lu t ed  wi th  t h e  s ame  
bu f fe r  so lu t ion .  

Samples  t a k e n  a t  d i f f e r en t  pe r iods  were  s t a i n e d  by  the  
Wol fe r  s t a i n i n g  t e c h n i q u e  w i t h  m e t h y l  v io le t  4. I t  is well  
k n o w n  t h a t  p o t a s s i u m  cyan ide ,  insp i t e  of be ing  an 
e f fec t ive  ca t a l a se  po ison  5, does no t  p r o d u c e  He inz  
bod iesL  P r o b a b l y  th i s  is d u e - i f  t h e  ca ta l a se  i nh ib i t i on  
t h e o r y  of He inz  b o d y  p r o d u c t i o n  is a s s u m e d - - t o  t he  fact  
t h a t  c y a n i d e  also inh ib i t s  t h e  genes is  of p e r o x y d e .  

In  course  of  our  e x p e r i m e n t s ,  we were  ab le  to  s t a t e  
t h a t  exogenous  p e r o x y d e  p r o d u c e s  He inz  bodies  in t h e  
cy an i d e  a f fec ted  red  b lood cells k e p t  a t  a p p r o p r i a t e  
t e m p e r a t u r e .  The  o n s e t  of H e i n z  b o d y  f o r m a t i o n  as well 
as t h e i r  n u m b e r  and  size d e p e n d s  on t e m p e r a t u r e  and  on 
t h e  c o n c e n t r a t i o n  of cyan ide .  

4 Planches d'Hgmatologie Sandoz (Basle 1950). 
s p. RONA, A. IrlEGEL, and Y. NAKAHARA, Biochem. Z, 160, 273 
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a after adding H~O~ at room temperature in the 20 *h min b after adding H~O 2 at room temperature in the 90 th rain 

c after adding H202 at 37°C water bath in the 10 TM min d after adding HzO 2 at 37°C water bath in the 45 th ]OUl 

Heinz bodies in potassimn cyanide poisoned red blood cells after treatment with hydrogen peroxide. 1.0 ml 1% KCN and 1'0 ml 1% 
HaO 2 is added to t-0 ml blood. 
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A t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  1 -3  sma l l  H e i n z  bod ie s  a p p e a r  
in t h e  r ed  b lood  cells t r e a t e d  w i t h  p o t a s s i u m  c y a n i d e  
s o l u t i o n s  of  1 %  a n d  0 .5% in t h e  1 5 - 2 5 t h  min .  I n  t h e  
40 th  min ,  t h e  size of H e i n z  bod ies  inc reases  b u t  in m o s t  
cells o n l y  1 1 of t h e m  c a n  be  o b s e r v e d .  T h e s e  la rge  H e i n z  
bod ies  a re  s e e m i n g l y  f o r m e d  b y  v i s ib le  a g g r e g a t i o n  of 
severa l .  A f u r t h e r  g r o w t h  is t o  be  seen  in  t h e  9 0 t h  min .  
T h e  H e i n z  bod ies  o b s e r v e d  in t h e s e  e x p e r i m e n t s  cor- 
r e s p o n d  m o r p h o l o g i c a l l y  t o  t h o s e  p r o d u c e d  in vivo on  
effec t  of an i l ine .  A t  lower  c y a n i d e  c o n c e n t r a t i o n  (0 .1% 
a n d  0 .05%)  t h e r e  a re  no  H e i n z  b o d i e s  in  t h e  20 th  a n d  
on ly  1-2  v e r y  s m a l l  ones  o c c u r  in  t h e  4 0 t h  rain.  In  t h e  
9 0 t h  ra in  n o  d i f f e rence  in  size was  found ,  b u t  in  c e r t a i n  
red  b lood  cells 2 or  e v e n  3 H e i n z  bod ies  were  obse rved .  

T h e  H e i n z  bod ies  a p p e a r  a t  37°C in  t h e  r ed  b lood  
cells  exposed  to  t h e  t w o  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  of c y a n i d e  
t i l l  t h e  5 th  min ,  w h e r e a s  a t  lower  c o n c e n t r a t i o n  in t h e  
5 - 1 0 t h  rain.  T h e i r  n u m b e r  is h i g h e r  t h a n  a t  r o o m  t e m -  
p e r a t u r e .  T h e  d i spos i t i on  t o  a g g r e g a t i o n  is a lso seen a t  
t he  two  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  effect  is l ack ing  a t  
lower  c o n c e n t r a t i o n ,  h o w e v e r  H e i n z  b o d y  p r o d u c t i o n  
wh ich  is low a t  t h e  b e g i n n i n g  b e c o m e s  v e r y  i n t e n s i v e  
a f t e r  t h e  30 th  min ,  a l t h o u g h  t h e  H e i n z  bod ie s  p r o d u c e d  
keep  t h e i r  sma l l  c h a r a c t e r .  

No  H e i n z  b o d y  f o r m a t i o n  is o b s e r v e d  in  t e s t  t u b e s  
k e p t  on  m e l t i n g  ice. T h e  close d e p e n d e n c e  on  t e m p e r a -  
t u r e  sugges t s  t h a t  p e r o x y d e  ac t s  n o t  d i r e c t l y  b u t  o n l y  
i n i t i a t e s  c h e m i c a l  p rocesses  l ead ing  to  H e i n z  b o d y  for- 
m a t i o n .  T h e  role  of c y a n i d e  c a n n o t  be  l i m i t e d  to  t he  
e a t a l a s e  i n h i b i t i o n ,  as i t  is su f f i c i en t  in 0 .05% c o n c e n t r a -  
t ion  to  t h e  t o t a l  i n h i b i t i o n ,  whe reas  1.0 m l  of 1 %  p o t a s -  
s ium c y a n i d e  is su f f i c i en t  to  exc l ude  p r a c t i c a l l y  c a t a l a s e  
a c t i v i t y  d u r i n g  60 ra in  5. H o w e v e r  in  e x p e r i m e n t s  w i t h  
t he  two  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  H e i n z  b o d y  f o r m a t i o n  
beg ins  a f t e r  a s h o r t e r  l a t e n t  pe r iod  a n d  is more  in t ens ive .  
F r o m  th i s  fact ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t ,  s i m i l a r l y  to  t h e  
p r o d u c t i o n  of v e r d o g l o b i n e  CN ( p s e u d o h e m o g l o b i n e )  ~ in 
the  c h e m i c a l  p rocesses  i n i t i a t e d  b y  p e r o x y d e ,  t h e  c a t a -  
lase i n h i b i t i n g  s u b s t a n c e  p l a y s  a d i r e c t  role. T h i s  is in 
acco rd  w i t h  t h e  v e r d o g l o b i n e  A (choleglobine)  8 o r  H e i n z  
b o d y  9 p r o d u c t i o n  power  of a scorb ic  acid.  In  t h e s e  pro-  
cesses, a seorb ic  ac id  is n o t  o n l y  n e e d e d  as p e r o x y d e -  
p r o d u c i n g  s u b s t a n c e  b u t  a l s o - - s i m i l a r y  to c y a n i d e - - t o  
a c h i e v e  a n  a d e q u a t e  effect .  

L. MAGOS 

State Institute/orLabour Hygiene, Budapest (Hungary), 
April  17, 1956. 

Zusammen/assung 

I n  d e n  m i t  C y a n i d  v e r g i f t e t e n  E r y t h r o z y t e n  p r o d u  z ier t  
das  exogene  H , O ,  bei  g e e i g n e t e r  T e m p e r a t u r  H e i n z s c h e  
KOrperchen .  Die  B i l d u n g  de r  H e i n z s c h e n  K 6 r p e r c h e n ,  
ihre  A n z a h l  u n d  Gr6sse  is t  y o n  T e m p e r a t u r  u n d  C yan i d -  
K o n z e n t r a t i o n  abh / ing ig .  

7 G. BARKAN and O. SCHALES, Z. physiol. Chem. 253, 83 (1938). 
R. LEMBERG, J. W. LEGGE, and H. W. LOCKWOOD, Nature I42, 

148 (1938), 
9 A. GAJDOS and G. TIPREZ, C. r. Soe. biol. 139, 545 (1945). 

I1 t e n o r e  d i  a c i d o  d e s o s s i r t b o n u c l e i c o  n e g l i  
e r i t r o c i t i  d i  Anas Platyrhynchos, Cairina moschata 

e de i  l o r o  i b r i d i  d i r e t t i  e r e c i p r o c i *  

Le r ice rche  q u a n t i t a t i v e  sul  c o m p o r t a m e n t o  del con-  
t e n u t o  in ac ido  desos s i r i bonuc l e i co  negl i  i b r id i  a p p a i o n o  
di n o t e v o l e  i n t e r e s se  perch~  n o n  s e m p r e  esso ~ c o r r i s p o n -  
d e n t e  nel te  specie  p a r e n t a l i  e si p o n e  il p r o b l e m a  del la  
sua  d i s t r i b u z i o n e  e s t ab i l i z zaz ione  nel  p r o d o t t o  del  loro 
a c c o p p i a m e n t o ,  onde  o t t e n e r e  nuc le i  pifl o m e n o  per -  
f e t t a m e n t e  e q u i l i b r a t i  da  un  p u n t o  di v i s t a  funz iona l e ,  
o t t e n e n d o s i  t a l o r a  pe r s ino  cel lule  g e r m i n a l i  con  po-  
t e n z i a l i t ~  g e n e r a t i v a .  

I1 p r e s e n t e  l avo ro  fa segu i to  ad  u n o  a n a l o g o  c o m p i u t o  
d a  VIALLI e d a  me  t su l l ' a s ino ,  il c ava l lo  ed il m u l o ;  si in-  
q u a d r a  i no l t r e  ne l l a  l inea  di r i ce rca  p r o s p e t t a t a  d a  
VIALLI ~ pe r  l ' i s t o c h i m i c a  c o m p a r a t i v a  d e l l ' a c i d o  de-  
soss i r ibonucle ieo ,  che  si p r e s e n t a  r icca  di s v i l u p p i  p e r  le 
connes s ion i  con  p r o b l e m i  di  f isiologia e b io logia  nuc lea r i .  
I n  p a r t i c o l a r e  gli ib r id i  o g g e t t o  di q u e s t o  s tud io  r i v e s t o n o  
magg io re  i n t e r e s s e  p e r  essere  in t e rgene r i c i  e n o n  solo 
in te r spec i f i c i  (come il mulo) .  

H o  u t i l i z za to  p e r  t a l e  i ndag ine  s t r isc i  di  s a n g u e  per i -  
fer ieo di due  e s e m p l a r i  di Arias platyrhynchos (un  m a -  
sch io  ed u n a  f e lnmina ) ,  due  di Cairina moschata (un 
m a s c h i o  ed u n a  f e m m i n a ) ,  t r e  di AnasxCair ina  (un  
m a s c h i o  e d u e  f e m m i n e )  e due  di Cair inaxAnas  (due  
masch i ) :  n o m i n a n d o  tag l i  ibr id i  nel  corso del l avoro  
s e m p r e  i n d i c a t a  p e r  p r i m a  la specie  p a t e r n a .  

Dopo  ave r  p r a t i c a t o  la reaz ione  di FEULGEN SU t u t t i  
i p r e p a r a t i  (due  pe r  c i a s cun  esempla re )  in  u n  u n i c o  
blocco,  ho  esegui to  le m i s u r a z i o n i  f o t o m e t r i c h e  sui nuc le i  
degl i  e r i t roc i t i  (25 pe r  c i a s c u n  s t r iscio) .  A t a l e  s copo  ho  
u t i l i z z a t o  il mode l lo  di i s t o f o t o m e t r o  di VIALL13, p o n e n -  
dov i  u n  d i a f r a m m a  fisso, la cui  a p e r t u r a  c o r r i s p o n d e v a ,  
con  l ' i n g r a n d i m e n t o  da  me  u s a t o  (ob. 97 x ,  oc. 16 × )  
a 0 ,90 /z  di d i a m e t r o  nel  p r e p a r a t o ;  con  esso v e n i v a  
m i s u r a t a  u n a  porz ione  d e l l ' a r e a  nuc l ea r e  v a r i a b i l e  dal  
12% al 5 %  circa.  L a  m i s u r a z i o n e  a d i a f r a m m a  fisso, 
t r a t t a n d o s i  di nucle i  f o r t e m e n t e  a l l u n g a t i ,  6 r i s u l t a t a  la 
pifi c o m o d a  e la p ih  ut i le ,  c o m e  h o  p o t n t o  a c c e r t a r e  in  
u n a  indagine ,  e segu i t a  in  c o l l a b o r a z i o n e  con  MENE- 
GHETTI GENNARO 4 sui  c r i t e r i  di  m i s n r a z i o n e  o t t i m a l i  pe r  
la  i s t o f o t o m e t r i a  in c o n d i z i o n i  d i v e r s e  di  g r a n d e z z a  e di 
f o r m a  dei nuclei .  L ' e l a b o r a z i o n e  del le  m i su raz ion i ,  o n d e  
o t t e n e r e  i va lo r i  di c o n t e n u t o  r e l a t i v o  in ac ido  dessoss i -  
r ibonuc le ico  pe r  nucleo ,  6 s t a t a  d e s c r i t t a  nel gi~ c i t a t o  
lavoro ,  p u r e  sugl i  ibr idi ,  di  VIALLI e GERZELI t. 

Nel la  F i g u r a  sono  gli i s t o g r a m m i  c o m p r e n s i v i  di t u t t i  
i d a t i  r i c a v a t i  pe r  s t r i sc io ,  p e r  e s e m p l a r e  e pe r  a n i m a l e ;  
a f ianco sono  espos t i  i va lo r i  m e d i  di c o n t e n u t o  in ac ido  
desoss i r ibonuc le ico  p e r  nucleo ,  in unitS, a rb i t r a r i e ,  con  
ind icaz ione  delle c o r r i s p o n d e n t i  d e v i a z i o n i  s t a n d a r d .  

U n  p r i m o  e s a m e  di  q u e s t i  v a l o r i  d i m o s t r a ,  o l t r e  a d  
u n a  d i s e r e t a  d i f f e r e n z a  dei  va lo r i  med i  nei  d ivers i  an ima l i ,  
u n a  e s t e n s i o n e  de l la  c u r w t  di  d i s t r i b u z i o n e  de l l ' a c ido  
desoss i r ibonuc le i co  d e s c i s a m e n t e  magg io re  negl i  ib r id i  
e p r e c i s a m e n t e  negl i  e s e m p l a r i  di  sesso maschi le ,  r i s p e t t o  

* Lavoro eseguito con uu contributo del C.N.R. 11 materiale 
stato raccolto alia Stazione Sperimentale di Pollicultura di Rovigo, 
diretta dal prof. A. TAIBEL, al quale devo i pih vivi ringraziamenti, 
anche per le utili indieazioni ed i consigli forniti. 
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