Лекція № 1

Тема:  Етапи розвитку цитології. Методи дослідження будови та функціонування клітин. Етапи створення та основні положення клітинної теорії, як одного з найбільш вагомих узагальнень біологічної науки

 Цитологія – наука про будову і функції клітини. В цілому цитологія – наука досить молода. З біологічних наук вона виокремилась  понад 130 років тому. Вперше узагальнені відомості про будову клітин були зібрані в книзі Ж.-Б.Карнуа „Біологія клітини”, яка побачила світ у 1884 році.

      За останні 60 років цитологія з описово-морфологічної перетворилась в експериментальну науку, яка ставить перед собою такі задачі: 

1) вивчення будови та функцій клітини;

2)  дослідження ультраструктури клітини та визначення функцій її органел;

3)  вивчення основних властивостей та процесів, що відбуваються в  клітині: онтогенезу, самооновлення, саморегуляції, самовідтворення, адаптації до умов середовища.

 Отже сьогодні ми можемо стверджувати, що  сучасна цитологія або біологія клітини вивчає цілий комплекс характеристик життя на клітинному рівні, що дозволяє усвідомити загальні для всіх клітин властивості та функції. 

Цитологія розглядає також особливості будови спеціалізованих клітин, етапи становлення їх особливих функцій і розвиток специфічних клітинних структур. Іншими словами, сучасна цитологія – це фізіологія клітини. Можливість такого переключення інтересів дослідників виникла у зв’язку з тим, що цитологія тісно поєднана з науковими та методичними досягненнями біохімії, біофізики, імунології, молекулярної біології та генетики. Це слугує основою для поглибленого вивчення клітини вже з позицій цих наук і появою синтетичної науки про клітину – біологію клітини, або клітинну біологію. У цій науці поєднуються як морфологічні підходи, так і підходи молекулярної біології. Це дозволяє вважати, що в наш час терміни цитологія та біологія клітини практично співпадають, тому що предметом вивчення є клітина з її власними закономірностями організації та функціонування. Дисципліна „Біологія клітини” належить до фундаментальних розділів біології, тому що вона досліджує та описує одиницю всього живого на землі – клітину. 

     Клітинна теорія – це узагальнені уявлення про будову клітин як одиниць живого, про їх розмноження і їх значення у формуванні багатоклітинних організмів. Появі і формулюванню окремих положень клітинної теорії передував досить довгий  (понад 300 років) період накопичення даних про будову різних одноклітинних і багатоклітинних організмів рослин та тварин. Отже перший період розвитку цитології пов’язаний з появою та удосконаленням різних оптичних методів досліджень. Ким був створений перший мікроскоп мабуть і досі невідомо, але його реконструкція і пропаганда як засобу наукового пізнання у біології є здобутком Р. Гука. У 1665 р. у спостереженні №18 „Про схематизм або будову корку та клітини і пори в деяких інших пористих тілах” він вперше застосував поняття „клітина”, хоча це не було відкриттям у сучасному розумінні. Отже Р. Гук і ще три видатних мікроскопісти Мальпігі, Грю та Левенгук були першими у вивченні цього рівня організації біологічних систем. На цьому рівні уява про клітину існувала понад 100 років.

       Другий період у розвитку цитології, який почався в першій половині ХІХ ст., пов’язаний з удосконаленням мікроскопа та першими спробами створити загальну теорію будови організмів, виходячи з вчення про молекулярну будову матерії. Саме в цей час формуються уявлення про будову клітин рослин. У 1833 р. Р.Браун відкрив ядро як постійну клітинну структуру, а в 1832 р. Вагнер відкрив ядерце. Інші дослідники (Джюарден,  Пуркіньє, фон Моль) вивчали вміст клітин, який було названо протоплазмою. Отже за три перших десятиріччя ХІХ ст. клітину було визнано структурним елементом всього рослинного світу. Підсумком можна вважати статтю М.Шлейдена „Матеріали до фітогенезу”, у якій вже стояло питання про утворення нових клітин. Шлейден вважав, що нові клітини утворюються з фітобластеми (безструктурна речовина) під впливом ядра.

      Т.Шван, який вивчав тваринні тканини (хрящі, хорду) був знайомий із дослідженнями                      М. Шлейдена. Його вразила схожість ядра рослинних клітин з тими структурами, які він бачив у тваринних тканинах. Він у 1838-1839 рр. видав „Мікроскопічні дослідження про відповідність у структурі і рості тварин і рослин”, перші дві частини якої були присвячені викладенню фактів, що доводять схожість клітинної структури рослинних і тваринних організмів. Критеріями, за якими провадилось порівняння, були наявність ядра і клітинних стінок. Унаслідок цього дослідження будови було сформульовано положення „усі тканини складаються з клітин або різним способом утворюються з клітин”. Третя частина „Мікроскопічних досліджень” була присвячена теоретичним розробкам: „Існує загальний принцип розвитку для самих різних елементарних частин організму і цим принципом є клітиноутворення”. Розвиток цього положення та всі висновки з нього Т.Шван запропонував назвати „Клітинною теорією”. Хоча деякі ідеї Шлейдена і Швана відносно будови і походження клітин були хибними, але вони привернули увагу до важливої ролі клітини як елементарної структурної одиниці живого. Клітинна теорія вплинула на всі галузі біологічної науки і була доказом єдності будови живої природи. Саме вона стала основою для вивчення життя, індивідуального розвитку організмів та пояснення еволюційних зв’язків організмів.

       Подальший розвиток і узагальнення досліджень у галузі вивчення клітини знайшли в роботах Р. Вірхова (1858), який постулював “Omnis cellula et cellula”  - нові клітини завжди утворюються шляхом поділу передіснуючих, тобто клітинний поділ є загальною формою утворення нових клітин.

       Розвиток мікроскопічної техніки зумовив відкриття в ХІХ ст. мітозу (Оберт, Флемінг, Пермежко), центросоми (Е. Ван Бенеден, Бовері, 1887 р.), мітохондрій (Бенда, Альтман, 1894 р.), комплексу Гольджі (1898 р.) тощо. Кінець ХІХ ст. був пов’язаний з вивченням непрямого поділу ядра та запліднення (Келлікер), що стало основою створення ядерних гіпотез спадковості, наприклад гіпотези неперервності зародкової плазми А. Вейсмана. Система ідей, що виникла при вивченні проблеми детермінації зародкових клітин, визначила розвиток генетики, одного з її розділів (феногенетики). Отже ХІХ ст. – час завершення поширення целюлярного принципу в біології і створення певної уяви про клітину як структурну одиницю, яка складається з визначених компонентів. Після встановлення цих найважливіших фактів цитологія почала розвиватись бурхливими темпами. Наступний період (третій)– початок ХХ ст.  в історії цитології пов’язаний із необхідністю вивчення не тільки структури клітин, але їх функцій. Розвивається цитофізіологія на основі вивчення змін фізико-хімічних властивостей клітин. Вдосконалюється мікроскопічна техніка, розроблено велику кількість методів забарвлення клітин, створюються модельні системи вивчення клітин. Розроблено методи культивування клітин поза організмом (Р. Гаррісон, А. Каррель). Бурхливий розвиток цитології в ХХ ст.  пов’язаний із застосуванням нових методик у дослідженні клітин. З середини століття для біологічних досліджень почали використовувати електронні мікроскопи (1947 – Портер,  Клауде та ін.): метод авторадіографії, який дає змогу вивчати розподіл у клітинах речовин, мічених радіоактивними ізотопами; метод імунохімії, який дозволяє вивчати вміст і розташування конкретних біополімерів у клітині; розроблено цитотехнологічні прийоми тощо. Отже сучасна цитологія з суто морфологічної науки, яка була вступом до вивчення будови нормальних і патологічно змінених тканин, перетворилась на експериментальну науку, яка має завданням вивчення фізіології клітини, закономірностей її організації та функціонування.

                                                                                       Таблиця 1

Перелік головних досягнень в історії цитології ХІХ століття 

	Рік
	Відкриття

	1807
	Дейл сконструював мікроскоп з ахроматичними лінзами

	1812
	Мольденхауер запропонував метод мацерації тканин ролсин. Стало ясно, що клітинна „речовина” складається з окремих замкнених клітин

	1825
	Ф.Распайль започаткував використання методів мікроскопічної хімії для вивчення тканин, які пізніше стали називати гістохімією, а на рівні клітин- цитохімією

	1813
	Р.Браун відкрив ядро – постійну структуру клітини

	1837
	Я.Пуркіньє – засновник мікроскопічної анатомії, оприлюднив теорію зерняток (так він називав клітини тварин), запропонував поняття протоплазма для позначення живого вмісту клітин

	1837
	Я.Генле описав у дисертації і зобразив клітини кишкового епітелію

	1838
	М.Шлейден у статті „Матеріали до фітогенезу” виклав теорію фіирбластем – вільного утворення клітин рослин з безструктурної речовини під впливом ядра - цитобласта

	1838-1839
	Т.Шванн опублікував „Мікроскопічні дослідження”, у яких виклав свою клітинну теорію

	1841
	Р.Ремак описав поділ клітин крові зародка

	1844-1846
	К.Негелі опублікував роботу „Клітинне ядро, клітиноутворення і клітинний ріст у рослин”

	1846
	Г.Моль увів поняття протоплазма як речовини всередині клітини

	1850
	Д.Амачи запропонував принцип імерсії в мікроскопії

	1855
	Р.Вірхов у статті „Целюлярна патологія” розширив клітинну теорію поняттям „будь яка клітина від клітини”, підвів риску під сформованим вченням про те, що іу тварин і у рослин нові клітини завжди походять шляхом поділу пере існуючих клітин.

	1857
	Л.Пастер довів, що навіть мікроорганізми не здатні до самохародження

	1861
	Шульце стверджував, що клітина – грудочка протоплазми з ядром у середині цього

	1869
	Запропоновано метод вітального забарвлення

	1870
	В.Гіс запровадив мікротом у мікроскопічну техніку.

	1875
	О.Гертвіг пояснив процес запліднення

	1878
	Е.Аббе запропонував масляну імерсію, перетворив майстерню  К.Цейса у Йєнє в інститут світового значення, виготовив апарат освітлення для мікроскопа

	1864
	Е.Страсбургер запропонував поняття: профаза, метафаза, анафаза, поділ, мітоз, амітоз, ядерна сітка, хроматин, ахроматин, екваторіальна пластинка

	1884
	Ж-Б.Карнуа видав монографію „Клітинна біологія”

	1884
	О.Гертвіг, Е.Страсбургер – хроматин носій спадковості

	1884
	І.І.Мечніков відкрив явище фагоцитозу

	1885
	І.Скворцов (Харківськ.ун-т)- культивування клітин крові

	1885-1896
	А.Вейсман – теорія неперервності зародкової плазми, проблеми диференціювання клітин

	1886
	Е.Геккель апріорно – ядро , носій спадковості

	1887
	Е. Ван Бенеден і Т.Бовері описали клітинний центр( поняття центросоми запропоновано Бовері)

	1890
	Р.Альтман описав гранули в цитоплазмі (потім їх назвали мітохондріями), які відображають характер обміну речовин у клітині 

	1892
	О.Гертвіг видав монографію „Клітина і тканина”

	1894
	М. Генденгайн увів поняття „телофаза”

	1894
	К.Бенда описав мітохондрії в сім’яних канальцях миші

	1895
	М.Ферворн видав підручник „Загальна фізіологія”, де писав, що фізіологія має бути фізіологією клітини

	1898
	К.Гольджі побачив внутрішньоклітинний сітчастий апарат  


                                                                                          Таблиця 2

Перелік головних досягнень в історії цитології ХІХ століття

	Рік
	Відкриття

	1903
	У.Сеттон запропонував цитологічне пояснення менделівського розщеплення

	1907
	Р.Гаррісон поставив справжні тканинні культури

	1907
	Г. Зідентопф застосував метод темного поля у цтології

	1911 
	А.Каррель запропонував змінювати середовище при пересадках в культурі тканин

	1911
	Т.Морган картував хромосоми

	1912
	Е.Гейц розрізняв еухроматин та гетерохроматин

	1913
	О.Варбург розробив методи для вивчення поглинання кисню і встановив, що процес дихання пов’язаний з мітохондріями      

	1918
	Д.Насонов довів участь апарата Гольджі у видільній і сегрегаційній функціях клітини

	1919
	С.Навашин (Київський університет) відкрив подвійне запліднення у рослин

	1922
	Т.Петерфі запропонував нові конструкції мікроманіпулятора, які дали змогу робити різні операції не тільки на найпростіших, але і на клітинах багатоклітинних організмів

	1924
	Д.Насонов та Александров розробили теорію паранекрозу

	1930
	Т.Морган описав повний набір хромосом Drosophyla melanogaster

	1934
	Н.К.Кольцов зробив спробу побудувати схему будови хромосом

	1934
	Ф.Церніке розробив принцип фазового контрасту

	1935
	Г.Кребс відкрив цикл лимонної кислоти

	1937
	Дарлінгтон описав кінетохор у хромосомах

	1940
	А.Клод запровадив методи розділення клітинних компонентів шляхом центрифугування

	1941
	Т.О.Касперсон та Ж.Браше  встановили зв’язок між рівнем синтезу білку і кількості РНК у цитоплазмі

	1944
	Т.Евері, М.Мак-Леод, М.Мак-Карті показали, що генетична інформація записана на ДНК

	1949-1952
	Розробка техніки виготовлення препаратів для електронної мікроскопії і застосування цього методу у цитології

	1952-1953
	Г.Паллад і Ф.Шьостранд показали електронно мікроскопічну структуру мітохондрій

	1953-1954
	Встановлено мембранну будову апарату Гольджі

	1955
	Г.Паллад виявив на цитомембранах рибосоми (гранули Пал лада)

	1955
	Де Дюв описав лізосоми

	1956
	Запропоновано метод трипсинізації і одержання кільтур окремих клітин

	1956-1957
	Вивчено ультраструктуру центросоми

	1970-1980
	Сформовано уяву про цитоскелет


    Успіхи у вивченні будови і розвитку клітини безпосередньо визначались удосконаленням методів дослідження. Особливістю цитології як науки є візуальне дослідження клітини, дослідження оком, яке озброєне збільшувальними оптичними системами. Тому основним є метод світлової мікроскопії.

Світлова мікроскопія. Загальне збільшення мікроскопа визначається помноженням збільшення об’єктива на збільшення окуляра і не перевищує 2000 крат. Основною характеристикою мікроскопа як оптичної системи є його роздільна здатність – мінімальна відстань, на якій дві точки можна бачити як окремі. Роздільна здатність визначається за формулою:

d = 0,61х(/n-Sin(,

де n – показник заломлення середовища між об’єктом і об’єктивом; n повітря =1, води – 1,33; імерсійного масла =1,55, ( - довжина хвилі використаного світла. Ділянка видимої частини – 400-700 нм, ( - кут між оптичною віссю мікроскопа і променем, який найбільше  відхиляється, але ще потрапляє до нього; цей кут не може бути більшим, ніж 900 і таким чином Sin( більшим , ніж 1.

       Знаменник цього дробу залежить від конструкції об’єктива і є для кожного об’єктива величиною сталою; має назву числова апертура ооб’єктива. Чим вона більша, тим менша роздільна здатність і тим краще ми розрізняємо структури клітини. Числову апертуру можна збільшити двома шляхами. По-перше, можна збільшити „кут зору” об’єктива ((), що і робиться в об’єктивах з великим збільшенням. По-друге, можна збільшити показник заломлення середовища (n), використовуючи імерсійне масло. Обидві можливості швидко вичерпуються,  якщо ми вивчаємо об’єкт у променях білого світла при повітряній імерсії, d =200-350 нм ( або 0,2-0,35 мкм). Можна трошки збільшити роздільну здатність мікроскопа, застосовуючи масляну імерсію. Людське око має роздільну здатність 100 мкм (0,1 мм). Отже роздільна здатність ока збільшується приблизно в 1000 разів.

      Різновиди світлової мікроскопії - фазово-контрастна, інтерференційна, поляризаційна, темнопольна та ін.

      Фазово-контрастна мікроскопія - метод вивчення клітин у світловому мікроскопі, який май фазово-контрастний пристрій. Завдяки зміщенню фаз світлових хвиль в мікроскопі такої конструкції підвищується контрастність структур досліджуваного об(єкту, що дозволяє вивчати живі клітини.

        Інтерференційна мікроскопія. В цьому мікроскопі світлові промені, що падають на об’єкт, роздвоюються - один пучок проходить крізь об(єкт, другий іде повз нього. Подалі вони поєднуються і внаслідок цього виникає інтерференційне зображення об(єкту. За оцінкою зсуву фаз одного пучка відносно другого можна визначати концентрації різних речовин в досліджуваному об’єкті.

       Поляризаційна мікроскопія.  В мікроскопах цього типу світловий пучок утворює два променя, поляризованих у взаємно перпендикулярних площинах. Проходячи крізь структури тканини із строгою орієнтацією молекул, промені запізнюються один по відношенню до другого внаслідок неоднакового заломлення. При цьому виникає зсув фаз, який є показником подвійного заломлення променів клітинними структурами ( таким чином буди досліджені мікрофібрили).

        Люмінісцентна мікроскопія - метод гістологічного аналізу за допомогою люмінісцентного мікроскопа, в якому використовується явище випромінювання речовин при дії на них короткохвильових променів (ультрафіолетового світла, рентгенівських променів). Деякі біологічні сполуки, що присутні в клітині, характеризуються спонтанною флуоресценцією при потраплянні на клітину ультрафіолетових променів. Для виявлення переважної більшості сполук клітини обробляють спеціальними флуорохромами (флуоресцеїном, акридином помаранчевим, корифосфином). Люмінісцентний мікроскоп широко використовується для вивчення імунофлуоресценції. Імунофлуоресценція дозволяє досліджувати в клітині вміст дуже малої кількості білку. Препарат напередодні обробляють антитілами до досліджуваного білку, міченими барвниками.
        Ультрафіолетова мікроскопія – метод вивчення клітин за допомогою мікроскопів, в яких для освітлення об’єкта використовують ультрафіолетові промені ( довжина хвилі яких дорівнює 210-275 нм). Такі мікроскопи мають більшу роздільну здатність. Для спостереження за об’єктом необхідно мати спеціальне обладнання – електронно-оптичний перетворювач, який запобігає пошкодженню органу зору ультрафіолетовими променями.

       Електронна мікроскопія. В електронних мікроскопах використовується пучок електронів, довжина електромагнітної хвиля яких в 100000 разів менше довжини хвиля видимого світла. Роздільна здатність електронного мікроскопа в сотні та тисячі разів вища за цей показник для оптичної техніки, дорівнює 0,5-1 нм., а сучасні мегавольтні електронні мікроскопи дають збільшення в 1000000 разів. За допомогою електронних мікроскопів отримані чисельні дані про ультраструктуру клітини. Різновидом електронної мікроскопії є скануючи електронна мікроскопія, яка дозволяє досліджувати поверхню мембран.
        Цитоспектрофотометрія – метод вивчення хімічного складу клітини, заснований на вибірковому поглинанні різними речовинами променів з певною довжиною хвилі. За інтенсивністю поглинання світла, яка залежить від концентрації речовини, можна розраховувати її вміст в клітині.

        Радіоавтографія – дозволяє вивчати розподіл в клітинах і тканинах речовин, до складу яких штучно введені радіоактивні ізотопи. Метод заснований на здатності ізотопів, що входять до складу певних речовин, відновлювати бромисте срібло фотоемульсії, якою вкривають зрізи тканини або клітини. Після проявлення  фотоемульсії зерна срібла слугують своєрідними автографами, за локалізацією яких можна встановити місце синтезу та розподіл певних речовин.

        Гісто- та імуноцитохімічні методи. В їх основі лежить застосування хімічних реакцій для виявлення розподілу хімічних речовин у структурах клітин, тканин та органів. Сучасні гістохімічні методи дозволяють виявляюти амінокислоти, білки, нуклеїнові кислоти, різні види вуглеводів, ліпідів та ін.  Для виявлення специфічних білків використовують специфічні сироватки, що містять антитіла ( наприклад, проти білка тубуліна, що дозволило дослідити мікротрубочки). Потім хімічним шляхом поєднують ці антитіла з флюорохромом ( або іншим маркером). Якщо мічені антитіла нанести на гістологічний зріз, вони поєднуються з відповідними білками клітини і виникає специфічне випромінювання, яке досліджують у люмінесцентному мікроскопі.
        Метод культури клітин, тканин полягає у вирощуванні клітин і тканин поза організмом в штучних поживних середовищах ( в умовах in vitro). Для отримання ізольованих клітин тканини обробляють ферментами трипсином або колагеназою. Метод дозволяє вивчати реакції клітин на різні впливи, механізми регуляції проліферації, диференціювання та загибелі. Особливо важливе значення даний метод має для ембріологічних та цитофізіологічних досліджень, а також для трансплантації ембріональних клітин при лікуванні вроджених та набутих дефектах обміну речовин.
Клітина – це обмежена активною мембраною, впорядкована структурована система біополі мерів (білків, нуклеїнових кислот) та їх макромолекулярних комплексів, що беруть участь в єдиній сукупності метаболічних та енергетичних процесів, які здійснюють підтримання, відновлення та відтворення всієї системи в цілому.

Таким чином завдяки використанню цілого комплексу методичних підходів було встановлено, що клітини елементарні одиниці життя і багатоклітинні організми складаються з величезної кількості клітин, з яких утворюються тканини. Головна ж  причина відмінностей між тканинами полягає у тому, що клітини однієї тканини відрізняються від клітин інших тканин за будовою та функціями. Що собою являють ці функції?

       Подразливість. Це загальний термін, який означає, що клітина здатна реагувати тим або іншим чином на подразник фізичної або хімічної природи і що ці реакції можна дослідити. Об’єктивне заключення про наявність подразливості сказати у тому випадку, коли вдається спостерігати прояв однієї чи декількох властивостей.

       Провідність. Ця фізіологічна властивість клітин, яка проявляється у вигляді хвилі збудження, яка зароджується у місті впливу подразника і поширюється по поверхні клітини з тим, щоб дійти до її інших частин. Поширення хвилі збудження по клітині супроводжується змінами потенціалу вздовж її шляху.

       Скоротливість. Ця реакція на подразнення проявляється у вкороченні клітини в якомусь напрямку.

        Поглинання та засвоєння. Усі клітини здатні поглинати поживні речовини крізь поверхню та використовувати них.

        Секреція. Клітини здатні синтезувати з поглинених речовин нові потрібні їм сполуки. Багато з таких сполук виділяються з клітин (секретуються) і використовуються в інших частинах організму.

        Екскреція. Клітина виділяє крізь свою поверхню кінцеві продукти метаболізму.

        Дихання. Клітини поглинають кисень, який використовується для окислення поживних речовин у процесі клітинного дихання, що супроводжується вивільненням енергії.

        Ріст і розмноження. Ріст клітин вимагає синтезу додаткових кількостей клітинних речовин та органел. Клітини не можуть нормальну функціонувати, якщо вони перевищують оптимальні розміри, а тому у багатоклітинних організмів ріст звичайно відбувається за рахунок збільшення не розмірів клітин, а їхнього числа.

        Але клітини поєднані у функціональні системи, утворюючи тканини та органи, які знаходяться у складних взаємовідносинах. Тому немає сенсу в складних організмах шукати головні органи, чи головні клітини. Багатоклітинні організми являють собою складні ансамблі клітин, об’єднаних у цілісні інтегровані системи тканин та органів, які поєднані гуморальними та нервовими формами регуляції. Ось чому ми кажемо про організм як про ціле. 

         Розглядачи клітину як найменшу одиницю життя, ми можемо виділити наступні структурно-функціональні системи:

1)
систему збереження, відтворення та реалізації генетичної інформації – ядро;

2)
систему проміжного обміну – гіалоплазма (цитозоль);

3)
рецепторно-бар’єрно-транспортну систему – плазматичну мембрану, або плазмалему:

4)
систему синтезу, сегрегації та внутрішньоклітинного транспорту полімерів (окрім нуклеїнових кислот) – вакуолярну систему (ЕПС, КГ, лізосоми та інші одномембранні компартменти)

5)
каркасно-рухову систему цитоскелету;

6)
систему енергозабезпечення – мітохондрії;

7)
систему фотосинтезу (автотрофні рослинні організми) – пластиди.

Серед перелічених  функціональних систем є основні, які не є автономними, працюють у власному режимі, на своїх структурах, інші системи їх не дублюють. Саме тому компоненти, які входять до складу цих систем, називають органелами, обов’язковими компонентами будь-яких еукаріотичних клітин так само, як в багатоклітинному організмі різні органи, що виконують різноманітні функції, є обов’язковими частинами цілісного організму.

