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ПЕРЕДМОВА

Ці методичні рекомендації розроблені для лабораторних занять з курсу цитології. Вони розраховані на організацію лабораторної роботи студентів. Кожна тема розпочинається коротким викладом теоретичного матеріалу, потім наведено опис мікропрепаратів, їх рисунки, електронні мікрофотограми об’єкта, який вивчається, контрольні питання з даного розділу, приблизні екзаменаційні питання. В кінці методички міститься список рекомендованої літератури для засвоєння і більш детального вивчення програмного матеріалу.

Така побудова кожної теми відображає сучасну методику викладання у вищих навчальних закладах, орієнтує студента на лабораторну роботу в здобутті знань при консультативній та керівній діяльності викладача.

Перша тема присвячена методам цитологічного дослідження, які використовуються в мікробіологічних лабораторіях. Майбутній цитолог знайомиться з основами цитологічної техніки і технікою мікроскопування, які викладені в достатньо великому обсязі, оскільки в інших навчальних методичках відомості з цього питання практично відсутні. Зміст даного розділу є вступним до всіх наступних розділів курсу цитологі.

Ілюстрації до теми кожного заняття не є копією цитологічних препаратів — це адаптовані рисунки мікроскопічної будови, які полегшують розуміння головних структурно-функціональних закономірностей об’єктів, що вивчаються.

Методичні рекомендації розраховані на активну лабораторну роботу студентів вдома і на заняттях, що відповідає вимогам часу і перебудові в системі вищої освіти. 
Методичні рекомендації відповідають навчальній програмі курсу  цитології  вищих аграрних закладів освіти ІV рівня акредитації. Кожна тема розрахована на двогодинне лабораторно-практичне заняття.

	1. МІКРОСКОПИ. ТЕХНІКА МІКРОСКОПУВАННЯ

	

	Провідна роль у вивченні курсу цитології належить практичним заняттям, на яких студент самостійно працює з мікропрепаратами, вивчає деталі будови клітин, тканин та органів. Без такого підходу неможливо, користуючись тільки підручником і атласом, розібратися в складній структурній організації живої матерії. Тому тільки уважний і вдумливий аналіз кожного препарату, який вивчається, дає змогу зрозуміти будову та функцію органа, складні об’ємні співвідношення його частин, засвоїти та запам’ятати той величезний обсяг матеріалу, що накопичила сучасна цитологія, яка разом із нормальною анатомією, фізіологією і біохімією є фундаментом спеціальної теоретичної підготовки студента. Основне місце на практичних заняттях з курсу  цитології  належить вивченню мікроскопічних препаратів, що поглиблює і закріплює знання, одержані на лекціях та в процесі самостійної роботи з підручником і атласом.

Досліджуючи цитологічні  препарати, їх слід обов’язково зарисовувати, що дасть можливість краще вивчити препарат, виділити основні структури і звернути увагу на такі деталі, які можуть випадати з поля зору. Крім цього, рисунок допомагає запам’ятати препарат, закріпляє зорове уявлення, отже, забезпечує краще сприймання фактичного матеріалу. Тому для практичних занять студент повинен мати альбом і набір кольорових олівців.

Робота студента в цитологічній лабораторії неможлива без вивчення будови мікроскопа, техніки мікроскопування, знання методів цитологічних досліджень.
МІКРОСКОП


Мікроскоп — це основний прилад, який використовують студенти на заняттях (рис. 1). Мікроскоп дозволяє отримати збільшене та зворотне зображення об’єкта.


	Світловий мікроскоп

Будова мікроскопа. Світловий мікроскоп складається з трьох частин:

—
оптичної;

—
механічної;

—
освітлювальної.

Оптична частина складається з об’єктивів, які встановлюються в гнізда револьверного приладу тубуса, і окуляра, розташованого в тубусі.

Об’єктив — це складна система лінз, обов’язковою частиною якої є плоско-опукла фронтальна лінза.

Основною технічною характеристикою об’єктива є роздільна здатність (найменша відстань, на якій дві найближчі точки об’єкта сприймаються окремо).
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 У світловому мікроскопі вона визначається переважно довжиною світлової хвилі (дорівнює половині її довжини).

Об’єктиви можуть мати збільшення х8, х20, х40, х60, х90. За особливостями конструкції і можливостями використання вони поділяються на сухі (х8, х20, х40) та імерсійні (х60, х90).

Окуляр складається з верхньої лінзи (очної) та нижньої (польової, або збиральної). Очна лінза збільшує зображення, яке дає об’єктив, а збиральна — збирає промені, які йдуть від об’єктива.

Збільшення об’єкта визначається добутком збільшення, отриманого від об’єктива, на збільшення окуляра. Найчастіше використовують окуляри х5, х7, х10, х15.

Механічна частина мікроскопа складається з тубуса, тубусотримача, макрогвинта, мікрогвинта, револьвера, предметного столика, підставки.

Освітлювальна частина складається із дзеркала, з одного боку увігнутого, з другого — плоского; конденсора, за допомогою якого пучок світла фокусується на препараті; ірисової діафрагми, вмонтованої в конденсор для зміни ступеня освітлення препарату.

За допомогою дзеркала пучок світла спрямовується в конденсор і через нього — на препарат.

Найбільш розповсюджені в Україні мікроскопи МБІ та «Біолам» дають збільшення до 2000 разів.

Електронний мікроскоп

Оскільки численні структури клітини перебувають за межами роздільної здатності світлового мікроскопа, їх вивчають за допомогою електронного мікроскопа. В електронному мікроскопі використовують потік електронів з більш короткою, ніж у світловому мікроскопі, довжиною хвилі. При напрузі 50 000 В довжина хвилі електромагнітних коливань, що виникають під час руху потоку електронів у вакуумі, дорівнює 0,0056 нм. Підраховано, що роздільна відстань у цих умовах може дорівнювати близько 0,002 нм (0,000002 мкм), тобто в 100 000 разів менше, ніж у світловому мікроскопі.

Нині існують два типи електронних мікроскопів: просвітлювальні та растрові.

Просвітлювальний електронний мікроскоп дозволяє отримати площинне зображення досліджуваного об’єкта.
Растровий електронний мікроскоп дозволяє отримати тривимірне зображення. Принцип його роботи полягає в скануванні електронним мікрозондом досліджуваного об’єкта, тобто послідовного обстеження гостросфокусованим електронним променем окремих точок поверхні. При дослідженні вибраної ділянки мікрозонд рухається по її поверхні під дією котушок, що відхиляються. Цей процес називається скануванням, рисунок, по якому рухається мікрозонд, — растром. Отримане зображення виводиться на телевізійний екран, електронний промінь якого рухається синхронно з мікрозондом.

Принцип роботи електронного мікроскопа

Джерелом електронів в електронному мікроскопі є катод, який входить до складу електронної гармати, як лінзи використовуються електромагнітні котушки. Для безперешкодного руху електронів в електронному мікроскопі спеціальними насосами створюється високий вакуум (104 мм рт. ст.).

У колоні мікроскопа (тубусі), звідки викачане повітря, послідовно розміщені катод (вольфрамова нитка), анод (металева пластина з отвором всередині), магнітні лінзи, люмінесцентний екран, фотопластинки (магазин).

Електричний струм при проходженні крізь вольфрамову нитку катода нагріває її, спричинюючи емісію електронів. Висока напруга, подана на катод, створює велику різницю потенціалів між катодом і анодом. Це забезпечує рух електронів до анода і далі вниз по колоні мікроскопа. Електронний пучок спочатку фокусується конденсорною магнітною лінзою. Більша частина електронів, проходячи крізь об’єкт, не відхиляється. Електрони, які пройшли крізь об’єкт, фокусуються другою магнітною лінзою — об’єктивною, яка дає збільшене зображення об’ єкта. Це зображення збільшується третьою магнітною лінзою — проекційною. Електрони, проходячи крізь об’єкт, спричинюють світіння екрана, покритого люмінофором, утворюючи на ньому зображення об’єкта.
ТЕХНІКА МІКРОСКОПУВАННЯ


Мікроскопування гістологічних препаратів розпочинають із встановлення правильного освітлення. Для цього за допомогою увігнутого дзеркала, що збирає розсіяний пучок світла, і конденсора досягають рівномірного освітлення поля зору. Препарат вміщують на предметний столик покривним склом догори.

Вивчення мікропрепаратів розпочинають при малому збільшенні. Відстань між фронтальною лінзою об’єктива малого збільшення і покривним склом має бути близько 1 см. Різкість встановлюють за допомогою макрогвинта. Щоб розглянути деталі по всій площі мікропрепарату, його переміщують на предметному столику. Визначають ділянку препарату, яку необхідно вивчити найбільш детально, і за допомогою револьверного приладу встановлюють об’єктив із сильнішим збільшенням (х40), після чого встановлюють різкість за допомогою мікрогвинта.

При вивченні дуже дрібних гістологічних структур використовують імерсійний об’єктив (х90). На покривне скло препарату наносять краплю імерсійного масла і обережно опускають тубус до зіткнення фронтальної лінзи об’єктива з маслом. Регулюючи мікрогвинт, досягають чіткого зображення. Після закінчення роботи масло видаляють з об’єктива та покривного скла.

Ультрафіолетова мікроскопія

Ультрафіолетова мікроскопія — це різновид світлової мікроскопії. Її особливістю є те, що в ультрафіолетовому мікроскопі використовують для освітлення поля більш коротке ультрафіолетове проміння з довжиною хвилі близько 0,2 мкм. Роздільна здатність такого мікроскопа становить близько 0,1 мкм. Не видиме оком зображення, отримане в ультрафіолетовому промінні, перетворюється на видиме за допомогою реєстрації на фотопластинці або шляхом застосування спеціальних приладів (люмінесцентний екран, електронно-оптичний перетворювач). Другою особливістю мікроскопа для ультрафіолетової мікроскопії є те, що вся оптика кварцова.

Флюоресцентна мікроскопія

Основною перевагою методу флюоресцентної (люмінесцентної) мікроскопії є можливість прижиттєвих спостережень цитологічних об’єктів, у тому числі й проведення на живому не- фіксованому матеріалі деяких цито- і гістохімічних реакцій, причому в такому разі метод відзначається надзвичайною чутливістю та специфічністю.
Сутність флюоресценції полягає в тому, що атоми та молекули деяких речовин, поглинаючи короткохвильові промені,переходять у збуджений стан. Зворотний перехід із збудженого стану до нормального супроводжується випроміненням світла, але з великою довжиною хвилі. Як джерела світла у флюоресцентному мікроскопі для збудження флюоресценції застосовують ртутні і ксенонові лампи надвисокого тиску з високою яскравістю в межах спектра 0,25-0,4 мкм (ближнє ультрафіолетове проміння) та 0,4-0,5 мкм (синьо-фіолетове проміння), які горять в режимі перерозжарювання. Промені від джерела світла колекторною лінзою і дзеркалом спрямовуються на конденсор мікроскопа, який конденсує їх на препараті. Препарат у променях його видимої флюоресценції розглядається або фотографується за допомогою звичайної системи мікроскопа. За ходом променів введено два світлофільтри, перший з яких виділяє із загального випромінення джерела світла промені у вузькій спектральній ділянці (сині або довгохвильові ультрафіолетові), що використовуються для флюоресценції препарату,другий — поглинає ці промені, але пропускає промені власне флюоресценції, випромінювані самим препаратом.
Фазово-контрастна мікроскопія. 

Велика кількість препаратів, у першучергу незабарвлені живі біологічні об’єкти,не поглинають світла і бувають безбарвніта прозорі. Метод фазового контрасту дає можливість отримувати контрастне зображення цих препаратів, майже невидимих при звичайних методах спостережен-ня. При цьому препарати не потрібно забарвлювати, що завжди шкідливо позначається на живих об’єктах.

Метод фазового контрасту полягає в тому, що окремі ділянки структури прозорого препарату відрізняються від навколишнього середовища за показником заломлення. Внаслідок цього світло, яке проходить через них, запізнюється по фазі на величину

в = Ь (п0 - псХ

де Ь — товщина об’єкта;

п0, пс — показники заломлення власне об’єкта та середовища.

В результаті світлова хвиля, яка проходить крізь препарат, зазнає різних змін по фазі і набуває так званого «фазового рельєфу». Однак цей рельєф не сприймається безпосередньо оком або фотопластинкою, які є сприйнятливими і чутливими тільки до зміни інтенсивності світла, що залежить лише від амплітуди світлового коливання. Метод фазового контрасту дає можливість перетворювати фазові зміни на амплітудні, тобто таким чином «фазовий рельєф» замінити на «амплітудний рельєф». У результаті отримується видиме, так зване фазово-контрастне зображення препарату, в якому розподіл освітленості відповідає розподілу фаз.

У зв’язку з викладеним, будова фазово-контрастного мікроскопа має деякі принципові відмінності від звичайного світлового мікроскопа: в передній фокальній площині конденсора замість звичайної ірисової апертурної діафрагми встановлена кільцеподібна. В об’єктиві розташована так звана фазова скляна пластинка з витравленою на ній кільцеподібною канавкою (фазове кільце). Діаметр кільця дорівнює діаметру зображення діафрагми конденсора, отже фазове кільце закриває все світло, яке прямо проходить крізь препарат і об’єктив (суцільні лінії). Дія фазового кільця подвійна. По-перше, воно поглинає значну частину променів, які пройшли прямо; для цього дно канавки вкривається напівпрозорою плівкою металу. По-друге, фазове кільце зсуває фазу світлових коливань на чверть довжини хвилі світла. Відповідно до цього глибина канавки у пластинці повинна дорівнювати приблизно 0,5 мкм. Світло, розсіяне препаратом (переривчасті лінії на рисунку), проходить повз фазове кільце і не зазнає ослаблення або зсуву фази.

Фазова пластинка має таку форму, що промені, не відхилені об’єктом, проходять у пластинці крізь дещо менший шар скла, ніж промені дифраговані. Тому фаза променів, які пройшли прямо, випереджає фазу дифрагованих променів. У площині утворюється так зване позитивне фазово-контрастне зображення препарату. Дрібні частинки, показник заломлення яких більший за показник заломлення навколишнього середовища, мають вигляду темних на світлому фоні. У більш великих об’єктів темними стають тільки краї, середня частина залишається світлою. Всі темні зображення оточені широкими світлими ореолами. Частинки з показником заломлення меншим, ніж у навколишнього середовища, дають зображення світліші, ніж оточуючий фон.

Метод темнопільної мікроскопії

Метод темного поля в прохідному світлі застосовується для отримання зображень дуже малих об’єктів або прозорих, не поглинаючих об’єктів, непомітних у світлому полі.

На відміну від звичайного світлового мікроскопа, центральна частина апертурної діафрагми закрита непрозорим диском, отже пучок променів виходить з конденсора у вигляді порожнистого конуса і безпосередньо в об’єктив не потрапляє. Зображення створюється лише розсіяними променями. Розсіювання відбувається за рахунок того, що елементи структури відрізняються від навколишнього середовища за показником заломлення. У полі зору мікроскопа на темному фоні видно світлі зображення дрібних деталей. У великих деталей помітні тільки світлі контури.

Поляризаційна мікроскопія

Мікроскопічні дослідження в поляризованому світлі проводять при вивченні оптичної анізотропії об’єктів. Подвійне світлозаломлення в біологічних об’ єктах виникає при поздовжній орієнтації паличкоподібних субмікроскопічних частинок, через механічні напруження та інші причини.

За допомогою поляризаційної мікроскопії визначається орієнтація частинок, напрямок деформації, величина подвійного світлозаломлення (різниця показників звичайного і незвичайного променів) і різниця ходу між звичайними та незвичайними променями в об’єкті.

При дослідженні анізотропних об’єктів використовують поляризаційний мікроскоп, який відрізняється від звичайного (рис. 5). У цьому мікроскопі перед конденсором розташований поляризатор. Після препарату й об’єктива вмонтовані компенсатор та аналізатор, призначені для всебічного вивчення подвійного світлозаломлення в об’єкті.

Зображення препарату розглядається через окуляр. Дослідження проводять при паралельному і схрещеному положенні поляризатора та аналізатора. В останньому випадку, за відсутності препарату, поле зору буває темним. У препараті спостерігаються світлі або забарвлені елементи структури, причому вигляд елементів залежить від абсорбції препарату відносно площини поляризації і від величини подвійного світлозаломлення.

При дослідженні в поляризаційному світлі необхідно, щоб предметний столик, який обертається, був обладнаний кутомірним лімбом, а лінзи конденсора й об’єктивів не мали внутрішніх коливань.

Артефакт (аПє/асШш) — це штучне утворення, яке з’являється у досліджуваному об’єкті під час підготовки його до дослідження і може стати причиною отримання невірогідних результатів.

Артефакти можуть бути грубими і дуже простими, які легко розпізнати, але можуть бути й дуже складними, які розпізнати дуже складно.

Прикладом простих артефактів є пухирці повітря, які потрапляють у препарат при накритті його покривним склом.

Більш складними артефактами є зміна форми клітин, поява порожнин, щілин між оточуючими шарами в органах внаслідок стискання тканин при фіксації, зневодненні тощо.

МЕТОДИ ЦИТОЛОГІЧНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
У сучасній гістології, цитології та ембріології застосовують найрізноманітніші методи досліджень, що дозволяє всебічно вивчити процеси розвитку, будови та функції клітин, тканин і органів.

Залежно від стану експериментальних об’єктів методи гістологічних досліджень поділяються на дві групи:

—
вітальні (суправітальні, прижиттєві);

—
поствітальні (посмертні).

ВІТАЛЬНІ МЕТОДИ


Вивчення живих клітин і тканин дозволяє отримати найбільш повну інформацію про їх життєдіяльність, простежити рух, процеси поділу, руйнування, росту, диференціації та взаємодії клітин, тривалість їхнього життєвого циклу, реактивні зміни у відповідь на дію різних факторів зовнішнього середовища.

Об’єктом прижиттєвого вивчення можуть бути тонкі тканинні плівки (брижа, плавальна перетинка жаби), клітини крові, клітини в культурі тканин.

Прижиттєві дослідження клітин в організмі.
Одним із прижиттєвих методів дослідження є спостереження структур у живому організмі (in vivo). Для цього використовують спеціальні мікроскопи-ілюмінатори. За допомогою цього методу можна вивчати циркуляцію крові в мікросудинах. Наприклад, після проведення анестезії у тварини об’єкт дослідження (брижа кишечнику) виводять назовні й розглядають під мікроскопом, але при цьому тканини слід постійно зволожувати фізіологічним розчином. Тривалість такого спостереження вкрай обмежена.  Більш ефективним є метод вживляння прозорих камер в організм тварини. Найзручнішим органом для вживляння таких камер є вухо тварини (кролика). Ділянку вуха з прозорою камерою вміщують на предметний столик мікроскопа і вивчають динаміку зміни клітин і тканин протягом тривалого часу.

Як природну прозору камеру використовують око експериментальних тварин. Клітини, тканини і навіть зразки органів вміщують у рідину передньої камери ока — в кут, утворений рогівкою та райдужкою, і спостерігають крізь прозору рогівку. За допомогою такого методу була здійснена трансплантація заплідненої яйцеклітини і простежені ранні етапи розвитку зародка.

Широко використовують метод трансплантації клітин крові і кісткового мозку від здорових тварин-донорів до тварин реципієнтів, підданих смертельному опроміненню іонізуючою радіацією.

Дослідження кількості колоній і їх клітинного складу дозволяє виявляти кількість родоначальних кровотворних клітин і різні стадії їх диференціації. За допомогою методу колонієутворень встановлено джерела розвитку для всіх клітин крові.

Дослідження живих структур у культурі клітин і тканин.
Методи вивчення живих структур у культурах клітин і тканин (in vitro) сьогодні є найбільш розповсюдженими.

Суть цих методів полягає в тому, що виділені з організму людини чи тварин клітини, маленькі зразки тканин або органів вміщують у стерильні пластмасові або скляні посудини, які містять спеціальні поживні речовини (плазма крові, ембріональний екстракт) і стимулятори росту клітин. При цьому забезпечується повна стерильність середовища і температура, що відповідає температурі тіла. При дотриманні цих умов клітини протягом тривалого часу зберігають основні показники життєдіяльності (здатність до росту, розмноження, диференціації, руху). Ці культури можуть існувати протягом багатьох днів, місяців і навіть років за умови поновлення середовища вирощування і пересадження їх до інших посудин.

Розрізняють суспендовані культури (клітини, суспендовані в середовищі вирощування) і багатошарові (клоновані клітини утворюють на склі суцільний шар).
Метод вирощування дозволив виявити деякі закономірності диференціації, злоякісного переродження клітин, клітинних взаємодій, взаємодії клітин з вірусами і мікробами. Вирощування тканин зародка дозволило простежити розвиток кісток, шкіри та інших органів. За допомогою цього методу виявлена здатність хрящових клітин формувати в культурі міжклітинну речовину, клітин надниркових залоз — синтезувати гормони.

Особливо велике значення має цей метод при проведенні експериментальних досліджень на клітинах і тканинах людини. Взяті за допомогою біопсії чи пункції клітини з організму людини можуть у культурі тканини використовуватися для визначення статі, спадкових захворювань, злоякісного переродження.

Метод гібридизації клітин

Суть методу полягає в тому, що з клітин будь-яких типів і стадій розвитку можна одержати клітинні гібриди, діючи на них за допомогою різних факторів (інактивований вірус парагрипу, поліетиленгліколь та ін.). У результаті такого впливу в утворених гібридах формуються гетерокаріони, які містять два види генотипу. Вивчення білкових продуктів активності генів дозволяє встановлювати локалізацію генів у складі хромосоми. На цьому грунтується метод отримання моноклональних антитіл, що дозволяє виявляти різні стадії розвитку імунокомпетентних та інших клітин.

Разом із великими перспективами застосування ці методи мають дуже суттєві недоліки. Найважливішим недоліком методів дослідження живих клітин, тканин та органів in vitro є те, що ізоляція клітин від цілісного організму змінює умови їхнього існування: втрачаються взаємозв’язки з іншими клітинами і тканинами, виключається дія нейрогуморальних факторів регуляції тощо.

Метод вирощування клітин і тканин in vivo

Цей метод дослідження живих клітин і тканин дозволяє усунути згадані вище недоліки вирощування клітин і тканин in vitro.

Суть даного методу полягає в тому, що зразки клітин, тканин і органів вміщують у камери із пористого матеріалу, які після цього підсаджують у тіло тварини (до черевної порожнини, під шкіру тощо).
Методи забарвлення

Вітальний метод забарвлення передбачає забарвлення клітин і тканин шляхом введення барвника в організм тварини, при цьому вибірково забарвлюються певні клітини, їх органели або міжклітинна речовина.

Прикладами таких барвників є трипановий синій або літієвий кармін (забарвлюють фагоцити), алізарин (забарвлює матрикс кістки).

Суправітальний метод забарвлення передбачає забарвлення живих клітин, виділених з організму. За допомогою цього методу виявляють молоді форми еритроцитів — ретикулоцити крові (барвник діамантовий крезиловий блакитний), мітохондрії в клітинах (барвник зелений янус), лізосоми (барвник нейтральний червоний).

ПОСТВІТАЛЬНІ МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ


Основним об’єктом досліджень із використанням поствітальних (посмертних) методів є гістологічні препарати, виготовлені з фіксованих структур.

Препарат може являти собою таке:

—
 мазок (крові, кісткового мозку, слини, спинномозкової рідини та ін.);

—
відбиток (селезінки, тимуса, печінки);

—
плівку з тканини (сполучної тканини, очеревини, плеври, м’якої мозкової оболонки);

—
зрізи (органів або тканин).

Найчастіше для вивчення структури клітин, тканин і органів у гістології використовують зрізи.

Гістологічні препарати (мазок крові, відбиток, плівка або зріз органа) можна вивчати без спеціальної обробки і одразу розглядати під мікроскопом. Але через те, що структури мають дуже слабкий контраст і погано помітні в звичайному світловому мікроскопі, використовують спеціальні мікроскопи (фазоконтрастні, люмінесцентні та ін.).

При гістологічних дослідженнях частіше використовують спеціально оброблені та забарвлені препарати.

Виготовлення постійного гістологічного препарату потребує дуже складної підготовки об’єкта дослідження і складається з кількох етапів:

1.
Взяття матеріалу. Об’єм матеріалу повинен бути в межах 1 см3, матеріал має бути свіжим.

2.
Фіксацію матеріалу проводять шляхом занурення у фіксуючу суміш. Фіксатори бувають прості (спирти, формалін та ін.) і складні (складаються з кількох простих).

3.
Промивання під проточною водою протягом 24 год для вимивання фіксатора.

4.
Зневоднення об’єкта в спиртах зростаючої концентрації (від 60 до 100°).

5.
Ущільнення об’єкта в ущільнювальному середовищі (па-рафін, целоїдин, синтетичні смоли).

6.
Виготовлення зрізів за допомогою мікротомів або ультра- мікротомів.

7.
Забарвлення або контрастування зрізів проводять для того, щоб можна було розрізняти структурні деталі об’єкта. Перед забарвленням середовища депарафінують ксилолом, який потім вилучають за допомогою спиртів низхідної концентрації від (100 до 60°) і промивають водою. Після цього на препарат наносять розчин барвника.

8.
Заливка зрізів канадським бальзамом для тривалого зберігання препаратів.

Для забарвлення препаратів використовують барвники, які залежно від походження поділяються на рослинні (гематоксилін), тваринні (кармін) і синтетичні.

Залежно від хімічних властивостей барвники поділяються так: кислі, основні, нейтральні та спеціальні.

Кислі (аніонні) барвники — це група барвників, властивості яких визначаються наявністю кислотного залишку. Вони забарвлюють цитоплазму (еозин, ясний зелений та ін.).

Основні барвники — це катіонні барвники, переважна біль-шість яких у своєму складі містить атом азоту з позитивним зарядом. Вони вибірково забарвлюють ядра клітин, тому їх ще називають ядерними (гематоксилін, кармін, сафранін).

Нейтральні барвники — це комплексні сполуки водних роз-чинів кислого й основного барвників.

Спеціальні барвники — це група барвників, які використовують для визначення речовин або сполук, структур або тканин. Наприклад, судан-ІІІ (забарвлює жирову тканину), орсеїн (еластичні волокна). Особливості виготовлення препаратів для електронно-мікроскопічних досліджень

1.
Взяття та фіксація шматочків тканин і органів (об’єм близько 1 мм3). Об’єкт після взяття швидко вміщують у спеціальні фіксатори — глютаральдегід, а через 1,5 год — у чоти ризакисний осмій. Фіксацію проводять при кімнатній темпера-турі протягом кількох годин.

2.
Промивання об’єкта в буферному розчині (pH 7,3-7,4).

3.
Зневоднення у спиртах зростаючої концентрації — 50, 60, 70, 80, 90, 100°.

4.
 Заливка об’єкта в спеціальні синтетичні смоли (епон і аралдит), які здатні полімеризуватися і твердіти. Для цього об’єкт вміщують у капсулу і заливають рідкою епоксидною смолою, згодом — вміщують у термостат, де при температурі 58 °С відбувається полімеризація смоли.

5.
Виготовлення зрізів за допомогою ультрамікротомів.

6.
Забарвлення (контрастування) зрізів проводять солями важких металів (свинець, вольфрам, уранілацетат). Солі цих металів осаджуються в структурах клітин і затримують електрони, які проходять крізь об’єкт.

Дослідження хімічного складу та особливостей метаболізму клітин і тканин

Гістохімічні методи

Ці методи дозволяють виявити локалізацію різних хімічних речовин у структурах клітин, тканин та органів — ДНК, РНК, білків, вуглеводів, ліпідів, амінокислот, мінеральних речовин, вітамінів, активність ферментів. Вони грунтуються на специфічності реакції між хімічним реактивом і субстратом, який вхо-дить до складу клітинних і тканинних структур, і забарвленні продуктів хімічних реакцій.

Для підвищення специфічності реакції застосовують ферментативний контроль.

При виявленні у клітинах рибонуклеїнової кислоти використовують галоціанін — барвник з основними властивостями, а наявність РНК підтверджують контрольною обробкою рибонуклеазою — ферментом, який розщеплює РНК. Галоціанін забарвлює РНК у блакитно-фіолетовий колір. Після попередньої обробки препарату рибонуклеазою з подальшим забарвленням його галоціаніном забарвлення немає, що підтверджує наявність у структурі РНК.

Метод радіоавтографії

Цей метод дозволяє найбільш повно вивчати обмін речовин у різних структурах організму. Метод грунтується на використанні радіоактивних елементів — фосфору (32Р ), вуглецю (14С), сірки (358), водню (3Н) та мічених ними сполук. Радіоактивні речовини в гістологічних зрізах виявляють за допомогою фотоемульсії, яку наносять на препарат і після цього проявляють. На ділянках препарату, де фотоемульсія контактує з радіоактивною речовиною, відбувається фотореакція, внаслідок якої утворюються засвічені ділянки (треки). Цей метод дозволяє визначити швидкість включення мічених амінокислот до білків, утворення нуклеїнових кислот, обмін йоду в клітинах щитоподібної залози.

Інтерферометрія

Цим методом у живих і фіксованих клітинах визначають суху масу і концентрацію щільних речовин, сумарний вміст білків.

Кількісні гістохімічні методи

Дозволяють визначати вміст різних речовин у клітинах і тканинах, локалізацію хімічних компонентів у конкретних структурах клітин і тканин.

Цитоспектрофотометрія. Метод кількісного вивчення внутрішньоклітинних речовин за їх абсорбційними спектрами.

Цитоспектрофлюорометрія. Метод кількісного вивчення внутрішньоклітинних речовин за спектрами їх флюоресценції.

Методи імунофлюоресцентного аналізу

Застосовуються для вивчення процесів диференціації клітин, виявлення в них специфічних хімічних сполук і структур. Основою цих методів є реакція антиген — антитіло. Кожна клітина організму має специфічний антигенний склад, який переважно визначається білками. Продукти реакції можна забарвлювати і виявляти у люмінесцентному мікроскопі.
vitro, їхні особливості.

Цитологія (cytologia, cytos — клітина, logos — наука) — наука про будову, розвиток і функції тваринних і рослинних клітин.

Клітина (cellula) — елементарна жива одиниця організму, яка відокремлена від навколишнього середовища активною мембраною, є структурно упорядкованою системою біополі мерів, що утворюють ядро, цитоплазму, а також інші субклітинні компоненти (органели і включення), бере участь в єдиній сукупності метаболічних процесів, спрямованих на забезпечення підтримки і відновлення системи в цілому.

Клітини в живих організмах можуть бути двох типів: які містять ядро (еукаріотичні) та які не містять ядра (прокаріотичні).

Організми, які складаються з еукаріотичних клітин, називають еукаріотами, з прокаріотичних — прокаріотами.

Окрім клітин в організмі містяться й неклітинні структури, які є похідними клітин. Неклітинні структури поділяються таким чином:

—
ядерні — які містять ядро й виникають внаслідок злиття клітин (симпласти) або незавершеного поділу (синцитії);

—
без’ядерні — структури, які є продуктом життєдіяльності окремих груп клітин (аморфна речовина сполучної тканини).

Усі еукаріотичні клітини мають однакову будову: вони складаються з трьох основних компонентів: клітинна оболонка, цитоплазма, ядро.
Клітинна оболонка відокремлює цитоплазму клітини від навколишнього середовища або сусідніх клітин та забезпечує взаємодію клітин з елементами навколишнього середовища.

Цитоплазма складається з гіалоплазми та організованих структур, до яких належать органели і включення.

Ядро складається з ядерної оболонки, каріоплазми, хроматину (хромосом), ядерця. 

Ці компоненти клітин, взаємодіючи між собою, забезпечують існування клітини як єдиного цілого.

КЛІТИННА ОБОЛОНКА


Спільним у будові клітинних мембран є те, що вони являють собою тонкі шари ліпопротеїдного походження завтовшки 6-10 нм.

Клітинна оболонка (ріазтоієтта) серед різних клітинних мембран посідає особливе місце. Це поверхнева периферійна структура, яка обмежує клітину ззовні, що зумовлює її безпосередній зв’язок із позаклітинним середовищем, отже, з усіма речовинами і факторами, які впливають на клітину.

Клітинна оболонка складається з трьох шарів:

—
зовнішній (надмембранний) шар — глікокалікс (%\ісо-

саіух);

—
власне мембрана (біологічна мембрана);

—
підмембранна пластинка (кортикальний шар плазмолеми). Глікокалікс має товщину 3-4 нм, притаманний практично

всім клітинам тваринного походження, але різною мірою. Глікокалікс утворений асоційованим з плазмолемою глікопротеїдним комплексом, до складу якого входять довгі, гіллясті ланцюжки полісахаридів.

Власне мембрана (біологічна мембрана) складається з суцільного подвійного ліпідного шару, в який частково або повністю занурені молекули білків. Товщина цього шару — 5¬7 нм.

Підмембранна пластинка (кортикальний шар) утворена найбільш щільною частиною цитоплазми, яка складається з мікро філаментів і мікротрубочок, що утворюють сітку.

Функції клітинної оболонки

Основними функціями клітинної оболонки є такі:

—
розмежування;

—
транспорт метаболітів (пасивний або активний);

—
рецепція;

—
забезпечення міжклітинних контактів.

Цитоплазма (суґоріазта) — це колоїдна система, яка складається з гіалоплазми, мембранних і немембранних органел, а також включень.

Гіалоплазма (грец. НуаО — прозорий, що просвічується) — матрикс цитоплазми. За фізико-хімічними властивостями це складна колоїдна система, яка містить різні полімери (білки, нуклеїнові кислоти, полісахариди) і може переходити із золеподібного стану в гель і навпаки.

Гіалоплазма — це середовище, що об’єднує всі клітинні структури й забезпечує їх взаємодію між собою. Через гіалоплазму відбувається багато внутрішньоклітинних транспортних процесів: транспорт амінокислот, жирних кислот, нуклеотидів, цукрів.

Включення (inclusiones cytoplasmaticae) цитоплазми — це необов’язкові компоненти клітин, які виникають і зникають залежно від метаболічного стану, не мають строго визначеної будови.

Органели — це постійні, необхідні для всіх клітин мікроструктури, які забезпечують життєво важливі функції клітин.
Мембранні органели

До мембранних органел належать мітохондрії, лізосоми, пероксисоми, ендоплазматична сітка, комплекс Гольджі.

Мітохондрії (mitochondriae) — мікроскопічні мембранні органели загального призначення, основною функцією яких є окислення органічних сполук й утворення молекул АТФ.

Мітохондрії мають довжину 1-10 мкм, товщину — 0,5 мкм. Форма мітохондрій овальна, витягнута. Під електронним мікроскопом видно внутрішню та зовнішню мітохондріальні мембрани, розділені міжмембранним простором.

Зовнішня мітохондріальна мембрана (membrana mitochondrialis externa) відокремлює мітохондрію від гіалоплазми, має рівні контури, за формою нагадує мішок.

Внутрішня мітохондріальна мембрана (membrana mitchondrialis interna) утворює вирости, складки (кристи), відо-кремлює внутрішній вміст — матрикс.

Простір, обмежений внутрішньою мембраною, заповнений мітохондріальним матриксом, який містить тонкі нитки товщиною 2-3 нм і гранули розміром 15-20 нм. Нитки — це молекули ДНК, а гранули — мітохондріальні рибосоми.

Лізосоми (lysosoma) — субмікроскопічні мембранні органели загального призначення, що здійснюють внутрішньоклітинне ферментативне розщеплення екзогенних речовин (які потрапили до клітини внаслідок ендоцитозу) і ендогенних — видалення органел і включень у процесі нормального поновлення або у відповідь на змінену функціональну активність.

Лізосоми — тільця овальної форми, розмірами 0,2-0,4 мкм. Містять у своєму складі понад 60 протеолітичних ферментів, розміщених у замкнутому мембранному мішечку.

Розрізняють такі основні форми лізосом:

1.
Первинні.

2.
Вторинні (фаголізосоми, або гетерофагосоми, та автофагосоми).

3.
Залишкові тільця.

Пероксисоми (peroxysoma) — субмікроскопічні мембранні органели загального призначення, здатні утилізувати хімічно активний кисень, розщеплювати етиловий спирт, сечову кислоту та регулювати обмін речовин.

Пероксисоми — тільця овальної форми, розмірами 0,3-1,5 мкм, обмежені мембраною. Вони містять гранулярний матрикс, у центрі якого розташовуються кристалоподібні структури з фібрил і трубочок.

Ендоплазматична сітка (reticulum endoplasmicum) — субмікроскопічна мембранна органела загального призначення, яка утворює єдину внутрішньоклітинну циркуляторну систему, що забезпечує транспорт і депонування речовин, синтез білків, метаболізм ліпідів та вуглеводів.

Розрізняють два типи ендоплазматичної сітки:

—
гладка ендоплазматична сітка (агранулярна, reticulum en-doplasmicum nongranulosum), утворена подвоєними мембранами вакуолів і канальців діаметром 50-100 нм;

—
гранулярна ендоплазматична сітка (reticulum endoplasmicum granulosum), утворена подвоєною мембраною мішечків, цистерн, канальців шириною 20-100 нм. На мембранах з боку гіалоплазми до цієї сітки прикріплені рибосоми.

Комплекс Гольджі (complexus Golgiensis) — мікроскопічна мембранна органела загального призначення, в якій завер-шується процес формування продуктів синтетичної діяльності клітини.

Комплекс Гольджі складається з сукупності зв’язаних між собою сплощених мішечків і цистерн товщиною близько 25 нм, транспортних пухирців, які доставляють білковий секрет з ендоплазматичної сітки, та секреторних гранул, за допомогою яких секрет виводиться із клітини. Всі ці структури сконцентровані в окремій невеликій зоні (диктіосомі).

Немембранні органели

До немембранних органел належать рибосоми, центросома, мікрофіламенти, мікротрубочки, війки, джгутики.

Рибосоми (гіЬозотаґа) — субмікроскопічні немембранні органели загального призначення, які є елементарними тільцями синтезу білкових і поліпептидних молекул, що виявляються в усіх клітинах.

Рибосоми за формою нагадують гриб, розміри їх 25х20х х20 нм. Це складні рибонуклеопротеїди, які утворені з білків і молекул РНК у співвідношенні 1:1. Рибосома складається з двох субодиниць — великої та малої.

Субодиниці побудовані з рибонуклеопротеїдного тяжа, в якому рРНК, взаємодіючи з різними білками, утворює тіло рибосоми. Субодиниці з’єднуються між собою під кутом, утворюючи структуру, яка нагадує гриб.

Центросома, клітинний центр (сєМтозота) — мікроскопічна немембранна органела загального призначення, що забезпечує розходження хромосом під час поділу клітини.

Центросома складається з двох центріолей, оточених центросферою. У клітині, що не готується до поділу, вона розта-шовується поблизу ядра.

Дві центріолі, розміщені поруч, мають назву диплосоми. У диплосомі центріолі розташовуються під кутом одна до одної. Розрізняють материнську і дочірню центріолі. Кінець дочірньої центріолі направлений перпендикулярно до поверхні материнської.

Центріолі (сєМгіоїит) складаються з розташованих по колу 9 триплетів мікротрубочок, які утворюють порожній циліндр шириною 0,2 мкм і довжиною 0,3-0,5 мкм. Триплети з’єднуються за допомогою спеціальних ручок, які складаються з білка динеїну. Система мікротрубочок у центріолі описується формулою (9х3)+0, що доводить відсутність мікротрубочок у центральній її частині.

Навколо кожної центріолі розташовується безструктурний або тонковолокнистий матрикс, інколи наявні кілька додаткових структур, зв’язаних з центріолями. Це так звані сателіти (супутники).

Центросфера — це позбавлена органел гіалоплазма навколо центріолей, яку в радіальному напрямку пронизують мікро- трубочки.

Мікрофіламенти (microfilamenti) — субмікроскопічні немембранні органели загального призначення, що виконують роль цитоскелета. Залежно від будови та функцій, які здійснюють мікрофіламенти, вони поділяються таким чином:

—
власне мікрофіламенти, розташовані в кортикальному шарі цитоплазми безпосередньо під плазмолемою. Це тонкі волокна діаметром 5-7 нм, які складаються з білків актину, міозину, тропоміозину, аактиніну;

—
проміжні мікрофіламенти, або мікрофібрили (microfibrillae) — тонкі нитки білкової природи, розташовані пучками, діаметром 10-15 нм. Вони відповідають за збереження клітинної форми.

Мікротрубочки (microtubuli) — субмікроскопічні немембранні органели, основним призначенням яких є утворення еластичного і водночас стійкого цитоскелета, необхідного для підтримання форми клітини.

Мікротрубочки складаються з глобулярних білків — тубулінів, молекули яких здатні полімеризуватися особливим шляхом, нанизуючись одна на одну, утворюють при цьому округлі субодиниці розміром 5 нм. Стінка мікротрубочки складається з щільно упакованих субодиниць, 13 субодиниць ут-ворюють кільце мікротрубочки зовнішнім діаметром близько 24 нм, ширина внутрішнього просвіту — 15 нм.

Війки (cilium) — органели спеціального призначення, це тонкі циліндричні вирости цитоплазми шириною 200 нм, довжиною 5-10 мкм. Війка від основи до верхівки вкрита плазматичною мембраною. Всередині виросту розміщена осьова нитка (аксонема), проксимальна частина війки (базальне тільце) занурена у цитоплазму.

Аксонема (filamentum axiale) складається з 9 дуплетів мікротрубочок, з’єднаних між собою за допомогою ручок, що утворюють стінку циліндра аксонеми. У центрі аксонеми розташовується пара центральних трубочок. Система мікротрубочок аксонеми має формулу (9х2)+2.

Базальне тільце (corpusculum basale) складається з 9 триплетів мікротрубочок, які з’єднуються між собою також за допомогою ручок. Система мікротрубочок базального тільця має формулу (9х3)+0, як і в центріолі.

Аксонема і базальне тільце структурно пов’язані між собою, утворюючи єдине ціле. Дві мікротрубочки триплетів базального тільця є мікротрубочками дуплетів аксонем.

Джгутики (flagellum) — це тонкі циліндричні вирости цитоплазми, за своєю будовою схожі на війки. Мають розміри в довжину близько 150 мкм і діаметр близько 200 нм.

Препарати для вивчення

Препарат 1. Включення жиру (рис. 1).

Велике збільшення. Вивчити та зарисувати препарат. На препараті видно клітини багатокутної форми з великими червоними ядрами. У рожевій зернистій цитоплазмі наявні чорні округлі включення різних розмірів (включення жиру).

На рисунку позначити: 1) клітини печінки: а) ліпідні включення; б) ядро; 2) капіляр з еритроцитами.

Препарат 2. Включення глікогену (рис. 2).

Мале збільшення. Розглянути препарат. При цьому збільшенні знайти центральну частину зрізу, де глікоген у клітинах розташовується досить рівномірно.

Велике збільшення. В центрі зрізу — червоні глибки глікогену, розташовані по всій цитоплазмі клітин, і фіолетові ядра. На периферії зрізу глибки глікогену можуть зливатися на одній половині клітини, а друга залишається прозорою. Зарисувати препарат.

На рисунку позначити: 1) клітини печінки; 2) цитоплазму з включеннями глікогену; 3) ядро; 4) кровоносний капіляр.

Препарат 3. Комплекс Гольджі (рис. 3).

Мале збільшення. Розглянути препарат. Знайти великі клітини, навколо ядра яких помітна сітка апарату Гольджі. Цитоплазма має зеленуватий колір.

Велике збільшення. Розглянути ядро (воно світле, велике, з коричневим ядерцем). Навколо ядра чітко виділяється комплекс Гольджі, забарвлений у чорний колір. Зарисувати препарат.
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На рисунку позначити: 1) ядро; 2) комплекс Гольджі; 3) цитоплазму.
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Рис. 4. Комплекс Гольджі. Електронна мікрофотограма. х 84 000:

1 — у-цитомембрани; 2 — вакуолі; 3 — пухирці (за Л. Н. Михайловою)
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Рис. 5. Мітохондрії. Електронна мікрофотограма. х 100 000:

1 — зовнішня мітохондріальна мембрана; 2 — внутрішня мітохондрі- альна мембрана; 3 — мітохондріальні гребінці (кристи); 4 — матрикс міто¬хондрії; 5 — зовнішня мітохондріальна камера (за Ю. Н. Копаєвим)

ЯДРО


Ядро (nucleus) є обов’язковим компонентом клітини, в якому розташований геном і формуються макромолекули, що кон-тролюють синтетичні процеси в цитоплазмі.

Ядра найчастіше мають сферичну чи овоїдну форму, інколи паличкоподібну, сегментовану та ін. Розміри ядра становлять від 3-4 до 40 мкм. До складу ядра входять ядерна оболонка, каріоплазма, хроматин, ядерце.

Ядро клітини, яка не ділиться (інтерфазне ядро), оточене ядерною оболонкою (nucleolemma), що складається з ядерних мембран: зовнішньої (membrana nuclearis externa) та внутрішньої (membrana nuclearis interna).

Між зовнішньою та внутрішньою ядерними мембранами існує перинуклеарний простір (cisterna nucleolemmatis).

Ядерна оболонка має пори (porus nuclearis) з поровими комплексами (complexus pori), що забезпечують проходження макромолекул до цитоплазми.

Ядерна оболонка виконує такі функції:

— бар’єрну — відокремлює вміст ядра від цитоплазми, обмежує вільний транспорт макромолекул між ядром і цитоплазмою;

— створення внутрішньоядерного порядку — фіксація хромосомного матеріалу в тривимірному просвіті ядра.

Каріоплазма, нуклеоплазма (nucleoplasma) — це рідка час-тина ядра, в якій містяться ядерні структури, вона є аналогом гіалоплазми.

Хроматин — це основна структура інтерфазного ядра, яка добре забарвлюється основними барвниками і зумовлює для кожного типу клітин хроматиновий рисунок ядра.

Хроматин є структурним аналогом хромосом, в інтерфазному ядрі він являє собою тільця, які несуть ДНК. Морфологічно розрізняють два види хроматину.

Гетерохроматин (heterochromatinum) відповідає конденсо-ваним в інтерфазі ділянкам хромосом і є функціонально неактивним; добре забарвлюється, саме його можна бачити на гістологічних препаратах. Гетерохроматин поділяють на структурний (являє собою ділянки хромосом, що постійно перебувають у конденсованому стані) та факультативний (здатний декон- денсуватися).

Еухроматин (euchromatinum) — це деконденсовані в інтерфазі ділянки хромосом, які є функціонально активними. Цей хроматин не забарвлюється і не виявляється на гістологічних препаратах.

Ядра містять, окрім хроматинових ділянок і матриксу, пери- хроматинові фібрили, прехроматинові та інтерхроматинові гранули.

Ядерце (nucleolus) — найбільш щільна структура ядра, що формує рибосоми і є похідним хромосоми, одного з її локусів. Розміри ядерця — 1-5 мкм, форма — сферична.

В ядерці розрізняють гранулярний (по периферії) та фібрилярний (у центрі) компоненти. Гранулярний часто утворює нитчасті структури — нуклеолонеми, фібрилярний компонент — це рибонуклеопротеїдні тяжі попередників рибосом, гранули — дозріваючі субодиниці рибосом.

Препарати для вивчення

Препарат 4. Гетерохроматин ядра нейтрофільного сегментоядерного лейкоцита крові людини (рис. 6).

Мале збільшення. Розглянути препарат. При цьому збільшенні знайти на препараті мазка крові людини сегментоядерний нейтрофільний лейкоцит.

Велике збільшення. Розглянути інтенсивнофіолетове ядро та блідозабарвлену цитоплазму. Зарисувати препарат.

На рисунку позначити: 1) ядро сегментоядерного нейтрофільного лейкоцита; 2) гетерохроматин.

Препарат 5. Еухроматин в ядрах клітин спінального ганглія (рис. 7).

Мале збільшення. Розглянути препарат. При цьому збільшенні знайти найбільшу клітину з великим ядром.

Велике збільшення. Добре видно, що цитоплазма неоднорідна. Ядро розташоване в центрі, сферичної форми. В ньому видно ядерну оболонку у вигляді пограничної лінії. Ядерце кругле, забарвлене в інтенсивно-фіолетовий колір.

Зарисувати препарат. По всій каріоплазмі розміщений структурований еухроматин у вигляді глибок.
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Поділ клітин.
Одним із найважливіших біологічних явищ, що відбиває загальні закономірності і є невід’ємною умовою існування біологічних систем протягом тривалого часу, є репродукція (відтворення) їх клітинного складу.

Розмноження клітин, згідно з клітинною теорією, здійснюється шляхом поділу вихідної (материнської) клітини. Це положення є одним із основних у клітинній теорії.

Основним шляхом поділу соматичних клітин є мітоз, який супроводжується формуванням видимих ниток — хромосом.

Різновидом репродукції є мейоз — поділ дозріваючих статевих клітин.

Клітинний цикл

Клітинний цикл (cyclus cellularis) — це час життєдіяльності клітини від поділу до поділу або від утворення до смерті.

Клітинний цикл поділяють на інтерфазу та мітоз.

Інтерфаза складається з таких періодів:

—
пресинтетичного (G1), який характеризується посиленим ростом молодої клітини і накопиченням білків;
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—
синтетичного (S), в якому відбувається подвоєння кількості хромосом і ДНК;

—
постсинтетичного (G2), премітотичного періоду, що ха-рактеризується синтезом іРНК, рРНК рибосом, синтезу тубу-лінів — білків мітотичного веретена.

Мітоз (mitosis) — непрямий поділ, універсальний і широко розповсюджений.

Мітоз складається з чотирьох фаз:

1.
Профаза, в якій відбувається конденсація хромосом, внаслідок чого вони стають видимими. Кожна хромосома складається з двох тяжів-хроматид, ядерця зменшуються в розмірах і зникають, центріолі розходяться і між ними починає форму-ватися веретено поділу, оболонка ядра зникає.

2.
Метафаза, в якій завершується формування веретена поділу і розміщуються хромосоми в екваторіальній площині клітини. Веретено поділу складається з мікротрубочок, центра¬ми формування яких є центріолі, частина мікротрубочок лежить від полюса до полюса (від центріолі до центріолі), інші тягнуться до центромера (перетяжки) однієї з хромосом.

3.
Анафаза, в якій відбувається роз’єднання центромерів і розходження хроматид з участю веретена поділу до полюсів клітини.

4.
Телофаза, в якій відбувається поділ цитоплазми, деспіралізація хромосом, реконструкція оболонки ядра, поява ядерець.

Мейоз — це форма клітинної репродукції, характерна для поділу статевих клітин. Мейоз складається з двох послідовних мітотичних процесів, між якими відсутня інтерфаза. В результаті мейозу утворюються клітини з гаплоїдним набором хромосом. Характерною особливістю профази мейозу є кросинговер — обмін гомологічними ділянками хромосом, що є одним з істотних чинників мінливості організмів.

Препарати для вивчення

Препарат 6. Каріокінез в клітинах корінця цибулі (рис. 8.)
Велике збільшення. Вивчити та зарисувати препарат. При цьому збільшенні знайти клітину в стані інтерфази, в ядрі якої визначити оболонку, ядерце та гранули хроматину. В профазі видно хромосоми, які утворюють щільний або пухкий клубок (у пізній профазі). У метафазі хромосоми розміщені в площині екватора клітини. В анафазі відбувається відокремлення хроматид одна від одної і розходження їх до полюсів, внаслідок чого у клітині видно дві групи хромосом, які мають вигляд зірки. Телофаза триває до повної реконструкції ядра, однак зручніше спостерігати ранню телофазу, коли кожна дочірня зірка починає зливатися в більш компактну фігуру, але ще збе¬рігає форму зірки, а в цитоплазмі, злегка опустивши конден¬сор, можна побачити перегородку, яка формується.

На рисунку позначити: 1) інтерфазу; 2) профазу; 3) метафазу; 4) анафазу; 5) телофазу.

Контрольні питання:
1.
Будова світлового мікроскопа.

2.
Будова оптичної частини світлового мікроскопа.

3.
Техніка мікроскопування на світловому мікроскопі.

4.
Визначення роздільної здатності світлового мікроскопа.

5.
Ультрафіолетова мікроскопія. Принцип будови мікроскопа для ультрафіолетової мікроскопії.

6.
Флюоресцентна мікроскопія. Принцип будови мікроскопа для флюоресцентної мікроскопії.

7.
Фазово-контрастна мікроскопія. Принцип будови мікроскопа для фазово-контрастної мікроскопії.

8.
Темнопільна мікроскопія. Будова мікроскопа для темнопільної мікроскопії.

9.
Поляризаційна мікроскопія. Будова поляризаційного мікроскопа.

10.
Електронний мікроскоп. Типи електронних мікроскопів та їх характеристика.

11.
Принцип роботи електронного мікроскопа.

12.
Поняття про артефакти.
Види гістологічних препаратів.

13.
Основні етапи виготовлення гістологічних препаратів для світлової мікроскопії.

14.
Основні етапи виготовлення гістологічних препаратів для електронної мікроскопії.

15.
Забарвлення препаратів. Класифікація гістологічних барвників.

16.
Сутність фіксації тканин та органів. Види фіксаторів.

17.
Заливка гістологічних об’єктів у тверді середовища.

18.
Методи прижиттєвого дослідження клітин і тканин in УІУО та in vitro, їхні особливості.

19.Гістохімічні методи досліджень.

.20
Методи радіоавтографії.

21
Методи імунофлюоресцентного аналізу.

22.
Кількісні гістохімічні методи дослідження.
23.
Історія створення та основні положення клітинної теорії Т. Шванна. Її помилкові положення.

24.
Сучасна клітинна теорія. Основні положення.

25.
Визначення клітини як структурної одиниці живого.

26.
Будова, хімічний склад та фізико-хімічні властивості еле-ментарної біологічної мембрани.

27.
Клітинна оболонка. Будова та функції.

28.
Типи клітинних контактів та їх характеристика.

29.
Транспорт речовин через плазмолему. Фагоцитоз. Піноцитоз.
30.
Неклітинні структури та їх характеристика.

31.
Цитоплазма. Гіалоплазма. Характеристика.

32.
Визначення та класифікація включень.

33.
Визначення та класифікація органел.

34.
Характеристика мембранних органел.

35.
Характеристика немембранних органел.

36.
Будова та функції комплексу Гольджі.

37.
Будова та функції ендоплазматичної сітки.
38.
Лізосоми, пероксисоми. Будова. Функції.

39.
Мітохондрії. Будова. Функції.

40.
Рибосоми. Будова. Функції.

41.
Органели спеціального призначення. Будова. Функції.

41.
Центросома. Будова. Функції.
43.
Будова ядра. Основні структурні компоненти.

44.
Ядерна оболонка, будова.

45.
Будова ядерної пори.

46.
Будова ядерця.

47.
Каріоплазма. Особливості будови.

48.
Хромосоми. Будова.

49.
Хроматин. Види хроматину.

50.
Характеристика клітинного циклу.

51.
Мітоз. Характеристика.

52.
Ендомітоз. Характеристика.
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