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1. Занятие № 1.
Тема: «Клеточные популяции – понятие, виды (клеточный тип, дифферон, клон). Статическая, растущая, обновляющаяся популяции».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.
3. Значение изучения темы. Цитология – наука о клетке. Клетки и образующиеся в результате их жизнедеятельности неклеточные структуры, являются основой строения и функционирования организма. Внутренние и внешние факторы (гормоны, лекарственные препараты и др.) могут вызывать изменения структуры и функции клеток, что в свою очередь влечет за собой возникновение морфофункциональных изменений в органах и системах. Клетки различных органов и тканей по-разному ведут себя в течение жизненного цикла индивидуумов. Эти различия, прежде всего, могут быть связаны с источниками развития клеток, особенностями их созревания, обновления. Именно изучение перечисленных особенностей может позволить понять сущность многих процессов, происходящих в организме, в норме и при патологии.
4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);
 - способность и готовность анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать понятие и виды существующих в живых организмах клеточных популяций; уметь по представленной характеристике клеток распознавать их виды;  владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками микроскопирования и анализа структурных компонентов клеток органов при световой микроскопии.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. КЛЕТОЧНАЯ ПОПУЛЯЦИЯ - ЭТО

1) группа клеток одного или нескольких типов, которая может быть охарактеризована в понятиях пространства и времени

2) сумма всех клеток организма

3) зигота

4) паренхима органа
2. ОСНОВНЫЕ КРИТЕРИИ, ХАРАКТЕРИЗУЮЩИЕ КЛЕТОЧНУЮ ПОПУЛЯЦИЮ

1) наличие или отсутствие митозов внутри популяции

2) наличие или отсутствие митозов внутри популяции и продолжительность жизни клеток-потомков

3) продолжительность жизни клеток-потомков

4) наличие дифференцировки
3. ТЕРМИН «КЛЕТОЧНАЯ ПОПУЛЯЦИЯ» ПРЕДЛОЖИЛ

1) Р.Гук

2) А. Левенгук

3) Леблон

4) Р. Вирхов

4. РАЗЛИЧАЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ВИДЫ КЛЕТОЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ

1) стабильные, растущие, обновляющиеся

2) стволовые, растущие, стареющие

3) растущие, зрелые, стареющие

4) стволовые, делящиеся, зрелые
5. СТАТИЧЕСКАЯ КЛЕТОЧНАЯ ПОПУЛЯЦИЯ ХАРАКТЕРИЗУЕТСЯ

1) высокой митотической активностью

2) не проявляет митотической активности

3) митотическая активность постепенно затухает

4) высокой митотической активностью и быстрой гибелью клеток
6. РАСТУЩАЯ КЛЕТОЧНАЯ ПОПУЛЯЦИЯ ХАРАКТЕРИЗУЕТСЯ

1) высокой митотической активностью

2) не проявляет митотической активности

3) митотическая активность постепенно затухает

4) высокой митотической активностью и быстрой гибелью клеток
7. ОБНОВЛЯЮЩАЯСЯ КЛЕТОЧНАЯ ПОПУЛЯЦИЯ ХАРАКТЕРИЗУЕТСЯ

1) высокой митотической активностью

2) не проявляет митотической активности

3) митотическая активность постепенно затухает

4) высокой митотической активностью и быстрой гибелью клеток
8. К СТАТИЧЕСКОЙ КЛЕТОЧНОЙ ПОПУЛЯЦИИ ОТНОСЯТСЯ СЛЕДУЮЩИЕ КЛЕТКИ

1) эритроциты

2) нейроны

3) кератиноциты

4) эпителий кишки
9. ПРИМЕРОМ ОБНОВЛЯЮЩЕЙСЯ КЛЕТОЧНОЙ ПОПУЛЯЦИИ ЯВЛЯЮТСЯ СЛЕДУЮЩИЕ КЛЕТКИ

1) нейроны

2) кератиноциты

3) кардиомиоциты

4) гепатоциты
10. КЛЕТОЧНЫЙ КЛОН - ЭТО

1) ряд дифференцирующихся клеток

2) группа клеток, происходящая от одной родоначальной клетки-предшественницы

3) бластомеры

4) зрелые клетки
5.2. Основные понятия и положения темы.

       Клеточная популяция – это группа однородных по определенному критерию клеток. По Джилберту и Лайта (1965), клеточная популяция – это группа клеток одного или нескольких видов, которая может быть охарактеризована в понятиях пространства и времени. Однако данное определение пространно, согласно данному определению, к клеточному сообществу могут быть отнесены все клетки организма на протяжении всей жизни человека или клетки определенного органа. Леблон рассматривает всего два критерия для характеристики клеточной популяции: наличие или отсутствие митозов внутри популяции и продолжительность жизни клеток-потомков в сопоставлении с продолжительностью жизни хозяина популяции. В гистологической практике рассматривают следующие сообщества клеток: клеточный тип, дифферон, клон.

     Клеточный тип популяции – это клетки, имеющие одинаковую  морфофизиологическую характеристику (одинаковую морфологию и функцию). Например: нейроны, кардиомиоциты, макрофаги. Но имеются различные по функции виды нейронов, кардиомиоцитов, макрофагов. Это разные клеточные типы или фенотипы? Данный вопрос требует уточнения, важно понять основное определение. На основании способности к клеточному обновлению, Леблон выделил 3 категории клеточных популяций: статическая, растущая, обновляющаяся.

      Статическая популяция (стабильная) – это гомогенная группа клеток, не проявляющих митотической активности, т.е. данная популяция образована клетками, полностью утратившими способность к делению. По мере старения организма количество этих клеток уменьшается, т.к. естественная убыль клеток не восполняется. Пример: нервные клетки, кардиомиоциты.

     Растущая популяция  характеризуется непрерывным новообразованием  клеток, клетки в данной популяции способны к делению, но их митотическая активность постепенно затухает. Новообразование клеток в данной популяции, обеспечивает не только ее обновление, но и рост, увеличение массы ткани. Долгоживущие клетки данной популяции, выполняя специализированные функции, сохраняют способность вступать вновь и вновь в клеточный цикл. Пример: клетки печени, почек, щитовидной железы и т.д.

     Обновляющаяся популяция характеризуется множественными митозами и быстрой гибелью клеток, при этом количество вновь образованных клеток слегка превышает клеточные потери, т.е. для данной популяции характерно закономерное обновление клеток за счет деления камбиальных клеток и их дифференцировки. Пример: эпидермис, эпителий тонкой кишки.

      Дифферон – это группа клеток, образующихся из одного вида стволовых клеток. В тканях может быть один или несколько стволовых клеточных дифферонов (эпидермис – 4). В ряду дифферона присутствуют клетки различной степени зрелости (дифференцировки), от стволовых до клеток, заканчивающих свой жизненный цикл.

      Клеточный клон – это группа клеток, происходящая от одной клетки-предшественницы.  Этот термин наиболее часто употребляется в иммунологии (при попадании в организм антигена, каждая иммунокомпетентная клетка размножается и образуется большое количество клеток (клон), способных синтезировать антитела к данному антигену).   

5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Дать определение клеточной популяции.

	2.
	Классифицировать клеточные популяции.

	3.
	Дать определение клеточному типу популяции.

	4.
	Классифицировать популяции клеточного типа.

	5.
	Перечислить отличительные признаки популяций статической, растущей и обновляющейся.

	6.
	Привести примеры всех видов популяций клеточного типа.

	7.
	Назвать отличительные черты клеточного дифферона и клона.


  
5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:

1. Дать понятие «клеточная популяция».

2. Указать основные критерии, характеризующие клеточную популяцию.

3. Кем и когда был введен термин «клеточная популяция»?

4. Представить классификацию клеточных популяций. Что положено в основу классификации?

5. Дать понятие статической клеточной популяции, примеры.

6. Дать понятие растущей клеточной популяции, примеры.

7. Дать понятие обновляющейся клеточной популяции, примеры.

8. Дать определение «клеточный клон».

9. Рассмотреть отличия клеточной популяции и клеточного клона.

10.  Назвать существующие сообщества клеток.

- решение ситуационных задач:

Задача №1.

При попадании в организм антигена – одна иммунокомпетентная клетка усиленно размножается и образуется большое количество одинаковых клеток, способных синтезировать антитела к этому антигену.

     1. Как называется образованная группа одинаковых клеток?

2. Чем данная группа клеток отличается от клеточного дифферона?

3. В каком разделе медицины наиболее часто употребляется данный термин?

Задача №2.

При микроскопии в ткани присутствуют только зрелые клетки, не проявляющие митотической активности.

1. Дать название данной группе клеток.

2. Классифицировать данную группу клеток.

3.  К какой ткани могут принадлежать клетки указанной группы?

Задача №3.

При микроскопии в ткани присутствуют клетки на разных стадиях дифференцировки, характеризующиеся множественными митозами и быстрой обновляемостью.

1. Указать к какой клеточной популяции клетки ткани могут относиться.

2. В состав какой ткани данная клеточная популяция может входить?

3. Дать определение клеточной популяции.
Задача №4.

Клеточная популяция характеризуется непрерывным новообразованием клеток, которое обеспечивает не только обновление клеточной популяции, но и рост, увеличение массы органа.

1. Указать вид клеточной популяции.

2. Каким органам данная клеточная популяция может принадлежать?

3. Указать критерии классификации клеточных популяций.
          6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме  «Стволовые клетки – понятие, виды, свойства. Детерминация, коммитирование – понятие», см. методические указания для обучающихся № 2 к внеаудиторной работе).   
          7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:

1.Характеристика статической популяции клеточного типа на примере нервных клеток.

2.Растущая клеточная популяция на примере клеток печени, ее основные черты.

3.Обновляющаяся клеточная популяция на примере эпидермиса, ее характеристика.

1. Занятие № 2.
Тема: «Стволовые клетки – понятие, виды, свойства. Детерминация, коммитирование – понятие».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.

В последние десятилетия широкое распространение получили исследования в области клеточной медицины. Основным материалом для исследования в клеточной медицине являются стволовые клетки. Стволовые клетки – это строительный материал для всего организма, поскольку они являются источником как для построения любой ткани в норме, так и для ее обновления при старении и патологии. Учитывая различную способность тканей к их обновлению, уменьшению количества стволовых клеток в организме с возрастом, возникла необходимость более глубокого изучения данных клеток  с целью использования их в медицинской практике.

4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

 - способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

 - способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать понятие и виды существующих в живых организмах стволовых клеток; уметь классифицировать их по степени потентности и по способам получения; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками распознавания стволовых клеток при микроскопировании по их  структурным компонентам.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА ЯВЛЯЕТСЯ

             1) родоначальницей клеточного дифферона

2) зрелой клеткой

3) высокоспециализированной клеткой

4) клеткой в состоянии митоза

2. ВПЕРВЫЕ ТЕРМИН «СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА» ПРЕДЛОЖИЛ

1) Р. Гук

2) Т. Шванн

3) Э. Геккель

4) А. Левенгук

3. ВПЕРВЫЕ ТЕРМИН «СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА» УПОМИНАЕТСЯ

1) в 1685 году

2) в 1715 году

3) в 1868 году

4) в 1910 году

4. УКАЗАТЬ УЧЕНОГО, КОТОРЫЙ ПЕРВЫМ НАЗВАЛ ГЕМОПОЭТИЧЕСКУЮ КЛЕТКУ СТВОЛОВОЙ

1) Р. Вирхов

2) А. Максимов

3) Н. Пирогов

4) В. Елисеев

5. СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ БЫВАЮТ

1) тоти-, поли- и унипотентные

2) тоти-, унипотентные, зрелые

3) незрелые, зрелые, стареющие

4) незрелые, зрелые, высокоспециализированные

6. ПОСТЕПЕННОЕ ОГРАНИЧЕНИЕ ВОЗМОЖНЫХ ПУТЕЙ РАЗВИТИЯ КЛЕТКИ НАЗЫВАЕТСЯ

1) детерминация

2) коммитирование

3) дифференцировка

4) индукция

7.ПОЯВЛЕНИЕ У КЛЕТКИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ЗАПРОГРАММИРОВАННОСТИ ТОЛЬКО НА ОДИН ПУТЬ РАЗВИТИЯ НАЗЫВАЕТСЯ 

1) дифференцировка

2) детерминация

3) индукция

4) коммитирование

8. К ТОТИПОТЕНТНЫМ КЛЕТКАМ ОТНОСИТСЯ

1) зигота

2) морула

3) гаструла

4) клетка – родоначальница гемопоэза

9. К ПОЛИПОТЕНТНЫМ КЛЕТКАМ ОТНОСИТСЯ

1) зигота

2) морула

3) клетка – родоначальница гемопоэза

4) гаструла

10. УНИПОТЕНТНОЙ КЛЕТКОЙ ЯВЛЯЕТСЯ

1) клетка, дающая начало только одному клеточному дифферону

2) клетка, дающая начало нескольким клеточным дифферонам

3) зигота

4)  яйцеклетка

5.2.Основные понятия и положения темы.

        В общепринятом понимании термин «стволовая клетка» обозначает клетку, обладающую способностью к самовоспроизведению (самообновлению) и дающую начало дифференцированным потомкам. Благодаря обнаружению стволовых клеток расширились возможности в области изучения механизмов, которые регулируют эмбриональное развитие, клеточную дифференцировку и сохранение целостности органов и тканей, т.е. гомеостаз. Помимо этого, учитывая уникальные свойства стволовых клеток, а именно их способность к пролиферации и направленной дифференцировке, разработка новых терапевтических подходов, основанных на клеточных технологиях, открывает широкие горизонты в различных областях медицины.

        Впервые термин «стволовая клетка» появился в научной литературе в 1868 году в работе выдающегося немецкого зоолога и эволюциониста Эрнста Геккеля (1834-1919гг.). Геккель использовал термин «стволовая клетка» для описания общего предка, некоего одноклеточного организма, от которого, по его мнению, произошли все многоклеточные организмы. Позже, в 1877 году, перейдя от вопросов эволюции к изучению проблем эмбриологии, Геккель предложил назвать оплодотворенную яйцеклетку стволовой клеткой. Использование термина «стволовая клетка» для обозначения отдельной клетки в составе эмбриона, которая способна давать начало множеству специализированных клеток, было введено позже, в конце 19 века.

      В 1885 году немецкий биолог Теодор Бовери, исследуя закономерности оогенеза и сперматогенеза, предложил называть стволовыми клетками первичные половые клетки. Примерно в то же время велись активные исследования в области гемопоэза, и в 1908 году русский ученый Александр Максимов предложил называть материнскую гемопоэтическую клетку стволовой клеткой. В 60-х годах прошлого столетия все клетки, способные к неограниченной пролиферации (сомообновлению) и способных давать специализированные клетки-потомки, стали называть стволовыми клетками.

Т.о., стволовые клетки – это примитивные клоногенные клетки, способные к самообновлению и дифференцировке в другие типы клеток.

     Стволовые клетки характеризуются наличием следующих свойств:

 - они ассиметрично делятся, т.е. при пролиферации стволовых клеток вместо образования двух одинаковых дочерних клеток, одна дочерняя клетка становится коммитированной, способной стать более специализированной, а другая остается неспециализированной – продолжает делиться;

 - стволовые клетки способны к самообновлению, т.е. репопулируют (пролиферируют без дифференцировки) на протяжении неопределенно длительного времени или даже в течение всей жизни организма (обеспечивая фактическое бессмертие  - иммортальность);

 -  стволовые клетки могут дифференцироваться в специализированные типы клеток (по крайней мере в клетки двух различных фенотипов), проходя стадию прогениторных клеток (клеток-предшественников) из так называемого краткосрочно существующего пула неспециализированных коммитированных клеток;

 - стволовые клетки имеют больший запас прочности и неизменности по сравнению с другими клетками;

 - основная функция стволовых клеток – регенерация, любое патологическое 

 состояние в организме заставляет их активизироваться.

      По способности к дифференцировке (по степени потентности) стволовые клетки классифицируют на тоти-, поли- и унипотентные. Тотипотентные стволовые клетки способны дифференцироваться в любые клетки организма (зигота). Полипотентные (плюрипотентные) клетки способны образовывать несколько стволовых клеточных дифферонов, но не все клетки организма (клетка-родоначальница гемопоэза). Унипотентная стволовая клетка дает начало только одному клеточному дифферону, т.е. одному типу клеток (большинство стволовых клеток).

     Коммитирование – это постепенное ограничение возможных направлений развития клетки. Исходя из данного определения, менее коммитированной клеткой являются тотипотентные стволовые клетки. Наиболее коммитированной – унипотентные стволовые клетки.

     Детерминация – появление у клетки генетической запрограммированности только на один путь развития. Это значит, что детерминированными являются унипотентные стволовые клетки и недетерминированными – тоти- и полипотентные клетки.

 5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:
	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Дать характеристику стволовой клетке.

	2.
	Классифицировать стволовые клетки по степени их потентности.

	3.
	Представить характеристику процесса детерминации.

	4.
	Охарактеризовать процесс коммитирования.

	5.
	Привести примеры стволовых клеток, различающихся по степени детерминации и коммитирования.



5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:

1. Дать определение «стволовая клетка».

2. Перечислить свойства стволовых клеток.

3. Дать понятие «детерминация».

4. Дать понятие «коммитирование».

5. Представить классификацию стволовых клеток по степени их потентности, привести примеры.

6. Представить классификацию стволовых клеток по источнику их получения.

7. Какие существуют способы получения стволовых клеток?

8. Исходя из свойств стволовых клеток, назвать возможные направления их использования.

9. Какие стволовые клетки по степени их потентности, рациональнее использовать в медицинских целях?

10.  Назвать возможные осложнения при использовании стволовых клеток в медицине.

- решение ситуационных задач:

Задача №1.

В эксперименте на животных для восстановления тонкой кишки использованы стволовые клетки, полученные из базального слоя эпителия слизистой оболочки пищевода взрослого человека.

1. Назвать какая степень потентности характерна для клеток базального слоя эпителия слизистой пищевода.

2. Возможно ли в данном случае восстановление органа?

Задача №2.

В эксперименте на животных после частичного рассечения спинного мозга, в место травмы введены стволовые клетки, полученные от эмбрионов мышей на 5 сутки эмбриогенеза.

1. Назвать какими по степени потентности могут быть указанные клетки.

2. Возможна ли теоретически дифференцировка данных клеток в клетки нейронального ряда?

3. Каков теоретически возможный исход данного эксперимента?


 6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме  «Дифферон – понятие, клеточный состав. Дифференциация – понятие. Характеристика клеток в ряду дифферона», см. методические указания для обучающихся № 3 к внеаудиторной работе).                                                                       


 7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:

1. Характеристика основных свойств стволовых клеток.

2. Применение стволовых клеток в медицине.

3. Использование стволовых клеток в биологии.

1. Занятие № 3.
Тема: «Дифферон – понятие, клеточный состав. Дифференциация – понятие. Характеристика клеток в ряду дифферона».

2.Форма организации занятия: практическое занятие.
3. Значение изучения темы.
Для правильного понимания происходящих в организме процессов построения и обновления тканей, необходимо знать понятие клеточного дифферона, его состав и характеристику клеток в его ряду по степени их дифференциации. Знание данных вопросов позволит правильно оценить суть процессов, происходящих в организме в норме, патологии и позволит прогнозировать возможное  восстановление тканей и органов при их патологическом поражении.
4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);
 - способность и готовность выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способность и готовность к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

 - способность и готовность анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать сущность процесса дифференциации клеток; уметь классифицировать клетки в ряду клеточного дифферона  по степени их  дифференциации, т.е. зрелости; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками распознавания клеток разной степени дифференциации при микроскопировании по их  структурным компонентам.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. РОДОНАЧАЛЬНИЦЕЙ КЛЕТОЧНОГО ДИФФЕРОНА ЯВЛЯЕТСЯ

1) стволовая клетка

2) малодифференцированная клетка

3) зрелая клетка

4) ткань

2. СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА ВЫПОЛНЯЕТ ФУНКЦИИ

1) родоначальницы дифферона

2) зрелой клетки

3) высокоспециализированной клетки

4) дифференцированной клетки

3. КЛЕТОЧНЫЙ СОСТАВ ДИФФЕРОНА

1) малодифференцированные клетки

2) высокоспециализированные клетки

3) клетки от стволовой до высокодифференцированной

4) зрелые клетки

4. ПРОЦЕСС ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ ОЗНАЧАЕТ

1) последовательное изменение морфологии и функции клетки

2) последовательное изменение морфологии клетки

3) последовательное изменение функции клетки

4) изменение состава клеток

5. КЛЕТОЧНЫХ ДИФФЕРОНОВ В ТКАНЯХ МОЖЕТ БЫТЬ

1) только один

2) от одного до нескольких

3) несколько

4) два-четыре

6. ПЕРЕЧИСЛИТЬ ВИДЫ КЛЕТОК, ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ        ДИФФЕРОНА

1) стволовые

2) камбиальные

3)стволовые, полустволовые, бластные, зрелые (высокодифференцированные), стареющие

4) зрелые

7. К МАЛОДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫМ КЛЕТКАМ В РЯДУ КЛЕТОЧНОГО ДИФФЕРОНА ОТНОСЯТСЯ КЛЕТКИ

1) стволовые, полустволовые, бластные

2) бластные, зрелые

3) стволовые, зрелые

4) стареющие

8. ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА МАЛОДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ КЛЕТОК

1)высокая митотическая активность, морфологическая и    функциональная незрелость

2) высокая способность к делению, высокая специализация

3) морфологическая незрелость

4) морфологическая и функциональная незрелость

9. ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА ЗРЕЛЫХ КЛЕТОК

   1) высокая способность к делению

 2) не способны к делению, морфологическая и функциональная  зрелость

   3) морфологическая и функциональная незрелость

   4) высокая митотическая активность, морфологическая зрелость
10. РЕГУЛЯТОРАМИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК ЯВЛЯЮТСЯ

           1) кейлоны

 2) тканевые индукторы

 3) кейлоны, тканевые индукторы, гормоноподобные вещества

 4) гормоноподобные вещества

5.2.Основные понятия и положения темы.
       Клеточный дифферон – это совокупность клеток, образующихся из одного вида стволовых клеток. В состав различных тканей может входить разное число клеточных дифферонов, от одного – до нескольких. Большинство тканей состоят из одного вида клеточного дифферона, однако есть ткани, в состав которых может входить несколько клеточных дифферонов (многослойный плоский ороговевающий эпителий - 4). Каждый вид клеточного дифферона имеет ряд общих признаков: определенный источник развития, специфические черты в строении зрелых клеток, специализированная функция, которая отражает специфичность каждого вида ткани.

      В ряду каждого клеточного дифферона можно различить следующие виды клеток: стволовые, полустволовые – клетки-предшественницы, бластные, зрелые и стареющие. В основе данного преобразования клеток лежит процесс, называемый дифференциациацией. 

      Дифференциация – последовательное изменение структуры и функции клеток, которое обусловлено генетической программой развития и приводит к образованию высокоспециализированных клеток, которые выполняют специфическую функцию, присущую каждому виду ткани.                
Отличия между клетками в ряду дифферона:

· по способности к митотическому делению; 

· по морфологии (по строению);
· по функциональной активности.
Стволовые, полустволовые, бластные клетки называются малодифференцированными или камбиальными клетками, т.е. это клетки, которые участвуют в построении новых и обновлении старых клеток. Их основное свойство – высокая митотическая активность, также эти клетки характеризуются морфологической и функциональной незрелостью: в них малое количество органоидов и они незрелые, высокий ядерно-цитоплазматический индекс. 

Зрелые клетки – характеризуются максимальным развитием всех структур клетки, расцветом функциональной активности, они уже не способны к делению. 

Стареющие клетки – характеризуются уменьшением числа органоидов и угасанием функции, это клетки, заканчивающие жизненный цикл.

Ткани, имеющие камбиальные клетки называются камбиальными, т.е. они способны к обновлению и восстановлению.
Виды камбиальных клеток

1. Локализованные клетки – клетки, предшествующие высокодифференцированным клеткам, имеющие в ткани строгую локализацию (многослойные эпителии – камбиальные клетки располагаются только в базальных слоях).

2. Диффузные клетки – рассеяны по всей ткани (соединительная ткань).
3. Вынесенные клетки – клетки, которые находятся за пределами ткани (в надхрящнице для хрящевой ткани, или в надкостнице для костной ткани).
Ткани, не имеющие камбиальных клеток, называются бескамбиальными – они не способны обновляться и восстанавливаться (нервная ткань, сердечная мышечная ткань). Данные ткани содержат только дифференцированные  (высокоспециализированные) клетки. Эти ткани можно разделить на 2 типа:

1.  Бескамбиальные ткани, клетки в которых сохраняют способность к делению, но эта способность проявляется при стимулирующих воздействиях. В таких тканях возможна клеточная регенерация, т.е. восстановление числа клеток после утраты части из них. Это в значительной степени компенсирует отсутствие камбия (пример: гепатоциты).

2.  Бескамбиальные ткани, в которых клетки полностью утратили способность к делению, а значит к восстановлению, в них регенерация невозможна (сердечная мышечная ткань). В таких клеточных дифферонах присутствуют не все виды клеток, а только высокодифференцированные.

В тех случаях, когда в диффероне постоянно происходит процесс дифференцировки, в норме устанавливается стационарное состояние или состояние динамического равновесия, т.е. каждая клеточная форма дифферона образуется с такой же скоростью, с какой совершается ее убыль (в результате перехода в другие клеточные формы или умирания). При этом содержание каждого вида клеток дифферона оказывается постоянным. Для поддержания стационарного состояния постоянно обновляющегося дифферона необходимо, чтобы его камбиальные клетки (стволовые) не только регулярно вступали в дифференцировку, но и постоянно пополняли свой запас. Иными словами, камбиальные клетки должны обладать способностью к самоподдержанию, что и характерно для стволовых клеток. Обычно при делении стволовой клетки образуются клетки двух типов: клетки, полностью сохраняющие свойства родительских клеток, и клетки, вступающие в процесс дифференцировки.

Дифференцировка клеток находится под гуморальным контролем по принципу обратной связи. Дифференцированные клетки выделяют особые вещества – кейлоны, которые являются ингибиторами клеточных делений. Когда зрелых клеток много, то под действием их кейлонов, деление клеток становится более редким – процесс дифференцировки клеток замедляется. При недостатке дифференцированных клеток ослабевает кейлоновое торможение, и камбиальные клетки начинают чаще делиться и вступать в дифференцировку. Существуют и другие регуляторы дифференцировки:

 - в эмбриональном периоде -  это тканевые индукторы (хорда выделяет индукторы развития нервной трубки);

 - после рождения – это гормоноподобные вещества (эритропоэтин стимулирует эритропоэз в красном костном мозге).

     Важно помнить, что регуляторы клеточной дифференцировки влияют не на скорость самой дифференцировки, а только на количество вступающих в нее клеток и количество завершающих ее клеток.

  В заключение разбора темы рекомендуется разобрать каждый вид ткани, согласно классификации А.А. Заварзина, на количество присутствующих в ней клеточных дифферонов и их клеточный состав.     

5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающийся  должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Дать характеристику процессу дифференциации.

	2.
	Классифицировать клетки по степени их дифференциации в ряду клеточного дифферона.

	3.
	Привести примеры клеток, различающихся по степени дифференциации, и перечислить их свойства.

	4.
	Привести примеры тканей с разным числом клеточных дифферонов.


  
5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:
1. Дать определение клеточного дифферона.

2. Перечислить виды клеток, входящих в состав клеточного дифферона.

3. Представить основные отличительные свойства клеток, входящих в состав дифферона.

4. Дать определение «дифференциация».

5. Представить характеристику клеток в ряду клеточного дифферона по степени их дифференциации.

6. Назвать факторы, регулирующие процесс дифференциации клеток.

7. Привести примеры тканей, в составе которых имеется один вид клеточного дифферона.

8. Привести примеры тканей, в составе которых имеется несколько видов клеточных дифферонов, назвать их.

9. Назвать источник формирования и регенерации клеточного дифферона.

10.   Назвать клеточные диффероны, входящие в состав тканей (по классификации А.А. Заварзина).

 - решение ситуационных задач:

Задача №1.

В препарате печени при электронной микроскопии выявлены гепатоциты, имеющие различные характеристики: у клеток одной группы ядро преобладает над цитоплазмой, общие органоиды слабо развиты, клетки находятся в разных периодах митоза; в клетках другой группы значения ядерно-цитоплазматического индекса свидетельствуют о преобладании цитоплазмы, общие органоиды хорошо развиты, клетки находятся в периоде G0.

1. Клетки какой группы являются   малодифференцированными? Перечислить их свойства.

2.  Клетки какой группы являются высодифференцированными, что их характеризует?

3. В чем заключается смысл дифференциации клеток?

Задача №2.

В характеристике многослойного плоского ороговевающего эпителия сказано, что камбиальные клетки локализованы в его базальном слое.

1. Указать вид камбиальных клеток в данном эпителии.

2. Назвать число стволовых дифферонов в данном эпителии.

3. Дать характеристику клеточному дифферону кератиноцитов.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме  «Эмбриональные стволовые клетки – понятие, характеристики, свойства», см. методические указания для обучающихся № 4 к внеаудиторной работе).                
          7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:

1. Камбиальные клетки, понятие, их основные свойства и виды.

2. Характеристика клеток в ряду клеточного дифферона.

3. Камбиальные клетки нервной ткани, их особенности и роль в обновлении структур нервной системы.
1. Занятие № 4.
Тема: «Эмбриональные стволовые клетки – понятие, характеристика, свойства».

2.Форма организации занятия: практическое занятие.

3.Значение изучения темы. Изучение происхождения и дифференциации различных видов эмбриональных стволовых клеток является основой для понимания их значения в основных процессах клеточных технологий.

4. Цели обучения:



- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);



 - учебная: знать происхождение и классификацию эмбриональных клеток по происхождению и дифференциации; уметь определять потентность клеток, в зависимости от происхождения; владеть  медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. ТОТИПОТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ ЯВЛЯЮТСЯ 

1) клетки, способные образовывать множество различных клеток, но не целый организм

2) клетки, способные образовывать клетки тканей, из которых они были взяты

3) клетки, способные дифференцироваться в любые клетки организма

4) клетки дающие начало только одному типу клеток

2. ИСТОЧНИКОМ ТОТИПОТЕНТНЫХ КЛЕТОК ОБЫЧНО ЯВЛЯЮТСЯ 

1) первичные половые клетки, внутренняя клеточная масса бластоцисты или отдельные бластомеры зародышей 8-клеточной стадии, клетки морулы более поздних стадий, зигота

2) региональные стволовые клетки

3) фетальные клетки

4) меземхимные стволовые клетки

3.  ФЕРМЕНТ, СПОСОБНЫЙ НАРАЩИВАТЬ КОНЦЫ ЛИНЕЙНЫХ МОЛЕКУЛ ДНК-НОСИТЕЛЕЙ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ НАЗЫВАЕТСЯ

1) каталаза

2) теломераза

3)  мальтаза

4) ДНК-полимераза

4. ФАКТОРЫ, КОТОРЫЕ ОПРЕДЕЛЯЮТ УНИКАЛЬНОСТЬ ЭСК НАХОДЯТСЯ

1) в цитоплазме

2) в ядре

3) на гранулярной ЭПС


4) в ядрышке

5. ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, КОТОРЫЕ МОГУТ ДИФФЕРЕНЦИРОВАТЬСЯ В ТРИ ПЕРВИЧНЫХ ЗАРОДЫШЕВЫХ ЛИСТКА: ЭКТОДЕРМУ, ЭНТОДЕРМУ И МЕЗОДЕРМУ НАЗЫВАЮТСЯ

1) тотипотентные 

2) плюрипотентные

3) унипотентные

4) мультипотентные

6. ТОТИПОТЕНТНЫЕ КЛЕТКИ, В ОТЛИЧИЕ ОТ ПОЛИПОТЕНТНЫХ, СПОСОБНЫ К ВОСПРОИЗВОДСТВУ

1) клеток  всех тканей организма

2) клеток первичных зародышевых листков: эктодермы, энтодермы и мезодермы

3) плаценты, экстраэмбриональных органов и собственно эмбриона

4) мезенхимных клеток

7. СВОЙСТВО ГЕНОМА КЛЕТОК МАКРОМАСШТАБИРОВАТЬ ПРОГРАММЫ ЭМБРИОГЕНЕЗА, В ТОМ ЧИСЛЕ ВОСПРОИЗВОДИТЬ ЛЮБУЮ ИЗ 250 СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫХ КЛЕТОК ВЗРОСЛОГО ОРГАНИЗМА НАЗЫВАЕТСЯ

1) мультипотентностью

2) унипотентностью

3) тотипотентностью

4) плюрипотентностью

8. ИСТОЧНИКОМ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТОЛОВЫХ КЛЕТОК ЯВЛЯЮТСЯ

1) клетки, находя​щиеся в кроветворных органах и крови, способные давать начало, в основном, различным росткам кро​ветворения

2) клетки, находящиеся в пуповинной крови, плаценте, спо​собные трансформироваться в разные типы клеток

3) первичные половые клетки, внутренняя клеточная масса бластоцисты или отдельные бластомеры зародышей 8-клеточной стадии

4) клетки эмбриона с постимплантационного периода до 8-й недели включитель​но, способные дифференцироваться в целостный орган или тканевую структуру

9. СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫЕ ДНК-БЕЛКОВЫЕ СТРУКТУРЫ, КОТОРЫЕ НАХОДЯТСЯ НА КОНЦАХ ЛИНЕЙНЫХ ХРОМОСОМ ЭУКАРИОТ 

1) телосома 

2) телекинез

3) теломераза

4) теломеры 

10. СТАБИЛЬНОЕ МИКРООКРУЖЕНИЕ ВОКРУГ КАЖДОГО КЛОНА ЭСК (ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК), СОЗДАВАЕМОЕ МОНОСЛОЕМ ФИДЕРНЫХ КЛЕТОК, НАЗЫВАЕТСЯ

1) микроклимат 

2) благоприятные условия

3) стволовая ниша

4) экологическая ниша

11. УНИКАЛЬНОСТЬ ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА ЦИТОПЛАЗМЫ ЭСК  ПРОЯВЛЯЕТСЯ В

1) избытке РНК 3 тысяч генов, которые отвечают за раннее развитие зародыша

2) генотипе

3) рецепторах плазмолеммы

4) кариотипе

12. СПОСОБНОСТЬ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ПРИ ВВЕДЕНИИ ИХ В ОРГАНИЗМ НАХОДИТЬ ЗОНУ ПОВРЕЖДЕНИЯ И ФИКСИРОВАТЬСЯ ТАМ, ИСПОЛНЯЯ УТРАЧЕННУЮ ФУНКЦИЮ НАЗЫВАЕТСЯ

1) прессинг

2) миграция

3) хоуминг

4)  пролиферация

13. ИСТИННЫЕ ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ВХОДЯТ В СОСТАВ

1) трофобласта

2) эмбриобласта

3) гаструлы

4) морулы

14. «ЛИМИТ ХЕЙФЛИКА» ПРОЯВЛЯЕТСЯ

1) ограниченным количеством делений клеток

2) безграничным делением клеток

3) в делении клеток 80-90 раз

4) в делении клеток 20-30 раз

5.2. Основные понятия и положения  темы.

В последние годы направление пересадки эмбриональных и иных типов клеток переживает новый расцвет, что связано как с успехами в фундаментальных науках, позволивших культивировать и генетически трансформировать практически любые типы клеток, так и с развитием прикладной трансплантологии, позволившей проводить фактически любые трансплантации при любых патологиях у человека.  В настоящее время методы трансплантации эмбриональных клеток (ЭК) и отдельных выделенных соматических клеток (СК) используют: в фундаментальных исследованиях для: изучения эмбриогенеза тканей и органов, изучения процессов дифференцировки тканей и клеток разных типов, изучения взаимодействия различных типов клеток между собой, в т.ч. для конструирования органов in vitro, получения генетических химер, в т.ч. для изучения механизмов иммунитета и иммунного отторжения тканей, иммунодефицитов и иммунно-толерантности, получения моделей генетических заболеваний человека, изучения функционирования различных нервных центров (пересадки гипоталамических ядер, эпифиза и пр.), изучения механизмов старения и разработки методов омоложения тканей (пересадки нервных центров, эпифиза и пр.).

 В клинической практике для: лечения заболеваний системы крови (лейкозы, анемии, метаболические болезни), лечения врожденных иммунодефицитных состояний, коррекции иммунодефицитных состояний после химиотерапии и облучения, лечения генных заболеваний человека самой различной природы (метаболические заболевания, дегенеративные заболевания и др.), лечения острой печеночной недостаточности, цирроза и наследственных метаболических заболеваний печени, лечения различных миодистрофий, в том числе с переносом соматических миобластов, лечения дегенеративных заболеваний нервной ткани, инсультов, паркинсонизма и пр, лечения генетических и дегенеративных заболеваний репродуктивной сферы, коррекции инсулин-зависимого диабета тяжелых форм течения, лечение дегенеративных и иных поражений кожи, слизистой, хрящей, глаз и уха и пр.

Для генетиков эмбриональные стволовые клетки - это ключ к расшифровке языка и кодов органогенеза. Изучение эмбриогенеза человека ограничено биоэтикой, поскольку ранние зародыши человека не могут быть средством в руках ученого. Поскольку развитие других млекопитающих имеет свои особенности, эмбриональные стволовые клетки остаются единственной экспериментальной возможностью изучить аномалии органогенеза человека.

 Современная генетика и фармакология нацелены на изучение биологии и сигналов стволовых клеток. Программы контролируемого поведения стволовых клеток оказались на порядок сложней и многообразней дифференцированных клеток. 

           История открытия и изучения эмбриональных стволовых клеток.

Стабильные клеточные линии эмбриональных стволовых клеток 4-дневного эмбриона  человека впервые получили американские исследователи Дж. Томсон и Дж. Герхарт в 1998 г.. Этому достижению предшествовали работы М.Эванса и М. Кауфмана.  В 1981 г. они впервые показали принципиальную возможность получения стабильных культур клеток млекопитающих, обладающих свойством плюрипотентности. Линии ЭСК мыши оставались в культуре in vitro в недифференцированном состоянии на протяжении более сотни удвоений, а потом in vivo могли участвовать в формировании специальных тканей животного. В 1995 г. Томсон с коллегами, модифицировав технологию выделения мышиных клеток, получил линию ЭСК приматов, а в 1998 г. - и линию клеток человека. 

В нашей стране эмбриональные стволовые клетки получены в 2003 г. в Институте биологии гена РАН и в Институте цитологии РАН. 8 лет назад получение эмбриональных стволовых клеток было признано журналом Science третьим по важности событием XX века в биологии после открытия двойной спирали ДНК и расшифровки генома человека.

Определение, характеристики и свойства.

Довольно часто, особенно в русскоязычной литературе, эмбриональными стволовыми клетками называют клетки постимплантационного эмбриона различных сроков развития беременности, которые по своим свойствам скорее схожи с взрослыми стволовыми клетками. Мы же будем говорить только об истинных эмбриональных стволовых клетках, происходящих из бластоцисты, - на той стадии, когда эмбрион состоит из 150-200 клеток трофоэктодермы и внутренней клеточной массы примерно в равном соотношении. Эмбриональные стволовые клетки получают из внутренней клеточной массы бластоцисты на самых ранних стадиях развития эмбриона, когда она еще не имплантировалась в стенку матки. Именно из клеток внутренней клеточной массы в дальнейшем развивается целый организм. 

Все специализированные клетки взрослого организма происходят из эмбриональных стволовых клеток. 

Стволовые клетки - это «неприкосновенный запас» информации эмбриогенеза, которую нельзя свести только к генам, поскольку каждый этап развития не запрограммирован автоматически, а зависит от сигналов микроокружения. 

Очень важным направлением исследований является изучения сигналов в живом организме, которые побуждают популяцию стволовых клеток к определению и размножению и при этом оставаться универсальными до тех пор, пока эти клетки не будут нужными для восстановления или ремонта специфических тканей. Эта информация является необходимой для того, чтобы выращивать значительное количество универсальных стволовых клеток для дальнейших экспериментов. 

Внешние сигналы к определению клеток включают химические соединения, которые выделяются другими клетками, а также физический контакт с соседними клетками или определенными молекулами в микроокружении. 

Внутренние сигналы контролируются генами самой клетки, которые записаны в длинных цепочках ДНК и сохраняют закодированные инструкции для всех структур и функций клетки. 

Внешние сигналы 

1. В организме стволовые клетки (СК) локализованы и функционируют в определенном микроокружении. Скофилд для обозначения микроокружения, которое контролирует поведение гематопоэтических СК, предложил использовать термин «ниша». 

Нишу СК можно сравнить со средой обитания организма в экосистеме. Ниша не просто является физическим местом пребывания СК, она имеет анатомические и функциональные характеристики. Вне соответствующего микроокружения СК не могут выполнять свои основные функции. Например, гемопоэтические СК могут свободно циркулировать в кровяном русле, но при этом они не функционируют как СК. 

Для многоклеточных организмов исключительно важной задачей является поддержание размера популяции СК и сохранение генетической информации. Ниши модулируют функционирование СК при изменении физиологических условий в тканях и органах благодаря специфическим сигналам, обеспечивающим длительное самоподдержание СК, коррекцию их численности и контролирование дальнейшей судьбы их потомков. Являясь частью структурно-функциональных единиц органов и тканей, ниши обеспечивают интеграцию СК и их потомков в структуру ткани и участвуют в гистогенетических и морфогенетических процессах. СК и ниши взрослого организма существуют как единая динамичная система и вместе обеспечивают клеточную основу тканевого гомеостаза. Ниша обеспечивает устойчивость поведения СК за счет дублирования сигнальных путей и конвергенции регуляторных процессов. Однако в некоторых случаях СК могут выйти из-под контроля ниши, что может привести к нерегулируемой пролиферации и неопластическому росту. Концепция ниши расширяет понимание биологии СК, ее значимости для регенеративной медицины и возникновения патологических состояний.

На примере хорошо изученных клеточных систем, отвечающих  определению ниши, можно проследить некоторые принципы структурной и функциональной их организации. 

Обычно ниши хорошо снабжены кровеносными сосудами и нервными окончаниями и, кроме того, они обеспечивают физическую защиту СК. Например, СК роговицы, находящиеся в лимбе, СК эпидермиса защищены от действия ультрафиолета благодаря сильной пигментации, СК эпителия тонкого кишечника погружены в крипты, гематопоэтические СК локализованы в медуллярной полости некоторых костей.

2. Рост ЭСК в культуре идет клонами. В отличие от обычного экспоненциального размножения клеток в культуре, клон не растет, а самообновляется. Только в клоне сохраняется микроокружение, позволяющее стволовым клеткам удерживать  необычно высокую  генетическую потенцию. 

Эта особая геномика клеток сохраняется и воспроизводится только в плотной сфере. Каждая культура ЭСК имеет варьирующую долю клеток  в суспензионных агрегатах (сферах). 

Одиночные клетки, покидая клон, неизбежно дифференцируются. Лишь агрегаты составляют суммарное пространство плюрипотентных клеток, остальные клетки специализируются под влиянием  микроокружения. 

 Большинство новых фенотипов возникает по периферии клонов. В каждом клоне клетки одновременно  дифференцируются в разные фенотипы, подтверждая важность микроокружения (мозаика инструкций-сигналов может быть весьма разнообразной даже внутри одного клона).

3. Внеклеточный матрикс и адгезия стволовых клеток.

 ВКМ представляет собой исключительно сложно организованную трехмерную структуру. Он несет большую позиционную информацию и является не только физическим субстратом для прикрепления клеток, но и участвует в формировании клеточного фенотипа. Взаимодействие с ВКМ регулирует экспрессию генов, дифференциацию и пролиферацию СК. В матриксе, в связанном виде находятся многие регуляторные молекулы, в частности  факторы роста, способные взаимодействовать с клеточными рецепторами. Так, TGFβ присутствует в ВКМ в латентной форме и в этом виде является лигандом интегрина αβ1. 

Интегрины — поверхностные клеточные рецепторы, взаимодействующие с внеклеточным матриксом и передающие различные межклеточные сигналы. От них зависит форма клетки, её подвижность, они участвуют в регулировке клеточного цикла;

Лига́нд (от лат. ligare — связывать) — атом, ион или молекула, связанные с неким центром (акцептором). Понятие применяется в биохимии для обозначения агентов, соединяющихся с биологическими акцепторами (рецепторами, иммуноглобулинами), а также в химии комплексных соединений, обозначая там присоединенные к одному или нескольким центральным (комплексообразующим) атомам металла частицы.

ВКМ активно формируется в результате взаимодействия клеток. Например, эпителиальные и мезенхимные клеточные элементы взаимодействуют при образовании базальной мембраны. Участки ВКМ, которые являются частью  ниши и непосредственно контактируют со СК, имеют свои структурные и функциональные особенности.

Интегрины не только обеспечивают адгезию клеток к базальной мембране, но и участвуют в передаче сигналов, обеспечивающих жизнеспособность СК.

Эти сигналы передаются от интегрина β1 с помощью каскада митоген-активируемой протеинкиназы (MАPK). Благодаря такой организации фокальных контактом происходит кооперация интегринов и факторов роста  в процессе создания специфических сигналов oт растворимых митогенов и сигналов, возникаюших в результате контакта с ВКМ и при передаче механических напряжении плазматической мембране. Интегрины совместно с факторами роста обеспечивают жизнеспособность клеток за счет усиления экспрессии антиповтотических генов (160) и подавления экспрессии проапоптотических.

Внутренние сигналы

1. Теломераза. Теломеры. 

В начале 60-х годов американский учёный Леонард Хейфлик обнаружил, что при культивировании в питательной среде вне организма in vitro нормальные диплоидные (соматические) клетки человека способны делиться лишь ограниченное число раз. Предельное число делений зависело от возраста того, кому принадлежали клетки, взятые в культуру. Так, клетки от новорождённых детей могли пройти 80-90 делений, в то время как клетки от 70-летних стариков делились только 20-30 раз. Максимальное число клеточных делений было названо "лимитом Хейфлика". 

В 1971 году отечественный учёный А.М. Оловников в своей "теории маргинотомии" (от латин. marginalis - краевой, tome - сечение) предположил, что в основе ограниченного потенциала удвоения нормальных соматических клеток, растущих в культуре in vitro, может лежать постепенное укорочение ДНК хромосом с каждым раундом репликации. 

Известно, что хромосомы соматических клеток человека несут на каждом конце многократно повторённые гексамеры - TTAGGG, общая длина которых может достигать 10 тысяч пар нуклеотидов. В комплексе со специфическими белками такие тандемные повторы образуют концевые районы хромосом - теломеры. Эти специализированные структуры защищают кодирующую часть ДНК от действия экзонуклеаз, предотвращают неправильную рекомбинацию хромосом и позволяют им прикрепляться к ядерной оболочке. Известно также, что в ходе культивирования in vitro некоторых клонов нормальных клеток (например, фибробластов человека) происходит укорочение теломер в среднем на 50 пар нуклеотидов за каждый цикл деления. Подобное укорочение хромосом происходит in vivo в подавляющем большинстве дифференцированных клеток человека.

Потеря концевых последовательностей при репликации ДНК является одной из причин старения и гибели большинства соматических клеток. Тот же А.М. Оловников предположил, что в клетках организмов, размножающихся вегетативным путём, а также в эмбриональных, стволовых, половых и неограниченно долго делящихся в культуре раковых клетках, "проблема концевой репликации" разрешается за счет существования особого биологического механизма. Эта гипотеза подтвердилась с открытием в 1985 г. теломеразы - фермента, способного наращивать концы линейных молекул ДНК-носителей генетической информации. 

Преемственность генетического материала в поколениях клеток и организмов обеспечивается процессом репликации - удвоения молекул ДНК. В результате этого сложного процесса, осуществляемого комплексом нескольких ферментов и белков, не обладающих каталитической активностью, но необходимых для придания полинуклеотидным цепям нужной конформации, образуются две идентичные двойные спирали ДНК. Эти так называемые "дочерние" молекулы ничем не отличаются друг от друга и от исходной "материнской" молекулы ДНК. Репликация происходит в клетке перед ее делением, поэтому каждая дочерняя клетка получает точно такие же молекулы ДНК, какие имела материнская клетка.

"Проблема концевой репликации" заключается в том, что все известные ДНК-полимеразы, являющиеся ключевыми ферментами сложного репликативного белкового комплекса, неспособны полностью реплицировать концы линейных молекул ДНК. Для того чтобы клетки не теряли при делении часть генетического материала, 3'-концы ДНК хромосом эукариот наращиваются перед каждым раундом репликации короткими повторяющимися последовательностями. В этом и состоит функция теломеразы.

Активность теломеразы у высших эукариот обнаружена лишь в следующих типах клеток: зародышевых, половых, стволовых и раковых, а также в линиях иммортализованных ("бессмертных") клеточных культур in vitro. В организме при дифференцировке клеток теломераза репрессируется. 

 2. Исследования, проведенные на ЭСК и эмбрионах мыши, выявили критическую роль Oct-4 в поддержании тотипотентности ранних эмбриональных клеток и клеток зародышевого пути.

 Oct-4 (аббревиатура от Octamer-4) — это транскрипционный фактор, содержащий гомеобокс, из семейства POU. Данный белок участвует в самообновлении недифференцированных эмбриональных стволовых клеток. Широко используется как маркёр для недифференцированных клеток. Экспрессия Oct-4 очень тонко регулируется, так как повышение или понижение может приводит к дифференцировке клеток.

Факторы транскрипции (транскрипционные факторы) — белки́, контролирующие процесс синтеза мРНК на матрице ДНК (транскрипцию) путём связывания со специфичными участками ДНК. Транскрипционные факторы выполняют свою функцию либо самостоятельно, либо в комплексе с другими белками. Они обеспечивают снижение (репрессоры) или повышение (активаторы) константы связывания РНК-полимеразы с регуляторными последовательностями регулируемого гена.

Определяющая черта факторов транскрипции — наличие в их составе одного или более ДНК-связывающих доменов, которые взаимодействуют с характерными участками ДНК, расположенными в регуляторных областях генов. Другие белки, играющие ключевую роль в регуляции экспрессии генов, такие как коактиваторы, гистонацетилазы, киназы, метилазы, не имеют ДНК-связывающих доменов, и, следовательно, не могут быть причислены к транскрипционным факторам.

Гомеобокс (англ. homeobox) — последовательность ДНК, обнаруженная в генах, вовлеченных в регуляцию развития у животных, грибов и растений. Гены, которые содержат гомеобокс, образуют отдельное семейство.

Наиболее изученными и наиболее консервативными белками, содержащими гомеодомен, являются Hox-гены, которые контролируют сегментацию во время развития. Однако не все белки, содержащие гомеодомен, являются белками Hox.

Дифференцировка клеток внутренней массы сопровождается понижением уровня Oct-4, а изменение уровня синтеза Oct-4 в ЭСК в свою очередь приводит к потере тотипотентности и переходу к дифференцировке. Кроме Oct-4, имеется еще ряд транскрипционных факторов, синтезируемых в основном недифференцированными ЭСК, например Nanog, который занимает важное место в иерархии факторов, определяющих недифференцированную природу ЭСК, и Genesis. В последнее время, благодаря прогрессу в технологии анализа генной экспрессии, идентифицировано значительное число других генов, экспрессия которых характерна для недиффференцированного состояния ЭСК, и, как и следовало ожидать, обнаружено существенное перекрывание наборов генов, экспрессируемых в ЭСК мыши и человека. 

Благодаря своей тотипотентности ЭСК признаны удобной модельной системой для изучения механизмов, лежащих в основе ранних стадий развития млекопитающих. Культивирование ЭСК позволяет также использовать их в качестве тест-системы для оценки влияния различных цитокинов и факторов роста на процессы клеточной дифференцировки. 

Обычно же ЭСК выделяют из эмбриобласта на 5-7 сутки развития человеческого зародыша (стадия бластоцисты). Эти клетки плюрипотентны и представляют собой группу зародышевых клеток (около 80-100 клеток) являющихся зачатком всех будущих специализированных клеток. Клетки эмбриобласта способны дифференцироваться во все типы клеток, производные всех трёх эмбриональных зародышевых листков, образовывать любые ткани организма, но не целый организм, поскольку эти клетки не участвуют в образовании экстраэмбриональных структур (плаценты, пуповины  др.).

ЭСК характеризуются высоким уровнем экспрессии теломеразы (фермент, добавляющий особые повторяющиеся последовательности ДНК (ТТАГГГ у позвоночных) к 3'-концу цепи ДНК на участках теломер, которые располагаются на концах хромосом в эукариотических клетках), а также выработкой специфического транскрипционного фактора Okt-4, который необходим для поддержания фенотипа ЭСК. И играет ведущую роль в детерминировании ранних этапов эмбриогенеза и дифференцировки. 

Для ЭСК человека характерно также наличие на поверхности мембран ранних эмбриональных антигенов – SSEA-3 b SSEA-4, TRA-1-60, TRA-81, которые позволяют идентифицировать репопуляционную активность этих клеток. 

В более позднюю фазу развития эмбриона (на 5-12 неделе внутриутробного развития) вплоть до рождения из него выделяют более зрелый тип ЭСК, которые называют СК поздних эмбрионов (5-8 недель гестации) или СК плодов (при сроках более 8 недель гестации).

Свойства:  

2-4 сутки развития зародыша (стадия морулы) - тотипотентные стволовые клетки. Клетки внутренней массы вряд ли подпадают под определение СК, поскольку во время эмбриогенеза они превращаются в клетки других типов и, следовательно, в своей массе не обладают способностью к самоподдержанию. Тем не менее, при культивировании ех vivo в особых условиях внутренней клеточной массы бластоцисты можно получить так называемые эмбриональные стволовые клетки (ЭСК). Эти клетки обладают тотипотентностью, поскольку при введении в бластоцисту они могут давать начало всем тканям организма. Кроме того, в культуре in vitro они могут дифференцироваться во множество типов клеток, происходящих из всех трех зародышевых листков эмбриона.

Тотипотентность способность дать начало, по меньшей мере, 350 различным типам клеток, а также внеэмбриональным тканям (плацента, эмбриональные оболочки) и эмбриону в целом. 
Эмбриобласт на 5-7 сутки развития человеческого зародыша (стадия бластоцисты) – полипотентные (плюрипотентные).

5-12 неделя внутриутробного развития, вплоть до рождения из него выделяют более зрелый тип ЭСК, которые называют СК поздних эмбрионов – полипотентные (плюрипотентные). 

ЭСК из бластоцист обладают более широким пролиферативным и дифференцировочным потенциалом по сравнению с клетками из зародышевых половых бугорков. Кроме того, получение последних связано с большими трудностями. Но большая часть исследователей считает ЭСК всё-таки плюрипотентны, т.к. на сегодняшний день ещё не удалось получить экстраэмбриональные ткани. Это свойство ЭСК, послужило толчком к бурной исследовательской деятельности по изучению эмбриональных стволовых клеток, и открыла широкие перспективы их практического использования в биологии и медицине, в первую очередь в трансплантологии, иммунологии и геронтологии. Оригинальный метод получения эмбриональных СК из бластоцисты человека изложен в знаменитом патенте № 6.200.806, полученном в марте 2001 года Висконсинским фондом питомцев. Патент продан фирме Geron частично, на получение некоторых специализированных клеток человека (нейроны, кардиомиоциты, клетки печени, клетки поджелудочной железы).
Кроме того, эмбриональная стволовая клетка отличается от других (взрослых) клеток тем, что, теоретически, для нее лимит делений неисчерпаем, и клетка может делиться бесконечно, но без образования злокачественной опухоли. Таким образом, второе важное свойство эмбриональных СК — фактическое бессмертие (иммортальность).

5.3. Самостоятельная работа по теме: 

Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 

	№ п/п
	Название практических умений

	1
	Классифицировать эмбриональные стволовые клетки.

	2
	Перечислить свойства эмбриональных стволовых клеток.

	3
	Назвать факторы, определяющие свойства эмбриональных стволовых клеток.


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Значение изучения ЭСК (эмбриональных стволовых клеток).

2. Ограничение в использовании эмбриональных стволовых клеток.

3. Природные источники  эмбриональных стволовых клеток, которые подаются репрограммированию в линии ЭСК.

4.Основной источник сырья для получения клонов ЭСК.

5. Поясните  процесс получения искусственной бластоцисты.

6. Строение  бластоцисты.

7. Значение трофобласта.

8. Чем представлен  эмбриобласт?

9. Механизм пролиферации ЭСК.

10. Каким образом происходит смена жизненного пути ЭСК?

11. Каким образом  предполагается отличать ЭСК от других СК?

12. Назовите основные свойства ЭСК.

13. Что определяет уникальность ЭСК?

14. Какие же проблемы возникнут у экспериментатора на пути от того, как взять стволовую клетку, заставить ее пройти путь дифференцировки, получить из нее готовые ткани (органы) и пересадить их в живой организм?

15. Как решить проблему  антигенной несовместимости?

- решение ситуационных задач:
Задача № 1.

Бластоцисты млекопитающих и человека получают в лабораторных условиях.

  1. Почему процесс называют «химеризация»?

  2. Назовите этапы получения бластоцисты.

  3.Что является источником развития данных клеток?

Задача № 2.

В состав бластоцисты входят трофобласт и эмбриобласт. 

1. Опишите строение трофобласта.

2. В чём его значение?

Задача № 3.

В состав бластоцисты входит трофобласт и эмбриобласт. 

1.Чем представлен эмбриобласт?

2. Какими свойствами обладают его клетки?

Задача № 4.

Смена жизненного пути клеток осуществляется при условии изменения характера их культивирования.

1. Каким образом клетка это воспринимает?

2. Куда передаётся сигнал в клетке?

3. К чему приводит восприятие сигнала?

Задача № 5.

Эти эмбриональные ткани не отторгаются реципиентом, быстро растут  при трансплантации, реакция трансплантант против хозяина минимизирована, имеют тенденции переживать иссечение, рассечение и пересадку лучше. 

1.Что обеспечивает отсутствие отторжения?

2.Чем определяется быстрый рост?

3.Каким образом объясняется лёгкость их трансплантации и приживления?

6.Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Эмбриональные герминальные клетки – характеристика и свойства в сравнении с эмбриональными стволовыми клетками», методические указания для обучающихся № 5 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:

1.Тотипотентные клетки: происхождение, характеристика, особенности функционирования.

2.Теломераза. Её значение в жизнедеятельности клетки.

3.Цитокины. Характеристика, классификация, биологические функции.

1. Занятие № 5.
Тема: «Эмбриональные герминальные клетки – характеристика и свойства в сравнении с эмбриональными стволовыми клетками».

2.Форма организации занятия: практическое занятие.

3.Значение изучения темы. Знание происхождения, источников развития, дифференциации эмбриональных герминальных клеток и их отличий от эмбриональных стволовых клеток необходимо для понимания значения их в основных процессах развития и для правильной оценки возможного их использования в репаративной медицине.

4. Цели обучения:



- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);



 - учебная: знать происхождение, закладку и развитие герминальных клеток, состояние эмбриональных герминальных клеток в культуре; уметь определять потентность клеток в зависимости от происхождения, отличать эмбриональные стволовые клетки от эмбриональных герминальных;  владеть:  медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. КЛЕТКИ НАЗЫВАЮТСЯ ГЕРМИНАЛЬНЫМИ, ПОТОМУ ЧТО 

1) их получают из бластоцисты

2) их получают из зародыша (до 2-х недель развития)

3) их получают из эмбриона (до 6 недель развития)

4) их получают в неонатальный период развития

2. ВИЛЬСОН В ПЕРВОМ ИЗДАНИИ СВОЕЙ КНИГИ «КЛЕТКА В РАЗВИТИИ И НАСЛЕДСТВЕННОСТИ» ПРЕДПОЛОЖИЛ

1) существование стволовых клеток, обеспечивающих поддержание сперматогенеза

2) существование стволовых клеток, обеспечивающих поддержание овогенеза

3) существование стволовых клеток, не обеспечивающих поддержание сперматогенеза

4) существование стволовых клеток, не обеспечивающих поддержание овогенеза

3. ПРИМОРДИАЛЬНЫЕ ЗАРОДЫШЕВЫЕ КЛЕТКИ ХАРАКТЕРИЗУЮТСЯ

1) транскрипционной активностью

2) специфической экспрессией транскрипционного фактора Okt4

3) экспрессией щелочной фосфатазы

4) все ответы верны

4. ПОСЛЕ МИГРАЦИИ В НЕДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫЕ ГОНАДЫ САМОК КЛЕТКИ 

1) делятся ассиметрично 

2) арестовываются

3) митотически делятся


4) вступают в мейоз

5. ПОСЛЕ МИГРАЦИИ В НЕДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫЕ ГОНАДЫ САМЦОВ КЛЕТКИ 

1) митотически делятся


2) арестовываются

3) делятся ассиметрично 

4) вступают в мейоз

6. КЛЕТКИ, КОТОРЫЕ МОГУТ СТАТЬ РЕАЛЬНОЙ АЛЬТЕРНАТИВОЙ ЭМБРИОНАЛЬНЫМ СТВОЛОВЫМ КЛЕТКАМ 

1) вырабатываются в яичках взрослого человека

2) вырабатываются в яичниках взрослого человека

3) не существуют

4) вырабатываются в тканях взрослого человека

7. МУЛЬТИПОТЕНТНЫЕ ГЕРМИНАЛЬНЫМЕ СТВОЛОВЫЕ  КЛЕТКИ ВЗРОСЛОГО ПОСЛЕ ИНЪЕКЦИИ В ЭМБРИОН

1) обладают способностью самопроизвольно дифференцироваться в один тип тканей

2) обладают способностью самопроизвольно дифференцироваться вовсе типы тканей

3) обладают способностью самопроизвольно дифференцироваться в 3 основные типа эмбриональных тканей

4) не обладают способностью самопроизвольно дифференцироваться в 3 основные типа эмбриональных тканей

8. ЕДИНСТВЕННЫМ ТИПОМ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, ПЕРЕДАЮЩИХ ГЕНЕТИЧЕСКУЮ ИНФОРМАЦИЮ ПОТОМКАМ 

1) является культура эмбриональных стволовых клеток

2) является культура сперматогониальных стволовых клеток 

3) является культура первичных половых клеток

4) является культура гемопоэтических клеток

9. НЕОНАТАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ ЯИЧЕК В ОБОГАЩЁННОЙ ФАКТОРАМИ РОСТА (GDNF, bFGF, EGF, LIF) СРЕДЕ ДАЮТ НАЧАЛО

1) колонии эмбриональных клеток

2) колонии герминальных клеток

3) колиниям эмбриональных и герминальных клеток

4) клеткам-предшественницам

10. ПО РЕЗУЛЬТАТАМ АНАЛИЗА ДОЛГОВРЕМЕННОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 266 ГЕРМИНАЛЬНЫХ КОЛОНИЙ, УЧЕНЫЕ ПРЕДПОЛОЖИЛИ

1) ЭС-подобные, ГСК и ППК имеют сходное происхождение

2) ЭС-подобные, ГСК и ППК имеют различное происхождение

3) ЭС-подобные клетки и ГСК имеют сходное происхождение

4) ЭС-подобные клетки и ГСК имеют различное происхождение

11. ИССЛЕДОВАТЕЛИ ПРЕДЛАГАЮТ НАЗЫВАТЬ ЭС-ПОДОБНЫЕ КЛЕТКИ МУЛЬТИПОТЕНТНЫМИ ГЕРМИНАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ (МГК), ДЛЯ ТОГО ЧТОБЫ

1) отличить их от герминальных клеток, дающих начало только половым клеткам

2) отличить их от первичных половых клеток 

3) отличить их от эмбриональных стволовых клеток

4) не различать клетки

5.2. Основные понятия и положения  темы.

Различаются три периода пренатального развития: (а) герминальный (около 2 недель), (б) эмбриональный (около 6 недель) и (в) фетальный (около 30 недель - вплоть до рóдов).

(а) Герминальный период. Оплодотворённая яйцеклетка, или зигота, существует около двух недель. В течение этого времени происходит её быстрое дробление и первичная организация клеток в виде бластоцисты, которая погружается в стенку матки. Закладываются структуры, которые обеспечивают питание и защиту организма: амнион, хорион, желточный мешок, плацента, пупочный канатик (пуповина). Период завершается формированием зародыша, или эмбриона.

(б) Эмбриональный период. Сформировавшийся зародыш, или эмбрион, в течение шести недель (с третьей по восьмую неделю беременности) приобретает черты, присущие только человеку.

- Эмбриональные герминальные клетки – тип плюрипотентных эмбриональных клеток.

 Источником плюрипотентных стволовых клеток эмбриона является внутренняя клеточная масса бластоцисты (эмбриональные стволовые клетки - ЭСК) и примордиальные (первичный, примитивный) герминальные клетки (герминальные стволовые клетки - ГСК). Стволовые клетки, полученные из ПЗК, называются эмбриональными герминативными клетками (ЭГК) и являются предшественниками клеток спермы и яйцеклеток.

Вильсон (Е. В. Wilson, 1896) еще в первом издании своей книги «Клетка в развитии и наследственности» предположил существование стволовых клеток, обеспечивающих поддержание сперматогенеза.

Герминативные стволовые клетки в яичниках млекопитающих самоподдерживаются во время эмбриогенеза, и уже к моменту рождения продукция ооцитов заканчивается. 

- Закладка и развитие герминальных клеток.

В раннем эмбриогенезе несколько клеток предназначено, чтобы стать примодиальными зародышевыми клетками. Эти клетки распознаются по специфичной для зародышевой линии транскрипционной активности, со специфической экспрессией транскрипционного фактора Okt4 и продукта дрозофилийного гена VASA. Примордиальные зародышевые клетки распознаются также по экспрессии щелочной фосфатазы. 

После миграции в недифференцированные гонады эти клетки дифференцируются в предшественники зародышевых клеток самок или самцов в зависимости от половой дифференцировки гонад. Необратимое решение принимается, когда эти клетки или вступают в мейоз, чтобы стать ооцитами, или арестовываются, когда начинает формироваться семявыносящий тяж, чтобы сформировать яички. Передача сигналов об этих событиях передаётся через соматические клетки. Этот механизм позволяет примордиальным зародышевым клеткам самцов сохранить пролиферативную активность для поздних стадий тестикулярного развития, чтобы дифференцироваться в гоноциты и стать новым типом стволовых клеток, недифференцированным сперматогонием, который даст миллионы дифференцирующихся зародышевых клеток у взрослых. Гоноциты определяются по их морфологическим характеристикам и функциональным свойствам реанициации митотической активности, ассоциированной с формированием первой генерации сперматогоний типа А. Сперматогонии также определятся на основании их морфологии, включая присутствие гетерогенного субнабора клеток, содержащих недифференцированные (стволовые клетки) и дифференцирующие клетки.

 Условия культивирования и особенности поведения эмбриональных герминальных клеток в культуре. В 1998 году группе Shamblott - Gearhart впервые удалось выделить ГСК из ранних эмбрионов - 5-9 недель гестации человека (гестация – это период вынашивания плода в матке). Однако получение этих уникальных клеток из ранних эмбрионов человека вызывает этические противоречия. 

Первичные зародышевые клетки (ПЗК) выделяли из крови эмбрионов 13-14 стадии и гонад 19 стадии развития. Для культивирования ПЗК из крови использовали питательную среду, в которой предварительно культивировались клетки гонад. При этом ПЗК, находящиеся в крови, прикрепляются к подложке культивирования и делятся, формируя колонии на 7-9 день культивирования. При обработке реактивом Шиффа эти клетки окрашиваются в малиново-красный цвет. 
Кроме того, примордиальные половые клетки от эмбрионов мыши 8,5 и 12,5 ED (дней беременности) при определённых условиях культивирования могут давать начало плюрипотентным стволовым клеткам. Такие клетки, называемые эмбриональными герминальными (ГСК) обладают способностями к дифференцировке, сходными с эмбриональными стволовыми (ЭС) клетками, полученными из внутренней клеточной массы бластоцисты. 

Клетки данного типа имеют небольшой размер – в пределах 10 мкм, очень большое ядро. На молекулярном уровне эти клетки экспрессируют регуляторные белки, транскрипционные факторы Oct4, Nanog, Sox2, поверхностные маркеры SSEA1, Tra-1-60, Tra-1-81, отсутствует экспрессия маркеров, которые характерны для клеток каких-либо типов тканей, также есть экспрессия типично эмбриональных белков (щелочная фосфатаза фетального типа (встречающаяся только у плода), овальбумин и прочие).
- Альтернатива ЭСК. 

Клетки, вырабатывающиеся в яичках взрослого человека, могут стать реальной альтернативой эмбриональным стволовым клеткам. Терапия с использованием стволовых клеток является перспективным направлением современной медицины. Наибольший интерес представляет полипотентность - способность эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) дифференцироваться в любые типы клеток, тканей и органов; в перспективе ЭСК могут использоваться для "ремонта" поврежденных структур. Основным источником стволовых клеток является человеческий эмбрион, что ограничивает применение этих клеток по этическим соображениям.

Ученым из Геттингенского университета Георга Августа удалось выделить клетки, обладающие аналогичными свойствами, из яичек взрослых мышей. Исследователи показали, что при определенных условиях культивирования некоторые из этих клеток образуют колонии, напоминающие колонии ЭСК. 

Клетки, которые назвали мультипотентными герминальными стволовыми клетками взрослого (МГСКВ, multipotent adult germline stem cells), обладают способностью самопроизвольно дифференцироваться в 3 основные типа эмбриональных тканей. Инъекции этих клеток в эмбрион мыши на ранней стадии его развития способствовали формированию различных органов.

"Возможность использования клеток из яичек в качестве альтернативы стволовым клеткам при проведении лечения очень занимательна", заявил директор Британского клинического центра при Совете медицинских исследований Крис Хиггинс (Chris Higgins). - "Тем не менее, необходимо провести еще много исследований, прежде чем станут окончательно понятными сходство и различие между клетками яичек и эмбриональными стволовыми клетками; а также пока не будет получено правильной оценки их потенциала в качестве лечебных средств".

Новая методика является интересной и перспективной; однако выделение МГСКВ у человека может оказаться проблематичным, поскольку между клетками яичек человека и аналогичными клетками мышей имеется ряд существенных различий, считают специалисты. 

Японским ученым из Института регенеративной медицины при университете Киото удалось создать клетку, обладающую свойствами эмбриональных стволовых клеток, наделив обычную клетку способностью развиваться в различные внутренние органы. Это открытие может стать настоящей сенсацией, так как позволит избежать неэтичного разрушения человеческих зародышей ради получения стволовых клеток.

В недавней работе, опубликованной в журнале Cell представлены результаты по упешному выделению ЭС-подобных клеток из неонатального яичка мыши. Герминальные клетки в культуре давали колонии двух типов - колонии ГСК и колонии ЭС-подобных клеток. Последние можно было отдельно подвергнуть эспансии в условиях, оптимальных для культивирования ЭСК. Ранее этой группой исследователей было подтверждено, что культура сперматогониальных стволовых клеток является единственным типом стволовых клеток, передающих генетическую информацию потомкам. Клетки в культуре были полностью коммитированны в клетки полового зачатка (в половые клетки), что было доказано образованием нормальных сперматозоидов (и последующим рождением здорового потомства) и отсутствием образования тератом после их трансплантации. Эти результаты позволяют чётко отличить герминальные стволовые клетки (ГСК) от эмбриональных стволовых (ЭСК) и от первичных половых клеток (ППК). 

При переносе неонатальных клеток яичка линейных мышей в среду, обогащённую факторами роста (GDNF, bFGF, EGF, LIF) большинство колоний имели вид колоний герминальных клеток с характерными межклеточными мостиками и моруло-подобной структурой. Однако, исследователи обнаруживали колонии, похожие на ЭСК. Эти колонии были плотнее и появлялись на 4-7 неделе (после 4-7 пассажей). После появления, ЭС-подобные колонии переростали герминальные колонии и становились доминирующей популяцией через 2-3 недели. ЭС-подобные колонии теряли свой исходный фенотип и подвергались дифференцировке, находясь в первичной среде для герминальных клеток, но активно делились и поддерживали исходный фенотип в среде, стандартной для поддержания ЭСК. После 2-3 пассажей в ЭС-среде, культура состояла именно из таких ЭС-подобных колоний, а герминальные колонии, напротив, в этих условиях не поддерживались (как считают авторы - из-за отсутствия GDNF- фактора, ноебходимого для деления сперматогониальных стволовых клеток). 

Цитогенетический анализ показал, что ЭС-подобные клетки имели нормальный кариотип (в 70-85% метафаз). Морфология колоний не менялась в течение 5 месяцев (48 пассажей) в ЭС-среде. Эти результаты оказались воспроизводимы и на другой линии мышей. Присутствие ЭС-подобных клеток было подтверждено в 19% экспериментов.

Важно, что ни герминальные, ни ЭС-подобные колонии не формировались при ведении клеток неонатального тестиса в ЭСК-среде и ППК (предшественников половых клеток) - среде. 

По результатам анализа долговременного культивирования 266 герминальных колоний, ученые предположили, что ЭС-подобные клетки и ГСК имеют различное происхождение.

 Основываясь на результатах работы, исследователи предлагают называть ЭС-подобные клетки мультипотентными герминальными клетками (МГК), для того чтобы отличить их от герминальных клеток, дающих начало только половым клеткам. МГК дикого типа (основываясь на результатах анализа геномного импринтинга) имеют отдельное от герминальных клеток происхождение. Возможно, что они происходят из определенной плюрипотентной популяции недифференцированных клеток, поддерживающихся со стадии фетуса, либо они берут свое начало от сперматогониальных стволовых клеток, имеющих в организме тесную связь с клетками Сертоли, однако теряющую ее в культуре.

Получение мультипотентных клеток из неонатального тестиса может иметь практическое значение для медицины и биотехнологии. Выделенные и охарактеризованные этой группой исследователей клетки отличаются по морфологиии, фенотипическим и дифференцировочным характеристикам от всех ранее описанных клеток оргaнизма после рождения. 

5.3. Самостоятельная работа по теме: 

Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 

	№ п/п
	Название практических умений

	1
	Представить происхождение, закладку и развитие герминальных клеток. 

	2
	Оценить состояние эмбриональных герминальных клеток в культуре.

	3
	Отличить эмбриональные стволовые клетки от эмбриональных герминальных.


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Каким образом можно объяснить название «эмбриональные герминальные клетки»?

2. Какие клетки называют эмбриональными герминальными клетками?

3. Каким образом распознаются герминальные  клетки?

4. Различается ли путь развития герминальных клеток после миграции в гонады у самок и самцов?

5. Зачем примордиальным зародышевым клеткам самцов сохранять пролиферативную активность для поздних стадий тестикулярного развития?

6. Экспрессия каких белков характерна для этих клеток? 

7. Почему клетки, вырабатывающиеся в яичках взрослого человека, могут стать реальной альтернативой эмбриональным стволовым клеткам?

8. Что такое тератома? В каком случае она развивается?

9. В чём отличие герминальных стволовых клеток и эмбриональных?

10. По каким признакам отличаются герминальные клетки взрослого от остальных клеток организма?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Оплодотворённая яйцеклетка, или зигота, существует около двух недель. В течение этого времени происходит её быстрое дробление и первичная организация клеток в виде бластоцисты, которая погружается в стенку матки. Закладываются структуры, которые обеспечивают питание и защиту организма: амнион, хорион, желточный мешок, плацента, пупочный канатик (пуповина). 

1. Как, исходя из критерия потентности клеток, можно условно разделить этот период на два?

  2. Как называется этот период?

Задача № 2.

Стволовые клетки, полученные из примородиальных зародышевых клеток (ПЗК), называются эмбриональными герминативными клетками (ЭГК). 

1. Предшественниками каких клеток являются ЭГК? 

2. Как ЭГК функционируют в эмбриогенезе в яичниках, на последних стадиях пренатального периода?

Задача № 3.

В раннем эмбриогенезе несколько клеток предназначены для того, чтобы стать примодиальными зародышевыми клетками. После миграции в недифференцированные гонады эти клетки дифференцируются в предшественники зародышевых клеток самок или самцов в зависимости от половой дифференцировки гонад.

1. Что происходит с клетками самок?

2. Что происходит с клетками самцов?

Задача № 4.

Клетки, вырабатывающиеся в яичках взрослого человека, могут стать реальной альтернативой эмбриональным стволовым клеткам.

1. Чем это объясняют учёные?

2. Как эта способность решит проблемы репаративной медицины?

3. Почему выделение мультипотентных герминальных стволовых клеток взрослого (МГСКВ) у человека может оказаться проблематичным?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Региональные стволовые клетки – определение, классификация, характеристика и свойства. Возрастные изменения в количестве и качестве региональных стволовых клеток», методические указания для обучающихся № 6 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:

1. Происхождение эмбриональных герминальных клеток.

2. Значение культивирования герминальных клеток в репаративной медицине.

1. Занятие № 6.
Тема: «Региональные стволовые клетки – определение, классификация. Характеристика и свойства. Возрастные изменения в количестве и качестве региональных стволовых клеток».

2.Форма организации занятия: практическое занятие.

3.Значение изучения темы. Знание разновидностей региональных клеток, степени их потентности, отличий от эмбриональных стволовых клеток позволит правильнее оценивать возможные способы получения стволовых клеток и их использование при лечении определенного патологического процесса.

4. Цели обучения:



- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);

· учебная: знать происхождение и классификацию региональных стволовых клеток по происхождению и дифференциации; уметь определять потентность клеток в зависимости от происхождения; владеть  медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. РЕГИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ПО СПОСОБУ ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ МОГУТ БЫТЬ

1) тотипотентными

2) плюрипотентныеми

3) фетальными

4) унипотентными

2. РЕГИОНАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ ПОЛУЧАЮТ ИЗ

1) внутриклеточной массы раннего эмбриона 

2) клеток зародыша на 9 – 12 неделе развития, выделенных из абортивного материала

3) стволовых клеток взрослого организма

4) эмбриобласта на 5-7 сутки развития человеческого зародыша

3. МЕЗЕНХИМНЫЕ, ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ И СТРОМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ОТНОСЯТ К МУЛЬТИПОТЕНТНЫМ, ТАК КАК ОНИ

1) имеют мезенхимное происхождение

2) способны к дифференцировке в различные типы мезенхимальных тканей, а также в клетки других зародышевых слоев

3) клетки взрослого организма

4) фетальные клетки

4. ДЕЛЕНИЕ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ  

1) митотического типа

2) мейотического типа

3) прямое

4) ассиметричное

5. В РЕЗУЛЬТАТЕ ДЕЛЕНИЯ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ ОБРАЗУЮТСЯ

1) две клетки с диплоидным набором хромосом

2) четыре клетки с гаплоидным набором хромосом

3) материнская и дочерняя клетки

4) две клетки с гаплоидным набором хромосом

6. ТКАНЕСПЕЦИФИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ПО ТИПУ ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ  ОТНОСЯТСЯ К

1) унипотентным

2) тотипотентным

3) мультипотентным

4) плюрипотентным

7. МАТЕРИНСКАЯ СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА ПОСЛЕ ДЕЛЕНИЯ

1) дифференцируется

2) используется для самоподдержания популяции, сохраняет плюрипотентность

3) производит региональные структуры

4) становится унипотентной
8. ДОЧЕРНЯЯ КЛЕТКА ПОСЛЕ ДЕЛЕНИЯ 

1) мультипотентна

2) используется для самоподдержания популяции, сохраняет плюрипотентность

3) производит региональные структуры

4) становится унипотентной
9. НИШЕЙ ДЛЯ РСК (РЕГИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК) СЛУЖИТ

1) трофобласт

2) клетки хориоидного сплетения

3) эндотелиальные синусы, либо капиллярная сеть

4) монослой фидерных клеток

10. МУЛЬТИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ДАЮЩИЕ НАЧАЛО ВСЕМ КЛЕТКАМ КРОВИ, ОБНАРУЖЕННЫЕ КОСТНОМ МОЗГЕ,  СИСТЕМНОМ КРОВОТОКЕ И СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ НАЗЫВАЮТСЯ

1) стромальные стволовые клетки

2) тканеспецефичные стволовые клетки

3) мезенхимные стволовые клетки

4) гемопоэтические стволовые клетки (ГСК)

11. МУЛЬТИПОТЕНТНЫЕ РЕГИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, СОДЕРЖАЩИЕСЯ ВО ВСЕХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ ТКАНЯХ,  СПОСОБНЫЕ К ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ В РАЗЛИЧНЫЕ ТИПЫ МЕЗИНХИМАЛЬНЫХ ТКАНЕЙ, А ТАКЖЕ В КЛЕТКИ ДРУГИХ ЗАРОДЫШЕВЫХ СЛОЕВ НАЗЫВАЮТСЯ 

1) стромальные стволовые клетки

2) тканеспецефичные стволовые клетки

3) мезенхимные стволовые клетки

4) гемопоэтические стволовые клетки

12. МУЛЬТИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ВЗРОСЛОГО ОРГАНИЗМА, ОБРАЗУЮЩИЕ СТРОМУ КОСТНОГО МОЗГА, ИМЕЮЩИЕ МЕЗЕНХИМАЛЬНОЕ ПРОИСХОЖДЕНИЕ, НАЗЫВАЮТСЯ

1) стромальные стволовые клетки

2) тканеспецефичные стволовые клетки

3) мезенхимные стволовые клетки

4) гемопоэтические стволовые клетки

13. РАСПОЛАГАЮТСЯ В РАЗЛИЧНЫХ ВИДАХ ТКАНЕЙ И ОТВЕЧАЮТ ЗА ОБНОВЛЕНИЕ ИХ КЛЕТОЧНОЙ ПОПУЛЯЦИИ, ПЕРВЫМИ АКТИВИРУЮТСЯ ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ, ОБЛАДАЮТ БОЛЕЕ НИЗКИМ ПОТЕНЦИАЛОМ, ЧЕМ СТРОМАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ КОСТНОГО МОЗГА

1) стромальные стволовые клетки

2) тканеспецифичные стволовые клетки

3) мезенхимные стволовые клетки

4) гемопоэтические стволовые клетки

14. ВИД ТКАНЕСПЕЦИФИЧНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ, ДАЮЩИХ НАЧАЛО ТРЕМ ОСНОВНЫМ ТИПАМ КЛЕТОК: НЕРВНЫМ КЛЕТКАМ (НЕЙРОНАМ), АСТРОЦИТАМ И ОЛИГОДЕНДРОЦИТАМ

1) стволовые клетки скелетной мускулатуры

2) нейрональные стволовые

3) стволовые клетки кожи

4) стволовые клетки миокарда

5.2. Основные понятия и положения  темы.

В течение жизни во взрослом организме постоянно происходит гибель клеток различных тканей, как при естественном обновлении (апоптоз), так и при повреждениях (некроз). Восстановление утраченных клеток происходит за счет камбиальных элементов. В кишечнике, коже, мышцах, красном костном мозге, печени, головном мозге существуют пролиферирующие тканеспецифические популяции клеток.

Открытие  региональных стволовых клеток взрослого организма позволяет по-новому подойти к проблеме обновления сформировавшихся тканей, изменить концепцию клеточной и генной терапии различных заболеваний. Изучение свойств стволовых клеток и их влияния на репаративные процессы в организме - одна из наиболее актуальных задач современной клеточной биологии. Особая значимость исследований в данной области связана с применением клеточных технологий для лечения человека.

Сферы применения клеточной технологии: онкология и гематология; сердечно-сосудистые заболевания; болезни головного мозга; болезни спинного мозга; трансплантология; тестирование новых лекарств. 

1. Региональные стволовые клетки: определение понятия, история открытия и изучения. 

Региональные (зрелые) стволовые клетки - взрослые соматические плюрипотентные стволовые клетки различных органов, способные к дифференцировке в клетки "своего" органа и трансдифференцировке.

Каждые cутки в кpови погибают неcколько миллиаpдов клеток, а им на cмену пpиходят новые популяции эpитpоцитов, лейкоцитов. А.А. Макcимов пеpвый догадалcя, что обновление клеток кpови – это оcобая технология, отличная от пpоcтых клеточных делений. Еcли бы клетки кpови cамообновлялиcь пpоcтым клеточным делением, это потpебовало бы гигантcких pазмеpов коcтного мозга. А.А. Макcимов пpедложил теорию в 1908 году, чтобы объяcнить механизм быcтpого cамообновления клеток кpови. Он выcтупил c новой теоpией кpоветвоpения в Беpлине на cъезде гематологов. Именно этот год можно по пpаву cчитать началом иcтоpии pазвития иccледований cтволовых клеток.

Cоветcкие ученые А. Фpиденштейн и И. Чеpтков заложили оcновы науки о cтволовых клетках коcтного мозга, доказав, что именно там главным обpазом и находитcя cвоеобpазное депо замечательных клеток. Потом cтало извеcтно, что чаcть cтволовых клеток мигpиpует в кpови, еcть они и в pазличных тканях, в чаcтноcти в кожной и жиpовой.

1992 год – Пеpвая именная коллекция cтволовых клеток. Пpофеccоp Дэвид Хаppиc «на вcякий cлучай» замоpозил cтволовые клетки пуповинной кpови cвоего пеpвенца. Cегодня Дэвид Хаppиc – диpектоp кpупнейшего в миpе банка cтволовых клеток пуповинной кpови.

1996 год – За пеpиод c 1996 года по 2004 год были выполнены 392 тpанcплантации аутологичных cтволовых клеток. Так в 1996 году пpеимущеcтвенно оcущеcтвлялаcь тpанcплантация коcтного мозга.

1996 год – Доказано, что облучение уничтожает pаковые клетки, но убивает и только что пеpеcаженные из коcтного мозга доноpа cтволовые клетки.

1998 год – Пеpвая в миpе тpанcплантация «именных» cтволовых клеток пуповинной кpови девочке c нейpоблаcтомой (опухоль мозга). Биологичеcкая cтpаховка cpаботала – pебенок cпаcен. Общее чиcло пpоведенных тpанcплантаций пуповинной кpови пpевышает 600.

В 1998 году ученые нашли cпоcоб выpащивать cтволовые клетки в питательной cpеде.

2. Региональные стволовые клетки: классификация, характеристика и свойства.

По происхождению:

1.Фетальные стволовые клетки (ФСК): клетки, находящиеся в пуповинной крови, плаценте, спо​собные трансформироваться в разные типы клеток (мультипотентные клетки). 

2. Клетки взрослого организма.

a) гемопоэтические стволовые клетки — находя​щиеся в кроветворных органах и крови, способные давать начало, в основном, различным росткам кро​ветворения. Клетки из которых образуются клетки крови имеют на своей поверхности маркеры CD34, CD59 и Thy1, по которым могут быть идентифицированы.

b) мезенхимальные [стромалъные] стволовые клетки (МСК), находящиеся в костном мозге, обла​дающие способностью к дифференцировке в остео​бласты, сустентоциты, хондроциты, теноциты, адипоциты, миобласты, фибробласты;

c) тканеспецифические [регионарные] (кожи, сосудов, нервной ткани, яичек, яичников, про​статы и других) находятся в соответствующих тка​нях и дифференцируются в клетки этих тканей. 

Виды тканеспецифичных стволовых клеток:


Нейрональные стволовые клетки в головном мозге (NSC)  - дают начало трем основным типам клеток: нервным клеткам (нейронам) и двум группам не нейрональных клеток - астроцитам и олигодендроцитам.  Нейрогенез в мозге происходит в двух местах: субвентрикулярная зона (СВЗ), из которой были изолированы первые СК, и зубчатая извилина. Зрелые нейроны образуются в обонятельной луковице, область в которую мигрируют клетки из СВЗ различными путями, называемыми ростральной миграционной системой. СВЗ содержит эпиндимальные клетки и астроциты со схожей ролью с клетками стромы в костном мозге. Эпидимальные клетки и астроциты образуют каналы, называемые глиальные трубки, по которым происходит миграция нейробластов к обонятельной луковице, где дифференцируются в перигломерулярные или гранулярные нейроны, которые выстраиваются цепочкой. Астроциты в трубках обеспечивают питание клеток.


Стволовые клетки кожи - размещенные в базальных пластах эпидермиса и возле основы волосяных фолликулов, могут давать начало кератиноцитам, которые мигрируют на поверхность кожи и формируют защитный слой кожи. 


Стволовые клетки скелетной мускулатуры - выделяют из поперечно полосатой мускулатуры, они способны к дифференцировке в клетки нервной, хрящевой, жировой и костной тканей, поперечнополосатой мускулатуры. Однако последние исследования показывают, что клетки скелетной мускулатуры, это не что иное, как мезенхимные стволовые клетки, локализованные в мышечной ткани. 

 
Стволовые клетки миокарда - способны дифференцироваться в кардиомиоциты и эндотелий сосудов.


Стволовые клетки жировой ткани - обнаружены в 2001 году, проведенные с тех пор дополнительные исследования показали, что эти клетки могут превращаться и в другие типы тканей, из них можно выращивать клетки нервов, мышц, костей, кровеносных сосудов или, по крайней мере, клетки, имеющие свойства вышеперечисленных. 


Стромальные клетки спинного мозга (мезенхимальные стволовые клетки) дают начало разным типам клеток: костным клеткам (остеоцитам), хрящевым клеткам (хондроцитам), жировым клеткам (адипоцитам), а также другим типам клеток соединительной ткани. 


Эпителиальные стволовые клетки пищеварительного тракта расположены в глубоких складках оболочек кишечника и могут давать начало разным типам клеток пищеварительного тракта.

Классификация по способу получения: регионарные стволовые клетки могут быть получены как из эмбрионов и плодов, так и тканей взрослого организма (например, костный мозг, периферическая кровь). Таким образом, в настоящее время по способу получения выделяют 2 группы стволовых клеток:
1. Аллогенные стволовые клетки (полученные из донорского материала).
2. Аутологичные или собственные стволовые клетки. 

Региональные стволовые клетки: характеристика и свойства.

- По мере старения  организма число РСК в органах прогрессивно уменьшается. Возрастное снижение пула СК в органах. Так, если в зародыше млекопитающих на стадии органогенеза половина всех клеток приходится на провизорные некоммитированные клоны СК, то уже в фетальной печени 1 стволовая гемопоэтическая клетка приходится на 100000 гематогенных клеток. В кроветворной ткани взрослого человека 1 стволовая клетка приходится на 2-10 млн. коммитированных гемапоэтических клеток (т.е. клеток разной степени дифференцировки).

С возрастом в костном мозге уменьшается не только общее количество гемопоэтичнеских СК, но особенно количество мезенхимальных СК.

Так, если сразу после рождения в костном мозге на 10 000 гемопоэтических СК приходится одна стромальная СК, то у подростков этих клеток уже в 10 раз меньше; к 50 годам 500 000 кроветворных СК – приходится 1 стромальная СК, а в 70 лет 1 стромальная СК приходится на 1 млн. гемопоэтических СК. 

- уни-, ди- и мультипотентны лишь в специально созданных условиях микроокружения- ограниченный потенциал дифференцировки. 

- трансдифференцировка - происходит потеря первичных тканевых маркеров и функций и приобретение маркеров и функций вновь образованного клеточного типа. А подобные клеточные элементы классифицируют как мультипотентные стволовые клетки взрослого организма. 

Именно поэтому для РСК в условиях in vitro и  in vivo особенно важны сигналы культурального и тканевого микроокружения, под влиянием которых РСК дифференцируются в соответствующие зрелые специализированные клетки, поддерживая стабильность процессов самообновления органов и тканей (физиологическая регенерация). Для некоторых типов РСК (СК костного мозга) доказана их способность к миграции в зону поражения.
- хоуминг  – способность к миграции в другие ткани in vivo.

-сниженная популяционная активность (низкая активность теломеразы). 

- трудности выявления чётких различий между РСК и клетками-предшественниками, которые, как известно, являются частично дифференцированными клетками, заставляет предполагать, что РСК в органах не являются истинными СК, а являются коммитированными  клетками предшественниками.

Происхождение региональных СК, а также свойства этих клеток остаются пока недостаточно исследованными и поэтому представления о них не всегда точны и несколько различаются у разных авторов. Морфологически РСК трудно идентифицировать, однако эти клетки экспрессируют некоторые уникальные маркеры, которые позволяют выявлять их в тканях. Так, антиген CD34 представлен на большинстве гемопоэтических СК; Stro-1, CD117, CD133 – на мезенхимальных (стромальных) СК; белок промежуточных филаментов нестин – в цитоплазме нейральных СК и т.д. 

История изучения регионарных стволовых клеток началась ещё 40 лет назад. Основу науки о стромальных клетках заложили русские ученые А. Я. Фриденштейн и И.Л.Чертков. Они описали, что костный мозг состоит из двух видов стволовых клеток. Одна популяция, названная гемопоэтическими стволовыми клетками, формирует все типы клеток крови. Они могут также дифференцироваться в клетки головного мозга, печени, сосудов. Вторая популяция, названная стромальными (мезенхимальными) стволовыми клетками костного мозга, была описана несколькими годами позже. По сравнению с гемопоэтическими их в костном мозге совсем немного, и они представляют собой более сложные долгоживущие системы, которые обновляются достаточно редко. Как показали последние исследования, стромальные клетки, кроме того, что в небольшом количестве находятся в различных органах и тканях так же, как и предшественники клеток крови, постоянно циркулируют в кровотоке. 

Эти клетки способны дифференцироваться в клетки хрящевой, костной, мышечной, жировой тканей, ткани печени и кожи. Причем способность к таким превращениям у них сохраняется и при выращивании колонии из одной единственной стромальной клетки. 

В случае тяжелых повреждeний организму своих собственных стромальных клеток не хватает. Ему можно помочь, вводя стромальные клетки извне. То есть, возможно вырастить большое количество стромальных клеток, а затем с помощью специальных сигнальных веществ направить их по нужному пути - для восстановления поврежденных тканей. 

Стромальные стволовые клетки широко применяются для лечения ревматологических заболеваний, в кардиохирургии и ортопедии, в косметической хирургии, неврологии, кардиологии, диабетологии, реконструктивной хирургии, в регенеративной медицине и др. 

В отличие от эмбриональных, стромальные стволовые клетки - проверенный природой собственный восстановительный резерв организма. Риск иммунного отторжения собственных стромальных клеток отсутствует. Применение стромальных клеток безупречно и с морально-этической точки зрения. 

Небольшие количества стволовых клеток присутствуют в тканях многих органов (например, в базальном слое эпидермиса - стволовые клетки эпидермиса, в криптах кишечника - стволовые клетки кишечника). Такие стволовые клетки называются региональными (соматическими). При повреждении тканей соответствующего органа находящиеся в нем стволовые клетки мигрируют к зоне повреждения, делятся и дифференцируются, образуя в этом месте новую ткань. 

Таким образом, в регенерации повреждений организма участвуют два вида стволовых клеток - специализированные тканевые и универсальные стромальные клетки костного мозга. Неспроста мудрая природа наряду с "локальным депо" (регионарными стволовыми клетками) создала и "центральный склад запчастей" (стромальные клетки костного мозга). Если регионарные стволовые клетки используются для восстановления поврежденных участков только в данном месте и для определенного вида ткани (костные - для костей, мышечные - для мышц и т.д.), то "запчасти центрального склада" - стромальные стволовые клетки костного мозга - универсальны. Они поступают с кровотоком в поврежденный орган или ткань и на месте под влиянием различных сигнальных веществ превращаются в нужные специализированные клетки, которые замещают погибшие. Попадая в пораженное инфарктом сердце, они преобразуются в клетки сердечной мышцы - миоциты, в пораженный инсультом головной мозг - в нейроны и глиальные клетки, в печень - гепатоциты и т. д. 

Регионарные стволовые клетки могут быть получены как из эмбрионов и плодов, так и из тканей взрослого организма (например, костный мозг, периферическая кровь, жировая ткань). 

Известны молекулярные маркеры, позволяющие идентифицировать как стволовые нервные клетки, так и последовательные фазы их развития, - это нестин для стволовой клетки, виментин для клетки-предшественника, бета-тубулин для нейробласта,

  Большое внимание уделяется сейчас мультипотентным МСК взрослых органов, поскольку эти клетки хорошо мигрируют и  многократно химеризуют ткани. В свою очередь, пересадки нейрональных стволовых клеток в печень, мышцу или иммунную систему сопровождались тканеспецифичной перестройкой фенотипа донорских клеток. Хорошо доказано,  что сигналы микроокружения играют решающую роль в судьбе трансплантированных ЭСК/МСК in situ. 
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Схема развития МСК

5.3. Самостоятельная работа по теме: 

Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 
	№ п/п
	Название практических умений

	1
	Классифицировать региональные стволовые клетки.

	2
	Перечислить свойства региогальных стволовых клеток.

	3
	Назвать факторы, определяющие свойства региональных стволовых клеток.


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Значение изучения РСК (региональных стволовых клеток).

2. Назовите сферы применения клеточной технологии РСК.

3. Дайте определение понятия «региональная стволовая клетка».

4. Назовите фамилии русских и российских учёных и их открытия, в области изучения РСК.

5. Дайте анализ классификации РСК по происхождению.

6. Определите потентность тканеспецифических РСК.

7. Поясните понятие «прогениторная клетка».

8. Назовите и поясните потентность РСК. 

9. К какой группе потентности относятся мезенхимные стволовые клетки? Почему?

10. Какие две группы региональных клеток участвуют в регенерации повреждений организма?

11. Поясните, каким образом у РСК осуществляется трансдифференцировка.

12. Поясните понятие «хоуминг».

13. В чём проявляется низкая теломеразная активность РСК?

14. Почему  применение РСК в медицине считается безупречным с морально-этической точки зрения?

15. Каким образом выявляют региональные клетки в тканях?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Каждые cутки в кpови погибают неcколько миллиаpдов клеток, а им на cмену пpиходят новые популяции эpитpоцитов, лейкоцитов. 

1. Назовите структуры, обеспечивающие восстановление клеток крови.

2. Почему А.А. Максимов сомневался в механизме быстрого самообновления клеток крови?

3. Почему это открытие относится к разряду - «на кончике ножа»?

Задача № 2.

В организм больного были введены стволовые клетки, которые начали осуществлять миграцию к месту пораженного органа.

1. К какой классификационной группе относится эти стволовые клетки?

2. Назовите потентность этих клеток.

3. Какой процесс осуществлялся клеткой?

Задача № 3.

В костном мозге одного человека (1) на 10 000 гемопоэтических СК приходится одна стромальная СК, у другого (2) этих клеток уже в 10 раз меньше; у третьего (3) -  на 500 000 кроветворных СК  приходится 1 стромальная СК, а у следующего (4) 1 стромальная СК приходится на 1 млн. гемопоэтических СК. 

1. Расположите цифры в порядке возрастного убывания (от старшего к младшему).

2. Чем вы можете объяснить данный факт?

3. Почему соотношение осуществляется в данном направлении?

Задача № 4.

Эти клетки способны дифференцироваться в клетки хрящевой, костной, мышечной, жировой тканей, ткани печени и кожи. Причем способность к таким превращениям у них сохраняется и при выращивании колонии из одной единственной клетки. 

1. О какой стволовой клетке идёт речь?

2. Где они расположены в организме?

Задача № 5.

В эмбриологии и цитологии этими клетками обычно называют группу клеток, которые позднее дифференцируются в конкретный орган.

1. Как называются эти клетки?
2. К какой группе потентности они относятся?

3. Назовите синонимы названия такой клетки.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Региональные стволовые клетки. Стволовые «ниши» в органах и тканях», методические указания для обучающихся № 7 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:

1. Хоуминг региональных стволовых клеток.

2. Маркёры региональных стволовых клеток.

3. История формирования учения региональных стволовых клеток и перспективы их использования.

4. Направления исследований региональных стволовых клеток.

1.Занятие № 7.
        Тема: «Региональные стволовые клетки. Стволовые «ниши» в органах и тканях».

2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

3. Значение изучения темы. Функционирование региональных стволовых клеток в значительной степени определяется состоянием  стволовой ниши. Знание строения стволовых ниш и их свойств, позволит правильно оценивать свойства, потентность и жизнеспособность  региональных стволовых клеток.

4. Цели обучения:



- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);

- учебная: знать условия функционирования региональных стволовых клеток в стволовой нише, их потентность, отличия от эмбриональных стволовых клеток;  уметь определять потентность клеток в зависимости от происхождения; владеть  медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. СТВОЛОВАЯ НИША - ЭТО

1) экологические условия, обеспечивающие жизнедеятельность клетки

2) микроокружение стволовой клетки 

3) ингибиторы
4) интегрины

2. ФАКТОРЫ, СОСТАВЛЯЮЩИЕ НИШУ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ

1) базальная  мембрана, молекулы  внеклеточного матрикса и соседние клетки, регуляторные молекулы

2) базальная  мембрана, молекулы  внеклеточного матрикса

3) соседние клетки, регуляторные молекулы

4) молекулы  внеклеточного матрикса и соседние клетки, регуляторные молекулы

3. НИША АКТИВНО УЧАСТВУЕТ

1) в регуляции пролиферации и дифференциации стволовых клеток

2) в регуляции пролиферации и дифференциации стволовых клеток, обеспечивает самоподдержание стволовых клеток и длительное их пребывание в состоянии покоя

3) в обеспечении самоподдержания стволовых клеток и длительного их пребывания в состоянии покоя

4) в длительном пребывании клеток в состоянии покоя

4. ОДНО ИЗ НАЗНАЧЕНИЙ НИШИ В ТКАНЯХ ВЗРОСЛОГО ОРГАНИЗМА 

1) стимулирование к дифференцировке

2) стимулирование к трансдифференцировке

3) необходимость поддерживать тканевой гомеостаз для  ограничения пролиферации стволовых клеток

4) стимулирование пролиферации

5. ВЛИЯНИЕ НИШИ НА СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

1) абсолютно

2) относительно

3) не абсолютно

4) прямое

6. СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ОКАЗЫВАЮТ ВЛИЯНИЕ НА НИШУ

1) нет

2) относительное
3) не продуцируют внеклеточные регуляторные молекулы

4) продуцируют значительное число внеклеточных регуляторных молекул

7. ОСНОВНЫМ КОМПОНЕНТОМ НИШИ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК КОСТИ ЯВЛЯЮТСЯ 

1) остеоциты

2) ранние остеобласты

3) ранние фибробласты

4) остокласты

8. ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК НУЖЕН 

1) фидерный слой из клеток крови

2) фидерный слой из клеток стромы костного мозга

3) фидерный слой из клеток кожи

4) фидерный слой из клеток жира

9. НИШЕЙ ДЛЯ РСК (РЕГИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК) СЛУЖИТ

1) трофобласт

2) клетки хориоидного сплетения

3) эндотелиальные синусы, либо капиллярная сеть

4) монослой фидерных клеток

10. В ОТВЕТ НА ВОЗДЕЙСТВИЕ ФАКТОРОВ МОБИЛИЗАЦИИ: ГРАНУЛОЦИТАРНО-МАКРОФАГАЛЬНОГО КОЛОНИЕ-СТИМУЛИРУЮЩЕГО ФАКТОРА (ГМ-КСФ), ГРАНУЛОЦИТАРНОГО КОЛОНИЕ-СТИМУЛИРУЮЩЕГО ФАКТОРА (Г-КСФ) ПРОИСХОДИТ

1) выход гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) из костного мозга 

2) выход ГСК в кровеносное русло

3) выход ГСК в костный мозг

4) выход ГСК из кровеносного русла

11. ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ (ГСК) — МУЛЬТИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ДАЮЩИЕ НАЧАЛО ВСЕМ КЛЕТКАМ

1) организма

2) клеткам крови миелоидного ряда (моноциты, макрофаги, нейтрофилы, базофилы, эозинофилы, эритроциты, мегакариоциты и тромбоциты, дендритные клетки)

3) клеткам крови миелоидного и лимфоидного рядов 

4) лимфоидного ряда (Т-лимфоциты, В-лимфоциты и естественные киллеры)

12. К ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОМУ САМОВОСПРОИЗВЕДЕНИЮ СПОСОБНЫ  СУБПОПУЛЯЦИИ ГСК

1) у миелоидно ориентированных ГСК низкое Л/М соотношение (>0, <3)

2) у лимфоидно ориентированных — высокое (>10)

3) «сбалансированные» ГСК, для которых 3 ≤ Л/M ≤ 10

4) 1+3

13. ЕСТЕСТВЕННАЯ ТКАНЕВАЯ НИША МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ВЗРОСЛОГО РАСПОЛОЖЕНА 

1) в стромальном слое костного мозга

2) периваскулярно — вокруг кровеносных сосудов в костном мозге и жировой ткани

3) в пульпе молочных зубов, амниотической (околоплодной) жидкости и вартоновом студне
4) в пуповинной крови

14. ТКАНЕСПЕЦИФИЧНЫЕ ПРОГЕНИТОРНЫЕ КЛЕТКИ РАСПОЛАГАЮТСЯ 

1) в коже, определённых структурах мозга, миокарде, скелетной мускулатуре 

2) в коже

3) в определённых структурах мозга

4) в миокарде

5.2. Основные понятия и положения  темы.
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Стволовые клетки не существуют в организме сами по себе, они находятся в определенном микроокружении, которое обычно обозначают термином ниша. В настоящее время этот термин используется для обозначения совокупности факторов, обеспечивающих жизнеспособность и [image: image3.png]


самовоспроизведение стволовых клеток и дифференциацию дочерних транзиторных клеток. Среди этих факторов следует упомянуть наличие базальной мембраны, молекул внеклеточного матрикса и присутствие соседних клеток, продуцирующих факторы роста и другие регуляторные молекулы (рис. 1). Ниша активно участвует в регуляции пролиферации и дифференциации стволовых клеток, она обеспечивает самоподдержание стволовых клеток и длительное их пребывание в состоянии покоя. Стволовые клетки прочно закреплены в нише молекулами адгезии, в частности интегринами. В то же время свободные стволовые клетки могут находить путь в соответствующую нишу благодаря хемотаксису. Ниши являются частью структурно-функциональных единиц, из которых состоят ткани. 

Ниша стволовых клеток может оставаться свободной и в дальнейшем ее могут занять новые клетки. Пустые ниши могут существовать независимо от стволовых клеток ипри трансплантации в них стволовых клеток обеспечивать их нормальное функционирование. 
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Одно из назначений ниши в тканях взрослого организма заключается в ограничении пролиферации стволовых клеток только необходимостью поддерживать тканевой гомеостаз.
Другое назначение ниши - создание условий для максимальной защищенности стволовых клеток от внешних воздействий. Например, стволовые клетки эпителия кишечника находятся в нижней части крипт (рис. 2), в волосяном фолликуле стволовые клетки локализуются под сальной железой (рис. 3), стволовые клетки роговицы - в области лимба. Переход стволовых клеток в состояние покоя также повышает их устойчивость к внешним воздействиям. 
Для самоподдержания стволовые клетки должны получать от своего микроокружения (ниши) определенные сигналы. Например, для поддержания эмбриональных стволовых клеток мыши в недифференцированном состоянии in vitro необходим фактор ингибирования лейкемии (LIF). Внутриклеточные сигналы также необходимы для поддержания неограниченной пролиферации стволовых клеток. Для поддержания плюрипотентности и предотвращения дифференциации эмбриональных стволовых клеток необходима экспрессия транскрипционного фактора Nanog. 
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В результате деления стволовые клетки дают начало дочерним клеткам с коротким клеточным 

циклом. Дочерние клетки благодаря нескольким последовательным делениям создают большой компартмент (популяцию) транзиторных клеток, которые затем превращаются в дифференцированные клетки, выполняющие специфические функции в организме. Образование большого количества дифференцированных клеток обеспечивается именно за счет размножения транзиторных клеток при малом числе делений стволовых клеток. Это позволяет уменьшить риск генетических нарушений, которые могут произойти в процессе репликации и пролиферации стволовых клеток, поскольку именно с генетическими нарушениями стволовых клеток связан неопластический рост. Генетические нарушения в транзиторных клетках представляют меньшую опасность, поскольку эти клетки, как правило, прекращают пролиферацию и дифференцируются. 

Длительное время существовало убеждение, что транзиторные клетки необратимо выходят из компартмента стволовых клеток, однако постепенно стали появляться данные, свидетельствующие о том, что между стволовыми и транзиторными клетками нет резкой границы, а скорее имеется постепенный переход. После того как стволовые клетки в результате деления дают начало транзиторным клеткам, последние еще некоторое время могут сохранять свойства стволовых клеток. Поттен называет их потенциальными стволовыми клетками и считает, что в норме они относятся к транзиторной популяции, но при определенных условиях, например, гибели пред существующих стволовых клеток, могут заместить последние. Представляют интерес экспериментальные данные относительно большой пластичности транзиторных клеток. Транзиторные клетки эпителия роговицы находятся в ее центральной части и легко могут быть отделены от стволовых клеток, которые локализованы в области лимба. 

Было установлено, что транзиторные клетки эпителия роговицы кролика могут быть перепрограммированы при взаимодействии с дермой эмбрионов мыши (дорсальной, верхней губы и подошвы). Полученные результаты показывают, что клетки роговицы взрослого животного отвечают на специфические стимулы эмбриональной дермы. Сначала появляется новый базальный слой клеток, в котором не экспрессируются кератины роговицы, а затем появляются пилосебацейные единицы, или потовые железы, в зависимости от типа дермы, и наконец, в верхних слоях клеток появляется экспрессия кератинов эпидермального типа. Таким образом, происходит перепрограммирование клеток роговицы. 

Понятие "ниши" относится к важнейшим понятиям в биологии стволовых клеток (СК). Под этим термином понимают сочетание клеточного микрокружения и внеклеточного матрикса, специфичное для определенного типа СК, которое может в течение неопределенно долгого периода служить своего рода пристанищем для СК. Важно подчеркнуть, что понятие ниши подразумевает тесное, длительное и активное взаимодействие с СК. Последнее предполагает, что ниша продуцирует различные факторы, которые способствуют выживанию СК и сохранению ими недифференцированного состояния, а также контролируют их пролиферацию и дифференцировку. Выход из ниши, таким образом, связан с переходом к необратимой дифференцировке СК. Однако при этом остается неясной причинная связь между этими процессами, т.е. является ли выход СК из ниши (в том числе, и в результате деления СК, и вытеснения одной из дочерних клеток из ниши) первоначальным событием, приводящим к дифференцировке, или же, наоборот, спонтанная дифференцировка СК приводит к потере ее связи с нишей. В этой связи весьма интересна работа, в которой показано, что деление СК зародышевого пути дрозофилы происходит пространственно ориентированным образом, причем веретено деления ориентировано по направлению к клеткам ниши. Это приводит к тому, что после деления только одна из дочерних клеток остается связанной с нишей и сохраняет свойства СК, в то время как другая переходит к дифференцировке. В этом процессе участвуют локализованные на границе СК - ниша белок клеточной адгезии DE- кадгерин и компоненты сигнального пути Wnt-АРС и Armadillo (его гомологом у позвоночных является 3-катенин). Несмотря на вышесказанное, не следует абсолютизировать влияние ниши на СК. Хорошо известно, что под воздействием некоторых факторов связь между кроветворными СК и их нишами может временно нарушаться, что приводит к высвобождению СК в кровоток, однако впоследствии СК возвращаются на свои места, сохраняя свое состояние и функцию. Кроме того, СК продуцируют значительное число внеклеточных регуляторных молекул и, скорее всего, могут оказывать влияние на формирование и свойства своего микроокружения. Изучение ниш СК, вследствие сложности объекта, находится в целом в зачаточном состоянии. 

Частично охарактеризованы ниши для СК зародышевого пути, эпителия кишечника, эпидермиса и определены некоторые из факторов, контролирующих само под держание СК. В частности, показана важная роль компонентов сигнальных путей таких регуляторов развития, как Notch, Wnt и Hedgehog. Наиболее детальные данные к настоящему времени получены о нише СКК. Установлено, что одним из основных, если не главным, компонентом этой ниши являются ранние остеобласты, выстилающие внутреннюю поверхность кости. При этом увеличение числа остеобластов приводит к пропорциональному увеличению СКК. Важное значение для поддержания СКК имеет продуцируемый остеобластами Jagged 1, активирующий рецептор Notch. Вызывает значительный интерес тот факт, что белки N-кадгерин и 3-катенин сосредоточены в области контакта СКК с остеобластами, что весьма сходно с описанной выше организацией взаимодействия СК зародышевого пути дрозофилы с нишами. Данное наблюдение указывает на общность принципов взаимодействия с нишами разных типов СК в разных филогенетических группах.

Стволовые клетки взрослого организма. 

В течение жизни во взрослом организме постоянно происходит гибель клеток различных тканей, как при естественном обновлении (апоптоз), так и при повреждениях (некроз). Восстановление утраченных клеток происходит за счет камбиальных элементов. В кишечнике, коже, мышцах, красном костном мозге, печени, головном мозге существуют пролиферирующие тканеспецифические популяции клеток. 


В последние годы в тканях сформировавшегося организма были выявлены клеточные элементы, способные к дифференцировке не только в тканеспецифических направлениях, но и в клетки иного тканевого происхождения. При этом происходит потеря первичных тканевых маркеров и функций и приобретение маркеров и функций вновь образованного клеточного типа. Это явление получило название трансдифференцировки или пластичности. Подобные клеточные элементы классифицируют как мультипотентные стволовые клетки взрослого организма. Ещё одно их свойство – способность к миграции в другие ткани in vivo.

Открытие стволовых клеток взрослого организма позволяет по-новому подойти к проблеме обновления сформировавшихся тканей, изменить концепцию клеточной и генной терапии различных заболеваний. Изучение свойств стволовых клеток и их влияния на репаративные процессы в организме - одна из наиболее актуальных задач современной клеточной биологии. 
Особая значимость исследований в данной области связана с применением клеточных технологий для лечения человека. 
К настоящему моменту выделены следующие типы стволовых клеток взрослого организма: гемопоэтические, мышечные, нервной ткани, кожи, эндотелия, кишечника, миокарда, гемопоэтические и мезенхимные стволовые клетки.

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) - популяция мультипотентных стволовых клеток - в настоящее время охарактеризована наиболее полно. ГСК находятся в красном костном мозге взрослого организма. Впервые популяция ГСК была выделена из костного мозга (КМ) мыши около 30 лет назад. Клоногенные свойства этих клеток, доказанные позднее в экспериментах in vivo и in vitro, позволили выделять данные клетки с высоким уровнем чистоты (~85 %-95 %). Фенотипическим "портретом" чистых популяций ГСК считается присутствие на поверхности клетки маркеров CD34, CD133, c-kit (CD117), и отсутствие CD38, и специфических маркеров коммитированных клеток крови: гликофорина A, CD2,CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD56 и CD66b (Lin-). Долгое время считалось, что ГСК способны дифференцироваться только в клетки крови. Однако исследования по выявлению мультипотентности ГСК, выполненные в последние годы, показали, что при трансплантации в кровоток ГСК могут дифференцироваться также в гепатоциты, клетки эпителия и эндотелий. 

На основании экспериментальных работ, выполненных в течение последних лет, ГСК можно считать агентами клеточной терапии только при повреждениях печени и сосудов. Несмотря на разработанные протоколы выделения чистых популяций ГСК из взрослого организма, нет методик их культивирования in vitro (в лабораторных условиях). Существующие методы позволяют лишь сохранить или незначительно обогатить популяцию гемопоэтических стволовых клеток. Уже первые попытки их культивирования показали необходимость присутствия фидерного слоя из клеток стромы костного мозга. Как выяснилось позднее, именно клетки стромы костного мозга являются ключевыми регуляторами популяции ГСК. Стромальные элементы определяют пролиферацию и дифференцировку ГСК в костном мозге. Следует отметить, что стромальные клеточные элементы выделяют факторы, определяющие дифференцировку ГСК и миграцию ГСК в костный мозг. 

ГСК способны мигрировать не только в костный мозг, но и из костного мозга в кровоток. Показано, что выход ГСК из костного мозга происходит в ответ на воздействие факторов мобилизации: гранулоцитарно-макрафагального колоние-стимулирующего фактора (ГМ-КСФ), гранулоцитарного колоние-стимулирующего фактора (Г-КСФ). Эти факторы также выделяются клетками стромы. Воздействие ГМ-КСФ и Г-КСФ увеличивает количество ГСК в периферической крови на порядок. 
ГСК могут являться инструментом клеточной терапии при некоторых заболеваниях. Современный уровень развития биотехнологии позволяет исследователям использовать аутологичные ГСК, выделяя их из периферической крови в достаточном количестве. Однако механизмы трансдифференцировки ГСК в настоящий момент изучены недостаточно. 
До последнего времени костный мозг являлся единственным источником гемопоэтических стволовых клеток. После некоторых медицинских процедур и введения в организм так называемых факторов мобилизации (Г-КСФ и ГМ-КСФ) в периферической крови можно увеличить количество ГСК. Нехватка образцов костного мозга заставила исследователей обратить внимание на альтернативные источники стволовых клеток крови. Несомненно, одним из них является пуповинная/плацентарная кровь. В последние годы исследования применимости пуповинной крови шагнули далеко вперед и многие врачи сошлись во мнении, что трансплантация стволовых клеток пуповинной крови может быть альтернативой пересадки костного мозга при онкогематологических и гематологических заболеваниях. 

Итак, ГСК мультипотентны, могут дифференцироваться в клетки различных органов. При работе с ГСК можно использовать аутологичный материал, и как следствие нет риска отторжения при трансплантации реципиента. Они подвергаются криоконсервации, иными словами существует возможность хранения собственных клеток «про запас» с возможностью их использования через длительное время при сохранении всех свойств и возраста клеток на момент забора. Они не дают опухолей in vivo, при введении в организм не вызывают роста новообразований. На сегодняшний день их нельзя культивировать ex vivo, на настоящий момент не выработаны стабильно воспроизводимые методики увеличения количества гемопоэтических клеток в лабораторных условиях.    
 Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) — мультипотентные стволовые клетки, дающие начало всем клеткам крови миелоидного (моноциты, макрофаги, нейтрофилы, базофилы, эозинофилы, эритроциты, мегакариоциты и тромбоциты, дендритные клетки) и лимфоидного рядов (Т-лимфоциты, В-лимфоциты и естественные киллеры). Определение гемопоэтических клеток было основательно пересмотрено в течение последних 20 лет. Гемопоэтическая ткань содержит клетки с долгосрочными и краткосрочными возможностями к регенерации, включая мультипотентные, олигопотентные и клетки-предшественники. Миелоидная ткань содержит одну ГСК на 10 000 клеток. ГСК являются неоднородной популяцией. Различают три субпопуляции ГСК, в соответствии с пропорциональным отношением лимфоидного потомства к миелоидному (Л/M). У миелоидноориентированных ГСК низкое Л/М соотношение (>0, <3), у лимфоидноориентированных — высокое (>10). Третья группа состоит из «сбалансированных» ГСК, для которых 3 ≤ Л/M ≤ 10. В настоящее время активно исследуются свойства различных групп ГСК, однако промежуточные результаты показывают, что только миелоидно ориентированные и «сбалансированные» ГСК способны к продолжительному самовоспроизведению. Кроме того, эксперименты по трансплантации показали, что каждая группа ГСК преимущественно воссоздаёт свой тип клеток крови, что позволяет предположить наличие наследуемой эпигенетической программы для каждой субпопуляции.

Популяция ГСК формируется во время эмбриогенеза, то есть эмбрионального развития. Доказано, что у млекопитающих первые ГСК обнаруживаются в областях мезодермы, называемых аорта, гонада и мезонефрос, до формирования костного мозга популяция расширяется в фетальной печени. Такие исследования способствуют пониманию механизмов, ответственных за генезис (формирование) и расширение популяции ГСК, и, соответственно, открытию биологических и химических агентов (действующих веществ), которые в конечном счёте могут быть использованы для культивации ГСК in vitro.

До начала использования пуповинной крови основным источником ГСК считался костный мозг. Этот источник и сегодня достаточно широко используется в трансплантологии. ГСК располагаются в костном мозге у взрослых, включая бедренные кости, рёбра, мобилизации грудины и другие кости. Клетки могут быть получены непосредственно из бедра при помощи иглы и шприца, или из крови после предварительной обработки цитокинами, включая G-CSF (гранулоцитарный колониестимулирующий фактор), способствующий высвобождению клеток из костного мозга.

Вторым, наиболее важным и перспективным источником ГСК является пуповинная кровь. Концентрация ГСК в пуповинной крови в десять раз выше, чем в костном мозге. Кроме того, у этого источника есть ряд преимуществ. Важнейшие из них:

1. Возраст. Пуповинная кровь собирается на самом раннем этапе жизни организма. ГСК пуповинной крови максимально активны, поскольку не подвергались негативному воздействию внешней среды (инфекционные заболевания, нездоровое питание и т. д.). ГСК пуповинной крови способны создать большую клеточную популяцию в короткий срок.

2. Совместимость. Использование аутологичного материала, то есть собственной пуповинной крови гарантирует 100%-ную совместимость. Совместимость с братьями и сёстрами составляет до 25 %, как правило, возможно также использование пуповинной крови ребёнка для лечения других близких родственников. Для сравнения, вероятность нахождения подходящего донора стволовых клеток — от 1:1000 до 1:1000 000.

Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК) — мультипотентные стволовые клетки, способные дифференцироваться в остеобласты (клетки костной ткани), хондроциты (хрящевые клетки) и адипоциты (жировые клетки).

Предшественниками ММСК в эмбриогенный период развития являются мезенхимальные стволовые клетки (МСК). Они могут быть обнаружены в местах распространения мезенхимы, то есть зародышевой соединительной ткани.

Основным источником ММСК является костный мозг. Кроме того, они обнаружены в жировой ткани и ряде других тканей с хорошим кровоснабжением. Существует ряд доказательств того, что естественная тканевая ниша ММСК расположена периваскулярно — вокруг кровеносных сосудов. Кроме того, ММСК были обнаружены в пульпе молочных зубов, амниотической (околоплодной) жидкости, пуповинной крови и вартоновом студне. Эти источники исследуются, но редко применяются на практике. Например, выделение молодых ММСК из вартонова студня представляет собой крайне трудоёмкий процесс, поскольку клетки в нём также располагаются периваскулярно. В 2005—2006 годах специалисты по ММСК официально определили ряд параметров, которым должны соответствовать клетки, чтобы отнести их к популяции ММСК. Были опубликованы статьи, в которых представлен иммунофенотип ММСК и направления ортодоксальной дифференцировки. К ним относится дифференцировка в клетки костной, жировой и хрящевой тканей. Был проведён ряд экспериментов по дифференцировке ММСК в нейроноподобные клетки, но исследователи по-прежнему сомневаются, что полученные нейроны являются функциональными. Эксперименты также проводятся в области дифференцировки ММСК в миоциты — клетки мышечной ткани. Важнейшей и наиболее перспективной областью клинического применения ММСК является котрансплантация совместно с ГСК в целях улучшения приживления образца костного мозга или стволовых клеток пуповинной крови. Многочисленные исследования показали, что ММСК человека могут избегать отторжения при трансплантации, вступать во взаимодействие с дендритными клетками и Т-лимфоцитами и создавать иммуносупрессивную микросреду посредством выработки цитокинов. Было доказано, что иммуномодулирующие функции ММСК человека повышаются, когда их пересаживают в воспалённую среду с повышенным уровнем гамма-интерферона. Другие исследования противоречат этим выводам, что обусловлено гетерогенной природой изолированных МСК и значительными различиями между ними, в зависимости от способа культивирования.

МСК могут быть активированы в случае необходимости. Однако эффективность их использования относительно низка. Так, к примеру, повреждение мышц даже при трансплантации МСК заживает очень медленно. В настоящее время проводятся исследования по активации МСК. Ранее проведённые исследования по внутривенной трансплантации МСК показали, что этот способ трансплантации часто приводит к кризу отторжения и сепсису. Сегодня признано, что заболевания периферических тканей, например, воспаление кишечника лучше лечить не трансплантацией, а методами, повышающими локальную концентрацию МСК.

Тканеспецифичные прогениторные клетки (клетки-предшественницы) — малодифференцированные клетки, которые располагаются в различных тканях и органах и отвечают за обновление их клеточной популяции, то есть замещают погибшие клетки. К ним, например, относятся миосателлитоциты (предшественники мышечных волокон), клетки-предшественницы лимфо- и миелопоэза. Эти клетки являются олиго- и унипотентными и их главное отличие от других стволовых клеток в том, что клетки-предшественницы могут делиться лишь определённое количество раз, в то время как другие стволовые клетки способны к неограниченному самообновлению. Поэтому их принадлежность к истинно стволовым клеткам подвергается сомнению. Отдельно исследуются нейральные стволовые клетки, которые также относятся к группе тканеспецифичных. Они дифференцируются в процессе развития эмбриона и в плодный период, в результате чего происходит формирование всех нервных структур будущего взрослого организма, включая центральную и периферическую нервные системы. Эти клетки были обнаружены и в ЦНС взрослого организма, в частности, в субэпендимальной зоне, в гиппокампе, обонятельном мозге и т. д. Несмотря на то, что большая часть погибших нейронов не замещается, процесс нейрогенеза во взрослой ЦНС всё-таки возможен за счёт нейральных стволовых клеток, то есть популяция нейронов может «восстанавливаться», однако это происходит в таком объёме, что не сказывается существенно на исходах патологических процессов.

Стволовые клетки нервной ткани (НСК) расположены в специфических областях мозга человека и других млекопитающих. 

Источником стволовых клеток нервной ткани является головной мозг как сформировавшегося, так и развивающегося организма. В результате проведенных экспериментов по трансплантации НСК клетки с донорской меткой были обнаружены в сердце, печени, центральной нервной системе, кишечнике и легких, что доказывает их мультипотентность. 

Несмотря на то, что НСК являются мультипотентными и существует возможность их культивирования in vivo, их применение влечет за собой массу сложностей. Выделение стволовых клеток нервной ткани связано с полным разрушением головного мозга, что делает невозможным применение аутологичного материала, а, как следствие этого, появляются те же проблемы этического и иммунологического характера, что и при использовании фетальных клеток. 

Для клеточной терапии НСК наиболее перспективны при использовании их ортодоксального дифференцировочного потенциала (нейроны и глия). К настоящему моменту разработаны коктейли химических индукторов коммитации НСК к дифференцировке в одном направлении (Bithell and Williams 2005). НСК локализованы в субэпендимном клеточном слое 3 и 4 желудочков головного мозга (Romanko et al., 2004). Таким образом, выделение НСК связано с разрушением головного мозга донора (Rietze et al., 2001). Но при этом возможно использование аллогенного материала для клеточной терапии ЦНС в связи с наличием гематоэнцефалического барьера и отсутствием иммунологических реакций на чужеродный материал, введенный в ЦНС реципиента. Эксперименты с применением фетального материала при терапии болезни Паркинсона к настоящему моменту уже проведены как на экспериментальных животных, так и в клинике (Burnstein et al., 2004). 

Стволовые клетки кожи выделяют из покровных тканей как эмбриона, так и взрослого организма. Клеточную терапию стволовыми клетками кожи связывают прежде всего с восстановлением кожных покровов, например, с восстановлением кожи после обширных ожогов. Сегодня подобные разработки уже применяют в клинике. 

Стволовые клетки скелетной мускулатуры выделяют из поперечнополосатой мускулатуры. Эти клетки способны к дифференцировке в клетки нервной, хрящевой, жировой и костной тканей, а также, естественно, в клетки поперечнополосатой мускулатуры. Однако последние исследования показывают, что клетки скелетной мускулатуры являются не чем иным, как отдельной популяцией мезенхимных стволовых клеток (см. ниже). 

Стволовые клетки миокарда. В 90-х гг. ХХ века из миокарда новорожденных крыс были выделены клеточные элементы, способные к дифференцировке в кардиомиоциты и эндотелий сосудов. Трансплантация таких клеток в область инфаркта миокарда приводит к развитию в зоне повреждения новых кардиомиоцитов и сосудов, в результате чего восстанавливаются функции органа. Однако методика выделения данных клеточных элементов очень сложна и связана с полным разрушением мышечной ткани сердца. 

Мезенхимные стволовые клетки (МСК). Традиционным источником МСК является строма костного мозга. В результате проведенных исследований мезенхимные стволовые клетки были обнаружены также в подкожной жировой ткани, которая в больших количествах остается после пластических операций. 
В настоящее время ведется множество научно-исследовательских работ по выделению достаточного количества МСК из костной ткани и пуповинной крови. 
Мезенхимные стволовые клетки человека рассматривают как один из основных элементов клеточной терапии. Действительно, МСК плюрипотентны и могут дифференцироваться в клетки костной, жировой, мышечной, хрящевой, нервной и прочих тканей. Неоспоримым достоинством работы с МСК служит то, что существует возможность применения аутологичного материала.   

5.3. Самостоятельная работа по теме: 

Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 

	№ п/п
	Название практических умений

	1.
	Классифицировать региональные стволовые клетки и их ниши.

	2.
	Перечислить свойства региональных стволовых клеток и их ниш.

	3.
	Назвать факторы, определяющие функциональную активность региональных стволовых клеток.


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Дайте определение понятия стволовая «ниша».

2. Перечислите факторы, обеспечивающие жизнедеятельность стволовых региональных клеток.

3.Назовите свойства, которыми обладают ниши.

4.Что предполагает выход стволовой клетки из ниши?

5. Что определяет пролиферацию и дифференцировку гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) в костном мозге? Каким образом это подтверждается?

6. Что контролирует миграцию ГСК?

7.Назовите основные источники и места локализации в организме ГСК.

8. Какой из источников является более приемлемым как с точки зрения этики, так и медицины? 

9. Почему мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки являются мультипотентными?

10. Каким образом в организме располагается естественная тканевая ниша ММСК?

11. Дайте характеристику тканеспецифичных прогениторных клеток.

12.Дайте характеристику стволовым клеткам нервной ткани.

13. Дайте характеристику стволовым клеткам кожи, скелетной мускулатуры и миокарда.

14. Дайте характеристику меземхимным стволовым клеткам.

- решение ситуационных задач:

Задача №1.

Стволовые клетки не существуют в организме сами по себе, они находятся в определенном микроокружении, которое обычно обозначают термином «ниша».

  1. Для чего используется понятие «ниша»?

  2. Какие факторы обеспечивают жизнеспособность стволовых клеток (СК)?

  3. Как свободные СК способны находить свою нишу?

Задача № 2.

Ниши являются частью структурно-функциональных единиц, из которых состоят ткани.

1. Назовите назначения ниши?

2. Может ли существовать ниша без стволовых клеток?

3. Способна ли ниша обеспечить существование трансплантированным клеткам?

Задача № 3.

Для самоподдержания стволовые клетки должны получать от своего микроокружения (ниши) определенные сигналы.

1. Назовите природу этих сигналов?

2. О чём говорит выход СК из ниши? 

Задача № 4.

ГСК мультипотентны, могут дифференцироваться в клетки различных органов.

3. Что необходимо при культивировании ГСК?

4. Что является источником ГСК?
Задача № 5.

Нервные (СК) являются мультипотентными и тканеспецифическими.

1.Почему их  культивирование несёт сложности?

2.Что доказывает мультипотентность нервных (СК)?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Сходства и различия между региональными стволовыми клетками, эмбриональными стволовыми и эмбриональными герминальными клетками», методические указания для обучающихся № 8 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:

1.Этические проблемы использования РСК различного происхождения (региональных стволовых клеток).

2. Характеристика стволовой ниши, как микроокружения стволовых клеток.

3. Различие стволовых ниш ЭСК (эмбриональной стволовых клеток) и РСК (региональных стволовых клеток).

1. Занятие № 8.
Тема: «Сходства и различия между региональными стволовыми клетками, эмбриональными стволовыми и эмбриональными герминальными». 
2. Форма работы: практическое занятие.
3. Значение изучения темы. Обучающийся должен знать основные признаки сходства и различия между всеми разновидностями стволовых клеток, уметь определять их потентность, этичность изоляции в зависимости от происхождения. 


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);

· учебная: знать происхождение и классификацию региональных стволовых клеток по происхождению и дифференциации; уметь определять потентность клеток в зависимости от происхождения; владеть  медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:
5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).
Выбрать один правильный ответ.
1. ИММОРТАЛЬНОСТЬ - ЭТО СВОЙСТВО
1) ткенеспецифических стволовых клеток

2) региональных стволовых клеток

3) истинных эмбриональных стволовых клеток

4) эмбриональных герминальных клеток

2. НАИМЕНЬШЕЕ ЧИСЛО ДЕЛЕНИЙ СРЕДИ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ХАРАКТЕРНО ДЛЯ 
1) ткенеспецифических стволовых клеток

2) региональных стволовых клеток

3) истинных эмбриональных стволовых клеток

4) эмбриональных герминальных клеток

3. РЕГИОНАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ, СПОСОБНЫЕ БЫТЬ ПЛЮРИПОТЕНТНЫМИ
1) стволовые клетки кожи
2) стволовые клетки нервной системы

3) гемопоэтические стволовые клетки

4) стволовые клетки миокарда
4. КЛЕТКИ, ОБЛАДАЮЩИЕ НАИБОЛЬШЕЙ ПОТЕНТНОСТЬЮ СРЕДИ РЕГИОНАЛЬНЫХ
1) стволовые клетки кожи

2) стволовые клетки нервной системы

3) гемопоэтические стволовые клетки

4) мезенхимные стволовые клетки
5. ЛЕГКО ВЫРАЩИВАЮТСЯ В КУЛЬТУРЕ

1) тканеспецифические стволовые клетки

2) региональные стволовые клетки

3) истинные эмбриональные стволовые клетки

4) эмбриональные герминальные клетки
6. ИЗОЛЯЦИЯ ТАКИХ КЛЕТОК ИЗ ТКАНЕЙ ДОВОЛЬНО ЗАТРУДНИТЕЛЬНА
1) прогениторных клеток

2) региональных стволовых клеток

3) истинных эмбриональных стволовых клеток

4) эмбриональных герминальных клеток

7. МЕТОДЫ ДЛЯ УВЕЛИЧЕНИЯ ЭТИХ КЛЕТОК В КУЛЬТУРЕ ПОКА НЕ РАЗРАБОТАНЫ
1) эмбриональных герминальных клеток

2) истинных эмбриональных стволовых клеток

3) региональных стволовых клеток

4) прогениторных клеток 

8. ИЗОЛЯЦИЯ КЛЕТОК ИЗ КАКИХ ВЗРОСЛЫХ ТКАНЕЙ ПРИВОДИТ К ГИБЕЛИ ДОНОРА
1) нервной ткани
2) ткани кожи

3) крови
4) стромы кости
9. СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ КАКИХ ТКАНЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ТКАНЕЙ ЯВЛЯЮТСЯ ПЛЮРИПОТЕНТНЫМИ
1) нервной ткани
2) ткани кожи

3) жировые ткани
4) строма кости
10. ТКАНИ, ВЫРАЩЕННЫЕ НА ОСНОВЕ ЭТИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, МЕНЕЕ ПОДВЕРЖЕНЫ ОТТОРЖЕНИЮ ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ
1) прогениторных клеток

2) региональных стволовых клеток

3) истинных эмбриональных стволовых клеток

4) эмбриональных герминальных клеток
11. КЛЕТКИ ПРИСТУПАЮТ К РАЗЛИЧНОЙ ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ В КУЛЬТУРЕ БЛАГОДАРЯ
1) стромальным клеткам
2) фидерному слою

3) стволовой нише
4) разным питательным средам
12. ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ  ЯВЛЯЮТСЯ ЭТИЧНЫМ ДЛЯ ИЗОЛИРОВАНИЯ ИЗ
1) бластоцисты

2) пуповинной крови

3) абортивного материала

4) гонад

13. ОДНО ИЗ ПЕРСПЕКТИВНЫХ ИСПОЛЬЗОВАНИЙ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В МЕДИЦИНЕ 
1) изучение генетических нарушений 
2) клонирование
3) тестирование новых лекарств
4) установление врождённых аномалий хромосом
14. ТКАНИ, ВЫРАЩЕННЫЕ НА ОСНОВЕ ЭТИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, МОГУТ ОТЛИЧАТЬСЯ ВЕРОЯТНОСТЬЮ ОТТОРЖЕНИЯ ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ
1) эмбриональные
2) региональные 

3) прогениторные

4) стромальные

5.2. Основные понятия и положения темы. 


Все стволовые клетки, независимо от их источника, имеют три общих свойства: 
·  отсутствие у них специфических структур, дающих им возможность выполнять определенные функции;
они могут делиться и восстанавливать себя на протяжении длительного времени; 

· они являются универсальными (отсутствие у них специфических структур, дают им возможность выполнять определенные функции); 

· могут при определенных обстоятельствах превращаться в разные типы клеток.
Стволовые клетки не могут работать вместе со своими соседями для того, чтобы перекачивать кровь по сосудам тела (как клетки сердечной мышцы); они не могут переносить молекулы кислорода по кровяному руслу (как красные кровяные клетки - эритроциты); и они не могут передавать электрохимические сигналы другим клеткам, что дает возможность телу двигаться или разговаривать (как нервные клетки). Тем не менее, универсальные стволовые клетки могут превращаться в разные клетки, включая клетки сердечной мышцы, клетки крови и нервные клетки.

	Параметр сравнения
	Эмбриональные стволовые
	Эмбриональные герминальные
	Региональные 

	Происхождение 
	Бластоциста, абортивный материал, 
	Клетки гонад зародыша 
	Костный мозг, строма костного мозга, ткани


	Число делений
	Иммортальность (бесконечное число раз)
	В зависимости от происхождения
	ограниченное

	Число и тип потентности
	Тотипотентные. плюрипотентные
	Плюрипотентные 
	Плюрипотентные, мультипотентные,

унипотентные

	Трансплантация, иммунологическая совместимость тканей трансплантата и реципиента 
	Вероятность отторжения, опухолевый рост
	Вероятность отторжения
	Меньший риск, т.к. клетки самого реципиента

	Культивирование in vitro
	Разработаны методики выращивания
	Разработаны методики выращивания
	Нет методик массового выращивания

	Исследования 
	Генетические нарушения, тестирование новых лекарств
	тестирование новых лекарств
	тестирование новых лекарств

	Биоэтика 
	Не этичны
	Не этичны
	Этичны

	Маркеры для дифференциации
	
	
	


Одним из основных отличий между взрослыми и эмбриональными клетками является число и тип клеток, в которые они могут превратиться во время дифференцировки. Эмбриональные стволовые клетки могут давать начало всем типам клеток, так как они - плюрипотентные. Взрослые же стволовые клетки ограничены в плане дифференцировки в разные типы клеток. 

Эмбриональные стволовые клетки могут относительно легко выращиваться в культуре. Взрослые стволовые клетки редко встречаются в зрелых тканях, поэтому изоляция таких клеток из тканей довольно затруднительна, и методы для увеличения их числа в клеточной культуре пока не разработаны. Это важное отличие, так как для клеточной терапии требуется большое количество стволовых клеток.

Ученые также считают, что ткани, выращенные на основе эмбриональных стволовых клеток и взрослых стволовых клеток, могут отличаться вероятностью отторжения после трансплантации. Пока не известно, вызывают ли эмбриональные стволовые клетки отторжение трансплантата. 

Считается, что ткани, выращенные на основе взрослых стволовых клеток, менее подвержены отторжению после трансплантации. Это связано с том, что собственные клетки пациента могут размножаться в культуре, дифференцироваться в специфические типы клеток и затем обратно вводиться пациенту. Применение собственных взрослых стволовых клеток и тканей, выращенных из них, означает меньший риск отторжения иммунной системой пациента. Это важное преимущество, так как для подавления иммунной системы приходится применять иммуносупрессанты, которые сами по себе могут вызывать крайне нежелательные побочные эффекты.

5.3. Самостоятельная работа по теме: 
Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	Название практических умений

	1
	Признаки сходства между разновидностями стволовых клеток.

	2
	Перечислить признаки отличий между стволовыми клетками. 

	3
	Называть и  пояснять отличия между разновидностями групп стволовых клеток.


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятий:

1. Перечислите признаки сходства между всеми разновидностями стволовых клеток.

2. Дайте характеристику отличия по числу и типу клеток, в которые они могут превратиться во время дифференцировки.
3. Почему эмбриональные стволовые клетки в культуре легче выращиваются?
4. В каком случае трансплантация взрослых стволовых клеток может вызывать реакцию отторжения при трансплантации?
5. Каким образом решают проблему тканевой несовместимости в настоящее время?

6. Перечислите признаки отличий эмбриональных герминальных клеток от взрослых герминальных клеток?

7. Дайте классификацию разновидностей региональных клеток. Назовите признаки определяющие деление на классификационные группы.

8. На каком основании жировые стволовые клетки можно вывести из группы «тканеспецифические»?

9. Изоляция каких тканеспецифических стволовых клеток приводит к гибели всего организма? Почему?
- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Эти клетки не могут работать вместе со своими соседями для того, чтобы перекачивать кровь по сосудам тела, не могут переносить молекулы кислорода по кровяному руслу, передавать электрохимические сигналы другим клеткам, но могут превращаться в разные клетки, включая клетки сердечной мышцы, клетки крови и нервные клетки.

  1. Дайте название этой группе клеток.

  2. Почему они обладают данными свойствами?

3. Какую  они имеют потентность?
Задача № 2.

Все стволовые клетки, независимо от их источника, имеют общие свойства. 
1. Назовите эти признаки сходства всех разновидностей стволовых клеток?

2. Наличие и активность, какого химического соединения обеспечивает большее число делений стволовой клетки в отличие от соматической?

3. Что лежит  в основе дифференциации стволовых клеток?

Задача № 3.
Взрослые стволовые клетки редко встречаются в зрелых тканях, поэтому изоляция таких клеток из тканей довольно затруднительна. 

1. Изоляция каких стволовых клеток более доступна и проста?

2. Почему при изоляции эмбриональных стволовых клеток затрагивают вопросы этики? 
Задача № 4
Начиная с 12 недели, большое количество стволовых клеток перемещается в селезенку и позже в костный мозг и другие ткани. По своим свойствам эти клетки отличаются от стволовых клеток, находящихся в бластоцисте.
1. Чем различаются эти разновидности эмбриональных стволовых клеток?

2. С какими региональными клетками сходны ЭСК после 12-ти недель развития зародыша и по каким свойствам?
Задача № 5
Взрослые стволовые клетки – это недифференцированные клетки, которые находятся среди дифференцированных клеток и тканей организма. Общее их количество в каждой ткани крайне незначительно.
1. Что является сигналом к началу дифференцировки РСК (региональных стволовых клеток)?

2. Почему с возрастом при лечении заболевания необходима трансплантация?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Способы получения стволовых клеток, их источники, методики», методические указания для обучающихся № 9 к внеаудиторной работе).



7. Рекомендации по выполнению НИРС.

По теме занятия подготовить рефераты  (правила написания и оформления рефератов см. в методических указаниях для обучающихся № 1 к внеаудиторной работе):

1. Гистосовместимость стволовых клеток различного происхождения.

2.  Характеристика происхождение стволовых клеток.

3. Особенности культивирования in vitro региональных клеток.
1. Занятие № 9.
Тема: «Способы получения стволовых клеток, их источники, методики».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.
3. Значение изучения темы. Знание основных способов получения стволовых клеток, их источников и методов получения необходимо для врача в связи с активно развивающимися клеточными технологиями и внедрением их в практическое здравоохранение.

4. Цели обучения:



- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать основные способы получения стволовых клеток, их источники и методы получения; уметь соотносить виды стволовых клеток по способу получения с их возможным применением в медицине; 

владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. ОСНОВНЫМИ СПОСОБАМИ ПОЛУЧЕНИЯ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В КЛЕТОЧНОЙ МЕДИЦИНЕ  ЯВЛЯЮТСЯ

1) выделение и размножение собственных стволовых клеток человека

2) стволовые клетки пуповинной крови

3) использование абортивных материалов

4) все способы верны 

2. ОСНОВНЫМИ ТИПАМИ АУТОЛОГИЧЕСКИХ (СОБСТВЕННЫХ) СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК СЧИТАЮТСЯ

1) стволовые клетки костного мозга

2) стволовые клетки периферической крови

3) стволовые клетки костного мозга и периферической крови

4) фетальные стволовые клетки

3. ПО ПРОИСХОЖДЕНИЮ ДЛЯ КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ ИСПОЛЬЗУЮТСЯ КЛЕТКИ 

1) мезенхимные

2) эктодермальные

3) энтеродермальные

4) мезодермальные

4. МЕТОД КЛОНИРОВАНИЯ ОСНОВАН НА КЛАССИЧЕСКОЙ МЕТОДИКЕ

 1) перенос ядра соматической клетки одного индивидуума в яйцеклетку (овоцит), лишённую ядра другого

 2) перенос ядра соматической клетки в яйцеклетку (овоцит), лишённую ядра одного индивидуума

 3) перенос ядра яйцеклетки одного индивидуума в яйцеклетку (овоцит), лишённую ядра другого

 4) перенос ядра яйцеклетки (овоцита) в яйцеклетку другого индивидуума

5. ПЕРВИЧНЫЕ ПРОГЕНИТОРНЫЕ КЛЕТКИ – ЭТО СТВОЛОВЫЕ    КЛЕТКИ

1) половых зачатков эмбриона

2) зачатков кожи эмбриона

3) зачатков пищеварительных органов эмбриона

4) зачатков дыхательных органов эмбриона

 6. СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ КОСТНОГО МОЗГА МОЖНО ПОЛУЧИТЬ

1) методом экфузии (проколом подвздошной кости)

2) методом цитофореза из мобилизованной крови, после введения препарата, который стимулирует выброс стволовых клеток в периферическое русло

3) 1 и 2 способами

4) невозможно

7. ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ПОЛЬЗУЮТСЯ МЕТОДАМИ

 1) экстракорпорального оплодотворения

 2) используют абортивный материал

 3) клонирования

 4)все ответы верны

8. ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ IN VITRO СПОСОБНЫ РЕПЛИЦИРОВАТЬСЯ, ОСТАВАЯСЬ НЕДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫМИ В ТЕЧЕНИЕ

1) 1 года

2) 2 лет

3) 3 лет

4) 10 лет

9.  МЕТОД ПРЕВРАЩЕНИЯ ВЗРОСЛЫХ КЛЕТОК ПАЦИЕНТОВ В СТВОЛОВЫЕ. ПРОИСХОДИТ ПУТЁМ 

1) переноса генов

2) действием химических веществ на гены

3) удалением нескольких генов

4) 1 и 2 методы

10. МЕТОД ПОЛУЧЕНИЯ «ИНДУЦИРОВАННЫХ» СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ С ПОМОЩЬЮ ВИРУСА, БЛАГОДАРЯ

1) встраиванию 4 генов в зрелые клетки

2) удалению 1 гена из зрелых клеток

3) удалению 2 генов из зрелых клеток

4) замене всех генов в зрелых клетках

11. ОСНОВНЫМИ УСЛОВИЯМИ ПРИ ВЫДЕЛЕНИИ ВЗРОСЛЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЯВЛЯЮТСЯ

1) отсутствие стрессовых ситуаций

2) отсутствие инфекций

3) возраст

4) всё верно

12. СОДЕРЖИТ КЛЕТОЧНУЮ МАССУ, КОТОРАЯ СЛУЖИТ ОСНОВНЫМ ИСТОЧНИКОМ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

1) бластула

2) зигота

3) гаструла

4) нейрула

13. ОСНОВНЫМИ СПОСОБАМИ ПОЛУЧЕНИЯ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЯВЛЯЮТСЯ

1) выделение и размножение собственных стволовых клеток человека

2) клетки пуповинной крови

3) клетки абортивного материала

4) все ответы верны

14. НЕДОСТАТКОМ МЕТОДА ПОЛУЧЕНИЯ «ИНДУЦИРОВАННЫХ» СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК С ПОМОЩЬЮ ВИРУСА ЯВЛЯЕТСЯ 

1) материал ретровируса способен вызывать раковые изменения в клетках

2) материал ретровируса способен вызывать замену всех генов

3) материал ретровируса способен вызывать изменения белкового синтеза

4) материал ретровируса способен дешифровать геном

5.2. Основные понятия и положения темы.

Биоэтика – область междисциплинарных исследований этических, философских и антропологических проблем, возникающих в связи с прогрессом биомедицинской науки и внедрением новейших технологий в практику здравоохранения. 

Развитие биоэтики обусловлено тем, что в современном мире медицина претерпевает процесс цивилизационных преобразований. Она становится качественно иной, не только более технологически оснащенной, но и более чувствительной к правовым и этическим аспектам врачевания. Этические принципы для новой медицины хотя и не отменяют полностью, но радикально преобразуют основные положения «Клятвы Гиппократа», которая была эталоном врачебного морального сознания на протяжении веков. Традиционные ценности милосердия, благотворительности, ненанесения вреда пациенту и другие получают в новой культурной ситуации новое значение и звучание. Именно это и определяет содержание биоэтики. 

Конец ХХ-го века ознаменовался рядом крупнейших достижений молекулярной и клеточной биологии, открывающих широкие перспективы для создания принципиально новых и эффективных биомедицинских технологий, которые дадут возможность решить проблему лечения ряда тяжелейших заболеваний человека. Технология стволовых клеток - это своеобразный ящик Пандоры, который скрывает многие тайны жизни, - но какова цена таких открытий? В научном аспекте применение этой технологии кажется безграничным, но этические соображения и нормы уже сейчас ставят барьеры на пути ее развития. Отношение научного сообщества к замене или регенерации вышедших из строя органов с использованием стволовых клеток весьма неоднозначно: одни связывают с новым направлением большие надежды, другие относятся к нему с подозрением. Прежде чем методы терапии, основанные на применении стволовых клеток, войдут в медицинскую практику, придется преодолеть множество преград, как научных, так и общественно-политических. Необходимо рассматривать стволовые клетки с научной, этической и юридической точек зрения. Выражение «неполное знание хуже полного невежества» как нельзя более уместно в биотехнологии, где особенно необходимо досконально разобраться в вопросе, прежде чем высказываться «за» или «против». 

Способы получения стволовых клеток.

1. Использование абортивных материалов (фетальные стволовые клетки).

Один из основных источников получения стволовых клеток в настоящее время - эмбриональные ткани. Отличительными особенностями эмбриональных стволовых клеток являются их способность к бесконечной пролиферации симметричным делением в лабораторной культуре и выраженная клоногенность, то есть способность к образованию из одной первоначальной стволовой клетки целой линии генетически идентичных ей. Источником стволовых клеток является бластоциста, которая формируется к 5-6 дню оплодотворения. Это эмбриональные стволовые клетки. Они наиболее универсальны, по сравнению со стволовыми клетками взрослых людей, и способны дифференцироваться абсолютно во все типы клеток организма. Положительной стороной использования этих универсальных стволовых клеток следует считать тот факт, что в них отсутствует штампик «моё»: клетки как бы никому не принадлежат и не выполняют никаких специальных функций, а потому при введении не возникает реакция отторжения. Даже, если эмбриональные стволовые клетки взяты от другого организма, они не отторгаются, поскольку на их поверхности еще нет антигенов гистосовместимости. Эмбриональная стволовая клетка мягкая и податливая, как пластилин, и, в отличие от стволовых клеток взрослого человека, способна превращаться во «что угодно» без каких либо ограничений. Помимо этого у эмбриональной стволовой клетки есть уникальная система самоконтроля: она активно размножается, но как только произошла ошибка при делении, клетке дается команда на самоубийство. Так что угроза возникновения рака при использовании эмбриональных стволовых клеток маловероятна. 

Для получения стволовых клеток необходимо разрушение эмбрионов, источников получения которых четыре, и каждый имеет свои этические «но». Наименее морально проблематичен метод получения эмбрионов методом экстракорпорального оплодотворения, однако многие группы исследователей используют и другие способы получения эмбрионов: абортивный материал 9 -12 недели беременности; эмбрионы - продукты клонирования; эмбрионы, специально полученные для выделения стволовых клеток, путем смешивания яйцеклеток и спермы.

1.1. ЭКО (экстракорпоральное оплодотворение)

- Клиники, практикующие экстракорпоральное оплодотворение, во время оплодотворения in vitro обычно используют более одной оплодотворенной яйцеклетки, так как часто первая имплантация может оказаться безуспешной, и требуется еще несколько процедур. В результате остаются тысячи невостребованных яйцеклеток, которые можно использовать для получения стволовых клеток.

- Получено одобрение от Национальной комиссии по этике на производство эмбриональных стволовых клеток из эмбрионов, которые были диагностированы как носители мутации. Создана система и просили пары, которые находятся в отделении клиник ЭКО и были в процессе ПГД (предимплантационной генетической диагностики), пожертвовать больные эмбрионы для научных исследований; в качестве альтернативы пожертвованиям выступила остановка развития больных эмбрионов. Стоит отметить, что реакция пациентов на донорство эмбрионов с целью получения эмбриональных стволовых клеток, диагностированных в процессе ПГД как больных, для исследования болезней носителями, которых они являются, была поразительна. Почти все пациенты, к которым обратились, с большим желанием согласились оказать помощь в исследовании тех болезней, носителями которых являются. Продуцированы 13 линий эмбриональных стволовых клеток, несущих мутации с характеристиками различных генетических заболеваний. Эти эмбриональные стволовые клетки предназначены для исследований в сотрудничестве с учеными и компаниями, которые исследуют различные генетические заболевания, или заинтересованы в детальном изучении потенциальных препаратов для лечения болезней.

1.2. Источником другого вида стволовых клеток - фетальных стволовых клеток, является абортивный материал 9-12 недели беременности. Такие клетки уже получили свое определенное направление развития в организме и не являются опасными с точки зрения онкологии. Фетальные клетки и их ассоциаты практически не иммуногенны, поскольку в 1 и 2 триместрах гестации на них не экспрессированы белки гистосовместимости 1 и 2 класса.

Этот источник на сегодняшний день используется наиболее часто. Но, помимо этических и юридических трений, фетальные клетки иногда могут вызвать отторжение трансплантата. Кроме того, использование непроверенного абортивного материала чревато заражением пациента вирусным гепатитом, СПИДом, цитомегаловирусом и т. д. Если же проводить диагностику материала на вирусы, увеличивается себестоимость метода, что, в конечном итоге, приводит к росту стоимости самого лечения.  

Однако, у данного источника стволовых клеток есть свои недостатки: во-первых, в России отсутствует коллекция стволовых клеток человека, во-вторых, использование эмбрионального материала негативно воспринимается религиозными и консервативными гражданами, потому что источником таких клеток являются медицинские аборты. Противники эмбриональной клеточной терапии считают неэтичным использование абортированных зародышей, называя ее посягательством на человеческую жизнь, пусть даже это несформировавшаяся жизнь спасет кого-нибудь от неминуемой смерти. Оппоненты метода полагают, что использование человеческих эмбрионов для получения стволовых клеток способно подтолкнуть женщин к своего рода бизнесу - прерыванию беременности ради получения денег в обмен на эмбрион, тем более что трансплантация стволовых клеток считается сейчас одной из перспективнейших в медицинской отрасли.

1.3. Эмбрионы - продукты клонирования. 

Терапевтическое клонирование используется для создания клонированного эмбриона для единственной цели – создания эмбриональных стволовых клеток с тем же самым ДНК как и у клетки донора. Процесс, известный как пересадка ядер соматических клеток, (замена ядра клетки, исследовательское клонирование и клонирование эмбриона), состоящий в изъятии яйцеклетки (ооцита) из которой было удалено ядро, и замена этого ядра ДНК другого организма. После многих митотических делений культуры (митозов культуры), данная клетка образует бластоцисту (раннюю стадию эмбриона состоящую из приблизительно 100 клеток) с ДНК почти идентичным первичному организму.

Цель данной процедуры — получение стволовых клеток, генетически совместимых с донорским организмом. Например, из ДНК больного болезнью Паркинсона можно получить эмбриональные стволовые клетки, которые можно использовать для его лечения, при этом они не будут отторгаться иммунной системой больного. В настоящее время такая терапия в России не осуществляется, и развитие технологии клонирования было приостановлено до того момента, когда в правительстве наконец решат разрешить исследования в этой области.

Эти стволовые клетки могут использоваться в экспериментах, нацеленных на изучение болезни и изобретения новых методик лечения заболевания. До настоящего времени, нет никаких фактов свидетельствующих, что человеческие эмбрионы были произведены для терапевтического клонирования.

2. Стволовые клетки пуповинной крови (плацентарной крови). 

Источник - пуповинная кровь - кровь, заполняющая просвет сосудов пуповины и плаценты. Это несколько десятков миллилитров, которые выливается при рождении ребенка, содержат в основном кроветворных «предшественников» - гемопоэтических прогениторных клеток – ГПК. Содержание стволовых клеток в пуповинной крови относительно невелико - менее 1 % от всех лейкоцитов. Эритроциты и прочие элементы крови являются ненужным балластом. Общая концентрация ГПК в пуповинной крови ниже, но число ранних клеток-предшественников значительно выше, чем в костном мозге (например, в пуповинной крови содержится в 2 раза больше полипотентных ГПК, чем в таком, же объеме трансплантата костного мозга).

Пуповинная кровь собирается специально обученным персоналом родового отделения. Ничем примечательным эта процедура не отличается. Пуповинную кровь не надо специально забирать с помощью особого оборудования. Сразу после рождения ребенка кровь собирается в стерильный контейнер, содержащий раствор антикоагулянта. На это уходит всего несколько минут в промежутке перед рождением плаценты. Забор пуповинной крови абсолютно безопасен для матери и ребенка и может быть осуществлен, как в ходе нормальных родов, так и в случае кесарева сечения. Отработанная техника забора позволяет медицинскому персоналу контролировать количество получаемой пуповинной крови. Пуповинная кровь незамедлительно доставляется в специализированную лабораторию, где из нее выделяются стволовые клетки. Достаточно вовремя собрать ее после родов в стерильный пластиковый контейнер, затем провести анализ ее образца, заморозить с помощью жидкого азота и поместить на хранение. За 1 раз может быть забрано в среднем около 80 - 100 мл пуповинной крови. В среднем, для трансплантации достаточно 1 мл пуповинной крови на 1 кг массы тела реципиента. 

В процессе выделения стволовых клеток кровь подвергается поэтапной обработке, в результате чего происходит освобождение от избытка плазмы, практически всех эритроцитов и большинства зрелых лейкоцитов. Данный способ является дорогим, но наиболее эффективным. 

Использование пуповинной крови имеет ряд преимуществ перед использованием костного мозга:

1. Пуповинная кровь не имеет других применений и в большинстве случаев выбрасывается вместе с плацентой и пуповиной. 

2. Использование пуповинной крови не причиняет донору никакого вреда, и эту кровь легко собирать. 

3. Криообработанную пуповинную кровь можно использовать сразу после HLA-типирования. 

4. Вероятность заражения вирусными инфекциями низка и может быть заранее исключена. Риск бактериального загрязнения минимален, не более 1 %.

5. Возможность выполнения иммунологических перекрестных проб с реципиентом дает преимущество использованию криообработанной пуповинной крови перед трансплантацией костного мозга. 

6. Сбор пуповинной крови от детей, принадлежащих к этническим меньшинствам, позволяет компенсировать относительный недостаток трансплантатов в этой группе и повысить вероятность получения HLA совместимого трансплантата для представителей этнических меньшинств. 

Однако все еще сложно решить этические проблемы, возникающие при использовании стволовых клеток в экспериментах на человеке, тем не менее, необходимость создания банка пуповинной крови назрела. 

Выделение и сохранение стволовых клеток из пуповинной крови новорожденного может рассматриваться, как форма медицинского страхования или защиты. 

Однажды полученные, стволовые клетки могут храниться десятилетиями. Стоимость затрат на выделение и хранение аутологичных стволовых клеток из пуповинной крови в десятки раз меньше, поиск и приобретение аналогичных, но донорских. 

Сам факт наличия стволовых клеток пуповинной крови в криогенном хранилище (Банке стволовых клеток) означает, что в случае необходимости эти клетки могут быть использованы незамедлительно, без потери времени на поиск (не всегда успешный) совместимого донора. Чем раньше начнется лечение, тем больше шансов победить заболевание или остановить его прогрессию. К тому же, стволовые клетки пуповинной крови обладают меньшей иммуногенностью (способностью вызывать болезнь "трансплантат против хозяина") в случае трансплантации не полностью идентичному реципиенту, что позволяет успешно их использовать для пересадки близким родственникам донора. 

Выделение и размножение собственных стволовых клеток человека (аутологичные стволовые клетки);

Все специализированные клетки взрослого организма происходят из эмбриональных стволовых клеток. Стволовые клетки - это «неприкосновенный запас» информации эмбриогенеза, каждый этап развития не запрограммирован автоматически, а зависит от сигналов микроокружения. Все нормальные органы и ткани человека сохраняют «реликты» зародышевой ткани в виде вкраплений стволовых клеток.

В свою очередь аутологичные стволовые клетки человека бывают двух типов: 

· стволовые клетки костного мозга; 

· стволовые клетки периферической крови. 

Аутологичные стволовые клетки человека имеют ряд преимуществ по сравнению с донорскими клетками: они более доступны и безопасны, лечение с их помощью лишено ряда осложнений (например, отторжение стволовых клеток в случае использования донорских клеток). 

Стволовые клетки костного мозга.
Основным источником стволовых клеток у взрослого человека является костный мозг. Костный мозг заполняет просвет костной ткани. В молодом и среднем возрасте относительно небольшой объем костного мозга (40-50 мл) содержит стволовые клетки в количестве, достаточном для клинического применения, например, в случае инфаркта миокарда. В процессе старения организма количество стволовых клеток в костном мозге драматически снижается. 

В костном мозге существует 2 типа СК — гемопоэтические, дающие начало всем клеткам крови, и мезенхимальные (МСК), являющиеся клетками — предшественниками тканей человека, развивающихся из мезодермы.  Эти клетки (МСК) присутствуют во всех органах и системах человека в небольшом количестве — «маленькие ремонтные бригады», но наибольшая концентрация этих клеток находится в костном мозге. Они могут воспроизводить сами себя, не превращаясь в клетки других тканей, так как остаются «изначальными».

Костный мозг – это мягкое губчатое вещество, которое находится внутри костей. Гемопоэтические стволовые клетки делятся и образовывают больше кровеобразующих стволовых клеток или один из трех видов клеток крови:

· лейкоциты, которые борются с инфекцией;

· эритроциты, которые доставляют кислород;

· тромбоциты, которые принимают участие в свертывании крови.

Большинство гемопоэтических стволовых клеток находятся в костном мозге, но некоторые клетки, которые называются стволовые клетки периферической крови (СКПК), находятся в кровотоке.

Стволовые клетки берут обычно из крыла подвздошной кости. Потому что наибольшее количество стволовых клеток содержится в костях таза. Процедура достаточно безболезненная, осуществляется под местной анестезией. Делают пункцию. Шприцем забирают необходимое количество костного мозга. Далее в специальном контейнере с питательной средой отвозят в лабораторию, где и занимаются выделением, выращиванием и сохранением стволовых клеток. 

Замораживание стволовых клеток

Образец c пробиркой-спутником помещают в специальный контейнер - криобокс, переносят в хранилище и подвергают плавному охлаждению до -80°С, после чего погружают в жидкий азот, в котором они и будут храниться. В каждой ячейке криобокса хранится один образец в мешке или криопробирках с пробиркой-спутником.

Хранение стволовых клеток

Выделенные стволовые клетки находятся в аутологичной плазме. Никаких чужеродных для человеческого организма компонентов. 

Каждая ампула с клетками помещается в герметично запаянный пластиковый пенал, обеспечивающий дополнительную защиту содержимого и маркировки. Данный способ является наиболее адекватным по сравнению с хранением цельной крови в пластиковых мешках. 

Стволовые клетки расфасованы в несколько ампул. В случае необходимости, это позволит использовать нужное на данный момент количество клеток, а оставшиеся сохранить для будущих нужд, учитывая быстрое развитие новых клеточных технологий. 

Стволовые клетки подвергаются программному замораживанию в специальной установке, обеспечивающей оптимальную скорость охлаждения и максимальную жизнеспособность выделенных клеток. 

Клетки хранятся в уникальных условиях: в жидком азоте при температуре -196°С. При такой температуре они сохраняют жизнеспособность и биологическую активность на протяжении практически неограниченного периода времени. 

Чтобы исключить риск возможного инфицирования бактериальными или вирусными агентами, ни один образец не попадет в хранилище, не пройдя тщательного бактериологического и вирусологического контроля. До этого времени, все пробы проходят "карантинное" хранение и изолированы друг от друга. Только "чистые" по всем показателям образцы попадают в основное хранилище клеток. 

Криохранилище представляет собой резервуар (дюар), заполненный жидким азотом, внутри которого находится система для размещения криобоксов. Температура в дюаре - 196°С. Сегодня считается, что клетки могут сохраняться в жидком азоте без потери активности до 15 лет, однако есть все основания предполагать, что они могут храниться гораздо дольше. 

Донорство иногда - это единственный путь помочь человеку, в ситуациях, когда, например, на выращивание своих клеток просто нет времени. Это может быть при инфаркте, инсульте, различных авариях. 

Донорство является единственным выходом при лечении различных генетических дефектов, например, для лечения заболеваний с нарушениями остеогенеза, с повреждением определенных генов. При трансплантации донорских клеток, несущих неповрежденный ген, получены очень хорошие результаты.

Донорские стволовые клетки показаны очень пожилым и ослабленным людям. Но при этом донорские стволовые клетки должны быть очень хорошо тестированы.

С возрастом количество МСК в костном мозге снижается, и активность этих стволовых клеток заметно уменьшается, соответственно, начинается процесс старения.

Возникает необходимость активизировать собственные ресурсы организма, и поэтому требуется введение собственных или донорских МСК. Они находят пораженные места в организме, концентрируются там и начинают активно восстанавливать пораженные ткани и органы, в связи с чем начинается процесс восстановления изнутри. Внутривенное введение МСК в больших дозах (250 — 400 млн.) оказывают мощное лечебное воздействие на весь организм, при этом эффект сохраняется длительное время.

Трансплантация костного мозга и трансплантация стволовых клеток периферической крови. 

Трансплантация костного мозга (ТКМ) и трансплантация стволовых клеток периферической крови (ТСКПК) – это процедуры, с помощью которых восстанавливают стволовые клетки, разрушенные высокодозированной химиотерапией и/или лучевой терапией. Существует три вида трансплантации:

1. Аутогенная трансплантация – пациентам пересаживают их собственные стволовые клетки

2. Сингенная трансплантация – пациентам пересаживают стволовые клетки их однояйцевых близнецов

3. Алогенная трансплантация – пациентам пересаживают стволовые клетки брата, сестры, родителей. Можно также использовать стволовые клетки человека, не являющегося родственником пациента (неродственный донор).

Ранее считалось, что для лечения человека можно использовать только собственные стволовые клетки, но проведенные исследования показали, что донорские клетки МСК при выращивании теряют антигены, которые отвечают за иммунный конфликт, а значит, они не вызывают реакции отторжения и абсолютно безопасны так же, как и собственные.

В настоящее время во всем мире ставка делается на применение донорских МСК. Это особенно важно в тех случаях, когда МСК пациенту необходимо ввести срочно, а времени для их культивирования нет. Ведь период выращивания МСК в культуре от момента забора костного мозга до их трансплантации занимает около 4 — 5 недель. А донорские клетки можно взять их банка, разморозить и вырастить до нужного количества за 7 — 10 дней.

Показания для применения стволовых клеток

Наибольшие успехи достигнуты при лечении злокачественных новообразований, системных иммунных нарушений и некоторых болезней обмена. Между тем, проводимые экспериментальные и клинические исследования свидетельствуют, что в скором времени этот перечень расширится. Претендентами на успешную клеточную терапию стволовыми клетками являются острые и хронические заболевания сердечно-сосудистой, эндокринной и центральной нервной системы (инфаркт миокарда, инсульт, сахарный диабет), генетические нарушения, болезни опорно-двигательного аппарата и т.д. 

Помимо злокачественных новообразований и болезней крови, стволовые клетки могут использоваться в лечении таких заболеваний, как: 

1. Гемоглобинопатии и наследственные болезни крови; 

2. Иммунодефициты и наследственные лимфопролиферативные заболевания; 

3. Некоторые врожденные нарушения метаболизма. 

4. После применения химио - и радиотерапии при лечении онкологических заболеваний. 

5. Острые и хронические заболевания сердечно-сосудистой системы (ИБС, инфаркт миокарда). 

6. Эндокринные заболевания (сахарный диабет). 

7. Заболевания ЦНС (инсульт, травмы спинного мозга, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона). 

8. Болезни опорно-двигательного аппарата. 

9. Генетические заболевания. 

10.  Аутоиммунные заболевания (рассеянный склероз, ревматоидный артрит, системная красная волчанка) 

11. Болезни печени, почек. 

Противопоказания к заготовке стволовых клеток.
Абсолютные противопоказания к заготовке стволовых клеток - ВИЧ, гепатит В и С, вирусу Т - клеточного лейкоза человека, токсоплазмоз, сифилис. 

Относительные противопоказания к заготовке стволовых клеток: объем пуповинной крови менее 50-60 мл, низкое содержание стволовых клеток в объеме полученной пуповинной крови. 

Лечение стволовыми клетками.
Стволовые клетки (за редким исключением) не "лечат" болезнь. Их роль заключается в восстановлении костного мозга, крови и иммунной системы пациента после проведения сочетанного лечения основного заболевания. Радио- и химиотерапия обычно успешно справляются с уничтожением, к примеру, раковых клеток. Но, наряду с "нежелательными" клетками, высокие дозы препаратов оказывают негативное воздействие и на организм в целом, - погибает костный мозг, точнее, находящиеся в нем стволовые клетки. Этим диктуется необходимость последующей трансплантации. 

Заново введенные стволовые клетки репопулируют (обживают) погибший костный мозг, размножаются и восстанавливают его, начиная выполнять работу погибших клеток. 

Это же свойство стволовых клеток используется и при ряде наследственных болезней крови. В этом случае донорские "здоровые" клетки трансплантируются после того, как собственный "дефектный" костный мозг тоже убивается, но уже преднамеренно. 

Кроме источника получения стволовых клеток между ними множество других различий. Наиболее важное - их способность выживать в лаборатории без дифференциации. Эмбриональные стволовые клетки способны реплицироваться, оставаясь недифференцированными в течение года, что для стволовых клеток из взрослых организмов недостижимо. 

За последние годы опубликованы сотни сообщений о применении соматических стволовых клеток (в первую очередь кроветворных стволовых клеток) в эксперименте и клинике. В связи с этим эмбриональные стволовые клетки кажутся более привлекательными, поскольку доказана их способность (в эмбриональном микроокружении) генерировать все клеточные типы. На практике, однако, чрезвычайно трудно получить в культуре из эмбриональных стволовых клеток тот тип клеток, который планируется. 

Процедура лечения стволовыми клетками состоит из трех этапов. На первом этапе получают небольшое количество стволовых клеток, помещают их в лабораторию и выращивают в течение 45 - 60 суток до количества не менее 200 000 000 клеток. Как правило, такой объем стволовых клеток достаточен для излечения многих болезней.
Второй и третий этапы – введение стволовых клеток. Единоразовое введение – не более 100 000 000 клеток. Интервал между процедурами введения стволовых клеток составляет от 3 до 6 месяцев.

Введение стволовых клеток происходит амбулаторно, без дополнительной подготовки пациента. В течение 40 минут через капельницу стволовые клетки вводятся внутривенно и с кровотоком поступают к органу или ткани, который необходимо вылечить.

Стволовые клетки способны стать полноценными клетками практически любого органа или ткани. Мезенхимальные стволовые клетки уникальны своей универсальностью, способностью дифференцироваться в клетки любого органа (кардиомиобласты – клетки сердца, гепатоциты – клетки печени, нейроны – клетки мозга, хондробласты – клетки хрящевой ткани, миобласты – клетки мышц и др.).

После процедуры введения стволовые клетки прикрепляются к здоровым участкам поврежденного органа. Стволовые клетки последовательно вытесняют поврежденные болезнью клетки органа и замещают их, трансформируясь в клетки данного органа. Результаты клеточной терапии диагностируются спустя 3 месяца, а субъективные ощущения изменения самочувствия начинаются на второй день после процедуры введения. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

 Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 

	№ п/п
	Название практических умений

	1.
	Классифицировать способы получения эмбриональных стволовых клеток. 

	2.
	Классифицировать способы получения региональных стволовых клеток.

	3.
	Соотносить виды стволовых клеток по способу получения с их возможным применением в медицине. 


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Чем объясняется, что работу со стволовыми клетками связывают с вопросами биоэтики?

2. Назовите основные способы получения стволовых клеток.

3. В чём заключается способ использования ЭСК (эмбриональных стволовых клеток)? Какие разновидности этого  способа получения стволовых клеток вы знаете? 

4. В каком случае используют для получения ЭСК (эмбриональных стволовых клеток) эмбрионы, полученные в результате клонирования? 

5. Какие правила должны быть соблюдены при получении и использовании ЭСК?

6. Почему в использовании абортивного материала особенно остро стоят вопросы биоэтики?

7. Какой из способов получения ЭСК (эмбриональных стволовых клеток) наиболее распространён в получении, но не биоэтичен. Почему?

8. В чём заключается особенность получения пуповинной крови? 

9. Каким образом она сохраняется и применяется впоследствии?

10. В чём преимущества в применении пуповинной крови?

11. Какие способы получения РСК (региональных стволовых клеток) человека вы знаете? Поясните их особенности и значение. 

12. Назовите заболевания, для излечения которых используются стволовые клетки.

13. Поясните показания к применению стволовых клеток.

14. Каким образом осуществляется лечение стволовыми клетками?

15. В чём заключается процедура лечения стволовыми клетками?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Впервые в России в 2009 году разработан и апробирован метод получения    аутологичных индуцированных плюрипотентных стволовых клеток из обычной клетки взрослого организма.

1. Какой метод был использован?

2. Какой материал был использован?

3. Какие изменения происходили в клетках?

Задача № 2.

Представлены аутологичные и донорские стволовые клетки.

1. Какие стволовые клетки называются аутологичными?
2. Какие стволовые клетки имеют преимущества для транстплантации?
3. Перечислите ряд преимуществ аутологичных стволовых клеток перед донорскими.

Задача № 3.

В лаборатории получили бластоцисту.

1. Какую часть клеточного материала можно взять для получения стволовых клеток?
2. Какие ткани образуют эти клетки?

3. В каком году и где были впервые получены эти клетки?

Задача № 4.

Основным источником сырья для получения лабораторных стволовых клеток остаются эмбриональные стволовые клетки.

1. Из чего получают эмбриональные стволовые клетки?

2. В какой период жизни вступают эти выделенные клетки?

3. В обход какого процесса эмбриогенеза идёт этот период?

Задача № 5.

Имеются стволовые клетки и зрелые.

1. Каким способом делятся те и другие?

2. Чем отличается деление стволовой клетки от деления зрелой?

3. Что происходит с образовавшимися клетками после деления?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Способы культивирования стволовых клеток», методические указания для обучающихся № 10 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:

1. Современные представления о происхождении клеток крови.

2. Аутологический способ получения стволовых клеток.

3. Метод селезёночных колоний и его значение для получения стволовых клеток крови.

4. Использование абортивных материалов для получения стволовых клеток.

1. Занятие № 10.
Тема: «Способы культивирования стволовых клеток».
2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

3. Значение изучения темы. Знание способов культивирования и этичности использования СК (стволовых клеток) различного происхождения необходимо в практической деятельности врача.
4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК);
- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);
- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать способы культивирования и этичности использования СК (стволовых клеток) различного происхождения; уметь соотносить виды стволовых клеток по способу культивирования и предполагаемый результат культивирования, а также варианты возможного применения в медицине; 
владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. КУЛЬТУРА КЛЕТОК - ЭТО
1) выращивание клеток, относящихся к одной ткани
2) стволовые клетки пуповинной крови

3) абортивные материалы
4) клеточный дифферон

2. ВЫДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ
1) из крови, с использованием только лейкоцитов
2) из мягких тканей с помощью ферментов
3) помещение в культуру кусочков ткани
4) все ответы верны
3. КУЛЬТУРА НАЗЫВАЕТСЯ «ПЕРВИЧНОЙ» КОГДА ОНА
1) взята непосредственно из объекта

2) получена в результате пассажирования

3) извлечена из ткани

4) получена в результате клонирования

4. ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ НЕОБХОДИМ КОМПЛЕКС УСЛОВИЙ
1) инкубатор
2) постоянная температура 
3) специальные питательные и газовые среды

4) все ответы верны
5. ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ ДЛЯ РАЗНЫХ КУЛЬТУР КЛЕТОК РАЗЛИЧАЮТСЯ 

1)   концентрации глюкозы и составу факторов риска
2) по составу и концентрации глюкозы

3) по составу, pH, концентрации глюкозы, составу факторов роста
4)  по составу факторов роста и риска
6. ЕСТЕСТВЕННЫЕ СУБСТАНЦИИ, СПОСОБНЫЕ СТИМУЛИРОВАТЬ
 РОСТ, ПРОЛИФЕРАЦИЮ И/ИЛИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ ЖИВЫХ КЛЕТОК НАЗЫВАЮТСЯ
1) фактор риска

2) фактор роста

3) экологический фактор

4) культурой

7. ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ ОДНОЙ ИЗ ВАЖНЫХ ЗАДАЧ ЯВЛЯЕТСЯ 

1)  получить материал для культивирования
2) получить культуру клеток

3) исключение или сведение к минимуму использование зараженных ингредиентов
4) обеспечить рост полученного материала
8. ПОЛУЧЕННЫЙ МАТЕРИАЛ МОЖНО ВЫРАЩИВАТЬ В 
1) суспензии

2) адгезивном состоянии 

3) суспензии, либо в адгезивном состоянии

4) все ответы верны
9. ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ КЛЕТОК МОГУТ ВОЗНИКНУТЬ СЛЕДУЮЩИЕ ПРОБЛЕМЫ

1) может начаться клеточное дифференцирование
2) накопление в питательной среде продуктов выделения и омертвевших клеток


3) контактное ингибирование роста
4) все ответы верны

10. ДЛЯ ПОДДЕРЖАНИЯ НОРМАЛЬНОГО ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ КУЛЬТУР КЛЕТОК, А ТАКЖЕ ДЛЯ ПРЕДОТВРАЩЕНИЯ НЕГАТИВНЫХ ЯВЛЕНИЙ ПЕРИОДИЧЕСКИ ПРОВОДЯТ 
1) замену питательной среды 

2) пассажирование и трансфекцию клеток.

3) трансдукцию

4) замену питательной среды, пассажирование и трансфекцию клеток

11. СТРОМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ИЗВЛЕКАЮТСЯ ПРИ ПОМОЩИ ПУНКЦИИ, ЗАТЕМ, В ЛАБОРАТОРНЫХ УСЛОВИЯХ ОСОБЫМ ОБРАЗОМ ИХ 
1) культивируют
2) мобилизируют, наращивают и вводят обратно в организм, где при участии специальных сигнальных веществ, они направляются к «больному месту»
3) стимулируют фактором роста
4) замораживают
12. РОЛЬ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА ЗАКЛЮЧАЕТСЯ 
1)  в пролиферации
2) в восстановлении костного мозга, крови и иммунной системы пациента после проведения сочетанного лечения основного заболевания радио- и химиотерапией
3) в заживлении раны
4) в регенерации
13. ВВЕДЕННЫЕ В ПАЦИЕНТА СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ КОСТНОГО МОЗГА
1) рассасываются или уничтожаются иммунной системой пациента
2) распределяются в строме органов
3) мигрируют в кровеносном русле

4) репопулируют (обживают) погибший костный мозг, размножаются и восстанавливают его, начиная выполнять работу погибших клеток
5.2. Основные понятия и положения  темы.

Первый президент Национального консультативного этического комитета Франции Жан Бернар, реконструируя историю биомедицины с 1930 года, писал о двух революциях: терапевтической и биологической. Первая революция, открыв сульфамиды (1937) и пенициллин (1946), наделила человечество „властью побеждать болезни, долгое время бывшие смертельными, такие как туберкулёз, сифилис, серьёзные заражения крови, воспаления эндокринных желёз, биохимические расстройства, лежащие в основе душевных заболеваний“. 

Вторая революция произошла совсем недавно: она началась с открытия генетического кода и создания так называемой „геномной медицины“. После успеха Яна Вилмута, клонировавшего в 1997 году живое существо — овцу Долли, и работ Томпсона, в 1998 году доказавшего возможность получения стволовых клеток из бластоцист  с последующим культивированием плюрипотентных клеточных линий, у человечества, наконец, появилась реальная надежда на излечение различных дегенеративных заболеваний (см. таблицу) или, как минимум, уменьшение страданий пациентов путём трансплантации стволовых клеток. 

В апреле 2003 года в Брюсселе, под эгидой Европейского союза, прошла одна из наиболее представительных конференций с участием более 600 учёных, посвящённая итогам и перспективам развития проблемы стволовых клеток и терапевтического клонирования. Конференция отметила, что за последние годы число частных и государственных компаний, занимающихся этой проблемой, сократилось с 38 до „менее дюжины“. Это объясняется несколькими причинами. Не оправдались коммерческие планы компаний, потребность в стволовых клетках оказалась крайне низкой, что обусловлено, главным образом, неопределёнными и неубедительными результатами клинических наблюдений. Во многих случаях, по мнению экспертов, не публикуются отрицательные результаты пересадок CК. 

Определилась настоятельная необходимость в дополнительных теоретических и экспериментальных исследованиях с использованием современных методов маркировки и идентификации стволовых клеток, включая анализ их генов и белков. Отсюда, вопрос о стандартизации клеточных технологий – выделении СК, их сохранности и культивирования является одним из насущных в современной медицине.
Культивирование клеток представляет собой процесс, посредством которого in vitro отдельные клетки (или единственная клетка) искусственно выращиваются в контролируемых условиях. На практике термин «культура клеток» относится в основном к выращиванию клеток, относящихся к одной ткани, полученных от многоклеточных эукариот, чаще всего животных. Историческое развитие технологии и методик выращивания культур клеток неразрывно связаны с выращиванием тканевых культур и целых органов.

Культивирование - создание искусственных условий для поддержания процессов жизнедеятельности и размножения микроорганизмов in vitro. (Русско-английский словарь терминов по микробиологии).
- выращивание микроорганизмов, животных и растительных клеток, тканей или органов в искусственных условиях (Большой медицинский словарь, 2000).

Выделение клеток.
Для культивирования вне организма живые клетки могут быть получены несколькими способами. Клетки могут быть выделены из крови, но к росту в культуре способны только лейкоциты. Моноядерные клетки могут быть выделены из мягких тканей с помощью таких ферментов как коллагеназа, трипсин, проназа, разрушающих внеклеточный матрикс. Кроме того, в питательную среду можно поместить кусочки тканей.

Культуры клеток, взятых непосредственно от объекта (ex vivo), называются первичными. Большинство первичных клеток, за исключением опухолевых, имеют ограниченный срок использования. После определенного количества делений клетки такие стареют и прекращают делиться, хотя могут при этом не утратить жизнеспособность.

Существуют иммортализованные («бессмертные») линии клеток, способные размножаться бесконечно. У большинства опухолевых клеток эта способность является результатом случайной мутации, но у некоторых лабораторных клеточных линий она приобретена искусственно, путем активации гена теломеразы.

Культивирование клеток.
Клетки выращивают в специальных питательных средах, при постоянной температуре, а для клеток млекопитающих обычно необходима также специальная газовая среда, поддерживаемая в инкубаторе клеточных культур. Как правило, регулируется концентрация в воздухе углекислого газа и паров воды, но иногда также и кислорода. Питательные среды для разных культур клеток различаются по составу, pH, концентрации глюкозы, составу факторов роста и др. Факторы роста, используемые в питательных средах, чаще всего добавляют вместе с сывороткой крови. Одним из факторов риска при этом является возможность заражения культуры клеток прионами или вирусами. При культивировании одной из важных задач является исключение или сведение к минимуму использования зараженных ингредиентов. Однако на практике это бывает достигнуто не всегда. Наилучшим, но и наиболее дорогостоящим способом является добавление вместо сыворотки очищенных факторов роста.

Клетки можно выращивать в суспензии, либо в адгезивном состоянии. Некоторые клетки (такие, как клетки крови) в естественных условиях существуют во взвешенном состоянии. Существуют также линии клеток, искусственно измененных таким образом, чтобы они не могли прикрепляться к поверхности; это сделано для того, чтобы увеличить плотность клеток в культуре. Для выращивания адгезивных клеток требуется поверхность, например, культура ткани, или пластик, покрытый элементами внеклеточного матрикса для улучшения адгезивных свойств, а также для стимулирования роста и дифференцировки. Большинство клеток из мягких и твердых тканей адгезивны. Из адгезивного типа культуры выделяются органотипические культуры клеток, которые представляют собой трехмерную среду, в отличие от обычной лабораторной посуды. Этот система культивирования физически и биохимически наиболее сходна с живыми тканями, но имеет некоторые технические сложности в обслуживании (например, нуждается в диффузии).

Особенности выращивания клеток. При выращивании клеток, из-за постоянного деления может возникнуть их переизбыток в культуре. В результате чего могут возникнуть следующие проблемы:

- Накопление в питательной среде продуктов выделения, в том числе токсичных.

- Накопление в культуре омертвевших клеток, прекративших жизнедеятельность.

- Скопление большого количества клеток оказывает негативное влияние на клеточный цикл, рост и деление замедляются, а клетки начинают стареть и отмирать (контактное ингибирование роста).

По той же причине может начаться клеточное дифференцирование.

Для поддержания нормального функционирования культур клеток, а также для предотвращения негативных явлений периодически проводят замену питательной среды, пассажирование и трансфекцию клеток. Во избежание загрязнения культур бактериями, дрожжами, или другими линиями клеток, все манипуляции обычно проводят с соблюдением правил асептики в стерильном боксе. Для подавления микрофлоры в питательную среду могут быть добавлены антибиотики (пенициллин, стрептомицин) и противогрибковые препараты (амфотерицин Б).

Одним из продуктов метаболизма в клетках являются кислоты, вследствие чего pH среды постепенно снижается. Для контроля кислотности питательных сред, в них добавляют индикаторы pH. Если культура клеток адгезивная, питательную среду можно полностью заменять.

Пассажирование клеток (разделение) клеток — это отбор небольшого количества клеток для выращивания в другом лабораторном сосуде. Если культура быстро растет, это необходимо делать регулярно, поскольку в среде истощаются питательные вещества и накапливаются продукты метаболизма. Суспензивные культуры пассажировать проще, так как для этого достаточно всего, лишь отобрать необходимое количество клеток, поместить их в другие сосуды, и добавить свежей питательной среды. Адгезивные же клетки перед этим следует отделить от субстрата и разделить их скопления. Чаще всего для этой цели используют смесь трипсина и ЭДТА или другие ферментные смеси, иногда достаточно только ЭДТА в физиологическом растворе (раствор Версена). Если культура растет медленно, ее обычно подкармливают без переноса в другой сосуд, периодически (обычно раз в 2-3 дня) отбирая часть использованной среды и добавляя свежую.

Трансфекция.
Трансфекция — процесс введения нуклеиновой кислоты в клетки человека и животных невирусным методом. Трансфекция обычно включает образование в плазматической мембране отверстий через которые внутрь клетки может проникать внеклеточный материал. Трансфицирован может быть генетический материал, такой как ДНК или РНК, а также белки, например, антитела. Для трансфекции часто используют сильное электрическое поле (электропорация) или электростатически заряженные липиды, способные к образованию липосом, структур, которые сливаются с плазматической мембраной, выбрасывая внутрь клетки заключенный в них материал. Известны и другие методы трансфекции.

Первоначальный смысл слова трансфекция: инфекция для трансформации, т.е. введение в клетки вирусного генома, в результате чего начинается инфекция. Но, поскольку в приложении к человеку и животным термин трансформация имеет иное значение (генетические изменения, позволяющие вести клетки в культуре в течение длительного времени, преодолевая лимит Хейфлика, что типично, например, для раковых клеток), термин трансфекция было предложено использовать как замену термину трансформация в смысле изменения фенотипа путем введения чужеродной нуклеиновой кислоты.

Трансдукция. В клетки при их выращивании можно внедрять чужеродную ДНК путем трансфекции (невирусный метод). Часто данную технологию применяют для управляемой экспрессии генов. Сравнительно недавно для этих целей была успешно реализована трансфекция иРНК.

ДНК также может быть внедрена в геном клетки с помощью вирусов или бактериофагов. Они, являясь внутриклеточными паразитами, как нельзя лучше подходят для этих целей, так как внедрение генетического материала в клетку-хозяина является обычной частью их жизненного цикла[.Этот метод называется трансдукция.

Как только стволовая клетка начинает делиться, их количество растет в контролируемой искусственной среде (культуре), эту «коллекцию» здоровых, делящихся и недифференцированных стволовых клеток можно называть клеточной линией.  Стволовые клетки можно стимулировать и заставить их дифференцироваться в необходимый тип клеток, этот процесс называется контролируемая направленная дифференцировка.  При этом эмбриональные стволовые клетки показывают способность к большему числу типов клеток по сравнению с взрослыми стволовыми клетками.
Культивирование человеческих клеток несколько противоречит правилам биоэтики, поскольку изолированно выращиваемые клетки могут пережить родительский организм, а затем использоваться для проведения экспериментов или для разработки новых методов лечения и извлечения из этого прибыли. Первое судебное решение в данной области было вынесено в Верховном суде штата Калифорния по делу «Джон Мур против представителей Калифорнийского университета», согласно которому пациенты не имеют никаких прав собственности на линии клеток, полученных из органов, удаленных с их согласия.

Методы хранения ЭСК (бластоцист). 

 В клиниках ЭКО используется две технологии криоконсервации. Технология, называемая "медленным замораживанием", и витрификация.

- "Медленное замораживание". Эту процедуру осуществляют таким образом: эмбрион переносят из пробирки с питательным раствором в среду с криопротекторами, и выдерживают около 10 мин.

Криопротекторы – это вещества, защищающие клетки от перемораживания, образования кристалликов льда и повреждения клетки. При медленном замораживании криопротекторами служат пропиленгликоль и сахароза (попросту - тростниковый сахар). Пропиленгликоль защищает клетки эмбриона изнутри, а сахароза - снаружи. 

Эмбрионы с криопротекторной средой засасывают в пластиковые соломинки, наподобие тех, что подают к коктейлям, только покороче и потоньше, и сделаны они из нетоксичного пластика. Кроме того, у криосоломинок есть «пробочка» для запечатывания. На соломинке с эмбрионом пишут несмываемым маркером фамилию пациентки, номер ее карты, дату замораживания и порядковый номер соломинки. Так что перепутать их при размораживании невозможно.

Далее соломинку с эмбрионом начинают медленно охлаждать. Охлаждать соломинку нужно очень медленно, с постоянной скоростью – полградуса в минуту. Для создания таких строгих условий используют специальные аппараты – "программируемые замораживатели". 

Когда температура снизится до 7 градусов мороза, к соломинке прикасаются охлажденным в жидком азоте пинцетом - и содержимое соломинки замерзает. Кристаллики необходимы, чтобы вызвать процесс вымораживания воды из клеток эмбриона – примерно так, как на морозе высыхает белье. Далее продолжают медленно охлаждать соломинку до минус 35 градусов, а затем быстрым движением переносят ее в жидкий азот, в котором и хранят окончательно при температуре 196 градусов мороза.

Слабые стороны метода медленного замораживания, в том, что защита эмбрионов ото льда в технологии медленного замораживания построена на вымораживании воды, приводящем к обезвоживанию клеток. 

Вымораживание воды для эмбрионов – "палка о двух концах". С одной стороны, обезвоживание эмбрионов помогает им пережить замораживание. Но с другой стороны, обезвоживание само по себе зачастую оказывается губительным. Речь ведь идет об очень сильном обезвоживании, при медленном замораживании клетка теряет до 85-90% воды. При таких потерях из клетки уходит не только вся так называемая "свободная вода", но частично и "связанная вода", входящая в состав белков. А это приводит к разрушению белковых молекул и, в конечном итоге, к разрушению самой клетки. 

Это опасно для эмбрионов, не слишком эффективно. Для осуществления этого метода необходима дорогостоящая аппаратура, неоправданно большие затраты тонкого ручного труда.

- Технология витрификации. При витрификации защита эмбрионов основана на другом подходе - тут не допускается образования кристаллов льда вообще. Вся жидкость – как в криосоломинке, так и в клетках эмбриона – при охлаждении до температуры жидкого азота переходит в стекловидное состояние, не образуя кристаллы. Для этого используют другие, более сложные криопротекторные среды, чем при медленном замораживании. Эмбрионы находятся в криопротекторной среде всего одну-две минуты, а затем набирают в криосоломинку и погружают в жидкий азот. 

Метод витрификации гораздо более безопасен для эмбрионов, нежели медленное замораживание. По самым последним данным, при витрификации погибают и повреждаются не более 10-12% эмбрионов. Остальные эмбрионы размораживаются без потерь. В то же время, при применении медленного замораживания гибель эмбрионов составляет 25-65%.

Срок хранения замороженных эмбрионов, если условия хранения стабильны, не ограничен. Но пока известен случай наступления беременности после переноса эмбрионов, хранившихся в жидком азоте 12 лет.

Криохранилище представляет собой помещение с сосудами Дьюара – нечто вроде гигантского металлического термоса, заполненного жидким азотом. В нем есть специальные ячейки, в которых находятся соломинки с замороженными эмбрионами. 

Замораживание эмбрионов осуществляется для того чтобы сохранить избыточные, но хорошие эмбрионы, не использованные в программе ЭКО. В программе ЭКО не переносят пациентке больше двух эмбрионов, а остальные хорошие эмбрионы замораживают. Если беременность не наступит, оставшиеся эмбрионы можно разморозить и перенести пациентке в другом цикле. 

В нашей стране, например, в соответствии с международными нормами и приказом МЗ РФ (№ 301 от 28.12.1993 года) „лишние“ бластоцисты должны сохраняться некоторое время в замороженном виде, но затем непременно уничтожаться. Лишь в шести странах приняты законы, разрешающие их использование в исследовательских целях: США, Великобритания, Финляндия, Греция, Голландия и Швеция. В пяти странах полностью запрещено использование бластоцист: в Австрии, Дании, Франции, Ирландии и Испании. В большинстве других европейских стран, в частности в Италии и Португалии, а также в России, по этому вопросу нет законодательств. В Германии разрешён ввоз эмбриональных стволовых клеток.

Ввиду пластичности и потенциально неограниченного потенциала самообновления, эмбриональные стволовые клетки имеют перспективы применения в регенеративной медицине и замещении поврежденных тканей. Однако в настоящий момент не существует никакого медицинского применения эмбриональных стволовых клеток. 

Пуповинная кровь. Плацентарно-пуповинная кровь, собранная после рождения ребенка, очень богата стволовыми клетками. Взяв эту кровь и поместив в криобанк стволовых клеток, в дальнейшем можно использовать ее для восстановления практически любых тканей и органов, а также для лечения любых заболеваний, в том числе и онкологических. Однако существует мнение, что количество стволовых клеток в пуповинной крови не достаточно велико, и эффективное их применение возможно только однократно для самого ребёнка до 10 лет.
Сегодня в основном в банках стволовых клеток хранятся клетки, выделенные из пуповинной крови, собранной при рождении ребенка. 

 При использовании плодов, особенно при поздних абортах, для получения эмбриональных стволовых или прогениторных  клеток следует получить информированное согласие женщины на использование абортивного материала и одобрение программы исследования комитетом по биоэтике. Этическими правилами особо подчёркивается необходимость не допускать коммерциализации таких исследований. Это необходимо, прежде всего, для того, чтобы избежать психологического давления на мать (с помощью денежного подкупа или путем ложной оценки состояния её плода) при получении её согласия на прерывание беременности. 
РСК. Выделение и сохранение стволовых клеток может рассматриваться как форма биологического страхования, поскольку с возрастом количество стволовых клеток в организме уменьшается, а именно они, по мнению, ученых, смогут в будущем стать панацеей от многих болезней. 
Полученный костный мозг обрабатывают, чтобы удалить кровь и фрагменты кости. В полученный костный мозг могут добавлять консервант или замораживать его, чтобы сохранить стволовые клетки до тех пор, пока они понадобятся. Эта процедура известна как криоконсервирование. Стволовые клетки могут быть заморожены в течение многих лет.

Замораживание стволовых клеток

Образец c пробиркой-спутником помещают в специальный контейнер - криобокс, переносят в хранилище и подвергают плавному охлаждению до -80оС, после чего погружают в жидкий азот, в котором они и будут храниться. В каждой ячейке криобокса хранится один образец в мешке или криопробирках с пробиркой-спутником. есть все основания предполагать, что они могут храниться гораздо дольше. 

Хранение стволовых клеток

Выделенные стволовые клетки находятся в аутологичной плазме. Никаких чужеродных для человеческого организма компонентов. 

Каждая ампула с клетками помещается в герметично запаянный пластиковый пенал, обеспечивающий дополнительную защиту содержимого и маркировки. Данный способ является наиболее адекватным по сравнению с хранением цельной крови в пластиковых мешках. 

Стволовые клетки расфасованы в несколько ампул. В случае необходимости, это позволит использовать нужное на данный момент количество клеток, а оставшиеся сохранить для будущих нужд, учитывая быстрое развитие новых клеточных технологий. 

Стволовые клетки подвергаются программному замораживанию в специальной установке, обеспечивающей оптимальную скорость охлаждения и максимальную жизнеспособность выделенных клеток. 

Клетки хранятся в уникальных условиях: в жидком азоте при температуре -196°С. При такой температуре они сохраняют жизнеспособность и биологическую активность на протяжении практически неограниченного периода времени. 

Чтобы исключить риск возможного инфицирования бактериальными или вирусными агентами, ни один образец не попадет в хранилище, не пройдя тщательного бактериологического и вирусологического контроля. До этого времени, все пробы проходят "карантинное" хранение и изолированы друг от друга. Только "чистые" по всем показателям образцы попадают в основное хранилище клеток. 

Криохранилище представляет собой резервуар (дюар), заполненный жидким азотом, внутри которого находится система для размещения криобоксов. Температура в дюаре - 196°С. Сегодня считается, что клетки могут сохраняться в жидком азоте без потери активности до 15 лет, однако есть все основания предполагать, что они могут храниться гораздо дольше. 

Стромальные стволовые клетки извлекаются оттуда при помощи пункции. Затем, в лабораторных условиях особым образом их мобилизируют, наращивают и вводят обратно в организм, где при участии специальных сигнальных веществ, они направляются к «больному месту». Следует отметить, что даже из одной единственной стромальной клетки можно вырастить колонии. И уж совсем невероятная метаморфоза - стромальные стволовые клетки могут настолько «забыть» о своем костном мозговом происхождении, что под влиянием определенных факторов превращаются в нервные клетки (нейроны) или клетки сердечной мышцы. Показано, что через 2 недели после добавления специального сигнального вещества в культуру стромальных клеток, они уже на 80 % состоят из нейронов. 90 % стромальных клеток, введенных в зону инфаркта, полностью перерождаются в клетки сердечной мышцы, восстанавливая функции миокарда практически полностью. Однако стромальные клетки взрослого организма обладают ограниченной функциональностью, то есть их возможная тканевая специализация в той или иной степени лимитирована. Помимо этого все стволовые клетки взрослого человека каталогизированы и снабжены специальным штампиком «моё». Так что донорство в этой области чревато возникновением противостояния, называемого «трансплантат - против хозяина».
Стволовые клетки взрослых организмов и стволовые клетки спинного мозга используются для терапии различных заболеваний. Некоторые заболевания крови и иммунной системы (в том числе генетические) могут быть вылечены такими неэмбриональными стволовыми клетками. Разрабатываются методы лечения с помощью стволовых клеток таких патологий, как онкологические заболевания, юношеский диабет, синдром Паркинсона, слепота и нарушения работы спинного мозга. 

Преимущества сохранения собственных стволовых клеток:
- однажды полученные, клетки могут храниться десятилетиями в жидком азоте при температуре -196°С;

- каждый образец проходит тщательный бактериологический и вирусологический контроль;

- кровные родственники (братья, сестры, мать, отец) имеют высокий шанс оказаться иммунологически совместимыми и, в случае необходимости, могут стать реципиентами стволовых клеток ребенка;
- стоимость затрат на выделение и «именное» (персональное) хранение клеток из пуповинной крови в десятки раз меньше, чем поиск и приобретение аналогичных, но донорских;

- область применения клеточных технологий постоянно расширяется: с развитием медицинской науки, заблаговременно заготовленные стволовые клетки могут стать незаменимой основой для новейших способов лечения многих заболеваний.
Лечение стволовыми клетками костного мозга. Стволовые клетки (за редким исключением) не "лечат" болезнь. Их роль заключается в восстановлении костного мозга, крови и иммунной системы пациента после проведения сочетанного лечения основного заболевания. Радио- и химиотерапия обычно успешно справляются с уничтожением, к примеру, раковых клеток. Но, наряду с "нежелательными" клетками, высокие дозы препаратов оказывают негативное воздействие и на организм в целом, - погибает костный мозг, точнее, находящиеся в нем стволовые клетки. Этим диктуется необходимость последующей трансплантации. 

Заново введенные стволовые клетки репопулируют (обживают) погибший костный мозг, размножаются и восстанавливают его, начиная выполнять работу погибших клеток. 

Это же свойство стволовых клеток используется и при ряде наследственных болезней крови. В этом случае донорские "здоровые" клетки трансплантируются после того, как собственный "дефектный" костный мозг тоже убивается, но уже преднамеренно. 

Выводы: 

1. Существует настоятельная необходимость в  теоретических и экспериментальных исследованиях с использованием современных методов маркировки и идентификации стволовых клеток.
2. Процесс стандартизации включает в себя: выделение, культивирование, пассажирование.

3. Основной метод хранения СК базируется на криотехнологиях.

Факторы роста - естественные субстанции, способные стимулировать рост, пролиферацию и/или дифференцировку живых клеток. Как правило, это пептидные или стероидные гормоны. Факторы роста функционируют как сигнальные молекулы для взаимодействия между клетками. Примерами являются цитокины и гормоны, связываемые специфическими клеточными рецепторами. Другими широко известными факторами роста являются эритропоэтин и инсулиноподобный фактор роста 1.

Первичные прогениторные клетки — стволовые клетки половых зачатков эмбриона.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

 Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий и продемонстрировать следующие умения: 

	№ п/п
	Название практических умений

	1.
	Классифицировать способы сохранения и культивирования эмбриональных стволовых клеток. 

	2.
	Классифицировать способы сохранения и культивирования региональных стволовых клеток.

	3.
	Соотносить виды стволовых клеток по способу культивирования, этичностью использования и возможностью применения в репаративной медицине. 


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:
1. В чем, по мнению первого президента Национального консультативного этического комитета Франции Жан Бернар заключались две революции биомедицины?
2. Дайте определение понятия « культивирование».

3. Какие способы выделения клеток для культивирования вне организма вы знаете?

4. Существуют ли ограничения в сроках культивирования клеток?

5. Поясните особенности культивирования клеток?

6. В чём заключаются особенности выращивания клеток?

7. В каком случае используется пассажирование клеток?

8. Каким образом осуществляется метод «медленного замораживания».

9. В чём заключается технология витрификации?
10. С какой целью в медицине используют ЭСК (эмбриональные стволовые клетки)?

11. Какие клетки пуповинной крови культивируются? В каком случае они используются?

12. Почему культивирование и сохранения СК (стволовых клеток) абортивного материала больше всего подвергается биоэтическому обсуждению?

13. Почему выделение и сохранение РСК (региональных стволовых клеток) рассматривается как форма биологического страхования?

14. В каком случае стромальные клетки «забывают» о своём происхождении?

15. В чём преимущества сохранения собственных стволовых клеток?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Клетки можно выращивать в адгезивном состоянии.
1. Что для этого требуется?

2. Клетки каких тканей адгезивны?

3. Чем характеризуются эти культуры клеток?

Задача № 2.

При выращивании клеток, из-за постоянного деления может возникнуть их переизбыток в культуре и может начаться клеточное дифференцирование.

1. Что этому способствует?

2. Что подразумевается под контактным ингибированием роста?
Задача № 3.
Для поддержания нормального функционирования культур клеток, а также для предотвращения негативных явлений периодически проводят замену питательной среды, пассажирование и трансфекцию клеток.
1. Что подразумевается под пассажированием?

2. Каким образом осуществляется трансфекция?

Задача № 4.

В клиниках ЭКО используется две технологии криоконсервации: технология, называемая "медленным замораживанием" и витрификация.

1. В чём преимущества метода витрификации?

2. В чём преимущества и недостатки «медленного замораживания»?

Задача № 5.
При использовании плодов, особенно при поздних абортах, для получения эмбриональных стволовых или прогениторных  клеток следует получить информированное согласие женщины на использование абортивного материала и одобрение программы исследования комитетом по биоэтике.
1. Что преследуется этими условиями?

2. Какие доводы врачей могут привести будущую мать к прерыванию беременности?
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Эмбриональные стволовые клетки – понятие, характеристики, свойства», методические указания для обучающихся № 5 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

Подготовить рефераты на темы:
1. Основные методы и методы культивирования клеточного материала.
2. Биоэтика о культивировании стволовых клеток.

3. Пуповинная кровь - плюсы и минусы использования. 
4. Стромальные стволовые клетки – вариант продления активной жизни?
1. Занятие №11.
Тема: «Итоговое занятие: стволовые клетки».

2. Форма организации занятия: итоговое занятие.

3. Значение изучения темы. Основными видами работы на занятии являются тестирование, устное собеседование, анализ особенностей разновидностей стволовых клеток, по которым можно судить о применении их в медицине. Знание месторасположения в организме, происхождения, а также способов и особенностей получения и культивирования стволовых клеток, позволяют приобретать более глубокие знания по применению их в медицине.

4. Цели обучения:

общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследования (ПК-32);


-учебная: знать основания для классификации стволовых клеток и их классификационные группы; происхождение, особенности и способы получения и культивирования; разбираться в вопросах этичного использования стволовых клеток; уметь определять групповую принадлежность стволовых клеток по их происхождению, использовать знание о стволовых клетках разных групп для применения в медицине; владеть навыками анализа и синтеза информации.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование). 

Тестовые задания с эталонами ответов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 4-10.

5.2 Основные понятия и положения темы.

Основные понятия и положения темы см. в методических указаниях для обучающихся для аудиторной работы № 4-10.

5.3. Перечень и стандарты практических умений.

Перечень и стандарты практических умений см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 4-10.

5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

Вопросы см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе 4-10.

- решение ситуационных задач:

Ситуационные задачи см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 4-10.

 6. Домашнее задание для уяснения темы занятия: (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи к зачетному занятию, см. методические указания для обучающихся № 4-10 к внеаудиторной работе).                       
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Темы рефератов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 4-10.

1. Занятие № 12.
Тема: «Новое оборудование для работы в морфологических лабораториях. Характеристика реактивов, используемых в морфологических исследованиях. Новые направления в их производстве».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.
          3. Значение темы. Основная задача морфологической лаборатории заключается в постановке точного прижизненного диагноза в работе врача. Для достижения оптимальных результатов в любом гистологическом исследовании необходимо использовать качественное оборудование. Использование нового оборудования в морфологических лабораториях позволит значительно сократить время получения гистологического заключения и постановки диагноза, обеспечит назначение своевременной и адекватной терапии; снизит количество ошибок, сократит экономические затраты, связанные с повторными исследованиями. На сегодняшний день существует множество компаний, которые являются поставщиками оборудования на лабораторном рынке. На данном занятии проводится знакомство с новыми химреактивами и новым оборудованием для морфологических лабораторий.
 4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):
- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);
- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);
- учебная: знать основные методы гистологического исследования неживых и живых объектов, основные этапы изготовления препаратов для световой и электронной микроскопии, правила техники безопасности и работы в морфологической лаборатории с химреактивами, приборами и животными; уметь работать с микроскопом, используя различные источники освещения, объективы и окуляры на основании «Правил пользования микроскопом»; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками микрокопирования и современными методами окраски гистологических препаратов.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование). 

Выбрать один правильный ответ.
1. ПРОВЕДЕНИЕ БЫСТРОЙ ГИСТОЛОГОГИЧЕСКОЙ ПРОВОДКИ ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ
1) в термостате
2) через проведение в спирте возрастающих концентраций

3) тканевым микроволновым процессором

4) цифровой системой макроскопического видеоисследования
2. ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ ПРИГОТОВЛЕНИЯ СРЕЗОВ БЕЗ ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЙ ПРОВОДКИ И ЗАЛИВКИ ПАРАФИНОМ
1) дисковой микротом

2) микротомы с замораживанием срезов (криостаты)

3) гистоблок

4) гистоплейт

3. ОКРАШИВАНИЕ СРЕЗОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ ПРОИЗВОДЯТ
1) суданом

2) гематоксилином

3) эозином

4) солями тяжелых металлов

4. ДЛЯ БЕЗОПАСНОСТИ РАБОТЫ ОПЕРАТОРА И СТЕРИЛЬНОСТИ РАБОЧИХ УСЛОВИЙ ПРЕДНАЗАНЧЕНЫ
1) ламинарно-потоковые шкафы

2) ультрафиолетовые лампы

3) лабораторные автоклавы

4) стерилизаторы

5. РАЗДЕЛЕНИЕ ЛАБОРАТОРНОГО ОБОРУДОВАНИЯ НА ГРУППЫ
1) инновационное и классическое гистологическое оборудование

2) общелабораторное и гистологическое оборудование

3) лабораторная мебель и гистологическое оборудование

4) диагностическое и гистологическое оборудование

6. ПРЕДСТАВИТЕЛЬ ИННОВАЦИОННЫХ ТЕХНОЛОГИЙ В ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ
1) электронный микроскоп

2) санный микротом

3) микроволновый тканевой процессор

4) термостат

7. ПРОЦЕСС ДЕПАРАФИНИРОВАНИЯ ПРОВОДЯТ В
1) ксилоле

2) спирте

3) формалине

4) воде

8. ОПТИМАЛЬНАЯ ТОЛЩИНА СРЕЗОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ, РАВНА
1) 0,4-0,7 нм

2) 15-20 нм

3) 8-15 нм

4) 30-50 нм

9. УКАЖИТЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ЭТАПОВ
1) фиксация, уплотнение, приготовление среза

2) приготовление среза, фиксация, окраска, уплотнение

3) окраска, приготовление среза, заливка, обезвоживание

4) фиксация, промывка, обезвоживание, уплотнение, заливка, приготовление среза, окраска, заключение

10.  ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ ОСНОВНЫЕ И КИСЛЫЕ КРАСИТЕЛИ - ЭТО
1) основные соли, кислые соли и кислоты

2) кислые соли

3) кислоты

4) ферменты

5.2. Основные понятия и положения темы:
Предназначение лаборатории: Выполнение задач лаборатории предусматривает осуществление забора и вырезки биологического материала, подготовку гистологического материала и его многоуровневую морфологическую оценку. 
В настоящее время применяют технологию реорганизации производственных процессов на основе процессного подхода, позволяющую сформировать логически выстроенную, документированную, прозрачную систему управления морфологической лабораторией. Разработана комплексная модель производственного процесса морфологической лаборатории, сформированная на основе технологии графического моделирования IDEF 0. Модель представлена подготовительным, исследовательским и заключительным этапами. Основной процесс в морфологической лаборатории  - это «Процесс выполнения гистологических исследований». 
Процесс выполнения гистологических исследований
Представляют этот основной процесс  три взаимодействующих между собой процесса: подготовительный (преаналитический), исследовательский (аналитический) и заключительный (постаналитический) этапы.

1. Подготовительный этап является важнейшим этапом моделирования деятельности лаборатории. Подготовительный (в лабораториях общего профиля более принято обозначать как преаналитический). Этап включает в себя несколько подпроцессов – регистрация пациента в лечебно-профилактическом учреждении, планирование услуги, взятие биоматериала, фиксация, маркировка, оформление направительных документов, транспортировка, приемка, сортировка, первичная регистрация в лаборатории.
2. Исследовательский этап описывает основной технологический процесс морфологической лаборатории. Исследовательский (в лабораториях общего профиля более принято обозначать как аналитический. Этап включает в себя несколько подпроцессов – макроскопическое описание, вырезка, фиксация, проводка, заливка, микротомия, окраска и заключение микропрепаратов, оценка микропрепаратов:

Вырезка

Стол гистолога оборудован нижней вытяжной системой. Эта система гарантирует, что в воздух комнаты не попадут летучие загрязняющие вещества, такие как формалин, которые применяются при работе с гистологическими препаратами. Поток воздуха циркулирует под рабочей областью и засасывает вниз воздух из рабочей области, обеспечивая оптимальное удаление паров из рабочей области. Максимальная допустимая концентрация для формалина в рабочей области не достигается. Стол должен быть присоединен к общей вытяжке. 
Проводка
Автоматический тканевой гистологический процессор Leica TP1020 на 110 образцов – это автоматический тканевой процессор карусельного типа для обработки и инфильтрации образцов. Одновременная обработка образцов при одинарной загрузке 110 образцов (или 80 кассет) и 220 при двойной. Устройство простое в использовании, оборудовано информационным дисплеем и клавишами для управления микропроцессором. Основные характеристики: автоматическая система для гистологической обработки тканей (фиксации, дегидратации и инфильтрации парафином. гистологических образцов) карусельного типа, 1 или 2 операционных корзин для образцов, десять стеклянных емкостей для реагентов объемом 1,8 л и две (три) термостатируемые емкости для парафина,  сохранение в памяти 10 программ проводки, сенсорная панель управления и LCD дисплей.  Ручной и автоматический режимы проводки. Отображение параметров процесса. Звуковая сигнализация. Автоматический контроль за температурой парафина. Немедленный запуск или отложенный (до 9 дней) старт. Крышка с резиновыми герметизаторами для уменьшения испарений.
Заливка
Диспенсер для заливки парафином Leica EG 1120

Диспенсер предназначен для приготовления парафиновых блоков. Вместимость парафина 3,75 л. нагрев платы до +70º С (отдельная настройка парафина и нагревательной платы). С панелью управления и ЖК дисплеем. 

Охлаждающая плата Leica EG1130. Охлаждающая плата для приготовления парафиновых блоков. Дополнительный модуль к Leica EG1120. Имеет электронный контроль температуры в диапазоне от -5ºС до -15ºС. 

Станция для заливки парафином Leica EG 1150. Модульный центр заливки тканей состоит из 2-х отдельных компонентов (с возможностью независимой установки и перестановки модулей): диспенсер для парафина с нагреваемым столиком EG 1150 H и охлаждающая плата EG 1150 C.

Состоит из 2-х отдельных модулей (с возможностью независимой установки и перестановки модулей): диспенсер для парафина с нагреваемым столиком и охлаждающая плата.
Микротомия
Санный микротом Leica SM2010.  RМикротом Leica SM2010 R с ручным управлением, роликовыми салазками и автоматической регулировкой толщины среза. Предназначен для работы с одноразовыми и многоразовыми лезвиями. Микротом санный позволяет делать срезы толщиной от 0.5 до 60.0 мкм. Регулировка толщины среза:
в диапазоне от 0.5 до 5.0 мкм регулируемый шаг 0.5 мкм
в диапазоне от 5.0 до 10.0 мкм регулируемый шаг 1.0 мкм
в диапазоне от 10.0 до 20.0 мкм регулируемый шаг 2.0 мкм
в диапазоне от 20.0 до 60.0 мкм регулируемый шаг 5.0 мкм.
Санный микротом SM2400. Массивный микротом для биомедициских и промышленных целей. Конструкция микротома позволяет размещать крупные объекты и легко получать срезы из твердых образцов. Толщина среза от 1 до 40 мкм. Регулировка угла наклона ножа от 0º до 30º. 
Санный микротом SM2500. Микротом Leica SM2500 предназначен для получения срезов из больших и твёрдых образцов, таких как цельные органы: мозг или легкое залитое в парафин, зубы и кости залитые метил-метакрилатом. Обеспечивает работу с препаратом размерами до 250х250 мм. Возможно оснащение большим количеством дополнительных принадлежностей для образцов в парафиновой, целлулоидиновой и канифолевой заливке. Микротом идеально подходит для применения в рутинной микротомии и для научных исследований. 
Окраска

Аппарат для линейной покраски Leica ST4040. Система линейного окрашивания тканей Leica ST4040 разработана для решения потребностей лабораторий с высокой пропускной способностью окрашивания. При выполнении стандартных методик возможно окрашивать до 1000 предметных стекол в час. Модульный дизайн системы позволяет пользователю быстро настраивать прибор для работы с большими объемами в гистопатологической и цитопатологической лаборатории. Кроме того, для увеличения производительности доступны дополнительные станции загрузки и выгрузки.

Основные характеристики:
Эргономичный прибор линейного типа для окраски препаратов в гистологии и цитологии. В стандартной комплектации поставляется с одной полосой под контейнеры, рассчитан на 27 «станций», включая реагентные емкости, емкости для воды и 2 реагентные крышки. Также имеются 5 емкостей, каждая из которых может использоваться как для загрузки, так и для разгрузки препаратов (стекол). 
Корпус прибора разделен на три секции с отдельными пластиковыми крышками для более простого доступа. Прибор реализован как комплектацией с активированным угольным фильтром либо с воздушным шлангом для отработанных газов для прямой вентиляции. Поглощение воды минимизировано за счет встроенного автоматического клапана контроля дозировки воды. Удобная панель управления, реализованная кнопками на корпусе, предоставляет простой доступ ко всем функциям прибора. Программируемыми параметрами являются: время окраски, время высыхания и перемешивание. Процесс окраски и управление системой Leica ST4040 может производиться как слева направо, так и справа налево. Нарастающий звуковой сигнал предупреждает пользователя, если требуется задать новые шаги. Пропускная рабочая способность может быть удвоена путем добавления второй полосы под контейнеры. Увеличение объема станций для окраски возможно путем добавления специализированных станций «загрузки» и «выгрузки.
Автоматический аппарат для окрашивания Leica ST5010. Автоматический аппарат для окрашивания Leica Autostainer XL – это роботизированная система окрашивания для выполнения всех стандартных рутинных методов окрашивания срезов, фиксированных на стеклянных предметных стеклах. Автоматическая система для окраски гистологических препаратов. Система обеспечивает быструю окраску гистологических препаратов либо по простой методике, либо по сложной программе окраски, с одновременной окраской эозином и гематоксилином. Данная система полностью автономный настольный блок с 18 кюветами для реактивов, встроенных нагревающих станций и 5 проточных кювет с промывочной жидкостью. Непрерывная загрузка и разгрузка корзин для стекол позволяет окрашивать до 600 стекол в час, в зависимости от запускаемой программы. 
3. Заключительный этап описывает вспомогательные технологические процессы патоморфологической лаборатории и включает в себя несколько подпроцессов – архивирование первичных материалов и результатов исследований, взаимодействие с сотрудничающими учреждениями, сбор и формирование отчетов и др. 

Моделирование и последующее преобразование технологического процесса позволяет повысить качество оказания медицинской помощи и эффективность использования возможностей лаборатории, создать условия для увеличения объёмов выполняемых исследований, внедрить единый стандарт деятельности лаборатории на подготовительном этапе, внести конструктивные изменения в собственно технологический процесс, позволяющие рационально распределять нагрузку персонала в соответствии

с задачами лаборатории, положением о функциональных обязанностях, должностными и рабочими инструкциями, максимально сократить сроки выполнения исследований, исключить потери и выбраковку биоматериала на стыках процессов, создать условия для выбора формы организации процессов лаборатории для оптимального удовлетворения потребностей прикрепленных лечебно-профилактических учреждений с учётом диапазона предлагаемых исследований, сроков их выполнения и доставки результатов исследования лечащим врачам на основе рационального использования помещений, персонала и оборудования. 

Внедрение в управление деятельностью лаборатории процессного подхода и последующее преобразование производственных процессов поможет устранить погрешности и отрегулировать деятельность не только на подготовительном этапе, но и собственно в гистологической лабораторной технологии. 

Для процесса выполнения гистологических исследований необходимо современный уровень развития гистологической техники современное лабораторное гистологическое оборудование, которое существенно повышает производительность лаборатории, обеспечивает соблюдение стандартных условий и качества обработки материала. 
Новое оборудование в морфологических лабораториях позволит значительно сократить время получения гистологического заключения и постановки диагноза; обеспечить назначение своевременной и адекватной терапии; снизить количество ошибок; сократить экономические затраты, связанные с повторными исследованиями; более эффективно организовать работу медицинского персонала. На сегодняшний день существует множество компаний, которые являются поставщиками оборудования на лабораторном рынке.
Оснащение лаборатории включает:

1. Оборудование для подготовки гистологического материала:
· Санный микротом МС-2;

· Криостат;

· Сухожаровой шкаф;

· Микробиологический инкубатор Memmert.

2. Оборудование для подготовки биологического материала для проведения гистологического и морфологического анализа
· Микротом ротационный для изготовления парафиновых срезов в комплекте с держателями лезвий, кассет и блоков, Leica;
· Высокопроизводительный санный микротом, Leica;
· Водяная баня для расправления гистологических срезов, с нагревательным столиком «Слайд-баня 30/60»;
· Столик для подсушивания гистологических препаратов «Микростат-30/80»;
· Весы II класс точности для взвешивания биологического материала, A&D.
3. Оборудование для проведения морфологического и гистохимического исследования:
· Микроскоп прямой проходящего света, Olympus CX31 с цифровой системой фотодокументирования;

· Микроскоп исследовательского класса, прямой проходящего света Leica Axioscope 40 c системой видеодокументирования;

· Цифровая система видеодокументирования высокого разрешения Nikon DS-5Mc. 

Оборудование, применяемое в лаборатории можно разделить на: общелабораторное и для гистологического исследования. 
Общелабораторное оборудование включает в себя: 

- дозирующее оборудование (электронные и механические дозаторы; наконечники; вспомогательные устройства для дозирования; мерная лабораторная посуда: пипетки, цилиндры, колбы);

- центрифуги высокоскоростные (для микробъёмов и универсальные для больших ёмкостей) с микропроцессорным управлением и сенсорной панелью.
- открытые и закрытые ламинарно – потоковые шкафы (для защиты оператора, рабочей зоны и окружающей среды). Стандартное оснащение ламинарно-потоковых шкафов:

1. Наклонное защитное стекло (исключает возникновение световых бликов).

2. Зеркально полированная столешница из нержавеющей стали с закругленными углами (упрощение процедуры дезинфекции).

3. Освещение рабочей зоны (обеспечивают бестеневое освещение рабочей зоны).
4. Удобство (регулируемые по высоте, низкий уровень шума, съёмный УФ излучатель, который не препятствует ламинарному движению воздуха и не создает не стерильных зон).

5. Индивидуальный подход.

Для защиты рабочей зоны используют открытые ламинарно-потоковые шкафы серии KV и KH, которые:

· Создают стерильные условия в рабочей зоне.
· Предназначены для работы с безопасным материалом.
· Идеальны для работы с микроскопом, проведения ПЦР.
Для защиты оператора, рабочей зоны и окружающей среды используют ламинарно-потоковые шкафы II класса биологической безопасности:

· Создают стерильные условия в рабочей зоне, защищают оператора и окружающую среду.
· Предназначены для работы с инфекционным или стерильным материалом.
- автоклавы и суховоздушные стерилизаторы;
- низкотемпературные морозильники;

- лабораторная мебель.

Гистологическое оборудование включает в себя инновационное оборудование и классическое. Инновационное оборудование представляют уникальные тканевые процессоры, работа которых основана на микроволновой технологии. Они позволяют выполнять скоростную гистологическую обработку тканей и получать улучшенные цитоморфологические показатели, что сокращает время ожидания гистологического заключения с 3-7 дней до 1 дня. Возможна одновременная обработка материала из различных типов ткани (например: почка, легкое, матка, молочная железа, кожа и т.д.). Кроме этого не проводится процесс депарафинирования в ксилоле. Классическое оборудование: 

- микроскопы (бинокулярный, электронный, цифровой);
Цифровой микроскоп - это микроскоп, укомплектованный цифровой видеокамерой, с помощью которой изображения передаются в компьютер для хранения и анализа. Цифровой микроскоп состоит из: 

· Микроскопа Olympus для наблюдения микроскопических объектов (медицинские препараты, шлифы и аншлифы, порошки и т.п.) в проходящем или отраженном свете, а также в свете люминесценции, или для наблюдения макро-образцов (печатные платы, изломы, сварные швы, палеонтологические находки и т.п.);

· Цифровой видеокамеры. Цифровая видеокамера устанавливается на микроскоп или стереомикроскоп. Установка цифровых видеокамер на микроскопы и стереомикроскопы осуществляется с использованием оптического адаптера;

· Программного обеспечение для ввода изображений, их преобразования, документирования и проведения измерений при необходимости.

Цифровой микроскоп дает возможность не просто наблюдать микро-объекты в окуляры, но и 

· получать изображения образцов на экране монитора, выбирать поле зрения и захватывать изображения с помощью установленной на микроскоп цифровой видеокамеры;
· сохранять изображения в компьютере в систематизированном виде;

· при необходимости проводить измерения на изображениях с помощью специального программного обеспечения.

- микротомное оборудование (санные, ротационные, распиливающие, вибрационные микротомы, микротомы с замораживанием срезов – криостаты, ультрамикротомы, для изготовления срезов);

- системы для заливки образцов парафином;

- системы окраски и заключения срезов (коверслипер-производительность до 520 стекол в час);

- оборудование для электронной микроскопии;

- шкафы для хранения гистологических препаратов (декальцинатор);

- среда для окрашивания («Биомант»).

Современное качественное оборудование и современные материалы, создают все условия для эффективной работы лаборатории, для точной клинической диагностики и прогрессивных научных исследований. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

Обучающий должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	Название практических умений

	1.
	Дать характеристику общелабораторному и гистологическому оборудованию.

	2.
	Охарактеризовать химреактивы применяемые в морфологических исследованиях.

	3.
	Представлять процесс быстрой гистологической проводки.

	4.
	Осуществлять микроскопирование на цифровом микроскопе.


5.4. Итоговый контроль знаний по теме занятия:
- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Каково значение современного оборудования в лаборатории?

2. Что даёт использование качественного, нового оборудования в лабораторной практике?

3. Какое оборудование выделяют в работе лабораторной службы?

4. Что включает в себя общелабораторное оборудование?

5. Назовите основное в оснащении ламинарно-потоковых шкафов.

6. Каково назначение в лаборатории ламинарно-потоковых шкафов?

7. Что относится к инновационному гистологическому оборудованию?

8. В чем сущность тканевого микроволнового процессора?

9. Что входит в понятие классическое гистологическое оборудование?

10.  Как называются приборы для изготовления срезов? Их виды, преимущества и недостатки?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

На занятии студент изучил микропрепарат при малом увеличении микроскопа, а затем хотел рассмотреть интересующие его структуры при большом увеличении, но несмотря на попытки сфокусировать изображение, четкости он не добился.
1. Какая ошибка была допущена при изучении микропрепарата?
2. Назовите основные составляющие микроскопа.

Задача № 2.

Известно, что в состав клетки входят различные органические вещества. 
1. Какими известными Вам методами можно определить их качественный состав?

2. Какими методами можно определить их количественный состав?
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Работа в морфологической лаборатории. Отработка навыков по изготовлению гистологических препаратов, овладение основными методами окраски гистологических препаратов (гематоксилин-эозин)», см. методические указания для обучающихся № 13 к внеаудиторной работе).
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:
1. Инновационное гистологическое оборудование.
2. Современная система окраски препаратов, преимущества и недостатки.
1. Занятие № 13.
Тема: «Работа в морфологической лаборатории. Отработка навыков по изготовлению гистологических препаратов, овладение основными методами окраски гистологических препаратов (гематоксилин-эозин)».

2. Форма организации учебного процесса: интерактивное занятие.

3. Значение темы. С помощью применяемого в гистологии комплекса методических приемов и современного оборудования в морфологической  лаборатории можно овладеть самым распространенным методом окраски гемотоксилин-эозин, позволяющим изучить микро- и ультраструктуры, гистофизиологию, приспособительные реакции, восстановительные свойства клеток, тканей и органов в норме, эксперименте и патологии. Изучение биопсийного материала может иметь существенное значение в диагностике заболеваний, выборе метода лечения.
         4. Цели обучения:

- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):
- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);
- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);
- учебная:

знать основные методы гистологического исследования неживых и живых объектов, а также основные этапы изготовления препаратов для световой и электронной микроскопии, правила техники безопасности и работы в морфологической лаборатории с реактивами, приборами, животными; уметь работать с микроскопом, используя различные источники освещения, объективы и окуляры на основании «Правил пользования микроскопом»;

владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками микрокопирования и окраски гистологических препаратов.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).
Выбрать один правильный ответ.
1. УКАЖИТЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ЭТАПОВ
1) фиксация, уплотнение, приготовление среза
2) приготовление среза, фиксация, окраска, уплотнение
3) окраска, приготовление среза, заливка, обезвоживание
4) фиксация, промывка, обезвоживание, уплотнение, заливка, приготовление среза, окраска, заключение

2. ПРОЦЕСС ДЕПАРАФИНИРОВАНИЯ ПРОВОДЯТ В
1) ксилоле
2) спирте
3) формалине
4) воде
3. ОКРАШИВАНИЕ СРЕЗОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ, ПРОВОДЯТ
1) гематоксилином
2) эозином
3) суданом
4) солями тяжелых металлов

4. СРЕЗЫ ПЕРЕД ОКРАШИВАНИЕМ ПОМЕЩАЮТСЯ
1) в спирты повышающейся концентрации

2) в спирты с понижающейся концентрацией

3) в ферменты

4) в толуол, бензол или в ксилол

5. ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ ОСНОВНЫЕ КРАСИТЕЛИ - ЭТО
1) основные соли
2) кислые соли
3) кислоты
4) ферменты
6. ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ КИСЛЫЕ КРАСИТЕЛИ - ЭТО
1) основные соли
2) кислые соли и кислоты
3) кислоты
4) ферменты
7. Просветление срезов проводится в:

1) спирте 70%

2) в карболе

3) в смеси карбол-ксилола
4) в дистиллированной воде

8. ПОСЛЕ ДЕПАРАФИНИРОВАНИЯ СРЕЗЫ ПЕРЕНОСЯТСЯ
1) в спирты с понижающейся концентрацией

2) в спирты с повышающейся концентрацией

3) в дистиллированную воду

4) в ксилол
9. ВРЕМЯ ОКРАШИВАНИЯ ГЕМАТОКСИЛИНОМ
1) 10 минут

2) 3 минуты

3) 15 минут

4) 1-2 минуты

10. ДЛЯ ЗАКЛЮЧЕНИЯ СРЕЗОВ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) воск

2) канадский бальзам

3) специальный клей

4) абсолютный спирт

5.2. Основные понятия и положения темы:
Для разных способов микрокопирования требуется и специальные методы приготовления препаратов.
Мы разберем один из методов микроскопической техники - это подготовка срезов к окрашиванию и окраска самыми распространенными красителями (гематоксилин – эозин). 
1. Подготовка срезов к окраске. Окраска препаратов. Разберём простейший метод окрашивания: гематоксилин + эозин. Так как большинство красителей - это водорастворимые растворы, то перед окраской срезы депарафинируются, то есть освобождаются от пропитывающего их парафина или целлоидина. Удаление парафина из среза осуществляется путем помещения его в стаканчик с толуолом, бензолом или ксилолом на 3-4 минуты. Далее срезы переносятся последовательно в стаканы со спиртами понижающейся концентрации (100°, 96°, 70°) и, наконец, в дистиллированную воду. Окрашиваются гематоксилином (приблизительно 5 мин), ополаскиваются в дистиллированной воде, окрашиваются эозином. Обезвоживаются в спиртах 70 °, 96 °, 100 °. Затем просветляются в карбол-ксилоле до исчезновения мути, а затем в чистом ксилоле.
2. Заключение срезов. На срез наносится капля смолы (канадского бальзама), имеющий показатель преломления одинаковый со стеклом. Срез сверху покрывается покровным стеклом.
Правила проведения пресс-конференции. Студенты делятся на ведущего, участников, журналистов телевидения и печатной прессы, оппонентов: 
Студенты участники конференции (до 5 человек) получают тему доклада до проведения пресс-конференции и тщательно готовят доклад (на 5 минут):

1.  «Современные методы окрашивания гистологических препаратов в морфологической лаборатории».

Цель проведения данной конференции рассказать о конкретных методах окрашивания, применяемых в морфологической лаборатории, что ещё неосвещено в прессе, имеющее большое значение в диагностическом смысле.

 На пресс-конференции выступают 1-5 участников. Как правило, это один, главный, ньюсмейкер, и участники, которые являются экспертами по тем или иным вопросам, касающимся повода пресс-конференции. Нужно заранее согласовать между участниками свои роли, очередность и темы выступлений, кто на какие вопросы будет отвечать. Сообщить об этом модератору (ведущему). Обсудить и отработать действия в случае возникновения проблем (например, появление оппонента, опровергающего ваше заявление и задающего провокационные вопросы).

Модератор (ведущий) ведет пресс-конференцию. Пресс-конференцию начинают с приветствия присутствующих журналистов.


5.3 . Самостоятельная работа по теме:


Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п\п
	Название практических умений

	1. Батарея для окрашивания срезов гематоксилин-эозином.
2. Блоки с материалом для изготовления срезов.
	1. Окрашивание срезов.
2. Заключение срезов.
3. Микроскопирование изготовленного препарата.



5.4. Итоговый контроль знаний по теме занятия:
- ответы на вопросы по теме занятия:
1. Назовите основные этапы изготовления гистологического препарата.

2. Что такое «фиксация» и в чем ее сущность?

3. Какие наиболее употребляемые в гистологической практике простые и сложные химические фиксаторы Вы знаете?

4. Какие плотные среды используются для объектов с целью последующего изготовления гистологических препаратов?

5. Укажите последовательность заливки в парафин.

6. Назовите приборы для изготовления срезов. Их типы, преимущества и недостатки.

7. Какие гистологические структуры называются оксифильными, базофильными и нейтрофильными?

8. Общая характеристика и классификация гистологических красителей.

9. В чём заключается основной принцип окраски?
10.  Алгоритм окраски гематоксилин-эозин (Г+Э).

11.  В чем значение гистохимии?

- решение ситуационных задач:

Задача № 1.

Врач должен срочно получить ответ о состоянии органа после его резекции или удаления. 
1. Каким методом можно быстро приготовить гистологический срез?
2. Какие этапы при изготовлении гистологического препарата данным методом не применяют.

Задача № 2.

На препарате (окраска гематоксилин-эозином) видны клетки, цитоплазма которых: а) базофильна; б) оксифильна. 

1. Какие вещества, присутствующие в цитоплазме, обуславливают эти свойства?
2. Назовите структуры клетки окрашивающиеся оксифильно и базофильно.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Световая микроскопия. Новые направления и новое оборудование», см. методические указания для обучающихся № 14 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на тему:
1. Разновидности гематоксилина, его применение в лаборатории.

2. Современное оборудование для окрашивания срезов.
1. Занятие № 14.
Тема: «Световая микроскопия. Новые направления и новое оборудование».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы. Объектами изучения дисциплины «Новые клеточные технологии» являются организмы на клеточном и субклеточном уровнях их организации. Такой уровень исследования возможен только при использовании микроскопов. Однако изучаемая дисциплина предполагает исследования, связанные с использованием стволовых клеток, что в свою очередь предполагает использование новых, наиболее современных методов микроскопии. Именно современные виды световой микроскопии позволят понять сущность многих процессов, происходящих в организме, в норме, при патологии и использовании для лечения стволовых клеток.
4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);
 - способность и готовность выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способность и готовность к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

 - способность и готовность анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать сущность и назначение световой микроскопии, устройство микроскопа и их виды; уметь работать с микроскопом, осуществлять микроскопию гистологических препаратов на малом и большом увеличениях; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. СВЕТОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ПРЕДНАЗНАЧЕНА
1) для изучения микрообъектов в проходящем или отраженном свете
2) для изучения клеток в пространстве и времени

3) для фотографирования микрообъектов
4) для облучения клеток
 2. ДЛЯ СВЕТОВОЙ МИКРОСКОПИИ ИСПОЛЬЗУЮТ    

1) микротомы
2) микроскопы
3) термостаты
4) криостаты
3. ОСНОВНЫМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ МИКРОСКОПОВ ЯВЛЯЮТСЯ
1) яркость изображения
2) разрешающая способность и контрастность изображения
3) увеличительная способность
4) фоторазрешающая способность
4. ОСНОВНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ МИКРОСКОПА
1) предметный столик, тубус, диафрагма
2) револьвер, тубус, окуляр
3) объектив, окуляр, предметный столик, осветительная и фокусирующая системы
4) тубус, зеркало, объектив
5. ВИДЫ МИКРОСКОПОВ ПО УРОВНЮ СЛОЖНОСТИ УСТРОЙСТВА
1) учебные и рабочие
2) исследовательские
3) лабораторные
4) учебные, рабочие, лабораторные, исследовательские

6. В ЗАВИСИМОСТИ ОТ НАПРАВЛЕНИЯ СВЕТОВОГО ПОТОКА РАЗЛИЧАЮТ

1) высокие и низкие микроскопы
2) прямые и инвертированные

3) прямые и обратные
4) прямые и боковые  
7. ТИПЫ СВЕТОВОЙ МИКРОСКОПИИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИСТОЧНИКА СВЕТА
1) обычная и конфокальная
2) обычная и лазерная

3) обычная, фазово-контрастная, флюоресцентная, темнопольная ультрафиолетовая, поляризационная
4) обычная, световая
8. ИСТОЧНИКОМ ОСВЕЩЕНИЯ ПРИ ОБЫЧНОЙ МИКОРОСКОПИИ ЯВЛЯЕТСЯ
1) световой поток
2) ультрафиолетовый луч
3) лазерный луч
4) солнечный луч
9. СУЩНОСТЬ ФЛЮОРЕСЦЕНТНОЙ МИКРОСКОПИИ СОСТОИТ
1) в движении изучаемого объекта
2) в свечении изучаемых объектов после их обработки люминофорами
3) в фотографировании изучаемого объекта
4) в измерении изучаемых объектов
10. ИСТОЧНИК СВЕТА, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ПРИ КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ
1) ультрафиолетовый луч
2) рентгеновские лучи
3) обычный свет
4) лазерный луч, идущий из конфокальной плоскости микроскопа

5.2. Основные понятия и положения темы.

       Развитие медицины в современной России сопровождается закономерным возникновением проблем перед врачом. Это лавинообразное возрастание фиксируемой медицинской информации, разработка и внедрение наукоёмких медицинских технологий, постоянно растущие требования пациентов к качеству медицинской помощи.

В связи с этим, растущая потребность в критической оценке медицинской информации с целью установления её надёжности и достоверности привела как организаторов здравоохранения, так и врачей к необходимости выработки концепции доказательной медицины. Доказательная медицина (англ. Evidence-based medicine — медицина, основанная на доказательствах) — подход к медицинской практике, при котором решения о применении профилактических, диагностических и лечебных мероприятий принимаются исходя из имеющихся доказательств их эффективности и безопасности, а такие доказательства подвергаются поиску, сравнению, обобщению и широкому распространению для использования в интересах больных (Evidence Based Medicine Working Group, 1993).

Неотъемлемой частью доказательной медицины и современной научной деятельности является фиксация информации о состоянии биологических объектов при воздействии на них тех или иных факторов. В качестве биологического объекта выступают как экспериментальные животные, на которых апробируют модели различных патологий и способов их лечения, так и пациенты, для подтверждения – действительно ли эффективен применяемый способ профилактики или лечения.

Одним из способов изучения биологических объектов является морфологическое исследование с помощью световой микроскопии.

Световая микроскопия – это изучение микрообъектов в проходящем или отраженном свете. Морфологическое исследование осуществляют с помощью специальных оптических приборов – микроскопов.

Основными характеристиками микроскопа являются разрешающая способность и контраст. Разрешающая способность – это минимальное расстояние, на котором находятся две точки, демонстрируемые микроскопом раздельно. Например, разрешение человеческого глаза в режиме наилучшего видения равно 0,173 мм. В световом микроскопе возможно различить две точки на расстоянии 0,2 мкм. Разрешение определяется длиной световой волны.

Контраст изображения – это различие яркостей изображения и фона. Если это различие составляет менее 3-4 %, то его невозможно уловить глазом. Тогда изображение останется невидимым, даже если микроскоп разрешает его детали. На контраст влияют как свойства объекта, которые изменяют световой поток по сравнению с фоном, так и способности оптики уловить возникающие различия в свойствах луча.

Возможности светового микроскопа ограничены волновой природой света. Физические свойства света – цвет (длина волны), яркость (амплитуда волны), фаза, плотность и направление распространения волны изменяются в зависимости от свойств объекта. Для повышения контрастности используют окрашивание объектов.

Ключевыми элементами микроскопов являются объектив и окуляр, закрепленные в тубусе на подставке.

Объектив микроскопа – представляет собой сложную оптическую систему, образующую увеличенное изображение объекта, и является основной и наиболее ответственной частью микроскопа. Микрообъектив создает действительное перевернутое изображение, которое рассматривается через окуляр. В простых микроскопах, как правило, используют два объектива – с увеличением на 10 и на 40. В более сложных микроскопах количество объективов больше, они закрепляются в виде так называемого револьвера. Как правило, это увеличения в 4, 10, 20, 40 и 100 раз. Объектив с кратностью увеличения в 100 раз используют при масляной иммерсии.

Окуляр – обращённая к глазу часть микроскопа, предназначаемая для рассматривания с некоторым увеличением оптического изображения, даваемого объективом микроскопа. Насадка, в которой крепится окуляр, может быть монокулярная (в простых микроскопах) – один окуляр, можно смотреть только одним глазом; бинокулярная – два окуляра, возможно смотреть обоими глазами; тринокулярная – имеются два окуляра для осмотра объекта исследования двумя глазами, а также дополнительный третий выход для крепления фото-видеодокументирующей системы.

Следует отметить, что в обычных микроскопах изображение получается плоскостное, несмотря на то, что в окуляры можно смотреть двумя глазами. Но существуют, так называемые стереомикроскопы, которые обеспечивают подлинно объёмное восприятие, изображения предмета образуют стереопару, что обеспечивает передачу объектов в соответствии с тем, как их раздельно видит правый и левый глаз человека. Такие микроскопы предназначены для исследования непрозрачных объектов с различной степенью отражающей способности и полупрозрачных объектов. 

Кроме этого, в микроскопе имеются следующие компоненты – предметный столик, осветительная система и фокусирующая система.

Предметный столик служит для крепления изучаемого объекта. Для удобства предметные столики оснащают специальными приспособлениями – препаратоводителями, что позволяет более точно перемещать предметное стекло.

Осветительная система состоит из источника света и дополнительных приспособлений, регулирующих световой поток. В самых простых микроскопах вместо источника света используют зеркало, которое направляет световой поток от внешних источников света. В современных микроскопах в качестве источника света используется галогенновая, светодиодная лампа или лампа накаливания. Дополнительное приспособление – это конденсор, который фокусирует рассеянный световой поток в более узкий и яркий. Также еще есть ирисовая диафрагма, для регуляции интенсивности светового потока.

Фокусирующая система представлена макро- и микровинтами для соответственно грубой и тонкой фокусировки и настройки резкости изображения. Эти винты могут располагаться коаксильно или раздельно.

Перед морфологом, изучающим различные объекты в микроскоп, стоят различные по уровню сложности и объемам исследования задачи.

Таким образом, по уровню сложности устройства бывают следующие типы микроскопов:

Учебные и рабочие микроскопы – предназначены для выполнения основных операций и, как правило, оснащены минимально достаточным для работы набором объективов и аксессуаров.

Лабораторные микроскопы – ориентированы на проведение наблюдений по стандартным методикам. В их комплектацию включены дополнительные объективы и приспособления, например мощные настраиваемые осветители, препаратоводители, измерительные устройства.

Исследовательские микроскопы – наиболее сложная и функционально наполненная модель. Сочетает в себе сбалансированные конструкторские и технологические решения по достижению наивысшего оптического качества изображения на микроскопе, использованию всех известных методик микроскопических анализов. Имеется конструктивная возможность применения специализированных устройств для реализации всех известных методов контрастирования, позволяет использовать широкую гамму микрообъективов, окуляров, светофильтров и др. Отличается тщательной сбалансированностью всех основных функциональных частей, таких как осветительные системы, система фокусирования (фокусировочный механизм), револьверное устройство, штатив, проекционная система, визуальная насадка (как правило, тринокулярная).

Исследовательская модель микроскопа идеально подходит для использования в качестве основы для микроскопного комплекса, когда микроскоп оснащается системами визуализации, системами отображения и регистрации информации, специализированным программным обеспечением.

Также еще различают прямые и инвертированные микроскопы.

В прямых микроскопах пучок свет идет снизу вверх, проходит через исследуемый объект и попадает в объектив, расположенный над объектом. Таких микроскопов большинство и в них можно наблюдать объекты, расположенные на предметных стеклах.

В инвертированных микроскопах свет идет сверху вниз, проходит через исследуемый объект и попадает в объектив, расположенный снизу под объектом. Такие микроскопы подходят для изучения как фиксированных объектов на предметных стеклах, так и живых объектов в жидких средах.

Различают следующие типы световой микроскопии:

обычную световую микроскопию, где источником освещения служит естественный или искусственный свет, и разрешение составляет 0,2 мкм;

ультрафиолетовую микроскопию, где источником освещения являются ультрафиолетовые лучи, и разрешение составляет 0,1 мкм;

флюоресцентную (люминесцентную) микроскопию, где регистрируется спонтанная или индуцированная флюоресценция исследуемых структур или флюорохромов, связанных с этими структурами;

фазово-контрастную микроскопию, при которой за счет специальной кольцевой диафрагмы происходит выявление фазовых изменений прошедшего через неокрашенный препарат света за счет изменения его амплитуды, т.е. яркости получаемого изображения;

темнопольную микроскопию, при которой свет подается на объект изучения сбоку, за счет чего поле выглядит темным, а мелкие частицы в препарате отражают свет, который далее попадает в объектив;

интерференционную микроскопию, которая является разновидностью фазово-контрастной микроскопии и позволяет различать у исследуемого объекта участки различной толщины и плотности; 

поляризационную микроскопию, где через объект проходит поляризованный свет и в случае наличия структур, изменяющих ось вращения света, этот свет проходит через поляризатор, не пропускающий основной поток неизмененного поляризованного света;

конфокальную микроскопию, разновидность люминесцентной микроскопии, где регистрируется световой поток, идущий исключительно из фокальной плоскости объектива, а в качестве источника света применяются лазеры. Полученное изображение обрабатывается компьютером и получается четкая трехмерная картинка, позволяющая в подробностях рассмотреть мельчайшие детали клеток.

Для сохранения  и дальнейшей обработки данных о строении исследуемых объектов используют системы фото-видеодокументации. Они представляют собой цифровые камеры, подключаемые к компьютеру и сопровождаемые пакетом прикладных программ от производителя для получения и анализа изображения.


5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающий должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:
	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Классифицировать микроскопы по сложности их устройства.

	2.
	Классифицировать микроскопы по типу источника света.

	3.
	Знать и показать основные элементы микроскопа.

	4.
	Настроить микроскоп для микроскопии препаратов на малом и большом увеличениях.


  
5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:

1. Осветить назначение и сущность световой микроскопии.

2. Рассказать и продемонстрировать основные элементы в устройстве микроскопа.

3. Кем и когда были изобретены первые микроскопы?

4. Представить классификацию микроскопов по их назначению в зависимости от сложности их устройства.
5. Представить виды световой микроскопии в зависимости от источника света.

6. Назвать наиболее современные виды микроскопии.
7. Раскрыть сущность и назначение фазово-контрастной микроскопии.

8. Раскрыть сущность и назначение темнопольной микроскопии
9. Раскрыть сущность и назначение флюоресцентной микроскопии.

10. Раскрыть сущность и назначение конфокальной микроскопии.

11.  Назвать основные характеристики микроскопов.

- решение ситуационных задач:

Задача №1.

На практических занятиях по гистологии, эмбриологии, цитологии для микроскопирования учебных гистологических препаратов студенты используют микроскопы.
 1. Какие микроскопы целесообразнее использовать для учебного процесса?
2. Какой источник света могут иметь данные микроскопы?

3. Какие различают микроскопы в зависимости от количества окуляров?

Задача №2.

В исследовательской работе для изучения живых культур и свежезамороженных срезов использован микроскоп.

 1. Какой микроскоп целесообразнее использовать для данной цели?
2. Какой источник света в нем используется?
3. Почему он назван конфокальным?

 6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Новые методы морфометрии в морфологических исследованиях (пресс-конференция в интерактивной форме)» см. методические указания для обучающихся № 15 к внеаудиторной работе).                                                                       
          7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

      Подготовить рефераты на темы:

1. Современные виды световой микроскопии.

2. Конфокальные микроскопы, их устройство и назначение.
3. Флюоресцентная микроскопия, ее сущность, виды, назначение.

1. Занятие № 15.
Тема: «Новые методы морфометрии в морфологических исследованиях».

2. Форма организации занятия: интерактивное занятие.

3. Значение изучения темы. Морфометрия – наука, занимающаяся математическим анализом групповых свойств объективно учтенных структур и их связей в организме экспериментальных животных и человека.  Объективизация получаемых данных позволяет внедрять принципы доказательной медицины в повседневную деятельность врача и исследователя-морфолога. Такой подход ведет к персонализации методов лечения и профилактики различных заболеваний у современного человека. 

4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

 - способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

 - способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать понятие и виды морфометрии; уметь отбирать образцы органов и тканей для проведения морфометрических исследований; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками проведения гисто- и кариоцитометрии.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1. БИОМЕТРИЯ ПРЕДНАЗНАЧЕНА

1) для изучения микрообъектов в проходящем или отраженном свете

2) для изучения клеток в пространстве и времени

3) для фотографирования микрообъектов

4) для математического анализа объективно учтенных групповых свойств биологических объектов

2. БИОМЕТРИЯ СОСТОИТ ИЗ СЛЕДУЮЩИХ РАЗДЕЛОВ    

1) цитология и эмбриология

2) физиометрия и морфометрия

3) морфометрия и морфология

4) гистология и цитология

3. ОСНОВНОЕ ПРЕДНАЗНАЧЕНИЕ МОРФОМЕТРИИ

1) фотографирование объектов

2) увеличение контрастности изображения

3) изменение разрешающей способности микроскопа

4) математический анализ групповых свойств объективно учтенных структур и их связей в организме экспериментальных животных и человека
4. ГИСТОМЕТРИЯ – РАЗДЕЛ МОРФОМЕТРИИ, ИЗУЧАЮЩИЙ

1) пропорции тела человека

2) размеры, площади и объемы различных структур тканей

3) окраску структур тканей

4) размеры органов

5. КАРИОЦИТОМЕТРИЯ – РАЗДЕЛ МОРФОМЕТРИИ, ИЗУЧАЮЩИЙ

1) размерные характеристики органов

2) количественные характеристики тканей

3) количественные характеристики ядра и клетки

4) пропорции тела

6. УЛЬТРАСТРУКТУРОМЕТРИЯ ИЗУЧАЕТ

1) количественные характеристики компонентов клетки и ядра

2) количественные характеристики тканей

3) пропорции тела

4) размеры органов  

7. ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ, ПОЛУЧАЕМЫЕ ПРИ МОРФОМЕТРИИ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

1) линейные размеры объекта, площадь, объем объектов, их соотношение 
2) оценка интенсивности окраски

3) линейные размеры объектов

4) соотношение объектов

8. ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ РАНЕЕ СРЕДСТВА ДЛЯ МОРФОМЕТРИИ

1) световой поток

2) линейки и сетки Автандилова

3) таблицы

4) калькулятор

9. ОСНОВОПОЛОЖНИКОМ БИОМЕТРИИ ЯВЛЯЕТСЯ

1) Р. Гук

2) Ф. Гальтон

3) Ч. Дарвин

4) Г. Автандилов

10. КОМПЬЮТЕРНЫЕ ПРОГРАММЫ, ДОСТУПНЫЕ ДЛЯ МОРФОМЕТРИИ

1) JMicro Vision, ImageJ
2) Offic Scan
3) Cellula
4) Vision

5.2. Основные понятия и положения темы.

       Доказательная медицина (англ. Evidence-based medicine — медицина, основанная на доказательствах) — подход к медицинской практике, при котором решения о применении профилактических, диагностических и лечебных мероприятий принимаются исходя из имеющихся доказательств их эффективности и безопасности, а такие доказательства подвергаются поиску, сравнению, обобщению и широкому распространению для использования в интересах больных (Evidence Based Medicine Working Group, 1993).

Неотъемлемой частью доказательной медицины и современной научной деятельности является фиксация информации о состоянии биологических объектов при воздействии на них тех или иных факторов. В качестве биологического объекта выступают как экспериментальные животные, на которых апробируют модели различных патологий и способов их лечения, так и пациенты, для подтверждения – действительно ли эффективен применяемый способ профилактики или лечения.


Одним из способов изучения биологических объектов является морфологическое исследование с помощью световой микроскопии.

Биометрия – это наука, занимающаяся математическим анализом объективно учтенных групповых свойств биологических объектов. 

Учитывая единство функции и структуры, для удобства изучения физиологических и морфологических признаков в биометрии можно выделить два раздела: физиометрию – науку, изучающую групповые функциональные особенности организма, и морфометрию – науку, основной задачей которой является исследование групповых свойств структур и их связей.

Таким образом, биологическую морфометрию можно определить как науку, занимающуюся математическим анализом групповых свойств объективно учтенных структур и их связей в организме экспериментальных животных и человека.

Цель морфометрии – максимальная объективизация изучения качественных и количественных структурных проявлений физиологических и патологических процессов, нозологических единиц, их патогенеза, морфогенеза, танатогенеза, а также исключение погрешностей измерений и, насколько это возможно, субъективизма исследователя. Полученные на этой основе числовые данные используют для представления изучаемых явлений в виде математических моделей, на основе которых устанавливают закономерности и законы.

Задачи морфометрии:

1.
Разработка методов измерений структур организма на различных уровнях его структурной организации.

2.
Математический анализ групповых свойств и связей между структурами организма на различных уровнях его структурной организации.

3.
Теоретическое обобщение полученных данных в виде сформулированного закона.

Предмет изучения морфометрии в медико-биологическом аспекте – морфологическая основа нормальных и патологических процессов, синдромов, их интеграция в сложной системе организма, морфология нозологических форм болезней, их осложнений и исходов на основе системного подхода.

Измеряемые признаки могут быть качественными и количественными.

Качественные признаки не поддаются непосредственному измерению и учитываются по наличию их свойств у отдельных членов изучаемой группы. Это – цвет, консистенция, форма, пол и т.п. В таких случаях подсчитывают количество объектов имеющих те или иные учитываемые качественные признаки. 

Количественные признаки выражаются при помощи счета или меры.

Счетные признаки получают путем подсчета количества морфологических структур и выражаются целыми числами.

Мерные признаки получают путем сравнения с каким-либо эталоном и выражают в единицах этого эталона.

В процессе измерений могут происходить различного рода ошибки измерений или, как их правильнее называть, погрешности измерений.

Погрешность измерения – отклонение результата измерения от истинного (действительного) значения измеряемой величины.

Погрешности измерений по причине возникновения бывают: инструментальные, метода измерения, субъективные, из-за изменений условий измерения.

Инструментальные погрешности – составляющая погрешности измерения, обусловленная погрешностью применяемого средства измерений и вызываются несовершенством принципа действия, неточностью градуировки шкалы, ненаглядностью прибора.

Погрешность метода измерения – составляющая систематической погрешности измерений, обусловленная несовершенством принятого метода измерений. Вследствие упрощений, принятых в уравнениях для измерений, нередко возникают существенные погрешности, для компенсации, действия которых следует вводить поправки. Погрешность метода иногда называют теоретической погрешностью. Иногда погрешность метода может проявляться как случайная.

Субъективная погрешность измерения – составляющая систематической погрешности измерений, обусловленная индивидуальными особенностями оператора: степенью внимательности, сосредоточенности, подготовленности и другими качествами оператора

Погрешность из-за изменений условий измерения – составляющая систематической погрешности измерения, являющаяся следствием неучтенного влияния отклонения в одну сторону какого-либо из параметров, характеризующих условия измерений, от установленного значения. Возникает в случае неучтенного или недостаточно учтенного действия той или иной влияющей величины (температуры, атмосферного давления, влажности воздуха, напряженности магнитного поля, вибрации и др.); неправильной установки средств измерений, нарушения правил их взаимного расположения и др.

По характеру проявления погрешности измерений бывают: случайные, систематические, прогрессирующие, грубые погрешности (промахи).

Случайная погрешность — погрешность, меняющаяся по величине и по знаку от измерения к измерению. Случайные погрешности могут быть связаны с несовершенством приборов, вибрацией в городских условиях, с несовершенством объекта измерений, с особенностями самой измеряемой величины.

Систематическая погрешность – составляющая погрешности результата измерения, остающаяся постоянной или закономерно изменяющаяся при повторных измерениях одной и той же физической величины. В зависимости от характера измерения систематические погрешности подразделяют на постоянные, прогрессивные, периодические и погрешности, изменяющиеся по сложному закону. Постоянные погрешности – погрешности, которые длительное время сохраняют свое значение, например, в течение времени выполнения всего ряда измерений. Они встречаются наиболее часто. Прогрессивные погрешности – непрерывно возрастающие или убывающие погрешности. К ним относятся, например, погрешности вследствие износа измерительных наконечников, контактирующих с деталью при контроле ее прибором активного контроля. Периодические погрешности – погрешности, значение которых является периодической функцией времени или перемещения указателя измерительного прибора. Погрешности, изменяющиеся по сложному закону, происходят вследствие совместного действия нескольких систематических погрешностей.

Прогрессирующая (дрейфовая) погрешность — непредсказуемая погрешность, медленно меняющаяся во времени. Она представляет собой нестационарный случайный процесс.

Грубая погрешность (промах) — погрешность, возникшая вследствие недосмотра экспериментатора или неисправности аппаратуры.

По представлению погрешности измерения бывают: абсолютные, относительные и приведенные

Абсолютная погрешность – является оценкой абсолютной ошибки измерения. Величина этой погрешности зависит от способа её вычисления, который, в свою очередь, определяется распределением случайной величины. Абсолютная погрешность измеряется в тех же единицах измерения, что и сама величина.

Относительная погрешность — погрешность измерения, выраженная отношением абсолютной погрешности измерения к действительному или измеренному значению измеряемой величины. Относительная погрешность является безразмерной величиной, либо измеряется в процентах.

Приведённая погрешность — погрешность, выраженная отношением абсолютной погрешности средства измерений к условно принятому значению величины, постоянному во всем диапазоне измерений или в части диапазона. Приведённая погрешность является безразмерной величиной, либо измеряется в процентах.

В медицинских и биологических науках морфометрия включает в себя следующие разделы: соматометрию, органометрию, гистометрию, кариоцитометрию, ультраструктурометрию.

Соматометрия – совокупность методов, используемых для определения размеров и формы тела животных или человека и отдельных его частей. 

Органометрия – совокупность методов количественной оценки размеров, массы, консистенции, цвета и других параметров органов.

Гистометрия – совокупность методов количественной оценки размеров, площади и объема различных структур тканей.

Кариоцитометрия – совокупность методов измерения размеров, площади и объема клеток и их ядер.

Ультраструктурометрия – совокупность методов измерения размеров, площади, объема и количества компонентов клетки и ядра.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	 Название практических умений

	1
	Дать определение морфометрии.

	2
	Классифицировать морфометрию по содержанию на разделы.

	3
	Использовать линейку Автандилова для получения линейных размеров изучаемых объектов.

	4
	Использовать разные виды сетки Автандилова для расчета площади, объема изучаемых объектов и их соотношения.


  
5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:

1. Дать понятие «биометрия».
2. Дать понятие «морфометрия».
3. Какие признаки могут быть измерены при морфометрии?

4. Дать понятие «погрешность измерения».

5. Какие погрешности выделяют по причине возникновения?

6. Какие погрешности выделяют по характеру проявления?

7. Какие погрешности выделяют по представлению?

8. Охарактеризовать разделы морфометрии.

9. Какие условия необходимо соблюсти при морфометрии, для сохранения достоверности исследования?

10.  Какие параметры измеряют при морфометрии?

 - решение ситуационных задач:

Задача №1.

При проведении морфометрии гистологических срезов спинного мозга необходимо рассчитать количественное соотношение клеток нейронального ряда и макроглии.

     1. Как называется раздел морфометрии, содержанием которого являются названные расчеты?

2. Что можно использовать для указанных расчетов?

3. Какая компьютерная программа может быть использована?

Задача №2.

В исследовательской работе при микроскопии гистологического препарата печени требуется проведение морфометрии.

1. Какие параметры гепатоцитов можно получить?

2. Какие еще расчеты могут быть сделаны?

          6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме  «Морфометрия гистологических препаратов: подсчет удельной плотности паренхимы, стромы в органах, подсчет разных видов клеток», см. методические указания для обучающихся № 16 к внеаудиторной работе).

   7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:

1. Место биометрии в современных исследованиях.

2. Принципы и методология стереометрии.

3. История биометрии – от древности до наших дней.

1. Занятие № 16.
Тема: «Морфометрия гистологических препаратов: подсчет удельной плотности паренхимы, стромы в органах, подсчет разных видов клеток».

2. Форма организации занятия: интерактивное занятие.

3. Значение изучения темы. Морфометрическое исследование гистологических и цитологических препаратов позволяет получить объективные данные о морфологическом субстрате протекающих физиологических и патологических процессов в организме. Унификация и стандартизация методов морфометрии, а также единое понимание методологии морфометрического анализа позволяет максимально достоверно провести научное исследование, а также вывести морфологическую диагностику на качественно новый уровень.

 4. Цели обучения:


- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

 - способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

 - способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

 - способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств в педиатрии, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований (ПК-32);


- учебная: знать понятие и виды морфометрических исследований; уметь выбирать необходимые методики морфометрии в зависимости от задач исследования; владеть медико-аналитическим понятийным аппаратом, навыками описания и морфометрии гистологических препаратов.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).

Выбрать один правильный ответ.
1.БИОМЕТРИЯ ПРЕДНАЗНАЧЕНА

1) для изучения микрообъектов в проходящем или отраженном свете

2) для изучения клеток в пространстве и времени

3) для фотографирования микрообъектов

4) для математического анализа объективно учтенных групповых свойств биологических объектов

2. БИОМЕТРИЯ СОСТОИТ ИЗ СЛЕДУЮЩИХ РАЗДЕЛОВ    

1) цитология и эмбриология

2) физиометрия и морфометрия

3) морфометрия и морфология

4) гистология и цитология

3. ОСНОВНОЕ ПРЕДНАЗНАЧЕНИЕ МОРФОМЕТРИИ

1) фотографирование объектов

2) увеличение контрастности изображения

3) изменение разрешающей способности микроскопа

4) математический анализ групповых свойств объективно учтенных структур и их связей в организме экспериментальных животных и человека
4. ИСТОЧНИКОМ ДЛЯ ПРИГОТОВЛЕНИЯ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ МОГУТ БЫТЬ

1) образцы трупного материала

2) живые клетки и культуры тканей

3) биопсийный и операционный материал

4) все перечисленное выше

5. УКАЗАТЬ НОВУЮ СРЕДУ ДЛЯ ЗАКЛЮЧЕНИЯ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ СРЕЗОВ

1) канадский бальзам

2) полистерол

3) биомаунт

4) парафин

6. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КЛЕТКИ И ЯДРА ИЗУЧАЕТ РАДЕЛ МОРФОМЕТРИИ

1) соматометрия

2) гистерометрия

3) ультраструктурометрия

4) кариоцитометрия

7. ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ, ПОЛУЧАЕМЫЕ ПРИ МОРФОМЕТРИИ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

1) линейные размеры объекта, площадь, объем объектов, их соотношение 
2) оценка интенсивности окраски

3) линейные размеры объектов

4) соотношение объектов
8. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ СТРУКТУР КЛЕТКИ И ЯДРА ИЗУЧАЕТ РАДЕЛ МОРФОМЕТРИИ

 1) гистерометрия

2) соматометрия

3) ультраструктурометрия

4) кариоцитометрия

9. ДЛЯ РАСЧЕТА ПЛОЩАДИ ИЗУЧАЕМЫХ ОБЪЕКТОВ В ГИСТОЛОГИЧЕСКОМ ПРЕПАРАТЕ МОЖНО ИСПОЛЬЗОВАТЬ

1) линейку Автандилова

2) сетку Автандилова

3) калькулятор

4) микротом

10. ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЛИНЕЙНЫХ РАЗМЕРОВ ИЗУЧАЕМЫХ ОБЪЕКТОВ ПРИ МИКРОСКОПИИ МОЖНО ИСПОЛЬЗОВАТЬ

1) линейку Автандилова

2) сетку Автандилова

3) калькулятор

4) компьютер


5.2. Основные понятия и положения темы.

В медицинских и биологических науках морфометрия включает в себя следующие разделы: соматометрию, органометрию, гистометрию, кариоцитометрию, ультраструктурометрию.

Соматометрия – совокупность методов, используемых для определения размеров и формы тела животных или человека и отдельных его частей. 

Органометрия – совокупность методов количественной оценки размеров, массы, консистенции, цвета и других параметров органов.

Гистометрия – совокупность методов количественной оценки размеров, площади и объема различных структур тканей.

Кариоцитометрия – совокупность методов измерения размеров, площади и объема клеток и их ядер.

Ультраструктурометрия – совокупность методов измерения размеров, площади, объема и количества компонентов клетки и ядра.

Соматометрию и органометрию человека вы более детально разберете на курсе антропологии.

Ультраструктурометрия используется при интерпретации изображений, полученных с помощью электронного микроскопа.

Гистометрия и кариоцитометрия используется при интерпретации изображений, полученных с обычного светового микроскопа. Эти два раздела морфометрии мы с вами и разберем более детально.

Ученый или врач, который направляет образцы тканей и органов для морфологического исследования, должен уметь четко сформулировать цели и задачи, которые должен будет решить исследователь-морфолог. Кроме того, для эффективного получения максимально достоверного результата морфологического анализа совершенно необходимым является сотрудничество и взаимодействие между морфологом и ученым при планировании и проведении научного исследования.

При микроскопии гистологических срезов исследуемых органов и тканей исследователь-морфолог фиксирует следующие данные:

1. оценивает общее строение объекта;

2. выявляет, имеются ли какие-либо отклонения от нормального строения, описывает выявленные нарушения;

3. оценивает степень кровенаполнения кровеносных сосудов;

4. оценивает степень развития стромальных и паренхиматозных элементов, структурных элементов;

5. оценивает состояние клеток и межклеточного вещества.

Все выявленные особенности строения исследователь обязан фиксировать в протоколе исследования. Каждое слово в этом протоколе должно иметь морфологическое подтверждение. Описание должно заканчиваться обоснованным заключением, в котором исследователь-морфолог кратко излагает свое мнение о сущности наблюдаемой морфологической картины, о возможных причинах наблюдаемых изменений, и, при необходимости, дать рекомендации о дополнительных методах исследования и т.п.

В ряде случаев описание морфологической картины и заключение по ней бывает достаточным для того, чтобы сделать научно обоснованные выводы о сущности структурных проявлений различных физиологических и патологических процессов.

Но, как правило, современных ученых в большей степени интересуют количественные характеристики динамики структурных изменений на всех морфологических уровнях.

При гистометрии очень важным является сохранение репрезентативности выборки. Это можно достигнуть при выполнении следующих условий:

1. в одной группе наблюдения должны быть минимум 10 особей животных или людей;

2. для морфологического исследования должны быть представлены однотипные образцы тканей и органов, взятые в одних и тех же условиях и из одних и тех же мест;

3. гистометрическому исследованию должны подвергаться не менее трех гистологических срезов от одного представленного образца. Как правило, обсчитывается 5 срезов;

4. в каждом срезе, по возможности, необходимо производить подсчет      в не менее чем трех полях зрения;

5. в одном срезе учитываемый параметр следует измерять не менее   чем 10 раз. 

Увеличение количества людей или животных в группе исследования, количества кусочков из исследуемых органов, количества исследованных гистологических срезов, количество учтенных полей зрения, количества измерений в одном поле зрения существенно увеличивает точность и достоверность полученных данных.

При морфометрическом исследовании гистологических образцов морфолог измеряет следующие параметры:
Количество объектов.

Линейные размеры объекта – длина, высота и ширина.

Площадь объектов.

Объем объектов.

Соотношение различных структур в поле зрения.

Для морфометрии используются специальные программы. Это могут быть платные программы, поставляемые вместе с микроскопом и аппаратным комплексом фото-видеодокументации и адаптированные под них или разработанные независимыми программистами, а также бесплатные программы. Из бесплатных программ наиболее известны JMicroVision и ImageJ. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающийся должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:

	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Определять при микроскопии гистологических препаратов паренхиматозные и полостные органы.

	2.
	Использовать для морфометрии гистологических препаратов компьютерные программы.

	3.
	Использовать линейку Автандилова для получения линейных размеров изучаемых объектов.

	4.
	Использовать разные виды сетки Автандилова для расчета площади, объема изучаемых объектов и их соотношения.

	5.
	Определять при микроскопии гистологических препаратов паренхиматозные и полостные органы.


  
5.4. Итоговый контроль знаний:

       - ответы на вопросы по теме занятия:

1. Дать понятие «морфометрия».

2. Какие разделы выделяют в морфометрии?

3. С помощью каких средств измерений можно осуществлять гисто- и кариоцитометрию?

4. Какие параметры можно измерять при гисто- и кариоцитометрии? Какие инструменты используют для этого?

5. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах полых органов?

6. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах печени?

7. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах почек?

8. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах легких?

9. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах сердца?

10. Какие параметры можно измерить в гистологических препаратах головного и спинного мозга?

 - решение ситуационных задач:

Задача №1.

При проведении морфометрии гистологических препаратов печени рассчитана площадь, занимаемая паренхимой и стромой органа.

     1. Как называется раздел морфометрии, содержанием которого являются указанные расчеты?

2. Что можно использовать для указанных расчетов?

3. Что может быть использовано в современной морфометрии?

Задача №2.

Осуществлена морфометрия гистологического препарата полостного органа.

1. Какие данные могут быть получены?

2. Какие могут быть сделаны расчеты?

          6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме  «Наноматериалы – понятие, виды. Основные направления их использования в биологии и медицине. Структурные изменения в органах и тканях при использовании наночастиц в экспериментах на лабораторных животных», см. методические указания для обучающихся № 17 к внеаудиторной работе).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Подготовить рефераты на темы:

1.Методика морфометрии полых и паренхиматозных органов.

2.Принципы и методология стереометрии.

3.Возможности морфометрии с помощью специализированных компьютерных программ.

. Занятие № 17 

Тема: «Наноматериалы – понятие, виды. Основные направления их использования в биологии и медицине. Структурные изменения в органах и тканях при использовании наночастиц в экспериментах на лабораторных животных».
2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

Разновидность занятия: демонстрация, работа с наглядными пособиями, беседа. Методы обучения: объяснительно-иллюстрационный метод, частично-поисковый, исследовательский.

3. Значение изучения темы. Наноматериалы, обладая уникальными свойствами, благодаря своей небольшой массе, могут найти применение практически во всех областях медицины и биологии. С их помощью можно установить причины возникновения ряда заболеваний и разработать методы их лечения (в том числе совершенствуя контролируемую доставку лекарственных веществ к патологически измененным участкам органа), совершенствовать технологию создания искусственных органов в трансплантологии, применять в иммунологии и эмбриологии.
4. Цели обучения:

 
- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):
- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);
- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследования (ПК-32);


-учебная:

знать виды и свойства наноматериалов, применяемых в биологии и медицине, уметь находить на гистологических препаратах наночастицы в органах  и тканях, владеть навыками микроскопирования и анализа изменения структурных компонентов клеток  при световой микроскопии при воздействии различных наночастиц.

5. План изучения темы:
5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование). 

Выбрать один правильный ответ.
1. К НАНОМАТЕРИАЛАМ ОТНОСЯТСЯ ОБЪЕКТЫ, ОДИН ИХ ХАРАКТЕРНЫХ РАЗМЕРОВ КОТОРЫХ ЛЕЖИТ В ИНТЕРВАЛЕ

1) от 1 до 100 нм

2) от 4 до 500 нм

3) от 1см до 1м

4) от 1 мм до 1 см

2. РАЗНОВИДНОСТЬЮ НАНОМАТЕРИАЛОВ ЯВЛЯЕТСЯ

1) углеродная нанотрубка

2) фуллерен

3) фуллерит

4) липосомы

3. НАНОМАТЕРИАЛ, ИМЕЮЩИЙ ДРЕВОВИДНУЮ СТРУКТУРУ

1) фуллерен

2) дендример

3) углеродная нанотрубка

4) квантовая точка

4. НАНОЧАСТИЦЫ, ОБЛАДАЮЩИЕ ФЛЮОРЕСЦЕНЦИЕЙ

1) липосомы

2) перфторуглеродные наночастицы

3) квантовые точки

4) полимерные наночастицы

5. НАНОЧАСТИЦЫ, ПОДДАЮЩИЕСЯ БИОЛОГИЧЕСКОМУ РАЗЛОЖЕНИЮ

1) перфторуглеродные наночастицы

2) супермагнитные наночастицы

3) полимерные (биодеградируемые) наночастицы

4) углеродные нанотрубки

6. СИМВОЛ ФУЛЛЕРЕНОВ

1) Рn

2) Вn

3) Аn

4) Сn

7. НАНОЧАСТИЦА, ИМЕЮЩАЯ КРЕМНИЕВОЕ ЯДРО И ВНЕШНЮЮ ОБОЛОЧКУ, СФОРМИРОВАННУЮ АТОМАМИ МЕТАЛЛА

1) супермагнитная наночастица

2) фуллерен

3) наночастица металлов

4) квантовая точка
8. МЕХАНИЗМ ТОКСИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ НАНОЧАСТИЦ ЖЕЛЕЗА СВЯЗАН С РАЗРУШЕНИЕМ

1) митохондрий

2) рибосом

3) ядра

4) лизосом

9. ТОКСИЧНОСТЬ НАНОЧАСТИЦ В БОЛЬШЕЙ СТЕПЕНИ ЗАВИСИТ 

1) от возраста биологической модели

2) от размеров наночастиц

3) от пола биологической модели

4) от количества наночастиц

10. ОСНОВНЫМ МЕХАНИЗМОМ РАЗВИТИЯ ТОКСИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА ФУЛЛЕРЕНОВ ЯВЛЯЕТСЯ

1) нарушение проницаемости мембран клеток, вызывающий некроз

2) разрушение ядрышек

3) увеличение количества митохондрий

4) накопление их в клетках с индукцией апоптоза

11.МЕХАНИЗМ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МАКРООРГАНИЗМА И НАНОЧАСТИЦ НА ОСНОВЕ ОРГАНИЧЕСКИХ ПОЛИМЕРОВ

1) наночастицы не обнаруживаются в силу малых размеров

2) не взаимодействуют

3) захватываются макрофагами

4) макрофаги уничтожаются наночастицами

12.  СПОСОБ ВОЗДЕЙСТВИЯ УГЛЕРОДНЫХ НАНОЧАСТИЦ НА КЛЕТКУ

1) разрушение ядра

2) изменение проницаемости  биологических мембран

3) индукция активных форм кислорода и окисление биологических молекул

4)  разрушение лизосом

5.2. Основные понятия и положения темы:

1.  Наноматериалы                

2.  Наночастицы           

3.  Нанопористые материалы              

4.  Нанотрубки    

5.  Фуллерены                   

6.  Дендримеры                   

7.  Липосомы                    

8.  Полимерные мицеллы            

9.  Наночастицы металлов        

10. Квантовые точки
11. Перфторуглеродные частицы
12. Суперпарамагнитные частицы
13. Нанотоксикология
           После знакомства с материалом по данной теме, знать перечисленные выше понятия.
Наночастицы – аморфные или полукристаллические структуры, имеющие хотя бы один характерный размер в диапазоне от 1 до 100 нм. Они состоят из 106 или меньшего количества атомов, и их свойства отличаются от свойств объемного вещества, состоящего из таких же атомов. 

Наноматериалами называют материалы, содержащие структурные элементы, геометрические размеры которых хотя бы в одном измерении не превышают 100 нм, и обладающие качественно новыми свойствами, функциональными и эксплуатационными характеристиками.

Нанотехнология это совокупность методов и приемов, обеспечивающих возможность контролируемым образом создавать и модифицировать объекты, включающие компоненты размерами от 1 до 100нм, хотя бы в одном измерении, и в результате этого получившие принципиально новые качества, позволяющие осуществлять интеграцию в полноценно функционирующие системы большего масштаба. 

Основные отличительные свойства наночастиц:

1) чрезвычайно высокая кривизна поверхности наночастиц;
2) большая удельная площадь поверхности на единицу массы, ускоряющая взаимодействие между наночастицами и окружающей их средой;

3) огромная избыточная свободная поверхностная энергия наночастиц;

4) крайне высокие величины напряженности электростатического поля у поверхности наночастиц.

Перечисленные выше отличительные свойства наночастиц обуславливают и появление измененных свойств наноматериалов по сравнению с более крупными вазами тех же химических веществ. В частности изменяются:

· температура плавления и затвердевания;

· давление паров;

· растворимость;

· адсорбционная активность;

· возможности активации молекул в электростатическом поле наночастиц;

· изменение реакционной способности и характера кинетики химических процессов и т.д.  

Согласно принятым в 2010 году стандартам Международной организации по стандартизации (ISO) основой классификации наноматериалов является размерный фактор (количество измерений, в которых материал имеет размер менее 100нм).

Классификация наноматериалов:
Первым критерием в классификации наноматериалов является размерный фактор – т.е. в скольких измерениях материал имеет размер от 1 до 100нм: 

· наноматериалы могут быть одноразмерные – нанослои, нанопленки, нанопластины и нанокомпозиты. 

· Двуразмерные – нановолокна, нанотрубки, нанопрутки, нанопровода и нанокомпозиты. 

· Трехразмерные – наночастицы, нанокапсулы, квантовые точки, дендримеры, диамандоиды, фуллерены, нанолуковицы, раковины, крупноразмерные нанопористые материалы, крупноразмерные нанокристалические материалы, крупноразмерные нанокомпозиты.
Второй критерий – внутренняя и внешняя структура и тип наноматериала.
· Однокомпонентные;
· мультикомпонентные;
· наноструктурированные материалы.

Третий критерий – обеспечивает разделение наноматериалов согласно химической природе/идентичности. 
Органические/неорганические;
· Керамичекие;
· Металлические;
· Полуметаллические/полупроводниковые;
· Полимерные (природные/синтетические);
· Углеродные;
· Нанокомпозиты.

Четвертый критерий – различие в их поведении и свойствах. Они могут обладать следующими специфическими свойствами:
· Физическими;
· Механическими;
· Химическими;
· Биологическими;
· Комбинированными свойствами.
Можно выделить 3 основных направления внедрения нанотехнологий в жизнь человечества:

1) продление жизни и излечение от болезней человека;
2) создание искусственной или гибридной окружающей среды взамен безвозвратно уничтожаемой естественной;
3) совершенствование технологических процессов, направленных на поддержание жизнедеятельности человечества.

В биомедицинских целях нанотехнологии можно использовать по нескольким обширным и наукоемким направлениям:

· адресная доставка активных лекарственных веществ;
· новые методы и средства лечения;
· диагностика in vivo – визуализация патологических процессов в организме;
· диагностика in vitro – определение биомаркерных различных патологий;
· медицинские имплантаты.
Адресная доставка лекарств – метод (процесс) введения фармацевтических препаратов, который заключается в направленном транспорте веществ в очаг поражения и высвобождении их в заданном месте и в заданное время. 

Такая адресная доставка обеспечивает более эффективное действие лекарства, сохраняет окружающие ткани и уменьшает общее токсическое действие лекарств на организм. 

Система адресной доставки состоит из трех основных компонентов:

•
лекарственного вещества.
•
молекулярного адреса – который определяет местоназначение и специфическое связывание системы с клетками-«мишенями».

•
наночастицы-носителя, к которой «привязаны» предыдущие два компонента.

После доставки лекарственного вещества система должна распасться, а наноноситель либо вывестись из организма, либо деградировать.

В России разработки систем адресной доставки ведутся по двум направлениям: пассивный направленный транспорт (облегченное преодоление естественных барьеров) и специфическая доставка («узнавание» патологической ткани), что отвечает мировому уровню развития исследований в этой области.

Адресная доставка лекарственных веществ может быть осуществлена несколькими способами:

1) когда вещество находится внутри наноматериала или конгломерата наноструктур – это могут быть липосомы, работы по которым ведутся с 60-х годов прошлого века, нанотрубки, нанокапсулы и т.п.

2) когда вещество находится на поверхности наноматериала – нананосферах или наночастицах.

Неотъемлемым условием для адресной доставки является наличие специфического лиганда, который привел бы всю эту конструкцию в очаг поражения.

Новые методы лечения. Спектр возможного применения нанотехнологий в этом направлении очень широк, но их можно разделить на 2 большие группы.
Первая группа – использование наноконструкций для диагностики и лечения – на сегодняшний момент это  различные наноманипуляторы, наномоторы, нанодатчики.

Вторая группа новых методов лечения с помощью нанотехнологий – это терапевтический эффект самих наноматериалов, который они проявляют как одно из своих уникальных свойств. Например, некоторые наноматериалы можно использовать в качестве эффективных сорбентов. Или проводятся разработки применения наночастиц ферритов для магнитной гипертермии опухолей.

Диагностика in vivo. В данном случае имеется ввиду способность наноматериалов, обработанных особым способом, связываться с патологическими очагами и там проявлять свои уникальные свойства, которые в свою очередь и будут регистрироваться. Таким образом, местонахождение наноматериала будет указывать на локализации патологического процесса.

Диагностика in vitro подразумевает применение наноматериалов в качестве структурных элементов для биочипов, т.е. анализаторов для различных веществ. Маленькие размеры наночипов позволят:

1) размещать большее количество сенсоров на единицу площади

2) диагностировать крайне низкие концентрации веществ.

Применение нанотехнологий в имплантологии обусловлено тем, что некоторые нанострукутрные материалы на основе титана обладают, наряду с высокой прочностью, высокой биологической совместимостью, т.е. не вызывают отторжение организмом и способствуют лучшему заживлению. Такие наноматериалы можно использовать в качестве покрытий для медицинских протезов и изделий.

Как бы ни были заманчивы перспективы применения нанотехнологий в медицине, перед настоящим исследователем всегда должен стоять вопрос – а насколько безопасно для организма применение наноматериалов. Ответ на этот вопрос дает всестороннее и методичное исследование влияния наночастиц на функции и строение организма при различных путях их попадания в организм. И здесь экспериментальные животные становятся незаменимыми помощниками. 
Весь путь исследования безопасности наночастиц законодательно строго регламентирован.

Возможные пути попадания наночастиц в организм человека 

•
Аппликационный – через кожу

•
Ингаляционный – с вдыхаемым воздухом

•
Пероральный – с пищей, водой, лекарствами

•
Инъекционный – в результате медицинских манипуляций.

В зависимости от пути попадания в организм и свойств самих наночастиц, будет зависеть их возможное распределение в организме и выведение.

При оценке безопасности наноматериалов исследуют 

- физические характеристики наноматериалов (размер и распределение по размеру частиц, форма частиц, площадь поверхности, пористость, агрегатное состояние);

- физико-химические характеристики наноматериалов (растворимость в воде и биологических жидкостях, заряд частиц, кристаллическая структура,  адсорбционная емкость, устойчивость к агрегации, гидрофобность, адгезия наночастиц к поверхности, химическая активность (в том числе способность генерировать свободные радикалы), способность к биодеструкции;

- молекулярно-биологические характеристики (взаимодействие с ДНК, РНК, клеточными мембранами, белками);

- цитологические характеристики (цитотоксичность, способность к накоплению в клетках, влияние на протеомный и метаболомный профиль);

- токсикологические характеристики (потенциальные пути проникновения в организм, острая токсичность, подострая токсичность, хроническая токсичность, кумулятивное действие, местнораздражающее действие, отдаленные эффекты (мутагенность, эмбриотоксичность, тератогенность, канцерогенность), иммунотоксичность, аллергенность, накопление в органах и тканях, проницаемость барьеров организма для токсикантов, проникновение через барьеры организма);

Имеющиеся данные о вредности или безвредности наноматериалов следует всегда критически оценивать для исключения неучтенных факторов и погрешностей в проведении эксперимента, которые могут поставить под сомнение истинность выводов исследователей.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

       Обучающий должен ознакомиться с текстом учебных пособий, лекций и продемонстрировать следующие умения:
	№ п/п
	 Название практических умений

	1.
	Представить характеристику основных свойств наноматериалов.

	2.
	Классифицировать наноматериалы.

	3.
	Составить сравнительную таблицу свойств различных видов наноматериалов.

	4.
	Микроскопируя препарат почки, найти и зарисовать:

1. Клубочки почки.

2. Продольные срезы канальцев почки.

3. Поперечные срезы канальцев почки.

4. Капсулу нефрона.

5.Конгломераты наночастиц в макрофагах внутреннего листка капсулы нефрона.


     5.4 Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы:   
1. Дайте определение понятию «наночастицы».

2. Дайте определение понятию «наноматериалы».
3. Дайте определение понятию «нанотехнология».
4. Какими отличительными свойствами обладают наночастицы?

5. Какие выделяют виды наночастиц по размерному фактору?

6. Какие выделяют виды наночастиц по структуре?

7. Какие выделяют виды наночастиц по химической природе?

8. Какие выделяют виды наночастиц по специфическим свйствам?

9. Какие есть направления применения нанотехнологий и наноматериалов в медицине?

10. Охарактеризуйте возможность применения нанотехнологий для адресной доставки лекарственных веществ?

11. Охарактеризуйте возможность применения нанотехнологий для новых методов лечения?

12. Охарактеризуйте возможность применения нанотехнологий для диагностики in vitro?
13. Охарактеризуйте возможность применения нанотехнологий для диагностики in vivo?
14. Охарактеризуйте возможность применения нанотехнологий в области медицинской имплантологии?

15. Какие возможные пути попадания наночастиц и наноматериалов в организм человека?

16. Какие критерии используются для оценки безопасности наночастиц и наноматериалов?

17. Какие органы могут наиболее часто поражаться при токсическом воздействии наночастиц? 

-решение ситуационных задач:    

 Задача № 1

При проведении исследования миграции стволовых клеток, внедренных в организм лабораторной мыши, были использованы наночастицы древовидной формы.

1. Укажите их название.

2. Каково их строение?

3. Почему они были использованы при исследовании?

Задача № 2

Для визуализации повреждений эндотелия мелких кровеносных сосудов был применен наноматериал.
1. Назовите его.

2. Кратко охарактеризуйте.

3. Чем обусловлено его применение?

Задача № 3

Для лечения поражения головного мозга, вместо традиционных антибиотиков был применен препарат на основе наночастиц.
1. Назовите эти наночастицы.

2. Обоснуйте целесообразность его применения.

3. Разовьется ли у микроорганизмов резистентность (устойчивость) к    используемому препарату?

Задача № 4

Для модификации синтезируемого клеткой белка использован наноматериал.
1. Какой наночастицей можно воспользоваться?

2. Почему это возможно?

Задача № 5

Для диагностики беременности на ранних сроках производится измерение уровня хорионического гонадотропина, иногда результаты бывают сомнительными.
1. Какие наночастицы повысят чувствительность метода?

2. К какому виду наночастиц они относятся?

3. Какие еще наночастицы относят к данному виду?

Задача № 6

Липосомы эффективны при лечении онкологических заболеваний.
1. Что они собой представляют?

2. Почему они более предпочтительны, чем обычные химиотерапевтические препараты?

3. Каков механизм их воздействия на опухолевые клетки?

Задача № 7

Сахарный диабет обусловлен недостатком инсулина, вырабатывающегося В-клетками островков Лангерганса.
1. Какой наноматериал составит альтернативу постоянному введению     инсулина больным с данной потологией?

2. Почему это возможно?

3. Что представляет собой данный наноматериал?

Задача № 8

Для маркирования внутриклеточных органелл, при исследовании под флюоресцентным микроскопом, перспективно использование наноматериала.
1. Какого?

2. Почему?

3. К какой группе наноматериалов он относится?

Задача № 9

Для термической деструкции патологических тканевых образований используют наноматериалы.
1. Какой?

2. Назовите наиболее часто используемый препарат.

3. К  какому виду наноматериалов он относится? 

Задача № 10

В трансплантологии перспективным в предотвращении реакций отторжения пересаженных тканей и органов являются наноматериалы.
1. Дайте им название.

2. Кратко охарактеризуйте.

3. Почему они эффективны?
Задача № 11

   При введении наночастиц золота в моче лабораторного животного были      обнаружены эритроциты.

1. На какой отдел нефрона оказали повреждающее действие   наночастицы золота?

2. Какой процесс образования мочи нарушен?

3. Какая структура этого отдела нефрона нарушена?

Задача № 12

При микроскопическом исследовании селезенки лабораторной крысы после внутривенного ведения наночастиц золота обнаружены размытость фолликулов и апоптозные тельца.

1. Какие зоны выделяют в фолликулах селезенки?

2. Как иначе называются фолликулы селезенки?

3. Охарактеризуйте апоптозные тельца.

Задача № 13

   При длительном пероральном введении наночастиц золота мышам отмечалось значительное уменьшение количества потомства по сравнению с контрольной группой мышей.

1. Как влияют наночастицы золота на строение семенников мышей?

2. Каково влияние данных наночастиц на сперматозоиды?

3. Какая структура семенников является преградой от воздействия токсических веществ?

   Задача № 14

При длительном пероральном применении гидрозолей наноалмазов в гепатоцитах мышей были обнаружены 2-3 ядерные гепатоциты.

1. Является ли это нормой?

2. Каково обычное количество ядер?

3. С чем связано наличие такого количества ядер?

          6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи по теме «Итоговое занятие: работа в морфологической лаборатории», см. методические указания для обучающихся № 18 к внеаудиторной работе).                                                                                                                                   
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем,

    предлагаемых кафедрой.
     Подготовить рефераты на темы (правила написания и оформления рефератов см. в методических указаниях для обучающихся №1 к внеаудиторной работе):

1. Влияние различных наночастиц на репродуктивную систему лабораторных животных.

2. Механизмы проникновения различных наночастиц через гематоэнцефалический барьер и их влияние на органы центральной нервной системы.

1. Занятие №18.
Тема: «Итоговое занятие: работа в морфологической лаборатории».

2. Форма организации занятия: итоговое занятие.

3. Значение изучения темы. Основными видами работы на  занятии являются тестирование, устное собеседование, самостоятельное микроскопирование  гистологических препаратов с анализом структурных особенностей, по которым можно судить о функциональном состоянии изучаемых клеток, тканей. Знание особенностей работы в морфологической лаборатории, нового оборудования и реактивов, новых методов морфометрии,  а так же понимание влияния на клетки и ткани различных наноматериалов, позволяют приобретать более глубокие знания по строению и функции клеток, тканей, позволяют использовать клеточные технологии в лечении социально значимых заболеваний.


4. Цели обучения:

- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):

- способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);

- способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);

- способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);

- способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);

- способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);

- способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);

- способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследования (ПК-32);


-учебная:

знать характеристику реактивов, используемых в морфологических исследованиях, основные направления использования наноматериалов в биологии и медицине, структурные изменения в органах и тканях при использовании наночастиц в экспериментах на лабораторных животных; 

уметь определять групповую принадлежность наноматериалов по их физико-химическим свойствам, использовать знание основных видов оборудования для работы в гистологической лаборатории по общей цитологии при анализе структуры тканевых клеток и их производных; владеть навыками изготовления гистологических препаратов, методом окраски (гематоксилин-эозин) гистологических препаратов, навыками осуществления морфометрии гистологических препаратов (подсчёт клеток, определение их размеров и т.д.), анализа гистологических препаратов.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование). 

Тестовые задания с эталонами ответов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 12-17.

5.2 Основные понятия и положения темы.

Основные понятия и положения темы см. в методических указаниях для обучающихся для аудиторной работы № 12-17.

5.3. Перечень и стандарты практических умений.

Перечень и стандарты практических умений см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 12-17.

5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

Вопросы см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе 12-17.

- решение ситуационных задач:

Ситуационные задачи см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 12-17.

 6. Домашнее задание для уяснения темы занятия: (ответить на контрольные вопросы и тестовые задания, решить ситуационные задачи к зачетному занятию, см. методические указания для обучающихся №12-17 к внеаудиторной работе).                              
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Темы рефератов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 12-17.

1. Занятие №19.
Тема:  «Зачетное занятие».

2. Форма организации занятия: итоговое занятие.

3. Значение изучения темы. Основными видами работы на  занятии являются тестирование, устное собеседование, самостоятельное микроскопирование гистологических препаратов с анализом структурных особенностей, по которым можно судить о функциональном состоянии изучаемых клеток и тканей. Знание закономерностей дифференцировки клеток, гисто- и органогенеза, понимание механизмов физиологической и репаративной регенерации, понимание важнейших методов управления процессами гисто- и органогенеза, регенерации позволяют приобретать более глубокие знания по строению и функции клетки в области общей, клеточной биологии и биологии человека, позволяют использовать клеточные технологии в лечении социально значимых заболеваний.

4. Цели обучения:
- общая (обучающийся должен обладать ОК и ПК):
способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1);
способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5);
способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности врача-педиатра, использовать для их решения соответствующий физико-химический и математический аппарат (ПК-2);
способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на всеобъемлющие принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3);
способностью и готовностью анализировать закономерности функционирования отдельных органов и систем, использовать знания анатомо-физиологических основ, основные методики клинико-иммунологического обследования и оценки функционального состояния организма детей и подростков для своевременной диагностики заболеваний и патологических процессов (ПК-16);
способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31);
способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследования (ПК-32);

-учебная: знать классификацию стволовых клеток, уметь соотносить вид камбиальных клеток с видом ткани, классифицировать способы получения и культивирования стволовых клеток; уметь определять групповую принадлежность наноматериалов по их физико-химическим свойствам, использовать знание основных видов оборудования для работы в гистологической лаборатории по общей цитологии при анализе структуры тканевых клеток и их производных; владеть навыками изготовления гистологических препаратов, методом окраски (гематоксилин-эозин) гистологических препаратов, навыками осуществления морфометрии гистологических препаратов (подсчёт клеток, определение их размеров и т.д.), анализа гистологических препаратов.
5. План изучения темы:
5.1. Контроль исходного уровня знаний (тестирование).
Тестовые задания с эталонами ответов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 1-18.

5.2 Основные понятия и положения темы:
Основные понятия и положения темы см. в методических указаниях для обучающихся к аудиторной работе № 1-18.
5.3. Перечень стандартных и практических умений.
Перечень стандартов и практических умений см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе  № 1-18.
5.4. Итоговый контроль знаний:
Контрольные вопросы и ситуационные задачи см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 1-18.
      6.  Домашнее задание для уяснения темы занятия: темы дисциплины все разобраны.
      7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой
Темы рефератов см. в методических указаниях для обучающихся к внеаудиторной работе № 1-18.
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Электронные ресурсы:

1. ЭБС КрасГМУ «Colibris»;

2. ЭБС Консультант студента;
3.    ЭБС ibooks;

4.    ЭНБ eLibrary
Рис. 2. Ниши стволовых клеток, крипта тонкого кишечника: 1 - стволовые клетки; 2 - базальная мембрана; 3 - крипта; 4 - ворсинка 








Рис. 3. Ниши стволовых клеток, волосяной фолликул: 1 - стволовые клетки наружного волосяного влагалища ниже сальной железы; 2 - базальная мембрана; 3 - эпидермис; 4 - волосяная луковица; 5 - сальная железа. 
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