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Mefode aulohistoradiografice in cercelarea biochimiei
gi f iziologiei celulare

Dr. Z. UraY

Lucrare"*ffi nitfrtrriisft :t":fi H3,,i"creard,cru 
j

Atomii sau moleculele unarcate introduse in organism.u,l animal sint

metaboliiui" dJ;e1;;;i"i"-gi ." incorporeaz6, in stir.rctrurile biologice in

;;;i"'i;"a 
"u 

si uto*ii sau ,molecul6b inactive-corespunzLtoare. Pre-

zenla radioizottplf- i. poate detecta in cel,uld, '^da'toritb 'actiunii radja-

;ttl# ;t;;". alcegtia, a^supra ernulrsiilor fotogryfJ"g sensibile, cateiinl
,ontu.f'"-J-t! 

"t"iil" 
'cer'cetate, prin-dlferite metode. ln felul

:) (4, r0, 13, 14,28) se
=,, localizatea substan'fei
rirmioe, metaboli'smul 9i

c[ile ei de excretie: Pril rn important tpas in cu-

noagtereu uproinii;;te a biochimiei gi fiziologiei,celurlare 9i tisutlare'
principii fotografice. Emulsiile nucleare sint atrcituite 'din cristale

de AgBi, ,,rrp"rrdate in gelatin[, in concentratie de 90-95 %, crist-a'lgle
u"n"f-"ri diui""ii"-,4;-0,i, t, (,titrnut Riintgen are o ,concentr'afie de A.g{t
a" 3070, diametrul granulelor fiind ,de 0,5-5 p)Exis-td*variaqriP!1t ae

emu,lsii ,rrr"l"ui",-3ifiir" c?r€lamintim : ,NTA, Nfn, \TB, 9i NTBr (East-

;;;;-Krdut S.u.R., ulti,mele doud ,fiind csle mai indicate pentru cerce-
tdrile de bio,loeie: AR-10 tr"J"f.-ildi;Aii"), liit*a Gs^(Ilford Ltd-
Anglia), Nild'i 

-F, 
Nikfi R. (U.R.S,S.) etc.

Institutul de fizicl,atomic[ din Bucurepti prodr.rce 3 tipuri,{e

"rnrlriirucleaie-r 
I.r.a. ENr, I.F.A. ENz gi I.F.A: ENF1. P_entru autoradio-

t;;iitt. ;;;;"i;;" i" instituliu tt"uttta dtilizd,m emulsiile I.F.A. ENr de
sensib,ilitate medi"; ;iiF.A.'ENr, d.e sensibilitate ridicat[, oblin'ind rezul'
tate foarte bune Q, A, g, L2, 16). Emutlsia I'FA' ENFI are o granulafle
foarte fin6 (0,07 r,hi o'sensibili,tate medie, fiind illdircati pentru auto-
historadiogra'f ie electrono'mi'cro s copi'c[ (-1 9 ) .

Metodu Affn i" 6"r"uzb, pe proprietatea halogenurii de argint din

emulsia fotografic[, de 
" 

," r,uin b ti argint metalic sub actiun-ea nadia-

liilor ionizatE incidente (1,30). Electronii eliberafi de r_adiatrii'le a 9i B
din enicrocristal,ele,de AgBr, fiind trecufi fln banda de condtlcfie, migreazd"-

367



spre centrele de se-nsibi l i tate ale cristalelor, unde sint captafi.  Ca urrn?rg,a cresterii densitetii de sarcind ne€ativd in acele-r.gi"ni'"." to. o dill"-sare a ionilor pozitivi de 4e din refea 9i o r.i.li"' j;- ;;;;;i;;;"
{e. +"--Ag ,clr depunere - de- a5gint -"tiii.. D;;i'piurii.rtu ionizatd,,descomp.unind pe parcursul slu hi logenura de *gi"t l lasd in emulsie oimagine latentd a urmei sale. Developir"u ur" rolul de a transforma ima-

eozinS.

cu AgBr un complex solubil  in
ape, indepdrtind, astfel, haloge
nura neimpresionatd.

Principii biologice. Metoda
comportd, in mare, doi timpi im-

rind, este vorba de cunoagterea
detaliatb. a tehnicii experimentu-
Iui pe {esut viu, f i ind 

-deci 
nece-

Si de caracterele sale metabolice
(8,  9,  12,20).  Este necesard.  o ac-
t ivitate suficientd pentru a obtrine
o autoradiografie utilizabild, dar

adduga in resurur cercetat, efe*ere r#iJulii#31";to"'?'J"1X#,ilTffi
gi tirnpul util de sacrificare a animalului de eiperienti r.uU"i" sd findcont, de asemenea, nu numai de necesitdfile experimeniului piopriulzis,
de caracterist ici le f izice. gi chimice ale substanfei ma.car;;; l  l i  a! -"ai-
f icdri le histopatologice locale pe care le piodui radioizotopii (121.

Procedee histologice. Metoda histologicd va fi aleastr in func{ie de
sco-pul cercetdrii, in sensul cd fiecare timp-histologic, inclusiv colorur.u,
trebuie adaptat, ati t  fesutului pe care se lucreazd,, ibiectivului urmdrit in
experiment, caracteristicilor fizioe gi chimice ale substanfei marcate
uti l izate, cit gi condil i i lor deosebite, cerute de cel de al doilea t imp al
metodei , realizarea autoradiograf iei (7,1 l, l9). Reactivii folosili in i-inipul
fixdrii, deshidratdrii, includerii gi al deparafindrii, pot dizolva radio-
izotopul din {esutul cercetat, deteriorind cantitativ gi cali tat iv autora-
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lerea hi,stochimicd a substanfei cer-

sus, este metoda rapidi (7) care aomport-1 unm[torii ttTP-t-t 5t^*^?1"rj^"7
ii.iila-c.rrrry is-sb minute sau Bouih-Masson 8-18 ore; deshtdtu- Il lv l l ls v4r rrvJ

tare in doud bdi'de acetond a oit'e 2(

au pr.in liofi'lizare Ia -20o, cu un
: ore. DuPd uscare, urrmeaz6-^Pr^o-
L exPuse, in 'intuneri'c la -20o, in

exicator.
Dr.r,p[ expirarea ti,mpului de exp'ul

postcololarea secliunii (7, 12),.-prin s
uzuali ca hematolilind-eozinl (hematc

cu eozind.

autori folosesc, pentru indepbrtarea st
zimatic[ cu triipsini ( 10 mg tripsin[ c:
fat Sorensen, Cu pH 7,6 la 37o), in sol
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(2). Reacfia se opre;te cu ap5 disti'lat[. Lamole se usucd gi se rnonteazH.

>fectuarea autoradiografiilor, se folo-
anume : metoda de contact (Apposi-
rg), metoda cu emulsii peliculare
irii (Coating), rnetoda oufund[rii
verted coating), ultirnele trei metode

folosind emulsii nucleare li,chide
Metoda de contacl servegte pentru localizar'ea aproximativd a sub-

stanfei radioactive in interiorul tesutului. In aoest procedeu, sursa tisu-
lard gi emulsia fotograficd sint finute in oontact prin presare. DupS uir
timp de expunere convenabil, filmul este indepbrtat gi pr,elucrat. Aceast[
metodH. rse utilizeazd in special pentru probe de dimensiuni mari.

In metoda montdrii, proba este a;ezatd" direct pe suprafata emulsiei
fotografice, unde r[mine fixat[ in tot timpul prelucrdrii-fotografice gi a
colordrii. Este o rnetod5'foarte ugor de aplicat, dar are dezavantajul c5.
preparatele histologi'oe nu sint atit de bune ca cele obtinute prin cele-
lalte metode (17). Etapele metodei sint : montare, expunere, deparafi-

aminare la micro,sicop ciu contrast de
;i montare.
folosogte un film cu emulsie de 5 pr
;elatin[ de 10 p grosi,me. Aceast[ me-
\HR cantitativd (3, 15) gi, in acelagi

timp, in conditii optime, asigurd o putere de r,ezolvare de 2 p.
Tehnica. Montarea peliculei se face in ur,m[toarele etape : se degre-

seazd. lamele ; pentru o bunH. aderen!5 a sectiunii 'gi a emulsiei, lamele
rlu{ie de gelatind 0,5 % (gdlatin[ 5 g,
l) g,i apoi uscate. Se monteazd, secfiu-
Pelicula fotografic5, pusd pe o plac5.
[ame, la rn5rimea necesar[, iar cu o

penset[ se trage filmul de pe sticld gi se pune cu fala cu emulsie fin apl
distiilatd. La 'dezlipirea emulsiei peliculare de pe rlamd se constatd un
fenomen de lunniniscenf[ (triboluminescenfb), ,care mdregte ,fondul ge-
neral gi care, in cazul dezlipirii treptate, produce linii cenugii pe auto-
radiografie (18). De aceeapelicula va fi tras[ uniform gi incet. Pentru o
i,ntindere perfectd gi o aderenld bun5, fdr6, bule pe lamd, in loc de apfl
distilatd, este recomandabil5 punerea peliculei pe suprafa{a unei solupii
de gelat-ind2o[ la 37" care conline gi BrK 0,2010. in manipu'l[rile peliculei
fotogra,fice, trebuie avut in vedere faptul c[, datorit[ presiunilor rr,ec?-
nice, locurile unde aoeasta a fost atinsd se autodevelopeazd. Dapd.2 I
minute de irnbibare, lama cu secfiunea activ[ se introduce in solutria de
imbibar,e gi se ridicd o dat[ cu peli,c'ula. Dr-lp5 aranjarea atentd a peliculei
pe lesutul activ, lamele rse usuc[. Dupd usca'ne, acestea sint introdu'se in
cutii speciale, inchise er.metic, care contin gi substanfe higros'copice
(CaCl, silicage,l) qi sint puse in fri,gider, la 04", ferite de umiditate;
aici se face expunerea.

Metoda cu emulsii lichide se folosegte pentriu autoradiografia sec-
{iunilor histologice gi a frotiurilor. in cazuii speciale obiectele foarte
mici (celule,separate, microorganisme, virusuii, macromolecule), se
amestec[ direct cu 'emulsia lichi'dd. Aceast5. metodd asigurd cea mai bun5.
putere de rezolufie.
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$i deshidratate (duPd fixar'e la 't

tot mai frecvent metoda AHR cu strat

inglob[rii 9i rpaltjzdrii a doub s
cu un tzotoq emit[tor de radia]i
E max.-0,018 Mev) , iar cealaltd

Este evident cd toate rnetor
camerl obscur6. Cu em'ul'siile nl
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agta 117 sau 118, verde gdlbui, distanfa minirn5 intre lama cu emulsie
9i lampd fiind de un metru (19).

Dintre metodele descrise, fiecare are avantajele gi dezavantaiele
ei. Considerbm cI pentru AHR cantitativ5, este iradilat6 tehnica cu eriul-
sii Peliculale-(Stripping-film). Pentru stu'diul repafiizdrii celu,lare a izo-
topilor :se folosegte metoda cu emulsii li'ohide (Coating), care asigurd.
o putere de rezolufie mai bun5, insl nu permite evalu ai6a cantitatiii a
autoradiogramelor.

- Tirreul de expunere depinde
de sub,stanta rnr"rczrt5. gi de concent
rate in secfiunea cercetatd. Existr

rlar[ de 0,2 p Curie lg Itt ,de 0,4 ;r
Cra necesiti un ti,rnp d-e expunere de
t) se rpoate calcula, cu apioximafie,

t  (zi le) - T 
Ios 

Ao

0 , 6 9 3  
- A o - L

lllgul" Ag e$e actd.vitatla injliale 0q^p C._u1ie-a.izotopqlui prezenrt in piesa respec-
llYa: r' este timpul ae ilju{nbt5{ire (in zile) al izotopului rEspectiv, iai L este ian-trtatea de izotopi, in B curie, dezintegratb in oursul 

-expunerii.

Unii autori (17, 18) m6,soard activitatea secfiunilor cu un contor
Geyger-Mi.iller, gi, pg baza imp_ulsuril,or primite, determin[ timpul de
expunerg. De exemrplu, pentru Ir3r, mbsunfnd activitatea secfiunii'cu un
contor G.-M. cu fereastri teminajll, VAZ 310 la un numer[tor Vaku-
tronik, la 100 impulsuri/min. este nevoie de o exp,unere de 2 slpt[mffni.

rn lucru este ba, la diferite ihtervale
rd, pentru orientare. Aceast5 metodd
.ui chinnic pentru diferite celule sau
r sub,st'anfei radioactive din cadrul

se poate prelucra di,ferenfiat. 
irn'puri de expunere' iar materialul

O informare in acest sens ne pot da autoradi,ografiile de contact
flcute cu 'fi'lm -Rcintgen , _oare sint ugbr manipulabile ii 

"" 
o sensibilitate

mai mrare decit emulsiirle nucleare. Cu ajuior,ul acestor filme, putern
Dacd acesta depigegte timpul de z
rea unor autoradiografii de control,
)e), pentr,u excluderea artefactelor,
;te fondul de innegrire gi igi reduce
rrlional cu timpul de expunere ( 3 ) .
se face in cameri ob,scurd, respec-

ratur[ li pH. Developarea emulsiilor
Nz se face in condifiile indicate de

. r 99ryegri1ia revelatorului este : sulfit de sodiu lz g, amidol 3 E,u.i$ citric I,g, BrK 0,5 _9, ap[ ad 1000 ml. Cornp,ozilia fiiatorrului: ti5-
sultat de sodiu_300 g, sulfit de sodi'u 0,6 g, metabisu,lfit de potasiu 0,3 g,
apd, ad I 000 ml.
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lem6 pentru stratul de emulsie o
irora emulsia se inmoaie gi se poate
Pentru evitarea acestor deplas[ri in
,il, cv, dupd tratarea cu tiosulfat,
s[ se facb,b trecere printr-o solulie

Timpii  reveld,r i i
Tempe-
ratura
( in  " )

Timpul de prelucrare
Emulsie

Lichid6 Pelicularl

Observatii

Imbibare in api
Revelator rece
Revelator
Baie de oprire
Acid acet ic 0,5o/o
Baie de api
Fixator

Spdlare I
Spdlare I I

5
5

78-22

78-22
78-22
78-22

78-22
78-22

c - l

7 - 2
1

De doud
(7 -70
7 -2
3 - 6

ori
min
I
I
I

D

de tiosuilfat de sodiu 2]6 (18). Pentru evitarea deteriordrilor mecanice

9i pentru asiguraruu a""Ltopaiii in conditii optime a autoradiografiilor,
Itiiira- 

"" 
fi'irpozitiv propiiu, care asigurd developarea sirnultan5. a 40

de lame histologice (f ig.2).
puterea di rezotilie este echivalentul cantitelii de detalii redate de

imagine gi este definiti prin distanfa-minim[ dintre doud .puncte de pe
i"pi"f"tJ-secliunii, .ur. emit radialii 9i care se pot distinge pe auto-

Fic. 2 (a gi
confec!ionat

- Dispozitiv
polimetacrila,t

tana

b ) .
din

oentru developarea lamelor autohistoradiogna,fice,^de 
metil. El asigurd prelucrarea fotografic[ simul-

a 40 de lame histologice.
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te deterrninati de o serie ,d,e factori,
I dintre sursa de radiafii (secfiunea)
:rgia nadiatiei ionizante, repartizarea
.racteristici'le emulsiei (concentra|ra
bilitatea limitd la electroni, voal etc.)

in cazul sectriunilor de 5 p aplicind metoda cu emulsii peliculare gi
folosind ca element ,de marcare H3, puterea de rezolutie est6 'de 2 V; i.n
aceleagi condilii cu cra gi s", puterea de rezolufie este de 3-5 p.

A u  t  o  h i  s  t  o  r  a d i  o  g r  a f  i a  c  a n  t  i  t  a t  i v  d .  D e t e r m i n a r e a
cantitativd. a radioactivit_[tii din sec]iunile biologioe este bazatd pe eva-
luarea efectului r'adialiilor emise, asupra emr.rll-siei nuoleare (15, 30).

cu emulsia fotograftcd se evidengiaz6,,
rurgint (autoradiograma de contrast),
(autoradiograf,ii de traseu). In pri-

tateade sr.r,prara{d sau prin densitoffi"i#f fi-?ffiffi:?i f"'ffi*:i?Ju5u}t:
numdrd traseele.

Densitometria se executd cu ajutorul microfotometrelor (6, 15) gi
citofotometrelor. Se proiecteazh, imaginea mlritd a ariei de'cercetat,
mbsunindu-se densitatea ei cu ajutorul unei celule fotoelectrice. Pentru
evaludri densitometri,ce, col mai bine se preteaz[ AHR executate cu me-
toda de contact.

Numdrarea granulelor este o metod5 u$or r,ealizabile (15, 21). Pen-
tru aceasta, se monteaz5 un micrometru in ocularul mi,croscopului, cu
ajutoru,l cdnuia se num[r5 granulele de pe o unitate de suprafal[. in
cazul aoestor,m6sur6tori, ins5, grosimea emulsiei trebuie s[ fie uniformd.
Eroarea metodei de * l00lo. ln laboratoarele modern utilate, numS.rar,ea
granulelor se_exe.cut5 cu num[r5toare electronioe. Se pot compara ru.rmai
autoradiografii fdcute strict in aceleagi ,conditii tehnice. La AHR canti-

ragterea gi cencetarea fondul'ui (back
rregbtite cu emulsie proasp[td, cu o
:6 perfectd, dup5 developare se poate
12 - voal admisibil).

Posibilitdfile cencetS.rilor AHR in biochimia celulari sint nelimi-
tate. Prrogrresele radiochimiei au f6cut posibilb rnarrcar,ea cel,or mai variate
molecule (baze purinice sa,u pirirnidinice, hor,moni, vitamine, enzime
etc.), c_u ajutoqul c[rora, folosind metoda AHR, se poate studia biochi-
mismul intim al celul,ei.

Metoda AHR are ins5, gi unel e dezavantaje, dintre care amintim
urmdtoarele: se pot fo,losi nu,mai izotopii emil5tori de radiafii cr sau B
moi, cu o putere de rezolutie bun[; timpul experienlei este relativ lung ;
metoda necesit6 frecvent doze suprafiziologice de radioizotopi (in medie
de 0,5-5 p Curie/g colp de animal) ceea ce reduce posibilitatea folosi'rii
ceroetdrilor AHR in experimentul cronic (16,27). ln experimentuil acut,
lnsd aceast5 metodl s-a dovedit indispensabil5 cercetdrilor moderne de
biochimie gi fiziologie cel'ular5..

in biochimia gi patologia uman[, datorit[ dozelor mari necesare,
se luc,reazd pe culturi de tesuturi prelevate prin biopsie (20), substantele
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rnarcate fiind introduse in mediile de cultura ; dup6 expirarea. timpului

de incubur", u."r[-i"*t"ri r. 
-pi"lucreazd 

autohistoradiografic sau, in

caz de doze --i upf icate in scop terapeutic, prin biopsii de tesut marcat

in vivo.

lrin biopsie: maroqi in-vivo' Autohis-to-
{". prin 

^meloda 
imbrhclrii' Sursa radio'

iurie Pr2 per os la 60 kg gleutate- corpo-

;ifs:iloi#:ere 
60 de zile' Postcororare:

Metod.a, re'lativ rocenti, a fost 1
tdrile de biochimie 9i fiziologie, intr
aduce acestor cercetdri contributii ir
instrument util pentru cercetare& prt
celulare.

B I B L I O G R A F I E

emulsion radioautography, J' Histochem'

re detection of radiophosptrates and other
lhe invertod a'utograph, Anat' Rec', lv)u'

vlicrodensitometer for the evaluation of
6l-1962, vol. 32, P. 11.
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R E S U M E

z. IJray METHOD,ES AUTOHISTO.RATDIO-G'RAPHIQUEQ --\D'ANS LA R'E-"CirencHE bn:IL-gtoe,trrinntE ET DE LA PHYSIoLocIE CE,LLUTAIR.E
tohisto-radiographique, en expos-ant -les
:ivant leurs temps. A la llumier'e des clon-
personnelle de plus {-e 2 ans, il appr6cie
fenus b I'aide de.s diffdrentes techniques,
d€tachent de son activitd. On insiste sur

ns la recherrche approfondie de la biochi-
t sous",cellulaire.

Z U S A M M E N F A S S U N G

z. uray - AUTOHISTORADIOGRAPHISCHE METHODEN BEI DER UNTER-- 
Su,cguNc DER zEU.BilwHEMrE UND -PHYSIoLOGIE

Verf. besohreibt das Verfahren d

.' unterstriohen.

t

S U M M A R Y

Z. (JTAY _ AUTOHISTORADIOGRAPHIC METHODS IN INVESTIGATIONS ON
CELLULAR BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY

Lemistry.

P E S I O M E

3 . V pon - AyTOII4CTOPAAI4O|PA@I/IIIECI{I4ft METO,4 I{CCJIEAOBAHUfr' F.U'. 
OXI4MI4 IN V, AUSI4OJIOIUIT FTJIETHII

Anrop outrcbrBaer ayrorr4cTopagraorpa(f]r.recHfifi Merog, EeJIaer o6aop paBilutrHblx
npr,rMeuffeM*x rexnflqecrlrx cnoco6on Ir I,Ix rlocJlepylou1ux Saa. Ha ocHoBaHIr]I ill,ITeparyp-
Hbrx AaHHrrx u coocrBeHHoro 2-x c JTI,TIIIHIIM JlerHero orlbrTa, AeJlaercff HpI4TI,ItIecHaf oIIeHHa
peByJrbraroB, nofiyrreHHbrx rrpn [pI,rMeHeHI,I[ paSilUtrHbIX MeroAoB I,I yHaBbIBaIOTCff Hauilytl-
ruue peureHr,rff, rro4cnaBauHbre co6crseHuoft npaHruHoft. floguepnllBaercs oco6ennafl qeu-
Hocrb aroro MeroAa AJrg yrJry6uennoro uBytIeHI,Iff Hueto.rgoft u rIoAHJIero.IHofi 6uoxuur,ru
rr naroQual{oJlonuu.
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R E F E R A T

DESPRE ANGIORETICULOAMELE
SISTEMULUI NERVOS, P. Laffarg-
ne, M. Toga, Arch. Anat. Path., 1964,
vol. L2, nr. 3, p. 194-199

Pe un numdr de 2700 de turnori in-
tracraniene, autorii relevX 6 cazuri de
angioreticuloame ale sistemului ner-
vos (5 dintre ele cu localizdri in ce-
rebel gi unul in m5.duvb), reprezen-
tind 0,22% din numS.rul total amintit
gi 5 96 diii tu,morile fosei posterioare
(140 de cazuri). Aceste tumori apar
la virsta mijlocie, mai des la b[rbat
gi au ca sedi'u topografic electiv, par-
tea posterioar6 'a ,emisferelor cerebe-
loase sau a vernixului, mai rat m5-
duva sau bulbul gi excepfional creie-
rul. Macroscopic aspectul cel mai frec-
vent este cel al unui chist mare cu

1) imagini de blastem angioformator,

cu aspectul de retea vascular5. varia-
bil de abundent[, intr-o stroml bo-
gat5. ln fibre reticulinice, cu insule he-
rnatopoietice; 2) aspectul adult al tu-
morii, consecutiv transforrnbrii caver-
noase a vasetror, cu edem al stromei
gi transformare ,lipocitarl a histioci-
telor. .Adesea se observd o sclerozl
perivasctrlarb gi apoi difuzl a stromei,
cu tendinf[ de condensare la periferia
leziunii, f.6rd. a realiza o adev6ratd in-
capsulare, mugurii tumorali pdtrun-
zind in fesu'tul nervos fdr[ limiti netd.

La originea acestor tumori sint ce-
lulele mezoblastice fertile incluse in
tubul neural in a treia lund de viatd.
intrauterin[, celule care au proprie-
tatea de a forima vase, eritroblastii qi
reticulinS. Poliglobulia observatd in
cazurile de hemangioblastoame se da-
toregte actiunii asupra miduvei osoase
a unui hor,mon eritropoietic secretat
de citre celulele tumorale.

M. Nestor
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