de histologie, citologie si embriologie este strins legat cu predarea
altor discipline medico-biologice : biologia, anatomia, fiziologia, biochi-
mia, anatomia patologicad si disciplinele clinice. Astfel, dezviluirea
legitatilor de baza ale organizarii structurale a celulelor serveste drept
baza pentru expunerea problemelor geneticii in cursul de biologie. Pe
de altd parte, expunerea problemelor cu privire la evolutia materiei
vii in cursul de biologie este o conditie necesara pentru studierea di-
feritelor niveluri de organizare a materiei vii in organismul omului.

Studierea legitatilor dezvoltirii si structurii organelor in cursul de
anatomie se bazeaza pe datele analizei histologice. In prezent, cind cer-
cetarea structurilor celulare si tisulare se realizeaza la niveluri subce-
lular si molecular cu folosirea metodelor biochimice, se constata o rela-
tie deosebit de strinsa a histologiei, citologiei si embriologiei cu biochi-
mia. In invatamint, in cercetirile stiintifice i in diagnosticarea clinica
au o largd intrebuintare datele cito- §i histochimice. Cunoasterea struc-
turii normale a celulelor, tesuturilor i organelor este o condifie nece-
sard pentru intelegerea mecanismelor de modificare in ele in conditii
patologice. De aceea hislologia, citologia si embriologia sint strins le-
gate cu anatomia patologica si cu multe discipline clinice {bolile interne,
obstetrica si ginecologia s. a.}.

Astiel, histologia cu citologia i embriologia ocupa un loc important
in sistemul invatamintului medical, punind bazele conceptiei stiintifice
structural-functionale in analiza activitatii vitale a organismulut uman
in norma si patologie.

Capitlotul t1

METODELE DE CERCETARE IN HISTOLOGIE, CITOLOGIE
$! EMBRIOLOGIE

.

In histologia, citologia si embriologia moderna se intrebuinteazi
diverse metode de explorare, care permit studierea multilaterald a
proceselor de dezvoltare, structura si functie ale celulelor, t{esuturilor
si organelor.

Etapele principale de analiza citologica si histologica sint alegerea
obiectului de studiu, pregatirea lui pentru cercetare in microscop, folo-
sirea metodelor de microscopie, analiza calitativa si cantitativad a ima-
ginilor.

Drept obiecte de studiu servesc celulele si tesuturile
vii $i moarte (fixale), imaginile lor vazute in microscoape optice si
electronice sau pe ecranul televizat al displeiuiui. Exista un gir de me-
tode, care permit analiza obiectelor sus-numite.

METODELE DE CERCETARE A CELULELOR $1 TESUTURILOR VI

Studierea celutelor si tesuturilor vii permite ob{inerea unei infor-
maiii mai ample despre activitatea lor vitalda — a urmairi miscarea,
procesele de diviziune, distrugere, crestere, diferentiere si interactiu-
nea celulelor, durata ciciului lor de viata, schimbarile reactive ca ris-
puns la influenta diferifilor factori.
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Cercetarea vitald a celulelor in organism (in vivoj. Una din meto-
dele vitale de cercetare este observarea structurilor in organismul viu.
Cu ajutorul microscoapelor-iluminatoare de transmisie speciala, de
exemplu, se poate studia in dinamica circulatia singelui in microvase.
Dupa anestezie obiectul de studiu la animal (de exemplu, mezenterul
intestinului) se scoate afara si se examineaza in microscop, totodata
tesuturile trebuie sa fie permanent umectate cu solutie cloruro-sodica
izotopica. Insa durata unei asemenea observiri este limitata. Rezulta-
te mai bune se obtin prin metoda de incorporare a ca-
merelor transparente inorganismul animalului. Cel mai co-
mod organ pentru incorporarea acestor camere $i observarea ulterioara
este urechea animalului (de exemplu, a iepureluij. Sectorul urechii cu
camera transparenta se plaseaza pe masuta microscopului, studiindu-se
astfel dinamica schimbarilor din celule si tesuturi un timp indelungat.
Astfel pot [i studiate procesele de deplasare a leucocitelor din vasele
sanguine, diverse stadii de formare a tesutului conjunctiv, a capilarelor,
nervilor i alte procese. In calitate de camera transparenta naturala
poate fi folosit ochiul animalelor de laborator. Celulele, tesuturile si
probele de organe se plaseaza in lichidul camerei anterioare a ochiuiui
in coltul, format de cornee siiris, st pot fi studiate prin corneea transpa-
rentd. Astfel a fost realizata transplantarea ovulului fecundat si urma-
rite stadiile timpurii de dezvoltare a embrionului. Maimutelor li s-au
transplantat piese mici de uter si au fost studiate schimbarile tunicii
mucoase a uterului in diferite faze ale ciclului menstrual.

O aplicare largd o aremetoda de transplantare a ce-
lulelor singelui si maduvei osoase de la animalele-donatoare sdnaloase
la animalele care au fost supuse unei iradieri mortale. Animalele-
recipien{i dupa transplantare erau vii datoritd acceptdrii celulelor
donatorului, care formeazi in splina colonii de celule hematopoietice.
Cercetarea numarului de colonii si a componentei lor celulare permite
a se stabili cantitatea de celule hematopoietice fondatoare si diferitele
stadii de diferentiere a lor. Cu ajutorul metodei de formare a colo-
niilor s-au stabilit sursele de dezvoltare a tuturor celulelor san-
guine,

Cercetirile structurilor vii in cultura de celule i tesuturi (in vitro).
Aceastd metodd e una dintre cele mai raspindite.

Celulele, probele mici de tesuturi sau organe, separate din orga-
nismul emului sau animalelor, se plaseaza in vase de sticla sau masa
plastica, care contin un mediu nutritiv special — plasma sanguina,
extract embrionar i stimulatori ai cresterii celulelor. Se disting c u l-
turi suspendate (celulele sint suspendate in mediu) si cul-
turi monostratificate  (celulele explantate formeaza pe
sticla un strat continuu}. Se asigura sterilitatea mediului si temperatura
ce corespunde temperaturii corpului. Tn asemenea conditii celulele
pastreaza timp indelungat indicii de baza ai activitatii vitale — capa-
citatea de crestere, inmul{ire, diferen{iere, miscare. Asemenea culturi
pot exista multe zile, luni si chiar ani, daca se reinnoieste mediul de
cultivare si se transplanteazi celulele viabile in alte vase. Unele tipuri
de celule, datorita schimbarilor in genomuli lor, pot sa se pastreze i sa
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se dividd in culturd practic pina la infinit, formind linii celulare
neintrerupte. In elaborarea metodelor de cultivare a ceiuleior si {esu-
turilor un mare aport l-au adus A. A. Maximov, A. V. Rumeantev,
N. G. Hlopin, A. D. Timofeevskii, F. M. Lazarenco. In prezent au fost
obfinute linii celulare de fibroblaste, miocite, epiteliocite, macrofage
$. a., care exista de mulii ani.

Folosirea metodei de cultivare a permis evidentierea unui sir de
legitati ale diferentierii, regenerdrii maligne a celulelor, interactiu-
nilor celulare, interactiunilor celulelor cu virusgii $i microbii. S-a de-
monstrat capacitatea celulelor cartilaginoase de a forma in cuiturd
substan{a intercelulard, iar a celulelor suprarenalelor — de a produce
hormoni. Cultivarea tesuturilor gi organeler embrionare a dat posi-
bilitatea de a se urmari dezvoltarea osului, pielii si a altor organe. A
fost elaboratd metoda de cultivare a celulelor nervoase.

Metoda de cultivare a tesuturilor are o deosebiti importantd pentru
efectuarea obser{arilor experimentale asupra cetulelor si tesuturilor
omului. Celulele luate din organismul omului in timpul biopsiei pot
fi folosite in cultura tesuturilor pentru stabilirea genului, bolilor ere-
ditare, re%enerérii maligne, descoperirea actiunii unui sir de substan-
te toxice. In ultimii ani culturile celulare se folosesc larg pentru hib-
ridarea celulelor. Esenta metodei de hibridare constid in
faptul ca din celulele de orice tip gi in orice stadiu de dezvoltare pot
fi obtinuti hibrizi sub influent{a unui gir de factori — virusul paragripei
inactivat, polietilenglicolului . a. In hibrizii constituiti se formeaza
heterocarioni, ce confin doua tipuri de genotip. Studierea produselor
proteice ale activitatii genelor permite a se stabili localizarea genelor
in componenta cromozomilor. Pe baza metodei de hibridare a fost cre-
ata metoda de obtinere a anticorpilor monoctonali, care permite eviden-
tierea diferitelor stadii de dezvoltare a celulelor imunocompetente s. a.

Este necesar a se {ine cont, insa, si de neajunsurile metodei, care
trebuie sd fie evidentiate in timpul aprecierii rezultatelor obfinute.
Izolarea celulelor de organism conduce la o serie de schimbari ale
conditiilor existentei lor: se pierd legaturile reciproce cu alte celule
si tesuturi, influenf{a complexului de factori neurohormonali de regulare
$. a. Pentru lichidarea acestui neajuns se intrebuinfeazd culitivarea
in vivo, cind probele de fesuturi gi organe se plaseaza in camere din
material poros, care se implanteazd intr-o portiune a corpului anima-
lului (in cavitatea abdominala, sub piele 5. a.).

Coloratia vitald si supravitali. In timpul coloratiei vi-
tale acelulelor si tesuturilor colorantut se introduce in organismul
animalului, totodatd et coloreaza selectiv anumite celule, organitele
lor sau substanta intercelulard. De exemplu, albastru de tripan sau
?arminul litinat evidentiazd fagocitele, alizarina-matricea osului nou

ormat.

Coloratie supravitala se numeste colorafia celulelor
vii, separate din organism. Astfel se evidentiaza formele tinere ale eri-
trocitelor — reticulocitele singelui (colorantul albastru de briliant-
crezil), mitocondriile in celule (colorantul verde Eanus), lizozomii {co-
lorantul rosu-neutru).
+10



CERCETAREA CELULELOR $1 TESUTURILOR MOARTE (FIXATE)

Obiectul principal de studiu aici il constituie preparatele histolo-
gice pregatite din structuri fixate. Preparatul poate sa prezinte un
frotiu (de exemplu, frotiu de singe, maduva osoasa, salivd, lichid
cefalorahidiang.a.}),0 amprenti (deexemplu, asplinei, timusului,
ficatului), o pelicul i din fesut (de exemplu, conjunctiv sau peri-
toneu, pleurd, Pia mater}, 0 sectiune subtire. Mai frecvent pentru
cercetdri se foloseste sectiunea tesutului sau organului. Preparatele
histologice pot fi studiate si fard o pregatire speciald. De exemply,
frotiul de stinge, amprenta, pelicula sau sectiunea organului pregatite
deja pot fi examinate imediat sub microscop. Dar pentru c3 structurile
posedd un contrast siab, ele se evidentiaza prost in microscopul optic
obighuit §i e necesar a se intrebuinta microscoape speciale {(cu contrast
de fazd §. a.}). De aceea mai des se folosesc preparate prelucrate spe-
cial : fixate, incluse intr-un mediu solid si colorate,

Procesul de pregitire a preparatului histologic pentru microscopia
optic3 si electronica include urmatoarele etape esentiale : ) colectarea
materialului si fixarea lui, 2) condensarea materialului, 3) prepararea
sectiunilor, 4) colorafia sau contrastarea sectiunilor. Pentru microsco-
pia opticd e necesard incd o etapd — includerea sectiunilor in balsam
sau in alte medii transparente (5).

Fixarea asigurd prevenirea proceselor de descompunere, ceea ce
contribuie Ia menfinerea integritatii structurilor. Aceasta se realizeaza
in felul urmaétor: proba mica luata din organ sau se cufunda in fixator
(alcool, formalina, solutii ale sarurilor de metale grele, acid osmic,
amestecuri fixatoare speciale), sau se supune unei prelucriri termice.
Sub influenta fixatorului in {esuturi si organe au ioc schimbari fizico-
chimice complicate. Cel mai important din ele este procesul de coagula-
re ireversibild a proteinelor, din cauza ciruia activitatea vitala ince-
teazd, iar structurile devin moarte, fixate. Fixarea duce |a condensarea
si micgorarea pieselor si de asemenea la ameliorarea ulterioari a colo-
ratiei celulelor §i tesuturilor.

Condensarea pieselor, necesard pentru pregitirea seciiunilor, se
realizeaz3 prin imbibarea materialului, deshidratat preventiv, cu para-
fina, celoidind, rdsini organice. O condensare mai rapida se obtine prin
intrebuinfarea metodei de congelare a pieselor, de exemplu, in acid
carbonic lichid.

Prepararea sectiunilor are loc pe dispozitive speciale — microtoa-
me (pentru microscopia opticd) si uliramicrotoame (pentru microsco-
pia electronica).

Coloratia sectiunilor (in microscopia opticd) sau acoperirea lor cu
sdruri de metal (in microscopia electronicd) se intrebuinjeaza pen-
tru mérirea contrastului imaginilor unor structuri in timpu! examinarii
lor la microscop. Metodele de colorare a structurilor histologice sint
foarte variate gi se aleg in dependentd de problemele studiului. Colo-
rantii histologici se impart in acizi bazici §i neutri. In cali-
tate de exempiu se poate aduce cel mai intrebuintat colorant azur II,
care coloreazd nucleul celulelor in violet, si colorantul acid — eozina,
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ce coloreazi citoplasma in roz-galben. Afinitatea selectiva a structuri-
lor fata de anumiii coloranti e conditionata de compozifia lor chimica si
de proprietatile fizice. Structurile care se coloreazéd bine cu coloranti
acizi se numesc oxifile, iar cele ce se coloreazd cu bazici — bazofile.
Structurite care fixeazi atit colorantii acizi, cit si pe cei bazici sint
neutrofile (heterofile). Preparatele colorate, de obicei, se deshidrateaza
in alcooluri de concentratie crescindd si se limpezesc in xilol, benzol,
toluol sau in unele uleiuri. Pentru pastrarea indelungatid sectiunea
histologicd deshidratatd se include intre lama si lameld in balsam
de Canada sau alte substante. Preparatul histologic pregatit poate fi
folosit pentru studierea sub microscop timp de multi ani. Pentru mi-
croscopia electronicé sectiunile, obtinute {a ultramicrotom, se plaseaza
pe grile speciale, se contrasteazd cu saruri de mangan, cobait s. a.,
apoi se studiazid la microscop si se fotografiaza. Microfotografiile ob-
{inute servesc drept obiect de studiu deopotrivd cu preparatele histo-
logice.

CERCETAREA COMPONENTE|I CHIMICE $1 METABOLISMULUI CELULELOR
$1 TESUTURILOR

Metodele cito- si histochimice. Aceste metode permit evidentierea
tocalizarii diferitelor substante chimice in structurile celuletor, tesutu-
rilor si organelor — ADN, ARN, proteinelor, giucidelor, lipidelor,
aminoacizilor, substantelor minerale, vitaminelor, activitatea fermen-
{ilor. Aceste metode se bazeazid pe specificul reactiei dintre reactivul
chimic $i substratul care intra in componenta structurilor celulare si
tisulare, si pe colorarea produselor reactiilor chimice. Pentru a mari
specificul reactiei deseori se intrebuinfeaza controlul fermentativ. De
exemplu, pentru evidentierea in celule a acidului ribonucleic (ARN)
deseori se foloseste galocianina — colorant cu proprieta{i bazice, iar
prezenta ARN se confirmd cu ajutorul prelucrarii de control cu ribo-
nucleaza, care scindeaza ARN, Galocianina coloreazi ARN in albastru-
viotet. Daca sectiunea este preventiv prelucratd cu ribonucteazi, iar
apoi coloratd cu galocianind, atunci lipsa coloratiei confirma prezenta
in structura a acidului ribonucieic. Descrierea numeroaselor metode
cito- si histochimice se face in manuale speciale.

Metoda autoradiografiei. Aceastd metodi permite studierea mai
ampl3d a metabolismului in diferite structuri. La baza metodei se afia
folosirea elementelor radioactive (de exemplu, a fosforului — *P, car-
bonului — "C, suifului — * S, hidrogenului — *H) sau a compusilor
marcati cu ele. Substantele radioactive in secfiunile histologice se evi-
dentiaza cu ajutorul emulsiet fotogratice, care se aplicad pe preparat si
apoi se developeazi. In portiunile preparatului, unde emulsia fotogra-
ficd contacteazd cu swbstanta radioactivid, se produce reactia foto-
grafica, in rezultatul cdreia se formeaza sectoare developate (lumi-
natej— piste. Prin aceastd metoda se poate stabili, de exemplu, viteza
de includere a aminoacizilor marcati in proteine, formarea acizilor
nucleici, metabolismul iodului in celulele glandei tiroide s. a.
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Metoda centrifugirii diferenfiale. Aceastd metodd se bazeazid pe
intrebuintarea centrifugilor, care efectueazd de la 20000 pina la
150 000 de rot/min. Asemenea centrifugi permit separarea si sedimen-
tarea diferitilor componenti celulari — a nucleilor, mitocondriilor s. a.,
si determinarea compozitiei lor chimice.

Interferometria. Aceastd metodd permite aprecierea confinutului
sumar de proteine in celulele vii si fixate.

In prezent, deopotrivd cu metodele calitative, au fost elaborate gi
se practich metodele histochimice cantitative de
stabilire a continutului diferitelor substante in celule si tesuturi. Parti-
cularitatea metodelor de studiu cantitativ-histochimice {(spre deose-
bire de cele biochimice) consté in posibilitatea studierii localizarii com-
ponentelor chimice in structurile concrete ale celulelor si tesuturilor.

Citospectrofotometria — metoda de studiere cantitativi a substan-
telor intracelulare dupa spectrele lor de absorbtie.

Citospectrofluorimetria — metodd de studiere cantitativd a sub-
stanfelor intracelulare dupa spectrele lor de fluorescentd sau dupa
intensitatea fluorescentei pe o unda aleasi din timp (citofluorimetria).

Microscoapele moderne — citofiuorimetrele — permit descoperirea
in diferite structuri a unor cantitati mici de substan{a (pin# la 10— —
10~'® g) si aprecierea localizirii substantelor studiate in microstruc-
turi.

In ultimii ani combinarea metodelor histochimice cu metoda micro-
scopiei electronice a condus la dezvoltarea unei directii de perspectiva
noi—a histochimiei electronice. Aceastd metodd permite
studierea localizarii diferitelor substante chimice nu numai la un nivel
celular, ci si subcelular $i molecular.

Metodele analizei imunofluorescente se folosesc efectiv in histo-
logia contemporani pentru studierea proceselor de diferentiere a ce-
lulelor, evidentierea in ele a compusilor chimici §i structurilor speci-
fice. Ele se bazeaza pe reactiile antigen—anticorp. Fiecare celuld a
organismului are o componentd antigena specificd, care este deter-
minatd de proteine. Produsele reactiei pot fi colorate si evidenfiate
in microscopul luminescent. Pe desenul 13,B se demonstreaza evi-
dentierea in celulad a actinei si tubulinei cu ajutorul metodei de analiza
imunofluorescenta.

METODELE DE MICROSCOPIE A PREPARATELOR HISTOLOGICE

Microscopia opticd. Microscopia — metoda principala de studiere
a preparatelor — se foloseste in biologie mai bine de 300 de ani. Din
momentul folosirii primelor microscoape in scopuri de cercetare ele se
perfectionau permanent. Microscoapele moderne prezinta sisteme optice
complicate diverse, care posedd o putere rezolutivd inaltd si permit
studierea detaliilor foarte fine ale structurii celulelor si fesuturilor.
Dimensiunea celei mai mici structuri care poate fi observatd la mi-
croscop este determinatd de cea mai mici distant{ad rezolu-
tiva (do). Ea depinde de lungimea undei de luminad A si aceasta
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Des. 1. Microscoape destinate cerce-

tarilor biologice.

A — microscop biclogic optic_.Biolam-§*: f —
baza ; 2 — tubusosuporl ; 3 — {ubusul inclinat;
4 —ocular ; § — revolver ; 6 — obiective; 7 —
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mi de iris ; 9 — surubu! condensatorului; 76 —
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B — microscopu! electronic AV.M.— 100 AC
cu sistem automatizel de prelucrare 2 ims-

ginilar : ! — coloana micrascapului (cu sisiem
electranc-oplic §i camera pentru preparare);
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dependenta se exprima cu aproximatie prin formula do=1/2 X Astiel,
cu cit este mai mica lungimea undei de luming, cu atit € mai mica distan-
ta rezolutiva si cu atit mai mici sint structurile ce pot {i observate in
preparat.

Pentru studierea preparatelor histologice mai des se {olosesc micro-
scoapele optice de marca diferita, cind in calitate de sursa de iluminare
se foloseste lumina naturald sau artificiala (des. 1, A, B). Lungimea
minimald a undei partii vizibile a spectrului de lumind corespunde
0,4 mkm. Prin urmare, la microscopul optic obisnuit distan{a rezolu-
tiva este egald aproximativ cu 0,2 mkm(do =1/2-0,4 mkm = 0,2 mkmj,
iar mirirea totala {produsul dintre marirea obiectivului i marirea
ocularului) ajunge pind la 2500 de ori.

Microscopia altravioletd. Aceasta e o varietate a microscopiei
optice. In microscopul ultraviolet se folosesc raze ultraviolete mai
scurte cu lungimea undei de circa 0,2 mkm. Distanta rezolutivid aici
e de aproximativ 0,1 mkm (d¢=1/2-0,2 mkm=0,1 mkm). lmaginea
invizibild ob{inutd in razele ultraviolete devine vizibild cu ajutorul
inregistrarii pe placa fotogratica sau prin intrebuinfarea unor dispo-
zitive speciale (ecran luminescent, convertizor elecirono-optic}.

Microscopia fluorescentd (luminescentd). Fenomenul fluorescentei
consta in aceea cd atomii gi moleculele unor substante, absorbind razele
cu undd scurta, trec in stare excitatad. Trecerea inversi din stare exci-
tatd in normald are loc cu emanare de lumind, dar cu altd lungime
de unda, mai mare. Pentru excitarea fluorescentei in microscopul fluo-
rescent se folosesc lampile de cuart si xenon de presiune supra-
inalti, care posedi o intensitate inaltd in regiunea spectrutui de 0,25—
0,4 mkm (raze ultraviolete apropiate) si de 0,4—0,5 mkm (raze al-
bastru-violete). Lungimea undei de lumind fluorescentd intotdeauna
e mai mare decit lungimea de unda a luminii de excitare, de aceea ele
se despart cu ajutorul filtrelor de lumina si imaginea obiectului se
studiaza numai in lumina fluorescenta. Se deosebesc fluorescen-
{aproprie, sau primard, siindusa, sau secundari. Qrice ce-
tuid a organismului viu poseda o fiuorescenta proprie, dar ea deseori
este extrem de slaba. Fluorescenta secundari apare in timpul prelu-
crarii preparatelor cu coloranfi speciali-—— fluorocromi. De
exemplu, pentru prelucrarea preparatelor mai des se foloseste fluoro-
cromul oranj de acridina. In acest caz ADN si compusii lui poseda Jumi-
nescen{d verde-aprinsi, iar ARN si derivatii lui — rosu-aprins: Astfel,
componenta spectrald a radiatiei poartd informatia despre structura
interna a obiectului $i componenta lui chimici. Varianta metodei de
microscopie fluorescenta, in timpul cdreia si excitarea, si iradierea fluo-
rescentei are loc in regiunea ultravioleta a spectrului, a fost denumita
metodd de microscopie fluorescentd ultravioleta.

Microscopia cu contrast de fazd. Aceastda metoda serveste la
obtinerea imaginilor contrastante ale obiectelor transparente i incolo-
re, invizibile in timpul folosirii metodelor obisnuite de microscopie.
Pentru studierea preparatelor in microscopul obisnuit optic contrastul
structurilor se ob{ine cu ajutorul colorarii. Metoda conirastului de
fazd asigurd contrastul necesar al structurilor incolore studiate cu
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ajutorul unei diafragme circulare speciale, instalata in condensator,
st cu ajutorul aga-numitei placi de faza, situata in obiectiv. O asemenea
constructie a opticii microscopului face posibild transformarea schimba-
rilor de taz& a luminii nepercepute de ochi, care trece prin preparatul
incolor, in amplituda ei, adicd se intensifica imaginea obtinuta. Mari-
rea contrasfului permite observarea tuturor structurilor, care se deo-
sebesc dupa indicii de refractie. O varietate a metodei cu contrast de
faza este metoda de contrast de fazi in cimp intunecat, care di o ima-
gine negativa spre deosebire de cea pozitivd cu contrast de faza.

In afara de metodele enumerate, cu scopuri speciaie se folosesc
microscopia in cimp intunecat pentru studierea obiectelor vii, in lumina
incidentd pentru examinarea obiectelor groase, microscopia polarizan-
ti pentru studierea arhitectonicii structurilor histologice. Descrierea
acestor metode gi aparatelor respective este datd in manuale speciaie.

Microscopia electronici. Un mare pas inainte in dezvoltarea teh-
nicii microscopiei a fost crearea §iintrebuintarea microscopului electro-
nic (vezi des. 1, B). In microscopul electronic se foloseste un flux
de electroni cu lungimile de undd mai scurte decit in cel optic. La
intensitatea de 50 000 V lungimea undei oscilatiilor electromagnetice,
care apar in timpul miscarii fluxului de electroni in vid, este egald cu
0,0056 nm. Teoretic a fost calculat ¢4 distania rezolutivd in acesie
conditii poate fi de circa 0,002 nm sau 0,000002 mkm, adica de 100 000
ori mai micad decit in microscopul optic. [n cele mai calitative micro-
scoape electronice moderne distanta rezolutiva constituie 0,1—0,7 nm.

Cu ajutorul microscopului electronic de trans-
misie sepoate obtine doar o imagine pland a obiectului studiat. Pen-
tru obtinerea unei prezentari de spatiu despre structuri se folosesc m i-
croscoape electronice de raster, capabile sd creeze
imagini tridimensionale. Microscopul electronic de raster lucreaza con-
form principiului scan&rii cu microsonda electronicid a obiectului stu-
diat, adicd el ,pipaie” succesiv cu ajutorul fasciculului de electroni
focalizat puternic diferite puncte ale suprafetei. Pentru cercetarea sec-
torului ales microsonda se migci pe suprafata lui sub influenta bo-
binelor de deviere (principiul desfasurdrii televizate}. O asemenea
cercetare a obiectului se numeste s can are (colationare}, iar dese-
nul pe care se migca microsonda —r aster. Microscopul electronic
de raster nu inregistreazd electronii care trec prin obiect, ¢i acumu-
leaza toti electronii (secundari}, scosi din atomii probei de cétre fluxul
de electroni al microsondei (electroni primari). Imaginea obtinuta este
reprodusa pe ecranul televizat a céruirazi electronica se misca sincron
cu microsonda.

Calitatile principale ale microscopiei electronice de raster sint
profunzimea netitatii (diapazonul de 100— 1000 de ori mai mare decit
la microscoapele optice}, frecventa mare a modificarii neintrerupte a
maririi (de !a zeci pind la zeci de mii de ori) si puterea rezolutiva inalta.



METODELE DE ANALIZA A IMAGINILOR STRUCTURILOR CELULARE S$I
TISULARE

Imaginile microobiectelor obfinute in microscop, pe ecranul televi-
zat al displeiului, pe microfotografiile electronice se supun unei analize
speciale — eviden{ierea parametrilor morfometrici, densitometrici si
prelucrarea lor statistica.

Metodele morfometrice permit determinarea cu ajutorul unor grile
speciale (ale lui E. Vebel, A. A, Glagolev, S, B. Stefanov) a numar ului
oricdror structuri, supraietele, diametrele . a. De exemplu, in celule
pot [i masurate suprafetele nucleilor, citoplasmei, diametrele lor,
raporturile nucleo-citoplasmatice . a. Existi morfometria m a-
nuald st morfometria automatizati, in timpul ca-
reia tofi parametrii se masoard si se inregistreazd in aparat auto-
mat.

1n ultimii ani o raspindire tot mai mare o au sistemele automatizate
de prelucrare a imaginilor (S.A.P.1), care permit realizarea mai efici-
enta a metodelor cantitative enumerate de studiere a celulelor si fesu-
turilor. Totodata posibilitafile analitice ale microscopiei cantitative se
completeaza cu metode de analizi si stabilire a probelor, bazate pe
prelucrarea cu ajutorul masinilor elecironice de calcul (M.E.C.) a
informatiei, extrase din imaginile celulelor i tesuturilor. In fond se
poate vorbi despre dispozitivele care nu numai miresc posibilitatile
optice ale analizorului vizual al omului, dar si largesc de multe ori
posibititatile lui analitice. Se exprimi pirerea c¢a S.AP.I. infaptuiesc
aceeast revolutie in morfologie, precum circa 300 de ani in urma a
provocat inventarea microscopului optic, iar circa 35 ani in urma —
a celui electronic, deoarece ele nu numai maresc incomparabil produc-
tivitatea muncii savantului si nu numai obiectivizeaza cercetérile, dar
$i permit obtinerea unei noi informatii despre procesele neevidentiate
mai inainte, modelarea cantitativa i prognozarea dezvoltarii lor in ce-
lule si fesuturi.

Totodatad participarea in experientd a M.E.C. cere de la savant o
atitudine nou# in ce priveste realizarea ei, posedarea dexteritatii
compunerii algoritmilor procesului de cercetare, o exactitate a ratio-
nzflmentelor s, in sfirgit, ridicarea nivelului studiului metodico-stiin-
tific.

Una din metode, care lirgeste considerabil numarul probiemelor
morfologice rezolvate, esfe analiza mecanizatd oplico-structurald
(A.M.O.S.),Spropusé in anul 1965 de catre C. M. Bogdanov. Cu apa-
rifia A.M.O.S. a fost facut un pas calitativ nou in elaborarea meto-
dologiei unice de analiza cantitativa a microstructurilor pe baza ca-
racteristicilor statistice. Tn ultimul timp A.M.0.S. a gisit o aplicare
efectivd in practica de cercetare si in economia nationala.

In des. 2 e prezentat sistemul automatizat de prelucrare a ima-
ginitor , Protva M 1i* produs de firma ,LOMO*. Sistemul este des-
tinat studierii complexe a celulelor si fesuturilor cu folosirea metode-
lor de microscopie fluorescenta, de absorbtie si radioautografie.

Un microscop optic scanator special sau altul electronic, care
- I |
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Des. 2. Sislem automalizat de prelucrare a imaginilor ,Protva-MI1*
{ — microscap-fotomelry scanatur ; 2 = displei: 3 — M.E.C.

intrd in componenta sistemului, realizeaza vizionarea consecutiva a
imaginii preparatului pe doua coordonate, transformind-o in forma nu-
merica, si o introduce in M.E.C,, care la rindul et efectueaza prelucra-
rea cilrica a imaginii $i da o informatie despre caracteristicile geome-
trice 5. a. ale obiectuluni analizat. Cu ajutorul displeiuiui colorat savan-
tul poate ,prepara“ imaginea, evidentiind numai acele componente
structurale, care il intereseaza. Acumulatoarele de informatie de capa-
citate mare pe discuri magnetice sau benzi, care intrd in componenta
M.E.C, permit memorizarea imaginii precum si a rezultatelor prelu-
crarii ei pentru pastrarea ulterioara si documentare.

Folosirea metodelor de analizd automatizatd a microobiectelor o
vom examina pe baza exemplului de prelucrare a imaginii leucocitului
singelui (des. 3). Microscopul-fotometru scanator permite ,cercetarea“
valorilor densitatii optice cu pasul indical de savant. In consecinta
semnalul optic, care corespunde densitatii optice a obiectului, trece
in formd cifricd. Matricea cifricd obfinuta este supusa prepararii cu
ajutorul unui aparat matematic special. La inceput se lichideaza fon-
dul si se separd obiectul ,curat“— imaginea celulei (I. a), apoi din
imaginea celulei se evidentiaza orice detaliu, care il intereseaza pe
savant, de exemplu, citoplasma (I b} si nucleul {Ic¢). M.E.C. caicu-
leaza siconstruiestehistograma densitdfii optice pentru
toata celula (Il a), peniru citoplasma (II by si nuclen! (Ii¢) ei. In
histograma intreagd de acum se pot evidentia fazele citoplasmei (b)
$i nucleului (¢} si, de asemenea, se pot obtine separat pentru fiecare
structurd (Il b, Il ¢).
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1Parametri histogramici de ordinul I
2 Parametri histogramici de ordinul Il
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Des. 3. S,:hema prelucrarii autornatizale a imaginii celulei, Imaginea leucocitului (aj, ci-
top‘lasmel {b) gi nucleutui {¢) Ilui.  — imaginea cifrica; I/ — histograma densitatii
oplice ; {{f — histogramele bidimensionale ale dependentei valorilor densitatii optice.

Pe histograme se calculeazd parametrii de ordinul I:
valoarea medie si integrala a densitatii optice, dispersia, asimetria,
excesul s. a. Conform imaginii obiectului se obfin parametrii
morfometrici: suprafata, perimetrul, diametrul, raportul nuc-
leo-citoplasmatic, coeficientul formei s. a.

Urmitoarea etapa de prelucrare a imaginii este consiruirea
diagramelor bidimensionale a independentei densitafii
optice pentru toatad celula (vezi des. 3 IlI), citoplasma (1l bj si
nucleul (IIl ¢) ei. Ca si in primul caz, pe diagrama intregii celule
(I11 a) e posibild evidentierea fazei citoplasmet (I1! b) si nucleului
(111 ¢). Aceste diagrame permit calcularea parametrilor histo-
gramici d e ordinul II: omogenitatea, contrastul local, entropia
$. a. Parametrii obtinuti astfel prezinta , portretul* multidimensional
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