FUSIOLOOGIA LABORITOO nr1
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VERE VOTMISE POHIMOTTED

Vere uurimist kasutatakse laialdaselt nii inimeste kui loomade fisioloogilise seisundi
hindamiseks.

Suurloomadel (hobune ja veis) voetakse verd tavaliselt kagiveenist (v. jugularis). Veisel
vOetakse verd veel saba- vdi kdhualusest veenist. Enne vere vdtmist tuleb loom korralikult
fikseerida. Seda saab teha kas lthidalt kinnisidudes v@i kasutatakse spetsiaalset suurloomade
fikseerimispukki. Vere votmise koht pligatakse eelnevalt karvadest ja seejarel desinfitseeritakse.
Veen komprimeeritakse tsentraalselt ja veeni viidud ndel suunatakse kraniaalselt. L&puks
surutakse torkekoht kinni steriilse vatiga.

Seal, lambal ja kddlikul saab verd votta korvast - nahaalusest kdrvaveenist (vOi selle
harudest), mis paikneb koérvalesta valisel kiljel. Veeni taitumist kérvas soodustab kdrvalesta
massaaz. Seal ja lambal on v@imalik votta ka kégiveenist, kuid see on nende loomade puhul juba
keerulisem.

Viikeloomadel (kass, koer) voetakse verd tavaliselt kas esijasemel asuvast peamisest veenist
(tsefaalveen, v. cephalica) vOi tagajasemel asuvast safeenveenist (v. saphena). Samuti on
voimalik neilgi loomadel verd votta ka kéagiveenist.

Lindudel vBetakse verd tiivaalusest veenist. Tiib tdstetakse Ules ja veeni kohalt kitkutakse suled.
Komprimeerides veeni tsentraalselt tehakse torge. Nahk peab olema torkekohal liikumatu, sest
muidu tekib nahaalune verevalum. Kiire hiibivuse tttu peab lindudel verevétmine toimuma eriti
kiiresti.

Inimesel voetakse verd pdohiliselt kutnarnuki dndlas asuvast kiinra keskpidisest veenist (v.
mediana cubiti). Varem kasutati laialdaselt vere vdtmist sGrme otsast, seda meetodit rakendame
meiegi oma praktikumides. Kolmanda v&i neljanda sérme otsa kilgpind desinfitseeritakse. Enne
vere votmist tuleb lasta s6rmeotsal kuivada, kuna niiskel nahal valgub veretilk laiali. Esimene
veretilk pérast steriilse ndelaga torget puhitakse &ra ja seejarel voetakse veri anallitsiks segistisse.
Kapillaari otsa ei tohi otse vastu s6rme suruda, vaid peab asetama drnalt veretilga vastu 45°-se
nurga all. Vajadusel tuleb katt eelnevalt soojendada v6i hooga langetada, vere véljavoolu
kiirendab ka sdrme kerge massaaz.

VERE HEMOGLOBIINISISALDUSE MAARAMINE

Hemoglobiin (Hb) on eritrotstitide koostisosa, millega seostub Uks vere pohifunktsioone -
hingamisgaaside (O, ja COy;) transport. Hemoglobiinisisaldust on vdimalik maarata
spektroskoopiliselt  (rauasisalduse jargi) ja kolorimeetriliselt (md&drates verevarvniku
kontsentratsiooni vdrreldes mingi véarvistandardiga).

Todvahendid: Sahli hemomeeter, 0,1N e. 0,36% HCI, kapillaarpipett, steriilne ndel, vatt,
destilleeritud vesi, piiritus.

ToO kaik: Tavamdaramine toimub kolorimeetriliselt Sahli hemomeetriga. Standardvérvile
vastava lahjenduse pdhjal saab gradueeritud katseklaasil lugeda Hb sisalduse. Hemomeetri



katseklaasi skaala nditab Hb-sisaldust grammides 100 ml-s veres. Enne verevdtmist tilgutatakse
hemomeetri katseklaasi 2 g % margiseni 0,1N soolhappelahust. Kapillaarpipetti vdetakse tapselt
20 pl (mm®) verd, seejarel asetatakse valjast puhtaks pihitud kapillaar otsapidi ettevaatlikult
soolhappelahusesse ja puhutakse veri aeglaselt vélja. Kapillaar loputatakse seestpoolt ks kord
soolhappega. Veri ja soolhape segatakse ja jaetakse viieks minutiks seisma. Vere hemoglobiin
moodustab soolhappega pruuni hematiini, millele lisatakse tilkhaaval vett kuni vérvi intensiivsus
uhtib kdrvalasuva standardiga. Peale iga tilga lisamist tuleb segu hoolikalt segada. Gradueeritud
klaasilt loetakse Hb sisaldus veres. Varem véljendati seda grammprotsentides (g/100ml).
Tanapéeval véljendatakse Hb kontsentratsiooni grammides dhe liitri kohta (gr% x 10).
Normvaartused loomadel 80... 150 g/I. Meestel keskmiselt 158 g¢/l, naistel 140 g/l. Muutused ja
nende pBhjused langevad enamasti kokku erttrotsiiitide ja hematokriti diinaamikaga.

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allKiri: Oppejou allkiri:



FUSIOLOOGIA LABORITOO nr.2
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ERUTROTSUUTIDE LOENDAMINE

Eritrotsiiitide e. punaliblede arv iihes mm® -s veres peegeldab nii vereloomeorganite
talitlust kui ka vere hingamisfunktsiooni. Erdtrotsiidid aitavad kaasa toitainete ja
metaboliitide kehasisesele transpordile, adsorbeerides neid oma pinnale. Punaliblede ja
nendes oleva hemoglobiini sisalduse langemist allapoole fusioloogilist piirvaartust nim.
aneemiaks. Seda ei loeta iseseisvaks haiguseks, vaid see on rea teiste haiguste simptomiks.

Todvahendid: mikroskoop, melanzéér (segisti; ampulliosa 101 margiga), loenduskamber, 1-
2%-line NaCl-lahus, destilleeritud vesi, piiritus, steriilne ndel, vatt.

T66 kaik: Vere vormelementide arvu méaratakse kambrimeetodil visuaalse loendamisega
mikroskoobi abil. Esmalt tutvuge loenduskambri ehitusega ja Gorjajevi kambri vdrgustiku
pbhimdtetega (vt. joonis). Vaadelge vdrgustikku mikroskoobiga ja vorrelge allpool toodud
skeemiga. Leidke suured ja vaikesed ruudud.

{107)

Joonks 719, Vabendid vere 1abjendsmisaks j vorme Lenent
fle losndomiseks, A - BE sy {peglard), B - E.md':uhn‘huz

£ - Gorjejevi vhrzustlk.

Loenduskambri pinnad ja katteklaas puhastatakse kuiva vatiga. Katteklaas kinnitatakse kahe
poidla abil kambrile kuni "Newtoni réngaste™ ilmumiseni. Verd vOetakse kuni margiseni



"0,5" ja NaCl lahust margini "101". Ampullis saadakse vere lahjendus 1:200. Pérast vere
lahjendamist p6oratakse melanz6or horisontaalsesse asendisse ja hoides s6rmede vahel
raputatakse intensiivselt 4-5 minutit. Esimesed tilgad segisti kapillaarosast lastakse vatile,
seejarel lastakse tilgake kambrikesekeskmisele véljale, sealt tungib lahjendatud veri
kapillaarjou mdjul kambrisse. Vedelik peab katma kogu vorgustiku. Loenduskambris
loendatakse punaliblede arv S(80) kokku 80-s vaikeses ruudus ja leitakse aritmeetiline
keskmine (e). Et kambri kbrgus on 0,1mm ja vaikese ruudu kilg 1/20mm, siis on vaikese
ruudu kohal asuv ruumala 1/4000 mm?® . Arvestades vere lahjendust, arvutatakse punaliblede
sisaldus 1 mm?® kohta (E).

E = e x 4000 x 200 = 800 000 x e ehk E = S(80) x 10 000

E vastab eriitrotsiiitide arvule tihes mikroliitris (I, mm®).

E = S(80) x 10 000, kus S(80) on erutrotsuttide koguarv 80-s vaikeses ruudus.

Normi suurusjark loomadel 5..8 milj/ul, meestel 5,1 milj/ul ja naistel 4,6 milj/ul.
Erutrotsultide arvu véhenemine viitab aneemiale ja vaegtoitumisele, suurenemine kaasneb
tavaliselt vee kaotusega (nt. higistamisel).

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:






FUSIOLOOGIA LABORITOO nr.3
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ERUTROTSUUTIDE SETTEREAKTSIOONI KIIRUS

Stabiliseeritud vere rakud settivad seismisel liigist ja organismi seisundist s6ltuva kiirusega.
Mééravaks on rakkude agregatsioon, mis omakorda oleneb nende elektrilaengust,
erOtrotstiltide arvust, plasma albumiinide ja globuliinide suhtest jm. Kiiresti setib hobuse
veri, see on néhtav antikoagulantide mittelisamisel isegi enne huibimise algust.
Eritrotstittide settereaktsiooni kiirust (ESK) hinnatakse teatava ajathiku (inimesel 1
tunni) moéddumisel selginenud plasmakihi md6tmisega. Maletsejaliste ESK on véga aeglane:
O60péevas moni mm. Inimese ESK on normaalselt 3..8 mm tunnis. ESK muutumine,
peamiselt Kiirenemine, viitab haigusele: aneemiad, nakkus- ja parasitaarhaigused, médased
poletikud, pahaloomulised kasvajad jt.

ESK maédramiseks kasutatakse gradueeritud pipetti, milles analliisitav veri on segatud
hiubimist valtiva tsitraadilahusega (1:4). Jattes tsitraatverega Kkapillaari theks tunniks
vertikaalasendise, loetakse plasmasamba kdrgus mm-des.

Todvahendid: tiigel (vdi uuriklaas), 5%-line Na-tsitraadilahus, statiiv, kapillaarpipett,
steriilne ndel, vatt, piiritus.

Too kaik: Voetakse kapillaarpipett, loputatakse tsitraadilahusega ja pannakse pool
kapillaaritait (margini "P") tsitraadilahust tiiglisse. Samasse tiiglisse pannakse kaks
kapillaaritdit (margini "K") verd ning segatakse hoolikalt. Tahtis on, et vere ja
tsitraadilahuse vahekord oleks 4:1. Edasi tdidetakse kapillarpipett saadud tsitraatverega
margini "100" ja asetatakse statiivile vertikaalasendis. Uhe tunni moddudes loetakse, mitu
mm on punaliblede sammas langenud. Praktiliselt on vdimalik anallisi teha 2 korda
vdiksema vere kogusega, s.0. Uhe kapillaaritdie verega. Tsitraadilahust tuleb sel juhul samuti
votta poole vahem.

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejdu allkiri:



FUSIOLOOGIA LABORITOO NR.6
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HEMATOKRITI MAARAMINE

Hematokrit (Hmtr) (ingl. k. packed cell volume - PCV) néitab vere rakkude (peamiselt
punaliblede) protsentuaalset mahtu pérast taielikku tsentrifuugimist.

Todvahendid: hematokriti komplekt, tsentrifuug, gradueeritud katseklaasid, hepariini- voi
tsitraadilahus, steriilne ndel, vatt, piiritus.

TO60 kaik: Stabiliseeritud verd tsentrifuugitakse gradueeritud katseklaasis vdi erilistes klaasist
kapillaarides pusiva rakumahuni. Voetakse punaliblede samba protsent kogumahust.
Kasutatakse kapillaaridele kohandatud tsentrifuugi. Kapillaar tdidetakse kolmveerandi
ulatuses hulbimatuks muudetud verega. Tsentrifuugitakse 10 min kiirusega 3000-4000 p&oret
minutis (kuni vormelementide arv ei véhene (veisel 20-30 min)). Seejarel mdddetakse
punaliblede ja kogu tdituvuse sammas ning arvutatakse hematokriti  vaartus.
Normvadartused on enamasti 30 - 45 % piirides; inimesel kérgemad, loomadel madalamad
vadrtused. Inimese normvéartused on meestel 44 - 46 % ja naistel 41 - 43 %. Madalamad
vadrtused viitavad aneemiale, kbrgemad polutsiiteemiale.

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:
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KALKUREERITAVAD NAITAJAD: ERUTROTSUUTIDE
VARVUSINDEKS, KESKMINE HB-SISALDUS JA MAHT

Kasutatakse eelmistes laboritdddes saadud eritrotstilitide arvu, hematokriti ja vere Hb-
sisalduse vaartusi:

e Varvusindeks. Iseloomustab (ksiku punalible keskmist Hb sisaldust vdrreldes
normiga; peaks normaalselt olema lahedane tihega.

Vinda =NEFr/Er x Hb/NHb, kus
NEr - normaalne Er arv (meestel 5,1 milj/ul, naistel 4,6 milj/ul); Er - leitud Er arv

NHb - normaalne Hb sisaldus (meestel 158 g/l, naistel 140 g/l); Hb - leitud Hb sisaldus

o Eritrotsutdi keskmine Hb sisaldus (ingl. k. mean corpuscular hemoglobin - MCH).
Arvutatakse pikogrammides (1 pg = 10™ g; 11 = 10° pl).
Inimese normvaartus on 26 - 36 pg.

Hbe, = Hb(g/l) / Er(milj/ul)

e Eritrotsiddi keskmine maht (ingl. k. mean corpuscular volume - MCV). Inimese
normvaartus on 90 - 95 fl (femtoliitrit) e. um® . Arvutatakse jargmiselt:

Mg, = Hmtr (%) x 10 / Er (milj)

Tulemused:

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejdu allkiri:



FUSIOLOOGIA LABORITOO nr 4
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LEUKOTSUUTIDE LOENDAMINE

Leukotsuttide e. valgeliblede fiisioloogiline téhtsus seisneb kaitsefunktsioonis, milleks on peamiselt
fagotsitoos ja antikehade moodustamine. Leukotstiutide sisaldus veres on kullalt kdikuv ja s6ltub
vanusest, toost, toiduvftmisest, tiinusest, laktatsioonist jne. Leukotsiilitide arvu suurenemine veres
(leukotsutoos) voib olla fusioloogiline, patoloogiline vdi medikamentoosne. Fusioloogiline leukotsiitoos
esineb néiteks tugeva flusilise pingutuse korral, enne snnitust, vastsiindinutel, erutuse korral, lihtmaoga
loomadel parast s6omist jne. Patoloogiline leukotsiitoos esineb néiteks nakkushaiguste, mirgistute korral.
Medikamentoosne leukotsiitoos v8ib esineda pérast méningate ravimite manustamist.

Suhtelise leukotstitoosi korral on muutunud Uksikute valgeliblede vahekord. Absoluutse leukotstitoosi
korral on suurenenud valgeliblede wldhulk, erinevate leukotsiitide vahekord on jd&nud samaks.
Leukopeenia e. valgeliblede arvu langemine veres vdib olla p&hjustatud vereloomeorganite talitlust
parssivatest murkidest, infektsioonist jm. Leukeemia on pahaloomuline mdne leukotsiitide alaliigi
paljunemine. Veiste leukoosiga kaasneb tavaliselt limfotsiiitide vohamine.

Todvahendid: mikroskoop, loenduskamber, melanzédr (margisega "11"), Tuarki lahus (1%-line
aadikhappelahus + mdni tilk gentsiaanavioleti lahust), destilleeritud vesi, steriilne ndel, vatt, piiritus.

Too kaik: sarnaneb punaliblede loendamisele (t66 nr. 2). Verd voetakse melanz6ori kapillaaril oleva
maérgini "0,5" ning Tlrki lahust mérgini "11". Lahjenduseks saadakse 1:20. Lahjendusvedelikus olev
dadikhape lahustab punalibled ja gentsiaanaviolett muudab valgeliblede tuumad siniseks. Loendatakse
varvustunud tuumad 50-s suures ruudus (suur ruut koosneb 4 x 4 vdikesest ruudust). Leukotstitide arvu 1
mm3 kohta (L) arvutatakse jargmiselt:

L =1 x 250 x lahjendus, kus | = keskmine leukotsudtide arv ihe suure ruudu kohta.

Lihtsustatult saame valemi:

L = S(50) x 100, kus S(50) on leukotstitide koguarv 50-s suures ruudus.
Normi suurusjark inimesel on 4...10 000/ul. Loomade keskmised nditajad: hobune 9000/pl, veis 8000/pl,
siga 15 000/ul, koer 9 000/ul ja kass 18 000/pl.

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allKiri: Oppejou allkiri:
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LEUKOTSUUTIDE DIFERENTSEERIMINE JA LEUKOTSUTAARVALEM

Leukotsutaarvalemi (leukogrammi) all mdeldakse leukotsiiitide alaliikide protsentuaalset suhet, mis
saadakse vere vérvitud digepreparaadi rakkude diferentseerimisega. Rakke eristatakse plasma sdmeruse
olemasolu ning selle varvumise, samuti tuuma struktuuri pbhjal. Arvestatakse ka plasma ja tuuma
eristumise teravust. Kasutatakse tugeva suurendusega oliimmersioonobjektiivi.
Granulotsuitidel esinevad tsutoplasmas graanulid e. sdmerad. Kui need vérvuvad happelise eosiiniga
punaseks, siis nimetatakse vastavaid rakke eosinofiilideks (1-6% leukotsiiitide koguarvust). Nende arvu
suurenemine (eosinofiilia) esineb parasitooside, allergia ja moningate stressifaaside ajal. Sinakate
sdmeratega on basofiilid (alla 1%). Neutrofiilidel (40-75%) varvustub sdmerus véhe ja nende eristamisel
pOdratakse tahelepanu tuuma kujule. Noortel vormidel on tuum Umar vdi neerukujuline, kipsemise
kéigus muutuvad murtud kepikujuliseks (kepptuumalisteks) ning I6plikul kipsemisel tekivad tuumal
sissendordumised  (segmenttuumalised granulotsiidid). Viimased on aktiivselt liikuvad ja
fagotsutoosivoimelised rakud.

Viimased omadused (liikuvus, fagotsutoosivime) esinevad ka osadel agranulotstititidel (sémerus
puudub) - monotsidtidel (2-10%). Arvukalt (méletsejalistel domineerivalt) esineb immuunsust tagavaid
sdmeruseta selgepiirilisi limfotsiitite (20-45%). Arengu ja toime jargi jagunevad need T ja B rakkudeks.

Todvahendid: mikroskoop, immersioonidli, digepreparaadid, klaviatuuriilesmarkija, vereatlas.
T6O kaik: vere digepreparaadi uurimisel kasutatakse tugeva suurendusega oOliimmersioonobjektiivi.

Diferentseeritakse 100 erinevat leukotstiiti. Iga dratuntud (diferentseeritud) leukotsiiit tuleb dra markida
klaviatuuril. Hiljem saab klaviatuurilt lugeda leukotsttide protsentuaalse jaotuse.

Tulemus:

Granulotsuudid Agranulotsuidid

Neutrofiilid Eosinofiilid |Basofiilid |Limfotstidid |Monotsuidid

noorvormid [kepptuumal. |segm.-tuumal.

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:



FUSIOLOOGIA LABORITOO nr 8
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VERE PH JA PUHVEROMADUSED

Enamik bioloogilisi protsesse loomorganismis kulgeb normaalselt suhteliselt konstantse pH
korral. Homdostaasi Uhe p&hinditaja, pH stabiilsus, on eluprotsesside, eriti ensilimide
aktiivsuse eeldus. Mitmesugused happelised ja leeliselised 0(hendid, mis tekivad
ainevahetuses v@i satuvad organismi toiduga, vGivad hairida H* - ja OH™ - ioonide optimaalset
tasakaalu. Rohkem ohustavad pH-d tugevasti dissotsieeruvad happed. Valgumolekulidest
périnev fosfor ja vaédvel annavad vastavalt fosfor- ja vddvelhapet. Paralleelselt lihaste t66ga
suureneb susi- ja piimhappe moodustumine. Seedetraktis tekib ja imendub suures koguses
kaarimishappeid. Leeliselised Ghendid satuvad organismi peamiselt taimse toiduga. Paljude
haiguslike protsessidega kaasnevad muutused nii hapete ja leeliste moodustumises kui ka
nende valjutamises.

Vereplasma pH stabiilsuse tagavad keemiliselt vere puhverststeemid ja flsioloogiliselt
tdiendavad neid hingamine ja neerutalitlus. VV6imsaima, kuid inertse puhvri moodustab
hemoglobiin ja teised vere valgud. Ko&ige operatiivsemalt reageerib karbonaatpuhver.
Organism on kaitstud happelise halbe vastu nn. leelisreserviga (peam. karbonaadid ja
valgud). Leelisreserviks nimetatakse CO, hulka, mida vereplasma seob kokkupuutes 6huga,
mille Pco, on 40 mmHg (nagu alveolaarbhus). Suletud susteemis (nt. hingamise ja
neerutalitluse lakkamisel) muutuks sisekeskkond vaatamata vere puhveromadustele siiski
happeliseks tekkiva stisihappe jt. happeliste metaboliitide kogunemise tGttu eluprotsessides.

Happe-leelisseisundi Kliinilised néitajad veres on :

e pH ([H"] negatiivne kiimnendlogaritm, pH 7,4 vastab 40 nM H* kontsentratsioonile)
iseloomustab kvalitatiivselt puhversisteemide tasakaalu H-ioonide aktiivsuse pdhjal.

o Pcop néitab hingamisest sbltuvat stsinikdioksiidi osardhku, mis omakorda méaarab
puhvri happelise komponendi H,CO; néol. Arteriaalses veres u. 40 mmHg, venoosses

40...60 mmHg.
e [HCO; ] bikarbonaadi sisaldus, mis oleneb ainevahetusest ja neerutalitlusest ning
madrab  puhvri  aluselise ~ komponendi. = Normaalselt  24..28 mM/I.

NB! Karbonaatpuhvri siisihappe ja bikarbonaadi suhe 1:20 méarab pH 7,4. Suhte
ahenemisel (nt. 1:10) pH langeb 7,1-ni ja tegemist on happelise hélbe e. atsidoosiga.
Hingamise tokestumisel tekib see mdne minutiga. Metaboolne atsidoos kaasneb nt.
fldsilise pingutuse ja kdhulahtisusega. Suhte laienemise ja pH tdusmise korral on
tegemist alkaloosiga (nt. sé6gisooda manustamisel, oksendamisel).

o BE (Base Excess, puhveraluste halve) iseloomustab kvantitatiivselt puhvri aluselist
(metaboolset) komponenti. Ideaalsel juhul (ph 7,4) peaks olema null, pluss-véaartused
naitavad alkaloosi ja miinus-vaartused atsidoosi stigavust mM/I.

Vereplasma puhveromadusi on vdimalik demonstreerida katses, kus lahjendatud vereplasmale
(1:10) lisatakse alust v6i hapet kindla pH hélbeni. Aluselist hédlvet (pH 9) nditab
fenoolftaleiini varvumine punaseks, happelist (pH 5) metilloranzi muutumine kollasest
punakaks. Vereplasma puhveromadusi hinnatakse vorreldes veega. Kuna vees
puhversiisteemi pole, muutub 10 ml puhta vee reaktsioon aluseliseks (happeliseks) juba ihe
tilga aluse (0,1N NaOH) vdi vastavalt happe (0,1N HCI) lisamisel.



Toovahendid: kolvikesed (vOi 100-ml keeduklaasid), vereplasma, 1-ml pipett, 10-ml
mdaotsilinder, destilleeritud vesi, fenoolftaleiin (1%-line piirituslahus), metidloranz (1%),
0,1N HCI buretiga, 0,2N NaOH buretiga.

To0 kaik:

1.

Vereplasma puhveromadused happe suhtes. Puhvri tugevust mdddetakse aktiivse
reaktsiooni (pH) muutmiseks kuluva happe hulgaga. 1) Voetakse klaasike 10 ml dest.
vett, lisatakse mdni tilk indikaatori- (metdiloranZi) lahust. Tilgutatakse buretist 0,1N HCI
kuni roosa vérvuse tekkimiseni (tavaliselt piisab Uhest tilgast). 2) Vdetakse klaasikesse 1
ml plasmat, lisatakse 9 ml dest. vett. Lisades sama indikaatorit, loetakse mitu tilka
happelahust laheb reaktsiooni (pH) happeliseks muutmiseks (indikaatori varvus peab
vastama vee puhul tekkinud varvitoonile). Arvestades lahjendust, leitakse mitu korda
kulub plasma hapestamiseks hapet rohkem kui vee puhul.

2. Vereplasma puhveromadused leelise suhtes. Puhvri tugevust mdddetakse
analoogiliselt, tiitrides leeliselahusega ja kasutades indikaatorina fenoolftaleiini.
Tiitritakse tilkhaaval kuni punakas toon plsib vahemalt pool minutit. Mitu korda on
plasma leelistamiseks vaja hapet rohkem kui vee pH muutmiseks leeliseseks?

Tulemus:

1. Puhveromadused happe suhtes:

2. Puhveromadused leelise suhtes:

Jéreldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:
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HEMOLUUS JA SEDA POHJUSTAVAD TEGURID

Asetades elava koe hupotoonilisse lahusesse voi puhtasse vette, rakud paisuvad ja I6hkevad.
Punaliblede lagunemist (hemollusi) ja Hb vabanemist p&hjustavad veel ka mehhaanilised
tegurid, rasvu lahustavad ained (kloroform, ammoniaak jt.), taimsed ja loomsed mdrgid
(hemolisiinid).

NaCl, 96° etanool,

Todvahendid: katseklaasid, statiiv, mddtepipetid, 0,9% eeter,

destilleeritud vesi, kapillaarpipett, steriilne ndel, vatt.
Too kaik:

1. Igasse katseklaasi valada tabelis esitatud jarjekorras 4-5 ml keedusoola lahust.

2. lgasse katseklaasi lisada moni tilk verd.

3. Paérast vere ja NaCl lahuse segamist lisada 3. katseklaasi m&ni ml etanooli ja 4.
katseklaasi u. 1 ml eetrit.

4. Vere ja lahuse paremaks segunemiseks tuleb kdiki katseklaase kergelt loksutada.

5. Jalgida, millistes katseklaasides hemoliius tekkis ja millistes mitte.

6. Analulsida kasutatud lahuste mdju punalibledele, hemoliiusi tekke korral selgitada selle

mehhanism.
Tulemus:
Katseklaasi nr. |Lahus 4-5 ml Hemollts [Hemoluusi pdhjus
1. 0,9% NacCl
2. dest.vesi
3. 0,9% Nacl
etanooli 4-5ml
4., 0,9% NaCl
eetrit 1-2ml
Jareldus:

Ulidpilase allkiri:

Oppejou allkiri:







FUSIOLOOGIA LABORITOO nr 10

NIMI
RUHM
KUUPAEV

ERUTROTSUUTIDE MINIMAALNE JA MAKSIMAALNE
OSMORESISTENTSUS

Minimaalset osmootset resistentsust nditab selline soola kontsentratsioon (nt. 0,6 %), kus
ornemad punalibled hemoliilsuvad. Lahus on tervete rakkude esinemise tottu hédgune,
tsentrifugaat aga Hb tdttu punakas. Sademe esinemine viitab tervetele rakkudele.
Maksimaalset osmootset resistentsust nditab lahuse kontsentratsioon (nt. 0,4 %), kus kdik
punalibled on ltdsunud, lahus on labipaistev punakas, rakud pole eristatavad, sade puudub.
Erltrotsultide osmootset resistentsust (vastupidavust) maaratakse vere lisamisega astmeliselt
suureneva kontsentratsiooniga (kuni 1%) soolalahustesse.

Todvahendid: veri (stabiliseeritud vdi defibrineeritud), statiiv katseklaasidega (10 ml), 1%
NaCl lahus, destilleeritud vesi, 2-ml pipetid, 0,1-ml pipetid.

T60 kaik: Valmistada NaCl-lahused kontsentratsioonis 0,3-0,75% nii, et iga jargneva lahuse
kontsentratsiooni oleks 0,5% vorra erinev eelnevast. Lahused valmistada nummerdatud
katseklaasidesse, lahjendusi teha jargmise skeemi kohaselt:

Katseklaasi nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1% NaCl (ml) 3] 35 4 45 5/ 55 6| 6,5 71 75
dest.vesi (ml) 71 6,5 6] 55 5| 45 4 3,5 3 25
kontsentratsioon (%) 0,3/ 0,35 0,4 045 0,5 0,55 0,6 065 0,7/ 0,75
hemoluis

Pipetiga lisada igasse Kkatseklaasi (alates koérgemast kontsentratsioonist) 0,1 ml verd.
Katseklaaside sisu segada ja 15 minuti moddudes tsentrifuugida (3 min 2000 pddret min-s).

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:
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VEREGRUPID INIMESEL JA LOOMADEL
ABO-SUSTEEMI GRUPPIDE MAARAMINE

Kdérgemate loomade (sh. inimese) veregrupid eristuvad immunoloogiliste omaduste p6hjal,
kus vastuseks antigeeni (tavaliselt kehav6dra valgu, ka erutrotstitdi) sattumisele organismi
tekivad spetsiifilised, Kkaitseotstarbelised valgulise ehitusega antikehad. Antikehad
reageerivad nende teket p@hjustanud antigeenidega (nt. bakterid, viirused, kehav6orad
punalibled jm) mitmel viisil: aglutiniinid pdhjustavad antigeensete struktuuride (punaliblede
membraani aglutinogeenide) Kkleepumist, lusiinid lagundamist (punaliblesid 18hustavad
hemolUsiinid), pretsipitiinid - sadestamist jne.

Veregrupi faktorid e. antigeenid on parilikud, eluaegsed ning enamasti multialleelsed. Uhte
lookust jagavad alleelid maéaravad ara veregrupi susteemi. Kuna loomadel on veregrupi
stisteeme ja faktoreid palju, siis saab jarglase ja ihe vanema faktorite pdhjal kindlaks teha
teiselt vanemalt, nt. isalt paritud faktorid, mida emal pole. Selline périnevuse tuvastamine on
oluline tBuaretuses. Veistel on teada 12, lambal 8, hobusel 8, seal 15, koeral 8 ja kanal 12
veregruppide susteemi. Veisel eristatakse nditeks A, B, C, F-V, J, L, M, N, S, Z ja R’-S’-
susteeme.

Produktiivioomade veregrupifaktoreid saab identifitseerida rahvusvahelisele standardile
vastavate antikehadega. Antikehade teket provotseeritakse omakorda teatud antigeensete
omadustega punaliblede stistimisega.

Inimesel peab veregruppe arvestama kudede ja organite siirdamisel, vere (lekandmisel.
Inimese ABO siisteemis on kaks antigeeni (A ja B), milliste esinemise p6hjal eristub 4 gruppi:

I e. 0 grupp (Er membraanil antigeensed omadused puuduvad; plasmas o ja 3 aglutiniinid)
Il e. A grupp (Er membraanil A aglutinogeen; plasmas 3 aglutiniinid)

111 e. B grupp (olemas vastavalt B aglutinogeen ja o aglutiniinid)

IV e. AB grupp (esinevad A ja B aglutinogeenid, plasma aglutiniinid puuduvad)

ABO susteemi isedrasuseks on aglutiniinide sunnipdrane esinemine. Teistel susteemidel
moodustuvad nad alles pérast voorfaktoritega vere llekandmist (nt. inimesel reesussiisteem,
loomade susteemid). ABO siisteemi on kerge madrata veretilgast, kui on olemas teatud
aglutiniinidega plasma e. nn. testseerumid.

Kui punalibled kleepuvad anti-A seerumis, on tegemist A grupiga, aglutinatsiooni esinemisel
anti-B seerumis on testitav veri B grupist, reaktsiooni tekkel aga nii anti-A kui anti-B
seerumis kuulub veri AB gruppi. Aglutinatsiooni puudumine mdlemas seerumis kinnitab 0
vereguppi.



Toovahendid: esemeklaasid, testseerumid (anti-A ja anti-B), steriilne ndel, vatt, piiritus.

TOO kaik: esemeklaasile kantakse tilgake kummastki testseerumist. Kummagi seerumitilga
korvale kantakse sGrme torkehaavast vaike tilgake verd (u. 1/3 seerumitilga kogusest).
Tilgakeste paarid segatakse. M@ne minuti pérast hinnatakse aglutinatsioonireaktsiooni teket.

Tulemus:

Jareldus:

Ulidpilase allKiri: Oppejéu allkiri
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MEMBRAANIPOTENTSIAAL. AKTSIOONIPOTENTSIAAL

1. Raku ehitus. Tuletame meelde raku pd&hilisi struktuure: plasmamembraan, tuum,
mitokondrid, ribosoomid, endoplasmaatiline retiikulum, lisosoomid, tsutoskelett.

Abivahendiks ja illustratiivseks materjaliks ONLine Biology Book,
http://gened.emc.maricopa.edu/Bio/BI0181/BIOBK/BioBookCELL2.html

2. Elektroluutide sisaldused rakus ja ekstratsellulaarruumis.

3. Vetphysiology: Nervous system, alateema: Basic processes of exitable tissues
(membraanipotentsiaali kujunemine, AP alaosad ja tekke tingimused, AP levik,
summatsioon, adaptatsioon)

4. SimNerv: demo

5. Naéide jou-aja kdvera koostamisest, mdisted: kasulik aeg, reobaas, kronaksia

Kuasimused seminariks:

1) loomaraku membraanide ehituse pdhiprintsiibid

2) elektrolultide sisalduse pdhierinevused intra- ja ekstratsellulaarruumis
3) MP tekkepdhjused

4) AP mdiste ja tekke tingimused

5) AP alaosad

6) Membraanikanalite seisundid AP alaosade ajal

7) AP leviku viisid narvikiu membraanil

8) Mediaatoraine mdiste ja stinteesikoht olenevalt keemilisest iseloomust

Lé&bi lugeda peatlkid:

J.G. Cunningham. Textbook of Veterinary Physiology. — Philadelphia: W.B.
Saunders Company, 2002.

The Neuron.

The Neuromuscular Synapse.


http://gened.emc.maricopa.edu/Bio/BIO181/BioBookCELL.2.html
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LIHASKONTRAKTSIOONI MEHHANISM. LIHASKONTRAKTSIOONI
SOLTUVUS ARRITAJA TUGEVUSEST JA ARRITUSSAGEDUSEST.

Vootlihaskude koosneb voodtlihaskiududest, mis on 1-340 mm pikkused ja 10-80 um 1dbimddduga.

Iga lihaskiu sarkoplasmas on tuhandeid kontraktsioonivoimelisi muofibrille. Mikroskoobis on néha

miiofibrillidel paiknevad heledamad ja tumedamad v6ddid e. diskid.

Heledad I-diskid koosnevad suure poliimeerse valgu aktiini filamentidest, hele virvus on tingitud

nende valguskiiri iihesuunaliselt murdvast omadusest. Tumedad A-diskid koosnevad muosiini

filamentidest, mis murravad valguskiiri 2 eri suunas. Heleda diski keskel on tume Z-joon. Kahe Z-

joone vahelist ala nimetatakse sarkomeeriks, see on miiofibrilli ehituslik ja talituslik tiksus.

Kui lihas kontraheerub, siis sarkomeerid liihenevad I-diski arvel, sest aktiinifilamendid liiguvad

miiosiinifilamentide vahele moodustuvate ristsillakeste abil. Kontraktsiooniks vajalik energia saadakse

ATP lagundamisel.

Lihaskude reageerib kontraktsiooniga nii otsesele é&rritusele (mehhaaniline, termiline, keemiline,

elektriline) kui ka nérviimpulsile. Viimane toimib neuromuskulaarse siinapsi kaudu.

Lihaskontraktsiooni mehhanism:

1. Kesknérvisiisteemist tulev signaal ja selle {ilekanne AP niol neuromuskulaarses siinapsis voi AP
teke lihaskiu otsesel drritamisel.

2. AP teke ja levik lihaskiu membraanil ja sisemisele sarkoplasmaatilisele retiikulumile, Ca++
vabanemine sarkoplasmaatilisest retiikulumist.

3. Ca++ aktiveerib aktiini miiosiiniga seostumiskohad.

4. Toimub aktiini ja miiosiininiidikeste omavaheline “libisemine” ristsillakeste abil ja miiofibrillid
kontraheeruvad.

5. ATP energia arvel toimub aktiini ja miiosiini lahtihaakumine.

6. Kaiivitub Ca-pump, mis viib Ca tagasi sarkoplasmaatilise retiikulumi torukestesse.

7. Lihas Itvub.

Uksik lihaskiud kontraheerub alati maksimaalse tugevusega. Terve lihase kontraktsiooni tugevus

oleneb sellest, kui paljudele lihaskiududele korraga saabub signaal kesknédrvisiisteemist ja kui suure

sagedusega signaalid saabuvad. Lihase kui terviku kontraktsiooni sujuvus saavutatakse tiksikute

kiudude asiinkroonse kontraktsiooni abil.

Lihas saab tooks vajaliku ATP peamiselt siisivesikute ainevahetusest. ATP kiireks taastamiseks

kasutatakse kreatiinfosfaati: PC + ADP <> ATP + C. Suurem osa ATP-st saadakse oksiidatiivse

fosforiitilimise kéigus. Kui lihaskiududes hapnikku ei jiatku, toimub anaeroobne gliikoliilis, mille

kdigus gliikkoos ja glilkogeen lagundatakse piimhappeni. Lihastesse kogunenud piimhape pohjustab

lihasvalusid.

Toitainete keemilisest energiast muutub lihases tooks 20-35%, iilejddnu hajub soojusena. Mida

intensiivsem on t60, seda suurem on ka soojuse produktsioon.

Skeletilihase kontraktsiooni vormid:

1. Isotooniline — lihas litheneb, kuid lihase toonus (lihasesisene pinge) ei muutu.

2. Isomeetriline — tduseb lihasesisene pinge, kuid lihas ei lithene.

3. Auksotooniline — toimub nii kontraktsioon kui ka toonuse muutus. Iseloomulik enamikele
lihaskontraktsioonidele organismis.

Ka puhkeolekus pole lihased téiesti 16tvunud. Pohjuseks on gravitatsioonijoud, mille mojul on lihased

alati veidi venitatud olekus, pohjustades proprioretseptorite drrituse. Sellele vastuseks saabuvad selja-

ja peaajust lihaskiududesse signaalid, mis hoiavadki lihase toonuses.




Lihase kontraktsiooni tugevus soltub arritussagedusest. Véikese sageduse puhul jargneb igale lihaskiu
kontraktsioonile 15tvumine. Arrituste sagenedes tiielikku 15tvumist enam ei toimu, sest Ca++ ei jouta
sarkoplasmaatilisse retiikulumi tdielikult tagasi pumbata, sellist graafilist osa elektromiiogrammil
nimetatakse sakiliseks teetanuseks. Kui arrituste intervall on vdiksem kui 0,05 s (20Hz), siis tekib
taielik e. sile teetanus, s.t. lihas ei 16tvu. Véaga suurte drritussageduste puhul ei teki kontraktsiooni
praktiliselt iildse, sest iga jargmine &rritus langeb eelmise refraktaarsusperioodi.

Narv-lihaspreparaadi valmistamine.
Lihaskontraktsiooni iseloomu sdltuvus arritaja tugevusest ja sagedusest

Eksperimenti kirjeldatakse videofilmi pdhjal.
Katse objekt:
Toovahendid:
Katse kaik:
1) nérv-lihaspreparaadi valmistamine
2) lihaskontraktsiooni iseloomu uurimine

Katse tulemused ja seletus:

Jareldused:

Ulidpilase allkiri: Oppejodu allkiri:
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REFLEKSIKAAR. REFLEKSIDE NAITEID LOOMADEL

Refleksiks nimetatakse ndrvikoe vahendusel toimuvat tahtest sdltumatut organismi vastust
arritusele. Refleksid on geneetiliselt programmeeritud ja on vélja arenenud siinnimomendist
peale. Koik refleksid ei avaldu koheselt, vaid on seotud organismi arengu erinevate
etappidega. Naiteks sugurefleksid avalduvad alles sugukiipsuse saabudes.

Tee, mida mooda kulgeb refleksipuhune erutuslaine, moodustab refleksikaare. Refleksikaar
koosneb viiest phikomponendist:

1. Retseptor.

Retseptorid votavad vastu vélis- voi sisekeskkonnast périt arrituse ja muudavad selle energia
aktsioonipotentsiaaliks. Tekkinud AP-d kulgevad aferentset juhteteed (sensoorset narvi)
mod6da sagedusega, mis on proportsionaalne &rrituse tugevusele.

2. Aferentne e. sensoorne narv.

Kannab AP-d retseptorilt kesknérvististeemi, siseneb seljaajju dorsaalsete juurte kaudu.

3. Sunaps refleksikeskuses kesknarvisisteemis.

Vaid véhesed refleksid on monostinaptilised, enamasti eksisteerib mitu vaheneuronit ja seega
ka mitu stinapsit.

4. Eferentne e. motoorne nérv.

Kannab AP kesknarvislsteemist sihtorganisse (efektorisse), valjub seljaajust ventraalsete
juurte kaudu.

5. Efektor e. sihtorgan.

Selleks on skeleti- voi silelihas vOi n&are, mis reageerib vastavalt refleksile.

Vastavalt sellele, mitu stnapsit on aferentse ja eferentse neuroni vahel, saame eristada
monosunaptilisi (the slinapsiga) ja polusunaptilisi (iiks vOi rohkem vaheneuron) reflekse.
Monosunaptilise refleksi néiteks on lihaste venitusrefleks: lihaskiu véljavenimisele jargneb
reflektoorselt kontraktsioon. Patellaarrefleks hobusel, koeral ja inimesel: 166k p&lvekedra
sirgsidemele pbhjustab pblveliigese jarsku sirutust. Viimast vaata veebilehel:
http://www.dushkin.com/connectext/psy/ch02/spinal.mhtmi

Pollstnaptiline on nditeks aratdmbamisrefleks vastuseks naha voi lihase valuretseptorite,
kuuma- vOi kuilmaretseptorite arritamisele.

Reflekside naited loomadel: vaata Veterinary Physiology CD



http://www.dushkin.com/connectext/psy/ch02/spinal.mhtml

Kontrollkiisimused:

1. Mida tahistavad téhed A, B, C, D ,E, F, G, H, |, J, K joonisel?

Vastuste variandid: sensoorse neuroni keha, sensoorse neuroni akson, sensoorse neuroni dendriit,
motoorse neuroni akson, ventraalne juur, dorsaalne juur, dorsaalse juure ganglion, retseptor, efektor,
vaheneuron, refleksikeskus.

2. Milline viiest refleksikaare pdhikomponendist reageerib arritusele?
3. Milline viiest refleksikaare pdhikomponendist juhib impulsi KNS-i?
4. Milline viiest refleksikaare p&hikomponendist juhib impulsi KNS-st effektorini?

5. Milline viiest refleksikaare pdhikomponendist reageerib spetsiifilise vastusega arritusele?

Ulidpilase allkiri: Oppejou allkiri:
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