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Introducere.

Solubilitatea mare a granulelor metacromatice din mas-
tocite, care nu a putut fi inlituratd aproape prin nici unul
din fixatorii existen{i pand astdzi, a determinat pe
mulii cercetdtori si faci alte incercdri §i au ajuns la
concluzia ci tratarea acestor celule trebuie si aibd drept

conditie esenfiald, cunoagterea exzcii  constitutiei lor
chimice,

fn tesuturile colorate pentru punerea in eviden{i a
granulelor metacromatice, apireau totdeauna insule mefacro-
matice in jurul celulelor. Acest fenomen era datorit faptului
cd fixatorii §i coloraniii fiind in solutie apoasd, au dizolvat
pe alocurea granulele metacromatice, iar substanfa metacro-
maticd sub aceastd noud formi a difuzat la periferia celulei.
Nici fixarea cu alcool nu s’a dovedit prea mult superioar3,
decat in cazul cind avem de lucru cu mastocite, care au
granule greu solubile in api. Lucrdnd cu mastocite, care au
granule usor solubile in ap4, nu obfinem rezultate aga bune.
Daci fixarii ii urmeazi o colorafie cu coloranfi aposi vom
gdsi granulele mai mult sau mai pufin spilate.

Din cercetdrile lui Wilander §i Holmgren, rezultd ci
mastocitele confin un sulf-polyster cu aceleas proprietifi ca
si heparina. Dupd acesti autori ar trebui sd considerdm ma-
stocitele ca locul de producere al heparinei in organism,
Totalitatea mastocitelor ar constilui o glandd cu secrefie
internd, afirmatie, facutd de altminteri, cu mult inainte, de o
serie infreagd de autori. (Maximow, Lehner). Holmgren si
Wilander isi sprijind cercetdrile lor pe analiza chimicd si
istologicd a unei serii de diferite organe.

Ceva mai tarziu, Jorpes, Wilander §i Holmgren, au
cdutat localizarea §i producerea hieparinei in peretii vasculari-



Ehrlich a putut s¥ demonstreze metacromazia granule-
lor mastocitelor prin ajutorul colorafiei cu violet de Dahlia.

In lucrarea lui Lison pe acest teren, gdsim pentru
prima oari un punct de reper in privinfa aplicrii fenome-
nului de metacromazie in technica istologicd de colorare.
Dupi el, metacromazia este un fenomen caractertstic al este-
rilor sulfurici de tipul R-OSQs-H. Metacromazia ar fi decio
reactie specificd.

Jorpes sustine ci heparina descoperitd de Howel este
un poly-ester al acidului sulfuric §i acesta se coloreazd, cum
a aritat Lison, metacromatic. Dupd el heparina dd cu al-
bastru de toluidind o metacromazie buni. Atat heparina cat
si granulele mastocitelor stau, asa dar, intr'o relatie ,stochio-
metricd“. Am putea spune ci granulele mastocitelor constau
dintr’'un ester al acidului sulfuric 'cu efect de heparini

Holmgren si Wilander, au fixat diferitele tesuturi in
acetat bazic de plumb, bazdndu-se pe faptul ci heparina
este precipitatd de acest fixator §i cu toatd siguranfa acelas
lucru se va intdmpla cu granulele mastocitelor, care stau in
raporturi foarte stranse, din punct de vedere chimic, cu
heparina,

Granulafiuni cu acelas propriefd{i si gisesc si in clas-

matocitele batracienelor, care ne pot forma un documentat
material demonstrativ.,



Ciotologia mastocitelor si clasmatocitelor.

v Aceste celule se gisesc in mod normal in fesutul con-
junctiv ca elemente componente aldturi de celelalte celule
ale acestui tesut, de fibrele conjunctive, fibrele -elastice si
substanfa fundamentald. Stim ca aceste elemente se grupeazd,
adaptandu-se diverselor funcfiuni mecanice, de legatura, nu-
tritive si dupd cum sunt grupate deosebim o serie de varie-
tati de tesut conjunctiv. In unele din aceste varieldfi vom
gdsi toate elementele reprezentate in proporfie aproape egala;
in altele insd predomind numai unele din ele, celelalte putdnd
lipsi in totalitate sau in parte, Celulele mastocite si clasma-
tocite se gdsesc in abonden{d in varietatea de fesuturi con-
junctive in care toate elementele sunt reprezentate in pro-
portie aproape egald si anume in fesutul conjunctiv lax, di-
fuz, areolar sau celular,

a) Mastocitele, labrocitele, celulele ,Mast“ (Mast-
zellen). Ele au fost descoperite la 1877 de cétre Ehrlich in jesu-
tul conjunctiv si descrise mai tarziu, cu precizie, de elevul siu
Westiphal (1880). De atunci au consfituit obiectul a nume-
roase cercetdri. Din acest punct de vedere sunt elocvente
lucrdrile lui Maximow (1906) si Weidenreich (1911), apoi
decurand amdnuntita monografia a lui Lehner (1924) si cer-
cetdrile lui Michels. .

Mastocitele apar la toate mamiferele in jesutul conjunc-
tiv lax, embrionar. Numdrul lor variazi atdt cu specia ani-
mald, cat §i cu regiunea corpului de unde provine acest
tesut, Au fost gisite la toate vertebratele infericare afari de
citeva specii de pesti. Caracterul principal al acestor celule
este prezenfa in citoplasmd a unor granule, care se coloreazi
electiv metacromatic, cu culori bazice de anilind (dupi al-
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bastru de metilen sau tionini granulele se coloreazd in ros-
purpuriu). Granulafiunile se distrug in apd, nu se dizolvd in
alcool, ether, benzini si cloroform. Substantele alcaline si
sirurile alcaline le dizolvd dupi o actiune mai indelungala.
Fiindc granulafiunile sunt greu de pastrat, mastocitele au
fost confundate, in unele cazuri, cu alte celule conjunctive,
Infrebuintind metode de cercetare proprii, deosebirea dintre
mastocite si celelalle forme de celule ale fesutului conjunc-
tiv nu mai prezinii nici o greutate.

Forma exterioard a acestor celule este foarle variatd.
In special mastocitele mari de sobolan sau soarece sunt sfe-
rice sau ovale, aranjate in grupe. — Uneori, din cauza pre-
siunii reciproce, prezinti multe expansiuni, avind o formd
neregulati. — La om si la cele mai multe mamifere sunt
mari, neregulat rotunde, ovale, sau alungite. Deseori au pre-
lungiri scurte. Ele par a se acomoda in mirimea si forma
pe care o prezinid, spatiilor libere care se gdsesc in fesu-
turi, La suprafafa fascicolelor groase colagene se ldtesc, fib-
rele colagene i elastice intim aplicate se infundd in cito-
plasma lor; in apropierea vaselor si in spafiile inguste ale
tesutului conjunctiv sunt fusiforme ; intre celulele grisoase
sunt comprimate, prezentand expansiuni. In tesuful conjunc-
tiv lax mastocitele sunt impréstiate fird nici o ordine prin-
tre celelalte celule fixe, fibrocite, forma imobilizatdi a celu-
lelor migratorii, etc. ... Mai adesea formeazi grupuri mici
cari amintesc grupurile {zogenice ale celulelor cartilaginoase.
(Lehner) Le gidsim apoi in numir mare adunate in jurul va-
selor, mai ales la goarece §i sobolan, in grupuri dese sau
randuri lungi.

Nucleul este relativ mic, adeseori excentric, rotund,
oval, mai rar lobat. In mastocitele fusiforme ale vertebrate-
lor inferioare se gdsesc uneori doi nuclei. In interiorul nuc-
leului sunt mase cromatice de diferite mirimi, care se colo-
reazd slab cu culori bazice dn anilind, din contra intens cu
ematoxilind fericid, Nucleoli adevirali nu au putut fi obser-
vafi, Colorarea metacromatici a nucleului in preparatele
fixate a fost consideratd de unii autori ca un produs arti-
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ficial, rezultat din imbibarea lui cu substanfa granulelor di-
zolvate (Maximow 1906).

Downey di o al'4 interpretare prezenfei pérfilor
metacromatice in nucleul mastocitelor tinere. Nu ar fi decat
dovada participdrii active a cromatinei nucleare la desvolia-
rea granulatiunilor specifice,

Uneori, pe langd o pozitie polriviti a celulei, cu ajuto-
rul ematoxilinei ferice, se poate pune in evidentd, langd
nucleu, o pereche de centrioli (diplosom, Maximow).

Granulatiunile celulelor ,Mast“ nu sunt absolut bazofile.
Ele se pot evidentia in anumite imprejurdri si cu ematoxilind
sau culori de anilind acide. Intensitatea coloratiei si gradul
metacromaziei poate varia dupd specia animald, regiunea
corpului i poate dupd varsta mastocitului sau a granulatiunei
respective.

fn ceeace priveste compozifia chimici a granulatiunilor,
s’a presupus de unii, pe baza coloririi metacromatice cu
culori bazice de anilind, c3 er fi vorba de o materie muco-
as3 sau lipoidald sau asemdnatoare mucusului. Insi nu s’a
putut verifica aceastd teorie.

Nici presupunerea unei inrudiri ‘cu’ acidul condroitin
sulfuric nu are mai multd valoare.

Substanta granuloasd a mastocitelor a fost aseminatd
cu incluziunile din corpul profistelor, care se coloreazi meta-
cromatic, asa numitul ,Volutin“ (Guillermond si Movas, 1908)-

O alti teorie, pe o baz3d mai stiintifci, este cea susfi-
nutd de Holmgren §i Wilander, despre care am mai vorbit
la partea introductivd Acesti autori cred ci in compozitia
granulelor metacromatice ale celulelor ,Mast“ intrd un poly-
ester al acidului sulfuric ca §i in compozitia heparinei gi ci dato-
rit acestei asemandri chimice, anumite substante care precipitd
heparina vor avea aceeas actiune asupra substantei metacro-
matice, fixdnd-o in aga mod incit nu se va mai dizolva
daci ulterior o vom colora cu culori bazice de anilind in
solufie alcoolica. Acest lucru voi ciuta si-1 demonstrez in
cele ce vor urma, ardtdnd pe de o parle tehnica utilizatd de
Holmgren, precum si modificirile ficute de noi, urmdrind
aceiag problemd.
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Important este tnsi cd aceste granulatiuni in mod nor-
mal sunt solubile in api. Aceastd solubilitate nu este la fel
la_toate speciile ; la unele animale (sobolanul si soarecele)
nu este prea evident%, pe cind la altele (iepurele de casa)
este deajuns ca fixatorul sau colorantul apos s8 actioneze
cit de putin pentru ca si se ajungd la disparifia completd
a granulafiunilor. Din aceastd cauzi numai atunci se puteau
mengine daci erau fixate in alcool concentrat §i dacd in tra-
tamentele ulterioare si in colorare nu se intrebuinfau solufii al-
coolice mai slabe de 70%, — Si metodele de incluziune
obisnuite, inainte de toate incluziunea in parafind, erau de
inl3turat, deoarece aduceau mari prejudicii acestor granule.

in celulele vii, granulatiunile nu apar clar din cauza
indicelui lor de refractie coborat. La o colorare vitald cu
rosu neutru, ne atrag imediat atenfia prin colorarea lor in
galben-rosu. Granulatiunile sunt rotunde, de mdrime aproape
egald si umplu in mod regulat corpul celulei. In mastocitele
mari §i ramificate ale Urodelelor apar in siruri formate din
grupuri mici, infrerupte, péndla capdiul celor mai fine ex-
pansiuni. In interiorul celulelor, numai nucleul si centrul ce-
lulelor, de langd nucleu, rAman ca spatii luminoase, libere.

Lehner descrie in mostocitele vii pete si fasii fard gra-
nulafiuni, care i§i schimb3 incet forma, fiind considerate de
el ca niste vdi de scurgere pentru granulaiunile dizolvate,

Aceasld dispozifie intracelulary se observa si in prepa-
ratele fixate si bine colorate., Granulajiunile apar in cele
mai multe cazuri regulat rotunde, de mirime aproape egals,
mai intunecate sau luminoase, dar toldeauna intens colorate,
pe cand citoplasma dintre ele rimane in intregime necolo-
ratd. Mdrimea lor variazi foarte mult cu specia animali. Asa
spre exemply, la sobolan §i soarece, granulatiile sunt mari;
la om si in special la pisicy, se gisesc mastocite cu granu-
lafiuni fine. Diferenfele in mirimea granulatiunilor pot de-
pinde intre altele §i de regiunea corpului unde se gasesc,
sau de varsta celulei respective. [n consecinf¥ pot apirea la

unul §i acelas animal, in zone anumite, mastocite cu gra-
nule fine §i mari,
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Lehner sustine ci granulele din aceias celuld nu au
mirime egali. .

Distrugerea parfialdi a granulafiunilor se evidenfiaz3
prin conglomerdri, prin cavitifi sau formafiuni inelare, prin
colorarea metacromatici a citoplasmei intergranulare.

In afard de granulafiunile specifice nu se mai gdsesc
in mastocite alte inclus'uni. Numai in cazuri patologice, in
mastocitele din jurul unor inflamatii cronice, s’ar gési, dupa
Ciaccio (1913), grisimi si lipoide.

Maierowski si alfii (1908), a ficut cercetdri in legdturd
cu prezenta incluziunilor de pigment in mastocitele pielei de
om. fnsi nici rezultatul acestor cerceliri §i nici teoria care
sustine legitura genelici dintre mastocite i celule pigmen-
tare nu au fost dovedite.

Mastocitele sunt sensibile nu numai la influenfe chi-
mice, ci si la cele mecanice pure. In aceasti privin{d s’au
ficut, din partea multor cercetdtori, numeroase referate $i
s’a ajuns la concluzia ci asa zisele ,Klasmatoze“, care
indicd disparifia granulatiunilor din mastocite, in cele maj
multe cazuri, sunt daforite distrugerii = artificiale a corpului
celu'ar mastocitar la ‘o preparare neatentd cu dilacerarea
fesufului,

Mastocitele insd nu sunt elemente fixe. Lehner (1924)
apoi Brack (1925), au ajuns Ia aceasti concluzie pe baza
existenfei formelor neregulate de celule in preparatele fixate
deci pe cale indirectd. Totusi, in majoritatea cazurilor nu
s’au pufut observa, in mod sigur, misciri, la mastocitele
animalelor cu sange cald si rece, afard de deplasirile intra-
celulare ale granulafiunilor pe care le-am amintit mai inainte.

Samsonow (1908), Weil (1920), Lehner (1924), sustin
cd mastocitele sunt dotate cu proprietdfi amiboide si cu
posibilitdft de schimbare a formei, pentruci le gasim in mare
numir infiltrate in epiteliul mucoasei intestinului gros.
Istogeneza lor embrionard ne dovedegte ci apartin marelui
grup al celulelor migratorii. In imprejuriri fiziologice, majo-
ritatea se gdsesc insid sub formd imobilizati.

Unii cercetdtori (Pappenheim 1905—1912), au crezut
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¢4 mastocitele ar reprezenta celule degenerate, insd presupu-
nerea lor nu a fost int4ritd prin fapte. Cu toate acestea,
dupi cum arati Lehner, apar uneori in fesutul conjunctiv
mastocite degenerate, cu nucleu picnotic §i granulaiunile in
parte confluente, in parte dizolvate. In special fenomenele
de degenerescentd ar fi exprimate in mastocitele invadate
in epiteliul intestinului gros.

Mastocitele frebuesc considerate ca elemente celulare
vitale supradiferentiale.

Ele au in organismul adult o via{d limitatd, avand po-
sibilitatea unei regenerdri. In legdturd cu aceasta stau ra-
porturile pe care’le au cu leucocitele granulare bazofile, aga
numitele ,Mastocite sanghine“..

La mamifere, mastocitele tesutului conjunctiv si leuco-
citele bazofile din sidnge, sunt elemente independente din
punct de vedere al originei, apropiate insd numai prin pro-
prietdtile granulelor, !

Din contrd, la verlebratele inferioare este o relatie destul
de strdnsd intre cele doua tipuri de celule, Leucocitele bazo-
file care au emigrat din sange in fesutul conjunctiv, se des-
voltd in mod progresiv, se imobilizeazd, se ldrgesc, trimit pre-
lungiri si la sfarsit dobandesc proprietdti definitive de masto-
cite ale fesutului conjunctiv (Maximov),

Solucha si mai nou Mjassojedoff (1926), au confirmat
la pasdri, iar Eberhardt la reptile, transformarea , Mastocitelor
sanghine“ emigrate din tesuturi in mastocite ale tesutului
conjunctiv.

In ceeace priveste regenerarea lor, Maximov (1906),
a gisit, in mastocitele mamiferelor adulte, figuri mitotice.
Cu toate ci sunt rare, este dati astfel pentru aceste celule
posibilitatea unei regenerdri omoplastice, adici prin diviziune
mitoticd proprie. Mai nou Lehner (1923) crede c4 ar fi vorba
de o diviziune amitozici in plus (in mezenterul de sobolani).
In afard de regenerarea omoplastici a mastocitelor mature,
bogale in granulafiuni, multii autori admit §i 0 regenerare
eteroplasticd a lor, in special in fesutul limfoid. Ar insemna

~¢d mastocitele se pot regenera din celule neregranulare, prin



13

formarea in interiorul citoplasméi a granulafiilor specifice.
Kanthak, Hardy (1894—1895) si Jolly (1899 —1900), au vizut
acest fenomen in lichidul peritoneal al sobolanului, iar Sam-
sonow (1908) in tunica proprie a mucoasei intestinului,
Downey (1911) a descris in ganglionii limfatici ai pisicii
desvolfarea mastocitelor prin aparifia granulelor metacroma-
tice in limfocite §i plasmocite. La cobaii adulti, acest autor
giseste nasterea eteroplastici a mastocitelor si in fesutul
conjunctiv lax, unde granulele s’ar desvolta in citoplasma
celulelor migratorii imobilizate, prin parficiparea activd a
nucleului. Weill (1919) si Staemmler sustin inci posibilitatea
desvoltarii mastocitelor din celulele agranulare. Lehner (1924)
descrie o regenerare activd eteroplasticdi a mastocitelor din
limfocite mici (timocite), in timpul involutiei fimusului cor-
nutelor mari si din limfocite sau plasmocite in mucoasa
intestinald, $i la vertebratele inferioare mastocitele au tot
o fnmuljire omoplastics, prin mitoza (Maximov, Michels i
Eberhardt). Dacd si amitoza joacd rol, rimane de vizut.
Granulatiile mastocitelor tinere se deosebesc adesea prin
proprietéfile lor fai de materiile colorante, de granulatiile
celulelor adulte.

b) Clasmatocitele au fost descrise de Ranvier la 1890,
in fesuful conjunctiv la batracieni (Triton, Salamandrj,
Axolot). Sunt celule cu o form& neregulati, cu o mulfime
de prelungiri foarte mari, monoliforme, care au propietatea
de a se fragmenta. In citoplasma lor se gisesc granulaiuni
care se coloreazi in rosu cu ajutorul colorantilor de anilin,
bazici, regresivi (toluidind §i tionin), la fel ca §i granulaiilg
mastocitelor lui Ehrlich. Aceste celule sunt rispandite pretu-
tindeni in fesutul conjunctiv, mai ales in membrane unde
ele ating o dimensiune considerabild. Pe 1angi aceastd forma
arborizatd se mai gisesc §i forme masive, mici, ale ciror
granulafiuni prezintd aceleas caractere. Forma arborescenti
a clasmatocitelor la batracieni nu este, prin urmare, decit
un aspect sub care se prezinid celulele ,Mastzellen“ ale lui
Ehrlich in fesutul conjunctiv al acestor vertebrate,
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Fiziologia mastocitelor si clasmatocitelor.
(cu consideratiuni de istopatologie)

Despre importanfa funcfionald nu se poate spune ceva
precis, din cauza nesiguranei care a domnit in privinfa
compozitiei chimice a granulelor.

Activitatea lor fagocitar3 este neinsemnatd. Presupunerea
ci granulafiile ar fi materii hrdnitoare digerate a determinat
pe Ehrlich si le dea numele de ,Mastzellen”. Aceastd pre-
supunere se giseste in literatura mai noud relativ la fiziolo-
gia lor (Michels), insi nu poate fi sustinut prin fapte demne
de incredere.

Ca la toate celulele, granulajiile fiind elaborate de
citoplasmd, ar putea fi luatd in considerare §i o activitale
secretorie.

In orice caz, impristierea granulelor in celule, umflarea
lor, formarea de vacuole si inainte de toate asa numitele
spatli metacromatice care inconjoarii adesea celulele in pre-
paratele fixate §i colorate, trebuie considerate ca artefacte.

Impragtierea mastocitelor in {esuturi §i in special in-
filtrarea lor in formatiunile limfoide intestinale, ar pleda incd
pentru funcfia secretorie (Lehner).

Mai departe, se poate observa pe limba de broascd
infiltrarea a numeroase mastocite in endoteliul vaselor lim-
fatice. Corpul celular proeminind in lumenul acestor vase,
se pare cd aruncd granulaiunile in limf4 pentru a indeplini
un oarecare rol fiziologic. In tot cazul, pentru ca substanfa
granulard sd poald pirdsi citoplasma, trebuie s ia 0 anumit
formd ce nu poate fi stabilitd prin colorare,

Unna si Golodetz (1913), vid in granulafiile mastoci-
telor .purtatorii unei peroxidaze.

In fine, dupd cum am mai amintit, Holmgren si Wi-
lander stabilind compozitia chimici a granulelor (un polyes-
ter al acidului sulfuric), compozitie identicd cu a heparinei,
cred ci totalitatea mastocitelor constituie locul de producere
al heparinei In organism, avand deci rolul unei glande cu
secrefie internd (Teoria endocrin).
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Mastocifele se gisesc in abondents in carcinome §i mai
ales in ,Urticaria pigmentard“, formaniu-i, acesteia din
urmd, caracterul fundamentfal. In aceastd afectiune mastoci-
tele se prezinid sub formi de celule mari, ovale, rotunde,
adesea fuziforme cu nucleul central §i cu granulatiile carac-
teristice in citoplasmi. Uneori ele au o formd tumorald,
sunt foarte numeroase, se preseazd reciproc, ludnd nagtere
forme poliedrice, iar din fesutul preexistent nemai rdmanand
nimic. Cand sunt mai pufin numeroase se dispun dealungul
capilarelor dilatate. In acest caz gdsim fascicole colagene
intre masele de infiltrajie celulard. Le gisim uneori infiltrate
si in regiunea glandelor sudoripare insd de preferin{d in
stratul cuticular mijlociu, Ar fi vorba, dupa unii, de o mal-
formatiune congenitald.

Maximov (1904), aratd ci in imflamatiile acute se dis-
trug mastocitele si granulafiunile lor, fiind fagocitate de
poliblaste.

Metodele vechi si metoda lui Holmgren pentru
punerea in evidenta a granulelor mastocitelor
si clasmatocitelor.

a) S’au ficut nenumdirate cercetdri pentru a pune in
evidentd metacromazia care deosibesie aceste velule de restul
celulelor fesutului conjunctiv. Numirul lor, este mirturia cea
mai fideld a rezultatelor nesigure pe care le dau. Fixatorii
recomandati sunt variati, dupi fiecare autor. Dintre aceste me-
tode s’au impus mai mult, pand la aparitia cercetirilor lui
Holmgren, metodele lui Unna. El recomandi si se facj fixa-
rea cu alcool absolut ca fiind cea mai buni. Mai putin
indicat este alcoolul de 959/, sau 2 parti alcool 959/, si o
parte formol (Schiffer). La fel, amestecul lui Helly sau Orth,
precum si fixarea cu formol, nu sunt recomandabile. Voi
enumdra citeva din metodele intrebuinfate pand acum, care
incearcd si evidentieze metacromazia granulatiilor mastocitelor,
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I. Metodele lui Unna:

Colorarea cu albastru de metilen policrom.

1. Fixarea in alcool absolut. Se poate utiliza i formol
sau amestecul lui Orth. (cu rezultat slab). Includerea in
celoidini, parafini, eventual prin congelare. Deparafinarea,
la sectiunile la celoidin3, indepartarea celoidinei. Sectiunile
se trec apoi in apd distilatd timp de 1—5 minute.

2. Colorarea cu albastru de metilen policrom a lui
Unna, timp de aproximativ 10 minute.

3. Spilare cu api distilatd cateva minute.

4. Diferentiere in amestecul de ether-glicerind al lui
Unna (mai bund este solufia firmei Griibler, diluatd cu apa
distilatd) timp de 1— la mai mulle minute, pand ce sec-
fiunea ia o coloare albastrd deschisd.

5. Spilarea in api mai multe minute (1—10).

6. Deshidratarea scurtd in alcool absolut. Xilol. Bal-~
sam (neutru),

Granulele mastocitelor apar colorate in rosu meta-
cromatic, nucleul, granulatiile plasmocitelor, se coloreaza in
albastru inchis, protoplasma plasmocitelor in albastru, mu-
cusul §i amiloidul in rosu.

Colorarea cu albastru policrom -+ orcein.

1. Fixare in alcool absolut. Includere in parafini sau
celoidind.

2, Deparafinare, deceloidizare, Trecerea sectiunilor in apa.

3. Colorare cu albastru de metilen policrom, 10 minute,

4, Spilare ugoard cu api.

5. Sugativare cu hartie de filtru pentru indepirtarea apei.

6. Trecerea in solutia urmditoare : orceina 1 gr 4 alcool
100 cc., timp de 15 minute.

- 1. Alcool absolut. Oleu de Bergamol. Balsam.

Granulafiile mastocitelor se coloreazi n rosu ca ci-

reasa, protoplasma fibrelor musculare in albastru.



il. Metoda lui Elirlich pentru mastocite.

1. Fixarea in alcool absolut. Includere, secfionare.

2. Colorarea in solufie apoasd concentratd de violet
de Dahlia.

3. Spdlare cu api.

4. Deshidratare in alcool absolut. Xilol. Balsam.

Granulatiile mastocitelor se coloreazi in rogu mefa-
cromatic, nucleii rdman necolorafi, restul fesutului foarte
slab colorat.

IIl. Hollander, dupd fixare in Zenker sau formol su-
blimat, coloreazd timp de 15 minute cu solujie diluati de
albasfru policrom. Spali apoi in api, frece in acid acetic
20y, 2—3 minute, spald din nou cu api, sugaliveazd cu
hartie de filtru. Alcool. Xilol. Balsam, Granulele apar colo-
rate in rosu, nucleii in albastru, nucleolii slab violet.

IV. Maximow (1906) fixeazd in alcool absolut, colo-
reazd 1—2 zile in solujie de alcool 5—10°/y, saturati cu tio~
nind, Granulatiile apar rosu violet,

Toate metodele, care utilizeazd ca fixatori solutii alcoo-
lice, sunt relativ bune. Metacromazia apare, dupd colorarea
cu coloranfii bazici de toluidind, in condifiuni mul{umitoare.
Alcoolul insd pédtrunde foarte greu, produce o contractie a
elementelor alterand structura proprie a organelor. Din aceasti
cauzd elementele nu se pot colora prea bine dupd alcool si
in campul microscopic vom gasi diferite alterajiuni si retrac-
tiuni, care in mod normal nu se gisesc. Ceilalfi fixatori
simpli sau in amestecuri (formol, formolsublimat, Zenker,
Helly, Maximow), dau rezultate slabe. Dupd fixarea in for-
mol se obfine o metacromazie neinsemnald, granulele se di-
zolvd i substanja metacromaticd difuzeazi la periferie, for-
mand campuri metacromatice,

Cercetédtorii din ultimul {imp au ciutat si géseascé 0
altd deslegare acestei probleme. Trebuia cunoscutid mai intai .
constitufia chimica a granulelor §i dupd aceia sd fie gasit
un fixator pe baza proprietdfilor care rezultd din aceast
constitutie. Fixarea trebuie deci sd se bazeze pe consxdereme
stiinifice,



18
b) Metoda tui Holmgren.

Acest aufor fixeazi mastocitele bazdndu-se, in
parte, pe cercefdrile ficute impreund cu Wilander
asupra chimiei granulelor si in parte pe cerceldrile
lui Jorpes, Howel, asupra acelor substanie care, in vitro,
precipitd heparina. Conform acestor rezulfate, el a fixat
mici bucati de organe si fesufuri timp de 12—24 ore in
solutie bazici de acetat de plumb 4°/,, proaspit preparati,
Se poate recurge la acetat de plumb nativ sau la Liquor
plumbi subacetici al firmei Kalbaum. In timpul fixrii fla-
conul cu preparatul trebuie bine inchis pentru a impiedeca
precipitarea prea repede a acetatului de plumb. Chiar dacd
luim toate precautiunile, se formeazd cristale in preparat,
care impieteaz asupra imaginelor istologice. Acest fixator
inlatury formarea zonelor metacromatice descrise de Arnold
si Unna, interpretate de ei ca un fenomen de secrefie, si
care, in realitate, erau datorite agenti'or fixatori, cari provo-
cau fenomenul de spélare a granulelor. Intr'o primd fazi,
inainte de a apdrea aceste zone, se poate observa cum granu-
lele celulare difuzeazd in intreaga citoplasmd §i numai in
faza doua.a acestei alterafii granulare apar acele zone.

Dupi fixare cu acetat bazic de Pb. si spilare cu api
distilatd, se pune preparatul in alcool 60°/,, iar dupi des-
hidratare si includere in parafini se procedeazi obignuit.
Materialul se recolteazd dela om, porc cdine, cobai, iepures
salamandrd, intrebuinfidnd organe in fesutul conjunctiv al
f:érora se gdsesc cu predilectie ,Mastzellen“ (ficat, pliman,
intestin, piele, rinichiu, suprarenaly, etc.).

) Afard de aceasta, o serie de preparate au fost fixate
in acet.at bazic de Pb. si apoi spilate 24 ore cu ap3, inainte
de a fi deshidratate si incluse; o altd serie, dupa aceia
fnxare, au fost tratate 24 ore cu soluie neutry de formalini
10%/o, dupa care a urmat deshidratarea si includerea in parafind.

. .Pent.ru a vedea cum se comportd mastocitele fati de
alfi fixatori cari precipité heparina, autorul a tntrebuintat organe
de vach, porc, iepure, cline. Granulafiile mastocitelor dela
vack sunt foarle rezistente Ia apd, ale iepurelui in contact
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cu apa imediat se dizolvd, iar granulele porcului au com-
portare intermediard. Substanfele care precipita heparina, dar
care nu dau rezultate asa de frumoase ca acefatul sunt:
chinina hidroclorici in solufie apoasd de 4%/, precum si in
solutii alcoolice de 25,12.5 §i 5%, apoi solutia apoasd con-
centrali de hidroxid de bariu, clorurd de bariu. Durata fi-
x¥rii i tratamentul ulterior sunt la fel ca la fixarea cu
acetat de Pb.

Fixarea cu alcool-formol a dat rezultate slabe. Dease-
menea a ficut fixdri in formalini neutrd de 10%,, cu alcoo-
lizare imediatd; o serie de organe au fost prelucrate in asa
fel, incat, dupd fixarea in formol, preparatele au fost spi-
late 24 ore cu apd, iar altd serie a fost fixatd in formol-
sublimat, timp de 12 ore (dupd Higgquist). Toate prepara-
tele, dupd fixare, au fost incluse in parafind.

Colorarea. Dupi includerea in parafind secfiunile au
fost colorate pe de o parte cu albasfru de toluidind in so-
lufie apoasd 1%/,, pe de altd- parte in solutia alcoolici a
acestei substanfe colorante. (1 gr. albastru de toluidini di-
zolvat in 99 cc. alcool 609/y). Holmgren 'a observat cd in
primul caz se coloreazd atat mastocitele cat i fesufurile din
jur, pe cand in ultimul caz mastocitele se evidentfiazi clar
din restul tesuturilor mai slab colorate. Colorarea cu solufia
alcoolicZ de albastru de toluidind este mult mai electiviy de-
cdt cea cu solufie apoasd, care are desavantagiul ci eviden-
tiazd §i unele substanfe cromotrope, ce se gdsesc in prepa-
rat. In cazul albastrului de toluidini in solutie alcoolicd, nu
vedem nimic sau numai uvrme din substanfa cromotrop3, in
timp ce granulele mastocitelor apar evident.

Diferenta chimicd dintre granulele mastocitelor si sub-
stanfa cromotropd, care se gdseste in abonden{i in aort},
cordonul ombilical efc., se datoresle gradului de esterificare
al hidrafilor de carbon cu moleculd mare. La primele e vorba
de un polyester al acidului sulfuric, iar in ultimul caz de
un acid sulfuric esteric mai pufin esterificat (Levene).

Metacromazia care apare in aceste cazuri la colorarea
cu albastru de toluidini, se explic, dupd cum reiese din
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lucrarea lui Lison, prin actiunea acidului sulfuric esteric cu
moleculd mare. La colorarea cu solufia alcoolicd de albastru
de toluidini, granulele mastocitelor se coloreazd tot asa ca
si cu solufia apoasd, in timp ce substanfa cromotropd ia
numai o slabd nuanti rogie. Dac3 intrebuinfdm colorantul in
solufie alcoolicd de 70—800%o, substanta cromotropd rdmane
necolorats. Astfel avem posibilitatea, ca pe cale istologicd si
diferentiem acizii mucoitin sau condroitin- sulfuric. Rezultatele
obtinute dupd aplicarea fixdrii pe baze stiintifice, au fost,
in adevir, foarte mulfumitoare, dupd cum arati autorul.

A intrebuintat prima oard organe dela om, embrion de
om, de vacd, pe care le-a fixat in acetat bazic de Pb, 4%/, si
apoi le-a tratat cu alcool. Mastocitele organelor intrebuinfate
(ficat, pliman, intestin, rinichiu, piele, splind) sunt de reguld
bogate in granule celulare, bine evidentiabile, bine fixate si
araty o buni metacromazie. Imagini care s3 vorbeascid de
o distrugere a granulelor celulare nu s’au vizut. Aceleas
organe fixate in acetat bazic de Pb. si spdlate apoi cu apa
24 ore, prind mai greu colorarea cu albastru de toluidini in
comparatie cu {ratamentul anterior. Totusi mastocitele se
disting usor si contin granule bine fixate.

Fixarea in acetat bazic de plumb apoi tratarea cu
formol neutru 10%, a ardtat celule cu granulele bine fixate,
distincte, insd colorarea tesuturilor a fost evident mult mai
slaba.

La fixarea in formol neutru 10°/,, dupi care a urmat
deshidratarea cu alcool, granulele au fost distruse, au sufe-
rit fenomenul de spilare. Fixarea in formol neufru 10%o
urmatd de spilarea cu apd 24 ore, a aritat ,Mastzellen®
fixate foarte rdu, numai cateva celule si-au pistrat granulele-
fn jurul celulelor se observi o band¥ metacromatici. Tesu-~
tul in care sunt asezate mastocitele este, de reguld, bine
colorat,

Fixand in formol-sublimat $i spdland apoi cu apd 24
ore, totdeauna granulele mastocitelor se mentin rdu. Ele se
distrug prin dizolvare in parte in citoplasmi, in parte sunt
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spilate din celule. Intr'o parte a celulelor se mentin cateva
granule. Colorabilitatea restului tesutului este bund.

La porc. 1. Fixarea cu acetat bazic de Pb., urmatd de
deshidratarea cu alcool arati ,Mastzellen® in toate organcle
examinate (ficat, pliman, rinichiu, splind), bine fixate, gra-
nulele pistrate, avind o metacromazie pronuntafd.

2. Intrebuintind acelas fixator §i spdland apoi cu apd
24 ore, se obtin celule bine fixate, metacromazie buni. In
unele organe, in special la plimani, apar, la coloratia cu
solufia apoasd, halouri metacromatice.

3 Fixarea cu acetat bazic de Pb. 49/, si tratarea cu
formol neutru timp de 24 ore, d4 posibilitatea evidentierei
destul de bund a mastocitelor. La o parte a organelor se ga-
sesc semne multe de spilare a granulelor. Insd dacd intre-
buin{im coloranful in solutia alcoolici, inldturdm §i acest
inconvenient,

4. Fixarea cu formol neuiru wurmati de deshidra-
tarea cu alcool; fixarea cu formalind neutrd 109, si
spdlarea 24 ore cu api, fixarea cu formol-sublimat §i spi-
larea ulterioard cu ap3, au dat rezultate mult inferioare.
Mastocitele si granulele sunt riu fixate. In partea granulele
confluiazd sau se aseazi in citoplasmi in formi de cordoane
neregulate si netede, in parte sunt debazefiate si conslitue
halouri metacromatice.

La cdine. 1. Fixarea cu acetat bazic de Pb. 4%/, ur-
matd de deshidratarea cu alcool, arati mastocite cu granul€
bine fixate, care se evidentiazi din din citoplasma ca for-
matiuni perfect circumscrise, cu o metacromazie buni.

2. Daci dupi aceias fixare, urmezi spdlarea cu api
24 ore, se observd menfinerea granulelor. Totusi, uneori,
in jurul celulelor apar zone metacromatice, care sunt semnul
unei spéldri a granulelor. Alte ori se poate observa la gra-
nule o firdminfare incipienta.

3. Daci dupi fixarea cu acetat bazic de Pb. se tra-
teazé‘ organele cu formol neutru 100/, granulele se pistre-
azd in cele mai multe organe. Tendinfa de confluare se
observi numai in plimani sau ovar, )
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4. Fixarea in formol neutru 10%, urmati de deshid-
ratare cu alcool, fixarea in formol neutru cu spélarea dupi
aceia in api 24 ore, fixarea in formol-sublimat cu deshi-
dratare in alcool, arati distrugerea granulelor din mastocite.
Acestea sunt spilate din celule sau difuzeazd in ele dand
citoplasmei o culoare rozi deschisi, Numai granulele din
mastocitele ovarului §i pie'ei se pistreazd ceva mai bine.

La cobai. Lucrdnd cu urmitoarele organe: ficat, pla-
mén, rinichiu, splin4, piele, ovar si fixdndu-le in acelas mod,
se observi ci, dupi acetatul bazic de Pb., oricum am trata
piesele ulterior (cu alcool, ap4, formol), granulele sunt bine
fixate, iar colorarea cu albastru de toluidini in solutie
apoasi sau alcoolicd nu modificy aspectul. Fixarea in for-
mol neutru 10%, urmali de deshidratare sau de spilare cu
apa, are ca efect disfrugerea completd a granulelor. Acelas
efect il are si fixarea cu formol sublimat.

La iepure, Autorul nu s’a mulfumit numai si fixeze
organele aga cum se gisesc .ci a injecfat animalul cu he-
parind, pentru a confirma pe de o parte modul de com-
portare asemandtor intre granulele de heparind i granulele
mastocitelor, pe de alti parte pentru a demonsira experien-
fele fdcute de Wilander referitor la prezenfa heparinei in
cdile de eliminare ale rinichiului. A supus, penfru acest
lucru, organele la diferite moduri de fixare.

1. La fixarea cu acetat bazic de Pb. urmati de des-
hidratare cu alcool sau de spilare cu api timp de 24 ore,
comportamentul mastocitelor §i al celulelor care inglobeazi
granulele de heparind din diferitele organe (ticat, pliman,
splind, rinichiu, intestin), este aseminitor. Mastocitele sunt
bine fixate. Nu se gisesc formatiuni care sj pledeze pentru
o distrugere a granulelor. In parenchimul renal, in celulele
fagocifare ale plamanului si splinei, in endoteliul vascular
din inteslin §i splind, precum si in celulele lui Kupfer, se
vid granule metacromatice. Acestea, deoarece in stare nor-
mald nu se gisesc, frebuie sd reprezinte heparina injectatd
§i rezorbitd sau fagocitat din singe. Granulele de heparind
in rinichiy sunt un stadiu premergitor excretiei.
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2. La fixarea ¢u dcetat bazic de Pb. 4%, urmati de
tratarea cu formol neutru timp de 24 ore, lucrurile se
schimbd putin. Granulele de heparini se mentin bine, insi
in mastocitele pielei se gisesc cdleva imagini care pledeazi
pentru o spdiare a granulelor.

3. Fixarea cu formol 109° urmatd de deshidratare cu
alcool sau de spdlare timp de 24 ore cu api si fixarea cu
formol-sublimat, dau rezultate tot mai slabe. Nu se mai
evidentiazd nici granulele mastocitelor, nici cele de heparini.

Deasemenea autorul a fixat organe (ficat, ptaman, piele,
intestin) dela vertebratele inferioare (Salamandra macculosa,
Aligator mississipiensis) in acetat bazic de Pb. Mastocitele
din aceste organe au prezentat granule bine fixate.

C4 actiunea acetatului de Pb. asupra granulelor mas-
tocitelor nu e un fenomen intdmplitor, o aratd clar fixarea
acestora cu alte substante care precipitd heparind. Asa de
ex., fixdnd organe (ficat, pliman, intestin), dela vaci, porc,
cdine, iepure, in solutie concentraid de hidroxid de bariu si
traldnd ulterior cu alcool, sau.intrebuinfdnd solufia concen-
trald apoasd de clorurd de bariu timp de 24 ore cu spilare
cu alcool, sau solufia. apoasd concenfraid de chinind clor-
hidricd in acelas mod, vom obtine in ,Mastzellen® granule,
in parte, bine fixate. Totusi majoritatea acestor celule sunt
inconjurate de zone metacromatice. La aceste metode de
fixare se obfine numai o precipitare partiali a granulelor. Se
fixeazd relativ bine granulele dela cdine, mai rdu ale por-
cului §i iepurelui,

Cu metoda Iui Holmgren s’a stabilit importanfa fixarii
granulelor ,Mast“ cu acefat bazic de Pb. Coloratia se face,
dupd cum am spus, cu albastru de toluidind 1%/, in apa sau
alcool 60°/,. Acest colorant di, dupd Lison, cu acidul sul-
furic polyester, o reactie metacromaticd absolut specifici.
Chiar si granulele ,Mast.“ iepurelui rezistdi la apd dupd
fixarea cu acetat bazic de Pb, Cu fixatorii ceilalfi se obfin
rezultate mediocre, afard de alcool, care fixeazd mai bme
granulele, insd prezintd anumite desavantagii.

Daci la anumite animale se obfin .imagini frumoase
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de granule chiar pe langd o fixare nepotrivita, acest feno-
men se explicd prin rezistenja mare a granulelor (la soa-
reci, de ex.). Probabil ci aceastd rezisten{d sa fie in raport
cu gradul de esterificare al granulelor.

Fati de nesiguranta si insuficien{a celorlalfi fixatori in
ce priveste fixarea granulelor, metoda inauguratd de Holm-
gren, cu acefat bazic de Pb., aduce o contributie insemnatd
in acest domeniu, mai ales ci se sprijind pe baze stiin{i-
fice, Din cauza efectului asemindtor pe care il are acetatul
de plumb asupra heparinei i asupra granulelor mastocitelor,
ajunge la concluzia ci trebuie si existe o identitate §i in
constitufia chimicd a lor. Totusi acetatul bazic de Pb. da
precipitate in preparat, care cu greu se pot inldtura, aducand
prin aceasta - o piedecd serioasd examindrii sectiunilor
microscopice.

Cercetadri personale.

" Pe langid repetarea colordrii dupd metodele clasice,
avind ca fixator alcoolul absolut, am ficut preparatiuni dupd
tehnica noud introdusd de Holmgren. La sugestia Domnului
Profesor loan Drigoiu, am utilizat pentru fixare acetat bazic
de Pb. in alcool 96°, (solujie saturati) si acetat bazic in
solutie apoasd 4°/,. Organele le-am recoltat dela vitel si vaci,
ludnd pe acelea cu care a lucrat autorul (ficat, pliman, rini-
chiu, splind, piele, infestin). Am ficut 6 serii pentru a vedea
dacd nu existd vreo diferen{d intre modul de colorare al
mastocitelor dupd fixarea in solufia alcoolici sau apoasi de
acetat bazic de Pbo. Am fixat totodati in aceste solutii me-
zenler de broascd, pentru a vedea modul de comportare al
.clasmatocitelor, care nu sunt, dupd cum gtim, decat repre-
" zentantele mastocitelor lui Ehrlich la vertebratele inferioare.

Seria 1. Fixarea. Solufie saturati de acetat bazic de Pb.
fn alcool, timp de 24 ore.

Colorarea, Albastru de toluidin in solutie apoasy (1%/o).
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Rezultat. Granulele mastocitelor mulfumitor fixate, pre-
zintd metacromazie buni. Nu se vede nici un semn ‘de
distrugere a granulelor.

Seria II. Fixarea. Acetat bazic de plumb 4%/,

Colorarea. Albastru de toluidin in solufie apoas.

Rezultatul ceva mai bun Granulele bine fixate, atat la
mastocite (mai ales in derma pielei, intestin, ficat), cat siin
clasmatocitele batracinelor. Granulele ocupi tot corpul celu-
lar in mod uniform, deasemenea si prelungirile clasmatoci-
telor, ardtdnd in toate locurile o metacromazie evidentd. Sin-
gurul desavantagiu il formeazi prec:pltatele de plumb de pe
preparat.

Seria IlI. Fixarea. Acetat bazic de plumb 4°%,.
_Colorarea Albastru de toluidin¥ in solutle alcoolica 19/,.
Rezultatul : ca si la seria L.

Seria IV. Fixarea. Alcool absolut.

Colorarea. Albasiru de toluidind in solufie apoasi.

Rezultat. Granulele fixate mulfumitor. Metacromazia ce-
va mai slaba.

Seria V. Fixarea. Alcool absolut.

Colorarea. Albastru de toluidind in solutie alcoolica.

Pe langi inconvenientele date de alcool, granulele sunt
mulfumitor fixate.

Seria VI. Fixarea. Solufie saturati de acetat bazic de
Pb. in alcool 96%.

Colorarea. Albastru de toluidind in solufie alcoolica 19/,

Rezultat, Granulele mastocitelor bine fixate, arati peste
tot' o metacromazie buni. Acelas lucru se observi la clas~
matocite.

Timpul de colorare optim este dela 2—4 ore. Cele mai
bune rezultate le-am obtinut cand dupd fixare cu acetat ba-
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zic de Pb. in solufie apoas¥ 4%/, am colorat cu albastru de
toluidind in solufie apoasi. La fel, dacd dupd fixarea cu
solutie saturatd de acetat de Pb. in alcool, am colorat cu
solufia alcoolicd a colorantului, In acest caz, insd, metacro-
mazia este cu ceva mai slabid. Deasemenea, dupi fixarea cu
acefat bazic de plumb metacromazia se menfine multd vreme,
chiar mai multe luni. Blocurile de parafind se sectioneazi
foarte bine dupi acest fixator.




Concluziuni.

1. Fixarea gi colorarea granulafiunilor celulelor mastocite din
fesuiul conjunctiv, trebuije si se bazeze pe cunoasterea constitutiei chi-
mice a granulelor $i a proprietdfilor care rezultd din aceastf con-
stitufie.

2. Metodele care fixeaz3 in solufii alcoolxce sunt bune, insj al-
coolul prezintd desavantagiul ci pitrunde foarte greu, produce o con-
tractie a elementelor i impiedicd o mai buni colorare.

3. Ceilali fixatori simpli sau in amestecuri (formol, formol-
sublimat, Zenker, Helly) dau rezultate slabe,

4. Metoda Iui Holmgren, care bazeazi fixarea pe proprietatea ce
o are acetatul bazic de plumb de a precipita heparina, substanfi cu
aceiag constitufie chimicd ca si granulele mastocitelor, aduce o ino-
vatie in acest domeniu, tnliturdnd, fn cea mai mare parte, inconveni-
enfele pe care le prezintd celelalte metode.

5. Fixarea cu acetat bazic de plumb di insd precipitate pe pre-
parat, care.cu greu se pot inldtura.

6. Dup3 fixarea cu acetat bazic de plumb in solufia alcoolicd,
convine mai mult solutia alcoolici a colorantului.

7. Dup? fixarea cu acetat bazic de plumb in solufia apoasd, co-
lorafia cu solutie apoas3 de albastru de toluidini se face in conditi-
uni optime.

8. Aceleas fenomene se observi si la clasmatocitele batraciene-
lor, care nu sunt decét reprezentanlele mastocitelor la vertebratele In-
ferioare,

Cluj, 1a 4 Noembrie 1939.

Vizuti si buni de imprimat.

Decanul Facultifii de medicind: Presedintele tezei:
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