6. KREV

- transport latek
- Ziviny
Y
- regulace homeostazy
- pH
- osmoticky tlak
- rozvod tepla
- obranna funkce

ropusnik

- imunita (bunécna — humoralni)
- obranné toxiny (ropusnici - Phrynosoma)
- vzacné mechanicka funkce

- tlak v oénim sinu usnadnuje plazum cisténi povrchu oka

Krevni objem: 3-16 % (obratlovci)
- objem v cirkulaénim systému
- hematokrit (objem bunék)
- objem plasmy




Slozeni krve
- lonty — potencial na membranach, pH
- neelektrolyty — moc€ovina, glukdza,.. (metabolismus)
- proteiny - koloidni osmoticky tlak
- pufracni schopnosti — pH
- transport latek
- metabolity, toxiny,..
- bunky
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Hematologické parametry nékterych obratlovcu

Ery — objem erytrocytu/velikost; EryK — poc€et erytrocytu v 1 litru krve; Hct — hematokryt; Hb — koncentrace hemoglobinu;
PHEry — mnozstvi hemoglobinu na buriku; PHEryK — koncentrace hemoglobinu v burice; OK — kapacita krve pro O,
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Dychaci barviva (DB)

vysoky pO,
DB+0, ——> DB-O,
nizky pO,
- u obratlovcu zejména svalovy myoglobin (1x globin) a jeho krevni
derivat hemoglobin (4x globin)
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Figure 3 Myoglobin versus haemoglobin
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Fylogeneze dychacich barviv u zivo€ich

Crustacea
Chelicerata [Hc| fff Insecta

Annelids ” Myriapoda @

Protochordata [HrlChLibl E l\ibl Arthropoda

Chordata

G.mropod.l Hc

Echxuroxds Cephalopoda @
’ Nematodes “ollusc: Amphineura | He IMb
Echinodermata - B

Trematodes Bwalwu m

ﬁipu nculids
[’riapulids
Brachiopods

\ Phoronids

Legume root nodules

Animals ‘

Plant/bacteria symbiosis

Nemerteans |[Mb

Primitive acoel flatworms

Paramecium Mb

Y '
d Yeast

Hb — hemoglobin; Mb — myoglobin; E — erytrokruorin (hemoglobin bezobratlych); Ch — chlorokruorin (zeleny);
Hr — hemerytrin (bez hemu, bezbarvy — fialovy); Hc — hemocyanin (Cu?*, bez hemu, bezbarvy — modry)




Struktura nékterych hemovych skupiny globint

Hemogiobin Hemerythrin Hemocyanin
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Podobnost jednotlivych globinti u obratlovcu
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Uloha globint

A) Vazba a prenos O,

B) Redukce ROS a RNS
(reactive species — tzv. radikala)
C) Metabolismus NOxu

D) Regulace GTPas
E) Oxidacné redukéni
reakce s cytochromy

apoptosis



H(Fell) O, ;L, H(Felll) Metabolismus NOXx

oxXy (3) met

Katalyzované
hemoglobinem

(6)

H(Fell)
deoxy

Reakce 1 — odkysliCovani
Reakce 2 — okysliCovani
Reakce 3 — NO dioxygenace
Reakce 4 — nitrosylace
Reakce 5 — NO redukce
Reakce 6 — O,nitrosylace
(hem denitrosylace)

Reakce 7 — NO,- redukce
Reakce 8 — MetHb redukce

high-spin metNGBs
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Saturacni kapacita krve pro rizné skupiny obratlovct a vody v ml O,
na 100 ml média pri piné saturaci a pfi pO, = 21,8 kPa pro vodu
voda (20°C) 0,65

kruhousti 1-1,2

paryby 4,4 -45

ryby 49 —-19,7

obojzivelnici 6,3-10,4

plazi 6,6 —12,5

ptaci 10 - 22

savci 14 - 32
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Zmeény v 50% saturaci hemoglobimu kyslikem (P50)
v zavislosti na pH (Bohruv efekt - ¢) u dospélého
skokana volského (R. catesbeiana) a jeho pulce

Faktor Bohrova efektu (¢ = AlogP50/ApH)
pro hemoglobiny obratlovcu.

ryby -0,54 az -0,31
obojzivelnici -0,29 az 0
plazi -0,52 az -0,13
ptaci -0,5az-0,4
savci -0,96 az -0,32

Bez Bohrova efektu
- hemoglobin sliznatek (Polistotrema)
- myoglobiny
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Vazbu O, k hemoglobinu dale ovlivhuji
- parcialni tlak CO, => Rootuv efekt
- u ryb napomaha uvolfiovani plynt do plynového méchyre
- koncentrace iontu — vySi koncentrace = vysi P, / niZSi vazebnost (savci)
- koncentrace organickych fosfatu (intracelularné) - vysi koncentrace = vysi P, /

nizsi vazebnost (savci)
- teplota — vySi teplota = vySi P, / nizSi vazebnost
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Vyznam normalni sigmoidni krivky pro transport O, krvi; P, = 3,8 kPa, n = 2,6.
Srovnani s hyperbolami pro n = 1 pfi ,stejné” arterialni saturaci O, (P5, = 0,4 kPa)
a pro stejné Pq,,.

A-V Difference
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n — kooperativni koeficient interakce molekul hemu pfi vazbé O,, zavislost na poCtu hemovych
Molekul; n = 1 pro 1 molekulu Hb (monomer); n = 2,6 pro 4 molekuly Hb (tetramer);
200mer — n ~ 8 (Arenicola); nékteré hemoglobiny n > 8




Uginek Bohrova a Rootova efektu/posunu na transport O, krvi
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Vliv intenzity metabolismu na disocia€ni kfivku hemoglobinu pro O,
Mensi zivoCichové maji intenzivnéjSi metabolismus = vétsi spotfeba O, na 1g tkané,
rejsek (shrew) pfiblizné 40x vétSi nez slon (elephant) => vétsi naroky na prenos O, z krve do tkani.
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Uginnost transportu kysliku krvi v zavislosti na hematokritu / koncentraci hemoglobinu

Hct — hematokrit

OT — transportni kapacita O,

OT = V,*k,*Hct

V,, — prutok krve (ml za minutu)

k, — relativni kapacita vazby O, krvi

v zavislosti na Hect (ml O, / ml krve * Hct)

Nirve — VisSkozita Krve = 1,,qy,, €<H

k, — konstanta charakterizujici tlak a odpor cév
k5 - konstanta
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Vztah mezi transportni kapacitou O, (OT) a
A) koncentraci hemoglobinu
B) Molekularni hmotnosti hemoglobinu (M = Mr 1)
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Saturacni krivky krve O, u matky a plodu

- rizné hemoglobiny

- podobny vztah i mezi dalSimi O, pfenasejicimi
barvivy, dle parcialniho tlaku O,
(pf. myoglobin x hemoglobin)

Saturation with O, (%)

hemoglobin

O, pressure
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Normal Hemoglobin Variants and Subunits

Adult and Fetal Hemoglobin

a-globin () 3. Hemogiobin o B-globin

A gene cluster found in B (azfs) & gene cluster found in Chromosome

Chromosome 16 and it includes 11 and it includes genes thatcode
ao Hemoglobin F
o e (ozvz)

genes that code Alpha (o) and Beta (B), Gamma (y), Delta(8) and
Zeta () hemoglobin subunits Epsilon (g) hemoglobin subunits

@ 5 ' Hemoglobin Beta (B)
5 @ {oats) Chains
Alpha {a}
Chains
H lobi
GG Z";fm'" Gamma (y)
GG (Z222) Chains
°° Hemoglobin
Gower Il
- {orp27) Delta (5)
Chains , H::t?f::n chains
- Hemoglobin i
@ - Portland Il Eps“a'n {E}
- @ e Chains

Embryonic Hemoglobin
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Senzitivita jednotlivych typi hemoglobinu ¢lovéka k zméné pH

O Hb A (03P

& Hb Gower-1 ({€y)

® Hb Gower-2 (0€5)
m Hb Portland-2 (5,3

OHbA ((12[32)

4 Hb Gower-1 ({3¢y)
® Hb Gower-2 (05€5)
m Hb Portland-2 ({38

20 40
[2,3-BPG]
(mM)




Zésoby 02 - vyznamne zejmeéna pro potapéjici se savce a ptaky

Hemoglobin jako zasobarna O,
- 1,3 ml O, na 1g hemoglobinu
- > 15 g% hemoglobinu v krvi
- objem krve > 10 % télni hmoty

Myoglobin jako zasobarna O,
- koncentrace ve svalu > 5 %
- svaly 20-40 % télni hmoty

Plicni zasoby O, — maly vyznam v dtsledku redukce objemu vzduchu pied potopenim

Objem ml 0, na kg tkarfiové masy

plice arterialni krev Zilni krev svaly rozpusténo celkem
¢lovek 12,2 2,8 10,1 0,9 1,9 27,9
kachna divoka 12,3 4,7 10,2 1,8 2 31,0
Ivoun 16,5 5,0 7,2 8,1 2 39,4
polak chocholacka 19,8 6,3 13,6 1,8 2 43,5
mroz 17,4 7,7 11,5 10,0 2 48,6
lachtan medvédi 21,8 6,7 9,9 11,7 2 52,1
tulen obecny 13,6 12,2 18,8 18,6 2 65,2
vydra morska 51,2 6,1 9,4 8,8 2 77,5
tulen pruhovany 12,6 14,3 22,6 27,2 2 78,7




Vymeéna O, v plovacim méchyri u kostnatych ryb

- objem je zavisly na hloubce ponofeni (10 m = 1 atm = 101 kPa)

- mechanismy pro uvolfiovani plynd do méchyfe a zachovani jeho konstantniho
objemu, mnohé druhy pak jesté zlazy pro zpétnou resorpci plynu

- problematické ve velkych hloubkach, parcialni tlaky plyna v krvi obecné malé,
parc. tlaky v méchyfi znacné naristaji s hloubkou

- nejsou mechanismy aktivniho transportu, jen pasivné

- uplatnéni Rootova (pCO,) efektu

Plynové Zlazy se siti cév napojenych na plynovy méchyr

- navozeni Root efektu anaerobnim metabolismem
(produkce H*, laktatu, CO,)

- vytésnéni O, z hemoglobinu
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- zvySeni rozpusténého pO,
- Cast O, prejde do plynového méchyre ‘ Salting out
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Transport CO, a jeho dusledky

za normalniho stavu prevazuji hydrogen-uhliCitanové ionty
CO, + H,0 & H,CO; & H* + HCO
zvysujici se pH zvySuje mnozstvi uhliCitanovych iontu
CO, + OH < HCO; & H* + CO;*
CO, se také vaze na —NH,, skupiny proteinu (vyznamné u odkysliené krve)

Obecné jsou malé rozdily*) mezi obsahem CO, v arteriézni a venozni krvi — 1.8 objem.%
- okyslicena krev: 48,2 objem.%, pCO, = 5,4 kPa (arterie)
- odkysliCena krev: 50 objem.%, pCO, = 6,3 kPa (veny)
OdkysliCena krev ma vySi obsah CO, pro stejny pCO, -> Haldanuv efekt

*) — parametry lidské krve, ale nejsou moc odliSné od ostatnich obratlovcu
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Uloha erytrocyt( v transportu CO,

Red blood cell

Hb - COZ

BN

Carbonic Hb
anhydrase

+
H,CO,; € H,0 +CO,
L) HCO; + H*
+

H20 Hb“‘

Cl- \l,

S
HCO;

Plasma

Membrana erytrocytd je malo prostupna pro kationty. Vznikajici HCO5™ je ménén
za CI- (chloridovy / Hamburgerav efekt), s ClI- vstupuje i H,O => vétSi erytrocyty = vySi hematokryt




Acido-bazicka rovnovaha

- voda ma pH = 7 pii 25°C
- pH télnich tekutin ¢lovéka ~ 7,6

- intracelularni pH ~ 7

H,O ¢ H* +OH-
pH = pK + log [A7] / [HA] (pK = pH pro [A] = [HA])

B - pufracni kapacita; = Ammol / ApH

PR X

Pufracéni zaklad
télnich tekutin tvofi celkova koncentrace HCO;, fosfatu a proteinovych anionu.
Ostatni ionty (tzv. silné ionty) jsou pIné disociovany a nepodili se na pH.



Pufracni kapacita plasmy a krve u riznych druht
B
Bahnik (Protopterus) 15,2
Zralok (Squalus) plasma 6,5 :
Yy 9 Vztah mezi HCO4 (y; mM) a pH
Das (o ) 67 (Daven-port diagram) - Clovék
psanus :
Makrela (Scomber) 14.8 CO, Concentration (mmole L™!)
Z&brono$ (Necturus) 8,0
Skokan (Rana) 16,4
Aligator 22,6
Bobr 27
Clovék plasma 6,5
krev 30,8
metabolic
base
(mmole L' 1)
Ext
RAC / RAL met:l_)r(illic
Respiracni acidéza / alkal6za ol
MAC / MAL . . : i 7.4

Metabolicka acidoza / alkal6za pH of Extracellular Fluid




el
O
>
O
-—
Q)
| .
o)
(@)
i e
O
>
| -
()
-+
X
O
c
>
‘™
O
@)
I
(D]
(@)
©
| -
frs)
c
((b]
(@)
c
®)
Y
4]
o~
O
@)
o

| a vzdusn

dn

r

r

- Srovhani pro vo

TN

<

= P o0

= - g

a 15 - —

& 35 B

) L P

%, g =
[ ) o =

= et =

—

= & <
L | 1 | | | | | |
o () o v <t o ol — o

Al o <

L
o o
(-1 dlowwr) £ODH (ed¥) “00d

[21nbs-punoid
sruLyIng

uewIngy

[21anbs-punossd
SuneuwIRqIy

[99 2113094

apn

ysjsunty

| prezry

N

jnpe

do1jng

peo}
QULIB]N

ysijred

ysiysop

Idpueweles
ssa[3uny

ysijaes
sun[em

qea)

mouajy

dodpe)
soajjng




Zavislost disociaéni konstanty na teploté pro vodu a ruzné pufry (A)

Zavislost intracelularniho (svaly) a extracelularniho (krev) pH na teploté (B)

N
\
LN

Blood:
OHJH* = 20:1

N

Muscle

.\~

J

Tissue:
1 | OH/H*=~1:1
10 20 30 40

Temperature (°C) Temperature (°C)
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pH krve, pCO, a HCOy"
versus teplota téla/okoli

Bufo marinus
| | | |
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Vtah mezi pCO, a pH krve u nékterych savcu a ptaku

v klidu ,@“ a pfi oddychovani (po vykonu) ,0"
Prerusovana linie nekompenzovany pomér
pro danou koncentraci HCO4

LOm S T
[HCO3]

pH=6.1 +logm

Abdim’s "~
stork \\
Bedouin fowl ™«
_—Rock
partridge

e Normal
© Panting




Zmeéna pH v zavislosti na teploté (organismy x pufry)
ApH/A°C
Kapr -0,019
Aligator -0,018
Voda -0,017
Zaba -0,017
Pstruh -0,017
Morska zelva -0,016
Ropucha -0,016
HCO,/imidazol pufr (25mM + 20mM) -0,015
Zaba -0,013
netopyr -0,009
mys -0,009
Poustni leguan -0,008
HCO, pufr (25mM) -0,005
HCO,/PO,* pufr (25mM + 20mM) -0,004
Lenochod -0,003
3 Jestérka -0,002
- Hibernuijici jezek -0,002
Hibernujici kifeCek -0,002
Hibernujici netopyr 0
Hiberujici pozemni veverka 0




zakladni homeostaticky
mechanizmus

udrzovani integrity organizmu:
- obranyschopnost
- autotolerance
- imunitni dohled

uz u fylogeneticky nejstarsich
druh(

IMUNITNi MECHANIZMY:

Nespecifické

evolucné starsi

bez imunologické paméti

reakce na antigen (Ag) radové v min.
bariéry — mechanickeé, chemicke
(lysozym), mikrobialni

slozky: bunécéna (fagocyty, NK) +

humoralni (komplement, interferony,
lektiny, dalSi sérove proteiny)

Specifické

evoluéneé mladsi

imunologicka pamet

reakce na Ag: dny — tydny
slozky: bunééna (T-lymfocyty) +
humoralni (protilatky — Ab)

Urovné —> geny —> molekuly —>
bunky —> organy (primarni +
sekundarni)



imun. imun. fago- enkap- | nespec. | ameboid. | diferen-
Faktazroku |rejekce |spec. |pamét |cytéza |sulace |humor. | fagocyty |cCiace | protilat
1980 (1992) rejekce faktory leuko- | ky
cytd

Protozoa A \ \ A \ \ \ \ \
Porifera A A A N A N N N N
Cnidaria A A A N A N N \\ \\
Annelida A A ? A A A A asi A \\
Mollusca A ? ? A A A A N N
Arthropoda A ? A A A A A \ \
Echinodermata A A A A A A A A \\
Tunicata A asi A A A A A A A N
Vertebrata A A A A N A A A A

Basic structure of an Antibody

Light chain

Heavy chain

Variable region

Constant region




Prvoci
Krouzkovci
Clenovci

Kruhotsti

Paryby
Ryby
ObgjZivelnici
Plazi

Ptaci

Savei

Protilatky
(pocet typu)

MHC

mole kuly

komplement




A. BezcCelistnatci (Agnatha)

Sliznatky (Myxinoidea) nemaji organizovany thymus a jsou vybaveny jen
jednoduchymi hematopoetickymi a lymfopoetickymi tkanémi; krevni ,lymfoidni
hemoblasty” zajiStuji funkce jak krvinek, tak zanétlivych bunék. Sliznatky jsou
schopny ,senzibilizovanymi lymfocyty”

vypudit cizi $t&py a projevit znamky = gy §

imunologické paméeti. V séru se nachazi

nékolik bilkovin s vlastnostmi imunoglobulind.

Mihule (Petromyzones) - v krvi hemaglutininy
a antibakterialni latky odpovidajici Ig vyssich
obratlovcu, fylogeneticky pfechod mezi
protilatkami bezobratlych a obratlovcu.




B. Celistnatci (Gnathostomata)

Maiji jiz zfetelny thymus, slezinnou bilou pulpu a dokonalejSi
tkanove i krevni lymfocyty, a objevuji se u nich poprveé i
plazmatické bunky. Alostépova reakce je velmi uc€inna,

v krvi pfibylo imunoglobulind,
prudcCeji probihaji reakce

zprostfedkované protilatkami IgM.




Paryby (Chondrichthyes)

- typické Ig (2 lehké + 2 téZzke fetézce),
1 typ Ab — IgM.

- u zraloku brzlik a slezina

Ryby (Pisces)
- tkanove Ag — MHC
- aktivita IgM zavisi na teploté (jako u

vSech poikilotermu)

- proteiny komplementu uniformni
- pIné diferencovany brzlik a slezina




Obojzivelnici (Amphibia)

V souvislosti s prechodem z vody na sous

- Kvalitativné vysi stupen imunity

- Jsou vytvoreny uzliny a jiz existuje
systém T i B lymfocytU

- Ve strevni tkani Ize nalézt velké

mnozstvi plazmocytu.

Mloci (Urodela) Zaby (Anura)

- nejsou MHC - Silny MHC

- hematopoéza v kostni dieni - 2 druhy Ab (IgM a IgG)
neprokazana, - prokazana alergicka reakce
probiha v ledvinéch a jatrech - hematopoéza v kostni dreni

- sekundarni lymfat. org. (slezina, ledviny,
lymfatické uzliny)
- GALT (gut associated lymphoid tissue).




Plazi (Reptilia)

Podobnost s IS obojzivelniku

Jsou zde pritomny protilatky IgM a
objevuji se pfedchldci IgG, navic i

,Sliznicniho® IgA.

Hematopoéza — kostni dren, slezina,
thymus (s pfibyvajicim vékem involvuje),
v hltanu tonzily

Neni spolehlivé prokazan MHC

GALT v podobé kloakalniho komplexu
(anatomicky podobny Fabriciové burze

ptakul, ale neni jejim ekvivalentem)

- Krokodyli (Crocodylia) maji velmi ucCinné baktericidni

proteiny v krvi (odolnost i proti Staphylococcus aureus...)



Ptaci (Aves)

Zdokonaleni lymfoidniho systému. Vedle piné
vyvinutého thymu (vSechny 3 typy T lymfocytl
— Th, Tci Ts) a kostni dfené se vytvorila
Fabriciova burza (bursa Fabricii) - hlavni organ
humoralni imunity.

Dale slezina, lymfat. uzliny (nejsou u

kurovitych), Peyerovy plaky, Harderova a
pinealni Zlaza.

Lymfat. tkan ma takeé difuzni podobu, jeji
ohniska témér ve vSech organech — napfr.
myokard, endokrinni org., jatra, ledviny,

pankreas i pficné pruhovana svalovina
BALT (bronchus associated lymphoid

tissue) ' -




Lokalizace lymfatickych organt ptakui a savcu
Tonsil

Harderova zlaza
Thymus Gland

-fymus

-lymfaticka tkan bronchu

lleocekalni tonzila Rl o fodis

) Lymphatic Vessels
slezina

Fabriciova burza

Systém lymfatickych cév (vasa lymphatica) neni u ptakd tak vyvinut jako
u savcu. Sbiraji lymfu z pleteni tvofenych lymfatickymi kapilarami a
odvadéji ji do doprovodnych krevnich zil. Lymfatické srdce a lymfatické
uzliny se vyskytuji pouze u kachen a hus.




Savcli

Savci vCetné Clovéka maji dokonale vybudovany thymus a systém bunécné
imunity. Ig 5 resp. 9 typu (IG1-4, IgM, IgA1-2, IgD, IgE).

Spole¢ny plvod fady vyznamnych povrchovych znaku a receptoru dokazuji

presvédcivé analogie a podobnosti v jejich struktufe u nizkych zivoCisnych forem a
savcu (Clovéka). Plati to pro druhové, diferenciacni i histokompatibilitni znaky i pro
receptory fagocytu, dendritickych bunék a NK bunék i T a B lymfocytu.

Geny pro receptory T-lymfocytd a geny pro receptory B-lymfocytd (imunoglobuliny)
se zacaly odstépovat od plvodnich pragenu asi pred miliardou let a
osamostatnovat se pred zhruba 600 miliony let. Vyvojové zmnozovani a

rozriznovani probihalo pomalu, ale trvale. K divergenci histokompatibilitnich
znaku |. a Il. tfidy doslo asi pfed 200 miliony let.

- Zakladem vzniku nejspise selekcni tlak vnéjsiho + vnitrniho prostredi, hlavni hnaci
sila: vztah parazit-hostitel.
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IgM — 1. Ig ve fylogenezi i ontogenezi -

a) Class | MHC protein

velbloudi nemaji lehké retezce Ig

- gepard — nizky polymorfizmus MHC
(bottle neck effect) => genet.
homogenizace => citlivost k infekcim,
vysoka uspesnost transplantaci
(~inbredni kmeny laboratornich zvirat

N

- primati — transplacentarni prenos IgG,

ostatni skupiny — IgG pres sliznice do
mater. mleka




@ Fish Circulatory pump

Respiratory

Systemic tissues

(b) Tetrapod

Circulatory pump




