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Atomii sau moleculele marcate introduse in organismul animal sint
metabolizate de citre celule si se incorporeazi in structurile biologice in
acelasi mod ca si atomii sau moleculele inactive corespunziatoare. Pre-
zenta radioizotopilor se poate detecta in celuld, datoriti actiunii radia-
tiilor emise de acestia, asupra emulsiilor fotografice sensibile, care sint
puse in contact cu tesuturile cercetate, prin diferite metode. In felul
acesta, prin metoda autohistoradiografici (AHR) (4, 10, 13, 14, 28) se
poate urmadri, in intimitatea tesuturilor animale, localizarea substantei
marcate si, in combinatie cu metodele histochimice, metabolismul si
ciile ei de excretie. Prin aceasta se realizeazd un important pas in cu-
noasterea aprofundats a biochimiei si fiziologiei celulare si tisulare.

Principii fotografice. Emulsiile nucleare sint alcituite din cristale
de AgBr, suspendate in gelatind, in concentratie de 90—95%, cristalele
avind un diametru de 0,2 p (filmul Réntgen are o concentratie de AgBr
de 30%, diametrul granulelor fiind de 0,5—5 p.)Existd variate tipuri de
emulsii nucleare, dintre care amintim : NTA, NTB, NTB; si NTB; (East-
man, Kodak S.U.A., ultimele dou# fiind cele mai indicate pentru cerce-
tirile de biologie: AR-10 (Kodak Ltd-Anglia), Ilford G5 (Ilford Ltd-
Anglia), Nikfi F, Nikfi R. (UR.S.S.) etc.

Institutul de fizici atomici din Bucuresti produce 3 tipuri de
emulsii nucleare : I.F.A. ENy, I.LFA. EN: si LF.A. ENF.. Pentru autoradio-
grafiile executate in institutia noastrd mtilizam emulsiile I.F.A. EN; de
sensibilitate medie, si I.F.A. EN:, de sensibilitate ridicata, obtinind rezul-
tate foarte bune (7, 8, 9, 12, 16). Emulsia I.F.A. ENF, are o granulatie
foarte find (0,07 u}si o sensibilitate medie, fiind indicatd pentru auto-
historadiografie electronomicroscopicé (19). ,

Metoda AHR se bazeazi pe proprietatea halogenurii de argint din
emulsia fotografici, de a se reduce la argint metalic sub acfiunea radia-
tiilor ionizate incidente (1, 30). Electronii eliberafi de radiatiile o si P
din microcristalele de AgBr, fiind trecuti in banda de conductie, migreaza
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spre centrele de sensibilitate ale cristalelor, unde sint captati. Ca urmare
a cresterii densitatii de sarcina negativa in acele regiuni, are loc o depla-
sare a_ionilor pozitivi de Ag din retea si o reactie de neutralizare
Ag'+e —Ag cu depunere de argint metalic. Deci particula ionizata,
descompunind pe parcursul siu halogenura de argint, lasi in emulsie o
imagine latenta a urmei sale. Developarea are rolul de a transforma ima-
ginea latentd in imagine vizibila.
Argintul neutralizat de radiatia
incidenta catalizeaza o reactie de
depunere masivd a argintului me-
talic, sub forma de granule vizi-
bile. Fixarea imaginii se face prin
spalare cu o solutie apoasi de
tiosulfat de sodiu, care formeaza
cu AgBr un complex solubil in
apd, indepartind, astfel, haloge
nura neimpresionata.

Principii biologice. Metoda
comportd, in mare, doi timpi im-
portanti s$i anume: pregitirea
histologica a preparatului si rea-
lizarea AHR. Factorii care asigura
realizarea unei autoradiografii de
calitate sint multipli (7, 11, 17,
18, 25, 28). Desigur ci, in primul
rind, este vorba de cunoasterea
detaliatid a tehnicii experimentu-
lui pe tesut viu, fiind deci nece-

5 P % ™ _#' sara buna alegere a substantei
— e Fe s TS chimice utilizate in experiment si
Fig. 1. — Tiroidd de sobolan. Autoradio- a radioizotopului de marcare, in

grafie executatd cu emulsie lichida I.F.A. - . 5 s
EN,, prin metoda imbricarii. Sursa ra- functie de tropismul sdu chimic

dioactivd 1" (g3-y) injectat intraperito- si de caracterele sale metabolice
neal, sub forma de Na I'". Sacrificarea (8,9, 12, 20). Este necesari o ac-
anf'é"‘a.l“l“‘ la 24 de ore. Timp de expunere /iy -a suficientd pentru a obtine
zile. Postcolorare cu hematoxilina- . . e o
eozina. o autoradiografie utilizabila, dar
nu prea mare, pentru a nu supra-
adduga in tesutul cercetat, efectele radiobiologice ale acestuia. Modul
si timpul util de sacrificare a animalului de experienta trebuie si tina
cont, de asemenea, nu numai de necesitatile experimentului propriu-zis,
de caracteristicile fizice si chimice ale substantei marcate, ci si de modi-
ficarile histopatologice locale pe care le produc radioizotopii (17).
Procedee histologice. Metoda histologica va fi aleasi in functie de
scopul cercetarii, in sensul ci fiecare timp histologic, inclusiv colorarea,
trebuie adaptat, atit tesutului pe care se lucreazi, obiectivului urmadrit in
experiment, caracteristicilor fizice si chimice ale substantei marcate
utilizate, cit si conditiilor deosebite, cerute de cel de al doilea timp al
metodei, realizarea autoradiografiei (7, 11, 19). Reactivii folositi in timpul
fixarii, deshidratirii, includerii si al deparafindrii, pot dizolva radio-
izotopul din tesutul cercetat, deteriorind cantitativ si calitativ autora-
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diografiile sau nepermitind evidentierea histochimici a substanfei cer-
cetate. Astfel, la fixare, cloroformul dizolvd complexele lipidice ale cito-
plasmei, formolul neutralizat (Baker) altereazi structurile nucleare,
glicogenul, fierul, guanina si ureea, nepermitind aplicarea metodei pentru
colorarea acizilor nucleici (verde metil-pironind) fiind, in schimb, un
fixator bun pentru studiul grasimilor si al lipoizilor ; fixatorul
Bouin + Masson deterioreazi hematiile si mitocondriile, dar este indi-
cat in cercetirile topografice si de citologie generald, fiind un fixator
general acceptabil (acizi nucleici, mucopolizaharide acide si neutre etc.)
(29). Pentru izotopii solubili in ap# se recomanda incdluderea in parafina,
iar pentru substantele marcate liposolubile, includerea in Carbowax (17)
sau sectiuni la gheatd (23, 24). Din experienta noastria a reiesit ca una
dintre cele mai bune metode, care tine cont de conditiile aratate mai
sus, este metoda rapidi (7) care comportd urmatorii timpi : fixare in [
lichid Carnoy 15—30 minute sau Bouin—Masson 8—18 ore; deshidra-
tare in doud bii de acetoni a cite 20 de minute, urmata de o baie inter-
mediars (xilol-acetoni-parafind in parti egale timp de 45 de minute, la
56°), apoi doud bai de parafind (45—60 de minute la 56°) turnare in
bloc, sectionare [sectiuni de 5—7 p grosime, cu suprafati perfect netedd;
neregularititile de suprafatd dau artefacte, producind autodeveloparea
emulsiei (18), datoritd tractiunii la aceste niveluri si schimbarii relatiei
spatiale dintre tesut si emulsie]. Sectiunile se monteazi pe lame prega-
tite cu gelatind si se deparafineaza in 3 bdi de xilol si 3 bai de alcool
95% a cite 15 minute.

in ultima vreme, in tehnica AHR (23, 24) se utilizeazd cu predilectie peip
fixarea pieselor prin inghetare rapida, la —170° in izopentan racit cu
azot lichid. Dupa fixare, variantele tehnicii histologice sint multiple :
dupi deshidratare chimica sau liofilizare, piesa se include in parafini ;
dupi fixare, tesutul se sectioneaza in criostat la —20 pini la 30° (sectiuni
de 3—5 p,)se monteazd pe lamad si se deshidrateazi chimic (alcool, ace-
ton#, butanol la —70° 1—24 de ore) sau prin liofilizare la —20°, cu un
Vacuum de 1X10—5 mm Hg, 1—24 de ore. Dupa uscare, urmeaza pro-
cesul de autoradiografiere, lamele fiind expuse, in intuneric la —20°, in
exicator.

Dupi expirarea timpului de expunere $i dup# developare, urmeaza
postcolorarea sectiunii (7, 12), prin stratul de gelatini, cu coloranti
uzuali ca hematoxilini-eozini (hematoxilind Mayer 8—10 minute, apa
curgitoare 30 minute, eozind-eritrozina Romeis 10 minute) sau cu colo-
ranti histochimici specifici. Postcolorarea are avantajul ci evitd spala-
rea izotopului din obiectul cercetat si impiedici reactia chimica dintre
colorant si emulsie, care poate duce la developarea emulsiei (histoche-
mogrami). In afard de aceasta, procedeul fotografic decoloreazd mai
mult sau mai putin sectiunile precolorate, cu exceptia coloratiei (17)
cu eozina.

Dup# colorare, lamele se monteazd obisnuit (dups metoda rapida)
prin : dous b#i de alcool 95%, cite 2—5 minute ; o baie carboxilol 5
minute, clarefiere in xilol 5—10 minute si montare in balsam de Canada
la 37°. in metoda ,Strippingfilm, dupd postcolorarea lamelor, multi
autori folosesc, pentru indepartarea stratului de gelating, o digestie en-
zimatici cu tripsind (10 mg tripsind cristalizatd in 100 mg, tampon fos-
fat Sorensen, cu pH 7,6 la 37°), in solutie 0,01 %, timp de 6—38 minute B
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(2). Reactia se opreste cu apd distilati. Lamele se usuci si se monteazi
sau se examineaza direct la imersie.

Tehnica autoradiografiei. In efectuarea autoradiografiilor, se folo-
sesc mai multe metode tehnice si anume : metoda de contact (Apposi-

\ tion), metoda montdrii (Mounting), metoda cu emulsii peliculare
(Stripping-film), metoda Iimbricirii (Coating), metoda cufundirii
(Dipping) si metoda inversidrii (Inverted coating), ultimele trei metode
folosind emulsii nucleare lichide

Metoda de contact serveste pentru localizarea aproximativi a sub-
stanfei radioactive in interiorul tesutului. In acest procedeu, sursa tisu-
lara si emulsia fotograficd sint tinute in contact prin presare. Dupi un
timp de expunere convenabil, filmul este indepirtat si prelucrat. Aceasti
metoda se utilizeazd in special pentru probe de dimensiuni mari.

In metoda montdrii, proba este asezati direct pe suprafata emulsiei
fotografice, unde ramine fixati in tot timpul prelucririi fotografice si a
coloradrii. Este o metodi foarte usor de aplicat, dar are dezavantajul ci
preparatele histologice nu sint atit de bune ca cele obtinute prin cele-
lalte metode (17). Etapele metodei sint : montare, expunere, deparafi-
nare, revelare si fixare, spalare, examinare la microscop ocu contrast de
fazd sau, dupid spilare, colorare si montare.

Metoda cu emulsii peliculare foloseste un film cu emulsie de 5 u
grosime, pe un strat protector de gelatind de 10 p grosime. Aceasti me-
toda este cea mai indicatd pentru AHR cantitativid (3, 15) si, in acelasi
timp, in conditii optime, asigurd o putere de rezolvare de 2 .

Tehnica. Montarea peliculei se face in urmitoarele etape : se degre-
seazd lamele ; pentru o bunid aderenti a sectiunii si a emulsiei, lamele
sint introduse in prealabil intr-o solutie de gelatind 0,5% (gelatini 5 g,
alaun de crom 0,5 g, apa ad 1000 g) si apoi uscate. Se monteazi sectiu-
nile pe lami si se deparafineazi. Pelicula fotograficd, pusi pe o placi
de sticla, se taie cu ajutorul unei lame, la mirimea necesara, iar cu o
pensetd se trage filmul de pe sticld si se pune cu fata cu emulsie in api
distilatd. La dezlipirea emulsiei peliculare de pe lam3 se constati un
fenomen de luminiscentd (triboluminescentd), care méireste fondul ge-
neral si care, in cazul dezlipirii treptate, produce linii cenusii pe auto-
radiografie (18). De aceea pelicula va fi trasi uniform si incet. Pentru o
intindere perfectd si o aderentd buni, fira bule pe lami, in loc de api
distilatd, este recomandabild punerea peliculei pe suprafata unei solutii
de gelatind 2% la 37° care contine si BrK 0,2%. In manipulirile peliculei
fotografice, trebuie avut in vedere faptul ci, datoriti presiunilor meca-
nice, locurile unde aceasta a fost atinsi se autodevelopeazi. Dupi 2—4
minute de imbibare, lama cu sectiunea activi se introduce in solutia de
imbibare si se ridici o dati cu pelicula. Dupi aranjarea atent3 a peliculei
pe tesutul activ, lamele se usucd. Dupd uscare, acestea sint introduse in
cutii speciale, inchise ermetic, care contin si substante higroscopice
(CaCl, silicagel) si sint puse in frigider, la 0—4°, ferite de umiditate ;
aici se face expunerea.

Metoda cu emulsii lichide se foloseste pentru autoradiografia sec-
tiunilor histologice si a frotiurilor. In cazuri speciale obiectele foarte
mici (celule separate, microorganisme, virusuri, macromolecule), se
amesteca direct cu emulsia lichidi. Aceasti metodi asiguri cea mai buni
putere de rezolutie.
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Tehnica. Lamele se degreseazi si se acoperd cu un strat de gelatina;
dupi uscare, se fixeazd piesa pe lama si se deparafineaza. Lama se intro-
duce apoi din nou in solutia de gelatind, care formeaza, astfel, un strat
protector, de 1—2 p grosime, care asigurd aderenta emulsiei pe lama.
Folosirea colodiului sau a solutiei de plexiglas in locul gelatinei produce
autodevelopdri spontane la nivelul liniilor de tractiune. in afard de
aceasta, plexiglasul impiedici postcolorarea pieselor. Dupd uscarea la-
melor, emulsia proaspits, pastratd tot timpul la 0—4°, feritd de umidi-
tate, este incilzitd la 37° pe baie de apa (incilzirea emulsiei peste 50°
duce la autodeveloparea ei) si se dilueazd (10 ml emulsie+-1 ml solutie
de finisare+10 ml ap# distilat3). Compozitia solutiei de finisare este:
75 ml alcool etilic 95%--25 ml glicerind+100 ml acetat de crom 1%
(19) cu ajutorul unei pipete, se pune pe lamd o cantitate de emulsie
astfel diluati, si se intinde peste sectiunea histologica cu o pensula fina
sau cu o baghetd de sticld. Toate manipuldrile trebuie sa decurga la 37°,
fapt pentru care este necesar ca instrumentele cu care se lucreaza (pipete,
vase, lame) si aibi aceeasi temperaturd. Lamele se usuca si apoi la
expunere in frigider, la 0—4°, in prezenta substantelor higroscopice.
Multi autori recomandd expunerea in atmosferd de CO; la 0°, ferita de
umiditate si lumina.

In tehnica cufunddrii (Dipping), lama deparafinatd si rehidratata f
se incdlzeste la 37° si se introduce, tinutd in pozitie verticald, in emulsie i
lichida, incalzita la 37—38° pe baie de apid. Dupd 2—3 secunde lama se
scoate, pastrindu-se in pozitie verticald, pentru a se scurge excesul de I
emulsie timp de (10 secunde la 37°). Se sterge apoi dosul lamei cu un/
tifon si se pune in pozitie perfect orizontala la uscare (10—20 de mi- |
nute). Lamele uscate sint impachetate, ferite de umiditate, in atmosfera
de CO,, si puse in frigider la 5°, pentru expunere. Aceasti metoda est
foarte usor de realizat, dind rezultate satisficitoare ; este cea mai reco
mandabil# pentru incepatori.

in tehmica inversarii (Inverted coating method) sectiunile fixate
si deshidratate (dup# fixare la temperaturd joasa si dehidratare prin
liofilizare) sint acoperite cu un strat subtire de celoidina. Peste acesta se
pune un strat subtire de emulsie lichidd ; se usuca si apoi se asaza la
expunere. Dup# terminarea timpului de expunere, se developeaza si se
fixeazd autoradiografia, apoi preparatul se ridica de pe lami cu ajutorul
unei lame de ras si se intoarce cu 180° in asa fel incit sectiunea histolo-
oicd si ajungi la suprafata lamei. Preparatul se coloreazi in functie
de scopul urmarit si se monteaza.

in ultimul timp se foloseste tot mai frecvent metoda AHR cu strat
dublu de emulsie. Aceasta permite identificarea, pe aceeasi secfiune, a
inglob#rii si repartizirii a doud substante chimic diferite, marcate una
cu un izotop emititor de radiatii B de energie foarte mica (H—3 cu
E max.=0018 Mev), iar cealalti cu un emititor f de energie mai mare
(C—14 cu E max. = 0,156 Mev. sau S-35 — cu E max. = 0,167 Mev).
Dupé developarea primului strat de emulsie, la care apar imaginile am-
belor substante marcate, lama se acoperd cu un nou strat de emulsie,
separat de primul prin celoidind. Dupa a doua developare apare ima-
sinea repartizdrii izotopului cu radiatii f mai puternice.

Este evident ci toate metodele trebuie si respecte condifiile de
camers obscurd. Cu emulsiile nucleare I.F.A. se lucreazd la un filtru
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Agfa 117 sau 118, verde gilbui, distanta minimi intre lama cu emulsie
si lampd fiind de un metru (19).

Dintre metodele descrise, fiecare are avantajele si dezavantajele
ei. Consideram ci pentru AHR cantitativi, este indicati tehnica cu emul-
sii peliculare (Stripping-film). Pentru studiul repartizirii celulare a izo-
topilor se foloseste metoda cu emulsii lichide (Coating), care asigurd
o putere de rezolutie mai buni, insi nu permite evaluarea cantitativi a
autoradiogramelor.

Timpul de expunere depinde de tipul si energia radiatiilor emise
de substanta marcati si de concentratia substantei radioactive incorpo-
rate In sectiunea cercetatd. Existi multe formule pentru calcularea
timpului de expunere. In general, se admite ci sectiunile care sint ficute
dintr-un organ cu concentratie tisulari de 0,2 ¢ Curie g I de 04 u
Curie/g P¥, sau de 0,05 u Curie/g C" necesitd un timp de expunere de
15 zile (14). Timpul de expunere (t) se poate calcula, cu aproximatie,
dupa formula :

T A
t (zile) = log —2
0,693 ~A,—L

in care A, este activitatea inifiald in ( Curie a izotopului prezent in piesa respec-
tiva, T este timpul de injumatdtire (in zile) al izotopului respectiv, iar L este can-
titatea de izotopi, in | Curie, dezintegrati in cursul expunerii.

Unii autori (17, 18) mésoard activitatea sectiunilor cu un contor
Geyger-Miiller, si, pe baza impulsurilor primite, determini timpul de
expunere. De exemplu, pentru I, misurind activitatea sectiunii cu un
contor G.-M. cu fereastri terminalid VAZ 310 la un numiritor Vaku-
tronik, la 100 impulsuri/min. este nevoie de o expunere de 2 siptimini.
Practica ne aratd, insd, cd cel mai bun lucru este ca, la diferite intervale
de timp, sd se developeze cite o lam3, pentru orientare. Aceasti metod3
are avantajul ca, datoritd tropismului chimic pentru diferite celule sau
formatiuni subcelulare, concentratia substantei radioactive din cadrul
aceleiasi sectiuni necesita diferite timpuri de expunere, iar materialul
se poate prelucra diferentiat.

O informare in acest sens ne pot da autoradiografiile de contact
facute cu film Rontgen, care sint usor manipulabile si au o sensibilitate
mai mare decit emulsiile nucleare. Cu ajutorul acestor filme, putem
tatona timpul de expunere optim. Daci acesta depiseste timpul de 2
saptamini, este necesari confectionarea unor autoradiografii de control,
cu piese neradioactive (probe oarbe), pentru excluderea artefactelor,
dat fiind faptul ci emulsia isi méreste fondul de innegrire si isi reduce
claritatea in cursul expunerii, proportional cu timpul de expunere (3).

Developarea autoradiografiilor se face in camerd obscuri, respec-
tind anumite conditii de timp, temperaturi si pH. Developarea emulsiilor
lichide si peliculare I.F.A. EN; si EN: se face in conditiile indicate de
I.F.A. (19), cu mici modificiri :

Compozitia revelatorului este : sulfit de sodiu 12 g, amidol 3 g,
acid citric 1 g, BrK 0,5 g, api ad 1000 ml. Compozitia fixatorului : tio-
sulfat de sodiu 300 g, sulfit de sodiu 0,6 g, metabisulfit de potasiu 0,3 g,
apd ad 1000 ml.
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in cadrul developdrii, o problem3 pentru stratul de emulsie o
constituie fazele apoase, in timpul cirora emulsia se inmoaie si se poate
deplasa pe suprafata preparatului. Pentru evitarea acestor deplasari in
timpul spaldrilor, este recomandabil, ca, dupd tratarea cu tiosulfat,
inainte de a spala in apd distilatd, si se facd o trecere printr-o solutie

Timpul de prelucrare

Tempe- Emulsie

Timpii revelarii ratura Observatii
(in ©)

Lichida Pelicularad

Imbibare in api 5 — 1—2

Revelator rece 5 — 2—3

Revelator 18—-22 5—7 5—15

Baie de oprire

Acid acetic 0,5% 18—22 1-2 2—5 Se poate neglija

Baie de apa 18—22 1 | 3—6

Fixator 18—22 | De doua ori timpul de clarificare
(7—10 minute)

Spélare I 18—22 1—-2 2—4

Spalare II 18—-22 3—6 6—10 | Apa curgitoare

de tiosulfat de sodiu 2% (18). Pentru evitarea deteriordrilor mecanice
si pentru asigurarea developdrii in conditii optime a autoradiografiilor,
utilizim un dispozitiv propriu, care asigurd developarea simultani a 40
de lame histologice (fig. 2).

Puterea de rezolutie este echivalentul cantitatii de detalii redate de
imagine si este definita prin distanta minima dintre doui puncte de pe
suprafata sectiunii, care emit radiatii si care se pot distinge pe auto-

Fig. 2 (a si b). — Dispozitiv pentru developarea lamelor autohistoradiognafice,
confectionat din polimetacrilat de metil. El asigura prelucrarea fotografica simul-
tand a 40 de lame histologice.
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radiografii. Puterea de rezolutie este determinati de o serie de factori,
dintre care amintim : relatia spatiald dintre sursa de radiatii (sectiunea)
si emulsia fotosensibila, tipul si energia radiatiei ionizante, repartizarea
substantei radioactive in tesut, caracteristicile emulsiei (concentratia
de BrAg/diametrul granulelor, sensibilitatea limitd la electroni, voal etc.)
metoda si conditiile de expunere.

In cazul sectiunilor de 5 p aplicind metoda cu emulsii peliculare si
folosind ca element de marcare H?, puterea de rezolutie este de 2  ; in
aceleasi conditii cu C* si S¥, puterea de rezolutie este de 3—5 p.

Autohistoradiografia cantitativd  Determinarea
cantitativd a radioactivitatii din sectiunile biologice este bazati pe eva-
luarea efectului radiatiilor emise, asupra emulsiei nucleare (15, 30).
Interactiunea particulelor jionizante cu emulsia fotografici se evidentiazi,
fie prin precipitarea granulelor de argint (autoradiograma de contrast),
fie sub forma aparitiei unor trasee (autoradiografii de traseu). In pri-
mul caz, evaluarea cantitativd se face prin numirarea granulelor pe uni-
tatea de suprafatd sau prin densitometria granulelor, in al doilea caz se
numara traseele.

Densitometria se executd cu ajutorul microfotometrelor (6, 15) si
citofotometrelor. Se proiecteazi imaginea miriti a ariei de cercetat,
masurindu-se densitatea ei cu ajutorul unei celule fotoelectrice. Pentru
evaludri densitometrice, cel mai bine se preteazi AHR executate cu me-
toda de contact.

Numdrarea granulelor este o metodi usor realizabila (15, 21). Pen-
tru aceasta, se monteazd un micrometru in ocularul microscopului, cu
ajutorul cdruia se numird granulele de pe o unitate de suprafati. In
cazul acestor mésuritori, insd, grosimea emulsiei trebuie si fie uniforma3.
Eroarea metodei de = 10%. In laboratoarele modern utilate, numararea
granulelor se executi cu numairitoare electronice. Se pot compara numai
autoradiografii ficute strict in aceleasi conditii tehnice. La AHR canti-
tativd, un rol important il joaci cunoasterea si cercetarea fondului (back
ground) (26). La autoradiografiile pregitite cu emulsie proaspits, cu o
tehnica histologic# si autoradiografici perfects, dupi developare se poate
admite un fond de 10 granule £100 p> — voal admisibil).

Posibilitétile cercetirilor AHR in biochimia celulari sint nelimi-
tate. Progresele radiochimiei au facut posibild marcarea celor mai variate
molecule (baze purinice sau pirimidinice, hormoni, vitamine, enzime
etc.), cu ajutorul cdrora, folosind metoda AHR, se poate studia biochi-
mismul intim al celulei.

Metoda AHR are ins#, si unele dezavantaje, dintre care amintim
urmatoarele: se pot folosi numai izotopii emititori de radiatii a sau 8
moi, cu o putere de rezolutie bund ; timpul experientei este relativ lung ;
metoda necesitd frecvent doze suprafiziologice de radioizotopi (in medie
de 0,5—5 p Curie/g corp de animal) ceea ce reduce posibilitatea folosirii
cercetarilor AHR in experimentul cronic (16, 27). In experimentul acut,
insd aceastd metodd s-a dovedit indispensabild cercetdrilor moderne de
biochimie si fiziologie celulari.

In biochimia si patologia umani, datoritd dozelor mari necesare,
se lucreaza pe culturi de tesuturi prelevate prin biopsie (20), substantele
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marcate fiind introduse in mediile de culturd ; dupa expirarea timpului
de incubare, aceste tesuturi se prelucreaza autohistoradiografic sau, in
caz de doze mari aplicate in scop terapeutic, prin biopsii de tesut marcat
in vivo.

Fig. 3. — Piele umana (derm) prelevatd prin biopsie : marcaj in vivo. Autohisto-

radiografie executata cu emulsie 1.F.A. EN,, prin metoda jmbracéirii. Sursa radio-

activa : doza terapeutica de P2 (g) (500 Curie P3? per os la 60 kg greutate Corpo-

rald. Biopsia prelevata la 24 de ore. Timp de expunere 60 de zile. Postcolorare :
cu periodic acid-Schiff.

Metoda, relativ recentd, a fost pusa la punct si introdusd in cerce-
tarile de biochimie si fiziologie, intr-un timp foarte scurt. Utilizarea ei
aduce acestor cercetdri contributii importante, metoda dovedindu-se un
instrument util pentru cercetarea proceselor metabolice celulare si sub-
celulare.
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RESUME

Z. Uray — METHODES AUTOHISTO-RADIOGRAPHIQUES DANS LA RE-
CHERCHE DE ‘LA BIOCHIMIE ET DE LA PHYSIOLOGIE CELLULAIRE

L’auteur présente la méthode autohisto-radiographique, en exposant les
différentes techniques utilisées et en décrivant leurs temps. A la lumiere des don-
nées de la littérature et d’'une expérience personnelle de plus de 2 ans, il apprécie
au point de vue critique les résultats obtenus a l'aide des différentes techniques,
et indique les meilleures solutions qui se détachent de son activité. On insiste sur
l'utilité particuliere de cette méthode dans la recherche approfondie de la biochi-

mie et de la physiopathologie cellulaire et sous-cellulaire.

ZUSAMMENFASSUNG

Z. Uray — AUTOHISTORADIOGRAPHISCHE METHODEN BEI DER UNTER-
SUCHUNG DER ZELLBIOCHEMIE UND -PHYSIOLOGIE

Verf. beschreibt das Verfahren der Autohistoradiographie und gibt eine Uber-
sicht der einzelnen angewandten Techniken und ihrer Arbeitsgidnge. Er bewertet
kritisch, im Lichte der Literaturangaben und der eigenen zweijahrigen Erfahrung,
die mit den einzelnen Techniken erhaltenen Ergebnisse und gibt die besten Losun-
gen an, die sich aus seiner Tatigkeit ergeben. Es wird die besondere Niitzlichkeit
dieses Venfahrens bei der eingehenden Erforschung der zellularen und subzellula-
ren Biochemie und Pathophysiologie unterstrichen.

SUMMARY

Z. Uray — AUTOHISTORADIOGRAPHIC METHODS IN INVESTIGATIONS ON
CELLULAR BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY

‘ The description is given of an autohistoradiographic method, reviewing the
different techniques used and their stages. In the light of the data in literature
and an experience of over 2 years, the author critically appraises the results obtai-
ned with various techniques and points to the best solutions found by him. Stress
is laid on the particular utility of this method for detailed research on cellular
and subcellular physiopathology and biochemistry.

PE3IOME

3. Ypai — AYTOTUCTOPAIUOTPAOMYECKIN METOI WUCCJIENOBAHUS BU-
OXNMHUU 1 ®U3NOJOTUN RIETKHI

ABTOp OmHCHBaeT ayTOrMcTOpamuorpaduyecKmit MerTox, HelaeT 0030p PasIMYHHIX
IpUMeHAeMBIX TeXHNYeCKUX CI0oco60B M MX Iocienylomux ¢gas. Ha ocHoBaHUM JIUTEPATYP-
HHX TaHHHX U COOCTBEHHOT'0 2-X C JMIIHUM JIETHETO ONHTA, felIaeTCA KPUTHYECKAA OL[eHKa
pe3yibTATOB, MONYYeHHEX NIPY NPMMeHeHUHN PasiMYHHX METONOB ¥ YKaSHBAIOTCA HAWIYY-
e pellleHus, NMOACKasaHHEe coOcTBeHHOM mpakTukoil. IloguepkuBaercs ocoGeHHas IeH-
HOCTB 5TOT0 MeToJla Iif YIiyOiieHHOTO MBY4YeHUA KIIETOYHON M MOAKIETOUHOH OCHoXuMuu
1 nmaToQu3noJIoTHNn,
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Pe un numar de 2700 de tumori in-
tracraniene, autorii relevd 6 cazuri de
angioreticuloame ale sistemului ner-
vos (5 dintre ele cu localizari in ce-
rebel si unul in maduva), reprezen-
tind 0,229 din numadrul total amintit
si 5% din tumorile fosei posterioare
(140 de cazuri). Aceste tumori apar
la virsta mijlocie, mai des la barbat
si au ca sediu topografic electiv, par-
tea posterioara a emisferelor cerebe-
loase sau a vernixului, mai rar ma-
duva sau bulbul si exceptional creie-
rul. Macroscopic aspectul cel mai frec-
vent este cel al unui chist mare cu
continut hematic si cu un nodul mu-
ral proeminind intrachistic; alteori
este 0 masa compactd, de aspect an-
giomatos, cu zone chistice. Histologic
se deosebesc doua tipuri principale :
1) imagini de blastem angioformator,

cu aspectul de retea vasculara varia-
bil de abundenta, intr-o stroma bo-
gatd in fibre reticulinice, cu insule he-
matopoietice ; 2) aspectul adult al tu-
morii, consecutiv transformarii caver-
noase a vaselor, cu edem al stromei
si transformare lipocitara a histioci-
telor. Adesea se observa o scleroza
perivasculara si apoi difuza a stromei,
cu tendintd de condensare la periferia
leziunii, fard a realiza o adevarata in-
capsulare, mugurii tumorali patrun-
zind in tesutul nervos fara limitd neta.

La originea acestor tumori sint ce-
lulele mezoblastice fertile incluse in
tubul neural in a treia luna de viata
intrauterina, celule care au proprie-
tatea de a forma vase, eritroblastii si
reticulind. Poliglobulia observata in
cazurile de hemangioblastoame se da-
toreste actiunii asupra maduvei osoase
a unui hormon eritropoietic secretat
de catre celulele tumorale.
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