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1 SPLOSNA FIZIOLOGIJA

1.1 UPORABA MERSKIH ENOT IN VELICIN V FIZIOLOGUJI

TeZnje po uvedbi enotnih merskih sistemov so obstajale skozi vso ¢lovesko zgodovino, poenotenje
pa je deloma uspelo Sele v Napoleonovem casu, leta 1799. Takrat uvedeni merski sistem je postal
osnova Mednarodnega sistema merskih enot (Systeme International — Sl), ki ga danes uporablja
vec kot 150 drzav. Njegovo uvedbo v Republiki Sloveniji je opredelil zakon o meroslovju iz leta
2005.

Mednarodni merski sistem sestavljajo osnovne in izpeljane merske enote. Osnovne merske enote
so enote osnovnih fizikalnih koli¢in (dolZina, ¢as, masa, elektricni tok, temperatura, svetilnost in
koli¢ina snovi), izpeljane merske enote pa so iz osnovnih izpeljane na temeljih fizikalnih zakonov
oziroma definicij. Ker so enote Sl v¢asih prevelike ali premajhne za dano koli¢ino, lahko osnovnim
enotam dodamo razli¢ne desetiske predpone. Take enote se imenujejo decimalne merske enote.
V praksi je dovoljena tudi uporaba nekaterih drugih enot izven SI.

Zaradi uvedbe Mednarodnega sistema merskih enot se je spremenilo oziroma zamenjalo mnogo
enot in veli¢in, ki so se v biomedicini uporabljale v preteklosti. Nastali so tudi nekateri dogovori in
dopolnila strokovnih zdruzenj z biomedicinskih podrocij, ki temeljijo na enotah SI. Kljub temu v
literaturi (zlasti anglo-ameriski) s podrocja fiziologije in drugih biomedicinskih ved Se vedno
zasledimo uporabo tako starih kot tudi enot SI. V nadaljevanju podajamo pregled najpogostejsih
enot in veli¢in, ki se uporabljajo v biomedicini, ter pretvorb med enotami Sl in starimi enotami.

1.1.1 Koncentracija snovi

Po dolocilih mednarodnega merskega sistema izrazamo koncentracijo snovi kot koncentracijo
mase ali masno koncentracijo (mkc ali massc) in kot koncentracijo snovi ali snovno koncentracijo
(snkc ali substc). Po teh dolocilih je opuséeno izrazanje koncentracij v utezno-volumskih odstotkih
(g%, g/100 ml, g/dl, ug%, mg% itd.) ali v ekvivalentih (Eq/I, val/l, mEq/I, mval/l).

e Izraz snovna koncentracija uporabljamo za izraZanje vseh snovi z znano kemic¢no zgradbo in
molekulsko maso, ki so raztopljene v telesnih tekocinah (npr. krvi, plazmi, serumu, urinu,
razlicnih izlockih itd.). S snovno koncentracijo izrazamo koncentracijo mikro- in
makroelementov, ogljikovih hidratov, aminokislin, kreatinina in kreatina, uree itd. Ce bi
upostevali nacela Sl, bi morali koncentracijo snovi izrazati v molih na kubi¢ni meter (mol/m?), ti
pa so za uporabo v biomedicini prevelike enote. Zato je dopuséeno izrazanje v molih na liter
(mol/L). Namesto izrazanja z decimalnimi Stevili uporabljamo desetiske predpone, npr. milimol
(mmol), mikromol (umol), nanomol (nmol) itd. Pretvorbe v enote Sl izvedemo po formulah:

mol/L =g/100 mlx ——> oziroma: g/100 ml =mol/L X

mol. masa

mol. masa
10
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Tabela 1.1: Konverzijski faktorji za pretvorbe med starimi in novimi enotami za izrazanje
koncentracij snovi

Snov Enota Sl Pretvornik Stara enota Pretvornik
iz enote S| iz stare enote
v staro enoto v enoto S|

MAKROELEMENTI

kalcij mmol/L 4,01 mg/100 ml 0,25
magnezij mmol/L 2,43 mg/100 ml 0,41
natrij mmol/L 2,299 mg/100 ml 0,43
kalij mmol/L 3,91 mg/100 ml 0,26
fosfati (v krvi) mmol/L 3,10 mg/100 ml 0,32
kloridi mmol/L 3,545 mg/100 ml 0,282
MIKROELEMENTI

zelezo pumol/L 5,585 ug/100 ml 0,179
baker umol/L 6,355 ug/100 ml 0,157
cink pumol/L 6,538 ug/100 ml 0,153
mangan pumol/L 5,494 ug/100 ml 0,182
kobalt pumol/L 5,893 ug/100 ml 0,170
nikelj pumol/L 5,870 ug/100 ml 0,170
svinec pumol/L 20,719 ug/100 ml 0,048
Zivo srebro pumol/L 20,039 ug/100 ml 0,050
fluor umol/L 1,901 ug/100 ml 0,526
jod umol/L 12,690 ug/100 ml 0,0788
brom umol/L 8,000 ug/100 ml 0,125
silicij pumol/L 2,890 ug/100 ml 0,346
selen umol/L 7,874 ug/100 ml 0,127
ORGANSKE SNOVI

glukoza mmol/L 18,02 mg/100 ml 0,0555
secnina mmol/L 6,006 mg/100 ml 0,1665
secna kislina mmol/L 16,81 mg/100 ml 0,0595
kreatinin mmol/L 0,011 mg/100 ml 88,44
aceton umol/L 5,814 ug/100 ml 0,172
hemoglobin mmol/L 1,61 g/100 ml 0,62
HORMON I

progesteron nmol/L 0,3145 ng/ml 3,1796
estradiol nmol/L 272,03 pg/ml 0,003676
testosteron nmol/L 0,288 ng/ml 3,472
tiroksin nmol/L 0,078 ug/100 ml 12,87
trijodtironin (T3) nmol/L 64,93 ng/100 ml 0,0154
reverzni T3 (rT3) nmol/L 0,651 ng/ml 1,536
kortizol nmol/L 0,036 ug/100 ml 27,59
aldosteron nmol/L 359,71 pg/ml 0,00278

e lIzraz masna koncentracija uporabljamo za izrazanje koncentracije snovi, katerih molekulska
masa ni znana ali pa je ne moremo definirati, npr. beljakovin in mascob v telesnih tekocinah.
Izraza se v gramih na liter tekocine (g/L).
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Za stevilne elemente in spojine, ki sestavljajo organizme, so izracunani pretvorniki (konverzijski
faktorji), ki se pri prakticnem delu v laboratoriju uporabljajo namesto vsakokratnega racunanja.
Pretvorniki za najpogostejSe makroelemente, mikroelemente, organske snovi in hormone, ki se
nahajajo v organizmu Zivali, so prikazani v tabeli 1.1.

1.1.2 Kataliticna aktivnost encimov

V preteklosti so razlicni avtorji izrazali kataliticno aktivnost encimov poljubno, zaradi ¢esar so bili
podatki med seboj tezko primerljivi. Leta 1964 je Komisija za encime pri IUB (International Union
of Biochemistry) sprejela mednarodno enoto za vrednotenje kataliticne aktivnosti encimov z
oznako U (Unit). Ta je definirana kot tista kataliticna aktivnost encima, ki omogoca pretvorbo 1
pmola substrata v 1 minuti. Leta 1972 je Komisija za biokemi¢no nomenklaturo (Commission of
Biochemical Nomenclature) v skladu z S| predlagala uvedbo enote katal (kat). To je tista
kataliticna aktivnost encima, ki omogoca pretvorbo 1 mola substrata v 1 sekundi. Pretvorniki za
kataliticno aktivnost encimov so podani v tabeli 1.2.

Tabela 1.2: Pretvorbe kataliticne aktivnosti encimov in nekaterih fizikalnih kolicin, ki se
uporabljajo v fiziologiji

Kolicina Enota SI Pretvornik Stara enota Pretvornik
iz enote SI iz stare enote
v staro enoto v enoto SI
kataliti¢na aktivnost nkat 0,0599 u 16,67
encimov
osmolarnost in mK 0,538 mOsm/kg 1,86
zniZzanje zmrzisca
kPa 7,501 mm Hg (tor) 0,1333
tlak kPa 0,00986 atm (fiz.) 101,325
kPa 0,01 bar 100
sila N 10° dyn 107
moc kw 1,361 KM 0,735
delo J 0,1 kpm 9,81
J 10’ erg 10”7
koli¢ina toplote J 0,239 cal 4,1863
hitrost m/s 3,6010 km/h 0,2777
dolZina nm 10 A 0,1

1.1.3 Fizikalne enote, ki se uporabljajo v fiziologiji

e Osmolarnost in osmolalnost se uporabljata za izrazanje koncentracije snovi v zvezi z
osmotskim tlakom. Ceprav izven Sl, se véasih uporablja enota osmol, ki je enaka 1 grammolu
(gmol) snovi, ki ne difundira in ne ionizira. O osmolarnosti govorimo, kadar izrazamo Stevilo
osmolov na liter, o osmolalnosti pa pri vrednostih osmolov na kg raztopine. Po Sl se uporablja
pojem tocke zniZzanja zmrzisc¢a z enoto milikelvin (mK). Pretvorniki so podani v tabeli 1.2.




01 SPLOSNA FIZIOLOGIJA

V fiziologiji sreCamo razlicne vrste tlakov, kot so krvni, mehanicni, zracni, vodni, parcialni,
osmotski itd. Po Sl izrazamo vrednosti za tlak v paskalih (Pa). Ker je paskal sorazmerno majhna
enota, za vrednosti, ki jih srecujemo v fiziologiji, pogosto uporabljamo enoto kilopaskal (kPa).
Izven S| je dovoljena uporaba enote bar. Pretvorbo med drugimi (praviloma opuscenimi)
enotami, kot so mm Hg, cm H,0, atmosfera itd., opravimo s pomocjo pretvornikov, podanih v
tabeli 1.2. Pri izrazanju vrednosti krvnega tlaka nekateri avtorji Se vedno uporabljajo mm Hg.
Za hitrejSe pretvarjanje iz enote mm Hg v kPa in obratno lahko uporabljamo tabelo 1.3.

Tabela 1.3: Pretvarjanje mm Hg v kPa in obratno

mm Hg kPa mm Hg kPa mm Hg kPa
5 0,7 105 14,0 205 27,3
10 1,3 110 14,7 210 28,0
15 2,0 115 15,3 215 28,7
20 2,7 120 16,0 220 29,3
25 3,3 125 16,7 225 30,0
30 4,0 130 17,3 230 30,7
35 4,7 135 18,0 235 31,3
40 5,3 140 18,7 240 32,0
45 6,0 145 19,3 245 32,7
50 6,7 150 20,0 250 333
55 7,3 155 20,7 255 34,0
60 8,0 160 21,3 260 34,7
65 8,7 165 22,0 265 35,3
70 9,3 170 22,7 270 36,0
75 10,0 175 23,3 275 36,7
80 10,7 180 24,0 280 37,3
85 11,3 185 24,7 285 38,0
90 12,0 190 25,3 290 38,7
95 12,7 195 26,0 295 39,3

100 13,3 200 26,7 300 40,0

Pri kréenju misic, delovanju srca in fizicnem delu se v fiziologiji sre€ujemo s pojmi, kot so sila,
moc in delo. Po Sl je enota za silo newton (N), za moc¢ watt (W) in za delo joule (J). Pretvorniki
so podani v tabeli 1.2.

Kolicino toplote, npr. energetsko vrednost hranilnih snovi in koli¢ino energije, ki jo Zival
porablja ali spros¢a pri fizioloskih procesih, izrazamo v joulih (J) namesto do nedavnega
splosno uveljavljenih kalorij. Nekateri avtorji modernih fizioloskih ucbenikov menijo, da je
izrazanje v kalorijah primernejSe kot izrazanje v joulih. Pretvorbo izvedemo s pomocjo
pretvornikov, podanih v tabeli 1.2.

V fiziologiji obstajajo razlicni pojavi hitrosti, npr. pretoka krvi, Sirjenja pulznega vala,
prenasanja impulzov po tkivu, gibanja itd. Po S| naj bi za izraZanje hitrosti uporabljali enoto
meter na sekundo (m/s), vendar je $e vedno v veljavi uporaba enote kilometer na uro (km/h).
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Pretvorbe so prikazane v tabeli 1.2.

e Za izrazanje dolZine uporabljamo kot osnovno enoto meter in njegove izpeljanke, kot so mm,
cm, dm in km. Namesto enote mikron (i) po Sl uporabljamo enoto um, ki je po velikosti enaka
mikronu (10° m). Namesto enote angstrem (A = 10™° m) uporabljamo nanometer (10~ m).
Pretvorba je prikazana v tabeli 1.2.

e Masa je osnovna veli¢ina snovi, teza pa je sila, ki deluje na dano maso v specificnem
gravitacijskem polju. V Zemljinem gravitacijskem polju je masa izrazena v kilogramih (kg) (ali
ustreznih manjsih oz. vecjih enotah), teza pa v newtonih (N). V razlicnih gravitacijskih poljih
ostane masa nespremenjena, teZa pa je razlicna. Tako bi npr. telo z maso 35 kg (na Zemlji in na
Mesecu enako) imelo na Zemlji tezo 350 N, na Mesecu le priblizno 60 N, v brezteZznostnem
stanju (npr. v vesolju ali pri prostem padu) pa nic¢ N. Za izrazanje molekulske mase uporabljamo
izraz dalton (D), ki je sicer izven SI. To je masa 1 atoma vodika, ki znasa 1,67 x 107 kg.

e Absolutno temperaturo merimo v stopinjah Kelvina (K). Enota K je enako velika kot °C, le da je
izhodisce Kelvinove lestvice pri —273 °C (absolutna nicla). Absolutno temperaturo izraéunamo
tako, da k °C priStejemo 273 stopin;j.

V angloameriski literaturi navajajo temperature v Fahrenheitovih stopinjah (°F). Vrelis¢e vode
je pri 212 °F, zmrzi$¢e pa pri 32 °F. Pretvorbe med °C in °F izvedemo po naslednjih formulah:

T[F]=9/5x T[°C]+32  oziroma: T [°C] = 5/9 X (T [°F] - 32)

Naloge:
S pomocjo konverzijskih faktorjev izracunajte naslednje naloge:

1. Koncentracija ionov natrija v serumu ovce znasa 40 mg%. lzrazite vrednost v ustreznih
enotah Sl!
V serumu goveda je koncentracija kalija 17 mg/100 ml. Kak$na je vrednost v mmol/L?

V krvi prasi¢a se nahaja magnezij v koncentraciji 3,5 mg%. Izrazite vrednost v enotah Sl!

V pasji krvi je koncentracija kalcija 6 mg/dl. Izrazite vrednost v enotah Sl!

o > 0N

Ugotovljena vrednost bakra v serumu prasica je 220 ug/100 ml. Kaksna je vrednost v
enotah SI?

6. V kundjih eritrocitih je ugotovljena koncentracija cinka 0,7 mg%. lzrazite vrednost v enotah
Sl!

7. Fizioloska vrednost koncentracije acetona v goveji krvi znasa 1,2 mg/100 ml. Kak$na je
vrednost, izraZzena v enotah SI?

8. Koncentracija glukoze v konjski krvi znasa 55-95 mg v 100 ml. Koliko znasSa vrednost v
enotah SI?

9. V krvi podgane je ugotovljena vrednost 15 g hemoglobina v 100 ml krvi. lzrazite vrednost v
enotah Sl!

10. V serumu kunca je koncentracija proteinov 7,2 g v 100 ml. Izrazite vrednost v enotah SI!
11. Krvni tlak pri psu znasa 120 mm Hg/80 mm Hg. Izrazite vrednost v enotah Sl!
12. Konj galopira s hitrostjo 60 km/h. Pretvorite v m/s!

13. Aktivnost encima glutation peroksidaze pri ovcah je 25 U. lzrazite jo v enotah SI!
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1.2 APARATI IN POSTOPKI V FIZIOLOGIJI
1.2.1 Osnovne registracije v fiziologiji

Poleg kvantitativnega merjenja parametrov z razlicnimi kemicnimi, fizikalnimi ali bioloskimi
postopki pri eksperimentalnem delu v fiziologiji uporabljamo tudi zapisovanje ali registracijo
sprememb. Registracijske naprave neposredno ali posredno zapisujejo gibanje izoliranih organov,
delov telesa, celotnega organizma ali drugih reakcij in s tem graficno ponazarjajo dinamicne
spremembe med poskusom. Z ustreznimi postopki (npr. umeritvenimi krivuljami) je mogoce
kvalitativne spremembe tudi kvantitativno ovrednotiti.

A) Kimograf

Kimograf je aparat, ki se v fiziologiji najveckrat uporablja pri zapisovanju (registraciji) delovanja
izoliranih organov. lzolirani organi, ki so na razli¢cne na¢ine namesceni na kimograf, pri spontanem
ali vzdrazenem delovanju spreminjajo svojo obliko ali dolZino in pri tem premikajo mehanicna
pisala. Ta premike zapisujejo na vrte¢em se valju.

Prvi aparat te vrste je sestavil nemski fiziolog Karl Ludwig leta 1864. Ta kimograf je imel vgrajen
urni mehanizem, ki je vrtel registracijski valj. Kasneje je urni mehanizem nadomestil elektromotor,
osnovni princip delovanja kimografa pa je do danes ostal nespremenjen. Kljub uvajanju raznih
sodobnejsih nacinov registriranja je kimograf ostal nepogresljiv sestavni del vsakega fizioloSkega
laboratorija.

Kimograf sestavljajo: pogonski mehanizem, registracijski valj (boben) in pisala (slika 1.1).

e Pogonski mehanizem sodobnih kimografov je elektromotor s sistemom prenosnikov in sklopk,
po katerih se vrtenje elektromotorja prenasa na navpi¢no os. Pogonski mehanizem je vgrajen v
ohisje, na katerem so namesceni gumbi in stikala za vklop aparata in regulacijo hitrosti vrtenja
valja.

e Registracijski valj je namescen na navpi¢no os, ki izhaja iz ohisja. Njegovo visino lahko
uravnavamo. lzdelan je iz kovine, nanj pa je napet papir, na katerega se zapisuje opazovani
fizioloski pojav. Glede na vrsto pisala, ki ga uporabljamo pri zapisovanju, lahko uporabimo
milimetrski papir ali poseben gladek bel papir, prevlecen s tanko plastjo saj. Hitrost vrtenja
valja lahko uravnavamo. Pri zapisovanju gibanj, ki potekajo zelo pocasi in trajajo dolgo casa,
izberemo nizjo hitrost, pri hitrejsih pa visjo.

e Na ohiSju kimografa so namescene rocice, kamor z vijaki pritrdimo pisala in precke za
namestitev izoliranih organov. Te namestimo na kimograf tako, da pri kréenju dvigajo pisalo, ki
drsi po valju in zapisuje premike. Namestitev posameznih organov je opisana pri vajah z
izoliranimi organi.

e Za zapisovanje krivulje na kimografskem bobnu lahko uporabimo posebna pisala, napolnjena s
¢rnilom, ki piSejo na milimetrski papir. Lahko uporabimo tudi pisala iz kovine, lahke plastike ali
lesa, ki drsijo po osajenem valju in pri tem odstranjujejo saje, za njimi pa ostaja bela sled
papirne podlage. Ta pisala so razli¢nih oblik in izvedb glede na vrsto organa, s katerim delamo
poskus. Najpogosteje uporabljamo Svedsko pero, nihalno pisalo ali Mareyev boben.
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Slika 1.1: Shematicni prikaz kimografa
(Palmer)

1. gumb za regulacijo visine
registracijskega valja

2. rocica za ucvrstitev registracijskega
3 valja

3. registracijski valj

4. os

5. rocica za vzpostavitev kontakta pri

registraciji misicne kontrakcije

6. kontaktni mehanizem

| O_? !E;Eus 7. drzalo za pisala

8. ohisje pogonskega mehanizma

%] M.M PER SEC. @
ON 6"CYLINDER
L GEAR [rmame

42 580~-240
41 z3z— 9%
10 93 — 384

9. razpredelnica s podatki o hitrosti

vrtenja registracijskega valja
10. gumb za registracijo hitrosti
vrtenja

11. rocica za dodatno regulacijo
hitrosti (F/S)

12. vklop/izklop

13. kontrolna lucka

N S o S 000
[rs
o
-

14. vijak za uravnavanje lege

kimografa
15. kabel

B) Fiziograf (poligraf)

To je naprava, ki omogoca registracijo razlicnih fizioloSkih procesov z vecjo natancnostjo kot
kimograf. Z njim lahko registriramo spremembe, ki si sledijo s frekvenco do 100 Hz. Omogoca nam
tudi takojSen zapis pojava. Osnovna enota poligrafa je kanal, ki ga sestavljajo pretvornik,
ojacevalec in predvajalec.

Pretvornik (transducer) je del, ki fizicne pojave pretvarja v elektricne signale ali v radijske
valove. Glede na vrsto meritve poznamo razlicne oblike pretvornikov. Ob merjenju sile se
distorzija roCice prenasa na prevodnike, ki spreminjajo svoj upor. Za merjenje tlakov v
kardiovaskularnem sistemu uporabljamo stolpec tekocine v cevi, katere en konec je toga
membrana, povezana z uporom. Za nizje tlake so primerni pretvorniki, ki delujejo na
fotoelektricnem principu. Uporabljajo se tudi za merjenje manjsih premikov, npr. pri
proucevanju srca Zabe. Za merjenje vecjih premikov, npr. v spirometriji, se uporablja linearni
ali rotacijski potenciometer. NajenostavnejSa naprava za merjenje sprememb temperature pa
je t.i. termistor, ki spreminja svojo upornost s spreminjanjem temperature okolice.

Ojacevalec (amplifikator) je del, ki sprejema signale pretvornika in jih spreminja v obliko,
primerno za zapis, s tem da jih poveca/ojaca, zmanjsa.

Predvajalec (reproduktor) pa pretvarja elektri¢ne signale v obliko, ki jo lahko vidimo, npr. kot
odklon kazalca na skali ali zapis krivulje s posebnim pisalom.
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Fiziograf ima navadno vec¢ kanalov, tako da z njim hkrati lahko registriramo vec fizioloskih pojavov.
Uporabljamo ga za zapisovanje elektricne aktivnosti srca (zapis - elektrokardiograma (EKG)),
elektricne aktivnosti mozganov (zapis - elektroencefalogramov (EEG)), elektricne aktivnosti misic
(zapis - elektromiogramov (EMG)), krvnega tlaka, delovanja srca, dihanja, srénih in misi¢nih
kontrakcij, za merjenje koznih potencialov itd.

C) Osciloskop

To je aparat, ki omogoca opazovanje elektri¢nih sprememb (potencialov) pri delovanju organov in
odgovarja nanje tako hitro, da pri njegovi uporabi v fiziologiji skoraj ni omejitev. S to napravo
lahko zaznavamo spremembe s frekvenco do 10 kHz ali ve¢, njena obcutljivost pa je zadostna za
zaznavanje odklonov nekaj pV. Ce se uporablja s fotopomnoZevalkami, lahko zapi$e tudi aktivnost
ene same celice. Vse te lastnosti omogocajo Siroko uporabnost osciloskopov v sodobni fiziologiji. Z
njimi npr. lahko raziskujemo, analiziramo in prikazemo vecino bioelektri¢nih pojavov v organizmu,
kot so akcijski potencial, reakcijski Cas, refleksi, hitrost prenosa drazljajev itd.

A SE

Slika 1.2: Osciloskop — shematicni prikaz

(A —anoda, K — katoda, CV — kondenzator za vertikalno defleksijo, CH — kondenzator za horizontalno

defleksijo, SE — snop elektronov, E — monitor)

Glavni del osciloskopa je katodna cev (slika 1.2). Vir elektronov (»elektronski top«) posilja snop
elektronov skozi kondenzatorje, na katerih pride do uklona, do ekrana. Kondenzator za
horizontalni odmik (defleksijo) je povezan s ¢asovno bazo, ki premika snop elektronov v vodoravni
smeri v ustreznih ¢asovnih intervalih. Kondenzator za vertikalni odmik (defleksijo) pa je povezan z
ojacevalcem, ki ojaca signale, prihajajoce iz organizma. S skladnim delovanjem ¢asovne baze in
ojacevalca je omogoceno premikanje snopa elektronov in opazovanje pojavov, ki se dogajajo v
organizmu, na monitorju. Ekran osciloskopa je plos¢a, ki oddaja vidno svetlobo, kadar jo zadene
snop elektronov. Zaradi uporabe razli¢nih fluorescentnih materialov sta barva nastale svetlobe pa
tudi trajanje fluorescence razli¢na glede na potrebe meritev ali opazovanj.

12
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1.2.2 Centrifuge in centrifugiranje

Centrifugiranje je postopek, s katerim lo¢imo dve ali ve¢ snovi z razli¢nimi gostotami, pri cemer je
vsaj ena tekocina. Naprave, ki jih pri tem uporabljamo, so centrifuge. Te z vrtenjem ustvarjajo
centrifugalni pospesek na trdne delce v gravitacijskem polju, pravokotnem na gravitacijsko os
centrifuge (slika 1.3). Pri dani vrednosti gravitacijskega polja centrifuge je locilnost funkcija razlike
v gostoti snovi, ki jih Zelimo lociti. Vpliv imata tudi velikost ter oblika delcev in viskoznost
raztopine.

Gravitacijsko polje centrifuge o0z. njen
centrifugalni pospesek (g.) izrazamo kot
mnogokratnik zemeljskega gravitacijskega
pospeska g (9,81 m/s’) in je premo
sorazmeren delovnemu polmeru (radiusu
— 1) stroja in kvadratu kotne hitrosti (w?),
torej je:

gc=rxw2

»
(9. — gravitacijski pospesek centrifuge, r — _

delovni radius centrifuge, & — kvadrat kotne

hitrosti)
Iz formule je razvidno, da ima povelanje Slika 1.3: Princip centrifugiranja
Stevila vrtljajev (®®) vedji vpliv na (o — os centrifuge, r — polmer centrifuge,
ucinkovitost centrifugiranja kot povecanje w— kotna hitrost, d — delec v gravitacijskem polju)

polmera.

Vrednost centrifugiranja je najveckrat podana v ¢asu (minutah) in v Stevilu obratov v minuti
(Rounds Per Minute — RPM). Zaradi razlik v polmerih centrifug, ki se uporabljajo v praksi, se
vrednost centrifugiranja pogosto podaja tudi kot centrifugalni pospesSek. Za preracunavanje iz
podatka o Stevilu obratov v minuti v centrifugalni pospesek uporabimo formulo:
2
g =1118 x (-0) xr oziroma:  RPM = 299,40 x \/%

(9. — gravitacijski pospesek, RPM — stevilo obratov v minuti, r — delovni radius centrifuge [cm])

Delovni radius centrifuge dobimo tako, da izmerimo razdaljo od sredine osi centrifuge do sredine
centrifugirne kosarice. Poleg navedenih formul lahko uporabljamo tudi normogram (prikazan je na
sliki 1.4). Iz njega lahko razberemo Zelene vrednosti. Normogram uporabljamo tako, da poveZzemo
dano vrednost na skali za radius in dano vrednost na skali za Stevilo obratov. Na mestu, kjer daljica
seka skalo g, preberemo vrednost centrifugalnega pospeska. Paziti moramo, da na obeh skalah
izberemo vrednosti na isti strani.

Glede na centrifugalni pospesek lo¢imo centrifuge z nizkim Stevilom obratov, ki ustvarijo g. do
6000 g, centrifuge z velikim Stevilom obratov, ki ustvarijo g. do 50.000 g, in ultracentrifuge z g. do
500.000 g. Ob velikih centrifugalnih pospeskih, ki jih lahko ustvarijo Ze preproste centrifuge, naj
omenimo, da je za uspesen polet vesoljskega plovila iz zemeljskega gravitacijskega polja potrebno
"le" od 8 do 10 g.

Sodobne centrifuge so racunalnisko krmiljene, opremljene pa so tudi s termostati, s katerimi lahko
med centrifugiranjem uravnavamo temperaturo znotraj komore centrifuge. Pri centrifugah z
velikim Stevilom obratov se zaradi zranega upora poviSa temperatura znotraj komore, zato je pri
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njih potrebno nastaviti korekcijo temperature, s katero centrifugo ohlajamo. Ultracentrifuge so
opremljene s ¢rpalkami, ki ustvarijo vakuum, da se zmanjsa trenje.

Pri delu s centrifugami moramo upostevati nekaj osnovnih pravil. Centrifugo moramo napolniti
tako, da so mase v posameznih nasproti stojecih si koSaricah med seboj uravnotezene (tarirane).
Maso uravnoteZimo tako, da postavimo koSarici na dvokrako tehtnico in z razporejanjem epruvet,
dolivanjem testnih vzorcev ali druge tekocine v nasproti si stojeCe epruvete dosezemo, da sta
kosarici v ravnoteZju. Posamezna leziS¢a epruvet morajo biti diagonalno nasprotno obremenjena.

Vecanje Stevila obratov ob zagonu naj bo v skladu z navodili za posamezno napravo. Najvecjega
dovoljenega Stevila obratov ne smemo v nobenem primeru preseci. Ker centrifugalna sila narasca
s kvadratom Stevila vrtljajev, lahko pride do porusenja centrifuge, s tem pa do hudih nesrec.

0 2. RPM
T aong 5000 —~ 50000
X 7000 1
- oo : A
2 - 5000 ~{— $0003 @ !
: 0 4008 - 40000
[ 00 -4 Xo0m 360 +
0+ . mm r
4~ 33 +
2000 4~ X0
4 r 000 =~ 30000
< 160 4
-
:: T 1200 X 4
T 1000 100000
TR 3 w4
800
13 1 e I 8
L o ot 2000 —t- 20000
S0 2000 T
"1 400 -4~ w000 e |
3 3 23 — 150
4 200 == 2000 o 1
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1 b 10 2m 4
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+ 1 —t |
0 000 0000
T %0 = $000 s +
§ ot & 40
a0 +
¢ 3 0 4 t0m
T X e ]
s + Lt 0 +
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Slika 1.4: Nomogram za dolo¢anje gravitacijskega pospeska centrifuge
(r — radius, g - centrifugalni pospesek, RPM — stevilo obratov v minuti)
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1.2.3 Avtomatske pipete in pipetiranje

V fizioloSkem laboratoriju se za prenasanje tekocin vecinoma uporabljajo avtomatske pipete z
nastavljivim volumnom od nekaj pL do ve¢ ml. Vecina avtomatskih pipet ima dve stopnji
pipetiranja, tako da iz nastavka lahko iztisnemo tudi zadnjo kapljico tekocine.

Postopek pipetiranja je prikazan na sliki 1.5. Pred zacetkom pipetiranja na pipeto namestimo
ustrezen nastavek in izberemo volumen pipetiranja. Bat potisnemo do prve stopnje [1.] in konico
potopimo v tekocino (za 2-6 mm), pri cemer moramo pipeto drzati ¢cimbolj navpicno. Nato pocasi
spus¢amo bat, da se povrne v zacetni poloZaj [2.], kar omogoci prehajanje tekocine v nastavek.
Pocakamo eno sekundo, da se nastavek v celoti napolni. Bata ne smemo spustiti prehitro, ker
lahko del tekocine prodre v notranjost pipete in jo onesnazi, lahko pa tudi zamasi. Napolnjene
pipete ne odlagamo iz rok! Pri praznjenju nastavek pipete prislonimo na steno sprejemne posode
pod kotom 10 do 45°, pocakamo 1 sek (pri viskoznih tekocinah 2—-3 sek), nato pocasi potisnemo
bat najprej do prve stopnje, da izpraznimo nastavek [3.], nato pa Se druge [4.], da iz nastavka
odstranimo ostanek tekocine. Nato odstranimo pipeto iz posode in nazadnje spustimo bat v
zacetni polozaj [5.].

Pri reverznem pipetiranju bat potisnemo do druge stopnje, vsrkamo celotni volumen tekocine in
jo izpraznimo do prve stopnje. Ta tehnika se uporablja za pipetiranje majhnih volumnov, viskoznih
tekocin, tekocin, ki se penijo, ali za ve¢ zaporednih pipetiranj iste tekocine.

1. Nastavitev volumna in 2. Aspiracija vzorca 3. Distribucija 4. Izpraznitev 5. Vrnitev v

priprava na polnjenje vzorca zaCetni polozaj

Slika 1.5: Faze pipetiranja (razlaga je v tekstu)

V vseh primerih mora biti pipetiranje natan¢no in to¢no, saj le tako lahko zagotovimo dobre
rezultate meritev. Na delovanje epruvete namrec vplivajo Stevilni dejavniki, kot so zunanja
temperatura, zracni tlak, gostota tekocine in nagib pipete med pipetiranjem. Med pipetiranjem
lahko pride tudi do navzkrizne kontaminacije nastavkov, pipete ali vzorcev. Zato moramo nastavke
menjavati, drZati pipeto navpi¢no in jo odlagati v zanjo namenjeno stojalo, bat pa spuscati zelo

vev v

pocasi. Pravilno delovanje pipete zagotavljamo tudi z rednim ciS¢enjem in kalibracijo.
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1.3 POSKUSNE IN LABORATORIJSKE ZIVALI

Poskusne Zivali so vse vrste Zivali, na katerih se opravljajo poskusi. Zanje ni nujno, da so gojene v
laboratorijskih populacijah. Kot poskusne Zivali se uporabljajo razliche vrste glodavcev (misi,
podgane, morski prasicki, kunci, hrcki), psi, macke, ovce, konji, koze, prasici, opice (Rhesus) in
razliéne vrste ptic, plazilcev in dvozivk.

Laboratorijske Zivali so kategorija poskusnih Zivali, med katere Stejemo vrste, namerno izbrane in
gojene v laboratorijih. Zanje je znacilno, da so majhnih telesnih dimenzij, da se hitro
razmnozujejo, da imajo znano genetsko konstitucijo in da so poceni. Glavni predstavniki
laboratorijskih Zivali so misi, podgane, morski prasicki in kunci.

Tabela 1.4: Bioloske lastnosti nekaterih odraslih laboratorijskih Zivali

Lastnosti Mis Podgana Budra Kunec
telesna masa odraslih zivali [g] 20-40 300-400 700-1500 1000—-6000
povprecna Zivljenjska doba [leta] 2-4 2 4-7 1-6

spolna zrelost [tedni] 6—8 6-10 12 20-24
trajanje spolnega ciklusa samic [dnevi] 4-5 4-5 12 inducirana ovulacija
trajanje brejosti [dnevi] 19-21 20-22 59-74 28-34
Stevilo mladicev 6-10 6-12 1-6 4-12
starost mladicev ob odstavitvi [dnevi] 8-21 21 14 42-56

1.3.1 Splosna nacela o ravnanju s poskusnimi zivalmi

Pri delu s poskusnimi Zivalmi se moramo v prvi vrsti zavedati, da imamo pred seboj Ziva bitja, ki
obcutijo strah in bolecino, zato moramo ravnati z njimi z ob¢utkom in potrpljenjem in se na vsak
nacin izogibati kakrSnemukoli mucenju. Reakcije poskusnih Zivali so pod vplivom razli¢nih zunanjih
in notranjih dejavnikov, ki se jim moramo ¢imbolj izogibati ali jih drzati v konstantnih mejah, da
lahko dobimo uporabne rezultate poskusov. Zunanje in notranje dejavnike lahko uravnavamo in
nadziramo le s primernim higienskim vzdrZevanjem in prehranjevanjem, s preprec¢evanjem bolezni
in z optimalnim okoljem.

V Sloveniji delo s poskusnimi zivalmi ureja Zakon o zasciti zivali (UL RS 38/2013). Po dolocilih tega
zakona smejo poskuse na Zivalih izvajati le organizacije, ki so registrirane za izvajanje poskusov na
zivalih in imajo dovoljenje upravnega organa, pristojnega za veterinarstvo. Dovoljenje za poskus
se izda samo, Ce je poskus nujen v medicinske, veterinarskomedicinske ali nasploh v
znanstvenoraziskovalne namene in se pri¢akuje, da bodo rezultati prinesli pomembna nova
spoznanja, Ce gre za temeljne raziskave in Ce se ciljev poskusa ne da doseci z drugimi metodami in
postopki. Osebje za vodenje in izvajanje poskusa ter nego in oskrbo Zivali, prostori za bivanje
oziroma gojitev in oskrbovanje Zivali ter naprave in priprave morajo izpolnjevati predpisane
pogoje, Zivali pa morajo izvirati iz registrirane in organizirane reje poskusnih Zivali. Dovoljenja se
ne sme izdati za poskuse z eti€no nesprejemljivimi cilji, npr. preizkusanje bojnih sredstev,
kozmeticnih preparatov, tobacnih ali alkoholnih izdelkov.
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V izobrazevalne namene so posegi, ki povzrocajo Zivalim trpljenje, poskodbe ali smrt,
prepovedani. Izjemoma lahko upravni organ, pristojen za veterinarstvo, dovoli take posege, Ce se
izvajajo v visokoSolskih ali znanstvenoraziskovalnih organizacijah in so nujno potrebni za
izobraZevanje veterinarjev, zdravnikov, biologov, farmacevtov in zootehnikov, ¢e njihovega cilja ni
mogoce doseci z drugimi u¢nimi pripomocki (filmi, slike, modeli, preparati).

1.3.2 Podrocja uporabe in razdelitev poskusnih zivali

Laboratorijske Zivali najpogosteje uporabljamo na naslednjih podrogcjih:

v diagnostiki razlicnih bolezni Zivali in ljudi ter pri bioloskih poskusih v farmakologiji,
imunologiji in serologiji; vecina bioloskih poskusov je standardizirana v farmakopejah;

pri znanstvenoraziskovalnem delu, ki obsega vsa podrocja raziskovanj, od razli¢nih teoreti¢nih
do vsakodnevnih raziskav strupenosti, farmakokineti¢nih in terapevtskih lastnosti razli¢nih
kemicnih snovi in zdravil, raziskovanja v onkologiji in radiobioloska raziskovanja;

pri izobraZevanju, kjer se poskusne Zivali uporabljajo za prakti¢ni pouk in za razlicne
demonstracije v fiziologiji, farmakologiji, anatomiji in pri drugih bioloskih predmetih.

Po genetski konstituciji delimo laboratorijske Zivali v naslednje skupine: linijske Zivali, hibridi,
nelinijske Zivali in transgene Zivali.

Linijske Zivali so genetsko kontrolirane Zivali, vzgojene s parjenjem v sorodstvu. Pri reji teh
zivali teZijo k doseganju homozigotnosti, vendar so Zivali zaradi tega zelo obcutljive.

Hibridi so prve generacije potomcev linijskih Zivali, ki se razlikujejo le v dolo¢enih genih. Hibridi
so vitalnejsi od starSevskih linij zaradi pojave heterozisa.

Nelinijske Zivali so heterozigotne in genetsko zelo variabilne, ker pri njih ne prihaja do parjenja
v sorodstvu.

Transgene zZivali so tiste, katerih genotip je namerno spremenjen z vkljucitvijo tujega
(vec¢inoma humanega) gena ali inaktivacije specificnega gena (tehnika knock out). Zato
transgene Zivali pridobijo specifi¢ne lastnosti, ki jih lahko prenasajo na potomce. V ta namen se
vecinoma uporabljajo misi, vse vec pa tudi podgane, hréki, kunci in ovce. Uporabljajo se za
proucevanje nekaterih bolezni in proizvodnjo nekaterih beljakovin (npr. mlec¢na Zleza —
izlo¢anje inzulina in nekaterih faktorjev koagulacije krvi).

Glede na prisotnost mikrobov (apatogenih in patogenih) delimo poskusne Zivali na naslednje
skupine: konvencionalne poskusne Zivali, SPF Zivali in gnotobioti¢ne Zivali.

Konvencionalne poskusne Zivali gojimo v normalnih pogojih okolja. V svojih organizmih nosijo
Stevilne patogene in apatogene klice. Prisotnost patogenih mikrobov normalno ne povzroca
bolezni, vsaj dokler imajo Zivali dovolj obrambnih sposobnosti, preobremenitve (stres) pa lahko
povzroce izbruh bolezni.

SPF Zivali (specific pathogene free) so proste dolocenih patogenih klic. Te Zivali tik pred
rojstvom spravijo na svet v sterilnih pogojih s carskim rezom. OkuZijo jih le z nepatogenimi
klicami, ki so nujne za njihovo Zivljenje (npr. ¢revesna mikroflora). Nato jih gojijo v zaprtem
okolju, lahko tudi skozi vec¢ generacij.
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¢ Gnotobioticne Zivali so rojene sterilno s carskim rezom in gojene v sterilnih razmerah.
Uporabljajo se predvsem za razlicne bakterioloSke in viroloske poskuse ter kot izhodis¢ni
material za SPF Zivali.

1.4 MEHANIZMI PREHODA SNOVI SKOZI CELICNO MEMBRANO

Zaradi svoje molekularne sestave je celicha membrana selektivno (diferencialno) prepustna. Zato
snovi, ki jih celica potrebuje, lahko vstopajo vanjo, razlicni ekskreti in odpadne snovi pa izstopajo,
nekatere snovi zadrzuje znotraj celice, spet drugim pa preprecuje vstopanje. Procesi prehoda
snovi skozi celicno membrano so lahko pasivni (difuzija, olajsSana difuzija in osmoza) ali aktivni
(nosilci — ¢rpalke).

1.4.1 Enostavna difuzija

Enostavna difuzija je premikanje molekul topljencev s podrodij njihove vecje koncentracije na
podrocja manjSe zaradi kineticne energije molekul. Hitrost, s katero molekule prehajajo skozi
membrano, je obratno sorazmerna z njihovo molekulsko maso. lzmerimo jo na osnovi ¢asa, ki je
potreben, da se koncentracija molekul na obeh straneh membrane izenaci. Odvisna je od
koncentracijske razlike, povrsine in konstante prepustnosti membrane.

Nepolarne snovi (npr. O,, CO,, steroidi, mascobne kisline) difundirajo zelo hitro, ker se topijo v
nepolarnih podrocjih membrane. Polarne snovi imajo slabSo topnost v membranskih fosfolipidih,
zato difundirajo slab3e ali pa sploh ne. Razli¢ni ioni (npr. Na*, CI") pa prehajajo skozi beljakovinske
kanalcke, ki so ve€¢inoma selektivno prepustni.

Enostavno difuzijo lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx (poglavje Mehanizmi
celicnega transporta in permeabilnost (Cell Transport Mechanisms and Permeability)), vaja
Poskus/Enostavna difuzija (Experiment/Simple diffusion).

Sistem za merjenje difuzije (slika 1.6) sestavljajo steklena valja, names¢ena nad dispenzerjema
raztopin, predel z dializnimi membranami na desni in prikaz rezultatov na dnu. Valja sta povezana
z nosilcem, na katerega namestimo izbrano dializno membrano. Vsaka membrana ima drugacno
velikost por (Molecular Weight Cutoff — MW(CO); vecja kot je ta vrednost, vecje so pore.
Koncentracije uporabljenih raztopin so prikazane ob straneh valjev. Pod vsakim valjem so
navedene raztopine, ki jih lahko uporabimo. Njihove koncentracije izberemo sami. Raztopine
prenesemo v valj z ukazom Pripravi (Dispense). Z ukazom Zacni (Start) se odpre nosilec za dializno
membrano, tako da ta pride v stik s tekocinama v valjih. Po vsakem poskusu izberemo ukaz Izperi

vev v

(Flush) za Ciscenje valjev.

a) Postopek:

1. lzberemo membrano z MWCO 20 in jo premestimo v nosilec med obema valjema. Pod
levim valjem izberemo 10 mM raztopino Na*/Cl’, s katero napolnimo levi valj (Dispense).

2. Pod desnim valjem izberemo destilirano vodo (Deionized Water) in z njo napolnimo desni
valj (Dispense).

3. Cas nastavimo na 60 min. Z ukazom Start umaknemo pregrado med valjema, tako da
membrana pride v stik z obema tekoc¢inama. Opazujemo izpis koncentracij ob straneh obeh
valjev. Rezultate meritve zapiSemo.

4. Po koncani meritvi odstranimo membrano in z ukazom Flush speremo ¢asi.
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5. lzberemo naslednjo membrano (MCWO 50) in ponovimo stopnje 2 do 4. Z meritvami
nadaljujemo, dokler ne testiramo vseh membran. Rezultate meritev zapiSemo v tabelo.

6. Serijo meritev ponovimo Se z 10 mM raztopinami glukoze, uree in albumina ter zapiSemo
rezultate.

Go To Experiment Tools Simple Diffusion

Concentration Concentration

Solute (mM) Solute (mM) Dialysis

Membranes

TR T

Na*/ Cl{mM) Avg, DIff. Rate Na *7 €I “(mM)

. A 20 50
I - @ Solute  (mMimin) r (MWCO) (MWCO)

; Urea (mM) Urea (mM)

| o000 ||

AIbumin(mM). cionized Wate ‘ eionized Water IGLELUUNGIL)

| 0.00 |

Glucose (mM Timer (min) Elapsed Time (min) Glucose (mM — =
Q 4 (MWCO) (MWCO)

Run Number Solute : _ StartConc.L  StartConc.R  Avg.Diff. Rate

|

Slika 1.6: Sistem za prikaz difuzije

Topljenec (koncentracija) Membrana (MWCO)

20 50 100 200

NaCl (10 mM)

glukoza (10 mM)

urea (10 mM)

albumin (10 mM)

b) Naloge:
1. Rezultate meritev vnesite v tabelo ((+) difuzija je potekala, () difuzija ni potekala)!
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e Katere raztopine so prehajale skozi membrano? RazloZite, zakaj!
e Katere raztopine niso prehajale skozi membrano? RazloZite, zakaj!
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1.4.2. OlajSana difuzija

Skozi celicho membrano lahko prehajajo tudi velike, polarne molekule. Njihov prehod omogocajo
beljakovinski nosilci, ki spreminjajo konformacijo (strukturo) ob vezavi molekul, ki prehajajo skozi
membrano. Eden najpomembnejsih sistemov olajSane difuzije v organizmu je prehod glukoze.

Olajsano difuzijo lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx (poglavie Mehanizmi
celicnega transporta in permeabilnost (Cell Transport Mechanisms and Permeability), vaja
Poskus/Olajsana difuzija (Experiment/Facilitated diffusion)). Sistem za merjenje olajSane difuzije
je v osnovi podoben kot pri prejsnjem poskusu (slika 1.6), le da sta pri hjem na voljo le Na*/Cl”in
glukoza. Na desnem robu virtualnega laboratorija pa je enota za pripravo membrane (Membrane
Builder), s katero v dializno membrano vgrajujemo beljakovinske nosilce.

a) Postopek:

1. Na Stevcu enote za pripravo membrane izberemo 300 transporterjev in jih z ukazom Build
Membrane vgradimo v membrano.

2. Membrano premestimo v nosilec med obema valjema.

3. Pod levim valjem pripravimo raztopino 3 mM glukoze in 3 mM Na*/CI” in valj napolnimo z
ukazom Dispense.

4. Pod desnim valjem izberemo destilirano vodo (Deionized Water) in ga z ukazom Dispense
napolnimo.

5. Cas nastavimo na 120 min in z ukazom Start umaknemo pregrado med valjema.

6. Opazujemo izpis koncentracij ob straneh obeh valjev in zapiSemo ¢as do izenacitve
koncentracij na obeh straneh membrane.

7. Po konc¢ani meritvi odstranimo membrano in z ukazom Flush speremo valja.

8. Postopek od 1. do 7. ponovimo Se z membranami, v katere vgradimo 600 in 900 nosilcev;
rezultate meritev zapiSemo v tabelo.

9. Postopek ponovimo $e z raztopino 9 mM glukoze in 9 mM Na*/CI™ ter zapisemo rezultate.

Koncentracija glukoze Membrana (Stevilo nosilcev)
M
(mM) 300 600 900
3
9
b) Naloge:

1. Rezultate meritev vnesite v tabelo!

2. Odgovorite na spodnja vprasanja:

e Kako se je ob doloceni koncentraciji glukoze spreminjal ¢as prehoda glede na Stevilo
nosilcev?

e Kako je ob dolo¢enem Stevilu nosilcev na ¢as prehoda vplivala koncentracija glukoze?
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1.4.3 Osmoza in osmotski tlak

Osmoza je fizikalni pojav, ki nastane, kadar sta raztopini neke snovi z razlicnima koncentracijama
med seboj lo¢eni z membrano, ki prepus¢a samo molekule topila, ne pa molekul topljenca.
Izenadenje koncentracij raztopin na obeh straneh membrane se vzpostavi s prehodom topila v
smeri raztopine z vecjo koncentracijo. Sila, s katero se molekule topila gibljejo, se imenuje
osmotski tlak. Ce bi v enostavnem osmometru (slika 1.7) preprecili potovanje vode v smeri vegje
koncentracije, bi za to potrebovali neko silo. S tega stalis¢a bi osmotski tlak lahko definirali kot
silo, ki mora delovati na raztopino z vecjo koncentracijo, da prepreci prehajanje vode iz raztopine
z manjsSo koncentracijo skozi polprepustno membrano.

Osmotski tlak je odvisen od Stevila delcev v
raztopini in ne od njihove velikosti ali mase
(koligativne lastnosti). To pomeni, da bodo
elektrolitske  raztopine  zaradi  pojava
disociacije imele vecji osmotski tlak kot
neelektrolitske raztopine enake koncentracije.
Zato sta pri neelektrolitih molarna in
osmolarna  koncentracija  identi¢ni, pri
elektrolitih pa je osmotski tlak odvisen od
disociacijske konstante, tj. od Stevila ionov, na
katere molekule elektrolita disociirajo.

Katerakoli vodna raztopina s koncentracijo
enega mola (6,023 x 10”2 molekul ali ionov) na
liter ima pri 0 °C osmotski tlak 2270 kPa (22,4
atm), ker se razredcCene raztopine ravnajo po
Avogadrovem zakonu.

Slika 1.7: Preprost osmometer
(v—voda, r — raztopina, z — zamasek, = —smer

prehoda vode)

Koncentracijo osmotskih delcev izrazamo (Ceprav izven SlI) z osmolarnostjo. Enota osmolarnosti je
osmol (Osm) oziroma miliosmol (mOsm). En osmol je v gramih izrazena molarna koncentracija
snovi, ki ne disociira na ione ali druge delce, v enem litru raztopine. Z drugimi besedami bi lahko
rekli, da je to koli¢ina snovi z osmotskim ucinkom, enakovrednim 2270 kPa v enem litru raztopine.

V Zivalskem telesu je osmoza izredno pomemben nacin prehajanja vode iz izvenceli¢nega v celi¢ni
prostor. V telesu je topilo voda, topljenec pa anorganske in organske soli oziroma njihovi ioni.
Kadar je osmotski tlak v celicah vedji kot v izvencelicnem prostoru, prehaja voda iz oZilja, Crevesja,
podkoZja, telesnih votlin ali drugih podrocij v medceli¢ni prostor in iz njega v celice. Kadar pa je
osmotski tlak v oZilju, telesnih votlinah ali drugih predelih telesa vedji kot v celicah, potuje voda iz
celic v smeri vecjega osmotskega tlaka v te prostore.
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A) Prikaz osmoze in osmotskega tlaka z racunalniSko simulacijo

Osmozo lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx (poglavie Mehanizmi celi¢nega
transporta in permeabilnost (Cell Transport Mechanisms and Permeability)), vaja
Poskus/Osmoza (Experiment/Osmosis)). Sistem za merjenje osmoze je podoben kot pri poskusu
1.4.1 (slika 1.6), le da sta v njem nad valjema namescena merilca tlaka.

a) Postopek:

1. Izberemo membrano z velikostjo por (MWCO) 20 in jo premestimo v nosilec med obema
valjema.

2. Pod levim valjem pripravimo 10 mM raztopino Na*/CI” in ga z ukazom Dispense napolnimo.

3. Pod desnim valjem izberemo destilirano vodo (Deionized Water), nato pa ga z ukazom
Dispense napolnimo.

4. Cas nastavimo na 60 min in z ukazom Start umaknemo pregrado med valjema in
membrano, tako da ta pride v stik s teko¢inama, ki ju loCuje.

5. Opazujemo izpis koncentracij ob straneh obeh valjev in spremembe tlaka na prikazu nad
levim valjem. V spodniji tabeli zapiSemo cas do izenacitve koncentracij ali osmotskega tlaka
v valjih.

6. Po koncani meritvi odstranimo membrano; z izbiro ukaza Flush speremo c¢asi in ju
pripravimo za naslednjo meritev.

7. lzberemo naslednjo membrano (MWCO 50) in ponovimo stopnje 2. do 6. Z meritvami
nadaljujemo, dokler ne testiramo vseh membran. Rezultate meritev zapiSemo.

8. Serijo meritev ponovimo 3e z 20 mM raztopino Na'/CI” ter z 10 mM in 20 mM raztopino
albumina. Rezultate meritev zapiSemo.
Topljenec Velikost por v membrani [MWCO]

[koncentracija]

20 50 100 200

NaCl

[10 mM]

NaCl

[20 mM]

albumin

[10 mM]

albumin

[20 mM]

b) Naloge:

1. Rezultate meritev vnesite v tabelo!

2. Odgovorite na spodnja vprasanja:

e RazloZite razmerje med koncentracijo raztopine in osmotskim tlakom!

e Ali osmotski tlak nastane, ce topljenec difundira skozi membrano? Razlozite!

22



01 SPLOSNA FIZIOLOGIJA

B) Prikaz osmoze z dializno cevko

Osmozo lahko v laboratoriju prikazemo z uporabo dializne cevke. To je cevka iz celofana (acetatne
celuloze), ki deluje kot polprepustna membrana in makromolekulam ne dovoljuje prehoda.
Velikost por (MWCO) razlicnih tipov dializnih cevk je razlicna. Glede na potrebe locevanja
uporabimo dializno cevko s tako velikostjo por, ki bo prepuséala le molekule doloéene velikosti.
Dializa skozi celofanske membrane se pri laboratorijskem delu uporablja za razsoljevanje ali
zamenjavo pufra, v katerem so raztopljene makromolekule, po principih osmoze. Pred uporabo
moramo acetatno celulozo omoditi z destilirano vodo, da aktiviramo pore, ki postanejo prepustne
za dolocene snovi.

a) Material:

Destilirana voda, nereazredcen sirup (100 %), 25 %, 50 % in 75 % raztopina sirupa, ¢ase 250 ml,
lesena ali steklena palcka, dializne cevke (dolzina 25 cm), tehtnica, elastike, papirnate brisace.

b) Postopek:

1. Dializno cevko aktiviramo z destilirano vodo (jo preperemo). Na enem koncu jo tesno
zavezemo z elastiko.

2. Dializno cevko napolnimo z 10 ml 25 %, 50 %, 75 % raztopine sladkornega sirupa ter
nerazredcéenim sirupom.

3. Drugi konec cevke tesno zavezemo z elastiko.

4. Obrisemo povrsino cevke in jo stehtamo. Rezultat vhesemo v tabelo (za¢etna masa).

5. Napolnjeno cevko obesimo na palcko in potopimo v ¢aso, napolnjeno z destilirano vodo.
Cevka mora biti v celoti potopljena.

6. Po 20, 40 in 60 min vzamemo cevko iz ¢ase, jo obriSemo in stehtamo (+ 0,1 g). Rezultate
tehtanja zapisemo v tabelo.

Casa Koncentracija Zacetna masa Masa po Masa po Masa po
raztopine [%)] [g] 20 min [g] 40 min [g] 60 min [g]
1 25
2 50
3 75
4 100
c) Naloge:

1. Rezultate meritev vnesite v tabelo!
2. Graficno prikaZzite spreminjanje mase cevk z razlicno koncentracijo raztopine ob
posameznih ¢asovnih intervalih (abscisa — ¢as merjenja, ordinata — masa dializne cevke)!
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C) Merjenje osmotskega tlaka

V Stevilnih poskusih v biomedicini je treba vedeti, kakSen je osmotski tlak dolo¢ene raztopine v
primerjavi s tistim v celici. Glede na to lo¢imo:

e izotonicne raztopine, katerih osmotski tlak je enak kot v celici,
¢ hipertonicne raztopine, katerih osmotski tlak je vecji kot v celici, in
¢ hipotonic¢ne raztopine, katerih osmotski tlak je manjsi kot v celici.

Osmotski tlak lahko merimo posredno z ugotavljanjem tocke zniZzanja zmrzisca (krioskopija) ali
tocke zviSanja vrelis¢a (ebuloskopija). Pri 1-molarnih vodnih raztopinah se zniza tocka zmrzisca za
1,86 °C (konstanta ledis¢a (6M) = —1,86 °C) in povisa tocka vrelis¢a za 0,52 °C (konstanta
vreli§¢a). V biomedicini se v glavnhem uporablja krioskopija zaradi moZnosti denaturacije
beljakovin pri ebuloskopiji.

Neposredno presojanje osmotskega tlaka lahko izvedemo z opazovanjem oblike eritrocitov v
razli¢nih raztopinah pod mikroskopom ali s pomocjo hematokrita.

e Merjenje osmotskega tlaka s krioskopijo

Krioskopija ali postopek dolocanja tocCke zniZzanja zmrzis¢a je eden od nacinov dolocanja
osmolarnosti raztopin.

Postopek:

Preiskovano raztopino postavimo v mrazotvorno snov in s termometrom ali ustreznim toplotnim
¢lenom merimo njeno temperaturo preiskovane raztopine. Ko se v testni raztopini pojavijo
kristalcki ledu, zapiSemo temperaturo. Nato raztopino prenehamo ohlajati in ponovno zapisemo
temperaturo, ko se kristalcki raztopijo. Iz obeh podatkov izraCunamo srednjo vrednost znizanja
tocke zmrzisca, ki jo upoStevamo pri izraCunu osmotskega tlaka po formuli:

ot o
SM ~ 2270kPa

satoje T=20 %2270 kPa  ali 11 =— x 2270 kPa

SM T 1,86°C

(ot — zniZanje zmrzisca testne substance, oM — zniZanje zmrzis¢a 1-molarne vodne raztopine idealnega
elektrolita, 1—osmotski tlak testne raztopine, 2270 — osmotski tlak 1-molarne raztopine, 1,86 °C — zniZanje

zmrzis¢a 1-molarne vodne raztopine (konstanta ledisca))

e Opazovanje eritrocitov v izotoni¢ni, hipotonicni in hipertonicni
raztopini NaCl

Glede na razliéne osmotske tlake okolice, v kateri se nahajajo, eritrociti spreminjajo svojo obliko in
prostornino.

e V izotonicnih raztopinah (NaCl, glukoza itd.), katerih osmotski tlak ustreza osmotskemu tlaku
eritrocitov, eritrociti ne spreminjajo svoje oblike in prostornine.

e V hipertoni¢nih raztopinah, kjer je osmotski tlak vecji kot v celicah, prehaja znotrajceli¢na voda
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skozi eritrocitno membrano v okolico. Eritrociti postanejo zaradi izgube vode manjsi in razli¢nih
nepravilnih (zvezdastih) oblik.

¢ V hipotonicnih raztopinah pa zaradi razlike v osmotskem tlaku vstopa voda iz okolice skozi
celicno membrano v eritrocit. Celica, ki na ta nacin sprejme vodo, se povecuje in spreminja
svojo obliko ter postaja okrogla. Eritrocitu pravilne oblike in velikosti se v hipotonicni raztopini
premer in povrsina manjsata, volumen pa povecuje, dokler ne doseze okrogle (sfericne) oblike;
Sele tedaj zacne narascati tudi njegov premer sorazmerno z volumnom. Volumen popolnoma
sfericnega eritrocita je za 77 % vedji kot v zacetku, Ceprav je njegov premer manjsi. Celi¢na
membrana eritrocita je fleksibilna, vendar neelasti¢na, zato celica poci (hemolizira), ¢e vanjo
prihaja voda nad kriticnim volumnom. Vsi ostareli eritrociti postanejo sfericni, preden
propadejo.

a) Material:
Citratna kri, fizioloska raztopina za toplokrvne Zivali, raztopina NaCl snkc 0,515 mol/L (mkc 30
g/L), predmetnice, mikroskop.

b) Postopek:

1. V prvo epruveto odpipetiramo 3 ml fizioloske raztopine, v drugo pa enako koli¢ino
raztopine NaCl.

2. V vsako epruveto dodamo po 0,2 ml krvi in dobro premesamo.

3. Iz vsake epruvete nanesemo kapljico eritrocitne suspenzije na predmetnico in opazujemo
celice pod mikroskopom.

c) Naloge:

Narisite videz eritrocitov v izotonicni in hipertoni¢ni raztopini!

e Spremembe volumna eritrocitov v raztopinah NaCl razli¢nih
koncentracij

Namen vaje je s hematokritsko metodo po Wintrobeju (gl. vajo 6.5) ugotoviti, kako se bo
spremenil volumen eritrocitov pod vplivom sprememb v osmotskem tlaku.

a) Material:
Eritrociti (predhodno loceni iz citratne krvi s centrifugiranjem), raztopine NaCl: A—5 g/L, B—10
g/L, C—15g/L, D —30 g/L, E — 45 g/L, hematokritske cevke (po Wintrobeju), brizge z dolgimi
iglami, pipete in epruvete.

b) Postopek:

1. V epruvetah pripravimo suspenzije eritrocitov tako, da posameznim raztopinam NacCl
dodamo enake kolicine eritrocitov (priblizno 1 ml). Vsebino previdno premesamo.

2. S suspenzijami eritrocitov v razli¢nih raztopinah NaCl napolnimo hematokritske cevke in jih
centrifugiramo 20 minut na 3000 obratih.

3. Po koncanem centrifugiranju od¢itamo viSino stolpcev eritrocitov v posameznih cevkah.

c) Naloge:
e Graficno prikazZite rezultate! (abscisa- koncentracija raztopine, ordinata- viSina stolpca

eritrocitov)
e RazloZite razmerje med visino stolpca eritrocitov in koncentracijo raztopine!
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1.4.4 Aktivni transport

Pri aktivnem transportu se topljenci premikajo s podrodij z niZjo na podrocja z visjo koncentracijo
(proti koncentracijskemu gradientu), za kar je potrebna energija. Pri tem se topljenci (podobno
kot pri olajsani difuziji) veZejo na nosilce v celi¢ni membrani. Ker se topljenci premikajo proti visji
koncentraciji, nosilce imenujemo tudi crpalke. Energijo za aktivni transport c¢rpalke dobijo s
cepljenjem ATP. Ob tem se spremeni njihova konfiguracija. Z aktivnim transportom se prenasajo
ioni Na*, K, Ca** in H*. Najbolj znana dvosmerna ¢&rpalka v organizmu je Na-K &rpalka, ki Na*
odstranjuje iz celice, K" pa vha3a vanjo. Za vsaka 2 K*, ki prideta v celico, se navzven prenesejo 3
Na’.

Aktivni transport lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx (poglavje Mehanizmi
celicnega transporta in permeabilnost (Cell Transport Mechanisms and Permeability), vaja
Poskus/Aktivni transport (Experiment/Active Transport)). Sistem za prikaz aktivnega transporta
je podoben kot v prejSnjih racunalniskih simulacijah (slika 1.6). Glavna razlika je sistem za
dodajanje ATP na vrhu vsake &ase in moZnost dodajanja ionov K*/CI”. Dodajanje ATP je nujno za
delovanje sistema, zato ga moramo dodajati ob vsakem poskusu.

a) Postopek:

1. Na $tevcu enote za pripravo membran na prikazu za Na*/K" &rpalko izberemo vrednost 0. Z
ukazom Build Membrane to aktiviramo in jo premestimo v nosilec med obema valjema.
Stevila glukoznih nosilcev (500) ne spreminjamo!

2. Pod levim valjem pripravimo 9 mM raztopino Na*/Cl”, pod desnim pa 9 mM raztopino K*/CI”

in z ukazom Dispense napolnimo oba valja.

Koli¢ino ATP nastavimo na 0 mM in izberemo ukaz Dispense ATP.

Cas nastavimo na 120 min in z ukazom Start poZenemo poskus. Rezultat meritve zapisemo.

Po konc¢ani meritvi odstranimo membrano in z ukazom Flush speremo valja.

Ponovimo stopnje 1 do 5, s tem da v membrano vgradimo 500 Na‘/K" &rpalk. Rezultat

o0k w

meritve zapiSemo.

7. Postopek od 1. do 5. ponovimo tako, da levi valj napolnimo z 9 mM raztopino Na*/Cl",
desnega z 9 mM raztopino K*/CI™. Stevilo Na*/K" ¢rpalk naj bo ves ¢as 500, spreminjamo pa
koli¢ino ATP (2 in 4 mM).

8. Poskus $e enkrat ponovimo tako, da levi valj napolnimo z 9 mM raztopino Na*/CI”, desnega
pa z 9 mM raztopino K*/CI". Meritve izvedemo s 4 mM ATP, spremenimo pa Stevilo ¢rpalk
(250, 750).

b) Naloge:

1. Rezultate meritev vnesite v tabelo!

2. Odgovorite na spodnja vprasanja:

e Ali so ioni prehajali skozi membrano, &e je bila na eni strani Na*/Cl", na drugi pa K*/CI™?
Kateri topljenec je prehajal, v kateri smeri?

o Ali povecevanje kolic¢ine ATP vpliva na transport ionov skozi membrano?

e Ali povecevanje Stevila ¢rpalk vpliva na transport ionov?

e Kaks$no je bilo ob koncu vsakega poskusa razmerje med koncentracijo K* v levem in Na* v
desnem valju?

e Ali bi Na* prehajali skozi membrano, ¢e bi bila v desnem valju destilirana voda?
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Topljenec St. ATP Zacetna koncentracija Konéna koncentracija Cas
Crpalk [mM] levi valj desni valj levi valj desni valj prehoda
Na*/K* [mM] [mM] [mM] [mM] (min)

Na* 0 0 9 0

K* 0 9

Na 500 0 9 0

K* 0 9

Na* 500 2 9 0

K* 0 9

Na 500 4 9 0

K* 0 9

Na 250 4 9 0

K* 0 9

Na* 750 4 9 0

K" 0 9

1.5 FIZIOLOSKE RAZTOPINE

Pri delu z izoliranimi organi moramo prepreciti njihovo izsusevanje, kajti to povzroca motnje v
njihovem delovanju. IzsuSevanje prepre¢imo s prelivanjem ali vlaganjem izoliranih organov v
razlicne izotonicne raztopine, ki jim zaradi svoje ugodne elektrolitske sestave omogocajo
optimalno delovanje. Take raztopine imenujemo fizioloSke raztopine. Fizioloske raztopine lahko
vbrizgamo tudi Zivim Zivalim v oZilje ali v podkoZje (npr. ob dehidraciji organizma).

Glavna sestavina fizioloskih raztopin je NaCl, poleg tega lahko tudi glukoza in nekatere soli, npr.
kloridi, fosfati in karbonati.

e Glede na stevilo soli, ki jih sestavljajo, razlikujemo enostavne in sestavljene fizioloSke
raztopine. Enostavna fizioloSka raztopina vsebuje samo NaCl, sestavljene pa tudi manjse
koli¢ine drugih soli (tabela 1.5).

e Glede na uporabnost raztopin za vrsto Zivali razlikujemo fizioloSke raztopine za toplokrvne
zivali, za hladnokrvne kopenske Zivali, za ZuZelke, polzZe, ribe, morske nevretencarje itd. (tabela

1.6).

e Poleg tega razlikujemo tudi fizioloske raztopine za posamezne organe Zivali (tabela 1.5), npr.
Ringerjevo raztopino, Tyrodejevo raztopino za delo z izoliranim ileumom, Lockovo za delo s
srcem, Crebsovo za delo z izoliranimi odrezki diafragme, Jalenovo za delo z odrezki maternice

itd.
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Koncentracije fizioloskih raztopin za razlicne vrste Zivali lahko izraCunamo z dolo¢anjem tocke
znizanja zmrzis€a. ZmrziSce krvi sesalcev (ot) se nahaja pri priblizno —0,56 °C, kar ustreza
osmotskemu tlaku 680 kPa, vendar pa obstajajo tudi pri domacih Zivalih medvrstne razlike (npr.
prasi¢ —0,615 °C, macka —0,538 °C). Zmrzisce krvi hladnokrvnih Zivali je pri —0,42 °C, morskih rib pri
—1,08 °C, hemolimfe morskih nevretencarjev pa celo pri—2,2 °C.

Ce Zelimo izraCunati izotoni¢no raztopino neke snovi za dolodeno Zivalsko vrsto, uporabimo
formulo:

C = St krvi x M
T SM x Ni

(C — koncentracija izotonicne raztopine, M — molekulska masa, oM — konstanta ledisca, Ni — Stevilo ionov, na

katere disociira elektrolit (neelektroliti — Ni = 1!))

Naloge:

® |zracunajte koncentracijo izotoni¢ne raztopine NaCl in glukoze!

Tabela 1.5: Fizioloske raztopine za delo z nekaterimi organi toplokrvnih Zivali

Snov [g] Slana Ringerjeva Tyrodejeva Lockova Crebsova
NaCl 9,0 9,5 8,0 9,0 6,9
KCl - 0,2 0,2 0,42 0,35
CaCl, - 0,2 0,2 0,24 0,28
MgCl, - - 0,1 - -
NaHCO, = = 1,0 0,15 2,1
Na,HPO, - - 0,05 - -
KH,PO, = = = = 0,16
glukoza - - 1,0 1,0 2,0
MgS0, x 7H,0 - - - 0,29

H,0 dest. [ml] do 1000 do 1000 do 1000 do 1000 do 1000

Tabela 1.6: Fizioloske raztopine za hladnokrvne Zivali (Zabe)

Snov [g] Slana Ringerjeva Ringerjeva
(srce) (elektrofiziologija)

NacCl 6,5 6,5 6,5

KCl - 0,14 0,18

CaCl, = 0,12 0,2

NaHCO, - 0,2 —

Na,HPO, = = 0,1

NaH,PO, - - 0,3

glukoza - 2,0 -

H,O dest. [ml] do 1000 do 1000 do 1000
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1.6 DOLOCANJE DELEZA VODE V TKIVIH

Voda je koli¢insko najpomembnejsi sestavni del organizma, saj predstavlja ve¢ kot polovico
telesne mase sesalcev. Ima Stevilne fizikalne in fizikalno-kemiéne lastnosti, ki imajo odlocilen
pomen za Zivljenjske procese. DeleZ vode v organizmu je odvisen od vrste Zivali, njene starosti (s
starostjo upada) in rejnega stanja (mrsavi osebki imajo vecji deleZ vode kot zamasceni). Prav tako
je razli¢na v razli¢nih tkivih in organih.

a) Material: organi klavnih ali poskusnih Zivali (jetra, miSice, srce, koZa, ledvica, pljuca, kosti, kri),
tehtici, tehtnica in elektri¢ni susilnik.
b) Postopek:
1. Stehtamo prazne tehtice.
2. V vsak tehti¢ damo za grahovo zrno velik vzorec tkiva, ki smo ga predhodno osusili s
filtrirnim papirjem, in stehtamo tehti¢ skupaj z vzorcem.
3. Odprte tehtice damo v susilnik na 105 °C za 2 uri.
4. Ohlajene in pokrite tehtice s posusenimi vzorci stehtamo.
5. lzracunamo deleZ vode po eni od spodnjih formul:

suhi vzorec [g]
% vode = 100 % — — X 100 %
svezi vzorec [g]
ali:
% vode = svezi Vzorecw[g]—suhi vzorec [g] % 100 %
sveZi vzorec [g]
c) Naloge:
1. Izradunajte vsebnost vode v vzorcih razli¢nih tkiv!
2. Rezultate meritev vnesite v zbirno tabelo!
Tkivo/organ Delez vode [%]
lzmerjeni Dejanski
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1.7 TELESNE MERE DOMACIH ZIVALI IN BIOMETRIJA

Za razumevanje in kvantitativno ovrednotenje fizioloskih procesov v telesu Zivali moramo poznati
njihove telesne mere. Osnovne dimenzije Zivali so telesna masa, visina in dolZina.

1.7.1 Telesna masa

Telesna masa je izrazena v ustreznih uteznih enotah. Okvirne vrednosti telesne mase nekaterih

Zivalskih vrst prikazuje tabela 1.7.

Pri vrednotenju nekaterih procesov je
potrebno vcasih upostevati tudi korigirano ali
"mrsavo" telesno maso. To je masa brez

Tabela 1.7: Telesna masa nekaterih
zivalskih vrst

mas$cobnega tkiva. Pri velikih domacih Zivalih Vrsta Zivali Telesna masa
lahko vrednost priblizno ocenimo in izrazimo i 10¢g

delez masScobnega tkiva v odstotkih. mi& 20g
NatancnejSo vrednost dobimo iz izraCuna podgana 400 g
specifiCne teZe telesa, ki se dobi po tehtanju v kunec 3-5 kg

zraku in po ponovnem tehtanju v vodi, pri pes: majhne pasme 3-5kg
¢emer se uposteva korekcija za volumen zraka srednje pasme 5-15 kg

v pljuCih. Razlika med rezultatoma, velike pasme 15-50 kg
dobljenima po tehtanju v vodi in v zraku, matka 2-3 kg
predstavlja volumen izpodrinjene vode. prai¢ 100-150 kg
Vrednost tehtanja v zraku, deljena z drobnica 30-70 kg
vrednostjo mase izpodrinjene vode, nam da govedo 500-700 kg
podatek o specificni tezi. Organizmi, ki imajo konj 400-800 kg
veliko mascobnega tkiva, imajo niZjo e 1000 kg
specificno tezo. MasCoba ima namrec slon 3000-3500 kg
specificno teZo 0,9, druga tkiva pa vec, kosti kit 10000 kg

npr. celo 1,56.

Predvsem pri manjsih Zivalih merimo telesno maso vecinoma s tehtanjem. V¢asih pa je potrebno
telesno maso Zivali doloditi z merjenjem njene viSine, dolZine in obsega prsnega kosa ter uporabiti
posebne formule.

1.7.2 Telesna dolzina in viSina

Telesna dolzina je praviloma v dolZinskih enotah izraZena dolZina telesa od najbolj kranialne do
najbolj kavdalne tocke telesa. Ker je Zivim domacim Zivalim tezko izmeriti to dolZino, se pri
prakti¢nih meritvah uporabljajo druge vrednosti. Najpogosteje se meri dolzZina telesa od vihra ali
od podrodja tilnika do korena repa. Pri majhnih Zivalih z dolgim repom (podgane, misi in druge
vrste glodavcev) posebej merimo dolZino telesa in glave in posebej dolZino repa. Pri pticah
merimo razpon kril od telesa do vrha kril.

Kot telesna viSina se pri domacih Zivalih uposteva viSina od stojis¢a Zivali do vihra, pri ljudeh pa
vrednost od podporne ploskve stojis¢a do vrha temena.
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1.7.3 Telesna povrsina

Pri vrednotenju procesov bazalnega metabolizma ali ucinkovitosti ekskrecije je veckrat potrebno
upostevati tudi telesno povrsino. To vrednost izraéunamo na osnovi nekaterih formul.

Po Meehu izraCcunamo telesno povrsino s Tabela 1.8: Meehove konstante za
formulo: nekatere Zivalske vrste in ¢loveka
_ 3[52
P=kx g Vrsta zivali Konstanta
(P — telesna povrsina, k — Meehova konstanta, g konj 9,0-9,9
— telesna masa) Srebe 11,0
Meehove konstante za razli¢ne vrste Zivali govedo 9,0
so podane v tabeli 1.8. tele 10,5
Po Benedictu lahko kot srednjo vrednost .ovca‘ 8,5-12,1
faktorja za izracunavanje telesne povrsine Jagnje 10,2
vzamemo vrednost 10, formula po Du Boisu koza 10,6
pa uposteva telesno maso in dolZino pri prasic 8,7-9,9
Zivalih oziroma visino pri ljudeh: odojek 10,0-11,3
pes 10,7-11,2
P=167,2x%x \/gxh macka 9,9
(P — telesna povrsina, 167,2 — konstanta, g — budra 8,5
telesna masa, h — telesna dolZina ali visina) podgana 9,1
Za dolocanje povrsine pri ljudeh so izdelani kokos 10,4-10,5
posebni nomogrami, iz katerih lahko %05 200
neposredno odberemo vrednost. Prikazujeta clovek 12,3
jih sliki 1.8.in 1.9.
200 | . < T
1415169 % L ™2,
180 |13y N AN Y RN
LA AN )
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Slika 1.8: Nomogram za dolocanje telesne povrsine pri ljudeh po Boothbyju in Sandidorfu
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Slika 1.9: Nomogram za dolocanje telesne povrsine pri ljudeh po Du Boisu
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2.1 NEVRONI IN ZIVCNI IMPULZ

Nevroni imajo dve pomembni fizioloski lastnosti — vzdraiZljivost (zmoZnost odgovora na drazljaj z
nastankom Ziv€énega impulza) in prevodnost (zmozZnost prenasanja drazljaja).

V mirujo¢em nevronu je elektri¢ni naboj zunaj membrane pozitiven, znotraj pa negativen. Razlika
med nabojema znotraj in zunaj celice je membranski potencial v mirovanju. Z mehanizmom
aktivnega transporta ga vzdriuje Na-K érpalka v membrani. Ce nevron vzdrazimo z draZljajem
ustrezne napetosti, membrana za kratek &as postane prepustna za Na®, ki prodrejo v celico in
povzrocijo depolarizacijo membrane (zmanjSata se pozitivni naboj na zunanji in negativni naboj na
notranji povrsini). Ko depolarizacija doseZze dolo¢eno stopnjo, imenovano prag, se zacne akcijski
potencial, ki se kot val depolarizacije naglo Siri vzdolz membrane. Ko membranski potencial
doseZe vrednost 0 mV, se Na* kanal&ki zaénejo zapirati, K" kanal¢ki pa odpirati, kar omogo¢i
pretok K" ionov iz celice in repolarizacijo membrane, ki ponovno vzpostavi membranski potencial

Vv mirovanju.

Med depolarizacijo je membrana popolnoma neobcutljiva za dodatne drazljaje ne glede na
njihovo velikost. Tedaj je celica v absolutni refraktorni periodi. Med repolarizacijo pa membrano
lahko stimulirajo le zelo moéni draZljaji, kar imenujemo relativna refraktorna perioda. Ko se
akcijski potencial enkrat zacne, poteka sam od sebe in se hitro Siri vzdolZ membrane nevrona. Pri
tem sledi zakonu vse ali ni¢ (membrana nevrona se depolarizira v celoti ali pa sploh ne). Akcijski
potencial v nevronih se imenuje Zivéni impulz. Ko doseZe konec nevrona, sproZi sproscanje
nevrotransmiterjev v sinapti¢no zev in, odvisno od sinapse, bodisi zavre ali vzdraZi postsinapticni
nevron.

Zivéni impulz (akcijski potencial) in dejavnike, ki sproZijo ali zavrejo njegov nastanek ter vplivajo na
hitrost prenosa, lahko prikazemo z racunalnisko simulacijo PhysioEx (poglavje Nevrofiziologija in
Zivéni impulzi (Neurophysiology and Nerve impulses)). Simulacija je pripravljena na osnovi
meritev, opravljenih v nevrofizioloskih laboratorijih na Zivcih Zab in podgan.

2.1.1 Nastanek zivénega impulza

Nastanek akcijskega potenciala lahko povzrocijo razliéni kemicni, fizikalni (toplotni in mehanski) ali
elektri¢ni drazljaji.

Virtualni laboratorij za prikaz nastanka sestavljenega Zivénega impulza (Compound Action
Potential — CAP) (slika 2.1) odpremo z izbiro poglavja ProZenje Zivénega impulza (Eliciting nerve
impulse). Na desni strani virtualnega laboratorija so enota za prikaz in shranjevanje podatkov
(spodaj), elektri¢ni stimulator (na sredini) in osciloskop (zgoraj). Levo od osciloskopa je komorica,
v kateri je namescen preparat (izoliran ishiadi¢ni Zivec Zabe), ob komorici pa sta policki s
kemikalijami. Elektricni stimulator posreduje elektricne impulze enosmernega toka, katerih
trajanje, frekvenco in napetost je mogoce natancno uravnavati. Elektricni impulzi po elektrodah
prehajajo do komorice s preparatom, registracijski elektrodi pa preparat povezujeta z
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osciloskopom. Na ekranu osciloskopa opazujemo odgovor preparata na draZljaj (ravna crta —
vzburjenja ni, krivulja — nastanek akcijskega potenciala). Ob koncu poskusa rezultate lahko
natisnemo z ukazom Tools/Print.

Exit Go To Experiment Tools Help Eliciting a Nerve Impulse

,/

Sodium
Chloride

0
|
A HEEEENEEEN
0 1 2 8 9 10

Hydro- 3 4 5 6 7
‘ -chloric Time (msec)

Acid ‘
| [ 1] Voltage Stimuli / sec

oo Sy (o JEE

Voltage Glass Bar NaCl Heat Action Potential | |

I [
g e e
Heater  Set |
P—

Slika 2.1: Virtualni laboratorij za prikaz proZenja Zivénega impulza

A) Elektriécna stimulacija zivca

a) Postopek:

1. Zizbiro oznak (+) oz. (=) pod oznako Voltage izberemo napetost 1 V.

2. Izberemo ukaz za posamezni draZljaj (Single Stimulus) nad prikazom napetosti. Ce odgovora
na draZljaj ni, kar vidimo kot ravno ¢rto na osciloskopu, drazenje ponavljamo s postopnim
povecevanjem napetosti za 0,5 V toliko casa, dokler ne nastane odklon krivulje na
osciloskopu zaradi nastanka sestavljenega akcijskega potenciala v Zivcu (prag drazljaja!).
Sproti zapisujemo rezultate (Record Data).

3. Postopoma povecujemo napetost za 0,5 V in ponavljamo postopek, opisan pod 2. tocko,
dokler se amplituda zapisa povecuje.

b) Naloge:
1. NariSite zapis sestavljenega akcijskega potenciala in oznacite elemente!
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:
Pri kateri napetosti ste prvic¢ opazili sestavljen akcijski potencial?
Kako se je zapis spreminjal s povecevanjem napetosti draZljaja? RazloZite vzrok za razlike!
Pri kateri napetosti je bil dosezen najvecji sestavljen akcijski potencial?
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a)

b)

a)

b)

b)

B) Mehanska stimulacija zivca

Postopek:

1. Z ukazom Clear izbriSemo zapis na osciloskopu.

2. Stekleno palcko, ki se nahaja na podstavku na levi strani ekrana, premaknemo v komoro z
Zivcem. Opazujemo zapis na osciloskopu.

Naloge:

Opisite zapis, ki ga dobite na ekranu osciloskopa, in ga primerjajte z zapisi, dobljenimi pri 1.
poskusu!

C) Toplotna stimulacija zivca

Postopek:

1. Ponovimo postopek, opisan pod tockama 1. in 2. prejSnjega poskusa.

2. Stekleno pal¢ko premaknemo na grelec pod podstavkom in izberemo ukaz Heat. Ko palcka
postane rdeca, jo premaknemo v komoro z Zivcem.

Naloge:

1. Opisite zapis, ki ga dobite na ekranu osciloskopa, in ga primerjajte z zapisom, dobljenim pri
prejSnjem poskusu!

2. Razlozite nastale razlike!

C) Kemiéna stimulacija Zivca

Postopek:

1. Kapalko iz steklenicke z NaCl premaknemo v komorico s preparatom; nekaj kapljic raztopine
kane na preparat.

2. Preparat draZzimo z elektri¢nim draZljajem nad pragom, ki smo ga dolocili v 1. poskusu.

3. Z ukazom Clean nad komoro z Zivcem operemo Zivec in ga povrnemo v zacetno stanje. Z
ukazom Clear zbriSemo zapis na osciloskopu.

4. Drazenje ponovimo s HCl po enakem postopku, kot je opisano v 1. in 2. tocki.

Naloge:

Odgovorite na spodnja vprasanja:

o Alije prelivanje z NaCl oz. HCl povzrocilo nastanek akcijskega potenciala?

e Ali se je zapis razlikoval od tistega, ki smo ga zapisali pri elektricnem drazenju Zivca?
e RazloZite nastale razlike!
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2.1.2 Inhibicija zivénega impulza

Stevilni fizikalni in kemiéni dejavniki oslabijo delovanje Zivénega vlakna. Tako npr. visok krvni tlak
in nizka temperatura upocasni hitrost prevajanja Zivénega impulza zaradi zmanjSane lokalne
oskrbe s krvjo. Tudi lokalni anestetiki, alkohol in Stevilne druge kemikalije blokirajo prenos Zivénih
impulzov. Poskus prikazuje ucinek razli¢nih dejavnikov na prenos Zivénega impulza.

Simulacijo pozenemo z ukazom Inhibicija Zivénega impulza (Inhibiting a nerve impulse) iz menija
poskusa. Virtualni laboratorij je podoben kot pri prejsnji seriji poskusov (slika 2.1), s tem da so na
desni strani ekrana steklenicke s kemikalijami, s katerimi testiramo delovanje Zivca.

A) Delovanje etra

Eter povzroca zacasno paralizo zivénih celic, zato se je v preteklosti uporabljal kot narkotik pri
ljudeh in Zivalih.
a) Postopek:

1. Kapalko iz steklenicke z etrom premaknemo do komorice z Zivcem; nekaj kapljic raztopine
kane na preparat.

2. Z ukazom Stimulate vzdraZimo preparat; uporabimo nastavitev za prag draZljaja, ki smo ga
dolocili pri prvi skupini poskusov.

3. lzberemo ukaz za cas (Time) na osciloskopu. Na ekranu osciloskopa bomo aktivnost Zivca
opazovali 10 minut (interval med vsako navpi¢no ¢rto znasa 1 minuto). Zaradi spremembe
casovne skale bo akcijski potencial videti kot oster zobec.

4. Zizbiro oznake (+) v oknu za interval med drazljaji (Interval between stimulus) izberemo 2
minuti. Zato bo stimulator vzdrazil Zivec vsaki 2 minuti. Z ukazom Stimulate pozenemo
simulacijo in opazujemo prikaz v oknu pretecenega ¢asa (Elapsed Time).

5. Ob koncu poskusa z ustreznimi ukazi zbriSemo vse nastavitve in Zivec povrnemo v prvotno
stanje.

b) Naloge:

1. Opisite zapis sestavljenega akcijskega potenciala ob stimulaciji, ki sledi prelivanju Zivca z
etrom!

2. Odgovorite na spodnji vprasaniji:

o Kaj se je zgodilo z Zivcem po prelivanju z etrom?

e Kako dolgo traja, da se delovanje Zivca povrne na normalno?

B) Delovanje kurareja

Kurare je rastlinski izvlecek, ki ga juznoameriski Indijanci uporabljajo za paraliziranje plena. Je alfa-
toksin, ki blokira holinergi¢ne receptorje v postsinapticnih membranah, kar onemogoci delovanje
acetilholina. Na ta nacin kurare prepreci prehajanje Zivénih impulzov od nevrona do nevrona.

a) Postopek:

1. Kapalko iz stekleni¢ke s kurarejem premaknemo do komorice z Zivcem; nekaj kapljic
raztopine kane na preparat.

2. Z ukazom Stimulate vzdrazimo preparat; uporabimo nastavitev za prazni drazljaj, ki smo ga
dolocili v prvi skupini poskusov.

3. Ob koncu poskusa z ustreznimi ukazi zbriSemo vse nastavitve in Zivec povrnemo v prvotno
stanje.
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b) Naloge:
1. Kako je kurare deloval na sestavljeni akcijski potencial? Razlozite ucinek!
2. Kaksen bi bil ucinek kurareja na celotni organizem?

C) Delovanje lidokaina

Lidokain zavira ali popolnoma prepreci prehod ionov skozi membranske kanalcke nevronov in zato
onemogoca nastanek depolarizacije in Sirjenje akcijskega potenciala po nevronu. V veterinarski
medicini se uporablja kot lokalni anestetik.

a) Postopek:

1. Kapalko iz steklenicke z lidokainom premaknemo do komorice z Zivcem; nekaj kapljic
raztopine kane na preparat.

2. Z ukazom Stimulate vzdraZzimo preparat; uporabimo nastavitev za prazni drazljaj, ki smo ga
dolocili v prvi skupini poskusov.

3. Ob koncu poskusa z ustreznimi ukazi zbriSemo vse nastavitve in Zivec povrnemo v prvotno
stanje.

b) Naloge:
1. Kako je lidokain deloval na sestavljen akcijski potencial? RazlozZite ucinek!
2. Kaksen bi bil ucinek lidokaina na celotni organizem?

2.1.3 Hitrost prenosa impulza po zivcu

Ena od pomembnih lastnosti Zivénih vlaken je prevodnost — zmoZnost prenasanja zivénih impulzov
do drugih nevronov, miSic ali Zlez. Hitrost prenosa vzburjenja je odvisna od debeline in tipa
Zivénega vlakna. Prenos po mieliniziranih vlaknih je hitrejSi kot po nemieliniziranih. Elektri¢ni
impulzi se po prevodnikih prenasajo s svetlobno hitrostjo, prenos akcijskega potenciala po
Zivénem vlaknu pa je mnogo pocasnejsi. V nekaterih Zivcih sesalcev je ta hitrost 120 m/s, v drugih
pa celo samo 3 m/s.

Poskus poZenemo z izbiro poglavja Hitrost prenosa drazljaja po Zivcu (Nerve Conduction Velocity)
iz menija poskusa. Virtualni laboratorij je podoben kot pri prejSnjih poskusih, le da pri tej seriji
poskusov poleg osciloskopa in stimulatorja uporabljamo Se ojacevalnik (Bio-amplifier), ki vsako
depolarizacijo membrane okrepi toliko, da jo osciloskop lahko zazna in prikaze. Na levi strani
ekrana so Zivci razli¢nih vrst Zivali, ki se med seboj razlikujejo po debelini in mielinizaciji. Najmanjsi
Zivec, ki se uporablja pri poskusu, je Zivec deZevnika. Ta ni prepariran, ker poteka po ventralni
povrsini telesa. Preparirani Zivec Zabe je srednje debel in mieliniziran. Prvi Zivec podgane je enako
debel kot Zivec Zabe, vendar nemieliniziran. Drugi Zivec podgane je najdebelejSi od vseh
prepariranih in je mieliniziran.

37



02 FIZIOLOGIJA ZIVCEV IN CUTIL

Merjenje hitrosti prenosa impulza

a) Postopek:

1.
2.
3.

Na stimulatorju izberemo ukaz Pulse.

Prizgemo ojacevalnik (s pomikom vodoravnega stikala navzgor).

Kapalko iz stekleni¢ke z etanolom premaknemo do dezZevnika in ga prelijemo z nekaj
kapljicami etanola, kar ga bo sicer narkotiziralo, vendar ne bo vplivalo na prenos drazljaja
po Zivcu.

Dezevnika premaknemo v komorico za stimulacijo. Njegovo telo mora segati preko vseh
stimulacijskih in merilnih elektrod.

Na stimulatorju izberemo napetost 1 V (s tipkama (+) oz. () ob prikazu napetosti. Z ukazom
Stimulate vzdraZimo preparat in opazujemo zapis na osciloskopu. Ce akcijskega potenciala
ni, postopoma povecujemo napetost toliko ¢asa, dokler ne registriramo odklona v zapisu.
ZapiSemo prag drazljaja.

Izberemo ukaz za meritev (Measure) na stimulatorju. Na levi strani ekrana osciloskopa se
bo prikazala rumena navpic¢na crta. S tipko (+) ob prikazu ¢asa (pod oznako Measure)
premaknemo navpic¢no ¢rto po ekranu do tocke, kjer se ravna ¢rta zapisa zacne dvigati. V
prikazu casa lahko odcitamo, koliksen c¢as je potekel od trenutka draZenja do reakcije
preparata (= reakcijski ¢as).

. Z ukazom Record Data shranimo podatke. Program avtomatsko izracuna hitrost prenosa

impulza. V tabeli je naveden tudi podatek za razdaljo (Distance (mm)), ki je vedno 43 mm,
predstavlja pa razdaljo med rdeco elektrodo stimulatorja in rdeco elektrodo za registracijo.
Dezevnika premaknemo iz komorice in z ukazom Clear izbriSemo zapis z ekrana osciloskopa.

. Stopnje 4 do 8 ponovimo 3e z ostalimi Zivci. Po vsakem poskusu shranimo podatke (Record

Data).

Zivca

Lastnosti Vrsta zivali

dezevnik Zaba podgana -1 podgana — 2

opis

(V]

prag drazljaja

reakcijski ¢as

[ms]

hitrost prenosa

[m/s]

b) Naloge:

1.
2.

Rezultate meritev vnesite v tabelo!

Odgovorite na spodnja vprasanja:

Pri kateri vrsti Zivca je bila hitrost prenosa drazljaja najmanjsa oz. najvecja?

Kaksno je razmerje med debelino Zivca in hitrostjo prenosa drazljaja?

Kako mielinizacija Zivca vpliva na hitrost prenosa?

Kaj je glavni vzrok za razliko v hitrosti prenosa med mieliniziranim in nemieliniziranim
Zivcem?
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2.1.4 Refleksi

Refleksi so osnovna funkcija Zivénega sistema. Gre za aktivnost efektornih organov (skeletne,
sréne misice, Zleze) kot odgovor na specificen senzorni draZljaj (drazenje receptorjev) brez
sodelovanja volje. Pomembni so pri obrambi organizma, homeostazi, kontrolirajo misi¢ne
kontrakcije in omogocajo gibanje in drzo telesa.

Osnovna funkcionalna in anatomska enota je refleksni lok (slika 2.2), ki ga sestavljajo:

® receptor,

e aferentni (senzoricni) nevron z refleksnim centrom (somo) v spinalnih ganglijih ali v ganglijih
kranialnih Zivcev,

e eferentni (motori¢ni) nevron, ki izhaja iz ventralnega dela hrbtenjace, in

o efektor, ki je lahko skeletna, sréna ali gladka misi¢na celica ali Zleza.

Slika 2.2: Elementi refleksnega loka:
1 —receptor
2 — aferentni (senzoricni) nevron z
refleksnim centrom
3 —internevron (pri polisinapti¢cnem
refleksnem loku)
4 — eferentni (motoricni) nevron
5 — efektor

A) Klasifikacija refleksov

Refleksne loke razdelimo glede na:

e vrsto eferentnega Zivénega sistema, ki kontrolira odgovor (somatski, avtonomni in visceralni
refleksi),

e mesto integracije v centralnem Zivénem sistemu (spinalni in kranialni refleksi),

e Stevilo nevronov v refleksni poti (monosinapticni in polisinapti¢ni),

e nastanek (brezpogojni in pogojni).

o Brezpogojni refleksi so enaki pri vseh predstavnikih iste vrste Zivali, imajo dolocena
receptorna polja v dolocenih podrodjih telesa, drazenje teh polj povzroci nastanek
refleksov. Delujejo vse Zivljenje.

o Pogojni refleksi nastajajo ob sodelovanju velikih mozganov, vendar delujejo neodvisno od
volje, pojavljajo pa se z zavestnim dozZivljanjem necesa, kar je postalo sestavni del izkusen.
So zacasni in lahko izginejo. Nastanejo, e se hkrati vzdraZijo razli¢na sredisca, ki normalno
nimajo funkcionalne povezave, in pride do vzpostavitve funkcionalnega stika med njimi.
Zivali zato specifiéno reagirajo na prej nespecificne draZljaje. Primer nastanka pogojnih
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refleksov so poskusi Pavlova na psih. Nespecifi¢ni draZljaj je bil pri tem svetloba ali zvok,
specifiéni pa hrana; pes je izlocal slino Ze ob nespecificnem drazljaju, ¢e so pred tem oba
draZljaja nekaj ¢asa izvajali hkrati; ¢e na nespecifi¢ni drazljaj ni dobil hrane, je refleks pocasi
zamrl.

B) Klini¢ni refleksi

Nekatere reflekse lahko opazujemo v klinicne namene, ker jih (pri Zivalih in pri ljudeh) ob
nekaterih bolezenskih stanjih ali ob poSkodbah Zivénega sistema ni ali so zavrti ali ojacani. Pogosto
testirani klini¢ni refleksi so:

Miotaticni refleks je edini refleks v organizmu, ki ima monosinapti¢ni refleksni lok. Receptor

pri tem tipu refleksov je miSicno vreteno. To so specialno grajena misi¢na vlakna (t. i.

intrafuzalna vlakna), ki leZijo vzdolz misicnih celic in se vzdraZijo ob ekstenziji miSice.

Senzori¢na vlakna se koncujejo na motoricnih nevronih, ki izhajajo iz hrbtenjace in ozZiv€ujejo

efektor. Efektor so celice skeletne misice (t. i. ekstrafuzalna vlakna misic). Ti refleksi so izredno

pomembni, saj misSi¢no vreteno omogoca misici obdrzati stalno dolZino. Miotaticni refleksi se
pojavljajo v vseh skeletnih misSicah organizma, vendar jih je na splosno tezko umetno izzvati,
razen na nekaterih mestih, npr.:

o refleks Ahilove tetive (z rahlim udarcem perkusijskega kladivca po Ahilovi tetivi izzovemo
trzaj stopala kot posledico refleksnega kréenja m. gastrocnemiusa po predhodnem
iztezanju zaradi udarca),

o patelarni refleks (z rahlim udarcem perkusijskega kladivca po tetivi patele pride do
iztezanja m. quadricepsa, temu pa sledi skr¢enje misice in iztegnitev goleni naprej).

Refleks krcenja (fleksije) nastane, e na iztegnjeno okoncino deluje kak neprijeten drazljaj, ki

povzroci njeno refleksno skréenje. Gre za obrambni refleks, ki ga vzbudi vzdraZenje receptorjev

za bolecino; organizem se umika s tega podrocja. V to skupino spadajo npr. refleks svitka,
refleks podplata in refleks medparkeljne gube.

Navzkrizni refleks iztezanja (ekstenzije) se na intaktni Zivali redko pojavlja, vidimo pa ga lahko

na Zivali s prekinjeno hrbtenjaco (spinalni Zivali). Zanj je znacilno refleksno iztezanje ene noge

zaradi kréenja druge. Temu refleksu je podoben pojav ob hoji, ko se ena noga dvigne, druga pa
iztegne. Prakti¢na uporaba refleksa je mozna pri fiksaciji velikih Zivali.

Iztegnitveni (ekstenzorni) refleks stoje nastane, Ce pritisnemo na podplatno blazinico psa, kar

povzroci, da se noga togo izravna. S tem je omogocena normalna stoja oz. hoja, ker noga ne

kleca. Je kombinacija miotaticnega in koZnega (kutanega) refleksa.

Refleks praskanja izzovemo z mehanskim draZzenjem koZe prsnega koSa ali vratu psa, zaradi

Cesar se Zival popraska. Ta refleks se pojavlja tudi pri spinalni Zivali.

RozZenicni (kornealni) refleks sproZi rahel dotik roZenice (kornee), ki mu sledi refleksno

zapiranje oCesa. Uporablja se za ugotavljanje globine narkoze (v narkozi refleks izostane).

Zenicni (pupilarni) refleks deluje kot avtomatska zaslonka ocesa. Nagla osvetlitev ocesa v

zatemnjenem prostoru povzroci zapiranje pupil (mioza) obeh oces.

Naloge:

e |zvedite in opiSite nekatere klini¢ne reflekse pri ¢loveku!
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2.2 FIZIOLOGIJA CUTIL

2.2.1 Cutilo za vid

A) Dokaz slepe pege v ocesu (po Mariotu)

Slepa pega (papilla n. optici) je mesto na mreZnici, kjer vstopa v oko vidni Zivec. Na tem mestu ni
vidnih ¢utnic, zato predmeta, katerega slika pade nanj, ne vidimo. Slepo pego v ¢loveskem ocesu
si najlaze ponazorimo s ¢rno ploscico velikosti 10 x 5 cm, ki ima na eni strani narisan bel krog, na
drugi pa kriz.

a) Postopek:
Z dlanjo pokrijemo eno oko, z drugo roko pa drzimo sliko pred drugim ocesom tako, da je manjsi
lik obrnjen na tisto stran, na kateri smo oko prekrili. Ko priblizamo sliko ocesu, s katerim ves cas
gledamo manjsi lik, v dolo¢enem trenutku vecjega lika ne vidimo, ker v tem polozaju pada
projekcija lika na slepo pego.
b) Naloge:

1. Narisite ploscico za dokaz slepe pege!

2. lzvedite Mariotov poskus in dolodite razdaljo od ocesa, pri kateri lik navidezno izgine!

B) Dolo¢anje Sirine vidnega polja (perimetrija)

Vidno polje je povrsina, ki jo lahko eno oko zajame s pogledom, ne da bi pri tem menjalo njegovo
smer (s fiksiranjem pogleda na eno tocko). Vidni polji obeh oces se delno prekrivata, kar omogoca
zaznavanje globine in ocenjevanje poloZaja predmetov v okolici (binokularni vid). Nekatere Zivali
(slika 2.3) imajo binokularno cono zelo Siroko (npr. pes, macka), druge pa ozko, vendar z zelo
Siroko, panoramsko cono monokularnega vida (npr. rastlinojedi).

panoramska
cona

z vohom kontrolirana
slepa cona

monokularna
cona

" binokularma cona

Slika 2.3: Vidno polje pri macki (A) in kuncu (B)
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Obcutljivost mreznice je najboljSa v centru in slabi proti periferiji (ob dobri osvetlitvi). Ob
bolezenskih spremembah ali motnjah na mreZnici, v hiazmi oz. vidnih Zivcih je na vecjih ali manjsih
podrocjih lahko njena obcutljivost zmanjSana ali je sploh ni, kar lahko registriramo kot
spremenjeno obliko vidnega polja. Pri Cloveku so absolutne meje vidnega polja deloma
individualno razlicne, kar je odvisno od izboCenosti nosu in gornjega roba ocesne votline kot tudi
od samega ocesa.

Tabela 2.1: Meje vidnega polja (v kotnih stopinjah) za razli¢ne barve

Barva Nazalno Navzgor Navzdol Temporalno
bela 60 56 65 90-95
modra 50 50 50 70
rdeca 40 40 40 50
zelena 30 30 30 40

Sirina vidnega polja je najvecja za belo
barvo, ker so elementi barvnega vida
(Cepki) locirani v fovei centralis in
neposredno okoli nje. Posamezne barve
imajo v vidnem polju svoje meje (v
stopinjah). Za dolocanje oblike in
obcutljivosti vidnega polja pri cloveku
uporabljajo razlicne vrste perimetrov, v
novejSem cCasu pa se meri tudi
racunalnisko. Najbolj enostaven tip te
naprave je perimeter po Forsterju (slika
2.4), ki ga predstavlja lok s polmerom 30
cm. Lok je graduiran v stopinjah in ga
lahko vrtimo okoli nicelne tocke.

Slika 2.4: Perimeter po Forsterju

a) Postopek:
1. Poskusna oseba se z brado nasloni na stojalo pred lokom tako, da je preiskovano oko
usmerjeno v sredisce krivine (drugo oko je zaprto).
2. Po loku pomikamo barvno ploscico do trenutka, ko nam testna oseba pove, da ploscice ne
vidi vec.
3. Rezultate na razli¢nih meridianih vriSemo v shemo (slika 2.5).
b) Naloge:
1. S perimetrom dolocite meje vidnega polja levega in desnega ocesa za belo barvo!
2. Meritev ponovite s plos¢icami modre, rdece in zelene barve!
3. Rezultate meritev vnesite v koordinatni sistem na sliki 2.5 in razloZite ugotovljene razlike!
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LEVO OKO:
DESNO OKO:

Slika 2.5: Shema za dolocitev mej in analizo vidnega polja

C) Obcéutljivost o¢esa na barve

Zaznavanje barv je funkcija ¢epkov v mreznici, ki se vzdrazijo z vidno svetlobo valovne dolZine 350
do 750 nm. Doloceni barvi spektra ustreza svetloba dolocene valovne dolzine: od 380 do 450 nm
vijoli¢na, od 450 do 495 nm modra, od 495 do 570 nm zelena, od 570 do 590 nm rumena, od 590
do 620 oranzna in od 620 do 750 nm rdeca.

Za razlago barvnega vida pri ¢loveku obstaja vec teorij. Po Young-Helmholtzovi (trikomponentni)
teoriji obstajajo trije razli¢ni tipi cepkov, ki so obcutljivi na eno od treh osnovnih barv: rdeco,
zeleno ali modro. VzdraZzenje razli¢nega Stevila razli¢nih tipov ¢epkov povzroci zaznavo razli¢nih
barvnih odtenkov. Pri ¢loveku obstajajo motnje v zaznavanju barv z dolocenimi valovnimi
dolZzinami — barvna slepota (daltonizem). Osnovni tipi barvne slepote so za rdeco (protanopija —
rdece predmete vidijo zeleno), za zeleno (devteranopija — zelene predmete vidijo rdece ali modre)
in za modro barvo (tritanopija — v vidnem spektru zaznajo zeleno, rumeno, oranzno in rdeco
barvo).

a) Postopek:

Izvaja se s posebnimi tablicami (npr. Ishiharine in Stillingove tablice). Te predstavljajo razli¢ne
slike, sestavljene iz velikega Stevila pik razlicnih barv in odtenkov, med katerimi se nahajajo
detajli dolocene barve (npr. ¢rke, Stevilke). Oseba z barvno slepoto podrobnosti na sliki ne bo
razlocila.

b) Naloge:

e Zlshiharinimi tablicami preizkusite, kaksna je vasa sposobnost zaznavanja barv!
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€) Naknadni (konsekutivni) kontrast — paslika

Proces vzdrazenja fotoreceptorskih celic ne preneha hkrati s prekinitvijo svetlobnega drazljaja,
temvec traja Se dolocen ¢as po prenehanju draZenja. Odvisen je od vrste, intenzivnosti in trajanja
svetlobnega draZljaja, od predhodne adaptacije na svetlobo in temo ter drugih faktorjev. Pri
nastanku konsekutivnih likov sodeluje tudi skorja velikih moZganov, zato se uporabljajo v
psihologiji in psihiatriji. Dokaz tega pojava je moZen na vec¢ nacinov.

e Pozitivni naknadni kontrast nastane, ¢e nekaj ¢asa opazujemo kak svetel predmet, npr.
osvetljen krog. Ce nato zapremo o¢i ali pogledamo na temno povriino, lahko $e dolo¢en &as
vidimo sliko tega predmeta v naravni barvi. Pojav je posledica vzdraZenja fotoreceptorjev po
prenehanju delovanja svetlobnega draZljaja.

e Negativni naknadni kontrast nastane, ¢e po opazovanju temnega lika obrnemo pogled na
svetlo povrsino (npr. strop, steno). Je komplementarne barve v primerjavi z opazovanim
predmetom. Pojav je posledica prilagoditve nekaterih delov mreznice na svetlobo (deli retine,
na katere so padali svetlobni Zarki s temne povrSine predmeta, so postali obcutljivejSi kot
predeli, na katere so padali Zarki z osvetljenih delov predmeta).

Naloge:
1. Oglejte si razli¢ne slicice za prikaz paslik in jih preizkusite!
2. RazlozZite vzroke za nastanek teh paslik!

D) Trenutni kontrast

Ceprav je ¢utilo za vid najpreciznejsi in najbolj diferenciran analizator, je realna ocena predmetov
v veliki meri odvisna od okolice, ki jih obdaja. Predmet sive barve je videti na temni podlagi
svetlejsi kakor na beli.

Naloge:

1. Oglejte si razli¢ne sliCice za prikaz trenutnega kontrasta in jih preizkusite!
2. Razlozite vzroke za nastanek opazovanih pojavov!
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2.2.2 Cutilo za sluh

Zvok je longitudinalno mehansko nihanje molekul dolo¢ene snovi, ki se kot podrocja zgostitev in
razredCitev (sprememb tlaka) Sirijo po prostoru. Pri tem ugotavljamo frekvenco zvoka (v hercih —
Hz), ki doloca njegovo visino, in amplitudo, ki doloca jakost oz. glasnost (v decibelih — dB). Razpon
sluha je pri razli¢nih Zivalskih vrstah razli¢en, npr. pri psu do 40000 Hz (ali celo 80000 Hz), pri
netopirju pa celo do 98000 Hz. Clovek pa zazna frekvenco zvoka od 20 do 20000 Hz.

A) Preizkusanje sluha

Za preizkuSanje sluha lahko uporabljamo razliéne zvoéne drazljaje. Kot izvor zvoka lahko
uporabimo elektronske oscilatorje, ki dajejo moZnost dolocanja Stevilnih kvantitativnih podatkov
o sluhu (avdiometrija), kot enostaven kvalitativni preizkus pa lahko uporabimo tudi glasbene
vilice.

Pri ¢loveku in Zivalih obstajajo razlike v sposobnosti zaznavanja visokih in nizkih tonov (visoki toni
se bolje sliSijo). Pomembno je tudi, pod kaksnim kotom prihaja zvok v uho.

a) Postopek:
1. Poskusni osebi zaveZzemo oci in z vato zamasimo eno uho.
2. Nato se postavimo v linijo z drugim uSesom na ¢im vecjo oddaljenost in pozenemo
mehansko uro (ali Sepetamo dolocene besede).
3. Poskus ponavljamo v razlicni oddaljenosti in v razliénih kotih glede na uho, ki ga
preizkusamo.

b) Naloge:
1. Ugotovite najvecjo razdaljo, pri kateri poskusna oseba Se zazna zvok (tiktakanje ure ali
Sepet)!
2. Ugotovite, kaksne so razlike v zaznavanju glede na kot, pod katerim prihaja zvok v uho!

B) Preizkus prevajanja zvoka po zraku in po kosti (Rinnejev preizkus)

Glasbene vilice zanihamo z udarcem ob dlan in jih s spodnjim delom prislonimo na mastoidni
podaljSek za uhljem poskusne osebe. V trenutku, ko ne sliS§imo ve¢ zvoka (po priblizno 60
sekundah), postavimo vilice pred uho — normalno slisimo zvok Se priblizno 30 sekund (pozitivni
Rinnejev znak). S tem preizkusom dokaZzemo, da je prevodnost zvoka po zraku boljsa kot po kosti.
V primeru, da gre za obolenje srednjega uSesa, se pravi dela, ki prenasa zvok, je kostna
prevodnost zvoka boljsa kot po zraku (negativni Rinnejev znak).

Naloge:
e Preizkusite svoj sluh z glasbenimi vilicami!
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2.2.3 Cutilo za dotik in boleéino

V koZi obstajajo Stevilni tipi receptorjev (npr. prosti Zivéni koncici, konci¢i na korenu dlak,
Meissnerjeva, Merklova, Ruffinijeva in Paccinijeva telesca). Njihovo vzdraZenje povzroca obcutke
dotika, pritiska, vibracije, toplote in bolecine (so taktilni obcutki), ki nastanejo zaradi mehanicnih
deformacij tkiva. Stevilo taktilnih receptorjev je v razliénih delih koze razli€no — pri Zivalih jih je
najvec na ustnicah in na konici jezika, najmanj pa na hrbtu in na zgornjem delu vratu.

A) Dolocanje razporeditve receptorjev za dotik

a) Material:

e Esteziometer po Freyu ali Sestilo, flomaster, milimetrski papir.
b) Postopek:

1. Na koZo poskusne osebe nariSemo mreZo s povr$ino 2 cm x 2 cm in ji zavezemo oci.

2. Z esteziometrom se dotikamo koze na povrSini tega kvadrata. Na milimetrski papir
nanasamo tocke na osnovi zaznave poskusne osebe. Poskus opravimo na razlicnih
podrodjih telesa (hrbtna stran roke, dlan, podlaket, nadlaket, hrbet).

c) Naloge:

e Dolodite Stevilo in razporeditev receptorjev za dotik na razli¢nih podrocjih telesa!

B) Dolo¢anje praga zaznave dveh to¢k na kozi

a) Material:
e Sestilo, ravnilo.
b) Postopek:

Poskusni osebi zaveZemo oci. Razliénih podrocij na koZi se dotikamo s konicama Sestila in
izmerimo razdaljo, ko oseba pove, da zazna dva dotika hkrati (npr. blazinice prstov — 2 mm,
hrbet — 67 mm).

c) Naloge:

e Dolocite prag zaznave dveh tock na razli¢nih podrocjih telesne povrsine!

C) Doloc¢anje tocke termi¢ne bolecine

Povprecna temperatura, pri kateri ¢lovek zacne cutiti bolecino, je 45 °C. To je temperatura, pri
kateri Ze prihaja do poskodb tkiv. Vzrok za obcutek bolecine je verjetno ena ali ve¢ kemicnih snovi
(bradikinin in njemu podobne snovi), ki se sproscajo iz poSkodovanega tkiva in draZijo Ziv€ne
koncice za bolecino.

a) Material:

e Hladna in topla vodovodna voda, vecja posoda, termometer.

b) Postopek:
V posodo natocimo nekaj hladne vode in vanjo naj poskusna oseba potopi dlan. Pocasi
dolivamo vroco vodo, dokler poskusna oseba ne zacuti bolecine. Tedaj na termometru
odc¢itamo temperaturo vode.

c) Naloge:
e Dolocite temperaturo obcutka termicne bolecine pri poskusni osebi!
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2.2.4 Cutilo za okus

Predpostavljamo, da Zivali razlikujejo enak spekter okusov kot ¢lovek. Verjetno ima vsaka Zivalska
vrsta Cutilo za okus razvito glede na svoje fizioloske lastnosti in ekoloSke potrebe. Pri Zivalih
obstajajo glede na zaznavanje okusov individualne in medvrstne razlike. Okuse, ki jih zaznavajo,
lahko razdelimo na prijetne, indiferentne in neprijetne. Nekateri poskusi pa kazejo, da Zivali
morda locijo pet okusov (reagirajo tudi na destilirano vodo).

Cutilo za okus pri Zivalih lahko preizkusamo na razli¢ne nacine, npr. s preferen¢nimi testi (Zival
izbira hrano, ki ji ugaja) ali elektrofizioloSko (anestezirani Zivali dajo dolo¢eno snov na jezik in
registrirajo zivéni impulz na n. glossopharingeusu).

Lokalizacija razlicnih tipov okusalnih receptorjev na jeziku ¢loveka

Clovek lo¢i pet osnovnih okusov, ki so odvisni od lastnosti kemi¢nih snovi, ki delujejo na receptorije
okusnega analizatorja (s centrom v velikih moZganih). Receptorji za okus zaznajo snovi, ki se topijo
v vodi (oziroma slini in sluzi).

Tabela 2.2: Pragi zaznave okusa razli¢nih snovi pri ¢loveku

saharoza 342,2 1-107
SLADKO glukoza 180,1 17-107
saharin 241,1 23.10°°
BeCl, 80,0 0,3-107
NaCl 58,5 1-107°
Nal 149,92 28-107
SLANO KCl 74,6 17-107
NH,CI 53,5 4-107
CaCl, 110,99 1-10"
MgCl, 95,23 15-107
HNO, 63,1 1,1-10°
HCl 36,5 0,9-10°°
H,S0, 98,1 1-10°°
KISLO mravljin¢na kisl. 46,0 1,8-10°°
ocetna kisl. 60,1 1,8-10°°
mleéna kisl. 90,1 1,610
maslena kisl. 88,1 2,0-10°°
kofein 194,1 0,1-107
kininsulfat 746,9 8-10"°
GRENKO nikotin 162,2 19-10°
strihninov hidroklorid 370,75 1,6-10°°
urea 60,1 12-107
MgSO0, x 7 H,0 246,49 4,6-10°°

Osnovni okusi, ki jih zaznava ¢lovek (tabela 2.2), so slano (disociirane soli), kislo (kisline), grenko
(alkaloidi, organske snovi z dolgimi verigami), sladko (ogljikovi hidrati, alkoholi, aldehidi, amidi,
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estri, bromove in berilijeve soli, nekatere aminokisline) in umami (glutamat in nekateri nukleotidi).
Receptorji za razlicne okuse so pri ¢loveku znacilno razporejeni na povrsini jezika: za sladko na
konici, za grenko na korenu, za kislo na lateralnih delih in za slano na prednjih lateralnih delih
jezika.
a) Material:
Raztopine snovi z razlicnimi okusi (NaCl, saharoze, citronske kisline, kinina), vatirane palcke,
kozarec z vodo (za izpiranje ust).

b) Postopek:
1. Vatirano palcko namocimo v poljubno raztopino in rahlo pritiskamo na razliéne dele jezika
poskusne osebe.
2. Z zaznavanjem intenzivnosti doloenega okusa na dolo¢enem podrocju jezika ugotovimo
lego receptorjev za posamezni okus.

c) Naloge:

1. Ugotovite podrocja na jeziku, kjer najintenzivneje zaznavate doloc¢eno vrsto okusa!
2. Shematiéno ponazorite podrodja za razliéne okuse na vasem jeziku!

2.2.5 Cutilo za vonj

Pomen voha pri zZivalih je velik, saj s tem ¢utilom odkrivajo plen, sovraznike in spolne partnerje ter
se sporazumevajo. Cutilo za vonj pri sesalcih se nahaja v olfaktornem podrogju nosne sluznice in
se po povrsini in po Stevilu receptorskih celic mocno razlikuje pri posameznih vrstah (npr. nemski
ovéar 150 cm?, €lovek okoli 5 cm?).

Specifi¢ni draZljaj za olfaktorne receptorje so kemic¢ne snovi, topne v vodi, ki delujejo na migetalke
receptorskih celic. Dolgotrajno draZenje receptorjev za vonj povzroli njihovo zasiCenje in
adaptacijo, posledica je izguba obcutka za dolo€en vonj, ki traja nekaj ¢asa. Stevilo snovi z
razlicnimi vonji je ogromno in obstajajo razlicne razdelitve. Na osnovi psiholoskih testov in
raziskav akcijskih potencialov predpostavljajo, da obstaja sedem osnovnih vonjev: po kafri,
mosusu, cvetni, mentolni, estrski, jedki in gnilobni.

Preizkusanje cutila za vonj

Namen vaje je preizkusanje voha pri ¢loveku s ciljem dolociti hitrost adaptacije na dolocene vonje.

a) Material:

o Stoparica, vata, razlicne disece snovi (pepermintovo olje, klin¢kovo olje, kafra, cedrovo
olje).

b) Postopek:

Hitrost adaptacije na dolocen vonj ugotovimo tako, da vato, natopljeno z doloceno diSeco
snovjo, postavimo 10 cm od nosu poskusne osebe, ki naj mizi in normalno diha. Merimo ¢as od
zacetka poskusa do trenutka, ko poskusna oseba ne zazna vec vonja dolocene snovi.

c) Naloge:

1. Dolocite prag zaznave vonja razli¢nih disecih snovil
2. Ugotovite ¢as adaptacije cutila za vonj na razli¢cne disece snovi!
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3.1 METODE DELA V ENDOKRINOLOGIJI

Ce Zelimo poznati in razumeti delovanje hormonalnega sistema, moramo poznati kemiéno
zgradbo hormonov, nacine njihove biosinteze, skladis¢enja in izlocanja, transport in delovanje na
ciline celice ter poti njihove presnove, inaktivacije in izlo¢anja.

3.1.1 Metode prouc¢evanja hormonalnega sistema

Za proucevanje hormonalnega sistema lahko uporabljamo poskusne Zivali, izolirane organe, tkivne
rezine, celi¢ne kulture ali subcelularne delce. Izbira metode je odvisna od informacij, ki jih Zelimo
pridobiti, in ravni organizacije organizma, na kateri Zelimo dobiti podatke. Tako npr. sploSne
ucinke in delovanje hormonalnega sistema proucujemo na poskusnih Zivalih, mehanizme
delovanja hormonov pa na izoliranih celicah.

Prednost poskusov na Zivalih je, da dobimo informacije o odzivih celotnega organizma. Slaba
stran teh poskusov je velika bioloska variabilnost poskusnih Zivali in visoka cena, upostevati pa
moramo tudi dolocena eticna nacela. Klasi¢ni endokrinoloski poskusi se delajo na Zivalih (in
vivo), ki se jim odstrani dolo¢ena hormonalna Zleza (ali drug organ) in opazuje nastale
spremembe. V nadaljevanju poskusa se funkcijo organa skusa na nek nacin nadomestiti.
Organe se Zivalim najpogosteje odstrani kirursko (npr. hipofizo — hipofizektomija, nadledvi¢no
Zlezo — adrenalektomija, jajénike — ovariektomija, itd.). Organe se lahko ohrani tudi znotraj
organizma, vendar se jih inaktivira, npr. s kemi¢nimi snovmi ali denervacijo.

Izolirani organi se uporabljajo za ugotavljanje specifiénih ucinkov dolo¢enega hormona. Pri tej
metodi se izognemo ucinkom endogenih snovi, vendar pa je delovanje takih organov tezko
vzdrZzevati. Oblika poskusov na organih so poskusi in situ, pri katerih organ ostane v organizmu,
hormon pa mu apliciramo po njegovem arterijskem krvnem obtoku.

Tkivne rezine in celi¢ne kulture (in vitro modeli) omogocajo proucevanje delovanja hormonov
na celi¢ni ravni. Pri presoji rezultatov moramo upostevati, da so ti modeli v stanju katabolizma
in da nanje vpliva medij, v katerem so shranjeni. Pri teh vrstah poskusov se vecinoma
uporabljajo farmakoloske koncentracije hormonov, kar lahko vpliva na rezultate.

Subcelularne frakcije se pridobivajo iz homogeniziranih celic ali tkiv s t. i. diferencialnim
centrifugiranjem. Uporabljajo se za Studij specificnih procesov, npr. transport skozi membrano
in encimsko aktivnost. Omogocajo predvsem natancne biokemijske Studije, vendar pa lahko
proizvajajo tudi artefakte in tedaj ne odrazajo dogajanj v Zivem organizmu.
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3.1.2 Doloc¢anje koncentracij hormonov

Hormoni, prav tako pa tudi druge fizioloske ali farmakoloske snovi (vitamini, aktivni polipeptidi,
protitelesa, antibiotiki, kemoterapevtiki, narkotiki, pomirjevala), se nahajajo v telesnih tekocinah v
izredno nizkih koncentracijah. Koncentracija hormonov v krvnem serumu, plazmi, mleku ali urinu
je navadno le nekaj mikro-, nano- ali celo pikomolov na liter.

Hormone v krvi in telesnih tekocinah lahko dolo¢amo z bioloskimi, fizikalno-kemicénimi in
imunoloskimi metodami.

A) BioloSke metode dolo¢anja hormonov

Pri bioloskih metodah (tabela 3.1) uporabljamo za dolocanje koncentracije hormonov bioloski
material. To so lahko poskusne Zivali ali izolirani organi. Dolo¢anje hormonov z bioloskimi
metodami je precej nenatancno zaradi nizke obcutljivosti in slabe ponovljivosti rezultatov. Zato so
zaradi boljsih metod vecinoma Ze opuscéene.

Tabela 3.1: Primeri bioloskih testov dolo¢anja hormonov ({ zmanj$anje, 1 povedanje)

Hormon Sistem Opazovani odgovor

inzulin glodavci (stradajoci) { krvna glukoza

FSH nezreli hipofizektomirani glodavci N masa jajénikovih foliklov

TSH vsi vretencarji N sprejemanje J in sproséanje (J)T, in
U)Ts

tiroksin larve dvozivk metamorfoza

somatotropin
oksitocin
parathormon
estrogeni

androgeni

horijski gonadotropini

melanotropin

kortrikotropin

tibia (podgana)

maternica podgane
paratireoidektomirana podgana
kastrirani ali spolno nezreli glodavci
kastrirani ali spolno nezreli glodavci
Zabje samice

Zabji samci (Galli-Maininijev test)
glodavci ali kunci (Ascheim-Zondekov
test)

koZa zabe

perfuzija nadledvic¢ne Zleze

/ Sirina epifizne plosce

M kréenje

A Ca®* v plazmi

poroZenitev noznice

‘N masa prostate

inducirana ovulacija

inducirana spermatogeneza

nastanek hemoragi¢nih foliklov in
rumenih teles

N potemnitev koze

/M sinteza in sproscanje kortizola

Doloc¢anje hormonov s poskusnimi Zivalmi temelji na dajanju preiskovanega materiala poskusnim
Zivalim in opazovanju reakcij Zivalskega organizma. Te reakcije morajo biti specificne za dolo¢en
hormon, dobro vidne in merljive. Vcasih sta se najveC uporabljali metodi za ugotavljanje
nosecnosti pri ljudeh, t. i. Galli-Maininijev test (na Zabjih samcih) in Ascheim-Zondekov test (na
misih), ki pa sta danes opuscena.

e Pri Galli-Maininijevem testu se v limfno vre€o na hrbtu Zabjega samca injicira urin preiskovane
osebe. Po 2 do 4 urah se odvzame vsebino kloake in jo pregleda pod mikroskopom. Veliko
Stevilo spermijev, ki so se pojavili pod vplivom horijskih gonadotropinov v urinu, pomeni
pozitiven rezultat, se pravi nosecnost.
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e Pri Ascheim-Zondekovem testu se spolno nezreli misji samici v dveh dnevih Sestkrat podkozno
vbrizga 0,3 ml urina preiskovane osebe. Po treh do stirih dneh se Zival usmrti in pregleda njene
spolne organe, predvsem maternico in jajcnike. Drobne pikéaste krvavitve na Graafovem
foliklu pomenijo pozitivni rezultat. Tudi pri tem testu gre dejansko za reakcijo organizma na
horijski gonadotropin v urinu.

Pri delu z izoliranimi organi se uporabljajo organi (tkiva), ki odgovarjajo na doloc¢en hormon. Po
namestitvi na kimograf in primerno urejeni perfuziji organa najprej registriramo kontrakcije po
dodatku znanih koncentracij merjenega hormona. Na podlagi teh rezultatov lahko izdelamo
umeritveno krivuljo. Prav tako registriramo kontrakcije organa po dajanju preiskovanega
materiala in iz umeritvene krivulje nato dolo¢imo koncentracijo hormona.

B) Fizikalno-kemi¢ne metode dolo¢anja hormonov

Fizikalno-kemicni postopki omogocajo sicer zelo natancne analize, potrebna pa je ustrezna,
navadno precej draga oprema in usposobljeni strokovnjaki za delo z aparati. Najbolj znane
metode so spektrofotometrija in nekatere vrste kromatografij (tankoplastna, tekocinska).

e Najbolj znana metoda tekoCinske kromatografije je HPLC (high pressure liquid
chromatography). Pri tej metodi se uporabljajo posebne kolone (cevke, polnjene z drobnimi
delci), v katerih pride do loCevanja molekul iz testnega vzorca, ki ga apliciramo v kolono, na
osnovi njihovega naboja, polarnosti ali razlicne adsorpcije na nosilec. Kolona je povezana z
detektorjem, ki meri absorbanco UV ali vidne svetlobe, fluorescenco, lom svetlobe,
prevodnost, radioaktivnost ali molekulsko maso, na osnovi cesar lahko molekule
identificiramo.

¢ Plinska kromatografija temelji na lo¢evanju molekul z absorpcijo ali razporejanjem na osnovi
njihove hlapnosti. Za identifikacijo molekul se uporabljajo detektorji plamenske ionizacije in
toplotne prevodnosti.

e Z metodo masne spektrometrije lahko identificiramo molekulsko maso, strukturo in poloZaj
funkcionalnih skupin na osnovi njihove predhodne ionizacije. Masni spektrometer lahko
poveZemo s plinskim kromatografom (GC-MS) ali HPLC (HPLC-MS).

o Elektroforeza se uporablja predvsem za locevanje beljakovin na osnovi njihovega naboja ali
relativne molekulske mase. Po locevanju se jih lahko prikaze s posebnimi obarvaniji.
Beljakovine se lahko veZe tudi na posebne membrane in oznadi s specificnimi protitelesi (npr.
Western blotting).

C) Imunoloske metode dolo¢anja hormonov

To so analitske metode, ki temeljijo na specifi¢ni imunski reakciji med antigeni in protitelesi.
Uporabljajo se za analizo razli¢nih bioloskih vzorcev (kri, serum, plazma, urin, slina, mleko itd.)
zaradi velike selektivnosti, nizke meje detekcije, mozZnosti ugotavljanja Stevilnih analitov in
direktnih meritev.

e V Sestdesetih letih prejsnjega stoletja je bila za dolocanje hormonov vpeljana analitska
metoda, ki zdruZuje specifiCnost reakcije antigen-protitelo in obcutljivost detekcije
radioaktivnosti (1959 — inzulin). Metodo so imenovali Radio Immuno Assay ali skrajsano RIA.
Ta metoda je omogocila natan¢no dolocanje koncentracije hormonov do vrednosti umol/L in

51



03 FIZIOLOGIJA HORMONALNEGA SISTEMA

nmol/L. Kasneje so uvedli e sorodno metodo, imenovano Immuno Radiometric Assay ali
IRMA. S to metodopa je bilo omogoceno dolocanje koncentracij do pmol/L. Pri metodi RIA se
sreCujemo z nekaterimi slabostmi, vezanimi na uporabo radioizotopov, npr. omejen rok
trajanja komponent, relativno drag merilni sistem, ustrezno izobraZeno in dobro izurjeno
osebje, posebna laboratorijska oprema in problem radioaktivnih odpadkov.

e V sedemdesetih letih prejSnjega stoletja so zato poleg radioloskih metod priceli uporabljati
tudi metode, pri katerih so uporabili encimski postopek. Imenovali so jih ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ali EIA (Enzyme Immuno Assay). Analitska oprema za EIA se lahko
uporablja za razlicne diagnosticne metode v imunologiji (diagnostika povzrociteljev bolezni na
osnovi ugotavljanja antigenov ali protiteles), farmakologiji (analiza zdravil in drog) in
endokrinologiji (dolo¢anje koncentracije hormonov).

e Poleg tega so uvedli tudi metodo, ki temelji na fluorescenci, poznano kot FIA (Fluorescence
Immuno Assay). V zadnjem casu za dolocanje hormonov razvijajo in uvajajo metode, ki
temeljijo na kemiluminiscenci (Chemiluminiscence immunoassay (CIA)) in na elektrokemicni
aktivnosti (Electrochemical immunoassay).

ImunoloSke metode dolocanja koncentracij snovi temeljijo na treh osnovnih principih: bioloskem,
fizikalno-kemiénem in detekciji.

e Osnovni bioloski princip je vezava antigena in protitelesa.
¢ Fizikalno-kemicni princip je kompetitivni antagonizem.

e Princip detekcije temelji na merjenju radioaktivnosti, adsorbance, fluorescence
kemiluminiscence itd.

Za izvedbo vseh imunoloskih metod dolo¢anja hormonov (ali drugih snovi) potrebujemo kemicno
Cisti hormon, protitelesa proti temu hormonu in ozna¢en hormon (npr. z izotopi, encimi, itd.),
identic¢en tistemu, ki ga Zelimo dolociti.

Izolacija in sinteza hormonov

Pri endokrinoloskih poskusih ali merjenju koncentracij hormonov v telesnih tekocinah
potrebujemo kemicno ciste hormone. Ti so potrebni za pripravo protiteles in kalibratorjev
(standardov) ter za oznacevanje slednikov. V preteklosti so kot vir hormonov uporabljali ekstrakte
tkiv, ki so vsebovali meSanico hormonov in drugih snovi. Kasneje so razvili metode c¢iscenja
hormonov iz tkivnih ekstraktov. Dolocitev strukture hormonov je omogocila tudi njihovo kemicno
sintezo. Stevilne hormone, predvsem steroide, pa pridobivajo iz nekaterih gliv (npr. Aspergillus).
Danes poteka komercialna proizvodnja vecine naravnih pa tudi Stevilnih sinteti¢nih hormonov.

Priprava protiteles

Za dolocanje koncentracij snovi z imunoloskimi metodami potrebujemo specificna protitelesa za
antigene, t. j. za snovi, ki jih dolocamo v telesni tekocini. Pri imunoloski metodi dolocanja
hormonov ima vlogo antigena tisti hormon, katerega koncentracijo Zelimo dolociti.

Priprava protiteles proti hormonom temelji na imunskih metodah. Kemicno cisto snov (antigen) z
ustreznim postopkom apliciramo poskusnim Zivalim (kuncem, ovcam, oslom, govedu), ki za¢nejo
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proizvajati protitelesa proti specificnemu antigenu. Snovi, ki izzovejo imunski odgovor, mora
organizem prepoznati kot tujek, zato morajo biti zadosti velike in imeti kompleksno zgradbo.

Polipeptidni hormoni lahko zaradi svoje velikosti, strukture in medvrstnih razlik delujejo kot
antigeni, zato pri prejemniku sproZijo imunski odgovor (proizvajanje ustreznih protiteles).
Molekule steroidnih ali jod vsebujocih $¢itni¢nih hormonov so majhne in enake pri vseh vrstah
zivali, zato pri prejemniku sprozijo le bioloSki odgovor, ne pa imunskega. Zato je te antigene
(haptene) pred imunizacijo potrebno vezati na beljakovinske komponente, da se sprozi imunski
odgovor prejemnika. Na tak nacin je teoreti¢cno mozno pripraviti protitelesa za katerikoli hormon.

Protitelesa, proizvedena in vivo, so poliklonalna, ker jih proizvaja vec¢ klonov B limfocitov. S
postopki in vitro je mogoce proizvajati monoklonalna protitelesa, ki izvirajo le iz enega klona B
limfocitov. S tem mocno povecamo specificnost protiteles, saj monoklonska protitelesa
prepoznavajo le dolocen hapten.

Oznacevanje (markiranje) antigena

To je postopek vezave radioizotopa ali druge snovi na antigen, enak tistemu, ki ga dolo¢amo.

Pri radioimunskem postopku (RIA) za oznacevanje antigenov uporabljamo radioaktivne izotope,
najve¢ ), 1 in *’Co (gama sevalci) ter *H in **C (beta sevalca). Glede na to uporabljamo
detekcijske sisteme za gama ali beta sevanje. Z radioaktivnim izotopom oznaceni hormon v praksi
123), Njegova prednost je v relativno
kratki, 60-dnevni razpolovni dobi. Ta omogoca na eni strani zadovoljivo dolgo dobo skladis¢enja
oznacenega antigena, po drugi strani pa je dovolj kratka, da se majhne koli¢ine tega izotopa v Casu
desetih razpolovnih dob popolnoma razgradijo in se njegova radioaktivhost zmanjsa na
radioaktivnost okolja.

imenujemo slednik (tracer). V praksi se najveC uporablja

Pri encimsko-imunski metodi (EIA) za oznacevanje antigenov uporabljamo encime, ki sproZijo
dolocen kataliticni proces. Z encimom oznaceni hormon v praksi imenujemo konjugat. V ta namen
se najveC uporabljata alkalna fosfataza (AP) in hrenova peroksidaza (HP). Ob encimski reakciji
nastajajo snovi, ki reagirajo s t. i. kromogenom, da nastane ustrezna barvna reakcija. S primerno
aparaturo registriramo absorbanco v standardih in vzorcih.

lzvedba imunoloskih postopkov

Imunoloski postopki se vefinoma uporabljajo za merjenje ravni hormonov v plazmi, drugih
telesnih tekocinah ali tkivnih ekstraktih. Testi za dolo¢anje hormonov morajo ustrezati stevilnim,
strogo dolocenim kriterijem, ki zagotavljajo ponovljivost in primerljivost meritev. Te ovrednotimo
s postopkom validacije testa. Teste za dolo¢anje hormonov lahko pripravimo v laboratoriju,
vendar je postopek zelo zapleten, zamuden in drag. Zato se v praksi veinoma uporablja
tovarnisko pripravljene teste, ki vsebujejo vse komponente, potrebne za izvedbo postopka
meritve.

Tehnike imunoloskih postopkov delimo na kompetitivne in nekompetitivne. S kompetitivnimi
metodami je mogoce ugotavljati protitelesa, lahko pa tudi antigene. Od nekompetitivnih metod
pa se najveC uporabljata indirektna metoda za ugotavljanje protiteles in sendvi¢ metoda za
ugotavljanje antigenov. V nadaljevanju opisana postopka sodita med kompetitivne teste, ki se
uporabljajo za dolo¢anje hormonov.
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lzvedba reakcij

Postopek RIA izvajamo v seriji epruvet. Njihovo Stevilo je odvisno od Stevila kalibratorjev in
vzorcev, vse meritve pa delamo v dvojniku. Postopek (slika 3.1) pricnemo tako, da v vsako
epruveto dodamo znano koli¢ino testne tekocine oziroma kalibratorja. Nato dodamo oznaceni
antigen in protitelesa, oboje v znanih koli¢inah in koncentracijah. Vsebino epruvet dobro
preme$amo. Sledi inkubacija, v kateri ste¢e vezava antigenov in protiteles. Cas inkubacije lahko
traja od ene pa vse do Stiriindvajsetih ur. Dolge inkubacije zahtevajo nizke temperature, pri
hitrih (kratkih) inkubacijah pa je temperatura obic¢ajno okoli 37 °C. Med inkubacijo se tako
oznaceni hormon (antigen) kot naravni, neoznaceni hormon veZeta na omejeno in konstantno
koli¢ino protiteles. Pri tem med obema prihaja do t. i. kompetitivnega antagonizma: Ce je na
razpolago vec oznacenega kot naravnega antigena, se bo vezalo ve¢ oznacenega, Ce pa je vec
naravnega kot oznacenega antigena, se bo vezalo vec naravnega. Nato nastopi faza lo¢evanja
vezanih in nevezanih komponent. Pri tem ohranimo v epruveti samo tiste antigene, ki so se
vezali s protitelesi, nevezane antigene, tako naravne kot oznacene, pa odstranimo, da ne
motijo meritve. V ta namen je na razpolago vec nacinov, ki jih uporabljamo glede na vrsto
hormona, ki ga doloéamo. NajobicajnejSe metode so locitev z aktivnim ogljem, precipitacija,
vezava s sekundarnimi protitelesi in vezava protiteles na stene epruvete (ta, sodobnejsi
postopek se imenuje coated tubes).
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Slika 3.1: Faze postopka RIA — kompetitivna tehnika

Pri postopku EIA gre v osnovi za podoben princip kot pri RIA, le da antigene namesto z
izotopom oznacimo z encimom, katerega aktivnost merimo glede na njegovo delovanje na
specifi¢en substrat. Postopki se izvajajo na posebnih mikrotitrskih plos¢ah (MTP) s 96 (8 x 12)
jamicami. Stopnje vsake metode EIA so vezava (adsorbcija) antigena ali protitelesa na trdno
fazo (na steno jamice MTP), dodajanje preiskovanega vzorca in z encimom oznacenih
antigenov (slika 3.2 (A)), inkubacija (slika 3.2 (B)), izpiranje (slika 3.2 (C)) in dodajanje substrata
za encim (slika 3.2 (D)). Da se ta ne razgradi v celoti, encimsko reakcijo po dolo¢enem ¢asu
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ustavimo z dodajanjem raztopine za ustavljanje reakcije (najpogosteje 0,1 do 0,2 M raztopina
zveplene kisline), kar povzroci nastanek razli¢no intenzivnih obarvanj vsebine jamic.

lzvedba meritev

Pri RIA dolo¢amo radioaktivnost s t. i. Stevci. Kadar delamo z beta sevalci, uporabljamo beta,
kadar delamo z gama sevalci, pa gama Stevce. Obe vrsti Stevcev delujeta na principu t. i.
scintilacije. To pomeni, da radioaktivno sevanje izzove v delu Stevca, imenovanem kristal, proces
scintilacije (svetlikanja), ki nastane zaradi ucinka radioaktivnhega sevanja na kristal NalJ (gama
sevanje) ali tekoCi kristal (beta sevanje). Fotone, ki nastanejo pri tej interakciji, registrira
fotopomnozevalka in jih preko ustreznega elektronskega vezja ojaca. Stevci dajo podatke o
radioaktivnosti vzorca v enotah CPM (Counts Per Minute), to je v Stevilu radioaktivnih razpadov v
minuti.

Pri EIA rezultate reakcij lahko odcéitamo kvantitativno. V tem primeru s spektrofotometrom
izmerimo opti¢ne gostote (absorbance) standardov in vzorcev, kvalitativne meritve pa izvedemo
na osnovi opazovanja spremembe barve vsebine jamic.
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Slika 3.2: Faze postopka EIA (razlaga je v tekstu)
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Izracdun rezultatov

Pri vseh wvrstah imunoloskih metod moramo za izraun rezultatov izdelati umeritveno
(standardno) krivuljo. Pripravimo jo s pomocjo standardnih vzorcev (kalibratorjev). To so
raztopine hormonov (antigenov) s to¢no doloéenimi koncentracijami, pripravljene laboratorijsko
ali tovarnisko. Z vsakim standardnim vzorcem naredimo kompletno meritev in pri RIA dolo¢imo
njegovo radioaktivnost (CPM), pri EIA pa absorbanco. Pri metodah, ki temeljijo na kompetitivhem
antagonizmu, je med koncentracijo preiskovanega hormona in radioaktivnostjo oziroma
absorbanco vzorca obratno sorazmerje, kar pomeni, da bomo najvecjo vrednost izmerili v
kalibratorju z najmanjSo koncentracijo preiskovanega hormona, z naras¢anjem koncentracij
hormona v kalibratorjih pa bo vrednost upadala (slika 3.3).

Standardno krivuljo nariSemo na logaritemskem papirju, kjer na ordinato z logaritemsko skalo
nanesemo vrednosti CPM (RIA) oziroma absorbance (EIA), na absciso z decimalno skalo pa
vrednosti koncentracije. Rezultate meritev CPM oz. absorbance kalibratorjev nanesemo nad
tockami koncentracije, tocke med seboj povezemo in dobimo standardno krivuljo. Pri meritvi
koncentracije preiskovanega vzorca rezultat meritve nanesemo na ordinato; od te tocke
potegnemo vodoravno C¢rto do standardne krivulje. Od tocke, kjer horizontala seka krivuljo,
potegnemo navpicnico do abscise. Na mestu, kjer ta seka absciso, preberemo vrednost
koncentracije izmerjenega vzorca.
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Slika 3.3: Princip priprave standardne krivulje (RIA)
(A — kalibrator »0« (brez naravnega hormona), B — kalibrator z nizko koncentracijo, C — kalibrator z visoko

koncentracijo)
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Postopek dolocanja koncentracije z zgoraj opisano metodo je zamuden in dokaj nenatancen.
Sodobni Stevci so navadno povezani z racunalniki. Ustrezni racunalniski programi omogocajo
avtomatic¢no, hitro in natanc¢no izraCunavanje rezultatov, vendar pa vsi kot osnovo potrebujejo
meritve kalibratorjev z znanimi koncentracijami hormonov.

C) Merjenje koncentracije progesterona z EIA

V praksi so na voljo Stevilni komercialni kompleti za doloc¢anje progesterona, ki omogocajo
enostavno, zanesljivo in natanc¢no merjenje tega hormona v krvni plazmi ali serumu samic
domacih zivali za ugotavljanje pojatve ali brejosti oziroma ocenjevanje stanja rumenega telesa.

Test Ovucheck temelji na kompetitivnem antagonizmu med neoznacenim (naravnim)
progesteronom v vzorcu ali standardu in z encimom alkalno fosfatazo oznacenim progesteronom
pri vezavi na omejeno Stevilo specificnih protiteles proti progesteronu.

Jamice MTP so prekrite s protitelesi, na katera se veZe progesteron. Po inkubaciji se vse
komponente razen vezanih odstranijo z izpiranjem. Koli¢ina vezanega oznacenega progesterona v
jamicah je obratno sorazmerna koncentraciji neoznacenega progesterona, ki se nahaja v vzorcu in
se izmeri po reakeciji alkalne fosfataze z njenim substratom ob koncu druge inkubacije. Barva, ki pri
tem nastane, se meri spektrofotometri¢no, koncentracija progesterona v vzorcu pa se dolodi po
standardni krivulji.

a) Material:
200 pL multipipeta, 100 pL multipipeta, 10 pL pipeta, citalec mikrotitrskih plos¢
(spektrofotometer), komercialni test za dolo¢anje progesterona.

b) Postopek:
Test izvedemo po originalnih navodilih proizvajalca, ki so priloZzena kompletu.

c) Rezultati:
Iz absorbanc standardov skonstruiramo standardno krivuljo. Iz te krivulje od¢itamo
koncentracije progesterona v preiskovanih vzorcih.

¢) Naloge:
e Iz navodil testa prepisite vse komponente in razlozZite njihov namen oziroma uporabo!
e Dolocite koncentracije progesterona v vzorcih krvnega seruma samic domacih Zivali!

57



03 FIZIOLOGIJA HORMONALNEGA SISTEMA

3.2 PRIKAZ DELOVANJA HORMONOV

Hormonalni sistem ima Stevilne kompleksne in zapletene ucinke na telo kot celoto in tudi na
specifi¢na tkiva in organe. Proucevanje ucinkov hormonov na organizem je v laboratoriju tehni¢no
tezko izvedljivo, saj poskusi lahko trajajo vec dni, tednov ali celo mesecev in so zelo dragi. Poleg
tega je poskusne Zivali pogosto treba Zrtvovati, v¢asih pa so za izvedbo poskusov potrebni
tehni¢no zapleteni kirurski posegi. RacunalniSke simulacije (npr. PhysioEx) omogocajo prikaz
delovanja nekaterih hormonov na organizem z uporabo virtualnih Zivali namesto resniénih.
Zapletene kirurske posege lahko izvedemo s pritiskom na misko in celotne poskuse v delcku casa,
ki bi ga potrebovali pri resni¢nih poskusih.

3.2.1 Delovanje estrogenov na maternico podgane

Folikli v jajénikih samic med razvojem proizvajajo estrogene hormone, ki vplivajo na rast in razvoj
zenskih spolnih organov. V maternici tudi pospesSujejo razvoj sluznice ter njeno pripravo na
sprejem zarodka. S kirurSsko odstranitvijo jajénikov (ovariektomija) pri poskusnih Zivalih
odstranimo vir estrogenih hormonov in povzro¢imo atrofijo maternice.

Simulacija prikazuje klasi¢en endokrinoloski poskus, s katerim prikazemo ucinek estrogenih
hormonov na maternico. Poskus se izvaja na dveh ovariektomiziranih podganah Zenskega spola, ki
zato ne proizvajata estrogena. Eni podgani z dnevnimi injekcijami estrogen nadomes¢amo, druga
pa sluzi kot kontrola in vsakodnevno prejema injekcije fizioloske raztopine. V nadaljevanju
poskusa obema podganama odstranimo maternico. Izolirana organa stehtamo in na osnovi mase
sklepamo o ucinkih estrogena.

Experiment Tools Help Hormone Replacement Therapy

//m\ /]_ ‘" # of injections saline estrogen |
. = W pven |

Reset experiment

# of injections saline | estrogen |

Elapsed #of saline # of estrogen

Days injections  injections Weight

Slika 3.4: Virtualni laboratorij za prikaz nadomestne terapije z estrogenom
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Iz menija poskusa izberemo poglavije Hormonska nadomestna terapija (Hormone replacement
therapy). V virtualnem laboratoriju (slika 3.4) sta dve podgani, na katerih bomo izvedli poskus,
steklenicki s fizioloSko raztopino in raztopino estrogena, injekcijska brizga, Skatlica s tehtalnim
papirjem in tehtnica. Po odstranitvi maternice podgana izgine z ekrana in je ne moremo vrniti,

razen ¢e ponovno zacnemo s poskusom. To ponazarja situacijo pri delu z Zivimi Zivalmi, ko po

.....

a) Postopek:

1.

9.

Injekcijsko brizgo premaknemo v steklenicko s fizioloSko raztopino. Brizga se avtomatsko
napolni z 1 ml raztopine.

. Injekcijsko brizgo premaknemo v kletko s kontrolno podgano. Raztopina se vbrizga v

spodnje abdominalno podrocje (intraperitonealno). Po aplikaciji se brizga avtomatsko vrne
v lezisce. Ocistimo jo z ukazom Clean.

Injekcijsko brizgo premaknemo v steklenicko z raztopino estrogena. Brizga se avtomatsko
napolni z 1 ml raztopine.

Postopek, opisan v 2. tocki, ponovimo Se s poskusno podgano. Po konc¢ani aplikaciji z
racunalnisko misko poZzenemo uro.

Postopek, opisan v tockah 1. do 4. ponavljamo, dokler vsaka podgana v ¢asu 7 dni ne dobi 7
injekcij fizioloske raztopine oziroma raztopine estrogena. Stevilo prejetih injekcij je
prikazano pod kletkama (1 injekcijo dnevno).

Izberemo $katlico s tehtalnim papirjem (Weighting Paper). Prikaze se majhen koscek
tehtalnega papirja, ki ga premaknemo na tehtnico. Ta nam pokaZze maso papirja. Z ukazom
Tare uravnamo (tariramo) tehtnico, tako da je na njeni skali prikazana masa 0.00.

. Z izbiro ukaza Odstrani maternico (Remove Uterus) obema podganama odstranimo

maternico (podgani izgineta, v kletkah ostaneta maternici).

Maternico kontrolne podgane premaknemo na tehtnico. Z izbiro ukaza Weight stehtamo
organ in zapiSemo podatke (Record Data).

Z ukazom Clean odstranimo maternico in papir s tehtnice.

10. Ponovimo postopek, opisan v 6. tocki.
11. Po postopku, opisanem v 8. tocki, stehtamo maternico poskusne podgane in zapiSemo

podatke (Record Data).

b) Naloge:

Odgovorite na spodnja vprasanja:

Kaksna je bila razlika med maternico poskusne in kontrolne podgane?
Kako estrogeni hormoni vplivajo na poskusno Zival?
Kaj bi se zgodilo, ¢e bi namesto estrogenih hormonov aplicirali testosteron?
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3.2.2 Inzulin in diabetes

Inzulin nastaja v B celicah endokrinega dela trebusne slinavke. Ima pomembno vlogo pri
uravnavanju koncentracije glukoze v krvi, saj celicam omogoca, da sprejemajo glukozo iz krvnega
obtoka. Kadar je nastajanje inzulina v pankreasu onemogoceno, nastane sladkorna bolezen
(diabetes melitus tipa I). Sladkorna bolezen lahko nastane tudi ob normalnem nastajanju inzulina,
¢e organizem nanj ne odgovarja (diabetes melitus tipa Il). V obeh primerih glukoza ostaja v krvi,
ker je telesne celice ne morejo izkoris¢ati.

o To erime e and Diabete

8
g

60 90

Glucose (mg/deciliter) |

A
Optical Density
I:l Glucose (mg/deciliter)

Optical Density  Glucose (mg/deciliter)  Insulin Saline Alloxan

_

Slika 4.5: Virtualni laboratorij za prikaz vpliva inzulina na koncentracijo glukoze v krvi

V poskusu bomo proucevali ucinke inzulina na diabetes tipa I. Poskus je razdeljen v dva dela: v
prvem bomo pripravili standardno krivuljo za glukozo, v drugem pa bomo primerjali zdravo in
diabeti¢no podgano in vplive inzulina na obe.

1. del: priprava standardne krivulje za glukozo

Da lahko izmerimo koncentracijo glukoze v krvi (2. del poskusa), moramo najprej pripraviti
standardno krivuljo glukoze. Poskus zachemo z izbiro poglavja Inzulin in diabetes 1. del (Insulin
and Diabetes-Part 1) iz menija poskusa. Na desni strani ekrana je spektrofotometer, na levi pa
inkubacijska enota in raztopine, ki jih potrebujemo za dolocanje koncentracij glukoze. Za pripravo
standardne krivulje glukoze potrebujemo 5 epruvet z znanimi koncentracijami glukoze (30 mg/dl,
60 mg/dl, 90 mg/dl, 120 mg/dl in 150 mg/dl), ki jim s spektrofotometrom izmerimo opti¢no
gostoto.

a) Postopek:
V stojalo inkubacijske enote postavimo 5 epruvet.
1. Kapalko iz steklenicke s prvim standardom premaknemo nad 1. epruveto. Iz kapalke kane
kapljica raztopine. Postopek ponovimo Se z ostalimi epruvetami (v vsako naslednjo kane 1
kapljica vec).
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2. Kapalko iz steklenicke z destilirano vodo (Deionized water) premaknemo nad 1. epruveto. Iz
kapalke kanejo 4 kapljice. Postopek ponovimo Se z ostalimi epruvetami (v vsako naslednjo
kane 1 kapljica manj, v zadnjo nobena).

3. Z ukazom Mix premeSamo vsebino epruvet.

4. Z ukazom Centrifuge centrifugiramo epruvete (ob tem se za nekaj trenutkov potopijo v
inkubacijsko enoto).

5. Ko se epruvete dvignejo, z ukazom Remove Pellet odstranimo iz epruvet usedlino.

6. Kapalko iz steklenicke z encimskim barvnim reagentom (Enzyme color reagent)
premaknemo nad 1. epruveto. Iz kapalke kane 5 kapljic reagenta. Ta vsebino epruvete
obarva vijoli¢no. Postopek ponovimo Se z ostalimi 4 epruvetami.

7. lzberemo ukaz Incubate. Epruvete se potopijo v inkubacijsko enoto, inkubirajo in nato spet
dvignejo.

8. Na spektrofotometru izberemo ukaz Set Up. Instrument se ogreje in pripravi na meritve.

9. Prvo epruveto premaknemo v spektrofotometer in izberemo ukaz Analyze. Na ekranu se
pojavi rdeca pika, ob prikazih opti¢ne gostote in koncentracije glukoze (mg/dl) pa ustrezni
vrednosti. Z ukazom Record Data shranimo rezultate, epruveto pa umaknemo v pomivalni
stroj. Postopek ponovimo Se z ostalimi 4 epruvetami.

b) Naloge:
1. Rezultate vnesite v tabelo!

2. Iz podatkov narisite standardno krivuljo za glukozo (abscisa — koncentracija glukoze
[mg/100 ml], ordinata — opti¢na gostota raztopin)!

Standardna krivulja glukoze

Stevilka epruvete

Koncentracija glukoze [mg/100 ml]

Optic¢na gostota
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2. del: primerjava koncentracije glukoze pred injekcijo inzulina in po njej

Poskus zacnemo z izbiro poglavja Inzulin in diabetes 2. del (Insulin and Diabetes-Part 2) iz menija
poskusa. Virtualni laboratorij (slika 3.5) je podoben kot pri prejSnjem poskusu, le da sta v
zgornjem levem vogalu kletki s podganama, desno od njiju pa so injekcijske brizge z inzulinom,
fizioloSko raztopino in aloksanom. Aloksan je snov, ki selektivno unicuje B celice pankreasa, zato
povzroca nastanek diabetesa.

a) Postopek:

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.
20.

Injekcijsko brizgo s fizioloSko raztopino premaknemo v kletko s kontrolno podgano in ji
apliciramo substanco.

Injekcijsko brizgo z aloksanom premaknemo v kletko s poskusno podgano in ji apliciramo
substanco.

Epruveto premaknemo v kletko s kontrolno podgano. Vanjo kanejo tri kapljice krvi iz repa.
Epruveto namestimo na prvo pozicijo stojala inkubacijske enote.

Drugo epruveto premaknemo v kletko s poskusno podgano. Tudi vanjo kanejo tri kapljice
krvi iz repa. Epruveto namestimo na drugo pozicijo stojala inkubacijske enote.

Obema podganama apliciramo inzulin.

Obema podganama odvzamemo kri in epruveti postavimo na 3. in 4. pozicijo inkubacijske
enote.

Izberemo ukaz Obtain Reagents. Kletki s podganama in injekcijske brizge izginejo z zaslona,
namesto njih pa se prikaZze polica z destilirano vodo in reagenti (barijev hidroksid, encimski
barvni reagent in heparin).

Kapalko iz steklenicke z destilirano vodo premaknemo nad 1. epruveto. Vanjo pade 5
kapljic. Postopek ponovimo Se z ostalimi epruvetami.

Kapalko iz steklenicke z barijevim hidroksidom (uporablja se za odstranjevanje beljakovin in
celic) premaknemo nad 1. epruveto. Vanjo pade 5 kapljic. Postopek ponovimo Se z ostalimi
epruvetami.

Kapalko iz steklenicke s heparinom premaknemo nad 1. epruveto. Vanjo pade 1 kapljica.
Postopek ponovimo Se z ostalimi epruvetami.

Z ukazom Mix premeSamo vsebino epruvet.

Z ukazom Centrifuge epruvete centrifugiramo (ob tem se za nekaj trenutkov potopijo v
inkubacijsko enoto).

Ko se epruvete dvignejo, z ukazom Remove Pellet odstranimo usedlino iz epruvet.

Kapalko iz steklenicke z barvnim reagentom premaknemo nad 1. epruveto. Iz kapalke pade
5 kapljic reagenta, ki vsebino epruvete obarva vijolicno. Postopek ponovimo Se z ostalimi
epruvetami.

Izberemo ukaz Incubate. Epruvete se potopijo v inkubacijsko enoto, inkubirajo in nato
dvignejo.

Na spektrofotometru izberemo ukaz Set Up. Instrument se ogreje in pripravi na meritve.
Izberemo ukaz Graph Glucose Standard pod ekranom spektrofotometra, kjer se izrise
standardna krivulja, ki smo jo pripravili pri prejSnjem poskusu.

Prvo epruveto premaknemo v spektrofotometer in izberemo ukaz Analyze. Na ekranu se
pojavi vodoravna crta, ob prikazu opticne gostote pa ustrezna vrednost. Rdeco navpicno
¢rto z desnega roba ekrana premaknemo do tocke, kjer vodoravna ¢rta seka standardno
krivuljo. Na prikazu koncentracije glukoze vidimo ustrezno vrednost.

Epruveto premaknemo v pomivalni stroj in shranimo rezultate (Record Data).

Meritev ponovimo Se z ostalimi epruvetami.
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Stevilka

epruvete

Opis
vzorca

Opticna
gostota

Koncentracija
glukoze
[mg/100 ml]

b) Naloge:
1. lzmerjene vrednosti opti¢ne gostote vnesite v tabelo!
2. Po standardni krivulji, ki ste jo pripravili v 1. delu poskusa, dolocite koncentracijo glukoze v
testnih vzorcih. Rezultate vnesite v tabelo!
3. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e RazlozZite, kako in zakaj se koncentracija glukoze v 1. epruveti razlikuje od tiste v 2.!
e Kaksno stanje povzroci v organizmu aloksan?
e Kaksna je koncentracija glukoze v 3. epruveti v primerjavi s 1.? RazloZite rezultat!
e Kaksna je koncentracija glukoze v 4. epruveti v primerjavi z 2.? RazlozZite rezultat!
e Kako je inzulin u¢inkoval na kontrolno podgano?
e Kako je insulin u¢inkoval na poskusno podgano?
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Jemanju hrane sledijo kemicni in fizikalni procesi prebave, ki razgradijo hranilne snovi, tako da se
njihove strukturne enote in druge enostavne kemicne snovi lahko absorbirajo in vstopijo v
procese intermediarnega metabolizma. Pri vseh vrstah domacih Zivalih so prebavila sestavljena iz
prebavnega trakta (usta, poziralnik, Zelodec in ¢revo) in akcesornih prebavnih organov (slinske
Zleze, trebusna slinavka, jetra), vendar v velikosti in vlogi posameznih delov prebavil obstajajo
precejSnje medvrstne razlike zaradi razlik v prehrani.

4.1 PREBAVA YV USTIH

Usta so najbolj kranialni del prebavil, ki omogocajo sprejemanje hrane in zmanjsevanje velikosti
zauzitih delcev ob Zvecenju. Ob tem se hrana premesa s slino, kar olajSa poziranje zauzite hrane
(bolus). Pri nekaterih zivalskih vrstah se v ustih pri¢ne tudi encimska razgradnja hranilnih snovi.

4.1.1 Metode zbiranja sline in prou€evanja funkcij slinskih zlez

Za proucevanje biokemicnih in fizioloSkih lastnosti sline, pogosto pa tudi v klinicne namene,
potrebujemo dolocene kolicine sline, ki jo lahko pridobimo na razlicne nacine.

Mesano slino lahko pridobimo pri ¢loveku tako, da poskusna (preiskovana) oseba pljuva slino v
zbirno posodico, ob tem pa vzpodbuja izlo¢anje sline z ZveCenjem parafina ali gume. Pri Zivalih
lahko mesano slino dobimo neposredno tako, da kosem vate (ali druge vpojne snovi) nekaj casa
drzimo v ustih Zivali in ga nato oZmemo. Slinjenje lahko pospesimo z dajanjem nekaterih snovi (gl.
vajo 4.1.2).

Za pridobivanje Ciste sline iz ene od glavnih slinskih Zlez lahko uporabimo kateterizacijo izvodila
(zacasno fistulo) ali Laschejevo kanilo (slika 4.1). Kateterizacijo izvedemo tako, da v izvodilo Zleze
uvedemo kateter (tanko gumijasto ali plasti¢no cevcico), skozi katero izteka slina v posodo. Zivali
ta kateter obicajno pregriznejo ali kako drugace odstranijo, zato je ta metoda izvedljiva le v
narkozi in je manj uporabna.

Laschejeva kanila je okrogla, plitva
posodica, sestavljena iz dveh
koncentri¢nih delov: centralni del
namestimo nad izvodilo slinske Zleze,

v perifernem delu pa s ¢rpalko ali
brizgo  ustvarimo  vakuum in
omogocimo fiksacijo naprave.
Centralni del je povezan s cevko,
skozi katero s ¢rpalko ¢rpamo slino.

Slika 4.1: Lascheyeva kanila (shema)
(C — centralni del, P — periferni del)

Pri kliniénih raziskavah izlo¢anja sline so v preteklosti uporabljali predvsem pse. Rezultati teh
poskusov so veliko prispevali k poznavanju funkcije slinskih Zlez in faktorjev, ki vplivajo na
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izloCanje in sestavo sline. Koli¢ino izloCene sline pri Zivalih so dolocali s pomocjo poziralnikove
(ezofagealne) fistule. Pri tej metodi prezvecena in pogoltnjena hrana izhaja skozi odprtino v
poziralniku. 1z razlike med maso svezZe in pogoltnjene hrane lahko izracunamo kolic¢ino izloc¢ene
sline. Za dolgotrajnejSe proucevanje izlocanja sline pri zivalih so uporabljali trajno fistulo (slika
4.2), pri kateri se izvodilo dolocene slinske Zleze premesti na povrsino koZe obraza. Narkotizirani
zivali, ki se ji predhodno obrije dlako na ustreznem delu obraza, se odpre usta in poiSce ustje
izvodila slinske Zleze. S kroZznim rezom okoli ustja se to oddvoji od okolne sluznice, nato pa se
previdno preparira del izvodila. Nato se izvede rez skozi muskulaturo in koZo lica in skozi odprtino
potegne preparirano izvodilo, katerega ustje se prisSije na koZo obraza. Ko se rana zaceli, se v tako
premaknjeno izvodilo vstavi kateter s posodico, v kateri se nabira slina. Pod vplivom delovanja
razlicnih faktorjev, ki vplivajo na koli¢ino in sestavo sline, bo skupaj z drugimi slinskimi Zlezami
funkcionirala tudi #leza z vstavljeno kanilo. Zivali s takimi fistulami lahko Zivijo ve¢ let. Problemi
lahko nastopijo pri prezvekovalcih, ki jim moramo del sline vracati ali pa dodajati v hrano NaHCOs..

Slika 4.2: Operacijski postopek priprave trajne fistule podusesne slinavke pri psu

(a — preparacija izvodila slinske Zleze, b — videz premescenega izvodila na povrsini koZe obraza, ¢ —

zbiranje sline s katetrom v zbirno posodico)
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4.1.2 Stimulacija izlo¢anja sline pri kuncu

IzloCanje sline poteka pod vplivom vegetativhega Zivénega sistema — simpatikusa in
parasimpatikusa. Pri Zivalih in ¢loveku je moZno vplivati na izlo¢anje sline s sproZanjem razli¢nih
pogojnih in nepogojnih refleksov (posledica mehani¢nega, kemicnega in drugega drazenja
receptorjev v ustni sluznici, opazovanje, vonjanje hrane), z drazenjem Ziv¢nih vlaken, ki vstopajo v
slinsko Zlezo, ali s parenteralnim dajanjem nekaterih kemi¢nih snovi.

Elektricno drazenje parasimpaticnih Zivénih vlaken povzroca izlocanje vecje kolicine redke, tekoce
sline. Enak ucinek ima dajanje nekaterih kemicnih substanc, npr. acetilholina, pilokarpina ali
arekolina.

Elektricno drazenje simpaticnih Zivcnih vlaken pa povzroca izlo¢anje manjse kolicine goste, lepljive
in vlecljive sline, bogate z mucinom. Enako ucinkuje dajanje adrenalina.

a) Material:

e Kunec (fiksiran v zaboj¢ku), raztopina pilokarpin* hidroklorida (mkc 120 mg/L vode),
kapalka, ¢asa, Stoparica.

*alkaloid iz listja tropske rastline Pilocarpus penuatifolius. Povzroca slinjenje, potenje in
zoZitev zenic. Pri ¢loveku 10 mg povzroci izlo¢anje 3/4 L sline v 2 do 3 urah (muskarinski
ucinek). Uporablja se za zdravljenje akutnega glavkoma.

b) Postopek:
1. Poskusni Zivali kanemo na ocesno veznico kapljico pilokarpina. Kmalu opazimo izloc¢anje
redke sline, ki se izceja iz gobcka.
2. Slino zbiramo v ¢aso in jo prihranimo za nadaljnje poskuse.

c) Naloge:

1. Izmerite Cas, ki potece od aplikacije pilokarpina do pricetka izlocanja sline!
2. RazloZite mehanizem izlo¢anja sline!

4.1.3 Vloga amilaze pri prebavi Skroba

Slina vsejedov (npr. prasi¢a, cloveka), kunca in nekaterih drugih sesalcev ter ptic vsebuje
karbohidrazni ferment amilazo, ki je najpomembnejsi ferment sline. Hidrolizira 1,4-glikozidne vezi
in cepi ogljikove hidrate (Skrob, glikogen) preko dekstrinov (eritrodekstrini — rdeci, ahrodekstrini —
brezbarvni) do reducentni sladkorjev (npr. maltoze).

Amilaza je polipeptid in jo sestavlja 18 razli¢nih aminokislin. Molekulska masa je 45000 do 50000.
Optimalni pH delovanja je 6,7 do 7,2. Je sorazmerno termostabilna, saj je aktivna Se pri 50 °C, na
sobni temperaturi ostane aktivna 7 dni, na +4 °C pa vec kot dva meseca.

In vitro je amilaza zelo aktivna, njen pomen pri prebavi skroba v ustih pa je majhen, saj je njeno
delovanje razmeroma kratkotrajno — po za¢etnem delovanju v ustih nadaljuje svojo aktivnost do
tedaj, ko jo inaktivira kisli pH Zelod¢nega soka in razgradi pepsin. Preostali Skrob se razgradi v
tankem crevesu pod vplivom delovanja pankreasne in ¢revesne amilaze.

Med procesom prebave koli¢ina skroba upada, koli¢ina maltoze pa narasc¢a. Pri poskusih in vitro
lahko razgradnjo Skroba in nastanek maltoze dokazemo z nekaterimi kemicnimi reakcijami.
Reakcija IKI (jod-kalijev jodid, tudi lugol) se uporablja za dokazovanje polisaharidov. Zaradi vezave
barvila na polisaharid se vzorec obarva ¢rnomodro ali opecnatordece. Benedictova in Fehlingova
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reakcija pa se uporabljata za dokazovanje reducentnih sladkorjev in temeljita na redukciji
dvovalentnega bakra in nastanku bakrovega(l) oksida, ki je ob pozitivni reakciji opecnatordece
barve.

A) Prikaz delovanja amilaze pri prebavi Skroba

Delovanje amilaze pri prebavi ogljikovih hidratov lahko prikazemo z racunalniskim programom
PhysioEx. Virtualni laboratorij odpremo z izbiro poglavja Kemiéni in fizioloski procesi prebave
(Chemical and Physical Processes of Digestion) v glavnhem meniju, kjer v podmeniju Experiment
izberemo poglavje Amylase.

Virtualni laboratoj za ta poskus prikazuje slika 4.3. V zgornjem desnem kotu ekrana sta polici z
reagenti. Inkubacijska enota vsebuje stojala za epruvete in vodno kopel. Ciste epruvete so v
pomivalnem stroju, od koder jih po potrebi prenasamo v stojalo. Epruvete v stojalih inkubacijske
enote inkubiramo z ukazom Incubate. Vsebino posamezne epruvete lahko tudi prevremo ali
zamrznemo (izbira Stevilke epruvete, nato ukaz Zavri (Boil) ali Zamrzni (Freeze)). VVrata omarice za
analize zgoraj levo se odprejo po koncani inkubaciji. V njej sta Benedictov reagent in lugol (IKl) ter
epruvete za dokaz skroba.

Go To Experiment Tools Amylase

S ~ |L\- (7 N | ~
| |
‘Del""i“d Glucose | | Cellulose | Peptidase | Bacteria
Water |
\ £\ L\ £ “

\ ‘Temperature ( °C) __ Timer (min)
Test Tube Washer 4 F r Qr F
= oS ;Eliapsed Time)

'_I_'_ubeNq. Reagent 1 : Reagent 2 Reagenla_ Boiled _Time Temp. : IKI _Eenedict‘s_p"

JJ | i

Slika 4.3: Virtualni laboratorij za prikaz delovanja slinske amilaze

a) Priprava in inkubacija vzorcev

1. V stojalo inkubacijske enote namestimo 7 epruvet.

2. Po navodilih, podanih v tabeli, napolnimo epruvete z reagenti.

3. Ko so vse epruvete napolnjene, izberemo oznako 1 pod 1. epruveto, ki se potopi v vodno
kopel. Vse ostale epruvete morajo ostati v prvotnem polozaju!

4. Z ukazom Boil prevremo vsebino 1. epruvete, ki se ez nekaj trenutkov dvigne iz kopeli.
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5.

Z ukazoma (+) oz. (=) nastavimo temperaturo inkubacije na 37 °C in ¢as inkubacije na 60 min
(v virtualnem laboratoriju 60 s). Z ukazom Incubate pozenemo inkubacijo. Inkubacijska
enota mesa vsebino epruvet, ob koncu inkubacije se stojalo z epruvetami dvigne iz kopeli.
Hkrati se odprejo vrata omarice z reagenti.

b) Analiza vzorcev:

V omarici za analizo sta IKI test za dokaz skroba in Benedictov reagent za dokaz maltoze. Pod
reagentoma je 7 epruvet, v katere prenesemo del testnega vzorca.

1.

Izberemo 1. epruveto v stojalu (spremeni se v miniaturno epruveto, nagnjeno v levo) in jo
premaknemo k prvi epruveti na levi strani omarice z reagenti. Polovica vsebine prve
epruvete se prelije v drugo. Postopek ponovimo Se z ostalimi epruvetami.

2. Kapalko iz steklenicke z IKI reagentom premaknemo do prve testne epruvete tako, da
kapljica reagenta kane vanjo. Ob tem se barva vsebine epruvete lahko spremeni.
Crnomodro obarvanje je znak pozitivne reakcije na $krob, ¢e se barva reagenta ne
spremeni, je reakcija na sSkrob negativna, bledo sivo obarvanje pa kaze na Sibko pozitivho
reakcijo. Reagent IKI razporedimo Se v ostale testne epruvete.

3. K ostanku vsebine vsake epruvete v stojalu inkubacijske enote dodamo Benediktov reagent
na enak nacin kot predhodnega.

4. Izberemo ukaz Boil. Stojalo z epruvetami se bo potopilo v vodno kopel in vsebina epruvet
bo zavrela.

5. Ko se stojalo z epruvetami dvigne iz kopeli, si ogledamo rezultate barvne reakcije. Zeleno do
rdeCe obarvanje kaZe na prisotnost maltoze — pozitivnho reakcijo (najve¢ maltoze je v
rdeCerjavo obarvani vsebini). Pri negativni reakciji se barva ne spremeni. Rezultate
zapiSemo.

6. Ce Zelimo poskus ponoviti ali izvesti naslednjega, vse epruvete najprej premestimo v
pomivalni stroj.

St. epruvete

Reagenti 1 2 3 4 5 6 7
dest. dest.

encim amilaza amilaza amilaza amilaza amilaza
voda voda

. 5 dest. . 5 .
substrat Skrob Skrob Skrob maltoza Skrob Skrob
voda

pufer [pH] 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 2,0 9,0

vrenje,

inkubacija 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C

37°C

Benedictova

reakcija
IKI test
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c) Naloge

1.
2.

Rezultate meritev vnesite v tabelo!

Odgovorite na spodnja vprasanja:

V katerih epruvetah je bila IKI reakcija pozitivna? Razlozite, zakaj!

V katerih epruvetah je bila pozitivnha Benedictova reakcija? Razlozite, zakaj!
Kateri pH pufra omogoca najvecjo aktivnost amilaze?

Ali je amilaza, ki je v slini, aktivna tudi v Zelodcu?

KakSen ucinek ima segrevanje do vrelis¢a na aktivnost encimov?

B) Vpliv nekaterih dejavnikov na aktivhost amiloliticnih encimov sline

a) Material:

Slina ¢loveka, prasica ali kunca, Skrobovica (mkc 2 g/L), raztopine HCl snkc 0,1 mol/L (mkc
3,6 g/L), NaOH snkc 0,1 mol/L (mkc 4 g/L), Fehling | in Il, kapalke, gorilniki, drzala za
epruvete in vodna kopel (segreta na 37 do 39 °C).

b) Postopek:

2

Oznacimo Stiri epruvete in v vsako odpipetiramo 6 ml Skrobovice.

V tretjo epruveto odpipetiramo 1 ml solne kisline in v ¢etrto 1 ml natrijevega hidroksida.

V drugo epruveto dodamo 0,5 ml sline, ki smo jo predhodno prekuhali.

V prvo, tretjo in Cetrto epruveto dodamo po 0,5 ml nativne sline.

Epruvete postavimo v vodno kopel (za 20 min).

Po koncani inkubaciji izvedemo v vsaki epruveti Fehlingovo reakcijo po navedenem

postopku:

a) v vedji epruveti pomesamo reagenta | in Il v enakih kolicinah,

b) iz vsake epruvete, v kateri smo delali poskus, prelijemo priblizno 1 ml vsebine v drugo
epruveto in dolijemo enako koli¢ino pripravljenega Fehlingovega reagenta; mesanico
prevremo.

c) Ob pozitivni reakciji se na dnu epruvete pojavi rdeckasta usedlina.

7. Rezultate vnesite v tabelo!
St. Reagenti Inkuba- Rezultati Razlaga
epruvete cija
1 - nativna
. slina
€ &
2 © - prekuhana -
8 slina NG
> . £
3 _§ HCI nativna £
< (1 ml) slina &
n
4 NaOH nativna
(1 ml) slina
c) Naloge:
a. Shematicno prikaZite potek vaje!

b.
C.

RazloZite potek Fehlingove reakcije!
Ugotovite in razloZite pojav pozitivne ali negativne Fehlingove reakcije v vasih epruvetah!
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C) Prikaz amiloliticnega delovanja sline

a) Material:
¢ Slina ¢loveka, kunca ali prasica (razredc¢ena z vodo v razmerju 1 : 5), Skrobovica (mkc 2 g/L),
lugol, epruvete (10), pipete (10 ml), kapalke, vodna kopel (segreta na 37-39 °C).

e Priprava $krobovice: Skrob v hladni vodi le nabrekne, v topli pa se koloidno raztaplja. Zato
odtehtamo 2 g Skroba, ga zmeSamo z nekaj mililitri destilirane vode in suspenzijo vlijemo v
800 ml vrele destilirane vode. Ko se raztopina ohladi, dodamo Se destilirane vode do 1L.

e Priprava lugola: Zatehtamo 100 g Cistega joda in 30 g KJ in dodamo destilirano vodo do
1000 ml. Za poskus uporabimo raztopino, razredceno v razmerju 1 : 10 z destilirano vodo.

b) Postopek:
1. Pripravimo deset epruvet in jih ostevil¢imo.
2. V vsako epruveto odpipetiramo po 10 ml Skrobovice.
3. Vvsako epruveto dodamo 2 kapljici lugola in vsebino ponovno dobro premesamo.
4. V prvo epruveto dodamo 2 kapljici sline, v vsako naslednjo pa dve kapljici vec. Vsebino
epruvet dobro premeSamo.

5. Epruvete postavimo za 20—30 minut v vodno kopel.
6. Rezultate poskusa vnesemo v tabelo!
7.
St. Substrat Indikator Slina Rezultat Razlaga
epruvete [kapljice] [obarvanje]
1 2
2 4
3 6
4 8
E S
s s | § [ @
8 5
6 3 i\ll 12
o] —_
8 o
7 Z Ed 14
8 16
9 18
10 20
c) Naloge:

1. Shematicno prikazite izvedbo vaje!
2. Opisite barvne odtenke v epruvetah pred inkubiranjem in po njem in razloZite vzroke za
njihov nastanek!
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4.1.4 Dokaz beljakovin v slini

Beljakovine spadajo med organske sestavine sline. Njihova koli¢ina je odvisna od vrste Zivali in
njenega fizioloSkega stanja.
a) Material:

Slina kunca, triklorocetna kislina (mkc 100 g/L).

b) Postopek:
V epruveto odpipetiramo 2 ml sline in dodamo 2 ml triklorocetne kisline. Ob tem opazimo
nastanek meglicastih kosmicev. To so beljakovine, ki so denaturirale pod vplivom triklorocetne
kisline.

c) Naloge:
1. Shematicno prikazite postopek!
2. Katere beljakovine se nahajajo v slini?

4.1.5 Dokaz tiocianatov v slini

Tiocianati (alkalni rodanidi) so produkt metabolizma cianidov, ki v organizem prihajajo v majhnih
koli¢inah s hrano, rastlinskimi plodovi in pri ljudeh s cigaretnim dimom. Izlo¢eni tiocianati se v slini
nahajajo predvsem v obliki NaCN in KCN. Po dodatku FeCl; se obarvajo intenzivno oranzno do
rdece.

a) Material:
Slina ¢loveka in kunca, raztopina FeCl; (0,5 ml raztopine s snkc 0,62 mol/L (mkc 100g/L)
razredc¢imo z 20 ml destilirane vode), epruvete, kapalke.

b) Postopek:
V epruveto z 1 ml sline dodamo 1-2 kapljici raztopine FeCls.

c) Naloge:
a. Opisite barvno reakcijo po dodatku FeCl; v slini ¢loveka, kunca ali drugih domacih Zivali!
b. Razlozite vzroke za ugotovljene razlike!
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4.2 PREBAVA V ZELODCU MONOGASTRICNIH ZIVALI

Glavna funkcija Zelodca je shranjevanje sprejete hrane in njeno me$anje. Zelodec tudi uravnava
prehajanje hrane v tanko ¢revo. V Zelod¢ni sluznici se nahajajo celice, ki izlo¢ajo prebavne encime
in solno kislino in omogocajo razgradnjo nekaterih hranilnih snovi, predvsem beljakovin.

4.2.1 Metode zbiranja zelodéne vsebine in zelodénega soka ter
proucevanje zelodéne sekrecije

Pri psu lahko, podobno kot pri cloveku, vzorce Zelodéne vsebine oziroma Zelod¢nega soka
odvzemamo z Zelod¢éno sondo, ki jo uvedemo v Zelodec skozi ustno votlino in poziralnik.
Narkotiziranemu psu vstavimo Zelod¢no sondo in parenteralno (v Zilo, misico ali podkoZno) damo
snov, ki vzpodbuja Zelodcno izlocanje (lokalno — alkohol, kofein; parenteralno — histamin ali
njegove derivate, gastrinske preparate). Z vodno vakuumsko crpalko ¢rpamo Zelod¢ni sok v
stekleno bucko. Ta metoda je pri zivalih le omejeno uporabna, saj jo lahko izvedemo le v narkozi.

V preteklosti so za proucevanje izlo¢anja Zelodénega soka najpogosteje uporabljali razlicne tipe
Zelod¢nih fistul. Z njimi so lahko v kateremkoli obdobju prebave in v popolnoma fizioloskih
okolis¢inah pridobivali Cisti Zelod¢ni sok. Operacijo so izvajali v narkozi in popolnoma asepticno.

Slika 4.4: Metoda priprave malega Zelodca (po Pavlovu)

(a — oblikovanje malega Zelodca, AB — rezna linija, C — del, iz katerega oblikujemo mali Zelodec,

p — plexus gastrici anterior/posterior vagi, b — Zelodec z malim Zelodcem, V — Zelod¢na votlina,

M — mali Zelodec ("Zelod¢na vrecka"), s — Zelod¢na sluznica, S — siv)

e Najbolj znana je metoda priprave malega Zelodca po Pavlovu. Mali Zelodec (slika 4.4) se
pripravi s posebno operacijo, pri kateri se napravi najprej rez v fundusnem delu Zelodca, ki je
vzporeden z malo krivino. Nato se preparira del Zelod¢ne sluznice in stene tako, da nastaneta
dva dela: del, ki je v stiku z drugim prebavnim traktom, in del ("mali Zelodec"), ki je s fistulo
povezan z zunanjo povrsino trebusne stene, ima pa ohranjeno ozZiljenost in oziv€enost, zato bo
izlo¢al Zelod¢ni sok enako kot veliki Zelodec, le da ga bo hrana obgla. Zelodéni sok se lahko
zbira po cevki (kanili), ki se namesti na odprtino malega Zelodca.
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e Metoda navideznega obeda (slika 4.5) se izvede tako, da se Zivali (npr. psu) najprej operativno
naredi Zelod¢na fistula. Kasneje se izvede Se ezofagotomija (prerezanje poziralnika). Na ta
nacin pogoltnjeni zalogaj pade skozi prerezani poziralnik. Zaradi refleksov, ki nastanejo ob
jemanju, zZvecenju in poziranju hrane, se zelod¢ni sok izlo¢a in izhaja skozi fistulo.

Slika 4.5: Metoda navideznega obeda pri psu z ezofagealno in Zelod¢no fistulo

4.2.2 Slojevito nalaganje hrane v zelodcu

V Casu jemanja hrane se ¢vrsta hrana nalaga v Zelodec brez znatnega povecanja tlaka v njem
zaradi njegovega plasticnega tonusa. To je lastnost Zelodca (in tudi drugih votlih organov z
gladkih migi¢nih vlaken v njihovi steni in ne poveca pritisk v njihovi notranjosti. Cvrsta hrana se
nalaga v Zelodec v takem zaporedju, kot vanj prihaja, in sicer koncentricno v plasteh (=
stratifikacija) tako, da tista, ki je bila pogoltnjena najprej, lezi najbolj ob steni Zelodca, drugi
zalogaji pa tvorijo vrhnje sloje. Stratifikacija hrane je dokazana pri Stevilnih Zivalskih vrstah z
enodelnim Zelodcem in predstavlja osnovo za nadaljnjo prebavo. Prebava poteka od stene Zelodca
proti notranjosti s postopnim prehajanjem Zelod¢nega soka k sredini Zelod¢ne vsebine. Tam
prebava do inaktivacije poteka Se pod vplivom fermentov iz sline in same hrane.

a) Material:
e Poskusna Zival (mis ali podgana), razlicno obarvana hrana, eter, pribor za seciranje.
b) Priprava preparatov:

1. Razlicno obarvano hrano pripravimo tako, da posusen kruh namocimo v razli¢ne zelenjavne
sokove (pesa, korenje, Spinaca) in ga ponovno posusimo. Namesto naravnih sokov lahko
uporabimo tudi razlicne barve za Zivila, drobno zmleto meso ali slanino pa pomesamo z
Zivalskim ogljem.

2. Poskusno Zival, ki smo ji za nekaj ¢asa (1 dan) odtegnili hrano, zaporedoma hranimo z
razlicno obarvano hrano, dokler se ne nasiti.

3. Nato Zival nebolece usmrtimo, odpremo trebusno votlino ter podvezemo in izrezemo
Zelodec.
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4. Organ zamrznemo in vzdolZno prerezemo. Na prerezu lahko vidimo sloje hrane, naloZene v
takem zaporedju, kot smo Zival hranili. Ce je med hranjenjem in usmrtitvijo preteklo nekaj
¢asa, vidimo, da na pilorusnem delu slojevitost izginja zaradi mesanja Zelod¢ne vsebine.

c) Naloge:

e Oglejte si prereze Zelodcev in narisite skico preparatov!

4.2.3 Prikaz praznjenja zelodca pri podganah

Praznjenje Zelodca je kontinuiran proces, med katerim Zelod¢na vsebina (himus) v majhnih
koli¢inah prehaja v duodenum. Hitrost praznjenja Zelodca se lahko znatno spreminja in je odvisna
od vrste zivali, kolicine hrane, njenih fizikalnih lastnosti (velikost delcev, osmotski tlak in
viskoznost) in kemicne sestave (pH). Pri psu in ¢loveku ima vlogo tudi volumen himusa, ki pride v
duodenum.

a) Material:
e Podgane, krma za podgane, eter, pribor za seciranje, menzura (napolnjena s fiziolosko
raztopino).
b) Postopek:
1. Skupino 30 podgan nakrmimo do sitega in jim odvzamemo ostalo hrano.
2. S presledki dveh ur evtanaziramo po dve podgani.
3. Podvezane Zelodce evtanaziranih podgan izrezemo in shranimo v zamrzovalniku.
4. Volumen Zelodca izmerimo na osnovi od¢itane spremembe volumna vsebine menzure, v
katero potopimo preparat.

c) Naloge:

1. lzmerite prostornino Zelodcev v razli¢nih obdobjih po hranjenju!
2. Rezultate meritev vnesite v tabelo in graficno ponazorite hitrost praznjenja Zelodcev!

Spol St. 10.30 13.30 16.00 19.30 22.00 7.00
(takoj po (po3 (po 5,5 (po 9 (po 11,5 (po 21,5
hranjenju) | urah) urah) urah) urah) urah)

samci 1

2
povpredje
samice 3

4

5
povprecje
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4.2.4 Kemic€ni procesi prebave v zelodcu

V Zelodcu monogastricnih Zivali se pricenja razkroj beljakovin do polipeptidov pod vplivom
delovanja encima pepsina. V procesu razgradnje beljakovin sodeluje tudi solna kislina (HCI).

Pepsin je glavni proteoliticni encim Zelod¢nega soka, ki razgradi skoraj vse proteine (razen
protaminov, keratina in mucina), ki pridejo v Zelodec, do peptidov. Kot proferment pepsinogen ga
izlo¢ajo glavne celice fundusnega dela Zelodcne sluznice, aktivira pa HCI.

Solna kislina je glavna in fizioloSko najpomembnejsa sestavina Zelod¢nega soka, ki se nahaja v
Zelod¢nem soku vseh vretencarjev. Nastaja v obloZnih (acidogenih, acidofilnih ali parietalnih)
celicah fundusnega dela zZelodca. Njena koncentracija v Zzelodénem soku je 0,03 do 0,14 mol/L (0,1
do 0,5 %). Funkcije HCl so aktiviranje pepsinogena v pepsin in ustvarjanje optimalnega pH za
proteoliticno delovanje pepsina, denaturacija beljakovin (pretvorba v kisle albumine, nabrekanje
podpornih beljakovin), pretvorbo netopnih soli v topne (npr. Fe** > Fe®") ter baktericidno
delovanje (zaradi nizkega pH).

Koli¢ina izlocene HCIl je merilo sposobnosti izlo¢anja Zelodc¢ne sluznice. Izlocanje solne kisline je
mogoce pospesiti z dajanjem lokalnih stimulatorjev (npr. alkohol, kofein), ki jih s sondo lahko
damo naravnost na sluznico, ali parenteralnih stimulatorjev (histamin in njegovi derivati, ter
gastrinski preparati).

A) Prikaz delovanja pepsina pri prebavi beljakovin

Delovanje pepsina pri prebavi beljakovin lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx.
Virtualni laboratorij odpremo z izbiro poglavja Kemicni in fizioloSki procesi prebave (Chemical
and Physical Processes of Digestion) v glavnem meniju, kjer v podmeniju Experiment izberemo
poglavje Pepsin. Virtualni laboratorij za izvedbo poskusa je opisan v vaji 4.1.3A. Pri tem poskusu je
v omarici spektrofotometer, s katerim ob koncu inkubacije izmerimo opti¢no gostoto vzorcev.

Substrat pri poskusu je BAPNA (N-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid), sinteti¢ni protein, katerega
raztopina je brezbarvna in prosojna. V prisotnosti aktivnega encima, ki razgrajuje proteine, pa
raztopina postane rumena. To lastnost lahko uporabimo za dokaz pepsinske aktivnosti: raztopina
se obarva rumeno, ¢e encim razgradi BAPNA, in ostane brezbarvna, ¢e encima ni ali je neaktiven.
Prednost reakcije je v tem, da ne potrebujemo dodatnih indikatorjev. Intenzivnost reakcije
izmerimo fotometricno. Naprava presvetli vzorec in izmeri koli¢ino svetlobe, ki se absorbira v
vzorcu (opti¢no gostoto). Brezbarvna raztopina svetlobe ne absorbira, medtem ko ima obarvana
raztopina razmeroma veliko opti¢no gostoto. Ceprav lahko vidimo rumeno obarvanje, nastalo po
prebavi BAPNA s pepsinom, pa spektrofotometer natancneje izmeri rezultate reakcije.
Intenzivnost obarvanja je premo sorazmerna s koli¢ino prebavljene beljakovine.

a) Priprava in inkubacija vzorcev

1. V stojalo inkubacijske enote namestimo 6 epruvet.

2. Po navodilih, podanih v tabeli, napolnimo epruvete z reagenti.

3. Ko so vse epruvete napolnjene, izberemo oznako 1 pod 1. epruveto in ta se potopi v vodno
kopel. Vse ostale epruvete morajo ostati v prvotnem polozaju.

4. lIzberemo ukaz Boil, da zavremo vsebino 1. epruvete. Epruveta se Cez nekaj trenutkov
dvigne, njena vsebina je prevreta.

5. Z izbiro oznak (+) oz. (-) nastavimo temperaturo inkubacije na 37 °C in ¢as na 60 min
(inkubacija v virtualnem laboratoriju traja 60 sek!).
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6. lzberemo ukaz Incubate za pricetek inkubacije. Inkubacijska enota zacne mesati vsebino
epruvet, ki se ob koncu inkubacije dvignejo iz kopeli. Hkrati se odprejo vrata omarice za
analizo.

b) Analiza vzorcev:

1. lzberemo 1. epruveto v stojalu in jo premaknemo v stojalo spektrofotometra.
2. lzberemo ukaz Analyze. Opti¢no gostoto odcitamo v prikazu spektrofotometra.
3. Epruveto vrnemo v inkubacijsko enoto in ponovimo meritev Se z ostalimi epruvetami.
c) Naloge:
1. Rezultate meritev vnesite v spodnjo tabelo ((+) pozitivna reakcija, () negativna reakcija).
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e Kateri pH omogoca najvecjo pepsinsko aktivnost?
e Primerjajte rezultate meritev v 1. in 2. epruveti in jih razloZite!

Stevilka epruvete
Reagenti 1 2 3 4 5 6
encim pepsin pepsin pepsin dest. voda pepsin pepsin

substrat BAPNA BAPNA dest. voda BAPNA BAPNA BAPNA
pufer [pH] 2,0 2,0 2,0 2,0 7,0 9,0
inkubacija vrenje, 37°C 37°C 37°C 37 °C 37 °C

37°C
Opti¢na
gostota

76



04 FIZIOLOGIJA PREBAVE

B) Delovanje pepsina in solne kisline pri prebavi beljakovin

a) Material:

Kristaliniéni pepsin, raztopine HCl snkc 0,1 mol/L (mkc 3,6 g/L), Na,CO; snkc 0,1 mol/L (mkc
10 g/L), biuretski reagent, tanke rezine kuhanega jajcnega beljaka, epruvete, pipete, vodna
kopel (segreta na 37—39 °C).

b) Postopek:

1.

ok wnN

Pripravimo tri epruvete ter v prvo in drugo dodamo 5 ml HCl, v tretjo pa 5 ml Na,COs.

V vsako epruveto dodamo nekaj rezin jajénega beljaka.

V prvo in tretjo epruveto dodamo za noZevo konico kristalinicnega pepsina.

Vsebino epruvet dobro premesamo in 30 minut inkubiramo v vodni kopeli.

Po koncani inkubaciji z vsebino vsake epruvete izvedemo biuretsko reakcijo (v 2 ml vzorca
dodamo 3 ml biuretskega reagenta).

c) Naloge:

1.
2.
3.

Shemati¢no prikazite izvedbo vaje!
RazloZite principe biuretske reakcije!
RazloZite rezultate reakcij v epruvetah!

St. epruvete

1 2 3
2 ml HCI 2 ml HCI 2 ml Na,CO;
Reagenti jajcni beljak jajcni beljak jajéni beljak
pepsin pepsin
Inkubacija 30 min/37-39 °C

Biuretska reakcija

Razlaga
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C) Mettov poskus za dolo¢anje aktivhosti pepsina

Mettov poskus je najstarejsi nacin dolocanja pepsinske aktivnosti Zzelod¢nega soka, ki je v praksi
opuscen. Metodo je uvedel Mett, sodelavec Pavlova pri raziskovanju Zelod¢nega izlocanja.

a)

b)

b)

<)

Material:
e Surov jaj¢ni beljak, kapilarna cevcica (premera 2 mm, dolga vsaj 2 cm), Zelod¢ni sok, ¢asa z
destilirano vodo, gorilnik, termostat, lupa, milimetrski papir.

Postopek:

1. Kapilarno cevcico napolnimo z beljakom in jo postavimo v vrelo vodo, da beljak koagulira.

2. Napolnjeno cevcico postavimo v c¢aso ali epruveto z Zelodénim sokom in inkubiramo v
termostatu (24 ur na 37 °C).

3. Po koncanem inkubiranju vzamemo cevcico iz Zelod¢nega soka in z lupo ter milimetrskim
papirjem izmerimo, koliko beljaka se je razkrojilo.

4. 1z dolzine prebavljenega jajcnega beljaka izraCcunamo pepsinsko aktivnost vzorca. Po
Schitzovem pravilu raste dolzina prebavljenega beljaka s kvadratom koli¢ine pepsina v soku
(Primer: 1 mm beljaka — pepsinska aktivnost = 1° = 1; 3 mm beljaka — pepsinska aktivnost
=3*=9),

Naloge:

1. Shemati¢no prikazite izvedbo poskusal

2. Pripravite Mettove cevcice!

3. lzmerite in izracunajte aktivnost pepsina v vzorcih Zelod¢nega soka!

C) Titracijsko dolo¢anje kislosti Zelodénega soka

Material:

e Zelodéni sok psa, raztopina NaOH snkc 0,1 mol/L (mkc 4 g/L), metiloran? ali Topferjev

reagent, alkoholna raztopina fenolftaleina, bireta, pipete, Erlenmeyerjeva bucka, kapalke.
Postopek:

1. V erlenmajerico odpipetiramo 5 ml Zelodénega soka ter dodamo po 1 kapljico metiloranza
in fenolftaleina (zelod¢ni sok se obarva rdece).

2. Titriramo z NaOH — pri tem se barva vsebine erlenmajerice spreminja od rdece preko
oranZne in rumene ponovno do rdec¢e. Ob ponovnem nastanku rdecega obarvanja odcitamo
porabo NaOH v bireti.

3. lzracunamo koncentracijo Zelod¢nega soka. Izracun opravimo s sklepnim racunom ali po
formuli:

Cnaot X VNaon = Cra X Vg

(C — koncentracija, V — volumen)
Naloge:

e lIzracunajte koncentracijo HCl v vzorcu Zelodénega soka!
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4.3 PREBAVA V PREDZELODCIH IN SIRISCNIKU
PREZVEKOVALCEV

PredZelodci prezvekovalcev (vamp, kapica, prebiralnik) so prilagojeni za mikrobno fermentacijo
zauzite hrane. Na ta nacin se razgrajujejo sestavine hrane (predvsem celuloza), ki sicer ne bi bile
dostopne prebavnim procesom. Procesi fermentacije se lahko odvijajo le v dobro kontroliranih
pogojih, ki jih omogocdajo primerna sekrecija, temperatura in gibanje vampa. Siris¢nik
prezvekovalcev ima funkcijo pravega Zelodca.

4.3.1 Odvzem vampove vsebine in proucevanje prebavnih
procesov v vampu

Pri proucevanju prebave v vampu je za ugotavljanje biokemicnih procesov pretvorbe potrebno
jemati vzorce vampove vsebine, kar je mozno na ve¢ nacinov.

TekoCo vampovo vsebino lahko jemljemo s posebno sondo. Ta zadrZi grobe delce, tekocino pa
nacrpamo v steklenico.

Za dolgotrajnejSe proucevanje prebavnih
procesov Vv vampu se najpogosteje
uporablja vampova fistula. Z operativnim
posegom najprej odpremo trebusno
steno na levi strani, steno vampa ¢imbolj
pribliZamo operacijski rani, jo pazljivo (da
se vsebina vampa ne prelije v
peritonealno votlino) prerezemo in
priSijemo robove rane na peritonej.
Zasijemo tudi operacijsko rano na
trebudni steni. V tako narejeno fistulo
vstavimo plasti¢en ali gumijast cevast
nastavek in ga priSijemo na robove rane.
Nastavek ima na zunanji strani pokrov.
Potem, ko se rana zaraste, lahko skozi
cevasti nastavek iz vampa jemljemo
vzorce ali pa v vamp dodajamo razli¢ne Slika 4.6: Vampova fistula
snovi, katerih kemicno pretvorbo ali vpliv
na prebavne procese proucujemo.

(s — trebusna stena, PE — peritonej, F — fistula,

M — misicna plast, K — koZa, P — pokrov fistule,

V—vamp)
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4.3.2 Opazovanje predzelodcev telet

Posebnosti prebave pri prezvekovalcih so povezane z anatomsko zgradbo njihovega Zelodca, ki
ima Stiri glavne dele: vamp (rumen), kapico (reticulum), prebiralnik (omasum) in siris¢nik
(abomasum).

V prvem obdobju Zivljenja prezvekovalcev ta organ spreminja svojo obliko. PredZelodci v svojem
razvoju dolocen cas po rojstvu rastejo hitreje kot siris¢nik, svojo dokonéno velikost in obliko pa
dosezejo pri govedu Sele pri starosti enega leta in pol. Pri novorojenih teletih velikost kapice in
vampa skupaj ne preseze polovice volumna siris¢nika. Pri 10 do 12 tednih starosti je njuna skupna
prostornina Ze dvakrat, pri 4 mesecih Stirikrat, pri odraslih Zivalih pa desetkrat vecja kot
prostornina siris¢nika.

a) Material:
e Preparati telecjih predzelodcev so pripravljeni po naslednjem postopku: po zakolu Zivali so
bili Zelodci odvzeti, izpraznjeni, podvezani in napihnjeni, po daljSem susenju na zraku pa
prepojeni s Selakom.

b) Naloge:
1. Oglejte si preparate in dolocite posamezna podrocja zelodcev!
2. Shematiéno narisite preparate!

4.3.3 Opazovanje vsebine vampa, prebiralnika in siriS€nika

Zaradi posebnosti prebave v predzelodcih prezvekovalcev so tudi fizikalne in kemicne lastnosti
ingesta v posameznih delih razli¢ne.

a) Material:

e Vsebina vampa, prebiralnika in siriSnika goveda ali ovce, indikatorski papircki,

predmetnice, lupa.
b) Naloge:

1. Oglejte si vsebino govejih predzelodcev in siriS¢nika!

2. Opisite videz, vlaznost, konsistenco vsakega vzorca!

3. lzmerite pH vzorcev!

4. Polozite majhno koli¢ino vsebine vampa, prebiralnika ali siriS¢nika na steklo, pod katerega
ste poloZili milimetrski papir, in jo razprostrite po povrsini. Z lupo preglejte 100 naklju¢no
izbranih vlaknastih delcev in izmerite njihovo dolzZino. Izracunajte povprecno dolzino delcev!

5. Vnesite rezultate v spodnjo tabelo!

Vsebina Konsistenca pH Velikost delcev [mm]

vamp

prebiralnik

siriscnik
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4.3.4 Poslusanje vampovih kontrakcij

Razen povrhnjih peristalticnih kontrakcij obstaja tudi intenzivno, dobro sliSno kréenje dolocenih
delov predzZelodcev z usklajenim potekom ritmike in vrstnega reda, ki se stalno (ciklicno) ponavlja.
To gibanje imenujemo revolucija predzelodcev in omogoca premikanje, prelivanje, drobljenje in
mesanje hrane, ki pride v predzelodce. Gibe lahko ugotavljamo s poslusanjem (avskultacijo), z
uvajanjem pnevmatskih naprav in zapisovanjem sprememb tlaka v posameznih delih ter s
pomocjo rentgena.

a) Material:

e Zivo govedo ali drobnica, fonendoskop.
b) Postopek:

Opno stetoskopa prislonimo v levo lakotnico in vsaj 5 min poslusamo ruminacije.

c) Naloge:
1. Ugotovite Stevilo vampovih kontrakcij v 5 minutah!
2. Opisite zvoke, ki ste jih slisali!

4.3.5 Kemié€ni procesi prebave v predzelodcih in siriS€niku
prezvekovalcev

A) Dokaz mlec¢ne kisline v vampovi vsebini

Pri razgradnji ogljikovih hidratov (npr. Skrob, celuloza) v niZje saharide jih del izkoristijo bakterije
za svoje potrebe (rast, razmnoZevanje), drugi del pa cepijo in predelajo v organske kisline. Stevilne
nizje mascobne kisline zelo dobro vsrkava sluznica predZelodcev. V vampu so najpogostejse
ocetna, propionska in maslena kislina, ki skupaj predstavljajo 85 % vseh nastalih mascobnih kislin,
v manjsih koli¢inah pa nastajajo tudi mravljinna, jantarjeva, izomaslena, valerianska in druge. Ob
razgradnji ogljikovih hidratov v vampu nastaja tudi mlecna kislina, ki je tudi vir za ocetno in
propionsko kislino.

a) Material:
e Precejena vampova vsebina, raztopine fenola snkc 0,2 mol/L (mkc 20 g/L), FeCl; snkc 0,62
mol/L (100 g/L), mlecne kisline snkc 1 mol/L (90 g/L), pipeta (10 ml), epruveta, kapalke.
b) Postopek:
1. V epruveto odpipetiramo 5 ml fenola in dodamo 1-2 kapljici FeCls. Zaradi nastanka
Zelezovegal(lll) fenolata se prej brezbarvna raztopina obarva intenzivno modro.
2. Polovico vsebine odpipetiramo v drugo epruveto.
3. V prvo epruveto dolijemo nekaj ml precejene vampove vsebine, v drugo pa mle¢no kislino.
Modra barva v obeh epruvetah preide v rumenozeleno zaradi nastanka Zelezovega(lll)
laktata.

c) Naloge:
e Shematic¢no prikazite izvedbo vaje!
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B) Razkroj uree v vampovi vsebini

V vampovi vsebini obstajajo bakterije, ki iz proteinov in anorganskih dusikovih spojin proizvajajo
lastne organske dusSikove spojine, ki jih tudi drugi mikrobi izkoris¢ajo za svoj razvoj. Zato
prezvekovalci za graditev svojih proteinov lahko izkoris¢ajo razne dusikove organske in
neorganske spojine, kot so npr. NHs, nitrati, nitriti, amidi, urea, zaradi zmoZnosti bakterijske flore,
da te snovi predela v lastne beljakovine. Takih dusikovih snovi bakterije v vampu asimilirajo toliko,
da v obroku lahko pokrijejo 1/3 potreb prezvekovalcev po beljakovinah. Urea prihaja v vamp s
slino, skozi vampovo sluznico in s krmo, saj jo dodajajo v mo¢na krmila namesto beljakovin.

a) Material:

e Precejena vampova vsebina, kristalini¢na urea, raztopine HgCl, 0,07 mol/L (20 g/L), KJ 0,3
mol/L (50 g/L), NaOH 1,25 mol/L (50g/L), amonijak, epruvete, kapalka, vodna kopel (segreta
na 37-39 °C).

b) Postopek:

1. Pripravimo Nesslerjev reagent (za ugotavljanje prisotnosti amonijaka) po navedenem
postopku:

e V epruveto nalijemo priblizno 2 do 3 ml HgCl, in dolijemo nekaj ml KJ. Pri tem nastane
opecnatooranzna oborina Zivosrebrovega jodida.

e Nato Se dodajamo KJ, dokler oborina zaradi raztapljanja v visku KJ popolnoma ne izgine.
Do vrha epruvete nalijemo NaOH in vsebino dobro premesamo.

e Reagent preizkusimo tako, da nekaj ml odpipetiramo v drugo epruveto in vanjo
vpihnemo hlape amonijaka. Dobro pripravljen reagent se ob tem takoj obarva oranzno.

2. V dve epruveti nalijemo 5—-6 ml vampove vsebine.

3. V eno epruveto dodamo za noZevo konico kristaliniéne uree, premesamo, zamasimo in obe
epruveti postavimo za 30 minut v vodno kopel.

4. Po poteku inkubacije ugotavljamo prisotnost amonijaka tako, da iz vsake epruvete
prelijemo nekaj vsebine v epruveti z Nesslerjevim reagentom.

c) Naloge:
1. RazloZite nastanek reakcije v vasem vzorcu!
2. Opisite vlogo uree pri prezvekovalcih!

C) Prikaz prebave celuloze

Prebavo celuloze lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx. Virtualni laboratorij
odpremo z izbiro poglavja Kemicni in fizioloski procesi prebave (Chemical and Physical Processes
of Digestion) v glavnhem meniju, kjer v podmeniju Experiment izberemo poglavije Amylase.
Virtualni laboratorij in izvedba poskusa sta enaka opisanemu v vaji 4.1.3A.

a) Priprava in inkubacija vzorcev:

1. V stojalo inkubacijske enote namestimo 7 epruvet.

2. Po navodilih, podanih v spodnji tabeli, napolnimo epruvete z reagenti.

3. Ko so vse epruvete napolnjene, izberemo oznako 1 pod 1. epruveto, ki se potopi v vodno
kopel. Vse druge epruvete morajo ostati v prvotnem polozaju!

4. Z ukazom Freeze zamrznemo vsebino 1. epruvete (—25 °C). Epruveta se ¢ez nekaj trenutkov
dvigne.

5. Poskus nadaljujemo po enakem postopku, kot opisujeta stopnji 5. in 6. poskusa 4.1.3A.
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St. epruvete

Reagenti 1 2 3 4 5 6 7
encim amilaza amilaza amilaza amilaza amilaza peptidaza bakterije
substrat Skrob Skrob glukoza celuloza celuloza Skrob celuloza
dest.
pufer [pH] 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
voda
zamrznitev,
inkubacija 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
37°C
Benedictova
reakcija
IKI test

b) Analiza vzorcev:
Postopek analize vzorcev je enak kot v poskusu 4.1.3A. Zato ponovimo stopnje 1. do 8. tega
poskusa.

c) Naloge:
1. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e V katerih epruvetah je bila IKI reakcija pozitivna? RazloZite, zakaj!
e V katerih epruvetah je bila pozitivna Benedictova reakcija? RazlozZite, zakaj!
e Kaksen je bil u¢inek zamrznitve vsebine v 1. epruveti?
e Kaksen je bil u¢inek amilaze na glukozo v 3. epruveti? Razlozite!
e KakSen je bil u¢inek peptidaze v 6. epruveti?

D) Koagulacija mleka pod vplivom himozina

Mlecna beljakovina kazein se v mleku nahaja v obliki micel. Na povrsini micele je k (kappa)
frakcija, ki §¢iti notranje sloje (a, B, v frakcije) pred stikom s Ca*", stabilizira micele in preprecuje
njihovo zdruzevanje.

V Zelodcu mladih sesalcev se nahaja encim himozin (sirisce, labferment), ki mleko koagulira in
omogoca razkroj mlecnih beljakovin s pepsinom. Mehanizem delovanja temelji na razgradnji k
frakcije kazeinske molekule, zaradi ¢esar se frakcije v jedru spojijo s kalcijevimi ioni (polimerizirajo)
v netopni parakazeinat (sir).

a) Material:
e Sirilo (1 : 10000, tj. 1 del sirila sesiri 10000 delov mleka), kravje mleko, raztopine ocetne
kisline 0,3 mol/L (18 g/L), NaHCO; 0,24 mol/L (20 g/L), amonijevega oksalata — (NH,4), C,0, x
H,0 0,14 mol/L (20 g/L), epruvete, pipete, kapalke, vodna kopel (segreta na 37-39 °C).
b) Postopek:
1. Oznacimo 4 epruvete in v vsako odpipetiramo po 5 ml mleka.
2. V drugo epruveto dodamo 2 ml ocetne kisline, v tretjo 2 ml NaHCO; in v cetrto 2 ml
amonijevega oksalata.
3. V vsako epruveto dodamo Se nekaj kapljic himozina.
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4. Vsebino epruvet dobro premeSamo in jih v vodni kopeli inkubiramo nekaj minut.
5. Rezultate vnesemo v spodnjo tabelo.

c) Naloge:

1. Shemati¢no prikazite izvedbo vaje!
2. Razlozite potek reakcij v epruvetah!

St. Mleko Raztopine Himozin Rezultati Razlaga
epruvete [ml] (po 2 ml) [kapljice]

1 5 - 2-3

2 5 ocetna k. 2-3

3 5 NaHCO; 2-3

4 5 (NH,4),C,0,4 2-3
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4.3.6 Nastajanje plinov v vampu

Med prebavnimi procesi v predZelodcih nastajajo tudi plini (med njimi najve¢ CO, in CH,, v
sledovih pa tudi O,, H,, H,S, N,, NH; in CO), ki postopoma prehajajo na povrsino ingesta in se
spojijo v plinsko atmosfero vampa. Ob normalnem obroku in normalnem stanju Zivali se vsi nastali
plini odstranjujejo iz vampa z riganjem (ructus). V enem dnevu lahko v predZelodcih goveda
nastane do 500 litrov plina oziroma celo 50 litrov na uro.

zbirna epruveta

- P

-« — vodna
— kopel_

— ——
- = —— — -
- —— e —

[steklenica z vampovo vsebino

Slika 4.7: Prikaz nastanka plinov v vampu

a) Material:

e SveZa vampova vsebina (shranjena v termos steklenici), vodna kopel (segreta na 37-39 °C),
raztopina glukoze snkc 0,09 mol/L (16 g/L), Erlenmeyerjeva steklenica s perforiranim
zamaskom, sistem gumijastih in steklenih cevk, stojalo s prizemami, graduirana epruveta ali
menzura.

b) Postopek:

1. Steklenico napolnimo z 10 ml vampovega soka, dodamo 1 ml raztopine glukoze in dobro
premesamo.

2. Steklenico zamasimo, postavimo v termostatsko kopel in s sistemom gumijastih in steklenih
cevk poveZemo z epruveto.

c) Naloge:

1. Shematicno prikaZzite izvedbo poskusal
2. Opazujte nastanek plinov in izmerite njihov volumen v dolo¢enem ¢asovnem obdobju!
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4.3.7 Opazovanje vampovih bakterij in protozojev

V predzZelodcih prezvekovalcev se nahajajo Stevilne bakterije, protozoji in glivice, ki se tu zacno
naseljevati Ze kmalu po rojstvu, vendar se njihova sestava in Stevilo ustali Sele pri zrelih Zivalih.
Vsa mikrobiontska gmota se v predzelodcih nahaja v okolju z optimalno temperaturo, pH ter
zadostno koli¢ino vode in hranilnih snovi za njihovo rast in razmnoZevanje. V neugodnih
Zivljenjskih razmerah bakterije in protozoji hitro propadejo. Mikrobionti so proizvajalci,
predelovalci in potrosniki hranilnih snovi, po odmrtju pa so vir hranilnih snovi za gostitelja.

V predzZelodcih odraslih prezvekovalcev se nahaja okoli 30 rodov bakterij (mikroflora), ki so
vecinoma anaerobi. Bakterije najpogosteje klasificiramo glede na substrat, ki ga razgrajujejo, npr.:

celuloliti¢ne (Bacterioides succigenes, Ruminococus albus, Ruminococcus flavefaciens),
hemiceluloliti¢ne (Butyrivibrio fibrisolvens, Bacterioides ruminicola),

pektinoliticne (Bacterioides ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens, Streptococcus bovis),
amiloliticne (Bacterioides amilofilus, Streptococcus bovis) in

proteoliticne (Bacterioides amilofilus, Bacterioides ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens,
Streptococcus bovis) ter

o bakterije, ki izkoris¢ajo sladkorje (saharoliticne) in mascobe (lipoliti¢ne).

O 0O O O O

Glede na koncne produkte, ki jih porabijo gostitelj ali druge vrste mikrobov, pa jih delimo na
proizvajalke amonijaka, metana in vitaminov. Znotraj teh skupin obstajajo Stevilni rodovi in vrste.
Skupno $tevilo bakterij znasa 15-80 x 10° v ml vampove tekotine (oz. 10°-10" v g vampove
vsebine).

Mikrofavno v predZelodcih predstavljajo razlicne vrste protozojev. Najpogostejsi so predstavniki
podrazredov Entodiniomorfidi in Holotricha (rodova Isotricha in Dasytricha). Ti razgrajujejo
predvsem celulozo, Skrob in nekatere sladkorje, regulirajo procese fermentacije v vampu,
proizvajajo Zivalske beljakovine (iz rastlinskih in bakterijskih), s svojim gibanjem pa rahljajo,
mesajo in drobijo vsebino predZelodcev. Njihovo Stevilo znasa nekaj milijonov v ml vampove
tekotine (oz. 10*-10° v g vampove vsebine).

V predZelodcih prezvekovalcev se nahajajo tudi nekatere vrste glivic, predvsem iz rodov Candida,
Trichospora in Rhodotorula. S porabo kisika omogocajo nastanek anaerobnih razmer v vampovi
vsebini, iz enostavnih dusi¢nih spojin pa sintetizirajo aminokisline. Njihovo $tevilo je priblizno 10°~
10*v g vampove vsebine).

A) Opazovanje protozojev

Protozoje lahko opazujemo na vec nacinov.

e V svezem vampovem soku opazujemo protozoje tako, da na predmetnico kanemo kapljico
tekoce vampove vsebine in jo pokrijemo. Pod mikroskopom lahko vidimo intenzivno gibanje
protozojev, vendar ti zaradi neugodnih razmer (prisotnost kisika in nizka temperatura) hitro
propadejo.

e Protozoje v vampovi vsebini lahko fiksiramo s formalinom in shranimo kot trajni bioloski

preparat, v katerem lahko opazujemo njihovo obliko ali Stevilo.

a) Material:
e Vampova vsebina, 10 % raztopine formalina, Erlenmeyerjeva bucka, pipete,
predmetnice in pokrovnice, kapalke ter mikroskop.
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b) Postopek:

ZmeSamo enaka dela vampove tekocine in 10 % raztopine formalina. Tako nastane 5 %
raztopina formalina, v kateri protozoji ostanejo konzervirani. Za opazovanje tako fiksiranih

protozojev zado$¢a, da damo na predmetno steklo kapljico fiksirane vampove vsebine, jo
pokrijemo in opazujemo.

Kadar Zelimo protozoje klasificirati, jih opazujemo v obarvanih preparatih. Pri tem posebej
obarvamo jedro in posebej telesni skelet.

Slika 4.8: Najpogostejsi rodovi vampovih protozojev
1. Entodinium, 2. Eodinium, 3. Diplodinium, 4. Enoploplastron, 5. Epidinium, 6. Ophryscolex, 7.

Eremoplastron, 8. Eudiplodinium, 9. Ostrakodinium, 10. Caloscolex, 11. Erytroplastron, 12. Polyplastron,
13. Opistotrichum, 14. Diploplastron, 15. Metadinium, 16. Epiplastron, 17. Beutschlia, 18. Isotricha, 19.
Dasytricha
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a) Material:

e ledocetna kislina, destilirana voda, karmin rdece, cinkov klorid (ZnCl,), kalijev jodid (KJ),

jod (J), lesena ali steklena palcka, predmetna in pokrovna stekelca, plinski gorilnik,
mikroskop.

b) Postopek:

Najprej pripravimo raztopino kislega karmina za barvanje jeder. ZmeSamo 45 ml
ledocetne kisline in 55 ml destilirane vode. V meSanici raztopimo 0,5 g karmina in
filtriramo. Na predmetno steklo kanemo po eno kapljico vampovega soka in kislega
karmina, ju zmeSamo in pokrijemo. Nato predmetnico trikrat potegnemo nad plamenom,
da tekocina zavre, ohladimo in opazujemo pod mikroskopom.

B) Opazovanje bakterij

Bakterije lahko opazujemo v razmazu vampove vsebine, obarvanem po Gramu ali po drugih
metodah, ki se uporabljajo v mikrobiologiji.

Naloge:

1. Oglejte si preparate bakterij in protozojev pod mikroskopom!
2. S pomocjo slike 4.8 dolocite, katerim vrstam pripadajo protozoji v preparatu!
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4.4 PREBAVA V CREVESU

Vsebina Zelodca prehaja v tanko crevo, kjer poteka dokonéna encimska prebava hranilnih snovi in
njihova absorpcija. Crevesni gibi omogocajo me$anje hrane s prebavnimi sokovi in premikanje
himusa v aboralni smeri.

4.4.1 Metode zbiranja in proucevanja izlo€anja ¢revesnega in
pankreasnega soka ter zolca

Crevesni sok iz kateregakoli dela ¢revesa lahko pridobivamo s pomogjo érevesnih fistul. Vse fistule
izvajamo pri Zivalih v narkozi in strogo asepti¢no.

e Fistulo po Thiry-Vellu (slika 4.9) pripravimo tako, da del crevesa (priblizno 20 do 50 cm)
izoliramo z ohranjenim mezenterijem; oba konca ¢revesa priSijemo na trebusno steno tako, da
komunicirata z zunanjostjo, v odprtini pa namestimo primerno kanilo. Kontinuiteto ostalega
¢revesa ohranimo tako, da prerezana dela, izmed katerih smo izolirali odsek ¢revesa, zasijemo
skupaj.

Slika 4.9: Crevesna fistula po Thiry-Vellu

(=2 smer potovanja ingesta; m — mezenterij ; ¢ — ¢revo; i — izolirani del

Crevesa; s — trebusna stena; f — fistula)

¢ Se uporabnej$a je modifikacija ¢revesne fistule z dvojno povratno fistulo (slika 4.10). Pri tej se,
kadar ne izvajamo poskusa, izolirani segment Crevesa poveZe z drugimi deli ¢revesa, kar
omogoca boljso sekretorno in motoricno aktivnost fistulirane vijuge.

Pankreasni sok se pridobiva z zacasno ali trajno fistulo izvodila pankreasa.

e Zacasno fistulo dobimo z uvajanjem kanile v prerezano izvodilo pankreasa, prosti del pa se
pritrdi na koZo na povrsini trebuha. Ta fistula je zacasna, ker pankreasno kanal s katetrom
naglo nekrotizira.

e Stalno fistulo (po Pavlovu, slika 4.11) se pripravi tako, da se izreze del duodenuma na mestu,
kjer se izliva izvodilo pankreasa. Sluznico z izvodilom se transplantira na koZo trebuha, odprtino
v Crevesu pa se zaSije. Danes obstaja vec uspeSnih modifikacij te metode, s katerimi se
izognemo izgubam pankreasnega soka, ki sicer Zivali s fistulo povzrocajo tezke prebavne
motnje.
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Slika 4.10: Dvojna povratna Crevesna fistula

(m — mezenterij ; ¢ — ¢revo; i —izolirani del crevesa; s — trebusna
stena; f — fistula)

Tudi Zol¢ lahko zbiramo s fistulami. Pri nepopolnih fistulah naredimo odprtino na Zol¢niku, njene

robove pa poveZzemo s koZo trebuha.

e Popolno fistulo ductusa choledocusa (po Pavlovu) naredimo tako, da izrezemo papilo
Zol¢nega kanala z okolno sluznico duodenuma in jo premaknemo na povrsino koze.

o S fistulo po Thomasu (ki se uporablja tudi za pankreas) resimo problem stalne izgube Zol¢a na
ta nacin, da naredimo fistulo duodenuma nasproti papile Zol¢nega kanala in skoznjo po potrebi
uvedemo kateter v Zol¢no izvodilo.

r
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Slika 4.11: Pankreasna fistula po Pavlovu

(1 - izvodilo, 2 — Zlezno tkivo, 3 — ustje pankreasnega

kanala s kosckom crevesne sluznice, 4 — duodenum)
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4.4.2 Emulgiranje maséob pod vplivom zol€a

Pri prebavi mascob v tankem Crevesu imajo izreden pomen Zol¢ne kisline. Te zniZujejo povrsinsko
napetost maséob in omogocajo njihovo emulgiranje. Sodelujejo tudi pri resorpciji mascob,
holesterola in drugih mascobnih snovi ter vitaminov, topnih v mascobi. Poleg tega tudi aktivirajo
pankreasno lipazo ter pospesujejo gibanje ¢revesa in izlo¢anje Zolca.

a) Material:

e Zol¢ klavnih Zivali, rastlinsko olje, destilirana voda, epruvete, lijaki, filtrirni papir.
b) Postopek:

1. V prvo epruveto odpipetiramo po 1 ml Zol¢a in olja ter dobro premeSamo.

2. V drugo epruveto odpipetiramo po 1 ml vode in olja in dobro premeSamo.

3. Vsebino obeh epruvet prelijemo v drugi dve epruveti skozi lij s filtrirnim papirjem.

c) Naloge:

1. Shematicno prikazite izvedbo poskusal
2. Opisite vsebino obeh epruvet s filtratom!

4.4.3 Reakcija na zol¢na barvila (po Gmelinu)

Z reakcijo po Gmelinu lahko prikazemo razlicne oksidacijske produkte Zol¢nih barvil (bilirubin,
biliverdin in produkte njune razgradnje). Ti nastanejo ob katabolizmu hemoglobina, ki poteka v
kostnem mozgu, vranici in jetrih. Ob krvavitvah v tkivo lahko nastanejo tudi kjerkoli v telesu.
Bilirubin se v stiku z dusi¢no kislino oksidira v coni, kjer se stikata Zol¢ in HNO;, pri cemer
nastanejo raznobarvni derivati.

a) Material:

e Epruvete, pipete (5 ml), razredcen Zol¢ klavnih Zivali, koncentrirana dusikova(V) kislina
(HNOs).

b) Postopek:
V epruveto odmerimo 2 do 3 ml dusikove kisline in dodamo enako koli¢ino Zol¢a (ali druge
tekocine, ki jo pregledujemo na prisotnost 7ol¢nih barvil). Ce so prisotna 7ol¢na barvila, se na
mestu stika obeh tekocin pojavijo prstani razlicnih barv, ki so razvrséeni od tekocine proti kislini
v naslednjem zaporedju: zeleni, modri, vijoliasti, rdeci in rumeni. Rdeci prstan izvira iz
bilirubina, zeleni iz njegovega oksidacijskega produkta biliverdina, modri iz bilifuscina in rumeni
iz holotelina, ki je koncni oksidacijski produkt bilirubina.

c) Naloge:

Shematiéno prikaZzite izvedbo in rezultate poskusa!
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4.4.4 Reakcija na zol¢ne kisline (po Pettenhoferju)

Z reakcijo po Pettenhoferju dokazujemo prisotnost Zol¢nih kislin (steroidne spojine, derivati
holanske kisline — holna, dezoksiholna, litoholna in hiodezoksiholna kislina) v razlicnih tekocinah.
Pri tej reakciji z delovanjem koncentrirane Zveplove kisline na saharozo nastane najprej oksimetil
furfurol, ki z Zol¢nimi kislinami da kompleks Skrlatno rdece barve.

a) Material:

e Razredcen zol¢ klavnih Zivali, raztopina saharoze 0,3 mol/L (100 g/L), koncentrirana
zveplova(VI) kislina (H,SO,), epruvete, pipete.

b) Postopek:
V epruveto damo 3 do 4 ml Zolc¢a in dodamo 10 kapljic saharoze. Dolijemo Zveplovo kislino za
polovico volumna testne tekocine. Na sti¢ni ploskvi obeh tekocin se pojavi Skrlatno rdec
prstan, ki dokazuje prisotnost Zol¢nih kislin. S pazljivim sprotnim ohlajanjem se vsebina vse
epruvete obarva rdece. Ce pa temperatura vsebine v epruveti preseze 70 °C, vsebina poogleni
in zato postane ¢rna.

c) Naloge:

e Shematic¢no prikazZite izvedbo poskusa!

4.4.5 Vloga lipaze in zol¢a pri prebavi maséob

Pankreasni sok izloc¢a eksokrini del trebusne slinavke, endokrini del (Langerhansovi otocki) pa
izlo€ajo hormona insulin in glukagon. Vsaka eksokrina celica pankreasa lahko izlo¢a vse encime.
Najpomembnejsi encimi pankreasnega soka so amilaza (Skrob in glikogen razgradi do maltoze),
maltaza (ali a glukozidaza; maltozo razgradi na 2 molekuli glukoze), pankreasna lipaza (mascobe
cepi na digliceride, monogliceride, mascobne kisline in glicerol), fosfatidaze (ali lecitinaze, npr. A in
B; od molekul fosfatidov cepita mascobne kisline), proteoliticni fermenti tripsinogen (ki ga
enterokinaza aktivira v tripsin), himotripsinogen (ki ga tripsin aktivira v himotripsin) in peptidaze
(pankreasni erepsin) ter polinukleotidaze (ki razgrajujejo nukleinske kisline). Prebava mascob in olj
v tankem crevesu poteka pod vplivom encima lipaze. Za optimalno delovanje encima morajo biti
mascobe predhodno emulgirane, kar omogocajo Zol¢ne soli, ki se nahajajo v Zol¢u. Lipaza
hidrolizira mascobe do digliceridov, monogliceridov in maséobnih kislin.

A) Prikaz delovanja lipaze in zol¢nih soli pri prebavi mascob

Delovanje lipaze pri prebavi maséob lahko prikazemo z racunalniskim programom PhysioEx.
Virtualni laboratorij odpremo z izbiro poglavja Kemicni in fizioloski procesi prebave (Chemical
and Physical Processes of Digestion) v glavnem meniju, kjer v podmeniju Experiment izberemo
poglavje Lipase. Virtualni laboratorij za izvedbo poskusa je opisan v vaji 4.1.3A. Pri tem poskusu je
v omarici pH-meter, s katerim ob koncu inkubacije izmerimo elektrokemicno reakcijo vzorcev.
Mascobne kisline so organske kisline, ki povzrocijo padec pH v testni raztopini, kar omogoca
enostavno dokazovanje procesov in rezultatov prebave mascob.

a) Priprava in inkubacija vzorcev:
1. V stojalo inkubacijske enote namestimo 6 epruvet.
2. Po navodilih, podanih v spodnji tabeli, napolnimo epruvete z reagenti.
3. Temperaturo inkubacije nastavimo na 37 °C in ¢as inkubacije na 60 min (inkubacija v
virtualnem laboratoriju traja 60 s!).
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4. lzberemo tipko Incubate za pricetek inkubacije. Inkubacijska enota bo zacela mesati
vsebino epruvet. Ko je inkubacija koncana, se stojalo z epruvetami dvigne iz kopeli in
odprejo se vrata omarice za analizo.

b) Analiza vzorcev:

V omarici za analizo je pH-meter. Testno epruveto premaknemo v nosilec pH-metra in

izberemo ukaz lzmeri pH (Measure pH). Elektroda se potopi v testni vzorec, izmeri pH in se

nato dvigne. pH vzorca od¢itamo na prikazu instrumenta.

1. lzberemo 1. epruveto v stojalu (spremeni se v miniaturno epruveto, nagnjeno v levo) in jo
premaknemo v lezis¢e pH-metra.

2. lzberemo tipko Measure pH in od¢itamo pH vzorca.

3. Epruveto vrnemo v inkubacijsko enoto in ponovimo meritve z ostalimi epruvetami.
c) Naloge:

1. Rezultate meritev vnesite v spodnjo tabelo!

2. Odgovorite na spodnja vprasanja:

e Primerjajte rezultate meritev v 1. in 2. epruveti in jih razloZite!

e Kateri pH kaZe na najvecjo aktivnost lipaze?

e Ali bi lipaza teoreti¢no lahko delovala v ustih in Zelodcu? RazlozZite!

Stevilka epruvete
Reagenti 1 2 3 4 5 6
encim lipaza lipaza lipaza dest. voda lipaza lipaza
Zol¢ + dest. voda + + + +
substrat olje olje dest. voda olje olje olje
pufer [pH] 7,0 7,0 9,0 7,0 2,0 9,0
inkubacija 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
pH po
inkubaciji

B) Razgradnja masc¢ob pod vplivom pankreasnih lipaz

a) Material:

e Zdrobljeno pankreasno tkivo goveda, rastlinsko olje, raztopina Na,CO; 0,2 mol/L (20 g/L),
alkoholna raztopina fenolftaleina, Erlenmeyerjeva bucka, pipete in vodna kopel (segreta na
37-39 °C).

b) Postopek:

1. V Erlenmeyerjevo bucko vlijemo nekaj ml rastlinskega olja.

2. Dodamo 1 ml Na,CO; 1 kapljico fenolftaleina (obarva raztopino rdece) in nekaj ml
zdrobljenega pankreasnega tkiva.

3. Vsebino erlenmajerice dobro premeSamo in damo v vodno kopel. Kmalu opazimo
razbarvanje vsebine.

c) Naloge:

1. Shemati¢no ponazorite izvedbo vaje!
2. Razlozite vzroke za spremembo obarvanja vsebine!
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4.4.6 Opazovanje ¢revesnih resic

Crevesne resice se nahajajo na vsej sluznici tankega &revesa in Strlijo priblizno 1 mm v lumen
Crevesa. V njih se nahajajo centralni limfni sinus, arterija in vena, kar omogoca optimalno
resorpcijo hranilnih snovi (aktivni transport, difuzija). Absorpcijsko povrsino ¢revesa poleg
¢revesnih resic povecujejo Se sluzni¢ne gube in mikrovili enterocitov.

a) Material:

e Odrezek sluznice duodenuma budre, stereo lupa, petrijevka, fizioloska raztopina, koscek
plute, igle.
b) Postopek:
KoSéek duodenuma z iglami pritrdimo na pluto in potopimo v petrijevko s fiziolosko raztopino
in opazujemo preparat pod stereo lupo.
c) Naloge:

e Narisite ¢revesne resice!

4.4.7 Opazovanje gibanja izoliranega ileuma budre

Organi hladnokrvnih in toplokrvnih Zivali ohranijo nekatere svoje funkcije tudi Se po izolaciji iz
organizma. Crevo budre ohrani svojo kontraktilno lastnost, ¢e se nahaja v oksigenirani hranilni
raztopini s temperaturo 37 do 40 °C.

Crevo ima, podobno kot drugi deli prebavil, svojo notranjo inervacijo in inervacijo iz vegetativnega
Zivénega sistema. Notranjo inervacijo predstavljata Plexus submucosis s. Meissneri (v muscularis
mucosae) in Plexus myethericus s. Auerbachi (v misicnem sloju med cirkularno in longitudinalno
muskulaturo). Zunanja inervacija izhaja iz parasimpatikusa (n. vagus) in simpatikusa (n.
splanchnicus). DraZzenje vagusa spodbuja motoriko Crevesja, drazenje simpatikusa pa jo zavira.

Ce v lumnu izoliranega &revesa povecamo pritisk, nastopijo znacilni kontrakcijski valovi. Gre za
refleksno reakcijo, ki poteka po avtonomnem inervacijskem sistemu. Ob raztezanju Crevesne
stene se zaradi povecanega notranjega pritiska vzdrazijo mehanoreceptorji v sluznici, ki so
povezani z Meissnerjevim plexusom; po anastomozah se refleks prenese do Auerbachovega
plexusa in njegovih motori¢nih vlaken, nato pa do muskulature v steni ¢revesa, kar vodi do gibanja
Crevesa.

a) Material:

e Morski prasicek, operacijski pribor, vodna kopel (s kontaktnim termometrom, mesalcem in

grelcem), Tyrodejeva raztopina, kisik, kimograf (prirejen za registracijo kréenj crevesa).
b) Postopek:

1. Morskega prasicka evtanaziramo, mu prerezemo koZo in misice trebusne stene in pois¢emo
ileum. Temu na oralnem delu s kirursko iglo namestimo nit, nato pa izrezemo priblizno 5 cm
dolg koscek.

2. V aboralni del ileuma pritrdimo stekleno cevko, ki je povezana s posodo s Tyrodejevo
raztopino.

3. Crevo namestimo v posodo s Tyrodejevo raztopino, ki je povezana z dotokom kisika in
namescena v termostatski kopeli.
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4. 1z steklenice spustimo v ¢revo Tyrodejevo raztopino tako, da se ¢revo napolni in raztegne,
ter zavezemo ligaturo na oralnem delu tako, da tekocina ne izhaja iz ¢revesa. Oralni del
ileuma poveZzemo s pisalom kimografa. lleum se ritmicno kréi in iztiska tekocino, ki ob
relaksaciji prodira v lumen, nazaj v dovodni sistem. Ob tem spreminja svojo dolzino, kar
vidimo kot zapis krivulje na kimografskem bobnu.

c) Naloge:
1. Shemati¢no prikaZite izvedbo poskusa!
2. RazlozZite vzroke za nastale spremembe!

Slika 4.12: Sistem za prikaz gibanja izoliranega ileuma
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5 ENERGETSKI METABOLIZEM IN
TERMOREGULACIJA

V telesu nastaja energija pri oksidacijskih procesih. Energetske snovi prihajajo v telo s hrano, kisik
pa z vdihanim zrakom. Pri oksidacijskih procesih nastaja energija, ki se skladis¢i v energetsko
bogatih spojinah, spros¢a kot toplota ali porablja pri delu. Poleg tega nastajajo tudi ogljikov
dioksid, voda in drugi kon¢ni, energetsko brezvredni produkti razgradnje.

5.1 MERJENJE ENERGETSKE VREDNOSTI HRANILNIH SNOVI

Hranilne (in tudi druge) snovi imajo dolofeno energetsko vrednost, ki jo organizmi lahko

uporabljajo za svoje oksidacijske procese. Energetsko vrednost snovi lahko izmerimo s seZzigom v
kalorimetru.
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Slika 5.1: SeZigni kalorimeter
(A — kalorimetrijska seZigna bomba, B — namestitev kalorimetrijske bombe v kalorimeter, p — pokrov, v —
ventil, vo — elektri¢ni vodnik, d — drZalo, po — posodica s seZigno snovjo, vZ — elektricni vZigalni sistem v
atmosferi Cistega kisika, Em — elektromotor za pogon mesala v kalorimetru, T — termometri, M — mesalci,
Ts — termostatska tekocina)

Kalorimeter, ki ga prikazuje slika 5.1, je sestavljen iz masivne kovinske bombe, v kateri se v kisikovi
atmosferi nahajata vzigalni sistem in snov, kateri merimo energetsko vrednost. Bomba je
potopljena v drugo kovinsko posodo, napolnjeno z vodo. Iz razlike v temperaturi vode pred
sezigom in po njem lahko izmerimo energetsko (kalori¢no) vrednost snovi.

Po definiciji za kalorijo (ki je za nekatere fiziologe primernejSa za izrazanje energetske vrednosti
kot po SI doloceni joule) je 1 kalorija (cal) tista koli¢ina toplote, ki segreje 1 g vode za 1 °C, tj. od
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14,5 na 15,5 °C. Pogosto se kot enote uporabljajo kilokalorije (gl. poglavje 1.1.3). Energetsko
vrednost nekaterih snovi prikazuje tabela 5.1.

Ceprav obstajajo razlike med potekom bioloske oksidacije hrane v organizmu in oksidacije v
kalorimetri¢ni bombi, pa to ne vpliva na termodinamicne procese, saj je po Hessovem zakonu
osvobojena energija pri kateremkoli oksidacijskem procesu odvisna od substanc, ki reagirajo, in
konénih produktov, ki nastanejo, ne pa od okolja in vmesnih reakcij, preko katerih reakcija tece.
Zato so, kot je prikazano v tabeli 5.2, energetske vrednosti hranilnih snovi (razen beljakovin)
enake pri meritvah v fizioloSkih razmerah in v kalorimetri¢ni bombi. Pri beljakovinah prihaja do
razlik predvsem na racdun uree in drugih produktov metabolizma beljakovin, ki se izlocajo iz
organizma, ne da bi se dokon¢no oksidirali.

Tabela 5.1: Energetska vrednost nekaterih hranilnih snovi in goriv

Snov Energetska vrednost [ki/g]
glukoza 15,65
saharoza 16,58

sSkrob 17,58
proteini 23,86
mascobe 38,93-39,77
secnina 10,59

metan 55,25

vodik 141,90

nafta 41,86
premog 14,65-25,12
les 12,55 -14,65

Tabela 5.2: Povprecne energetske vrednosti za nekatere vrste hranilnih
snovi pri oksidaciji v kalorimetru in v Zivalskem organizmu

Snov (1 g) Energetska vrednost [kJ]

v kalorimetru Vv organizmu
proteini 23,65 17,16
ogljikovi hidrati 17,2 17,2
mascobe 39,56 39,56
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5.2 KALORIMETRIJA ZIVIH ORGANIZMOV

Intenzivnost energetskega metabolizma se lahko dolo¢i z merjenjem toplote, ki se iz organizma
sprosca s sevanjem, kondukcijo, konvekcijo in evaporacijo (direktna kalorimetrija) ali z izracunom
produkcije toplote iz razmerja respiratornih plinov (indirektna kalorimetrija).

Toplota se iz telesa oddaja po fizikalnih zakonih — z radiacijo, konvekcijo, kondukcijo in

evaporacijo.

e Kondukcija je neposreden prenos toplote s predmeta na predmet zaradi razlik v temperaturi
(npr. prenos toplote na zemljo, hladna tla ali v vodo).

¢ Radiacija (sevanje) je oddajanje toplote v obliki elektromagnetnih valov.

e Konvekcija je oddajanje toplote v zrak okoli telesa. Ogreti zrak okrog telesa se dviga,
nadomeséa ga hladnejsi, zato nastajajo okoli organizma tokovi zraka, ki odnasajo toploto.
Konvekcijo zmanjsujejo dlaka oziroma oblacila, pospesuje pa jo veter.

¢ Evaporacija (izparevanje) je oddajanje toplotne energije na racun izhlapevanja vode s povrsine
telesa. Za izparitev 1 litra znoja se porabi 2427,9 kJ. Lo¢imo nevidno perspiracijo, to je
izparevanje majhnih koli¢in vode, ki izpari takoj, ko se izlo€i, ter znojenje, ki se pojavi pri visjih
temperaturah okolja.

Toplota se oddaja tudi s povrsine dihal z izparevanjem.

5.2.1 Direktna kalorimetrija

V praksi je direktna kalorimetrija zapletena in tezko izvedljiva, saj mora fizioloski kalorimeter
zadovoljiti naslednjim zahtevam:

e moznost merjenja oddane toplote pri razlicnih temperaturah okolja,

e ne sme biti akumulacije CO, in

e omogoceno mora biti merjenje vpliva hrane in dela oziroma gibanja na metaboli¢ne
procese.

Prve poskuse v zvezi z merjenjem produkcije toplotne energije pri Zivalih so opravili Zze v 18.
stoletju (Lavoisier in Laplace, 1779). Princip je temeljil na merjenju kolicine vode, nastale ob
topljenju ledu okoli posode, v kateri je bila poskusna Zival. Ta kalorimeter ima omejeno uporabo,
ker meri oddajo toplote ob temperaturi okolja okoli 0 °C. Z njim lahko izra¢unamo koli¢ino
toplote, ki jo odda Zival na osnovi fizikalnih zakonitosti. To sta specifi¢na toplota in specifi¢na
talilna toplota.

Specificna toplota je tista koli¢ina toplote, ki jo je potrebno dovajati nekemu telesu ali snovi, da se
njegova temperatura spremeni za 1 °C. Specificna talilna toplota pa je koli¢ina toplote, ki jo
moramo na talis¢e segretemu telesu dovajati, da se stali. Specifi¢na toplota ledu je 2,093 kl/kgK,
specifi¢na talilna toplota ledu pa je 334,880 kJ/kg. Koli¢ina toplote, ki se porabi za taljenje ledu, je
vsota specificne toplote in specifi¢ne talilne toplote. Izracun nam prikazuje enacba:

Q = micdT + miqe
(Q - koli¢ina toplote, m,— masa ledu, c — specificna toplota (2,09 kJ), q: — specificna talilna toplota (334,88

ki/kg), dT —temperatura ledu v okolici poskusne Zivali (oziroma razlika med temperaturo ledu in 0 °C).
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<7
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Slika 5.2: Kalorimeter po Lavoisieuru in Laplaceu
(vz — vstop zraka, iz — izstop zraka, K — komorica za poskusno Zival, | — koscki ledu,
Iv — mesanica ledu in vode kot izolator, S — stojalo, sv — stopljena voda)

Pogoje za uspesno direktno kalorimetrijo, nastete v prvem odstavku, najbolje izpolnjujejo
adiabatni in gradientni kalorimetri.

Osnova za adiabatni kalorimeter je toplotno izoliran prostor. Toplota, ki jo odda organizem s
sevanjem, se zbira tako, da ogreva vodo, ki kroZi znotraj prostora. Iz razlike v temperaturi vode
pred vstopom v kalorimeter in po izstopu iz njega lahko izra¢unamo koli¢ino toplote, ki jo odda
organizem. Poleg tega zbiramo izparjeno vodo v posebni posodi s H,SO,, v katero se zaradi
higroskopicnosti voda veZe. Pri tovrstnih meritvah je potrebno upostevati tudi spreminjanje
telesne temperature organizma. Ker je ta oblika direktne kalorimetrije tehni¢no precej
zahtevna in tudi draga, se redkeje uporablja.

Delovanje gradientnega kalorimetra temelji na merjenju oddaje toplote iz termalnega vira,
zaprtega v oklep in obdanega s plastjo, imenovano gradientna plast, ki meri tok toplote. Ta je
narejena iz konstantana (zlitina bakra, niklja Zeleza in mangana), vpletene skozi izolatorsko
plast. Ce ta plast v celoti in popolno pokriva komoro, registrira celotno toploto, oddano iz
notranjosti komore, ne glede na polozZaj Zivali, velikost in obliko komore. Toplotne izgube z
ventilacijo in respiracijo se merijo z merilci toplotne izmenjave. Razlika v temperaturi plasti,
njena debelina in toplotna kondukcija so poznani, izracunana vrednost je tok toplote, izrazen v
J/s. Ti kalorimetri so enostavnejsi kot adiabatni, rezultate dobimo hitreje, so pa prav tako
zanesljivi.

Naloge:

S kalorimetrom po Lavoisieru in Laplaceu izracunajte koli¢ino oddane toplote pri modelu
poskusne Zivali na kilogram telesne mase!
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5.2.2 Indirektna kalorimetrija

A) Metode indirektne kalorimetrije

Ker Zivalski organizem zagotavlja vse svoje energetske potrebe iz oksidacije, se obseg
energetskega metabolizma lahko doloéi iz razmerja izmenjave respiratornih plinov. Koli¢ino
energije, ki se sprosti ob oksidaciji hranilnih snovi v organizmu, lahko merimo z ugotavljanjem
porabe kisika in nastajanjem ogljikovega dioksida v dolo¢enem ¢asu. Obstajajo Stevilne tehnike in
metode merjenja, ki se izvajajo v komorah, v katere namestimo Zival, ali s pomocjo maske oziroma
trahealne kanile, povezane z napravo za merjenje. Analiza plinov se opravi kemijsko,
volumetrijsko ali manometrijsko.

Metode indirektne respiratorne kalorimetrije so enostavnejSe kot direktne in se na Siroko
uporabljajo pri vseh vrstah Zivali in pri ¢loveku, z Warburgovim aparatom pa celo pri tkivih, celicah
ali celi€nih organelih.

Najbolj znane metode so:

e Komora po Lavoisierju se lahko uporablja predvsem za manjse zivali in krajSe poskuse, ker
poraba O, in nastanek CO, za¢ne motiti normalne funkcije organizma.

e Metode zaprtega kroga:
Komora po Regnaultu in Reisetu (1849) je zaprt prostor, v katerem se nahaja poskusna Zival ali
oseba. Kisik se v komoro dodaja iz rezervoarja in se meri njegova poraba, CO, in voda iz
izdihanega zraka pa se izlocita na adsorbentno snov.

Atwater-Rosa-Benedictov respiratorni kalorimeter se uporablja za merjenje energetskega
metabolizma pri ljudeh in je videti kot opremljena soba.

Benedict-Rothov spirometer se prav tako uporablja za meritve pri ljudeh. Kisik se skozi masko
(ali skozi trahealno kanilo pri Zivalih) vdihuje iz spirometra, sistem zaklopk pa usmerja izdihani
zrak do adsorbensa za CO,. Poskus traja 6 minut, rezultati pa se preracunajo na eno uro.

e Pri metodah odprtega kroga se zrak ali kisik vdihuje iz atmosfere ali tanka, izdihani zrak pa se
analizira in izpusti v atmosfero. V ta namen se uporablja Douglasova vreca, ki se namesti na
hrbet poskusne osebe ali Zivali, v njej pa zbiramo zrak v razli¢nih fizioloskih razmerah. Vzorec
zraka iz vre€e lahko analiziramo na vsebnost kisika in ogljikovega dioksida in iz razlik med
sestavo atmosferskega zraka in zraka v vreci izraCunamo porabo O, in CO,.

B) Racunanje energetskega metabolizma pri indirektni kalorimetriji (na
oshovi respiratornega koli¢nika)

Kemicne reakcije energetskega metabolizma so stehiometrijske. To pomeni, da substrat in O,
reagirata v dolo¢enem razmerju, pri ¢emer se sprosca energija in nastanejo znane koli¢ine vode in
CO,. Na tej osnovi lahko izvajamo kalorimetrijo Zivih organizmov z merjenjem porabe O, in
produkcije CO,. Razmerje med izlo¢enim CO, in porabljenim O, v doloceni casovni enoti
imenujemo respiratorni koli¢nik (RQ):

VCO
RQ = WZ

(Veo2 — volumen nastalega ogljikovega dioksida, VO, — volumen porabljenega kisika)

2
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RQ nam omogoca, da lahko ugotovimo delez ogljikovih hidratov in mascob, porabljenih za tvorbo
dolocene koli¢ine energije. Na osnovi izmerjene koli¢ine dusika v urinu lahko ugotovimo tudi delez
beljakovin.

Ce in vitro zazgemo hranilno snov v atmosferi ¢istega kisika, se respiratorni koli¢nik razlikuje glede
na vrsto hranilne snovi. Enako se zgodi tudi v organizmu. RQ nam torej pokaze, katere snovi so se
oksidirale v organizmu. Ker se nikoli ne oksidira ena sama snov, je RQ dejansko rezultat razli¢nih
kemi¢nih procesov. Ce bi v organizmu izgorevali samo ogljikovi hidrati, bi bil RQ = 1, &e bi
izgorevale samo mascobe, pa bi bil RQ = 0,7. Ker ti dve snovi izgorevata hkrati, dobimo vrednosti
RQ od 0,7 do 1. Naslednji primeri prikazujejo oksidacijo hranilnih snovi.

Pri oksidaciji ogljikovih hidratov (C,(H,0),) se ves O, veze s C in tvori CO,. Oksidacija glukoze
poteka po enacbi:

Ce¢H1,06+ 6 0, > 6 CO,+ 6 H,0
RQ = (6 vol. delov CO,)/(6 vol. delov 0,) = 1

Pri oksidaciji mascob se O, porabi za oksidacijo C in H, zato je RQ manjsi od 1 (cca 0,7). Oksidacija
poteka po enacbah:

tripalmitin: 2C51HggO06 + 145 0, > 102 CO, + 98 H,0
RQ = (102 vol. dela CO,)/(145 vol. delov 0,) = 0,703
tristearin: 2 Cs7H11006 + 163 0, — 114 CO, + 110 H,0
RQ = (114 vol. delov C0O,)/(163 vol. delov 0,) =0,7

Pri oksidaciji proteinov je treba upostevati, da se nekateri konéni produkti izlo€ijo z urinom in
blatom, ne da bi se dokoncno oksidirali. Oksidacijo aminokisline alanina ponazarja enacba:

2 C3H,0,N + 6 O, — (NH,),CO +5 CO,+ H,0
RQ = (5 vol. delov CO,)/(6 vol. delov O,) = 0,83

Enake vrednosti RQ dobimo tudi pri merjenju volumna respiratornih plinov. Pri popolni oksidaciji
1 g ogljikovih hidratov se porabi 0,829 L O, in nastane 0,828 L CO, (RQ = 1). Pri oksidaciji 1 g
mascob se porabi 2,013 L O,, nastane pa 1,431 L CO, (RQ = 0,7). Kadar oksidiramo 1 g proteinov,
porabimo pri tem 0,957 L O,, nastane pa 0,774 g CO, (RQ =0,8).

Na osnovi podatkov o vrednosti RQ je iz tabele po Lusku (tabela 5.3) mogoce ugotoviti delez
ogljikovih hidratov in mascob, ki se oksidirajo.

Tabela ne uposteva deleza beljakovin, ¢eprav je za natancnejse vrednotenje treba upostevati tudi
te hranilne snovi. Podatke o koli¢ini porabe kisika, tvorbi ogljikovega dioksida in energetski
vrednosti procesov pri metabolizmu proteinov dobimo, ¢e v gramih izmerjeno vrednost dusika v
urinu pomnoZzimo z naslednjimi faktorji:

g N (v urinu) x 6,25 = koli¢ina oksidiranih proteinov,

g N (v urinu) x 4,76 = koli¢ina CO, (L), ki nastaja pri oksidaciji proteinov,

g N (v urinu) x 5,94 = koli¢ina O, (L), porabljena za oksidacijo proteinov,

g N (v urinu) x 110,51 = kolic¢ina toplote (kJ), spros¢ena pri oksidaciji proteinov.

Za izracun energetskega metabolizma je pomembna tudi kaloricna vrednost kisika ali kaloricni
ekvivalent kisika. To je koli¢ina energije, nastala pri metabolizmu posameznih hranilnih snovi,
izrazena v litrih porabe kisika.
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Tabela 5.3: Dolocanje koli¢ine toplote, nastale pri oksidaciji
hranilnih snovi (po Lusku)

RQ Delez [%] Kalori¢na vrednost
Ogljikovi hidrati  Mas¢obe kisika [kJ/L O,]
0,70 0 100,00 19,617
0,71 1,1 98,9 19,633
0,72 4,8 95,2 19,683
0,73 8,4 91,6 19,734
0,74 12,0 88,00 19,788
0,75 15,6 84,4 19,838
0,76 19,2 80,8 19,889
0,77 22,8 77,2 19,943
0,78 26,3 73,7 19,993
0,79 29,9 70,1 20,044
0,80 33,4 66,6 20,098
0,81 36,9 63,1 20,149
0,82 40,3 59,7 20,199
0,83 43,8 56,2 20,253
0,84 47,2 52,8 20,303
0,85 50,7 49,3 20,353
0,86 54,1 45,9 20,408
0,87 57,5 42,5 20,458
0,88 60,8 39,2 20,509
0,89 64,2 35,8 20,559
0,90 67,5 32,5 20,613
0,91 70,8 29,2 20,663
0,92 74,1 25,9 20,714
0,93 77,4 22,6 20,768
0,94 80,7 19,3 20,818
0,95 84,0 16,0 20,869
0,96 87,2 12,8 20,923
0,97 90,4 9,6 20,973
0,98 93,6 6,4 21,023
0,99 96,8 3,2 21,078
1,00 100,0 0 21,128

Koli¢ina energije, ki nastane pri oksidaciji 1 L O,, je odvisna od snovi, ki se oksidira, in znasa za
ogljikove hidrate 21,2 kJ, za mascobe 19,6 kJ in za beljakovine 18,8 kl. Vrednosti za kalori¢ne
ekvivalente kisika pri oksidaciji hranilnih snovi ob razlicnem RQ so podane v tabeli 5.3.
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Izracun kalori¢ne vrednosti kisika pri oksidaciji ogljikovih hidratov kaZze spodnji primer:

Pri oksidaciji 1 g Skroba se sprosca 17,58 kJ energije, pri cemer se porabi 0,829 L kisika. Izracunajte
koli¢ino energije, ki se sprosti pri porabi 1 litra kisika!

0,829 0,........17,58 kJ
1,000 O,........ X kJ
X =17,58/0,829 = 21,206 k!

V natancnih poskusih, kjer je potrebno upostevati tudi izgorevanje proteinov, pa postopamo po
naslednjem primeru:

Primer:

V 1 uro trajajo¢em poskusu je Zival izdihala 13,5 L CO,, prejela 16,0 L O, in z urinom izlocila 0,5 g
dusika. lzraCunajte koli¢ino nastale energije in deleZ posameznih hranilnih snovi pri produkciji te
energije!

a) Na metabolizem beljakovin odpade:
- nastanek CO,: 0,5gNx4,76=2,38L
- poraba O,: 0,5gNx594=297L
- sproscena E: 0,5gNx110,51 =55,255 kJ

b) Na metabolizem ogljikovih hidratov in mas¢ob odpade:
- nastanek CO,: 135L-2,38L=11,12L
- poraba O,: 16 L-2,97L=13,03L

e jzradunRQ: 11,12LCO,/13,03L0,=0,85
Pri RQ = 0,85 je kalori¢na vrednost 0, 20,353 kl/L O,, delez OH 50,7 % in delez M 49,3 %.

e Koli¢ina energije (na racun OH in M):

- skupaj: 13,03 L O,x 20,353 kI/L O, = 265,2 kJ
- nha racun OH: 50,7 % od 265,2 kJ = 134,46k)
- naracun M: 49,3 % od 265,2 kJ = 130,74 kJ
c) Skupna kolic¢ina E:
- naracun B: 55,255 kJ
- na racun OH: 134,46kJ
- na racun M: 130,74 kJ
- skupaj: 320,455 kJ
Naloge:
1V o, trajajo¢em poskusu je Zival (............... ) izdihala ....... litrov CO, in porabila .......

litrov O,. IzraCunajte koli¢ino nastale energije in delez mascob in ogljikovih hidratov pri
produkciji izmerjene energije!

2.V o, trajajo¢em poskusu je Zival (............... ) izdihala ....... litrov CO, in porabila .......
litrov O,. V urinu je bilo ugotovljenih ....... gramov dusika. lzracunajte koli¢ino nastale
energije in delez posameznih hranilnih snovi pri produkciji izmerjene energije!
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5.2.3 Merjenje bazalnega metabolizma

Bazalni metabolizem je najmanjsa koli¢ina energije, ki je potrebna, da v organizmu potekajo
osnovni fizioloski procesi, kot so delo srca, dihanje, sinteza encimov, hormonov in drugih
kataliticnih snovi, ekskrecija, prehod skozi membrane itd. V bazalnih razmerah vecina energije,
sproséene v organizmu, sluzi za vzdrZevanje toplote. Pri normalnem gibanju, opravljanju dela in
prehranjevanju v telesu ne poteka bazalni metabolizem. Tega dosezemo, ce je organizem v
popolnem mirovanju, v postresorptivnem stanju in v termi¢no nevtralnem okolju. V
postresorptivnhem stanju v prebavilih ne potekajo procesi prebave. Zato se poskusna Zival ali
oseba ne sme hraniti priblizno 12 ur pred merjenjem. Termicno nevtralno okolje predstavlja
temperaturo okolice, ki pri poskusnem osebku ne povzroca reakcij termogeneze ali termolize.
Temperatura termicne nevtralnosti je razlicna in znasa pri odraslih domacih zivalih okoli 20 °C, pri
mladic¢ih pa je visja. Predvsem pri praSi¢ih opazamo soodvisnost med temperaturo termicne
nevtralnosti in telesno maso. Pri mladih pujskih je ta temperatura 30 °C, pri telesni masi od 40 do
80 kg je 20 do 23 °C, pri masi 80 do 110 kg pa 15 do 16 °C.

Bazalno stanje pri zivalih le tezko dosezemo, saj zivalim tezko prepre¢imo vsaj minimalno gibanje.
Pri vecini Zivali, razen mesojedov, se hrana dolgo casa zadrZuje v prebavilih in zato skoraj ne
moremo vzpostaviti postresorptivnega stanja. Zato uporabljamo merjenje vzdrZevalnega
metabolizma. Pri tem Zivalim omogoc¢imo normalno prehranjevanje in vse gibanje, ki je povezano
s hranjenjem. V obicajnih razmerah pri sesalcih razlika med bazalnim in vzdrzevalnim
metabolizmom ni velika.

Vrednosti bazalnega ali vzdrievalnega metabolizma izrazamo v kJ na enoto telesne mase ali
telesne povrsine.

5.2.4 Kalorimetrija pri prezvekovalcih

Zaradi specifinosti prebave je kalorimetrija pri prezvekovalcih drugaéna oz. mora upostevati
dolocene posebnosti. Pri procesih fermentacije v vampu nastaja toplota, ki ni dejanski produkt
metaboli¢nih procesov v telesu. Neposredna kalorimetrija je zato zelo oteZena in moramo opraviti
nekatere popravke.

Kot korekcijski faktor se uposteva koli¢ina nastalega metana. Produkcijo toplote v vampu
ocenjujemo s priblizno 9,42 kJ na liter nastalega metana. Tako lahko iz kolicine nastalega metana
izra¢unamo koli¢ino v vampu nastale toplote. Pri kalorimetriji moramo od celotne toplotne
produkcije odsteti v vampu nastalo toploto in tako dobimo vrednost telesne metaboli¢ne toplote.

Pri indirektni kalorimetriji z merjenjem RQ moramo upostevati tudi v vampu nastali CO,, ki se z
izrigavanjem odstranjuje skupaj z izdihanim zrakom. Tudi v tem primeru merimo koli¢ino
nastalega metana, ki jo upostevamo kot korekcijski faktor za CO,. Po hranjenju je razmerje med
CO, in metanom 2,6 : 1, po 24 urah se zmanjsa na razmerje 1 : 1. Tako izracunani CO, odstejemo
od celotnega CO, in dobimo metaboli¢no vrednost CO,. Skupaj s porabo kisika lahko izra¢unamo
RQ.
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5.3 VPLIVI HORMONOV NA METABOLIZEM

5.3.1 UcCinek Scitnicnih hormonov na metabolizem

Najpomembnejsi hormon za vzdrZevanje metabolizma in telesne temperature je s¢itni¢ni hormon
tiroksin (T4). Njegovo izlo¢anje uravnava hipofizni hormon TSH (tiroideo stimulirajoc¢i hormon). V
prvem poskusu bomo prikazali ucinke T4 in TSH na metabolizem Zivali. Poskus izberemo iz
glavnega menija programa (Fiziologija endokrinega sistema/Metabolizem). Virtualni laboratorij
je prikazan na sliki 5.3.

Na levi strani ekrana je steklena komora za poskusno Zival (podgano). V komori je tehtnica, ki je
povezana z enoto za prikaz podatkov (na levi). Na tej lahko od¢itamo maso Zivali in uravnavamo
trajanje poskusa. Iz zamaska komore izhajata dve cevi. Na levi cevi je prizema, ki jo lahko odpremo
(in s tem spustimo atmosferski zrak v komoro) ali zapremo (in s tem komoro zatesnimo). Desna
cev je povezana s polkroznim manometrom, ki je napolnjen s tekocino. Ko Zival porablja kisik v
zaprtem sistemu, se tekocina v levem kraku manometra dviga, v desnem pa spusca. Drugi krak
desne cevi vodi v injekcijsko brizgo, napolnjeno z zrakom, s katero merimo volumen med
poskusom porabljenega kisika. Apno na dnu komore absorbira oddani CO,. Iz volumna
porabljenega kisika in mase Zivali je mogoce izracunati stopnjo metabolizma zivali.

Na desni strani ekrana so tri kletke s podganami, ki jih bomo uporabili v poskusih. Zgornja
podgana je netretirana, srednja ima odstranjeno scitnico (tiroidektomija — Tx), spodnja pa hipofizo
(hipofizektomija — Hypox). V zgornjem levem kotu ekrana so injekcijske brizge s tiroksinom, TSH in
propiltiouracilom (snov, ki preprecuje produkcijo tiroksina). Poskuse izvedemo na vseh Zivalih in
jim dolo¢imo stopnjo bazalnega metabolizma in stopnjo metabolizma po injekciji tiroksina, TSH
ter propiltiouracila. Rezultate meritev zapisujemo (Record Data).

HiH EH H @ 7
£||" E:J A
¢ ey By _LEVEL
Chamber &
manometer iy e
connected 05 1015 2 I:

Timer (min) Elapsed
—]rr Time

‘Weight

Apparatus
set |

Data Sets  Weight Elapsed Time ml Oxygen Injected

Slika 5.3: Virtualni laboratorij za prikaz delovanja hormonov na metabolizem
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A) Dolocitev stopnje bazalnega metabolizma

V prvem poskusu dolo¢imo raven bazalnega metabolizma za vsako podgano.

a) Postopek:

1. Netretirano podgano (Normal) premestimo v komoro.

S pritiskom na prizemo leve cevke to odpremo. Izpis Clamp Closed (prizema zaprta) se
spremeni v Clamp Open (prizema odprta).

3. S pritiskom na prizemo desne cevke odpremo povezavo z manometrom. Pod njim mora biti
izpis Komora in manometer povezana (Chamber and Manometer Connected).

4. lzberemo ukaz Tehtanje (Weight) desno od komore. Na izpisu od¢itamo maso podgane in jo
zapisemo.

5. Zoznakama (+) oz. (-) ob prikazu c¢asa izberemo 1 min.

6. S pritiskom na priZzemo leve cevke to zapremo. Izpis Prizema odprta (Clamp Open) se
spremeni v Prizema zaprta (Clamp Closed). To onemogoci prehajanje zraka iz zunanjosti v
komoro.

7. Zukazom Start ob prikazu ¢asa poZenemo poskus. Opazujemo, kaj se dogaja z nivojem
tekocine v polkroZni cevki. Po eni minuti se poskus prekine. Takrat pritisnemo na gumb
konektorja. Zapis pod njim se spremeni v Manometer in brizga povezana (Manometer and
Syringe Connected).

8. S pritiskom na prizemo leve cevke to ponovno odpremo, tako da podgana lahko normalno
diha.

9. Zoznako (+) pod brizgo uravnamo volumen O, na 1 ml in izberemo ukaz Inject. Nekaj zraka
se iztisne v polkroZno cevko. S pritiskanjem na (+) in Inject nadaljujemo, dokler se raven
tekocine v obeh krakih ne izenaci. Volumen zraka, ki je potreben za uravnavo tekocine v
obeh krakih, je enak volumnu O,, ki ga je porabila poskusna Zival.

10. Izradunajte porabo kisika v eni uri (ml O,/h) in stopnjo metabolizma na kilogram telesne
mase podgane!

11. Umaknite podgano iz komore v njeno kletko in z ukazom Reset pobrisite nastavitve.

12. Ponovite tocke 1 do 10 najprej za tiroidektomirano, nato pa Se za hipofizektomirano
podgano.

b) Naloge:
1. Rezultate meritev in izracunov vnesite v spodnjo tabelo.
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e Kako se je razlikovala stopnja metabolizma pri podganah?
e Zakaj se je stopnja metabolizma razlikovala?

B) Ucinek tiroksina na raven metabolizma

Poskus prikazuje ucinek tiroksina na raven metabolizma vseh treh podgan. Pri poskusih na Zivih
zivalih moramo injicirati tiroksin (ali katerikoli drug hormon) Zivali vsakodnevno vsaj 1 do 2 tedna,
da je viden kakrsenkoli ucinek. Pri simulaciji zadostuje eno injiciranje, ucinek pa bo enak, kot ce bi
ga injicirali dalj ¢asa. Z izbiro ukaza Ocisti (Clean), ko je podgana 3e v kletki, lahko v trenutku
odstranimo ostanke vseh predhodno injiciranih hormonov in izvedemo na podgani nov poskus. Pri
Zivi Zivali je potrebnih vec tednov, da se hormon odstrani iz telesa.
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a) Postopek:

1.

Aol B

6.

Eno od podgan prestavimo v komoro. Ker bomo testirali vse tri, vrstni red ni pomemben.
Vendar pa moramo v prikazu Data Set izbrati tisto podgano, ki jo trenutno uporabljamo
(izberemo Normal, Tx ali Hypox).

V prikazu stanja aparature izberemo Reset.

Brizgo z oznako tiroksin premaknemo v kletko s podgano. Tiroksin se injicira v podgano.
Podgano premaknemo v komoro in ponovimo stopnje 1 do 12 prvega poskusa.

Po kon¢anem poskusu podgano premaknemo v njeno kletko. Z ukazom Clear odstranimo
tiroksin iz njenega telesa.

Poskus ponovimo Se z ostalima dvema podganama.

b) Naloge:

1.
2.

Rezultate meritev in izraCunov vnesite v spodnjo tabelo.

Odgovorite na spodnje vprasanje:

KakSen je bil ucinek tiroksina na raven metabolizma normalne, tireoidektomirane in
hipofizektomirane podgane? Primerjajte ga z nivojem bazalnega metabolizma in razloZite
vzroke za razlike!

C) Uéinek TSH na raven metabolizma

V tem poskusu bomo opazovali u€inek TSH na raven metabolizma vseh treh podgan.

a) Postopek:

1. Eno od podgan prestavimo v komoro. Ker bomo testirali vse tri, vrstni red ni pomemben. V
prikazu Data Set moramo izbrati tisto podgano, ki jo trenutno uporabljamo (izberemo
Normal, Tx ali Hypox).

2. V prikazu stanja aparature izberemo Reset.

3. Brizgo z oznako TSH premaknemo v kletko s podgano. TSH se injicira v podgano.

4. Podgano premaknemo v komoro in ponovimo stopnje 1-12 prvega poskusa.

5. Po koncanem poskusu podgano premaknemo v njeno kletko. Z ukazom OCcisti (Clear)
odstranimo tiroksin iz njenega telesa.

6. Poskus ponovimo Se z ostalima podganama.

b) Naloge:
1. Rezultate meritev in izraCunov vnesite v spodnjo tabelo.
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:

KakSen je bil ucinek TSH na raven metabolizma normalne, tireoidektomirane in
hipofizektomirane podgane? Primerjajte ga z nivojem bazalnega metabolizma in razlozite
vzroke za razlike!

€) Uéinek propiltiouracila na raven metabolizma

V tem poskusu bomo opazovali ucinek propiltiouracila na raven metabolizma vseh treh podgan.

Propiltiouracil zavira produkcijo tiroksina.

a) Postopek:

1.

Eno od podgan prestavimo v komoro. Ker bomo testirali vse tri, vrstni red ni pomemben. V
prikazu Data Set izberemo tisto podgano, ki jo trenutno uporabljamo (izberemo Normal,
Tx ali Hypox).
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b)

2. V prikazu stanja aparature izberemo Reset.
3. Brizgo z oznako propiltiouracila premaknemo v kletko s podgano. Propiltiouracil se injicira
v podgano.
4. Podgano premaknemo v komoro in ponovimo stopnje 1-12 prvega poskusa.
5. Po kon¢anem poskusu podgano premaknemo v njeno kletko. Z ukazom Clear odstranimo
tiroksin iz njenega telesa.
Poskus ponovimo Se z ostalima dvema podganama.
Naloge:
1. Rezultate meritev in izracunov vnesite v zgornjo tabelo!
2. Odgovorite na spodnja vprasanja:
e Kaksen je bil ucinek propiltiouracila na raven metabolizma normalne, tireocidektomirane in
hipofizektomirane podgane? Primerjajte ga z nivojem bazalnega metabolizma in razloZite
vzroke za razlike!

Normal Tx Hypox

Parameter

Bazalni metabolizem

masa (g)

poraba O, v 1 min (ml)

poraba O, v 1 uri (ml)

raven metabolizma (ml/kg/h)

Ucinek tiroksina

masa (g)

poraba O, v 1 min (ml)

poraba O, v 1 uri (ml)

raven metabolizma (ml/kg/h)

Uc¢inek TSH

masa (g)

poraba O, v 1 min (ml)

poraba O, v 1 uri (ml)

raven metabolizma (ml/kg/h)

Ucinek

masa (g)

poraba O, v 1 min (ml)

poraba O, v 1 uri (ml)

propiltiouracila

raven metabolizma (ml/kg/h)

(Normal — netretirana, Tx — tiroidektomirana, Hypox — hipofizektomirana podgana)
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