Petr Vanhara
Ustav histologie a embryologie LF MU



KREV

Krev je télni tekutina
 transportni médium (O,, CO,, metabolity, hormony, ziviny...)
« homeostaza vnitfniho prostredi téla (termoregulace, acidobazicka rovnovaha,
onkoticky tlak)

 integrita kardiovaskularniho systému (srazeci kaskada)
* imunitni reakce

plazma
* jonty, proteiny, nizkomolekularni

@2 — organicke latky
. ,‘,-’, T  tekuta ECM

i I\
(@) Withdraw blood

(@ centrifuge
and place in tube

Krev Ize povazovat za
trofickou pojivovou tkan

formované krevni elementy — krvinky
« erytrocyty

* leukocyty

« trombocyty




KREVNI PLAZMA

plazma

- 2,835

« pH7.4(x0.05)

* ~92% voda

+ ~ 1% ionty (Na*, K*, Ca*, Mg*, Cl, HCOy"), nizkomolekularni organické latky (glukoza,
aminokyseliny, cholesterol, lipidy, odpadni produkty), dychaci plyny

* ~ 7% proteiny (albuminy, globuliny, fibrinogen)
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IONTY A MALE MOLEK

+ ~ 1% ionty (Na, K*, Ca*, Mg*, Cl, HCO;"), nizkomolekularni organické latky (glukoza,
aminokyseliny, cholesterol, lipidy, odpadni produkty), dychaci plyny

Kationty

Anionty

Sodik

Draslik
Vapnik
Horcik

Zelezo &
Zelezo @

Méd

Chloridy

Hydrogenuhlicitany [HCO,]

Jod

136-148 mmol/I
3,7-5,0 mmol/I
2,15-2,61 mmol/I

0,66—0,94 mmol/I

12—27 umol/I
10-24 umol/I

12-22 pumol/I

95-110 mmol/I

22—-26 mmol/I

0,6—-1,4 mmol/I
276—630 pmol/I

Osmoticky tlak, objem, pH

Membranovy potencidl bunék (nervové, svalové)

Permeabilita membran, srazeni krve, nervosvalovy prenos
Kofaktor enzym(, nervové prenosy

Kofaktor enzym, souc¢dst hemu v hemoglobinu

Kofaktor enzymu

Osmoticky tlak, objem, pH

Transport CO,, pufr - pH

Pufr - pH

Hormony stitné zZlazy




IONTY A MALE MOLE

+ ~ 1% ionty (Na, K*, Ca*, Mg*, Cl, HCO;"), nizkomolekularni organické latky (glukoza,
aminokyseliny, cholesterol, lipidy, odpadni produkty), dychaci plyny

Glukdza 3,3-6,1 mmol/I
Aminokyseliny 2,3-3,9 mmol/I
Mocovina 3,0-7,6 mmol/I
Lipidy 4-9 g/
Triacylglyceroly 0,5-1,8 mmol/I
Fosfolipidy 1,8-2,5 g/l
Kreatinin 55-110 umol/I
Cholesterol (celkovy) 3,5-5,2 mmol/I
Bilirubin 3,3—-18,0 umol/I
Laktat 0,55-2,22 mmol/I

SLOZENI KREVNi PLAZMY JE VELMI STALE
- je regulované v uzkém rozmezi — zasadni pro klinickou medicinu




PROTEINY KREVN

« osmoticky tlak krve
« transport

« koagulace

* imunitni odpovéd

* regulacni proteiny

Major Plasma Proteins

99% of Plasma Protein Mass
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https://pharmaceuticalintelligence.files.wordpress.com/2014/06/major_plasma_proteins2.jpg



PROTEINY KREV

prealbumin
transport

albumin

68kDa

transport
osmoticky tlak

o1 oblast

a1 lipoprotein (HDL)
a1 kysely glykoprotein
a1 antitrypsin

(a1 fetoprotein)
a2 oblast

a2 makroglobulin
haptoglobin

B1 oblast
transferrin
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C4 (komplement)
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CATHODE

. Electrophoretic separation of seru@prolelns
A. Electrophoretogram of normal serum on cellulose acetate strip
B. Densitometric scanning from cellulose acetate strip convearls bands
to characteristic peaks of albumin, o -globulin, agz-globulin, [}-globulin
and y-globulin .



Reference ranges for blood tests

sorted by mass (upper) and
molarity (lower diagram)

| | |

l - Sources differ in the faded interval

- Limit is 0 or not available
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Growth hom’:ong (fasting)
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Iuccjse?l_ sting) Substances with a molar mass around 1000g/mol (e.g. triglycerides) are almost vertically
HDL cholesterol (optimally) ' aligned in the mass and molar images. Substances with a molar mass larger than 1000

g/mol (e.g. proteins) are found more to the right in the mass scale than in the molar one.
In contrast, substances with molar mass below 1000 g/mol (e.g. electrolytes and
metabolites) are found more to the left in the mass scale.
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KREVNI PL

 sérum # plazma

Serum Plasma
Buffy coat
Cells
(clot)
Cells

No anticoagulant Anticoagulant



FORMOVANE KREVN

Leukocyty
55%
2 4,5-11 x 103/l
Plazma ® neutrofily 71%
eosinofily 3%
- bazofily 1%
1% monocyty 5%
Buffy coat lymfocyty 20%
Trombocyty
| 44% | 150-450 x 10/

Erytrocyty




HEMATOKRIT

Podil objemu erytrocytli a objemu plIné krve -

HEMATOKRIT
o_Ams% | dze |

Norma Anémie Polycytémie

Plazma

Buffy coat

Erytrocyty




ERYTROCYTY

Velikost je zavisla na osmotickém tlaku prostredi

7,5 pm

0,75um

Hypertonic Isotonic Hypotonic

P P




ERYTROCY

Odchylky od bézné velikosti

* anisocyt6za
- makrocyty (>9 um)
- mikrocyty (<6 pm)




ERYTROCYTY

Tvar erytrocytu umoznuje znac¢nou flexibiltu
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ERYTROCYTY

Tvar erytrocytl

Unbound Ankyrin Actin junctional
band 3 COMmplax complex

| I B

XY ¥
f%* Siag
.."" ; e ‘ﬁi f‘ PDEL?_
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=0
Pra2

integralni proteiny
band 3, glykoprotein A (iontové transportéry)
spektrin
ankyrin

aktin a s aktinem asociované proteiny
tropomodulin, tropomyosin

hemoglobin «-Speciin

Tropodmyosin
Tropomoduln

Erythrocyte
Plasma
Membrane

Actin

Glyeaphorin



ERYTROCYTY

Super-Resolution Microscopy for the Cytoskeleton of Membrane-Preserved Erythrocytes

doi: 10.1016/j.celrep.2017.12.107.

Ala




ERYTROCYTY

Odchylky od bézného bikonkavniho tvaru
» poikilocytéza

- akantocyty (nepravidelné trnovité vybézky membrany)

- kodocyty (,pneumatika®)

- echinocyty (trnovité vybézZky na celém povrchu)

- eliptocyty (elipticky tvar)

- sferocyty (kulovity tvar)

- stomatocyty (chybéjici ¢asti membrany nebo jiné nepravidelnosti)
- drepanocyty (srpkovity tvar)

- dakrocyty (kapkovity tvar) O . . .

Normal cell Spherocyte Micro-spherocyte Irregularly
contracted cell

0 00

g Elliptocyte Ovalocyte Dacrocyte (tear-drop Target cell
- poikilocyte)
- .
= - -
& , *
r s b
' é 1
< |
- [
I\.’.
Stomatocyte Keratocyte Schistocyte Echinocyte

(fragment) (crenated cell)

w\_/

Acanthocyte Sickle cell Boat- shaped 5-C poikilocyte

oy




ERYTROCYTY

Odchylky od bézného bikonkavniho tvaru

Normalni Kodocyt Sferocyt

Echinocyt



ERYTROC

Hereditarni eliptocytéza




ERYTROCYTY

Hereditarni eliptocytéza




ERYTROCYTY

Srpkovita anemie

* Abnormalni hemoglobin (hemoglobin S)

. . ) Hommal red blood cells
Oxyhemoglobin A Deoxyhemoglobin A % N 0 _ - o
. . Deoxyhemoglobin S polymerizes into filaments S

RBCS figw Mealy

within blocd vessol

Oxyhemoglobin S Deoxyhemoglobin S

, sickiod, rod biced colis

Abnommal
{eickle collz)

silm.ﬁ"""

Mormal resd
Blaod ol




ERYTROCYTY

Srpkovita anemie Malarie

» Patologicky genotyp (heterozygot HbS/HbA) mlZze byt i prospésny




ERYTROCYTY

Ultrastruktura

« Erytrocyty neobsahuji jadro ani organely
» Anaerobni glykolyza

* Hemoglobin

u chain 1

Heme Hemoglobin Erythrocyte



ERYTROCYTY

Detached from hemoglobin

Fused basement membranes Blood plasma

CO, (dissolved in plasma)

O, (dissolved in plasma)

Converted from bicarbonate




ERYTROCYTY

. Zivotnost 120 dni

« Konstantni poskozeni

« Opravy jsou nemozné

« QOdstranéni starych a poSkozenych erytrocytl ve sleziné

a)

Remal surbice

Splenic artery.
.,

Splenic vein

(b}
Capsule

Trabecula
Viscular
sinusold

Red pulp~ %

Erythrocyte
Annular fibre

- Gastric surface

Primary
— follicle
Marginal
FOUTS

___ Periarterial
Iymplaiic
sheath (PALS)

b W Thite pulp

Copyright € 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Immunology
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LEUKOCYTY

e imunitni odpovéd
« morfologicka klasifikace — pfitomnost cytoplazmatickych granul
(neodpovida schématu hematopoeze)

Granulocyty Agranulocyty

Neutrofily Eosinofily  Basofily Monocyty Lymfocyty




GRANULOCYTY

« Lyzosomy (primarni, azurofilni, nespecificka granula)
» Specificka (sekundarni) granula
* Polymorfni jadro

« Terminalné diferencované

« Kratka zivotnost

« Redukované ER, GA i pocet mitochondrii (anaerobni glykolyza)
» Apoptdza

Bazofily Eozinofily Neutrofily




NEUTROFILNi GRAN

* Neutrofily
- 50-70% cirkulujicich leukocytu
- &>12 um
- Segmentované jadro
- Barrovo télisko u zen
- Azurofilni (primarni) granula
- myeloperoxidaza, lysozym, proteazy, defensiny
- Neutrofilni (sekundarni) granula
- kolagenaza, baktericidni enzymy °
- Chemotaxe dalSich leukocytu
- Mikrofagy v

* Neutrofilni ty€ka
* Neutrofilni segment




NEUTROFILNI GRANULOCYTY




GRANULOCYTY

Extravazace (diapedeza)




EOZINOFILNI G

« Eozinofily
- 1-4% cirkulujicich leukocytu
- 212-15 um
- Nepravidelné, typicky dvousegmentové jadro
- Azurofilni (primarni) granula
- myeloperoxidaza, lysozym, proteazy, defensiny
- Eozinofilni (sekundarni) granula
jasné Cervena (eosinofilni)
hlavni bazicky protein
peroxidaza
cytokiny, chemokiny

- Chemotaxe dalSich leukocytu

- Fagocytéza komplext antigen-protilatka
- Parazitarni infekce, alergické reakce

- Chronicky zanét




BAZOFILNi GRANUL

« Bazofily

- <1% cirkulujicich leukocytu

- 12 um

- Nepravidelné, dvousegmentove jadro, maskované granuly

- Azurofilni (primarni) granula

- myeloperoxidaza, lysozym, proteazy, defensiny
- Bazofilni (sekundarni) granula

- 0.5um

- velka tmava (basofilni)

- heparin, histamin - vazodilatace

- fosfolipaza A

- Analoga zirnych bunéek
- Receptory pro IgE
- Alergie, anafylaxe, zanét




AGRANULOCYTY

* Pouze lyzosomy (azurofilni, nespecificka granula)
« Specificka granula chybi
* Nesegmentované jadro

Lymfocyty Monocyty

(9\

Lymphoblast

B lymphocyte ¥
- \
@

P

Natural
T Iymphucyie killer cell

Plasma cell



LYMFOCYTY

+ Kulaté dominantni jadro

+ Bazofilni cytoplazma

* Variabilni Zivotnost

» Biologicky ruzné lymfocyty (B, T, NK) jsou
morfologicky nerozliSitelné

+ Malé, stredni a velké

+ Kostni dfen, thymus

+  BCR/TCR/Protilatky s ohromnou variabilitou

Genarative Blood, Peripheral
lymphoid lymph  Mature lymphoid organs
organs B lymphocytes  *
Immature
Bone B lymphocytes —

Er?nn;:ﬂuu; . MArrow . ”ﬁ" Recirculation | » ,q
precursor lymphoeyte - %} o
linsage '

% = - o n#._—!;, Mucosal and
[
yshosyts En*.b w ______ cutaneous

. Raecirculation % ,.q IFTT‘chU'Id
Mature naive v“f = ] tissues
E Thymus T lymphocytes Mature
T iymphocyles
Abban o @l Daslc Immunology, 48

Copyright © 2014 2011, 2005, 20486, Ma4, MO0 ty Ssunders, an impiint of Elssvier inc




LYMFOCYTY

* Plazmatické bunky




MONOCYTY

« Z12-15 um

» Cirkulujici prekurzory makrofagu,
osteoklastl, mikroglii, Kupferovych bunék a
dendritickych bunék

* Mononuklearni fagocytarni systém

» Velké ovalné (fazolovité) jadro s méné
kondenzovanym chromatinem a 2-3 jadérky

« Bazofilni cytoplazma

* Azurofilni granula




https://www.youtube.com/watch?v=R279Cs1_lItg



TROMBOCYTY

» Bezjaderné bunééné fragmenty

& 2-3 um, tvar disku

* hyalomera, granulomera

« 150-400 x 103/pl

« srazeni krve, oprava poskozeni cévni stény

33(-)%?0%“::“ fibrinogen, PDGF
d-granula sir:?::;;g’s ;im
250-300 nm ADP, ATP
A-granula

175.200 nm lyzosomalni enzymy




TROMBOCYTY




TROMBOCYTY




DIFERENCIALNI BILY

Norma

Neutrofily tycky

segmenty

posun doleva

zvySeny pocet tyCek

4 %
67 %

1:17

posun doprava

zvySeny pocet segmentu

Eozinofily 3 %
Bazofily 1%
Lymfocyty 20 %
Monocyty 5%

T =100 %



DIFERENCIALNI BILY O

Odchylky od normy

A 2
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Bazofily g?azr?ljillgci:ytéza g?azr?tjillgéytopenie
Lymfocyty lymfocytoza lymfocytopenie
Monocyty monocytoza monocytopenie




DIFERENCIALNI BILY

Priklad populacni variability

Neutrofily  tyéky 0-5 %
segmenty 35-85 %
Eozinofily 0-4 %
Bazofily 0-1 %
Lymfocyty 20-50 %
Monocyty 2-6 %

Podle Haferlach et al. Kapesni atlas hematologie. Grada 2014
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DIFERENCIALNI BIL

Zavislost na véeku

Leukocytes Neutrophils Lymphocytes Monocytes Eosinophils
Age (x 10%) (%) (%) (%) (%)
Birth 18 61 31 6 2
1 week 12.2 45 41 9 4
1 mo 10.8 35 56 7 3
6 mo 11.9 32 61 5 3
1yr 11.4 31 61 5 3
4 yr 9.1 42 50 5 3
10 yr 8.1 54 38 4 2
16 yr 7.8 57 35 4 3

WBC, White blood cell.

https://obgynkey.com/elevated-or-depressed-white-blood-cell-count/



LEUKOCYTY - SHRNU

Leukocyt Jadro Granula % | Zivotnost Funkce
Granulocyty
o -
Neutrofily 3-5 segment( azuvrof|ln°|v nfeutrofllm 71 | 1-4 dny mikrofag (bakterie)
(svétle rGizova)

Eozinofily 2 segmenty a.zurovfllvnl eolzmofllnl 3 | 12 tydny parazitické mflekc,(? (hel.mlrmtl),

(laloky) (jasné Cervena) modulace lokalni imunitni reakce

. 2 segmenty nebo azurofilni + bazofilni . modulace lokalni imunitni reakce,

Bazofily ) . , 1 meésice “ o .

tvar ,,S (modrofialova) uvolnéni histaminu
Agranulocyty
Lymfocyty kulaté nejsou 20 | hodiny —roky | adaptivni imunita, mnoho funkci
Monocyty ledvinovité jen azurofilni 5 hodiny = roky | prekurzory bunék monocyto-

makrofagového systému
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ERYTROPOEZE

2 x 10" novych erytrocytii denné

proerytroblast (~14-19 um)
mitoticky aktivni

dominantni, kulaté jadro s 1-2 jadérky
mirné bazofilni cytoplazma

bazofilni erytroblast (~13-16 pm)
mitoticky aktivni

heterochromni jadro s nezfetelnymi jadérky
bazofilni cytoplazma

polychromatofilni erytroblast (~13-16 pym)

mitoticky aktivni

produkce hemoglobinu

Sedomodra cytoplazma — bazofilni (polyribosomy a acidofilni
aspekt (hemoglobin)

heterochromni jadro (Sachovnice)

ortochromatofilni erytroblast (~8-10 um)

mitoticky neaktivni

malé, kompaktni, excentrické, pyknotické jadro — extruze
mirné acidofilni cytoplazma s bazofilnimi reziduy

reticulocyt (polychromatofilni erytrocyt, ~ 7-8 um)

nema jadro, stale sféricka bunka

acidofilni cytoplazma

substantia reticulofilamentosa — specialni barveni (brilliant
cresyl blue)

erytrocyt (~7-8 um)
bezjaderny, bikonkavni disk
acidofilni cytoplazma
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GRANULOPOEZE

* myeloblast (~15 um)

- mitoticky aktivni

- kulaté nebo ovalné jadro, bohaty euchromatin
- 2-6 jadérek

- slabé bazofilni cytoplazma bez granul

» promyelocyt (~15-24 ym)

- mitoticky aktivni

- kulaté nebo ovalné jadro, ¢aste€né kondenzovany chromatin
- slabé bazofilni cytoplazma s azurofilnimi granuly

» neutrofilni, eozinofilni a bazofilni myelocyt (~10-16 um)

- mitoticky aktivni

- kulaté nebo ovalné jadro, ¢astecné kondenzovany chromatin
- zvySujici se pocet specifickych granul v cytoplazmé

» neutrofilni, eozinofilni a bazofilni metamyelocyt(~10-12 um)
- mitoticky neaktivni
- podkovovité jadro s kondenzovanym chromatinem

metamyelocyt
granulocyt - tycka
granulocyt - segment
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myelocyt

* neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyt (~10-12 um)
- segmentace jadra
- azurofilni i specificka granula
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TROMBOPOEZE

* megakaryoblast (az 30 um)

- velké, ovalné jadro s napadnymi jadérky
- bazofilni cytoplazma

- série endomitoéz

* promegakaryocyt (az 100 um)
- velka bunka s polyploidnim jadrem (8n-64n)

* megakaryocyt (80-150 um)

- polyploidni jadro s laloky (8n-64n)

- azurofilni a destickova granula

- vicecetné centrioly, vyvinuté ER a Golgiho aparat

- Cetné membranové invaginace — demarkacni kandly (linie)




MONOCYTOPOEZA A

MONOCYTOPOEZA

* monoblast (~16 um)

- mitoticky aktivni

- kulaté nebo ledvinovité jadro s jadérky

- mirné bazofilni cytoplazma

e promonocyt (~16-20 pum)

- mitoticky aktivni (1-2)

- velké jadro se zarezem, nepatrna jadérka
- bazofilni cytoplazma

- azurofilni granula

* monocyt

- kratce v cirkulaci, poté opousti krevni obéh a diferencuje v tkariové makrofagy

LYMPHOPOEZA

* lymfoblast (~18-20 um)

kulaté-ovalné jadro s jadérky

mirné bazofilni cytoplazma bez azurofilnich granul
prolymfocyt (~12-15 um)

maturace do lymfocytd

lymfocyt

dalsi maturace a diferenciace mimo kostni dren




PREHLED ADULTNI K

3
o
e
Soms
©
=
)
=
o
o

®—

Multipateritial hematopoletic
stem cell
(Hemocytoblast)

Megakaryobiast

Gommon lymphkd
progen

Lymphoblast

Pralymphocyte

(R .- i
A . Q
. qu : {ﬂmﬂ) Bazophl Neurrophl Ecelnophll ?no;? ; . Natursl kiler coll
Thrombopolesls  Erythropolesls Gmnulopolesls Monocyfopolasls émall (mhmr
WHMQT]
Mast cell (Tt Blymgm Tl.vm%ma
ca . o — Lymphopelesis .
Macrophage

Osteoclasts Mwﬁﬁdmc Plasma cell meh:elﬁ

dandritic
13

Stem cells

Committsd progenttor cells

Mature cells



HEMATOPETIC

Hematopeticka kmenova bunka
Klidova, pomaly bunécny cyklus
Transmembranovy fosfoglykoprotein CD34* - adheze v niche
Neexprimuje povrchové markery determinovanych linii (je Lin)
Transplantace

» Colony/Burst — Forming Unit — CFU/BFU
- Progenitory jednotlivych linii — unipotentni kmenove burnky
- Tvofi kolonie in vitro

CFU-GEMM

T, B and NK cells

All myeloid cells



EMBRYONALNI K

« Extraembryonalni mezoblasticka perioda (16-20. den — 8. tyden)
- Zloutkovy vacek
- klasicky model — hemangioblasty (bipotentni bunky) pred narozenim po narozeni

- velké jaderné erytroidni buriky  Houtkovy  kosti :_ |

vacek dren

obratel

« aorta-gonad-mesonephros (28. den — 4. tyden)
- para-aortické clustery v mezodermu splanchnopleury
- zdroj embryonalnich krvetvornych kmenovych bunék

hrudni kost

krvetvorba

* hepatolienalni perioda (1. mésic — kratce po porodu)
- kolonizace fetalnich jater a sleziny

e
1234

56789 '10 20 30 40 50 60 70
porod
* medularni perioda (4-6. mésic — cely zivot) mésice stafi v letech

nitrodéloznihe vyvoje

- kostni dren




HEMATOPOETIC

* Hepatolienalni a medularni krvetvorba
 Erytroblastické ostrivky

Young reticulocyte —___\_s}

Extruded nucleus — cj s
o208 ®

Enucleating 4

erythroblast — e U

? O
Early erythroblast i k" 4 P

Macrophage [

MNuclear phagocytosis

Late erythroblast

@ Pro-erythroblast
@ Basophilic erythroblast

® Polychromatic erythroblast
s Orthochromatic erythroblast
o Erythrocyte

* Pyknotic nucleus

® Central macrophage




INTRAEMBRYO

» Aorta-gonad-mesonephros (28. den — 4. tyden)
- para-aortické clustery v mezodermu splanchnopleury
- zdroj embryonalnich krvetvornych kmenovych bunék
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KRVETVORBA - SH

Embryonalni

- zloutkovy vacek

- AGM Placenta Umbilical
- jatra a slezina Allantois a’ » vein

- kostni dren

Umbilical
o Fetaliver
- 'S

AGM
\ artery vein
Yolk sac
- | | | ] |
Adultni ' T ' T 1 >
7.5 10.5 12.5 155 Birth

- kostni dren
- Cervenal/zluta
- extramedularni hematopoéza vyjimecCné (patologicky)

http://dev.biologists.org/content/133/19/3733



DEKUJI ZA POZORNOST

pvanhara@med.muni.cz
www.med.muni.cz/histology

THE BRAM SToKER
BLOOD COLLECTON SYSTEM
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