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Abstrakt

Uvod: Piedkladana prace vychazi ze sedmi publikaci, jejichz cilem bylo jednak shrnuti
vyuziti jater prasete domaciho v biomedicinském vyzkumu a jednak popis zakladnich
kvantitativnich parametrti pro planovani chirurgickych experimenti s naslednou regeneraci
jater. V tivodnich kapitolach popisujeme zékladni anatomické poznatky o jatrech clovéka
s klinickym dopadem. U anatomického popisu jater prasete domaciho se pak zaméfujeme na
analogické morfologické poznatky, které byly doposud popsany. Z potieb experimentalni
chirurgie a jaterni regenerace, ktera je studovana na prasec¢ich modelech, vyplyvd mimo jiné
potifeba znalosti zakladnich kvantitativnich parametrii jater — oblasti zdsobeni vétvemi
portalni zily, mnozstvi a velikost jednojadernych a dvoujadernych hepatocytii a mnozstvi a
distribuce jaterniho vaziva.

Metody: Pro popis vétveni v. portae jsme vyuzili mikro CT snimkl korozivnich preparati
jater, morfometrické parametry hepatocytl a jaterniho vaziva jsme hodnotili na
systematickych, nestrannych, nahodnych parafinovych fezech ze tii oblasti (ROI) jaterniho
parenchymu (periferni, parakavalni a paraportélni) za vyuziti stereologickych metod. Jaterni
cévy jsme vyplnili pryskyfici Biodur E20®, sndslednym odleptdnim v hydroxidu
draselném, pro kvantifikaci parametrii hepatocytli jsme fezy obarvili PAS reakei, pro
kvantifikaci vaziva jsme pouzili barveni anilinovou modfi.

Vysledky: Jatra pteStického cCernostrakatého prasete maji pét az Sest lalokit — lobus
quadratus je plné vyvinut v 35 % piipadi. V. portae hepatis vstupuje do jater v jejich
kranialni ¢asti na Grovni hranice pravého medialniho a pravého lateralniho laloku. Pied
vstupem do jater se v. portae déli ostie vlevo a vpravo do dvou vétvi, v jednom piipad¢ jsme
pozorovali trifurkaci — tato kaudalni vétev zasobovala pravy medialni lalok. Celkem
zasobuje prava vétev v. portae hepatis 19-40 % jaterniho parenchymu, leva vétev vyzivuje
60—81 % jaterniho parenchymu. Zasobeni jaternich lalokl v levé ¢asti jater probiha vétvemi
v. portae hepatis riiznych generaci, v pravé casti jater mize byt lobus dexter medialis
zasoben samostatnou vétvi v. portae hepatis v pfipadé jeji trifurkace. Jatra prestického
Cernostrakatého prasete bylo mozno rozdélit do osmi segmentt.

Primérny objem jednojadernych hepatocytl po korekci smrsténi byl ve vSech zkoumanych
vzorcich 3670 + 805 pm?. Priimérny objem dvoujadernych hepatocytti byl 7050 + 2550 pm®.
Podil dvoujadernych hepatocytl tvofil 4 + 2 %. Pocet vSech hepatocytt ¢inil 146997 + 15738
na mm® jaterniho parenchymu. Primérmé nejobjemnéjsi jednojaderné hepatocyty se
nachazely na perifénrii jaternich laloki (periferni ROI), kde bylo rovnéZ nalezeno nejmensi
objemové mnozstvi hepatocyti. Mezi jednotlivymi prasaty jsme vSak detekovali
signifikantni interindividudlni rozdily ve vSech zkoumanych morfometrickych parametrech
hepatocytt.

V ptipad¢ jaterniho vaziva jsme pozorovali zna¢nou variabilitu na vSech trovnich
vzorkovani: mezi pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky 1 mezi jednotlivymi ROI.
Primérny objemovy podil interlobularniho vaziva byl signifikantn€ vétsi u samct
v porovnani se samicemi. V samcich jatrech byl primérny podil interlobuldrniho vaziva 4,7
+ 2,4 % v rozsahu 0 az 11,4 %, zatimco v samicich jatrech 3,6 = 2,2 % v rozsahu 0 az 12,3
%. Primérny podil intralobuldrniho vaziva (tj. vaziva perisinusoidalni 1 pericentralniho
dohromady) ¢inil < 0,2 % obou pohlavi.

Zavér: Pomér objemu jaterniho parenchymu zasobeného levou a pravou vétvi v. portae je u
prestického Cernostrakatého prasete v porovnani s clovékem opacny. Vzhledem
k pozorovanym rozdiliim ve velikosti a poctu hepatocytii v zavislosti na jejich poloze



v jaternim feciSti muze byt morfometrie hepatocyti pomérné snadno zkreslena, kdyz
budeme provadét kvantitativni histologii na vzorcich odebranych z blizkosti velkych
jaternich cév a z periferie jaternich lalokt. Z nasi dalsi analyzy jaterniho vaziva jednoznacné
vyplyva dulezitost znalosti pozice blocku v jatrech (lalok a ROI) a jejiho respektovani pti
nasledné histologické analyze. V ptipadé¢, ze bude vzorkovaci schéma reflektovat rozdily
v mnozstvi vaziva mezi jednotlivymi laloky a ROI, k detekovani stejného nartstu
v mnozstvi vaziva bude zapotiebi mensiho poctu vzorkii a vzorkovéni se tak stane
efektivnéj$i a Setrn€j$i v porovnani s nahodilym vzorkovanim bez udani anatomického
ptvodu vzorku.



Abstract

Introduction: This dissertation summarizes our research published in seven articles where
we described both the ways of utilization of porcine liver in biomedical research and the
basic morphometric parameters of hepatocytes and liver connective tissue useful in
experimental surgery followed by liver regeneration experiments. We set off with the
description of anatomical concepts of human liver applied to clinical investigation followed
by summary of porcine liver morphology with special stress on its potential clinical
utilization. The studies in experimental surgery followed by liver regeneration where the
porcine liver model proved its utility, reveals that the distribution of portal blood to the liver
parenchyma, the number and the volume of mononuclear and binuclear hepatocytes, and the
amount and the distribution of liver connective tissue being among the most useful ones.

Methods: For the mapping of portal vein branching we used uCT scans of porcine liver
corrosion casts, and both the quantitative parameters of the hepatocytes and of the connective
tissue were evaluated on systematic uniform random paraffin-embedded samples that were
harvested from three different regions of interest (ROI) of liver parenchyma (peripheral,
paracaval and paraportal). For the quantification, we followed standard stereological
protocols. For the casting, we filled the vessel of liver with Biodur E20® resin, followed by
corroding in potassium hydroxide. The quantification was performed on PAS- and aniline
blue-stained histological sections.

Results: The liver of Prestice Black Pied pigs comprises of five to six hepatic lobes (quadrate
lobe is fully developed in 35 % of cases only). Hepatic portal vein enters the liver in its
cranial part on the level of the border between the right medial and right lateral lobes. Just
before its entrance to the liver parenchyma the hepatic portal vein bifurcates into left and
right branch, in one instance we observed a trifurcation — this caudal branch then supplied
the right medial lobe. In total, the right branch of the portal vein supplies 1940 % of the
liver and the left branch 60—81 % of the liver in Prestice Black Pied pigs. Hepatic portal vein
branches of the third generation are not exclusive suppliers of the respective liver lobes both
in the left half of the porcine liver and both for the right medial lobe that, in the case of the
hepatic portal vein trifurcation, can be fed by a direct portal branch. Nevertheless, it was
possible to compartmentalize the porcine liver into eight segments according to Couinaud.

After the correction for tissue shrinkage, the mean number-weighted volume of porcine
mononuclear hepatocytes was 3670 + 805 um?® and the mean number-weighted volume of
binuclear hepatocytes was 7050 + 2550 um? with the fraction of binuclear hepatocytes being
4 £ 2%. The numerical density of all hepatocytes was 146997 + 15738 cells mm™. Peripheral
regions of hepatic lobes contained the largest mononuclear hepatocytes with the smallest
numerical density. However, the hepatocyte size and density, as well as the fraction of
binuclear hepatocytes exhibited considerable interindividual differences even in healthy
young animals.

There was also considerable variability in the fraction of connective tissue at all sampling
levels: between sexes, among individual animals, liver lobes and ROIs. The mean fraction
of connective tissue was greater in males than in females. In males, the mean fraction of
interlobular connective tissue was 4.7 + 2.4% and ranged from 0% to 11.4%. In females, the
mean fraction of interlobular connective tissue was 3.6 £ 2.2% and ranged from 0% to
12.3%. The mean fraction of intralobular connective tissue (perisinusoidal summed with
pericentral) was < (.2 both in males and in females.



Conclusion: The volume ratio of the vascular territories of the left and right branches of the
hepatic portal vein in our sample of porcine livers was reversed when compared to human
liver. The morphometry of hepatocytes can be easily biased when the differences resulting
from different position in ROI are not accounted for, especially, when tissue probes are
harvested from the vicinity of large liver vessels and from the periphery of the liver lobes.
Accodring to the analysis of the liver connective tissue, it is important to know the exact
position of the tissue block within the liver — both the lobe and the ROI for the subsequent
histological analysis. When the sampling scheme of experiments using the porcine liver
reflects the differences between the lobes and the ROlIs, the same quantitative information
may result from a smaller number of samples and therefore provide a more efficient
comparison to the situation in which the tissue blocks are harvested in a purely random
manner.
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Praseci jatra v biomedicinském vyzkumu



Uvod

1 Vyuziti prasecich jater v biomedicinském vyzkumu

V tvodni kapitole této prace 1. shrneme zpusoby vyuziti prasecich jater v biomedicinském
lidskych jatrech s ohledem na jejich klinickou aplikovatelnost, 3. popiSeme anatomické a
histologické poznatky o jatrech prasete doméciho s ohledem na jejich potencialni klinickou
aplikovatelnost.

1.1 Jatra prasete domdciho v biomedicinském vyzkumu

Velké zviteci modely jsou nezbytné pro prenos experimentalni prace do humanni mediciny.
Vedle v mensi mife pouzivanych ovcich jater (Ghodsizad et al. 2012) jsou praseci jatra
v soucasnosti nejcastéjsim velkym zvifecim modelem (Avritscher et al. 2011; Kawamura et
al. 2014; Bruha et al. 2015; Nygérd et al. 2015; Wang et al. 2015b) pro vyzkum invazivnich
i neinvazivnich metod managementu jaternich onemocnéni (Croome et al. 2015; Gnutzmann
et al. 2015) a pro néslednou interpretaci a pienos vysledkli experimentii na zvifecich
modelech do humanni mediciny (Arkadopoulos et al. 2011; Watson et al. 2016; Budai et al.
2017). Piehled soucasného nejcastéjsiho vyuziti prasecich jater v biomediciné uvadime
v tabulce 1, ve zbyvajicich odstavcich této kapitoly pak jednotlivé vyzkumné kategorie
popisujeme podrobnéji a propojujeme je s klinickou praxi. Obecné lze na vSechny studie
vyuzivajici praseci jatra pohlizet optikou jaternich funkci a jaterni regenerace, konkrétni
prace se pak liSi pouze v pfistupu k popisu jater a ke zkoumdni jaternich funkei, k
modelovani jaterniho inzultu s néslednou jaterni regeneraci a k snaze o dosdhnuti
nekompenzovaného fungovani jater. Protoze jsou tato vyzkumna témata uzce provazana,
nelze mnohdy konkrétni studii zatadit k jednomu vyzkumnému tématu.

Praseci jatra jsou v sou€asnosti nejvhodnéjSim modelem velkého zvitete pro jatra lidska ve
smyslu velikosti organu, tdajné anatomické a histologické podobnosti 1 fyziologické
kompatibility (Court et al. 2003; Arkadopoulos et al. 2011; Lossi et al. 2016; Ribitsch et al.
2020). Jatra prasete domaciho mtzou byt napojena na mimotélni obéh (Hubert et al. 2003),
mohou slouzit k nacviku chirurgickych technik (Liska 2016), navic muize dochazet i
k opakovanym odbérim krve a to jiz od brzkého véku (Hu et al. 1993). Proto jsou praseci
jatra hojné vyuZzivana v experimentalni chirurgii (Swindle a Smith 2015; Liska 2016),
k ustaveni novych chirurgickych metod (Bedoya et al. 2014; Okada et al. 2015) —
(ortotopické) (xeno)transplantace (Copca et al. 2013; Cooper et al. 2016; Navarro-Alvarez
etal. 2018, s.; Zhang et al. 2019) a transplantace jaternich §t€pt (Vogel et al. 2017), v ptipadé
xenotransplantaci byly zkoumany mozZnosti jejich vyuziti jako pieklenovaciho organu
v humanni medicin¢ (Cooper et al. 2017), hepatektomie a resekce (Kahn et al. 1988; Budai
et al. 2017), razné typy ablace (Weber et al. 1998; Ng et al. 2004; Herndndez et al. 2015), a
s nimi souvisejici embolizace (Huisman et al. 2014) ¢i ligace portalni zily (Bartas et al. 2018)
a tzv. small-for-size syndrom (Mohkam et al. 2016; Huisman et al. 2017; Masuda et al.
2020). Také jsou vyuzivana ke studiu moznosti prodlouzeni viability jater, jednak u jater
pacienta, jednak po jejich vyjmuti z t€la darce (Monbaliu a Brassil 2010; Liu et al. 2016;
Bian et al. 2018), k vyzkumu reperfizniho poranéni jater (de Rougemont et al. 2010; Zhai
et al. 2013), ptipadn€ pro vyvoj bioarteficialnich jater (He et al. 2019), je na nich sledovéana
jaterni fibr6za (Gaba et al. 2018) a modelovano akutni jaterni selhani (ALF) (Newsome et
al. 2000; Chang et al. 2003), sleduji se jejich metabolické funkce a jejich regeneracni
schopnosti (Ladurner et al. 2009). Praseci jatra vSak neslouZi pouze pro potieby testovani
chirurgickych technik, ale také jako posledni krok preklinického vyzkumu jsou pouzivany i
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Tab. 1 Nejcastéjsi vyuzZiti prase€ich jater v biomedicinském vyzkumu (prehledova sdéleni).

Vyzkumné téma

Citace pi‘ehledového sdéleni

Ablace

Akutni jaterni
selhani

Bioarteficialni jatra,
bioreaktor

Decelularizace,
skafoldy

Embolizace/ligace

jaternich cév

Metabolismus,
detoxifikace

Reperfuzni poranéni
Resekce,
hepatektomie

Small for size
syndrom

(Xeno)transplantace,
Stepy,
imunokompatibilita

Viabilita

Golberg a Yarmush 2013; Hernandez et al. 2015; Rehman et al. 2003; Vogel et al.
2016; Wadsworth et al. 2013

Maleckova et al. 2019; Ryska 2013; van de Kerkhove et al. 2004

Barshes et al. 2005; Bornemann et al. 1996; Boudjema et al. 2002; Butler a Friend
1997; Cao et al. 1998; De Bartolo a Bader 2001; Dowling a Mutimer 1999;
Gerlach 1996; He et al. 2019; Hughes a Williams 1996; Jauregui 1997; Kobayashi
et al. 2003; Naruse 2005; Naruse et al. 2007; Pan a Li 2012; Pascher et al. 2002;
Riordan a Williams 1999; Rosenthal 2000; Rozga 2006; Sen a Williams 2003;
Sheil 2002; Shimahara et al. 2001; Stockmann a IJzermans 2002; Stockmann et
al. 2000; van de Kerkhove et al. 2004

Hosseini et al. 2019; Liska et al. 2019; Massaro et al. 2021; Wang et al. 2017;
Zhou et al. 2015

Huisman et al. 2014; Pouponneau et al. 2014

Elke et al. 2016; Puccinelli et al. 2011; Radziuk 1991; Sawant-Basak a Obach
2018; Schelstraete et al. 2020; Simmen et al. 1998; Zuber et al. 2002

de Rougemont et al. 2010; Kumar et al. 2017; Maione et al. 2018; Zhai et al. 2013

Budai et al. 2017

Masuda et al. 2020; Mohkam et al. 2016

Calne 1968; Cimeno et al. 2018; Cooper et al. 2016; 2014; Cowan a Robson 2015;
Cowan et al. 2011; Ekser et al. 2012a; 2012b; 2009a; 2011a; 2011b; 2015; 2009b;
Esmaeilzadeh et al. 2012; Fung et al. 1997; Galili 2001; Hammer 1998; Hara et
al. 2008; Harland a Platt 1996; Ibrahim et al. 2006; Kemter et al. 2018; Lambrigts
etal. 1998; Lietal. 2018; Lu et al. 1994; 2020; Meier et al. 2015; Patel et al. 2017;
Poncelet et al. 2009; Rosales a Colvin 2019; Samy et al. 2017; Sandrin a
McKenzie 1994; Schmelzle et al. 2011; 2010; Schuurman a Pierson 2008; Sim et
al. 1999; Wang a Yang 2012; Wang et al. 2018; 2019; Wolf et al. 1997; Zhang et
al. 2019; Zhou et al. 2015

Bian et al. 2018; Boudjema et al. 2002; Jayant et al. 2018; Jia et al. 2020; Jiang et
al. 2018; Kumar et al. 2017; Liu et al. 2016; Marecki et al. 2017; Mikaeloff a
Calne 1969; Monbaliu a Brassil 2010; Soo et al. 2020; Vekemans et al. 2008; Wolf
et al. 1997

Jaterni regenerace
(rok 2020-2021)

Abu Rmilah et al. 2020; Ali et al. 2020; Bangru a Kalsotra 2020; Dwyer et al.
2021; Edgar et al. 2020; Eom et al. 2020; Gadd et al. 2020; Gao a Peng 2021;
Greenbaum et al. 2020; Heydari et al. 2020; Hu et al. 2021; Kim et al. 2020;
Kisseleva a Brenner 2021; Kitto a Henderson 2020; Kojima et al. 2020; Lafoz et
al. 2020; Li et al. 2020; Luz et al. 2020; Macchi a Sadler 2020; Mak a Shin
nedatovano; Michalopoulos a Bhushan 2021; Ozaki 2020; Saito et al. 2021; Shi a
Line 2020; So et al. 2020; Yagi et al. 2020
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ve farmakologickém vyzkumu (Martinez-Montemayor et al. 2008; Roth et al. 2013;
Gasthuys et al. 2016), vyzkumu jaternich vyluCovacich, detoxifikacnich a syntetickych
funkci (Tang a Mayersohn 2018), které hraji dtlezitou roli pfi jaterni regeneraci po jaternich
resekcich (Liska et al. 2012; Bruha et al. 2015) a k vyzkumu jaterniho regeneracniho
potencidlu (Mortensen a Revhaug 2011; Avritscher et al. 2013), jsou pouzivany pro
zkoumani diagnostickych postupt (Gonzalo et al. 2012) 1 ke zkoumani patogeneze jaternich
onemocnéni (Halbur et al. 2001). Jatra prasete domaciho byla rovnéz vyuzita v souvislosti
s vyzkumem hepatitidy E (Pisano et al. 2018; Aslan a Balaban 2020), diabetu (Renner et al.
2020), cystické fibrozy (Fiorotto et al. 2019), s modelovanim jaterniho traumatu (MaleCkova
et al. 2021). Jatra prasete domaciho se stala dilezitou soucasti vyzkumu také v oblasti
pediatrické gastroenterologie a vyzivy (Mahan et al. 2004; Burrin et al. 2020).

Z vyse uvedenych potteb je zkoumana i jejich anatomicka a fyziologicka podobnost (Schrem
et al. 2006; Nykonenko et al. 2017) a imunokompatibilita (Lu et al. 2020) s jatry lidskymi a
v tomto kontextu byl u¢inén vyznamny pokrok v ptipravé decelularizované jaterni matrix a
jeji nasledné rekolonizace lidskymi jaternimi buiitkami (Wu et al. 2015; Coronado et al. 2017;
Wang et al. 2017; Liska et al. 2019; Rossi et al. 2019). Soucasné se experimentuje 1
s moznostmi bunééné xenoterapie (Bartas et al. 2018). Prase domaci se navic mize dozit az
deseti let, a tak umoZznit dlouhodobé&jsi experimenty a delsi sledovéani. Pro rtzné typy
vyzkumu se vyuziva prasete domaciho vyslechténého do riznych velikosti: standardni prase,
miniprase a mikrominiprase (Kaneko et al. 2011; Swindle a Smith 2015).

1.1.1 Vyuziti prasecich jater pro jaterni transplantace

Transplantace jater je obvykle indikovana jako zZivot zachraiiujici vykon pii selhavani jater
v disledku akutniho nebo chronického jaterniho onemocnéni a pfi stavech, pti nichz vlastni
jatra ptedstavuji riziko pro svého nositele (n€které primarni a sekunddrni nadory jater,
metabolické poruchy jater ohrozujici funkci jinych organt), pfevysi-li riziko amrti pii
konzervativni 1é¢bé riziko transplantace (Htilek a Urbanek 2018). Pii neustalém nedostatku
vhodnych jater pro pfijemce jsou studie xenotransplantaci logickym vyudsténim
biomedicinského vyzkumu kompatibility prasecich jater s jatry lidskymi. Od prvnich pokust
v 70. letech 20. stoleti a vyvoje prvniho bioarteficidlniho jaterniho zafizeni v roce 1993
(Rozga et al. 1993) se za poslednich 20 let tento vyzkum posunul od uspéchu v pouziti
praseCich jater jako docasné nahrady poSkozenych jater pacienta cekajiciho na jaterni
transplantaci (Borie et al. 2001), pfes uspésnou decelularizaci prasecich jaternich S$tépi
(Mirmalek-Sani et al. 2013), az k pfipravé trojrozmérného skafoldu vhodného k rekolonizaci
(Yagi et al. 2013; Moulisova et al. 2020) a k jeho nasledné transplantaci (Ko et al. 2015).
Pies intenzivni vyzkum je transplantace prasecich jater do téla clov€ka stale omezena
nedostateCnou znalosti kompatibility prasecich jater a imunitniho systému humanniho
ptijemce (Sykes a Sachs 2019). Praseci jatra se vSak ukazala jako vhodny modelovy organ
pro testovani kryoprezervacnich a perfuznich metod uchovani jater z neZijicich darct.
Recentni studie na prase¢ich modelech navic vyzdvihuji klinicky potenciél
normotermickych perfuznich metod a v soucasné dob¢ se ¢ekd na potvrzeni aplikovatelnosti
vysledki v klinickych randomizovanych studiich (Jiang et al. 2018). Prvni dostupna
metaanalyza recentnich klinickych aplikaci potfebu potvrzeni aplikovatelnosti vysledkl
pouze znovu opakuje (Muller et al. 2020).
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1.1.2  Vyuziti prasecich jater pro jaterni resekce a small-for-size syndrom

Idedlni technika jaterni resekce ma byt jednodusSe proveditelnd, mé se pojit s relativné
nizkymi krevnimi ztrdtami a m& umoznit efektivni a bezpecnou transekci, bez nutnosti
okluze piivodnich cév, ktera se snoubi s rizikem pooperacni jaterni dysfunkce (Athanasiou
et al. 2017). V tomto kontextu byla praseci jatra shleddna velice vhodnym modelovym
organem pro svou podobnost ve velikosti s jatry lidskymi a bylo jiz publikovano nékolik
chirurgickych technik rozsahlych hepatektomii (Court et al. 2004; Bucur et al. 2017) véetné
laparoskopického pftistupu (Ellebrecht et al. 2018). Hlavni komplikaci rozsahlé
hepatektomie je jaterni selhani z ditvodu nedostate¢ného zbytkového objemu jater (Golriz et
al. 2017), nebo obecnéji tzv. syndromu small—for—size (Kelly et al. 2009; Hessheimer et al.
2014; Golriz et al. 2016). U prasete domaciho se ukazuje, ze pravdépodobnost rozvinuti
jaterni insuficience pii resekci jater o vice nez 2,3 % celkové hmotnosti prasete je 65 %, a
proto je prase¢i model vyznamnym indikdtorem pro modelovani jaterniho selhani po
hepatektomii (Pagano et al. 2012). Navic, v kombinaci se zavedenim ligace/embolizace
portalni zily na prase¢im modelu, mohl byt ustaven preklinicky model tidajn¢ nahodné
pouzité procedury ALPPS (associating liver partition and portal vein ligation for staged
hepatectomy) (Schlitt et al. 2017) a tedy chirurgické terapie do té doby neresekabilnich
pacientli (Zhang et al. 2014; Croome et al. 2015). Tato procedura spo¢ivd v souc¢asném
podvazani v. portae a protnuti jaterniho parenchymu. Zasadnim piinosem této techniky je
zabranéni tvorby arterio-portalni a proto-portalnich zkratli pti podvazu vétve v. portae, coz
ma za nasledek urychleni regenerace zbytkového parenchymu, omezeni lokalniho ristu
nadoru a $ifeni jeho metastdz (Zhang et al. 2014). Na zaklad¢ prase¢iho modelu pak byla
ustanovena tato procedura i v klinické praxi (Sulieman et al. 2019).

1.1.3  Vyuziti prasecich jater pro ndcvik jaternich ablaci

Jaterni ablace je minimalné invazivni postup, pfi némz je odstranéna patologickd cast
jaterniho parenchymu perkutanné, intra—arterialné, nebo je zcela neinvazivni. V praxi bylo
zavedeno n€kolik abla¢nich technik: mikrovinnd ablace, perkutanni etanolova injekce,
transkatetralni arterialni chemoembolizace (TACE) (Kudo 2018), radiofrekven¢ni ablace,
ireverzibilni elektroporace, intersticialni laserova fotokoagulace, kryoablace, elektrolyticka
ablace a zcela neinvazivni ablace fokusovanym ultrazvukem vysoké intenzity. VSechny tyto
abla¢ni metody byly testovany, optimalizovany a vyhodnocovany na prase¢ich modelech
(Gilbert et al. 1986; Huang et al. 1991; Tapani et al. 1994; Vaughan et al. 1994; Tapani et
al. 1996; Shinmoto et al. 1997; Shibata et al. 2000; Wemyss-Holden et al. 2000; Lippert et
al. 2003; Seifert et al. 2003; Rubinsky et al. 2007; Parmentier et al. 2009; Lin et al. 2011;
Dreher et al. 2012; Kawamura et al. 2012; Klein et al. 2019; Zheng et al. 2019; Izzo et al.
2020). Zasadnim ptinosem byl pokrok v zobrazovacich metodach, coZ umoznilo nejen
zavedeni téchto metod, ale také jejich néasledné zpiesnéni. Detailni zobrazeni poskozené
oblasti v kontextu cévnich stromli vede k optimalizaci rozsahu zakroku, minimalizaci
krevnich ztrat a asociovanych nésledki. Predevs§im pak pro transarterialni postupy je znalost
anatomie konkrétniho cévniho fecisté jater nezbytna.

1.1.4 Nezbytnost vyuziti prasecich jater pro studium jaterni regenerace
Regeneracni schopnost jater je znama jiz od starov€ku a oproti jinym regenerujicim tkanim
neni zavisla na specifické skupiné progenitorovych ¢i kmenovych bunék (Michalopoulos a

DeFrances 1997). Ztrata jaterniho parenchymu mulze byt zplsobena podanim
hepatotoxickych latek, nejcasteji vSak vznika chirurgickym odstranénim ¢asti parenchymu
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Obr. 1 Zmény parametri asociovanych s regeneraci jater prasete domaciho po 75% jaterni resekci.

V grafu A jsou zobrazeny hodnoty jaternich testli odebranych prasatim domacim (Large White) ve stafi tii
meésice a o prumérné hmotnosi 32,9 kg (5,3 kg). V grafu B jsou zobrazeny dalsi parametry asociované s jaterni
regeneraci po jaterni resekci. Cerné zobrazenym hodnotam odpovida ¢erna osa y, tmavé $edé zobrazenym
ktivkdm odpovida tmave Sedd rozdélend osa y. Napi. v grafu A Ize hodnoty GGT odecist z horni poloviny
pravé (tmavé Sedé) osy y, hodnoty BILIT z dolni poloviny této osy. Jednotky jsou uvedeny u pfislusnych
parametrt v grafu. Zdroj dat: Bekheti et al. 2019.

(Mortensen a Revhaug 2011). Po jaterni resekci regeneruje zbytkovy parenchym proliferaci
vSech zralych jaternich buné¢nych populaci (Michalopoulos 2007). Na rozdil od
morfometrickych parametri jaterni regenerace prasecich jater jsou funkéni parametry
jaternich funkci prasete doméciho dobfe znamy (obrazek 1), ovSem publikované udaje
nejsou vzdy shodné (Ekser et al. 2012).

Je tfeba uvést, Ze nejCastéji je jaterni regenerace zkoumana na mySich modelech
(Michalopoulos 2017) a pravé na mySim modelu byly nahrazeny star$i hypotézy indukovani
jaterni regenerace (Mortensen a Revhaug 2011) hypotézou, Ze jaterni regenerace je ur¢ovana
predevsim signalizaci Zluovych kyselin — zvySena hladina zlucovych kyselin indukuje
replikaci DNA hepatocyti (Huang et al. 2006). Nové byl vSak zaveden model trvalého
jaterniho poSkozeni s potlaCenim jaterni regenerace na prase¢im modelu kombinaci
chirurgickych metod a podanim hepatotoxickych latek (Inomata et al. 2018).

PrestoZe vyzkum na mysSich a potkanich jatrech pokrocil k zasadnimu humanizovani téchto
modeld, nejsou predevsim kvili své velikosti pro studium chirurgické regenerace vhodné
(Mortensen a Revhaug 2011), potkanim jatrim navic chybi zZlu¢nik. Oproti tomu jsou praseci
jatra svou velikosti podobna jatrim lidskym, jejich metabolické funkce odrazeji lidskeé
enzymatické vzorce, dokonce byla zjiSténa piekvapiva fyziologicka a biochemicka
podobnost jater prasete domaciho a clovéka s potencidlnim vyuzitim pro vyzkum
farmakodynamiky (Tang a Mayersohn 2018), kdy byly prase¢i hepatocyty navrZzeny pro
vyzkum novych huménnich 1é€iv (Langsch et al. 2009). Lidské hepatocyty byly navic
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uspésné aplikovany v bioarteficialnim jaternim prase¢im modelu (Shi et al. 2016) a dalsi
vyzkum ukazuje na potencialni klinickou aplikaci téchto poznatka (Selden et al. 2017). Prase
domaéci vykazuje i behavioralni shody s ¢lovékem v cirkadidnnim rytmu a typu a rytmu
stravovani (Renner et al. 2016). Dalsi piednosti byly uvedeny vyse. Zakladni prehledové
studie, které se zabyvaji jaterni regeneraci, uvaddime vysSe v kapitole 1.1 v tabulce 1,
kvantitativni parametry pro vyzkum jaterni regenerace popisujeme v kapitole 1.5.
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1.2 Co se rozumi anatomickym popisem?

Anatomii se obvykle rozumi studium stavby zivocisného téla jeho roziezavanim (rozborem
pii pitvé, disekei), v uz§im slova smyslu pak studium stavby téla lidského (Cihak et al. 2011;
Standring 2020). Anatomie se zabyva jednak makroskopickym popisem (pohled prostym
okem) a jednak mikroskopickym popisem stavby organizmu (mikroskopicka anatomie —
histologie a cytologie), anatomicky popis byva Casto doplnén embryologickym a v mensi
mite i fyziologickym kontextem popisovanych struktur (Cihak et al. 2011; Standring 2020).
V souvislosti s rozvojem experimentalniho zkoumani zakonitosti stavby organizmu pak
hovoiime o morfologii (Cihak et al. 2011).

Ac existovala i paralelni a starsi tradice magicka — védska a dynamické — ¢inska, v této praci
se budeme drzet morfologického aspektu anatomie, ktery miizeme sledovat ke
staroegyptskym kofentim doloZenym v Ebersov€ papyru, v papyru Edwina Smithe a
v Kahtnskych papyrech (1900-1100 pt. n. 1.) (Magner 2005). Anatomické znalosti zde byly
vyuzivany pfi zvifecich 1 lidskych mumifikacich, haruspiciich a terapeutickych zakrocich,
ovSem i pres tento Siroky zabér nebyly staroegyptské anatomické koncepty propracované
(Magner 2005). Ptes drobné technické neshody mezi historiky mediciny na tom, jaky zasah
do téla jiz lze za anatomickou disekci povazovat (Celesia 2012), pravdépodobné prvni
doloZenou systematickou disekci lidského téla provedl Herophilus v 3. stol. pf. n. 1.
v Alexandrii a byl rovnéz prvnim, o némz vime, ze ke zjisténi prabéhu onemocnéni provadél
pitvy (Bay a Bay 2010).

Anatomicky popis vSak neni pouze popisem pro popis samotny, v ramci medicinského
kurikula by m¢l jit ruku v ruce s pochopenim kontextu a klinické signifikance popisovanych
struktur (Lachman a Pawlina 2006). Vzhledem k relativné primitivnim anatomickym
znalostem jsou v tomto kontextu ptekvapivé pomérné brzké doklady ,,medicinského* popisu
jater a to v souvislosti s haruspiciemi: pfedevSim babylonska, asyrskd a staroegyptska
hepatoskopie, vedla k relativné brzkym medicinskym popisim jater, z nichz nejstarsi se ndm
dochoval ve zmiflovaném Ebersové papyru (kol. 1550 pt. n. 1.). Od tohoto prvniho tzv.
mytologicko spekulativniho medicinského obdobi jsme v hepatologii za tii a pul tisice let
sice pokrocili k biomolekuldrnim mechanismiim jaternich onemocnéni a jejich terapie
(Kuntz a Kuntz 2008), ovS§em anatomicka znalost struktur, v nichz se tyto biomolekularni
mechanismy uplatiiuji, je stale nezbytna (viz niZe).

1.3 Makroskopicky popis lidskych jater
1.3.1 Anatomie jater ¢loveka

Jatra lezi v pravé brani¢ni klenbé v bfiSni dutiné. V této pozici jsou fixovana zejména
sristem s branici v oblasti area nuda, zav€sem pies vv. hepaticae a v. cava inferior, podporou
bfisnich organd a nitrobfisnim tlakem. Cetné peritonealni zavésy maji pro fixaci jater
minimélni vyznam (Flament et al. 1982). Area nuda je ohrani¢ena pomoci lig. coronarium
dextrum et sinistrum, peritoneem piebihajicim z facies diaphragmatica hepatis na branici.
Ligamentum coronarium se oboustranné sbiha do peritoneédlnich duplikatur tvofticich lig.
triangulare dextrum et sinistrum. Ventralné¢ pokracuje lig. coronarium jako peritonealni
duplikatura lig. falciforme hepatis, v jehoZ volném dolnim okraji bézi od pupku
obliterovana v. umbilicalis tvofici lig. teres hepatis. Siroka duplikatura peritonea zvana lig.
falciforme hepatis rozd€luje jatra na dva anatomické laloky: lobus hepatis dexter et sinister.
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Ptes tenkou vrstvu tfidkého vaziva, tela subserosa, je visceralni peritoneum pfipojeno
k pevnému vazivovému obalu, tunica fibrosa (capsula Glissoni), kterd souvisi s tunica
adventitia cév, vstupujicich do jater, a perivaskuldrné pokracuje az do interlobuldrniho
vaziva.

Na jatrech popisujeme facies diaphragmatica et visceralis, které do sebe kaudalné prechazeji
pies hmatnou hranu — margo inferior hepatis. Na visceralni plose jater jsou tii vklesliny ve
tvaru pismene H oddé@lujici Ctyfi jaterni laloky. Levou vkleslinu tvoii zafezy pro vazy:
zptedu incisura ligamenti teretis pfechazejici ve fissura ligamenti teretis a dale do fissura
ligamenti venosi; pravou vkleslinu tvofi jama pro zlu¢nik — fossa vesicae biliaris, a Zlabek
pro dolni dutou zilu — sulcus venae cavae. Uprostied lezi jaterni branka — porta hepatis, do
niz bézi zesileny okraj omentum minus zvany lig. hepatoduodenale, obsahujici cévy,
zlucovody a nervové pleten€. Jaterni laloky pak popisujeme jako levy a pravy — lobus hepatis
sinister et dexter, které jsou ventrdln¢ na diafragmatické ploSe oddéleny sagitalné
postavenym lig. falciforme hepatis, na viscerdlni ploSe jsou pak mezi levym a pravym
lalokem patrny kaudalné a vptedu lezici lobus quadratus a kranidlné a vzadu lezici lobus
caudatus.

Jaterni feciSté délime na funkéni a nutritivni. Funkéni zasobeni zajistuje v. portae hepatis
(dale jen v. portae), nutritivni a. hepatica propria. Zilni odtok je zajistén obvykle tiemi vv.
hepaticae do v. cava inferior, miza odtéka podél ZluCovodi ptes lig. hepatoduodenale. U
vSech typli feCiSt byla pozorovana klinicky vyznamné variabilita, ovSem varianty
jednotlivych fecist’ spolu nekoreluji (Deshpande et al. 2002; Macdonald et al. 2005; Mlakar
et al. 2005). Schéma vétveni obou Zilnich fecist’ se u ¢lovéka ustavuje jiZz v Sestém tydnu
embryonalniho vyvoje (Hikspoors et al. 2017).

1.3.2  Dudalni cévni strom jater clovéka

Jatra maji dudlni zasobeni krvi prostfednictvim v. portae a a. hepatica propria, které se pied
vstupem do jater spolecné vétvi az do urovné venul a arteriol. Tepenna a Zilni krev se sléva
bud’ pted vstupem portalnich venul do sinusoid, nebo arterioly usti do sinusoid samostatné.
Zda se, ze ptisun tepenné krve bohaté na kyslik je pro spravnou funkci jater nezbytny: okluze
a. hepatica propria trombem ma za nasledek ischémii jaterniho parenchymu s nekrotickymi
loZisky a nekrézu zlu€ovych cest (Pareja et al. 2010), které jsou opfadany vétvemi této tepny
(Eberlova et al. 2017). Portélni Zila ptivadi 75-80 % celkového mnozstvi krve, ovSem jaterni
tepna piivadi ptiblizné 50 % potifebného objemu kysliku. Tyto udaje se vSak 1isi v zavislosti
na aktudlnim pritoku krve jatry (Greenway a Stark 1971) a je tfeba zohlednit recipro¢ni
regulacni vztah mezi portalnim feciSt€ém (pfisun Zivin a kysliku) a feciSt€ém a. hepatica
propria (pifisun kysliku a zajisténi jeho tlakového gradientu) v jatrech (Rappaport 1980).
Recipro¢ni odpovéd’, tzv. HABR — hepatic arterial buffer response (Eipel et al. 2010), je
umoznéna diky pfitomnosti arterio-portalnich zkratl pfed vstupem portalnich venul do
jaternich sinusoid a diky regulaci vtoku arteriol do jaternich sinusoid (Richter et al. 2001;
Eberlova et al. 2017).

Pro podrobnéjsi popis vétveni jaternich cév je diilezitd alespon zakladni znalost rozdéleni
jater do Ctyf sektort a osmi segmentil (Couinaud 1954). Jatra jsou pribehem tii jaternich zil
rozdélena do Ctyt sektorti a s pomoci horizontalni roviny prochéazejici bifurkaci v. portae na
osm segmentll znacenych fimskymi Cislicemi (bliZe viz kapitola 1.3.7 a obr. 2). Vena portae
se pred vstupem do jater nejCastéji rozdéli v ramus dexter et sinister (94 % piipadl),
ojedinéle mizeme pozorovat trifurkaci (Varotti et al. 2004). Na pifevazujici bifurkaci v.
portae je zalozeno 1 zdkladni funk¢ni (vaskularni) déleni jaterni tkané€ na pars hepatis dextra
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et sinistra (dale jen ,,hemiliver®), které ma odpovidat tzv. Rexové-Cantlieho linii (Rex 1888;
Cantlie 1898). Rexova-Cantlieho linie je myslena rovina spojujici levy okraj subhepatického
useku dolni duté zily a zlu¢nik a méd odpovidat vertikalni rovin¢ prochézejici tstim vena
hepatica media do dolni duté Zily (van Gulik a van den Esschert 2010). Ko a kol. (2004)
vSak ukézal, ze pribéh vena hepatica media odpovida vaskularnimu rozvodi v necelych
37 % ptipadl, a Ze nejCastéji prochazi hranice hemiliver VIII. jaternim segmentem.
odstupu a typu bifurkace tzv. kmene anteriorniho sektoru (anterior sectoral trunk) portalni
zily (v ptiblizné 83 % ptipadii vychazi z ramus dexter v. portae), ze kterého vychazi zasobeni
pravého paramedianniho sektoru (Yu et al. 2011).

Arterialni zasobeni jater zajiSt'uje a. hepatica propria, ktera se pti vstupu jater rozdé€li v levou
a pravou vétev pro prislusné partes hepatis (hemiliver). Tento obecny typ vétveni a. hepatica
propria je popisovan u 52 az 80 % populace, aberantni jaterni tepny jsou popisovany v 31,4
% (Kishi et al. 2010) az 45 % ptipadi (Sahni et al. 2016).

1.3.3  Zlucova drendz lidskych jater

Vétveni obou vySe uvedenych fecist’ sleduje také veétveni zlucovych cest. Intrahepatalné je
zlu¢ odvadéna ze zluCovych kanalki mezi jaternimi bunkami ptes ductuli bilifieri
(Heringovy kanalky), interlobularni, septalni, oblastni (area), subsegmentové, segmentové
do lobarnich zlucovych cest, které¢ jsou oddilem extrahepatalnich zlucovych cest,
zaCinajicich v jaterni brance jako ductus hepaticus dexter (vznikd spojenim dvou
sektorovych Zluovodil) et sinister (Kanno et al. 2000; Standring 2020). Vystup ductus
hepaticus dexter z jater a jeho kratky pfedchozi pribéh je na Girovni Zlabku v lobus cautadus
zvaném v anglickojazy¢né literatufe Rouviere’s sulcus (nemé oficialni latinsky ani ¢esky
termin), ktery je tak dilezitym orientacnim bodem pii laparoskopické cholecystektomii
(Singh a Prasad 2017).

1.3.4  Zilni drendz lidskych jater

Dle anatomickych ucebnic maji zajistovat drenaz jater tfi jaterni Zily (v. hepatica dextra,
media a sinistra), které se u ¢loveéka vlévaji do v. cava inferior, u prasete pak do jejiho
analogu — v. cava caudalis. Klinické studie v§ak ukazuji na pomérné velkou variabilitu typt
napojeni jaternich Zil na dolni dutou Zzilu (Spratt 2016), navic CastéjSim piipadem je
vytvofeni spole¢ného kmene bud’ levé a stfedni, nebo pravé a stiedni jaterni Zily pted jejich
vyusténim do dolni duté Zily (Ming et al. 2012).

1.3.5 Mizni drenaz lidskych jater

Jatra produkuji 25 az 50 % mizy prochazejici cestou ductus thoracicus. Miza je filtrovana
do prostoru mezi hepatocyty a fenestrovanymi endotelovymi buiikami jaternich sinusoid
(spatium perisinusoideum, Disseho prostoru). Vétsi ¢ast mizy odtékd z jaternich lalticka
centrifugalné do periportalniho (Mallova) prostoru (obr. 3), mensi ¢ast pak centripetalné do
prostoru kolem v. centralis, pfipadné z jaternich lalicki lezicich povrchové difunduje
subkapsularné (Ohtani a Ohtani 2008; Tanaka a Iwakiri 2018). Miza je z jater odvadéna
povrchovym a hlubokym systémem do pfilehlych uzlin. Protoze a ptfestoze hraje mizni
systém dileZitou roli v imunitni odpovédi organismu (transport antigent a dendritickych
bunék do lymfatickych uzlin), byva plocha miznich cév zvétSena pii jaterni fibroze a cirhoze
a v blizkosti lozisek jaterniho karcinomu a jaternich metastdz, a poskytuje také cestu pro
metastazovani karcinomut (Ohtani a Ohtani 2008; Stachura et al. 2016; Zhang et al. 2020).
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Lymfatické feciSté je tak Uizce spjato napt. s metastazovanim kolorektalniho karcinomu do
jater (Zhang et al. 2020). Doposud neobjasnény je vyznam novotvorby jaternich
lymfatickych cév napi. pfi virové hepatitidé a primarni bilidrni cholangitidé (Tanaka a
Iwakiri 2018).

1.3.6 Inervace lidskych jater

Inervace jaterni tkané je zajiSténa sympatickymi vldkny znn. splanchnici thoracici
sympatiku, parasympatickymi vldkny z n. vagus a senzitivnimi vladkny z n. phrenicus.
Vlakna sympatickd vystupuji z nucleus intermediolateralis segmentt T7 az T12, pfichazeji
cestou nn. splanchnici thoracici do ganglia coeliaca ¢i do plexus mesentericus superior
(Jensen et al. 2013). Parasympaticka inervace pirichazi cestou nervus vagus (v gangliich se
nepiepojuje). Oba typy vldken vychézeji spoleéné z plexus coeliacus a do jater ptichazeji
perivaskularné jako plexus hepaticus, jimz se dostavaji az do nitra jaternich laltickt. VéEtSina
intrasinusoidéalnich vldken je sympatickych (Mizuno a Ueno 2017). Plexus hepaticus
obsahuje i viscerosenzitivni aferentni vldkna a pravdépodobné i aferentni nervova vlakna
z nervus phrenicus (Tiniakos et al. 1996; Lautt 2009). Autonomni vlakna se podileji na
chemoreceptorové, osmoreceptorové a vazoreceptorové regulaci véetné jaterni regenerace
(Tiniakos et al. 1996). Sympaticka vldkna pravdépodobné ovliviiuji i funkci hepatocytt,
sinusoidalnich endotelovych bun¢k a jaternich hvézdicovitych bunck (Itoovy buiiky)
(Roskams et al. 2004). Za zvySené koncentrace Na' v portalni krvi zprostiedkovava
sympatikus hepatorenalni reflex, ktery se projevuje zvySenou diurézou (Morita a Abe 2011).
Autonomni nervovy systém také hraje dulezitou roli v regulaci metabolizmu glukézy a
udrzovani energetické rovnovahy (Jensen et al. 2013), ovSem o jeho nezbytnosti v této
regulaci nepanuje shoda (Yi et al. 2010). Na zvifecich modelech bylo navic prokazano, ze
n. vagus zodpovidé za zpétnovazebny mechanismus detekce lipidl v jatrech potkant (Cox
et al. 2004; Warne et al. 2007) a vysledky klinickych studii naznacuji, Ze by tomu tak mohlo
byt 1u clovéka (Kral 1978; 1979; Vijgen et al. 2013). Projekeni bolest z jater je nespecificka,
lokalizovana byva do epigastria. Naopak jaterni vazivovy obal je inervovan dolnimi
mezizebernimi nervy, drazdéni vazivového obalu je vnimano jako ostra bolest a v ptipadé
postiZeni diafragmatické plochy se bolest promitd do pravého ramene jako tzv. frenikovy
ptiznak (odpovidd dermatomtim C3—-C5) (Standring 2020).

1.3.7 Rozdéleni lidskych jater do segmentii

Na zaklad¢ praxe jaternich chirurgl vyvstala potfeba zmapovat Gseky jaterni tkang, které
jsou vzhledem k cévnimu zasobeni na sob& nezavislé a tvoti povodi, tzv. segmenty (dilce).
Tyto Casti by pak bylo mozno resekovat. A€ bylo ¢lenéni jater do hypoteticky nezavislych
¢asti zndmo z kreseb Francise Glissona (1597-1677) a Jean-Baptiste Marc Bourgeryho
(1797-1849), byl to az francouzsky chirurg Claude Couinaud (Couinaud 1954), ktery navrhl
systém funkcéniho de€leni jater do Ctyf sektorti a osmi segmentli na zakladé prabeht tii
jaternich zil (obr. 2) — v. hepatica dextra, media et sinistra — a bifurkace v. portae a vyslovil
hypotézu o jejich nezavislosti (Bonnichon 2007). Jatra jsou ¢lenéna do osmi segmentt, které
jsou znaceny fimskymi cislicemi [ az VIII, 1 kdyZ bylo také doporucovano znaceni
arabskymi Cislicemi (Strasberg 2005). Jatra jsou tzv. Rexovou—Cantlieho linii (viz vyse
v kapitole 1.3.2) rozdéleny na dvé povodi (hemiliver), ktera jsou dale ¢lenéna na sektory a
segmenty. Roviny prochazejici tfemi jaternimi zilami oddéluji Ctyfi useky jaterni tkané —
tzv. sektory. Prava polovina jater je rozdélena rovinou prochdzejici pravou jaterni Zilou na
pfedni a zadni sektor. Leva polovina jater rozdélena rovinou prochézejici levou jaterni Zilou
na levy paramediani sektor a lateralni sektor. Tyto sektory jsou dale rozdéleny transverzalni
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Obr. 2 Rozdéleni lidskych jater do ¢tyf sektori a osmi segmentii dle Couinaud 1954.
Jaterni sektory jsou oddé€leny teckovanymi ¢arami. Jaterni segmenty jsou oznaceny fimskymi Cislicemi.
Zdroj: https://oncohemakey.com/liver-anatomy-physiology-and-preoperative-evaluation/, cit. 7.5.2021.
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rovinou, kterd prochazi bifurkaci v. portae. Takto popisujeme segmenty Il az VIII. Segment
I odpovid4d anatomicky lobus caudatus. Dle Couinauda (1957) odpovidaji hemiliver,
sektorim a segmentim prvni, druhd a tieti generace vétvi v. portae. Jatra jsou tak ¢lenéna
do osmi hypoteticky nezavislych segmentti. Klinicky dosah této hypotézy je nesmirny,
protoze pii piipadném nevratném poSkozeni jaterniho parenchymu by bylo mozné
poskozenou ¢ast parenchymu odstranit, a vzhledem k regeneraéni schopnosti jater by byl
mozny 1 navrat k normalni jaterni funkci. Rozdéleni jater do segmenti vSak neodpovida
anatomickému ¢lenéni jater do lalokd.

PrestoZze se sjaternim segmentem operuje v nckolika lékafskych specializacich, je
zarazejici, ze: 1. definice jaterniho segmentu v mnoha anatomickych u€ebnicich ¢i atlasech
chybi (Graaff 2002; Scanlon a Sanders 2015; Marieb et al. 2016; Tortora a Derrickson 2016;
Marieb a Keller 2017; Netter 2017), v medicinskych slovnicich bud’ definice jaterniho
segmentu také chybi, pfipadné je uvedena pouze definice segmentu obecné (Martin 2003;
Melloni et al. 2003; Collin 2005; Dorland 2011; Venes 2017) a 2. v piipadé, ze definice
jaterniho segmentu uvedena je, neexistuje definice jednotna a to jednak v medicinskych
slovnicich (Dorland 2011; Mosby 2016), jednak v uc¢ebnicich anatomie (Sinnatamby 2011;
Blumgart a Hann 2012; Cihak a Grim 2013; Grim et al. 2016; Agur a Dalley 2018; Ellis a
Mahadevan 2018; Huddk a Kachlik 2018; Paulsen a Waschke 2018; Standring 2020) ¢i
gastroenterologie/hepatologie — v takto specializovanych ucebnicich je obvykle zdiraznéna
velka variabilita vétveni jaternich cév (Saxena et al. 1999; Fasel et al. 2008; Kuntz a Kuntz
2008; Grisham 2009; Crawford et al. 2018; Hulek a Urbanek 2018). V Ceské hepatologii
(Hilek a Urbanek 2018) je sice kladen diraz na klinickou aplikaci a tak jatra ¢leni do
segmentll v Couinadovych intencich aktualizovanych Bismuthem (1982), ovSem Bismuth
(2014) své abstrahované stanovisko mezitim piehodnotil podle vysledki Majno et al. (Majno
et al. 2014) smérem k ,,evidence based* tzv. jaternim teritoriim na miru (tailored territorial
liver resections).
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Vétsina vyse citovanych zdrojii vinima spole¢né vétveni portalni trias jako vzajemnou kopii
jednotlivych tecist’, v klinickych studiich vsak bylo piesvéd¢iveé ukdzano, ze jednotlivé typy
vétveni fecist’ spolu nekoreluji (Deshpande et al. 2002; Macdonald et al. 2005; Mlakar et al.
2005). Navic ucebnicovy popis variability zasobeni jaterniho segmentu ve vétsiné pripad
zohlediuje resek¢ni praxi a tak popisuje pouze vétveni v. portae a segment je pak popisovan
na zaklad¢ svého zasobeni konkrétni generaci vétve v. portae.

Vyteseni terminologickych nejasnosti v oblasti anatomie jater a jaternich resekci si dala za
cil Mezinarodni hepato-pankreato-bilidrni asociace a pomineme-li terminy pro rtizné typy
jaternich resekci, (znovu) zavedla terminy segment a sektor (Terminology Committee of the
International Hepato-Pancreato-Biliary Association 2000). Definice segmentu a sektoru
vSak zlUstdva 1 po této iniciativé problematickd, a to ze tfi diivodd: 1. ohraniceni téchto
jaternich casti tvofi roviny, ovSem prakticky jsou hranice jednotlivych povodi zvinéné a tvoti
interdigitace (Fasel 2008), 2. ptfedpoklada korelaci povodi jednotlivych fecist, ovSem
vétveni jednotlivych fecist’ spolu nekoreluji (Deshpande et al. 2002; Macdonald et al. 2005;
Mlakar et al. 2005), 3. dal$im doposud nepojmenovanym problémem je definovani
segmentovych cév jednotlivych fecist’ kruhem: cévu jsme schopni oznacit jako segmentovou
az kdyZz mame zmapovano celé jaterni feCisté a jatra rozdéleny v segmenty — jinymi slovy je
segmentova céva takova céva, kterd zasobuje segment. V dusledku je tak kruhova i1 definice
jaterniho segmentu pomoci cévniho zasobeni a drendze.

1.4 Mikroskopicky popis jater clovéka

Vétveni cév na makroskopické urovni pokracuje az do mikroskopické trovné, kdy mizeme
sledovat vstup krve z arteriol do venul pfed vstupem do jaterniho laliicku, nebo se tepenna
krev muze vlévat i ptimo do sinusoid jaterniho lali¢ku. Hruba morfologie jaterniho lalticku
je znamad jiz od druhé poloviny 17. stoleti (Hildebrand 1980). Do $ir§iho povédomi se vSak
stavba jaterniho lalic¢ku dostala az objevitelskou praci ptivodem irského anatoma a I1ékare
Francise Kiernana (Kiernan 1833). Jaterni lalticek, ,,lobulus venae centralis® (lobulus
hepaticus classicus, lobulus hepaticus polygonalis), je zakladni morfologickou jednotkou
jaterniho parenchymu (obr. 3). Je to polygonalni (nejCastéji se uvadi tvar Sestithelniku)
prostorovy utvar sloZzeny z jaternich bun€k — hepatocytli, organizovanych do tramci, které
se paprscité sbihaji k centralni zile — v. centralis, kterd odvadi krev z jaterniho lalticku do
sublobularnich Zil. Mezi tramci jaternich bun¢k jsou fenestrované endotelové buniky, které
odd€luji prisvit jaternich sinusoid od spatium perisinusoideum (Dissetiv prosotor). Na
stavbé sinusoid se podili 1 hvézdicovité (Kupfferovy) buiiky, které jsou soucasti monocyto
makrofagového systému. V sinusoiddch se nachazeji specifické jaterni NK bunky (,,pit
cells®). V Disseovo prostoru se nachazeji perisinusoidedlni bunky (téZ Itoovy bunky, jaterni
hvézdicovité buiiky), které ve svych tukovych kapénkach skladuji ve formé retinylovych
esterdl vitamin A. Do Disseova prostoru vybihaji cytoplazmatické vybézky (mikroklky)
bazalniho poélu hepatocytl, které zvétSuji jejich absorpéni povrch. Na zlucovém polu
hepatocytli dochdzi k tvorbé zluce a jejiho vylucovani do drobnych zlucovych kanalki,
jejichZ sténu tvofi cytoplazmatickd membrana sousednich hepatocytl. Mezi jaterni lalticky
zabiha vazivo, které je pokraCovanim povrchového vazivového pouzdra jater. V tomto
vazivu probihaji cirkumlobularni krevni, Zlu€ové 1 lymfatické cévy a nervy. Mezi jaternim
lali¢kem a portalnim prostorem (obkruzuje jaterni laliicek) popisujeme periportalni prostor
— tzv. Malltv prostor, kudy je odvadéna ¢ast mizy.
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1.4.1 Systém jaterni mikrocirkulace, jaterni acinus a primarni jaterni laliicek

Jak bylo popsano vyse, jatra maji dudlni krevni zasobenti, které je pro spravnou funkci jater
nezbytné. Vzhledem k pozorovanym morfologickym projeviim jaternich patologii byly
navrzeny dva koncepty funk¢niho rozdéleni jaterniho parenchymu: jaterni acinus
(Rappaport a Wilson 1958) a primarni jaterni lali¢ek (Matsumoto a Kawakami 1982).

Na zéklad¢ variability v rychlosti priniku kontrastni latky skrz jaterni lalticek bylo navrzeno
funkéni dé€leni parenchymu do z6n v podobé jaterniho acinu (Rappaport a Wilson 1958)
(obr. 3). Toto déleni bylo potvrzeno dalSimi studiemi zkoumajicimi portocentralni
metabolicky gradient, rozdilnou genovou expresi a enzymatickou vybavu nebo rozdilnou
funkci hepatocytt a je Siroce pifijimano nejen pro hepatocyty, ale 1 pro ostatni jaterni buiiky
(Lamers et al. 1997; Malarkey et al. 2005; Gebhardt a Matz-Soja 2014; Kietzmann 2017).
Metabolické zony byly také potvrzeny i na prase¢im modelu (Wagenaar et al. 1994). Z
hlediska popisu jaterni mikrocirkulace se vSak jako nejuzite¢néjsi jevi rozdéleni portalniho
feCiSté na cast rozvodnou (posledni generaci jsou interlobularni vétve) a na Cést
parenchymovou, ze které vychdzeji tzv. inlet venules zasobujici jaterni sinusoidy
(Matsumoto a Kawakami 1982). Za pouziti kyselé fosfatdzy zptesnil metabolickou stavbu
primarniho lalticku Teutsch (2005) (viz obr. 4). Pro pochopeni téchto konceptt je dilezité
uvédomit si trojrozmérné uspotradani jaterniho parenchymu a jaternich cév. Parenchymova
Cast teCisté ma striktni tfigenerani schéma vétveni, pricemz cirkumlobularni vétev
interlobuldrni venuly (v konceptech oznacena jako septadlni) obkruzuje cast klastického
jaterniho lalicku a dava tzv. inlet venules, které davaji vznik mnoha sinusoidam. Odvodné
reCiSté usti do v. centralis, ktera za¢ind jako drenazni pol Gsti sinusoid a sbird krev z ptiblizné
Sest cirkumlobuldrnich vétvi. Tato drendzni jednotka pak tvoii primarni jaterni lalicek.
Lobulus venae centralis je pak tvofen Sesti az osmi primarnimi jaternimi lalticky. Podstatné
na konceptu primarniho jaterniho lalic¢ku je to, Ze umoznuje vysvétleni pozorovanych
vzorcu gradientll metabolické aktivity a enzymatického histochemického barveni, které maji
vzhledem ke klasickému jaternimu laliicku spiSe srpovity tvar s vrcholem u portalni trias nez
vietenovity tvar, ktery bychom ocekévali u acinarniho konceptu (Matsumoto a Kawakami
1982; Teutsch 2005). Napi. perivenularni hepatocyty jsou v porovnani s periportadlnimi
hepatocyty zapojeny vice do metabolismu xenobiotik a jsou aktivnéj$i v antioxidacnich
funkcich a v tomto kontextu v. centralis mize pravdépodobné vytvaret anatomickou niku
perivendznich kmenovych bunék, které poskytuji podporu pii obnoveé hepatocytii pti jaterni
fibroze (Mak a Png 2020).

Regulace pritoku krve v ramci mikrocirkulace se na urovni sinusoid odehravd za pomoci
endotelovych a Itoovych buné€k, které odpovidaji za velikost prisvitu sinusoid. Vyzkum
pritomnosti sfinkterového mechanizmu mikrocirkulace shrnul McCuskey (2008):
endotelové buiiky mohou zmensit prisvit sinusoid bud’ zvétSenim svého objemu, nebo se
mohou smrstit v odpovédi na vasoaktivni latky. Mira zapojeni Kupfferovych bunck neni
znama, ovSem predpoklada se i jejich zapojeni. U Itoovych bunék byly prokdzany jejich
kontraktilni schopnosti jednak in vivo, jednak na perfiznim modelu. Evidence pfitomnosti
sfinkterd na inlet venulach i1 na odtoku sinusoid do v. centralis neni prikazna — u zdravych
zivocichil nebyla v téchto mistech prokazana ptitomnost hladkosvalovych vlaken ¢i jinych
kontraktilnich bunék (srov. Burkel 1970), stejn¢ tak je pfitomnost téchto sfinkterii
kontroverzni u ¢loveka (Mccuskey 2008).

Jatry neprobiha pouze funkéni krevni fecisté, st€ny vétsich jaternich cév maji 1 nutritivni
zasobeni, které zajiStuje a. hepatica propria. Zkraty mezi tepennym a portalnim fecistém
jsou zkoumany predevsim v kontextu jaternich patologii (Wang et al. 2019), ovSem drobné
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zkraty lze u zdravych lidi pozorovat jako vlévani periportalni kapilarni pleten¢ do portalni
venuly, jako vlévani peribiliarni kapilarni pletené do periportalnich sinusoid, nebo jako vyliti
arterioly do sinusoidy (Ahn et al. 2010).
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Obr. 3 Stavba jaterniho lalicku.
Na rozdil od popisu klasického (polygonalniho, morfologického) jaterniho lalicku (A) je z hlediska
pozorovanych metabolickych a histochemickych gradienti vhodnéjsi koncept jaterniho acinu (B). Na
mikroskopické trovni (C) je dulezité zduraznit ptitomnost periportalniho Mallovo prostoru (M), do né&jz je
filtrovana miza, a dvou typu zkratl mezi portadlnim a tepennym jaternim fecistém (as, av). Aminergni,
cholinergni a peptinergni nervova vlakna (zlut€) se dostavaji do jaterniho lalicku k hepatocytim a
hvézdicovitym bunkdm z perivaskularnich pleteni portalniho prostoru Disseho prostoerm. (A) Zdroj:
http://cnx.org/content/col11496/1.6/, 19. Cervna 2013. (B) a (C) vlastni kresba.
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sublobular vein
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Obr. 4 Funkéni rozdéleni jaterniho parenchymu na primarni mikrocirkula¢ni jedntky.

Na (A) je ¢erné vyznacena hranice klasického jaterniho lalticku, jak by byla zachycena na histologickém fezu.
Cervenymi soustfednymi kruznicemi je pak oznacena vena centralis klasického jaterniho lalticku, jak je patrno,
drenaz zajist'uji cévy predchozi generace (Cervené kruznice), které se nachdzeji pod rovinou fezu. Aplikace
gradientu metabolismu kyselé fosfatdzy na primarni jaterni lalti¢ek (ohrani¢en cern¢) v kontextu klasického
jaterniho lalicku (B). (A) pfevzato z Crawford a Alastair 2018, (B) pfevzato z Teutsch et al. 2005.

1.5 Morfometrické parametry jaterniho parenchymu v hodnoceni jaterniho onemocnéni

Vyzkum jaterni regenerace ma takika stoletou tradici s pfiblizn€ 20000 publikovanymi
¢lanky (PubMed, ,,liver regeneration®, 24. 2. 2021) a vice nez deseti monografiemi (Apte
2015), proto se v této kapitole zaméfime pouze na morfometrické parametry jaterniho
onemocnéni a nasledné regenerace souvisejici s nasSim vyzkumem, coz je jaterni vazivo a
hepatocyty. V tabulce 1 vySe (kapitola 1.1) uvadime recentni ptehledové prace, shrnujici
jednotlivé sméry vyzkumu jaterni regenerace.

Obecnou reakei jater na inzult je aktivace ¢asové a prostorové kontrolované zanétlivé
odpovédi, zahrnujici migraci bunék souvisejicich se zanétem, depozici extracelularni matrix
a nahrazeni poSkozenych bunék (Cordero-Espinoza a Huch 2018). Regenerace jednotlivych
jaternich buné€k je charakterizovana vérnosti bunéénému fenotypu s tim, Ze hepatocyty a
cholangiocyty si mohou byt vzijemné fakultativnimi kmenovymi bunikami. Zdrojem
jaternich sinusoidalnich epitelidlnich bun&k a Kupfferovych makrofdgii mohou byt bunky
odvozené zkostni dfené¢ (Michalopoulos a Bhushan 2021). Studie zaméfené na
patofyziologické mechanismy jaternich onemocnéni, jaterni regenerace, na uUcinnost a
toxicitu 1€kd i na vyhodnocovani chirurgickych technik ¢asto vyzaduji kvantifikaci.
Kvantitativni parametry, které byly na jatrech dosud vyhodnocovany, zahrnuji celkovy
objem jater, objemovou hustotu piedevsim jaterniho vaziva, primérny objem hepatocytl a
dalsich jaternich bunék, celkové mnozstvi jaternich buné€k a jejich objemova hustota (Jack
et al. 1990; Karbalay-Doust a Noorafshan 2009; Marcos et al. 2016).

Optimalni distribuce jaterniho vaziva zajiStuje jednak kotevni strukturu pro idedlni
prostorové uspotadani hepatocytil, sinusoidalnich endotelovych bunék (DelLeve a Maretti-
Mira 2017), Kupfferovych bunék (Krenkel a Tacke 2017), Itoovych bunék (Friedman 2008)
a cholangiocytt (Yoo et al. 2016), jednak slouzi k pfenosu prostoroveé organizované bunécné
signalizace (Hynes 2009). Nadmérna sekrece proteinti extracelularni matrix (ECM) ovsem
meéni jaterni architekturu, ztéZuje jaterni cirkulaci, a tim omezuje spravné fungovani
hepatocytii. Excesivni zmnozeni ECM tak v disledku vede k jaterni insuficienci, kterd mize
vést pres jaterni fibrozu az k jaternimu selhani. Hlavnimi typy kolagenti jaterni ECM, které
jsou hodnoceny na jaternich biopsiich, jsou kolageny typu I, III, IV, Va VI. Bylo
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presvédciveé ukéazéano, ze se jejich mnozstvi méni pii jaterni fibroze v zavislosti na jeji
etiologii (Karsdal et al. 2015). Hlavnimi jaternimi fibrogenetickymi buiikkami jsou jaterni
hvézdicové buiiky (Itoovy buiiky), portalni fibroblasty, fibrocyty, transdiferencované bunky
odvozené z kostni dfené¢ na myofibroblasty, a pravdépodobné hepatocyty a cholangiocyty,
které se pfeménuji na myofibroblasty (Forbes a Parola 2011; Zhao et al. 2016; Kisseleva
2017).

Zvysena produkce ECM vedouci k jaterni fibréze ¢i zjizveni jaterniho parenchymu je
vyznamnym ukazatelem stadia jaternich onemocnéni jako hepatitida typu B, C a D (Batts a
Ludwig 1995; Ishak et al. 1995; Bedossa a Poynard 1996; Zaitoun et al. 2001; Goodman
2007), alkoholem podminéné poskozeni jater (Zaitoun et al. 1998; 2001; Sakhuja 2014;
Lackner et al. 2017), nealkoholova tukovd nemoc jater (NAFLD — nové bylo navrzeno
oznaceni MAFLD (Fouad et al. 2020)), ¢i nealkoholova steatohepatitida (NASH) (Zaitoun
et al. 1998; Brunt et al. 1999; Kleiner et al. 2005; Takahashi a Fukusato 2014; Dulai et al.
2017), primarni bilidrni cirhoza (Lindor et al. 2009; Working Subgroup (English version)
for Clinical Practice Guidelines for Primary Biliary Cirrhosis 2014) a sklerotizujici
cholangitida (de Vries et al. 2015). Pfes vyuzivani sérovych markert (Cho et al. 2014;
Chrostek a Panasiuk 2014; Li et al. 2014; Huang et al. 2017) nebo jaterni elastografie
(Sandrin et al. 2003; Ferraioli 2019) k hodnoceni stadia jaterniho onemocnénti, histologické
hodnoceni jaterni biopsie zlstava stale nezbytné (Lurie et al. 2015; Stasi a Milani 2016).
Stale proto existuji skorovaci systémy, které na zakladé mnozstvi a lokalizace jaterniho
vaziva v kontextu jaterniho lalticku urcuji zdvaznost jaterniho onemocnéni a jeho prognézu
(Scheuer 1991; Batts a Ludwig 1995; Ishak et al. 1995; Bedossa a Poynard 1996)

Vazivo bylo na zakladé polohy vuci klasickému jaternimu lalicku a jeho strukturam
kategorizovano jako portalni ¢i periportalni — tyto bychom mohli zahrnout pod vazivo
interlobularni, naopak vazivo pericelularni ¢i perisinusoidalni, pericentralni ¢i perivenularni
a periduktuldrni bychom mohli zahrnout pod vazivo intralobuldrni (Batts a Ludwig 1995;
Brunt et al. 1999; Sakhuja 2014; Takahashi a Fukusato 2014). Na zdkladé specifickych
oblasti a architektury mnoZeni jaterniho vaziva pak bylo vyvinuto n&kolik skoérovacich
systémi pro vyhodnoceni mnozstvi a distribuce vaziva na rutinnich jaternich biopsiich,
pri¢emz nejpouzivané€j$imi jsou systémy Scheuer (1991), Ishak (Ishak et al. 1995) a Metavir
(Bedossa a Poynard 1996): pii chronické hepatitidé zacina fibrotizace v portalnim prostoru
a postupné tvoii hvézdicovité periportalni jizvy a rozSifuje portalni prostor (Lefkowitch
2007). Steatofibroza pii ALD zacind pfi v. centralis a §ifi se perisinusoidalné (Zaitoun et al.
2001), coz vede k tzv. bridgingu (centroportalni a portoportalni pfemosténi) a pii piitomnosti
regenerativnich uzlikli miZze vyustit v jaterni cirhozu (Theise 2013). Podobné
histopatologické charakteristiky byly sledovany u NAFLD/NASH s tou vyjimkou, Ze
chybéla pocatecni pericentralni fibréza (Brunt et al. 1999; Kleiner et al. 2005; Takahashi a
Fukusato 2014). Primarni bilidrni cirhéza zahrnuje fibrézu malych intrahepatalnich
zluCovodl (Lindor et al. 2009; Working Subgroup (English version) for Clinical Practice
Guidelines for Primary Biliary Cirrhosis 2014). Centrilobularni lokalizace vv. centrales je
zachovana, dokonce i1 pfi cirhdze. Sklerotizujici cholangitida se projevuje vazivovym
zjizvenim Zlucovych cest, pfi konecném stadiu vede také k jaterni cirh6ze (Hirschfield et al.
2013; de Vries et al. 2015).

Ptes nesporné vyhody malych zvifecich modelli (snadnd genetickd manipulovatelnost,
kratky zivotni cyklus, cenova dostupnost, nizké naroky), jako jsou modely jaterni fibrézy u
mysi (George et al. 2003; Anstee a Goldin 2006; Machado et al. 2015) a potkant (Yi et al.
2012; Nowatzky et al. 2013; Fakhoury-Sayegh et al. 2015), je vyuziti malych animalnich
modell s ohledem na velikostni, anatomickeé i fyziologické rozdily znacn€ omezené (Lossi
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et al. 2016). Proto na nich neni obvykle mozné zkouméni portocentralni a portopotralni
premost’ujici fibrozy (bridging fibrosis) a modelovani mechaniky jaterniho traumatu (dalsi
vyzkumna témata shrnujeme v kapitole 1.2). Dle Arvtischer a kolegii (2011) mohou byt
k modelovani humanni jaterni fibrozy a cirhdzy vyuzita praseci jatra. Fibroza byla na
prasecich jatrech prokazateln¢ indukovéana za pomoci CCls (Zhang et al. 2009), alkoholu
(Lee et al. 2017), vysoko tukové stravy ¢i tzv. zapadni stravy (Panasevich et al. 2017) nebo
za pomoci pentoxifylinu (Peterson a Neumeister 1996). Pro hodnoceni stupné jaterni fibrozy
prasat byl navrzen systém stagingu jaterni fibrézy dle humannich standardi systému Metavir
(Ishak et al. 1995; Zhou et al. 2014; Yin et al. 2017), ovSem s modifikacemi jednotlivych
kvalitativnich stadii (Huang et al. 2014a; 2017). Navic Chen s kolegy (2013b) ukazali, Ze
histologické vyhodnoceni jaterni fibrézy u prasete koreluje s vysledky magnetické
rezonance sleziny.

1.5.1 Kvantifikace jaterniho vaziva

Morfologické (kvalitativni ¢i semikvantitativni) hodnoceni jaterni fibrozy je vsak zatizeno
velkou intraobservacni i interobservacni chybou (Standish et al. 2006; Pavlides et al. 2017),
coz znemoziuje vyuziti skorovacich dat v komparativnich studiich nebo pro vyhodnocovani
neinvazivnich metod pro hodnoceni jaterni fibrozy. Lepsi reprodukovatelnost je asociovana
s morfometrickou analyzou (kvantifikaci) jaterniho vaziva. Nejvétsi vyhodou kvantifikace
oproti semikvantitativnim/morfologickym metodam odhadu mnozstvi vaziva v jatrech je jeji
vysledna hodnota kvantifikace na kontinudlni, coz nam umoziuje pfesnéjsi odhad mnozstvi
vaziva na biopsii, a tim potencialné i lepsi predikci progndzy, piesnéjsi odhad asociovanych
komplikaci pfi dané jaterni patologii a vyuziti Sir$i palety statistickych nastroju (Calvaruso
et al. 2009; Huang et al. 2014b; Calvaruso et al. 2015). A protoze se ukazuje, Ze mnozstvi
jaterniho vaziva pozitivné koreluje s histopatologickym stadiem jaterni fibr6zy (Huang et al.
2014b), zavedenim objektivniho zpisobu méfeni mnozstvi jaterniho vaziva by mohlo navic
dojit ke zpfesnéni neinvazivnich metod urceni zdvazZnosti jaterni fibrézy — elastografie a
sérové markery (Popper a Udenfriend 1970; Niemela et al. 1990; Chen et al. 2013a; Ma et
al. 2014; Ding et al. 2015; Nielsen et al. 2015; Yasui et al. 2019).

Pii pokusech o kvantifikaci jaterniho vaziva se obvykle vyuzivd metod obrazové analyzy
(Marcos et al. 2012). V ptipadé obrazové analyzy vSak mize dojit ke zkresleni vysledkt pti
kvantifikaci z histologickych fezli o rlizné intenzité barveni nebo pii jejich rozdilné tloustce
— tomu vSak lze pfedchazet do urcité miry standardizaci (Wright et al. 2003; Van Eycke et
al. 2017). Zasadnim problémem je pak tzv. prahovani: nastaveni prahové hodnoty jasu, pro
odliseni vaziva od okoli, coz mtize byt zdrojem vyznamného zkresleni vysledku (Drakesmith
et al. 2015). Dalsim zdrojem zkresleni byva zvétSeni a rozliSeni analyzovanych snimki
(Huang et al. 2013). Pii vyuziti stereologickych metod (Mouton 2011) je sice potieba pocitat
s vE&tsi Casovou narocnosti vyhodnocovani, na druhou stranu lze objektivné kvantifikovat 1
fezy o rizné intenzité barveni (napt. Junatas et al. 2017; Mik et al. 2018). Analytické metody
(napt. Coronado et al. 2017) jsou sice nezavislé na pozorovateli, ovSem jsou jednak narocné
na pristrojové vybaveni, jednak jejich vysledek zavisi na pouzité metod¢ ptipravy vzorku
(Klont et al. 2018). Nadéjnym se pak jevi pouZziti tzv. second harmonic generation
mikroskopie (Gailhouste et al. 2010), ovSem néslednd kvantifikace parametra probiha opét
za pomoci obrazové analyzy.
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1.5.2  Kvantifikace morfometrickych parametrii hepatocytii

Dalsim z klicovych morfometrickych parametrii jaterni regenerace jsou morfometrické
parametry hepatocytl, pfedevsim jejich mnozstvi a funkce. Hepatocyty tvoii ptiblizné 70—
85 % objemovych bunééné populace jater, zaujimaji polygondlni tvar s rozméry 20-30 pm
ve vSech smérech. Hepatocyty hraji kliCovou roli v pfirozené imunité proti bakterialni
infekci a jsou odpovédné za vétSinu jaternich funkci (syntéza plazmatickych bilkovin,
mastnych kyselin, lipoproteinti a zlu¢ovych kyselin; ukladani vitaminii a mineralnich latek;
metabolizmus sacharidii; detoxifikace endogennich toxinli a xenobiotik; mocovinovy
cyklus), a proto muze byt jakykoli inzult, ktery ma za ndsledek dysfunkci hepatocytd,
pricinou Zivot ohrozujiciho jaterniho selhani (Zhou et al. 2016).

Pro kvantifikaci hepatocytil se obvykle uzivd metod, které vyuzivaji zejména analyzu
bunécné proliferace, obsahu DNA a koncentrace proteintl, pfipadné obsahu cytochromu
P450 ve zkoumaném jaterni homogenatu nebo jaterni bunééné suspenze (Carlile et al. 1997;
Stegemann et al. 2000; Haga et al. 2005; Sohlenius-Sternbeck 2006; Deng et al. 2009;
Miyaoka et al. 2012; Garrido et al. 2013; Best et al. 2015; Asaoka et al. 2016). Pro ovéfeni
vysledkt téchto analyz je vSak zapotfebi nestranny odhad poméru jednojadernych a
dvoujadernych hepatocytti v jatrech a jejich objemu, protoze pravé tyto parametry urcuji
vlastnosti zkoumaného jaterniho homogenatu ¢i jaterni bunécné suspenze (Marcos et al.
2007). Je znamo, ze velikost hepatocyti a pomér jednojadernych a dvoujadernych
hepatocyti se 1i81 mezidruhové€ i v zavislosti na pohlavi (Rocha et al. 2001). Morfometrické
parametry hepatocyti byly doposud za pomoci stereologickych metod vyhodnocovany a
publikovany pro mysi, potkany i pro ¢lovéka (Altunkaynak a Ozbek 2009; Karbalay-Doust
a Noorafshan 2009; Odaci et al. 2009).
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1.6 Makroskopicky popis jater prasete domdciho
1.6.1 Anatomie jater prasete domdciho

Prase domaci (Sus scorfa domesticus) se pravdépodobné vyvinulo z divokého prasete
jihovychodni Asie pted péti miliony lety a jeho domestifikace v Eurasii zacala pted 10000
lety (Bustad a McClellan 1966). V soucasné dob¢ neni znam piesny pocet plemen prasete
doméciho, piibliznou predstavu nam poskytnou informace na strankdch The Pig Site
(https://thepigsite.com/), ktera spravuje udaje o vice nez 70 prasecich plemenech (Swindle a
Smith 2015). Nehled¢ na plemeno, jatra prasete doméaciho lezi v pravém hornim kvadrantu
dutiny bfi$ni v pravé brani¢ni klenbé, pti¢emz nejkranialnéjsi bod jater se nachazi na trovni
patého mezizeberniho prostoru, kaudalné dosahuji jatra az k 14. Zzebru (Nickel et al. 1979).
Poloha jater je podobné jako u ¢lovéka podpofena peritonedlnimi zavésy lig. triangulare
dextrum et sinistrum, které piechdzi do lig. coronarium. Lig. coronarium obihd ventralni
okraj v. cava caudalis. Dalsi jaterni vaz, lig. falciforme hepatis, u starSich jedincti tvoii jen
uzky peritonedlni pruh mezi diafragmatickou plochou jater a pfedni sténou btisni (Nickel et
al. 1979). Lig. falciforme hepatis zacina ve fissura umbilicalis netplné oddélujici medidlni
laloky (¢i paramedianni laloky, obr. 12, kapitola 4.1). Tato ryha soucasné oznacuje hranici
mezi levou a pravou vaskuldrni polovinou jater (hemiliver) (Filipponi et al. 1995). Od jaterni
branky odstupuji dorzalnim smérem lig. hepatoduodenale a lig. hepatogastricum, které
spole¢n¢ vytvareji omentum minus (Nickel et al. 1979).

Hmotnost prasecich jater koreluje s hmotnosti, délkou a s obsahem povrchu téla (Martinez
de la Maza et al. 2019). Jatra bézného laboratorniho prasete domaciho o hmotnosti 25 kg
pak vézi ptiblizné 0,59 kg, coz ¢ini 2,94 % hmotnosti jedince (Upton 2008). OvSem
vzhledem k aktualnimu mnozstvi tukli a cukrd v jatrech navic hmotnost konkrétnich jater
podléha znacné variabilité, u dobfe Zivenych jedincl je hmotnost jater vyssi v porovnani
s podvyzivenymi jedinci. Se starnutim jedince hmotnost jater opét klesa vlivem jaterni
atrofie (Singh 2017). Pro jatra samct kiizenct plemen prasete doméciho Landrance-Large
White o medidnové hmotnosti 29 kg byla zjisténa hmotnost jater v rozsahu prvniho az tietiho
kvartilu 0,58 az 0,92 kg (Martinez de la Maza et al. 2019), tito jedinci vSak byli stafi dva az
Ctyfl mésice. Pro samice stejného hybridniho plemene o medianové hmotnosti 17 kg byla
zjiSténa hmotnost jater v rozsahu 1,47 az 2,03 kg (Niehues et al. 2010). Obvykle se hmotnost
jater pohybuje v rozsahu 1 az 2,5 kg (Nickel et al. 1979), ovSem byly publikovany prace,
v nichz byla hmotnost jater nizsi (Filipponi et al. 1995). U novorozenych selat jatra zaujimaji
zna¢nou c¢ast biiSni dutiny a s vékem se jejich velikost sniZuje stejné jako jejich relativni
hmotnost z 3 % télesné hmotnosti po narozeni na 1,5 % pti pohlavni zralosti (Swindle a
Smith 2015). Objem jater prasete domaciho se obvykle pohybuje v rozmezi 652-2027 ml
(obr. 5), ovSem velkou roli na vysledném objemu mé pouzitd metoda vypoctu objemu:
vysledky méfeni CT jsou o 13 % vétsi v porovnani s metodou méteni objemu vytlacené
kapaliny (water displacement method) (Niehues et al. 2010).

Facies diaphragmatica jater je spiSe vyklenutd, facies visceralis pak vyduta. Na rozdil od
jater ¢loveéka neni u prasete doméciho prava ledvina v Grovni jater, prava ledvina se u prasete
nachdzi kranidlnéji (Konig a Liebich 2002). Na prasecich jatrech popisujeme okraje,
pfedevSim ostry margo ventralis a obly margo dorsalis. Velkd plemennd variabilita
pravdépodobné stoji za pozorovanymi rozpory mezi publikovanymi pracemi: ucebnice
veterinarni anatomie (Konig a Liebich 2002) popisuji 5 lalokt (lobus sinister lateralis, lobus
sinister medialis, lobus dexter lateralis, lobus dexter medialis, lobus quadratus) spolu s
processus caudatus, ovSem byly publikovany prace, kde byly popsany pouze 3 hlavni laloky:
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Postnatalni vyvoj hmotnosti jater
Hmotnost jater vybranych Zivo¢ichi samice prasete domaciho
(dle Nickel et al. 1979). Objem jater prasete domaciho. (dle Fabre et al. 2008).
Relativni 1400 -
Hmotnost clatval . ., Hmotnost  Objemjater o0
Genus . hmotnost Citace Pohlavi . = 1200
jater [kg] . jedince [kg] [ml] =
jater [%] £ 1000
Bos 3-10 1.03-1.15 Bekheit etal. 2019 NS SD=27.6-38.2 SD=880-1062 ‘é 800 ~
£ 600 1
Canis 0.127-135  1.33-5.95 Court et al. 2003 samice 28-34 652-1120 E P
Equus 2.5-7 1.2-1.5 Miiller et al. 2011 samice 30-35 1130-1400 200
Felis 68.5 2.46 Nichues et al. 2010  samice M=17 1471-2027 e o o - o @
- N en T T W
Ovis 0.5-1.26 1.45 SD — smérodatna odchylka priméru; M — median d LA L LI
Sus 1-2.5 1.7 Hmotnost prasete [kg]

Obr. 5 Hmotnost jater vybranych savci, objem jater prasete domaciho a vyvoj hmotnosti jater prasete
domaciho v ontogenezi.

pravy, stiedni a levy (Camprodon et al. 1977; Filipponi et al. 1995). Court et al. (2003)
zkoumal segmenty prasecich jater na korozivnich preparatech 10 samic prasete domaciho,
kromé tfi hlavnich lalokt vymezil lalokt celkem 5 (lobus sinister lateralis, lobus sinister
medialis, lobus dexter lateralis, lobus dexter medialis, lobus caudatus), lobus quadratus zde
popsan nebyl. Laloky jsou odd€leny hlubokymi ryhami, které umoznuji pomérné¢ zna¢nou
pohyblivost jaternich lalokli. Lobus sinister medialis et lateralis a Casto i lobus dexter
medialis jsou v kontaktu s pfedni bfi$ni sténou v prostoru mezi oblouky zeber. Kvili své
velké pohyblivosti byva lobus sinister lateralis vlivem tlaku zaludku vysunut vyrazné vpravo
(Nickel et al. 1979). Vyzkum dale ukazuje na meziplemennou variabilitu ve velikosti
jaternich lalokti: Court et al. (2003) oznacil za nejobjemné;jsi lobus sinister lateralis, kdezto
Bekheit et al. (2017) lobus dexter medialis. Lobus quadratus, je-li ptitomen, podobné jako u
Clovéka nedosahuje na ventrdlni stranu jater, napt. Court et al. (2003) lobus quadratus
nepopisuje. Lobus caudatus bud’ byva pfitomen (Court et al. 2004), nebo se popisuje jako
vybézek jaterniho parenchymu zvany processus caudatus (processus papillaris chybi). V.
cava caudalis je obvykle zcela zavzata do jaterniho parenchymu lobus/processus caudatus
(Court et al. 2003). Protoze Filipponi et al. (1995) nepopisuje u prasecich jater
lobus/processus caudatus, povazuje v. cava caudalis za zavzatou do lobus dexter medialis
(resp. do pravého paramedianniho laloku). Zluénik je zanofen do lobus dexter medialis a
odd¢luje lobus quadratus — je-li pfitomen (Konig a Liebich 2002).

1.6.2  Dualni cévni zasobeni jater prasete domdciho

Jaterni branka se nachazi na visceralni ploSe jater, v. portae se obvykle déli na levou a pravou
vétev nékolik centimetri pfed vstupem do jaterniho parenchymu pied pravymi laloky
(Zanchet a Montero 2002; Court et al. 2003). Na doposud nejvétSim souboru 54 prasecich
jater popsal Filippponi et al. (1995) nejcastéjSi schémata vétveni jaternich cév, kterd uvadime
na obr. 6. Prvni vétvi v. portae je segmentova vétev pro lobus caudatus — segment I, je
relativné velkd, odstupuje z dorzédlni Casti v. portae a byva pro tento lalok jedinou
segmentovou vétvi, v n€kterych piipadech vSak miiZze nejprve odstupovat spole¢na vétev
s vétvemi dalsi generace postupné pro segmenty VI, [ a VII (Bekheit et al. 2017). Dalsi vétev
odstupuje do lobus dexter lateralis a zdsobuje segmenty VII a VI, pak kmen v. portae zahyba
medidlné a obvykle dava vétev/vétve pro segmenty VIII a V (lobus dexter medialis)
(Filipponi et al. 1995; Court et al. 2004; Bekheit et al. 2017). Teprve pak se kmen v. portae
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Obr. 6 Cevni zasobeni a drenaZ jaternich segmentii prasete doméaciho.

Na (A) je zobrazeno zasobeni jaternich segmentd v. portae (VP). Na (B) je znazornéna drenaz jaternich
segmentl do jaternich zil a jejich usti do v. cava caudalis (VCC). (C) ilustruje prevalenci typt vétveni jaterni
tepny pro jednotlivé jaterni segmenty. Zdroj: pfepracovano dle Filipponi et al. 1995.

zanotuje do jaterniho parenchymu, v némz se po horizontadlnim pribéhu v délce piiblizné
2,5 cm rozdéli do vétve pro segment 11 (kranialni ¢ast lobus sinister lateralis), a pro spolecny
kmen pro segmenty IV (lobus sinister medialis) a III (kaudalni ¢ast lobus sinister lateralis)
(Court et al. 2004; Bekheit et al. 2017). Od horizontalni casti v. portae dale nebyly
pozorovany kolateralni vétve v. portae, coz umozinuje rozdéleni jater prasete doméciho na
dvé vaskularni poloviny (hemiliver) (Filipponi et al. 1995). Pro obvyklé schéma vétveni a.
hepatica propria u prasete domaciho (obr. 6) byly popsany dvé podobné varianty tak, Ze
jedna popisuje jeji trifurkaci pted vstupem do jaterniho parenchymu (Bekheit et al. 2017) a
druha popisuje nejprve odstup vétve pro segmenty I, VI a VII a pak bifurkaci, z niz vychazeji
vétve pro pravy medialni sektor (segment V a VIII) a pravy lateralni sektor (segmenty II, II1
a IV) (Filipponi et al. 1995; Court et al. 2004). Je také potieba pocitat s velkou variabilitou
mén¢ prevalentnich schémat vétveni (Court et al. 2003).

1.6.3  Zlucova drendz jater prasete domdciho

Leva a prava polovina praseCich jater ma vlastni zlu€ovou drenaz, jejiz vétveni sleduje
vétveni v. portae: levé hemiliver je drénovano levym jaternim Zlu¢ovodem vétsiho kalibru,
pravé hemiliver je drénovano dvéma mensimi jaternimi zlu¢ovody (pfedni a zadni), které se
obvykle slévaji pted spojenim s levym Zlu¢ovodem (Filipponi et al. 1995; Court et al. 2003).
Byly vSak popsany variace Zlu¢ové drenaZe pravého hemiliver ve smyslu Usti pravého
pfedniho nebo zadniho zlu€ovodu samostatné do ductus hepaticus communis (Court et al.
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2003). Podrobné¢jsi informace o intrahepatalnich zlu¢ovych cestach prasete domaciho nam
nejsou znamy.

1.6.4 Zilni drendz jater prasete domdciho

Autofi se shoduji, Ze u prasete doméaciho jsou jatra drénovana Ctyimi jaternimi zilami
(Filipponi et al. (1995) je oznacuje jako suprahepatické, navic nepanuje shoda v
terminologii): pravou, stiedni (prostiedni), levou a bezjemnnou zilou z perikavalniho
parenchymu lobus/processus caudatus (Filipponi et al. 1995; Court et al. 2003; Bekheit et
al. 2017). Pro schéma piedchozi generace vétveni vSak nepanuje shoda (obr. 7).

Filipponi et al. (1995) popisuje v. suprahepatica sinistra, ktera drénuje segmenty II a III, v.
suprahepatica mediana, kterd je kratkym kmenem, vznikajicim ze dvou pfitokl z
paramediannich segmentt (IV a V, VIII), v. suprahepatica dextra je opét kratkym kmenem
vznikajicim ze dvou zil, z nichz jedna drénuje lobus dexter (sementy VI a VII) a druha lobus
paramedianus dexter (sementy V a VIII). Perikavalni parenchym (jako segment I) je
drénovan drobnou Zilou ustici samostatné do v. cava caudalis. Dale byva pfitomna v.
hepatica dorsalis dextra, ktera drénuje dorzalni ¢ast segmentu VII a vléva se bud’ do v. cava
caudalis, nebo do pravé jaterni zily. Filipponi et al. (1995) upozoriiuje na velké mnoZzstvi
anastomoz mezi riznymi jaternimi zilami.

Podobné popisuje suprahepatické zily i Bekheit et al. (2017). Shoduje se v drendZzi segmentii
IT a IIT do v. suprahepatica sinistra s tim, ze popisuje ¢astou variabilni drendz segmentu 11
samostatnou Zilou ustici do v. cava caudalis. Pro segment IV (levy mediélni sektor) uvadi
samostatnou drenazni vétev do v. cava caudalis jako normu a mén¢ Castou variantu drenaze

Filipponi et al. 1995

Bekheit et al. 2017

Obr. 7 Variabilita Zilni drendzZe jater prasete domaciho.
Vétveni jaternich zil podle Filliponi et al. 1995 (Cerné), Court et al. 2003 (svétle Sed¢) a Bekheit et al. 2017
(tmave Sede). Pohled na facies visceralis prasecich jater. Vlastni kresba.
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do v. suprahepatica sinistra. Pro pravé jaterni laloky uvadi spole¢ny intraparenchymalni
kmen, ktery vznikd ze dvou vétvi drénujicich segmenty VI, VII a V, VIII, a potvrzuje
konstantni pfitomnost jaterni zily drénujici hlubokou ¢ast jaterniho parenchymu pravého
lateralniho laloku, ktera se vSak cCastéji vyléva do v. hepatica medialis dextra. Rovnéz
popisuje dudlni drendz pravého medialniho sektoru (segmenty V a VIII). Pro segmenty V a
VIII navic uvadi variabilni drenaz do Zily pro levy medialni sektor. Je vSak potfeba upozornit
na terminologickou nejednotnost s doporu¢enim Mezinarodni hepato-pankreato-bilidrni
asociace (2000) na pojmenovani sektorti.

Court et al. (2003) popisuje odlisSnou drenaz pro segmenty V a VIII, které drénuje pouze v.
hepatica mediana dextra, pro lobus dexter lateralis neuvadi samostatnou drenaz casti
segmentu VI do v. cava caudalis, dalsi odliSnosti je spolecny kratky kmen levé laterdlni a
levé medialni jaterni zily (drenaz segmentu II a III, respektive IV).

1.6.5 Mizni drenaz jater prasete domdciho

O lymfatické intrahepatéalni drendZzi praseci jater neni zndmo mnoho. Extrahepatalné odchazi
hluboky jaterni lymfaticky systém skrz porta hepatis do jaternich hepatickych uzlin, které se
nachdzeji pti jaterni brance, a povrchovy jaterni lymfaticky systém drénuje do kaudalnich
mediastinalnich, frenickych a sternalnich uzlin (Nickel et al. 1979).

1.6.6 Inervace jater prasete domdciho

Neuroanatomie prasecich jater byla zkoumana v souvislosti s bisfenolem A a jeho vlivem na
pocet vldken jaterniho sympatiku (Thoene et al. 2018) a parasympatiku (Thoene et al. 2017).
Podrobnéjsi neuroanatomické studie prasecich jater nam vsak nejsou znamy.

1.6.7 Rozdéleni prasecich jater do segmentii

Autofti se obvykle shoduji, Ze praseci jatra lze rozd¢€lit do osmi jaternich segmentti (obr. 6)
(Filipponi et al. 1995; Court et al. 2003). V pétilalokovém popisu prasecich jater (bez lobus
quadratus) odpovidaji jednotlivym laloklim tyto segmenty: II a Il pro lobus sinister lateralis,
IV pro lobus sinister medialis, V a VIII lobus dexter medialis, VI a VII pro lobus dexter
lateralis a I pro lobus caudatus (Court et al. 2003). OvSem objevuje se ndzor, Ze podobné
jako u lidskych jater, je vhodnéj$i praseci jatra €lenit do sektort, kterych vSak Bekheit et al.
(2017) popisuje pét.

1.7 Mikroskopicky popis jater prasete domdciho

Histologicka stavba klasického jaterniho lali¢ku prasete doméaciho je obdobna stavbé lidské
(obr. 3). Na prasecich jatrech byly zkouméany hepatocyty (Cullen et al. 1996; Vilei et al.
2001), Kupfterovy bunky (Caperna et al. 1987; Chihara et al. 2011), Itovy buiiky (Wake a
Sato 1993; Zou et al. 1998; Wake 2006), fenestrovany endotel (Caperna et al. 1987; Elvevold
et al. 2004), jaterni vazivo (Nygard et al. 2015), tvar a velikost klasickych jaternich laltickti
(White 1939) a byl pozorovan i1 analogicky metabolicky gradient (Wiinsche 1985).
Histologickou odlisnosti prasecich jater, na niz se autofi shoduji, je vétsi mnozstvi
interlobuldrniho jaterniho vaziva, které obkruzuje jaterni lalticek nejen v porovnani s jatry
lidskymi, ale i v porovnani s dal§imi zvifaty (Nickel et al. 1979; Madhan a Raju 2014; Singh
2017). U prasete domaciho toto vazivo tvofi viditelna septa. Mnozstvi vaziva vSak bylo
hodnoceno pouze kvalitativné, na nerandomizovanych vzorcich, nebo byl méten obvod ¢i
Sitka vazivovych sept (Nebendahl et al. 2016; Skiepko et al. 2020). Na zakladé trojrozmérné
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rekonstrukce prasecich jater se navic zjistilo, Ze nejcastéjSim tvarem prasecich jaternich
lalicka je pétidhelnik a nikoli ucebnicovy Sestiuthelnik (Ekataksin a Wake 1991).
Predpoklada se, ze obecna histologicka stavba jater prasete domaciho odpovida stavbé jater
lidskych. Recentné byl na decelularizovanych jaternich skafoldech prasete domaciho

kvantifikovan kolagen typu IV (Moulisova et al. 2020), ovSem dalsi podrobnéjsi informace
o histologické stavbé¢ jater prasete domaciho ndm nejsou znamy.
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2 Cile naseho vyzkumu
2.1 Vychodiska

Znalost variability morfometrickych parametri hepatocytii a jaterniho vaziva je klicova pro
planovani histologického vzorkovani. Mnozstvi jaterniho vaziva ovliviiuje funkénost jater:
hlavni komplikaci jaterniho onemocnéni je naruSeni rovnovahy fibrogeneze/fibrolyzy ve
prospéch fibrogeneze. Histopatologickym vysledkem porusené rovnovahy je jaterni fibroza.
Mechanizmus vzniku a §ifeni jaterni fibrozy je studovan na malych i velkych zvitatech, tento
vyzkum je obvykle doprovazen analyzou regeneracni kapacity a hojeni jater. Regenerace
jater je Casto spojena se zmnoZenim jaterniho vaziva, tj. jaterni fibrézou nebo cirh6zou
(Goodman 2007). Vyssi podil vaziva v jatrech zdravého prasete domaciho je dobie znam —
vazivo ohranicuje lalticky v. centralis (interlobuldrni vazivo), zabiha 1 do jaternich lalicka
(intralobularni vazivo), v nichz se vyskytuje ve form¢ obcasné pritomnych intralobularnich
sept a retikularniho vaziva kolem jaternich sinusoid, malé mnoZstvi vaziva bylo popséno
také kolem v. centralis (Ekataksin a Wake 1991).

Mnozstvi jaterniho vaziva je obvykle odhadovano pfi rutinni analyze jaternich biopsii dle
roz$itenych skorovacich systémut (Scheuer 1991; Ishak et al. 1995; Bedossa a Poynard
1996). Standish et al. (2006) vSak poukédzal na vyznamnd omezeni pii uzivani téchto
semikvantitativnich ¢i subjektivnich skérovacich systému: pfitomnost velké interobservacni
a intraobservacni chyby znemoziuje uziti takto ziskanych vysledkt pro komparativni studie
nebo pro vyhodnoceni neinvazivnich metod hodnoceni jaterni fibrézy. Z toho divodu je
nutné vytvofit objektivni, reprodukovatelnou metodu hodnoceni mnozstvi jaterniho vaziva
s upiednostnénim takové metody, ktera by uzivala kontinudlni skalu (Saxena 2011).

Hepatocyty hraji klicovou roli v pfirozené imunité proti bakteridlni infekci a jsou odpovédné
za vétsinu jaternich funkei, proto mize byt jakykoli inzult, ktery ma za néasledek dysfunkci
hepatocyti, pficinou jaterniho selhani (Zhou et al. 2016). Pro kvantifikaci hepatocytl se
obvykle uziva metod, kter¢ vyuZzivaji zejména analyzu bunécné proliferace, obsahu DNA a
koncentrace proteind, piipadné obsahu cytochromu P450 ve zkoumaném jaterni homogenatu
nebo jaterni bunécné suspenzi (Carlile et al. 1997; Stegemann et al. 2000; Haga et al. 2005;
Sohlenius-Sternbeck 2006; Deng et al. 2009; Miyaoka et al. 2012; Garrido et al. 2013; Best
et al. 2015; Asaoka et al. 2016). Pro ovéfeni vysledka téchto analyz je vSak zapotiebi
nestranny odhad poméru jednojadernych a dvoujadernych hepatocytl v jatrech a jejich
objemu, protoze prave tyto parametry urcuji vlastnosti zkoumaného jaterniho homogenatu
¢i jaterni bunécné suspenze (Marcos et al. 2007).

2.2 Objektivni kvantifikace podobnosti

Pro praseci jatra vSak kvantitativni histologické parametry zahrnujici béznou
interindividualni 1 intraindividuélni variabilitu velikosti a objemové hustoty hepatocyti a
mnozstvi interlobularni a intralobularniho vaziva v zavislosti na poloze v kontextu cévniho
stromu jater doposud nebyly publikovany. Doposud bylo vazivo objektivné kvantifikovano
za pomoci stereologie jen v jatrach potkana (Fallowfield et al. 2014; Marcos et al. 2015a;
Marcos a Correia-Gomes 2016; Hoy et al. 2018) a mysi (Clapper et al. 2013), morfometrické
parametry hepatocytl byly objektivné kvantifikovany rovnéz u potkana (Marcos et al. 2016;
Marcos a Correia-Gomes 2016), ¢astecné u mysi (Neves et al. 2006) a do jisté miry také u
Cllvéka (Moudi et al. 2018). Cilem naseho vyzkumu tak bylo kvantifikovat morfometrické
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parametry jaternich bun¢k a jaterniho vaziva, a tim vytvofit referencni soubor pro planovani
experimentl na prasecich jatrech. Stanovili jsme nasledujici otazky:

1. Jakd je normalni variabilita v mnozstvi jednojadernych a dvoujadernych hepatocytl
v jatrech prestického Cernostrakatého prasete?

2. Jakd je normalni variabilita v objemu a v poctu jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytti v jatrech prestického cernostrakatého prasete?

Témito otazkami jsme se zabyvali v praci Junatas et al. (2017).

3. Jaka je normalni variabilita v mnoZstvi jaterniho vaziva u piesStického Cernostrakatého
prasete?

4. Lisi se mnozstvi jaterniho vaziva mezi samci a samicemi pieStického Cernostrakatého
prasete?

5. Jaky je podil v ramci distribuce jaterniho vaziva uvnitt jaterniho lali¢ku a vné jaterniho
lalticku prestického Cernostrakatého prasete?

Témito otazkami jsme se zabyvali v praci Mik et al. (2018).

Parametry hepatocytil i vaziva jsme kvantifikovali v kazdém z Sesti jaternich lalokt ze tfech
ruznych makroskopickych oblasti jaterniho parenchymu (ROI) ve vztahu k jaternimu fecisti
v. portae (periportalni ROI) a v. cava caudalis (parakavalni ROI) a na jaterni periférii
(periferni ROI). V této souvislosti jsme také na nasi sbirce korozivnich preparatii a na jatrch
vyjmutych v rdmci aktualniho vyzkumu (Malec¢kova et al. 2021) prozatim preliminarné
zhodnotili 1 proklamovanou podobnost anatomie a segmentového uspotfadani jaterniho
parenchymu prasecich a lidskych jater:

6. Jaké je schéma vétveni segmentovych vétvi v. portae u pieStického cernostrakatého
prasete?

7. Jaky je podil levé a pravé vétve v. portae na zasobeni jater u prestického Cernostrakatého
prasete?

K zodpovézeni téchto otazek jsme pouzili material z praci Eberlova et al. (2017), Palek et
al. (2018), Maleckova et al. (2021) a ptehledové prace Maleckova et al. (2019) a Eberlova
et al. (2020).
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3 Material a metody
3.1 Charakteristika zkoumanych prasat a popis vyjmuti jater

Vzorky pro kvantifikaci morfometrickych parametri hepatocytli a jaterniho vaziva stejne,
jako jatra pro segmentovou analyzu pochézeji z prestického Cernostrakatého plemene
prasete doméaciho (Vrtkova 2015).

Praseci jatra jsme ziskali ve Ctyfech fazich (tabulka 2). Jatra péti samcti a dvou samic slouzily
ke kvantifikaci morfometrickych parametri hepatocyti (Junatas et al. 2017), pro
kvantifikaci morfometrickych parametrii jaterniho vaziva jsme soubor rozsifili o jatra
jednoho samce a Ctyt samic na celkem 12 jedincti, Sest samcti a Sest samic (Mik et al. 2018).
Zvitata byla stafi 9 az 15 tydnd o vaze 25 az 45 kg. Pro zkoumani vétveni v. portae byla
pouzita jatra ze studii korozivnich preparatii jater (Eberlova et al. 2017; Palek et al. 2018)
navySena na celkovy pocet 20 jater, z nichz vSak bylo mozno vyhotovit CT snimky
v dostatecné kvalité pouze u Sesti jedincti (v€k 7—16 tydnli, hmotnost 18—52 kg). Anatomické
poznatky jsme doplnili na materidlu ze studie modelovani tupého poranéni jaterniho
(Maleckova et al. 2021).

Tab. 2 Prehled nasich vyzkumnych témat, vyuZitych studii a materialu.

erlmerem Publikované prace Pocet jedinca
vyzkumu
Morfometrie
hepatocyt Junatas et al. 2017 7(35,22)
Kvantifikace . 7 (Junatas et al. 2017)
jaterniho vaziva Mik etal. 2017 +5=(46,96)

Eberlova et al. 2017,
Pélek et al. 2018

Vétveni v. portae
Anatomie Eberlova et al. 2020%,

prasecich jater Maleckova et al. 2021 18

* prehledové sdéleni
3.1.1 Hepatektomie

Ve vSech Cctyfech fazich odbéru jater probihal proces vyjmuti jater obdobné.
V Biomedicinském centru Lékatské fakulty v Plzni, byl prasatim intramuskularné vpraven
1 mg atropinu, 200 mg ketaminu (5-10 mg kg ') a 160 mg azaperonu (2-8 mg kg !). Pro
zajisténi celkové anestezie byl prasatiim kontinualné podavan propofol (1% smés 5-10 mg
kg! h'!) a fentanyl (1-2 pg kg™! h™!). B&éhem operace byla prasata intubovana a byla
zajisténa jejich mechanicka ventilace. V pfipad¢ nutnosti byla prasatim podana infuze
k ndhrad¢ tekutin a k doplnéni krevniho objemu (Plasmalyte; Baxter, Viden, Rakousko, a
Gelofusine; B-Braun, Maria Enzersdorf, Rakousko). VSechny opera¢ni procedury probihaly
v aseptickém a antiseptickém prostfedi. Po vyjmuti jater byla zvifata utracena v hluboké
anestézii nitroZilni aplikaci kardiplegického roztoku (KCI) a ihned po utraceni byla jejich
jatra vyjmuta (dle zasady ,Refinement smérnice Evropského parlamentu a rady
2010/63/EU).

Odbéry byly provedeny dle platné legislativy a s povolenim Ministerstva zemé&délstvi CR.
Byly dodrzeny stavajici pfedpisy a smérnice pro chov a experimentalni vyuzivani zvitat v
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souladu se zékonem €. 246/1992 upravenym vyhlaskou ¢. 207/2004 s naslednym vykladem
k vyhlasce ¢. 39/2009, zvitata obdrzela humanni péci v souladu s Evropskou imluvou na
ochranu obratlovct pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely, projekty pokust byly
schvaleny spolecnou etickou komisi Lékarské fakulty v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen.

3.2 Piiprava korozivnich preparatit

Pro optimalizaci piipravy korozivnich preparatii jater prasete domaciho bylo do cévniho
reCisté jater pred jejich vyjmutim vpraveno pies suprahepatickou ¢ast kaudalni duté zily pét
litrci heparinizovaného Hartmannovo roztoku (2000 IU I'"). Po pferuseni jaternich cév, byla
jatra opét proplachnuta stejnou cestou heparinizovanym Hartmannovo roztokem (10000 TU
I'Y). Pro zajisténi odtoku aplikovaného roztoku zlstaly v. portae i jaterni tepny priichozi.

Pfi vyjmuti jater pro pfipravu korozivnich preparatli byly v. portae a a. hepatica propria
opatieny kanylou a i s jatry ponofeny do vody, abychom zabranili vniknuti vzduchu do
cévniho fecisté. K vyplnéni cévnich stromil jsme pouzili pryskyfici Biodur E20® (Biodur
Products, Heidelberg, Némecko), kterou jsme smichali v poméru 100 g Biodur E20® Plus
na 45 g katalyzatoru E2(0). Portalni zila byla proplnéna pryskyfici manualné a jaterni tepna
byla vyplnéna pomoci mikromanipuldtoru (Aharinejad a Lametschwandtner 1992). Poté, co
pryskyfice vytékala z v. cava caudalis, jsme jatra ponofili na 24 hodin do nadoby s vodou o
pokojové teploté. Po vytvrzeni jsme jatra umistili do 15% hydroxidu draselné¢ho pro
odleptani jaterni tkané (40° C; 2-3 dny). Po vyjmuti jsme jatra vyprali v kohoutkové vodé a
uskladnili v 50% denaturovaném alkoholu.

3.3 Odbér tkariovych blockii

Z kazdého ze Sesti jaternich laloki jsme odebrali Sest tkanovych blo¢kt vzdy po dvou ze tii
riznych oblasti ve vztahu k jaternim cévam: dva blocky jsme odebrali z jaterni periferie, dva
blo¢ky z parakavalni oblasti a dva blocky z paraportalni oblasti (obr. 8). Na jedna jatra tak
piipadlo 36 tkanovych blocktl (kazdy o rozméru piiblizné 25 x 25 x 25 mm). Vzorky byly
fixovany 10% pufrovanym formaldehydem. Jaterni periférie byla definovana jako oblast
jaterniho parenchymu do maximalni hloubky jednoho centimetru od povrchu jater.
Parakavalni oblasti jsme oznacili jaterni parenchym v bezprostfednim sousedstvi usti
jaternich zil do v. cava caudalis. Paraportalni blocky pochazely z oblasti jaterniho
parenchymu pfti hlavnich vétvich v. portae do jednotlivych jaternich lalokd.

Poloha blo¢ku byla pted roziezdnim randomizovana pomoci tzv. orientatoru (Mattfeldt et al.
1990) podle postupu navrzeného Nyengaardem a Gundersenem (2006) a Miihlfeldem et al.
(2010). Nejdiive byl blocek umistén na kruh rozdéleny na 100 stejnych dild pomoci tisecek
prochézejicich stfedem tohoto kruhu (jako rozkrajeny kola¢) rovnob&zné se smérem 1-1.
Dle ndhodné vygenerovaného ¢isla z rozmezi 1 az 100 (Microsoft Excel, funkce RAND) byl
ufiznut a poloZen Cerstvé ufiznutym povrchem na druhy kruh, ktery byl rozdélen pomoci
usecek prochazejicich uhly vazenymi hodnotami jejich kosinti. Blo¢ek byl znovu roziiznut
rovnobézné s pfimkou rovnob&znou snové nahodné vygenerovanym ¢&islem. Timto
postupem jsme ziskali izotropni, nestranné, ndhodné histologické fezy. Piestoze miizeme
hepatocyty povazovat za izotropni objekty, a tak by bylo prosté vyjmuti tkdfiového blocku a
ukrojeni histologického dostacujici (Mandarim-de-Lacerda 2003), blocky jsme znahodnili
uvedenym postupem pro jejich budouci pouziti pro kvantifikaci mikrocév.
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Obr. 8 Odbérové schéma jaternich blo¢ku prasecich jater pro kvantitativni histologii a relativni objem
jednotlivych oblasti jaterniho parenchymu.

(A) Schéma ukazuje visceralni plochu prasecich jater s obrysy levého lateralniho laloku (LLL), levého
medialniho laloku (LML), pravého medialniho laloku (RML), pravého lateralniho laloku (RLL), lobus
quardatus (QL) a lobus caudatus (vétsina laloku je pfikryta cévami, proto je na schématu zachycen jen jeho
vybézek — processus caudatus, CP). Na schématu je dale zachycen zZlu¢nik (GB) a v. cava caudalis (CVC).
Jaterni tepna s vétvemi je zakreslena Cervené, v. portae s vétvemi modre a vétveni zluCovych cest zelené. Na
ptikladu LLL je znazornéno odbérové schéma tkanovych blockl z riznych oblasti jater: parakavalni oblast
(tmavé modré obdélniky ohranic¢ené souvislou ¢arou), paraportalni oblast (Cervené ¢arkované obdélniky a
periferie (zelen¢ teckované obdélniky). Z ostatnich lalokti byly tkanové blocky odebrany obdobné. (B) Pro
analyzu velikosti jednotlivych ROI byla naskénovana vypocetnim tomografem, na zobrazené rekonstrukci jsou
jatra orientovana visceralni plochou. Vizualizace jednotlivych ROI ukazuje, Ze kazdy ze tfi ROI zaujimal
piiblizné tfetinu objemu jater — v tomto piipadé zaujimal ¢ervené oznaceny parakavalni ROI 0,388 1, ¢erné
oznaceny periferni ROI 0,427 1 a modfe oznacena periportalni ROI 0,400 1. Objem cév jednotlivych ROI byl
z vysledného objemu odecten. Zdroj: Mik et al. 2018.

3.4 Histologické zpracovani tkafovych blocki

Pro kvantifikaci morfometrickych parametrii hepatocyt byly po jejich zaliti do parafinu
z blogki ukrojeny dva ndhodné orientované sériové fezy o tloustce 16 pm. Rezy jsme
nanesli na silanizovana histologickd sklicka (SuperFrost® Plus slides, Menzel-Gléser,
Braunschweig, Némecko) a obarvili imunohistochemickou metodou PAS dle Romeis (1989)
za pouziti PAS barvici sady (PAS staining kit, Morphisto, Frankfurt, Némecko) pro
zvyraznéni obrysu hepatocyti.

Pro kvantifikaci interlobuldrniho 1 intralobularniho vaziva jsme po jejich zaliti do parafinu
z blo¢ki ukrojili tfi ndhodné orientované sériové fezy o tloust’ce 3 um, z nichz jsme vzdy
jeden ndhodné vybrany pouZzili pro kvantifikaci. Po deparafinaci a zavodnéni fezli jsme jadra
obarvili jadrovou cerveni (Waldeck GmbH, Miinster, Némecko) a po jejich oplachnuti
v destilované vodé jsme fezy diferencovali v 5% kyseliné¢ fosfowolframové a opét oplachli
v destilované vodé. Kolagenni vlakna jsme pak obarvili ptilprocentni anilinovou modfi
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko).

3.4.1 Korekce smrsteni jaterni tkanée vlivem histologického zpracovani

Histologické zpracovani vzorku (formalinova fixace, dehydratace 1 zaliti do parafinu) vede
k zmenSeni objemu vzorku (Dorph-Petersen et al. 2001; Gardella et al. 2003). Marcos et al.
(2012) popsali 38% zmenSeni objemu jater potkana mezi jejich vyjmutim a histologickym
zpracovanim, coz mélo za nasledek mensi objem kvantifikovanych bunék a jejich vétsi
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hustotu v porovnani se stavem pted zpracovanim. Dle Marcose et al. (2012) mizeme v nasi
studii oCekavat dva zdroje smrsténi tkané: 1. formalinova fixace a zaliti do parafinu, 2.
ztenceni silnych fezi v ose z, jako vysledek procesu narovnani histologického fezu v teplé
vodni 1dzni. Ztoho divodu jsme pouzili dvé korekce morfometrickych parametri
hepatocyta.

Ad 1.: ZmenSeni objemu vlivem fixace a zaliti do parafinu jsme odhadli nésledujicim
zptisobem: z Cerstvych jater prasete domaciho jsme vyfizli 11 tkanovych blocka ve tvaru
krychle (vazivové pouzdro nebylo soucasti blocku), jejich rozméry jsme zméfili pomoci
posuvného meétidla s presnosti 0,5 pm, orientace blocku byla zachovana po celou dobu
histologického zpracovani stim, Ze jako osu zjsme oznacili smér kolmy k jaternimu
povrchu. Po fixaci, dehydrataci a zaliti jsme blocky roziezali na 5 pm silné fezy, z nichz
jsme kazdy desaty obarvili hematoxylinem a eozinem. Primérny pomér objemu po a pied
zalitim (SD) byl 0,675 + 0.058 (naméfené kvantitativni parametry jsme tedy upravili
koeficientem 1/0,675), pro konkrétni osy pak byl pomér smrSténi po a pied zalitim
nasledujici: x‘/x = 0,897 +£ 0,071, y'/y = 0,938 + 0,043 a z'/z = 0,803 + 0,033. Friedmenova
ANOVA naznacila anizotropni smrsténi (p = 0,002), pomoci post-hoc Wilcoxonova
znaménkového testu jsme odhalili vétsi miru smrsténi blocku v ose z v porovnani s osou x
(p =0.003) as osouy (p =0.008).

Ad 2.: Velikost smrsténi v ose z vlivem vyrovnani fezu v teplé vodni 14zni jsme zméfili
pomoci z-stack tool v programu svételného mikroskopu Axio Imager Z2 (Zeiss, Viden,
Rakousko): primérnad vzdalenost mezi prvni a posledni ostrou rovinou fezu byla 13 um,
puvodni tloustka mikrotomovych fezli byla v§ak 16 um — tim jsme ziskali pomérné smrsténi
v ose z 13/16 =0,8125. Z toho diivodu jsme kvantifikovany objem hepatocyti i disektorové
objemové hodnoty vynasobili koeficientem 1/0,8125.

3.5 Mikroskopické vzorkovani a kvantifikace morfometrickych parametrit jaternich
bunék a jaterniho vaziva

3.5.1 Morfometrické parametry hepatocytii

Ke kvantifikaci morfometrickych parametri hepatocytd jsme hodnotili 502 nahodné
orientovanych histologickych fezil, na nichZ jsme zachytili vZdy ¢tyii zorna pole (FOV). Pro
zachyceni FOV jsme pouzili mikroskop Leica DM2000 (Leica, Wetzlar, Némecko), ktery
byl vybaven kamerou Leica DFC425C a olejovym imerznim objektivem s 100ndsobnym
zvétSenim (s numerickou aperturou 1,25). Samotné vzorkovani probéhlo jako systematické
nahodné vzorkovani, kdy byly generovanim nahodné dvojice Cisel (funkce Microsoft Excel
RAND) a urceny soufadnice prvniho FOV jako vzdalenosti od levého a horniho okraje
zkoumaného fezu v um. V zavislosti na velikosti vzorku jsme vzdéalenost mezi jednotlivymi
¢tyfmi FOV proporcionalné upravili. Postup vzorkovani shrnuje obrazek 9.

V dal$im kroku jsme hledali hladinu ostrosti optickych fezl. Rozestup mezi optickymi fezy
(krok na ose zna mikroskopu Leica DM2000) jsme ovéfili pomoci mikroskopu Zeiss
Imager.Z2 s kamerou AxioCam MRc5 (Zeiss, Viden, Rakousko) a s programem ZEN
PRO2012 (vzdalenost mezi dvéma méfitky o velikosti 1 um odpovidala ovéfené tloust'ce
fezu 0,97 pm). Na kazdém FOV jsme zachytili vzdy Ctyfi optické fezy s rozestupem 3 um
tak, abychom jednak neztratili pfehled o navaznosti fezu a jednak byli schopni urcit na
kazdém optickém fezu odpovidajici buriku a jeji jadro. Vzorkovani optickych fezl zacinalo
vZzdy od prvni roviny spodni plochy fezu, na niZ bylo mozZno zaostfit chromatin v jadfe, obrys
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Obr. 9. Vzorkovani zornych poli a kvantifikace parametri hepatocyti na
mikrofotografiich jater a aplikace disektoru a nukleatoru.

(A, B) Systematické nestranné ndhodné vzorkovani zornych poli (FOV) je zalozené
na ndhodné zvoleném prvnim FOV a ekvidistantnim rozlozeni néslednych FOV,
z nichz Ctyfi byly zachyceny pro prvni fez (Cervené ¢tverecky) z kazdého tkanového
blocku a dalsi ¢tyfi pro druhy fez (zelené étverecky). Kazdy z kvadranti odpovida
jednomu FOV. Na mikrofotografie (A) a (B) jsou zachyceny rtuzné tvary vyslednych
histologickych fezi, pro néz bylo vzorkovaci schéma patfi¢né upraveno. (C, D) Odhad
hustoty poétu hepatocytl a podilu dvoujadernych hepatocytd je ukazan na dvou
optickych fezech stejnym FOV: zapocteny byly jen ty bunky, jejichz cely profil se
nachazel uvnitf pocitaciho ramecku disektoru nebo se dotykal zelené zapocitavaci
hranice, bez toho, aby se dotykal ¢ervené nezapocitavaci hranice a navic musela byt
jejich jadra v roving ostrosti ve spodnim pocitacim ramecku (C) (nebo v nejvyse dvou
nasledujicich optickych fezech) zaostiena s jasné viditelnym chromatinem, ve ctvrtém
optickém fezu jadra musela byt bud’ nepfitomna, nebo jednoznacné¢ mimo rovinu
ostrosti (D). Zapoc¢tena jadra jednojadernych hepatocytt jsou oznacena zlutou Sipkou,
zapocCtena jadra dvoujadernych hepatocyti jsou oznacena Cernou Sipkou. (E, F)
Poctem vazeny objem hepatocytil (objem v zavislosti na poétu konkrétniho typu
hepatocytl) byl odhadnut na hepatocytech zapoéitanych metodou disektoru: na
hepatocyt bylo promitnuto Sest izotropné orientovanych paprska nukleatoru oddélené
pro jednojaderné (E) a dvoujaderné hepatocyty (F). Barveno PAS reakci. Méfitka
odpovidaji 1 mm (A, B) a 10 um (C-F). Zdroj: Junatas et al. 2017.

jadra a obrys hepatocytu. Na celkem 8032 optickych fezech z 2008 FOV jsme za pouziti
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software Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovakia) kvantifikovali ¢tyfi morfometrické parametry

hepatocytt (tabulka 3).

Tab. 3 Stereologické parametry kvantifikované v naSem vyzkumu.

Zkratka a

Nézev proménné jednotky Definice
Objem o ., o o
iednojadernych VN(MnHEP)  primérny objem hepatocytl obsahujicich
! o [pm3] jedno jadro
hepatocyt
Objem o . . .
dvoujaderngch Vn(BnHEP)  primérny objem hepatocyti obsahujicich
A [um3] dvé jadra
hepatocyt
Podil f(BnHEP) relativni mnoZstvi hepatocytti obsahujicich
dvoujadernych [bez rozméru,  vice neZ jedno jadro mezi viemi
hepatocytti ¢ast z celku]  hepatocyty stejného referenéniho objemu
Pocet hepatocyiil Nv(HEP) priimé&rny podet hepatocytii na mm? jaterni
patocy [mm] tkang
i Vy(ICT
i terlgt())l(lill;miho [b ezvr(ozmé)ru podil vaziva obkruzujici jaterni lalti¢ek
vaziva Sast z celku] (klasicky jaterni laltcek)
Podil Vv(PSCT) dil vazi . ch si idach
perisinusoiddlniho  [bez rozméru, podil vaziva v jaternich sinusoidach a
vaziva castzcelku] ¥ Disseho prostoru
Podil Vv(PCCT)
pericentralniho [bez rozméru,  podil vaziva okolo vena centralis
vaziva ¢ast z celku]
Ob;i " vodil Vv(CT)
Jeg;‘gi’apo % [bezrozméru,  souget Vy(ICT)+Vy(PSCT)+Vy(PCCT)

¢ast z celku]

Pocet hepatocyti na mm? jaterni tkané

Hepatocyty jsme kvantifikovali pomoci optického disektoru (obr. 9) podle Gundersena
(1988) na sériich optickych fezl. Byly zapocitany jen ty hepatocyty, jejichZ jadro s jednim
¢1 vice jadérky bylo na optickém fezu jasné viditelné a ostré (Gardella et al. 2003; Marcos
et al. 2016) za piedpokladu, Ze se cely bun&cny profil hepatocytu nachdzel uvnit pocitaciho
ramecku a nedotykal se nezapocitavajici se ¢asti hranice pocitaciho ramecku. Sledovali jsme
hepatocyt i jeho jadro vzdy na vSech ctyfech optickych fezech a hepatocyt byl zapocitan
jeding v ptipad¢€, Ze bylo jeho jadro pfitomno na prvnim optickém fezu a nebylo ptitomno
na poslednim optickém fezu. Matematické vyjadieni kvantifikace hepatocyti Ny(HEP)
uvadi nasledujici rovnice:
T . Qi (HEP)
Ny(HEP) = 32200 Lo

kde Q; (HEP) ptedstavuje pocet zapocitanych hepatocytd na i-tém optickém disektoru,
P;(ref) oznacuje pocet bodii pomocné miizky, které se nachazely v referenénim prostoru,
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p oznacuje celkovy pocet bodi pomocné miizky, a predstavuje plochu pocitaciho ramecku,
h oznacuje vysku optického disektoru, n oznacuje celkovy pocet soucti optickych disektorii
a poctu bodu referen¢niho prostoru.

Podil dvoujadernych hepatocyti

Na kazdém vzorku jsme kvantifikovali hepatocyty s dvéma viditelnymi jadry jako pomér
poctu téchto hepatocyti vici celkovému poctu hepatocytii zapocitanych ve stejném
referencnim prostoru. Pfestoze jsme vyjimecné pozorovali i trojjaderné hepatocyty, zadny
z nich nebyl zapocitan dle pravidel disektoru.

Primérny objem jednojadernych a dvoujadernych hepatocyti

K odhadu objemu hepatocyti jsme pouzili lokéalni stereologickou sondu nukleator
(Gundersen 1988; Gundersen et al. 1988; Marcos et al. 2012). Na optickych fezech byly
predchozi metodou vybrany hepatocyty pro zapocitani. Objem kazdého z téchto hepatocytl
byl méten vzdy v prostfedni casti, v niz bylo jasn¢ viditelné jadro s jadérky. Za pouziti
modulu Nucleator v programu Ellipse jsme ptfes bunécny profil hepatocytli promitli Sest
izotropicky orientovanych paprskt s jednim pocatkem piiblizné uprostred jadra hepatocytu.
Timto zpiisobem jsme ziskali Sest prusecikii s hranici bunééného profilu (obr. 9). Pocet
paprskl jsme optimalizovali v pilotni studii, v niz jsme zjistili, ze pouziti péti Sesti nebo
sedmi paprskl dale nesnizuje variabilitu dohadu v porovnani se ¢tyfmi paprsky. Primérnou
hodnotu objemu jsme pocitali zvlast pro jednojaderné Vy(MnHEP) a dvoujaderné
Vn(BnHEP) hepatocyty (tab. 3). Celkem jsme kvantifikovali 29054 hepatocyta.

3.5.2 Kvantifikace jaterniho vaziva

Kvantifikovali jsme tii typy vaziva dle vztahu ke klasickému jaternimu lalicku: jednalo se
o vazivo interlobularni (vazivo obkruzujici klasicky jaterni lalacek), vazivo perisinusoidalni
(vazivo pfiléhajici k jaternim sinusoidam) a vazivo pericentralni (vazivo obkruZzujici v.
centralis) (tab. 3). V prvnim kroku jsme provedli systematické nahodné vzorkovani na
fezech obarvenych anilinovou modfi: tfi systematické ndhodné FOV byly zachyceny
objektivem s 10ndsobnym zvétSenim pro kvantifikaci interlobularniho vaziva, Ctyfi
systematické ndhodné FOV byly zachyceny objektivem s 20ndsobnym zvétSenim pro
kvantifikaci perisinusoidalniho 1 pericentralniho vaziva. V druhém kroku jsme pies potizené
snimky polozili stereologickou bodovou miiZzku v programu Ellipse, abychom
kvantifikovali objemovy podil kazdého z typt vaziva (obr. 10). Podle Delesseovo principu
(Mouton 2011) odpovida plosny podil, ktery vazivo zabird, objemovému podilu vaziva.
Vazivové pouzdro, které bylo pfitomno na vzorcich =z jaterni periférie, nebylo
kvantifikovano, stejné tak byly zreferencniho prostoru kvantifikace vytfazeny jakékoli
snimky s artefakty po histologickém zpracovani (mikrotrhliny, sklady apod.). Rozdilnou
miru smr$téni vaziva a jaterniho parenchymu vlivem histologického zpracovani jsme
nepozorovali.
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Obr. 10. Vzorkovani zornych poli a kvantifikace
jaterniho vaziva pomoci bodové miizky.

(A) Systematické nestranné nahodné vzorkovani
zornych poli (FOV) je zalozené na nahodné
zvoleném prvnim FOV a ekvidistantnim rozlozeni
naslednych FOV. Pro kvantifikaci interlobularniho
vaziva (ICT) byly pouzity tfi FOV zachycené
objektivem s 10nasobnym zvétSenim (Cerné
teCkované obdélniky), pro kvantifikaci
perisinusoidalniho (PSCT) a pericentralniho vaziva
(PCCT) byly zachyceny ctyii FOV objektivem s
20nasobnym zvétsenim (zluté obdélniky). Vazivo
ve vazivovém pouzdru jater (ohrani¢eno Cerveng)
nebylo kvantifikovano. (B) Stereologickd bodova
miizka byla pouzita pro kvantifikaci ICT,
praseciky s vazivem jsou oznaéeny cervené. (C)
Stereologicka bodova mfizka pro kvantifikaci
PSCT (pruseciky oznaceny cerné) i PCCT
(priseciky oznaceny Cervené). Barveno anilinovou
modii a jadrovou cerveni. M¢fitka odpovidaji 1
mm (A), 200 um (B) a 100 um (C). Zdroj: Mik et
al. 2018.

3.6 Segmentace jater

Volumetrickd analyza jater a vétveni v. portae bylo zaloZzeno na datech z vypocetni
tomografie naSich korozivnich preparatl jater prasete domaciho pofizenych na Klinice
zobrazovacich metod Fakultni nemocnice Plzeii. Jatra byla skenovana pomoci vypocetniho
tomografu Somatom Definition Flash Dual Source Computed Tomography Scanner
(Siemens, Erlagen, Némecko) se zabudovanym software Syngo. Tloustka jednotlivych
skenli byla 0,65 mm, rozméry voxelu byly 0,65 x 0,65 % 0,40 mm. BéZzny soubor skenti
jednoho korozivniho preparatu jater obsahoval 700 az 800 snimkd. Jaterni parenchym jsme
rozdélili do tii oblast (ROI): parakavalni (parenchym pfi jaternich Zilach), paraportalni
(parenchym pfi v. portae) a periferni (na periférii jaternich lalokd). Hranice mezi
jednotlivymi ROI odpovidaly pfiblizné tietinovému objemu pro kazdy ze tfi ROI u kazdého
z jaternich lalokl. Z toho divodu neni vySe zminéné vzorkovani zkresleno rozdilnym
pomérem objemt ROI. K vymezeni jater na CT snimcich jsme pouzili open-source software
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i) Data term {1-link)

(Sato et al. 2016)

Obr. 11 Segmentace korozivnich preparati prasefich jater v software LISA.

Korozivni preparaty jater jsme naskenovali v kohoutkové vodé na Klinice zobrazovacich metod FN Plzen.
Data z vypocetni tomografie jsme analyzovali ve voln¢ Sifitelném software LISA (Liver Surgery Analyzer)
(Mik et al. 2018). Segmentace organu vychazi z umisténi odliSnych inicialnich pixelt (,,seeds®) pro poptedi
(Zluta a zelend na snimku software) a pozadi (¢ervena na snimku software) a jejich vyhodnoceni pomoci
algoritmu Graph-cut a Multiscale Graph-cut (obrazek z publikace Sato et al. 2016). Podobnym zptisobem jsme
segmentovali feCiSté v. portae a jaternich zil. K nasegmentovanym fecistim byl pfifazen jaterni parenchym
vzhledem k jeho vzdalenosti k jednomu z feCist za pouziti mapy eukleidovskych vzdalenosti (Euclidean
Distance Transform). V druhém kroku jsme vymezili periferni téetinu laloki jako periferni ROI.

LISA (Liver Surgery Analyzer) (Jifik nedatovano; Mik et al. 2018). Samotnd segmentace
jater probéhla za pouziti algoritmu 3D Graph-Cut (Boykov a Jolly 2000). Pro méteni objemu
ROI jsme segmentovali oddélené tecisté v. portae (paraportalni ROI) a fecisté jaternich zil
(parakavalni ROI) (Jirik et al. 2016). K nasegmentovanym feciStim byl pfifazen jaterni
parenchym vzhledem k jeho vzdalenosti k jednomu z feciSt’ za pouZziti mapy eukleidovskych
vzdalenosti (Euclidean Distance Transform). V druhém kroku jsme vymezili periferni
tietinu lalokt jako periferni ROI (obr. 11).

3.7 Statistickd analyza dat

Pouzité statistické testy s jejich vysledky uvadime u popisu konkrétnich vysledkd.
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4 Vysledky
4.1 Makroskopické charakteristiky jater prestického Cernostrakatého prasete

Jatra ptestického Cernostrakatého prasete méla pét az Sest lalokl (lobus quadratus nebyva
vzdy vytvofen). V nasi sbirce 20 korozivnich preparatt jater piestického Cernostrakatého
prase byl lobus quadratus plné¢ vyvinut u sedmi jedincti (35 % piipadt) (obr. 12). Jaterni
branka se nachézela na visceralni plose jater, v. portae se obvykle délila nékolik centimetrii
pred vstupem do jaterniho parenchymu pied pravymi laloky (obr. 12). Zluénik byl zanofen
do lobus dexter medialis a oddéloval lobus quadratus — byl-li tento pfitomen (obr. 12). V.
portae vstupovala do jater v jejich kranidlni Casti na Grovni hranice pravého medialniho a
pravého lateralniho laloku (obr. 12). Pied vstupem do jater se v. portae d¢lila ostie vlevo a
vpravo do dvou vétvi, v jednom piipad¢ jsme pozorovali trifurkaci (obr. 12). Ramus dexter
v. portae zasoboval lobus caudatus, lobus dexter lateralis a zdsoboval i ¢ast lobus dexter
medialis. Celkem zasoboval ramus dexter v. portae u piesStického ¢ernostrakatého prasete
1940 % jaterniho parenchymu (pravé hemiliver) (obr. 12). Ramus sinister vétev v. portae

Obr. 12 Anatomie jater preStického Cernostrakatého prasete a jeho korozivni preparat.

(A, B) Naznaceni segmentl dle Couinauda na diafragmatické (A) a visceralni plose (B). Mezilalokové ryhy
(Cervené hroty), fissura ligamenti teretis (ZlutoCerveny hrot), Rexova-Cantlieho linie (Zluté pferu¢ované ¢ary),
lig. coronarium (zluty hrot), v. cava caudalis (modry hrot), v. portae (bily hrot), lig. hepatoduodenale (¢erna
hvézdicka), lobus caudatus (zluta hvézdicka) a lobus quadratus (zelend hvézdicka). (C, D) Korozivini preparat
proplnény obarvenou pryskytici Biodur E20 Plus (Heidelberg, Némecko) cestou v. portae (modra), jaterni
tepny (Cervend) a ductus hepaticus communis (zeleny). Lobus caudatus (zlutd hvézdicka), lobus quadratus
(zelend hvézdicka), a. cystica (modry hrot), kapilarni sit’ vyzivujici ductus cysticus (zeleny hrot), drobné
zluCove vyvody (bila hvézdicka), v. cava caudalis (zluta pierusovana cara) s ustim (modrozluty hrot). Méfitko
odpovida 5 cm. Zdroj: Eberlova et al. 2020.
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m¢él po oddéleni bud’ delsi pribéh bez vétveni (kaudalni vétev pro lobus dexter medialis
vychézi z pravé vétve), nebo vydaval kaudalni vétev pro lobus dexter medialis (obr. 13).
Ramus sinister v. portae zdsoboval 60—81 % jaterniho parenchymu (levé hemiliver) (obr.
13). Rovnéz hned po oddéleni obvykle vydaval lalokovou vétev pro lobus dexter medialis,
segmenty V a VIII (obr. 13). Pifed svou bifurkaci vydaval ramus sinister v. portae
laterokranidlni vétve pro kranialni ¢ast lobus sinister lateralis, nebo tato vétev vychazela
z kranialni vétve bifurkace. Zasobeni jaternich lalokti v levé ¢asti jater probihalo vétvemi v.
portae hepatis rtiznych generaci, v pravé ¢asti jater mize byt lobus dexter medialis zasoben
samostatnou vétvi v. portae v ptipadé jeji trifurkace. Objem jater prestického
Cernostrakatého prasete se pohyboval v rozmezi 735 az 1167 ml. Na visceralni plose pravych
jaternich lalokl jsme pozorovali zahyb jaterniho parenchymu. Zahyb byl rtizn€ orientovan a
na zbyvajicich lalocich jsme jej nepozorovali (obr. 13).

Prava

N vétev
‘\19—40 %

Leva

vétev
60-81 %

Obr. 13 Zahyb jaterniho parenchymu a variabilita zasobeni prasecich jaternich segmenti portalni Zilou.
(A) Na visceralni plose pravych lalokli jsme pozorovali zahyb jaterniho parenchymu (bila Sipka). (B) Ramus
dexter v. portae zasoboval u ptestického cernostrakatého prasete 19 az 40 % jaterniho parenchymu (segmenty
I, VI, VII), ramus sinister v. portae zasoboval zbyvajici ¢ast jaterniho parenchymu. (C) Pfi vstupu do jater se
v. portae ostfe délila na levou a parvou vétev, v jednom piipade€ jsme pozorovali trifurkaci. (D, E) Pro kranialni
¢ast lobus sinister lateralis (segment II) jsme pozorovali variabilni schémata odstupu segmentové vétve v.
protae.

4.2 Variabilita velikosti hepatocytii, podilu dvoujadernych hepatocytit a poctu
hepatocytii mezi jedinci, mezi jaternimi laloky a mezi jednotlivymi oblastmi jaterniho
parenchymu

Primérny objem jednojadernych hepatocyti po korekci smrsténi byl ve vSech zkoumanych
vzorcich 3670 + 805 um?® (primér + SD). Primérny objem dvoujadernych hepatocytdi byl
7050 + 2550 um?. Podil dvoujadernych hepatocytii byl 4 + 2%. Pocet v§ech hepatocyti ¢inil
146997 + 15738 na mm® jaterniho parenchymu. V zadnych ze zkoumanych jater jsme
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nepozorovali patologické zmény (zanét, nekroza, fibroza, rozsahlé tukovaténi). Koeficient
chyby (coefficient of error) se pohyboval v rozmezi 0,084 az 0,125 na trovni tkanovych
blo¢kli a mezi 0,014 az 0,018 na Grovni jedinc.

Pti vzajemném porovnani jednotlivych jaternich lalokii jsme neprokazali vyznamné rozdily
v zadném ze Ctyt kvantifikovanych parametrii hepatocytt (obr. 14).
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Obr. 14 Odhady velikosti, po¢tu a poméru jednojadernych a dvoujadernych hepatocyti v Sesti
jaternich lalocich prasete domaciho.

(A) Primérny objem jednojadernych hepatocyti MnHEP a (B) dvoujadernych hepatocyti BnHEP.
(C) podil dvoujadernych hepatocytl z celkového poctu hepatocytd f{BnHEP). (D) Pocet hepatocytt
na mm? jaterniho parenchymu Nv(HEP). Kruskalova—Wallisova ANOVA neukézala na vyznamné
mezilalokové rozdily v téchto parametrech. Zdroj: Junatas et al. 2017.

Pti porovnavani jednotlivych ROI jsme detekovali primérné nejobjemnéjsi jednojaderné
hepatocyty na periférii jaternich lalokl (p < 0,05), mezi paraportalnim a parakavalnim ROI
jsme vyznamné rozdily v objemu jednojadernych hepatocyti nepozorovali (obr. 15).
Primérné objemy dvoujadernych hepatocytli ani jejich podil se mezi jednotlivymi ROI
vyznamné neliSily (obr. 15). Nejmensi objemové mnozstvi hepatocytii bylo na jaterni
periférii, kterd se vtomto liSila jednak od parakavalniho ROI (p < 0,01), jednak od
paraportalniho ROI (p < 0,001, obr. 15).
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Obr. 15 Odhady velikosti, poctu a poméru jednojadernych a dvoujadernych hepatocyti
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v zavislosti na poloze vii¢i vétvim v. portae, vv. hepaticae a na jaterni periférii.

v

(A) Nejobjemnéjsi jednojaderné hepatocyty jsme nalezli na jaterni periférii (periferni ROI). (B) U
dvoujadernych hepatocytli jsme nepozorovali vyznamné rozdily v jejich objemu v zavislosti na ROI.
(C) Pomérné zastoupeni dvoujadernych hepatocyti f(BnHEP) se neliSilo v z&vislosti na ROI. (D)
Nejmensi pocet hepatocytt — Nyv(HEP) jsme detekovali na jaterni periferii. K uréeni signifikanci
rozdila (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) jsme pouzili Manntiv—Whitneyutv test. Zdroj: Junatas

etal. 2017.

V ptipadé porovnavani jednotlivych prasat jsme detekovali signifikantni interindividudlni

rozdily ve vSech Ctyfech zkoumanych parametrech (obr. 16).

Pii porovnani jednotlivych parametri jsme zaznamenali stfedni korelaci mezi primérnym
objemem jednojadernych hepatocytli a primérnym objemem dvoujadernych hepatocytl
(Spearmanovo r = 0,55) identifikovanymi na stejnych histologickych vzorcich. Objemové
mnozstvi hepatocytti pak vykazovalo stfedni negativni korelaci s primérnym objemem
jednojadernych hepatocyti (r = —0,52) a s primérnym objemem dvoujadernych hepatocytl

(r=—0,33).
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Obr. 16 Odhady velikosti, po¢tu a poméru jednojadernych a dvoujadernych hepatocyti u
zkoumanych prasat.

U vsech zkoumanych parametri jsme detekovali signifikantni rozdily mezi prasaty. Rozdily jsou
zobrazeny pro (A) pramérny objem jednojadernych hepatocyti MnHEP, (B) primérny objem
jednojadernych hepatocytit BnHEP, (C) pro pomérné zastoupeni dvoujadernych hepatocytl
f(BnHEP) a (D) pro pocet hepatocytii na mm? jaterniho parenchymu Ny(HEP). K uréeni signifikance
rozdilt jsme pouzili Kruskalovu-Wallisovu ANOVA (***P < 0,001). Zdroj: Junatas et al. 2017.
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4.3 Variabilita v objemovém podilu jaterniho vaziva vzhledem k pohlavi, mezi jedinci,
mezi jaternimi laloky a mezi jednotlivymi oblastmi jaterniho parenchymu

0.05

o

1

Female liver

Vy (interlobular connective tissue, liver) (%)

1

A Male liver

. Male liver |

17 o 7 E Ry A,
Obr. 17 Pohlavni rozdily v mnoZstvi
jaterniho interlobularniho vaziva u
prestického cernostrakatého prasete.
(A) U samct prasete domaciho byl podil
jaterniho interlobuldrniho vaziva (median
= 4.7%) signifikantné vyssi (***P <0,001,
Mann—Whitneylv U-test) v porovnani se

samicemi prasete (median = 3,6 %).
Statistické poznatky jsou ilustrovany
nahodné pofizenymi fotografiemi

z parakavalniho ROI lateralnich lalokl (B)
samCich a (C) samicich jater prasete
doméciho. Barveno anilinovou modii
s jaddrovou cCerveni, méfitko odpovida
200 um (C) a je stené i pro (B). Zdroj: Mik
et al. 2018.

V piipad¢ jaterniho vaziva jsme pozorovali znacnou
variabilitu na vSech Urovnich vzorkovadni: mezi
pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky i mezi
ROIL. Primérny objemovy podil interlobuldrniho
vaziva byl signifikantné vétsi u samcti v porovnani se
samicemi (p <0,001) (obr. 17). V samcich jatrech byl
primérny podil interlobulédrniho vaziva 4,7 + 2,4%
(obr. 17) v rozsahu 0 % az 11,4%. V samicich jatrech
byl primérny podil vaziva 3,6 + 2,2% (obr. 17)
v rozsahu 0% az 12,3%. Podil intralobularniho vaziva
(tj. vaziva perisinusoidalniho 1 pericentralniho
dohromady) ¢inil <0,2 % jak u samct, tak u samic:
pramérny podil perisinusoidalniho vaziva byl u
samci 0,003 = 0,02 % a 0,002 £ 0,02 % u samic,
pramérny podil pericentralniho vaziva pak byl 0,03 +
0,1% u samcti a 0,04 = 0,1 % u samic. Na rozdil od
samicich jater, byl podil samciho pericentralniho
vaziva veétsi nez pomér perisinusoidalniho vaziva (p
<0,01). Interlobularni vazivo piestavovalo > 99,9 %
celkového mnozstvi jaterniho vaziva a jeho podil
koreloval s celkovym podilem jaterniho vaziva
(Spearmanovo r = 0,998, p < 0,05).

V samcich jatrech jsme pti mezilalokovém porovnani
zaznamenali signifikantni rozdil v podilu
interlobularniho vaziva pouze mezi lobus quadratus a
lobus sinister medialis (p < 0,05) a mezi lobus
quadratus a lobus dexter medialis (p <0,05) (obr. 18).
ROI s nejmensim podilem interlobularniho vaziva
byl parakavalni ROI (3,9 = 2,3 %, p < 0,01).
Paraportalni (4,9 £ 2,0 %) a periferni ROI (5,2 +
2,5 %) obsahovaly vétsi podil vaziva (obr. 18). Dalsi
pozorované rozdily v podilu interlobularniho vaziva
nebyly signifikantni. Shodné rozdily v mnozstvi
vaziva jsme detekovali pii porovnavani celkového
podilu  vaziva. Podil perisinusoiddlniho 1
pericentralniho vaziva byl zanedbatelny (< 0,2 %).

Objemovy podil interlobularniho vaziva v samicich
jatrech se 1iSil mezi lobus sinister medialis a lobus
caudatus (p < 0,05) a lobus quadratus (p < 0,05) a
také se objemovy podil vaziva li$il mezi lobus dexter
medialis a lobus caudatus (p < 0,05, obr. 18). Pii
porovnani ROI jsme detekovali vys§i podil
interlobuldrniho vaziva v perifernim ROI (4,1 =+
2,4 %) v porovnani s parakavalnim ROI (3,1 £ 2,0 %)

(p <0,05, obr. 18). Podil perisinusoidalniho i pericentralniho vaziva byl zanedbatelny
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Obr. 18 Podil interlobularniho vaziva v jatrech samci a samic presStického ¢ernostrakatého prasete.

Data jsou zobrazena oddé€lené pro jaterni laloky (A) a pro jednotlivé oblasti jaterniho parenchymu ve vztahu
k jaternim cévam (ROI) (B). (A) V samcich jatrech (vlevo) byl podil interlobularniho vaziva vyssi v lobus
quadratus v porovnani s lobus sinister medialis et dexter medialis. Lobus sinister medialis obsahoval nejmensi
podil interlobularniho vaziva (median = 3,6 %), lobus quadratus obsahoval nejvétsi podil interlobularniho
vaziva (median = 5,75 %). V saméich jatrech (vpravo) byl podil interlobularniho vaziva vétsi v lobus caudatus
v porovnani s lobus sinister medialis et dexter medialis a sou¢asné byl v lobus sinister medialis podil vaziva

v

podil interlobularniho vaziva niz§i v parakavalnim ROI v porovnani s perifernim ROI. K uréeni signifikance
rozdila (*P < 0,05, **P < 0,01) jsme pouzili Manntiv—Whitneytv test. Zdroj: Mik et al. 2018.

(<0,2 %). Ilustrativni mikrofotografie vybranych rozdili v objemovém podilu vaziva
ukazujeme na obrazku 19.
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regions of interest!

B: quadrate lopia

Obr. 19 Ilustrace detekovanych rozdili objemového podilu jaterniho vaziva.

Néhodné vzorkované mikrofotografie (FOV) ilustruji detekované rozdily v objemovém podilu vaziva mezi
jaternimi laloky (A—C) a mezi tfemi makroskopicky definovanymi oblastmi jaterniho parenchymu (ROI)
v zavislosti na jejich poloze v cévnim fecisti jater prasete domaciho (D-F). Nizsi (A), vyssi (B) a primérny
(C) objemovy podil interlobularniho vaziva postupné v lobus sinister medialis, lobus quadratus a lobus dexter
lateralis. Parakavalni ROI (D) obsahoval nejmensi podil interlobularniho vaziva, zatimco paraportalni (E) a
periferni (F) ROI méli podil interlobularniho vaziva vyssi. Barveno anilinovou modii s jadrovou ¢erveni
(v8imété si nerovnomérného obarveni preparatd i pres postup dle stejného barviciho protokolu). Méfitko
odpovida 500 pm. Zdroj: Mik et al. 2018.
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4.4 Vypocet koeficientu chyby

Ve stereologické praxi nezname velikost rozdilu mezi vyslednym odhadem a skute¢nou
velikosti zkoumaného parametru. Velikost koeficientu chyby (CE) ndm udava, jaka cast
chyby je zpisobena vzorkovanim. Vypocet CE uvadime na ptikladu kvantifikace
interlobularniho vaziva, pro kvantifikaci ostatnich parametrt byl vypocet CE podobny (obr.
20). K vypoctu jsme pouzili Materhorntiv kvadraticky aproximativni vzorec pozménény ke
stereologickym uceliim (Gundersen a Jensen 1987).

Na 12 ekvidistantnich fezech ve Ctyfech nahodné vybranych tkanovych blo¢cich jsme
pomoci bodové miizky kvantifikovali interlobuldrni jaterni vazivo. Variabilita mnozstvi
vaziva mezi sériovymi snimky byla odhadnuta dle néasledujicich rovnic. Nejprve jsme zjistili
velikost variability metody point counting, tzv. Nugget effect:

b
Nug = 0,0724 X 7 X nxYP,

kde b oznacuje obvod zkoumané oblasti, @ oznacuje obsah zkoumané oblasti, n oznacuje
pocet kvantifikovanych fezii a P oznacuje soucet prusecikii s kvantifikovanym objektem.
Dale jsme ptipocitali k variabilité¢ metody point counting variabilitu kvantifikované plochy
vaziva mezi jednotlivymi fezy (Varsgs):

__ (3(A-Nug)-4B+C)
Varsgs = 20 s

kde A udava soucet druhych mocnin poctu pruseciki s kvantifikovanym objektem na
jednotlivych fezech, B oznacuje nasobek poctu prisecikl s kvantifikovanym objektem na
dvou sousednich fezech, C oznacuje nasobek poctu priseciki s kvantifikovanym objektem
na fezech vzdalenych ob jeden fez. Tim jsme ziskali celkovou variabilitu kvantifikace, z niz
jsme byli schopni vypocitat CE:

JNug+Varsgs
CE = —F%F—.
P
Analyzou c¢tyf souboril 12 sériovych fezll jsme pak vypocetli minimalni mnoZstvi fezi pro
spolehlivou kvantifikaci vaziva (obr. 20). Data naznacuji, Ze kvantifikace ze Ctyf fezl na
blocek namisto jednoho by snizila CE na pfijatelnou hodnotu ptiblizné 0,11. Obdobné& pfi
analyze CE morfometrickych parametrii hepatocyti data naznacuji, ze pii pouziti 36
tkanovych blocki na jedna jatra je velikost CE pfiijatelna (0.014-0.018).

4.5 Vypocet minimalniho poctu vzorkii v porovndavanych skupindach

Na obr. 21 ukazujeme minimalni mnoZstvi histologickych vzorkt, které je potrebné
k detekovani relativniho narGstu mnozstvi vaziva v riiznych jaternich lalocich a v rizné
poloze ve vztahu k jaternimu cévnimu fecisti (ROI). Potiebné mnozstvi histologickych
vzorkl ostfe klesa se zvySujicim se mnozstvim ocekavaného nariistu vaziva. Tento jev je
jesté vice zvyraznén v lalocich s relativné vys§i mirou intralobarni variability mnoZstvi
vaziva mezi jednotlivym ROI jaterniho laloku (napf. lobus quadratus, lobus sinister lateralis,
obr. 21). Déle jsme se pokusili modelovat situace experimentu, pii némz nezname
anatomicky lalok, ze kterého vzorek pochézi, ale zname jen ROI (obr. 21), a naopak, pfi
némz zname anatomicky lalok, ze kterého blocek pochazi, ale nezname ROI (obr. 21).
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Obr. 20 Klesajici koeficient chyby kvantifikace jaterniho vaziva v zavislosti na mnozstvi pouZzitych
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Obr. 21 Priklady vypoctu potiebného mnozZstvi tkanovych blockii pro detekci ocekavaného relativniho
nardstu mnozstvi vazivav zavislosti na jaternim laloku a poloze blo¢ku v cévnim Felisti jater.

Na kazdém z vyobrazenych grafii zndzorfiuje osa x ofekavany procentualni nardst vaziva (napt. 30% nardst
mnozstvi vaziva odpovida udaji 130% na ose x). Osa y ukazuje potiebné mnozstvi tkafiovych blockd na
zkoumanou skupinu k detekci oekavaného naristu mnozstvi vaziva dle Chow et al. (2007). Jak je patrno
z graf, potfebné mnozstvi tkanovych blockt rapidné klesa s rostoucim ocekdvanym narGistem mnozstvi
vaziva. (A) U samcich jater prasete domaciho jsme zjistili nejvétsi koeficienty nitrolalokové variability u lobus
sinister medialis. K detekei napt. 30% narlstu mnoZzstvi vaziva je potifeba 40 blockl z paraportalni oblasti
(paraportalni ROI) a 61 tkanovych blockt z parakavalniho ROI. (B) Pro lobus quadratus byla charakteristicka
prumeérna nitrolalokova variabilita v mnozstvi vaziva. K detekovani napt. 30% nartistu mnozstvi vaziva 11
blockl z paraportalniho ROI a 47 blockl z parakavalniho ROI. (C) V pfipadé€, ze bychom neznali lalok,
z nehoz tkanovy blocek pochazi, a znali pouze ROI (slouceni lalok), k detekci 30% narGstu mnozstvi vaziva
by bylo zapotiebi alesponl 24 tkanovych blo¢ka z paraportalniho ROI pro kazdou ze zkoumanych skupin. (D)
V piipade€, Zze bychom porovnavali mezilalokovou variabilitu slou¢enim ROI, detekovani stejného narlstu
mnozstvi vaziva pro lobus dexter medialis (Seda ¢ara) vyzaduje méné tkanovych blo¢kt, nez detekovani
stejného nardstu mnozstvi vaziva pro lobus sinister medialis (Cerna ¢ara). Z téchto vypoctd vyplyva dalezitost
znalosti pozice bloc¢ku v jatrech (lalok a ROI) a jejiho respektovani pii nasledné histologické analyze. Zdroj:
Mik et al. 2018, upraveno.
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4.6 Histologické poznatky kvalitativniho charakteru

Na obrazku 22 a 23 ukazujeme histologické snimky s typickymi nalezy pro jaterni laloky.
Mimo pravidelné uspotadané jaterni lalicky (obr. 22 a 23), jsme nalezli i n€kolik méné
obvyklych histologickych znakli. V parakavalni oblasti lobus caudatus byly subkapsularni
hepatocyty v jaternich laliccich prodlouzené (obr. 23). Nemizeme vSak vyloucit, Ze se jedna
o artefakt vznikly pii odbéru a zpracovani vzorku. Na periferii lobus sinister medialis jsme
pozorovali vétveni ¢i vicecetnou v. centralis (obr. 23). Ve stejnych mistech prasecich jater
byly ptitomny netplné oddélené jaterni lalicky (obr. 23).

2 - 3 ¥y csOb e 3 T S S
Obr. 22 Mikroanatomie prasecich jater na iezech obarvenych riznymi histologickymi technikami.
Barveni hematoxylinem a eozinem (A), anilinovou modii s jadrovou Cerveni pro detekci kolagenu (B),
Gomoriho metodou stiibfeni pro detekci retikularnich vlidken (C, E), barveni pikrosiriovou ¢erveni pozorované
v polarizovaném svétle pro detekci kolagenu typu I a III (D), barveni metodou PAS (G, H), lektinova
histochemie s pouzitim lektinu Ricinus communis agglutinin (I). (A-C) Morfologické jaterni lalicky
ohrani¢ené vazivem. (D, E) Detail portalniho prostoru s portalni triddou (ZluCova céva, véve a. hepatica
propria, vétve v. portae obklopené jaternim vazivem). (F) Itoovy bunky (Sipky). (G) Dvoujaderny hepatocyt
(Sipka). (H) Charakteristicky znak hepatitidy: shluk Kuppferovych bunék po fagocytovani zbytkd bunék
(Sipky). (I) Fenestrovany endotel jaternich sinusoid (Sipka) a zlu¢ové kanalky, které jsou tvofeny membranami
apikalnich polt sousednich hepatocytd (krouzky). Métitka odpovidaji 100 um (A-C), 50 um (D-I). Zdroj:
Eberlova et al. 2020.
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Obr. 23 Vyobrazeni histologickych nalezii morfologické povahy v prase¢ich jatrech.
(A) Typické usporadani prasecich morfologickych jaternich laltackt. (B) V parakavalni oblasti lobus caudatus
jsme pozorovali zplostélé a protazené hepatocyty v jaternich lalticcich v blizkosti vazivového pouzdra jater.
Nelze vSak vyloucit, ze toto uspofadani vzniklo artificialné. (C) Na periférii lobus sinister medialis jsme
pozorovali viceCetnou (nebo vétvici se) v. centralis (zelené Sipky). (D) Na perifiérii lobus sinister medialis jsme

rovnéz pozorovali netiplné oddélené jaterni pseudolalticky (zluté Sipky). Barveno anilinovou modii s jadrovou
ceveni. Méfitka odpovidaji 500 pm (A), 100 um (B), 200 um (C, D). Zdroj: Mik et al. 2018.
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5 Diskuze

Pti hodnoceni anatomické podobnosti jater prasete domaciho s jatry lidskymi nardazime na
zasadni nedostatek. Pfestoze byla jatra prasete doméciho navrzena jako vhodny modelovy
organ v biomedicinském vyzkumu a jsou povazovana za podobnd jatriim lidskym, nebylo
doposud definovano, co je za tuto podobnost povazovano. Jako vétSina lidi uréitym obecné
dohodnutym zptsobem chape vyznam napft. abstraktnich pojmi laska a strach, pfi snaze o
jejich definovéani nardazime jednak na obtiZe s pojmoslovnym aparatem uzitym k jejich
definovani (laska —naklonost, starostlivost; strach — Spatny pocit, nepfijemna emoce), jednak
na individudlni a kulturni rozdily v blizSim pochopeni téchto pojmi (laska — sexualni
ptitazlivost, sebeob&tovani; strach — ptirozend odpoveéd’, projev zbabélosti). Obdobné lze
ocekavat 1 u vyznamu pojmu podobnosti interindividudlni odliSnosti. Nedefinovanim
anatomické podobnosti je ¢tenar implicitné odkazovan na domnély obecny konsenzus o
podobnosti. Ov§em bez jasné stanovené hypotézy neni mozné tuto testovat, a tak se ptipadny
zaveér stava relativnim. V této praci jsme piedlozili nckolik moznych pohledi na
mezidruhovou klinicky aplikovatelnou definici konceptu anatomické podobnosti, které jsme
pretavili do testovatelnych otazek (viz kapitola 2).

K vyzkumu jsme vyuzili jatra z prasat, kterd slouzila k nacviku chirurgickych technik
v ramci odborné piipravy lékaii. Divodem vyuziti prasete domdaciho jako pokusného
modelu je jeho systémova podobnost s lidskym organizmem. Tento nacvik nelze nahradit
vyukou na niz§ich taxonech ani na modelech. Tyto jsou nedostacujici a neodpovidaji
skute€nosti, s niZ se 1¢kafti setkdvaji v klinické praxi. Modely nemaji adekvatni fyziologické
chovani, které je nezbytné pro zdarnou a skute¢nou vyuku, napi. krvéceni, srazeni krve,
dychaci exkurze, apod. ,,Replacement” dle smérnice Evropského parlamentu a rady
2010/63/EU (dale jen smérnice EU) neni tedy mozny. Provadéné vykony mély za cil
pfipravit studenty pro zvladnuti obtiznych operac¢nich vykont v humanni medicing. Operace
na velkém zvifeti je totiz jedinou moznosti, jak prakticky vyzkousSet a nacvicit operacni
techniky blizké humanni medicin¢ z oblasti vSeobecné, bfisSni a hrudni chirurgie,
neurochirurgie a urologie (vykony zahrnujici laparotomii, torakotomii, cholecystektomii,
splenektomii, nefrektomii, stfevni anastomozy, cévni anastomoézy, uretero-cystické
anastomozy, apod.). Pouzitim organt k dal$imu vyzkumu z takovych experimentii se navic
drasticky snizuje mnoZstvi potfebnych zvifat utracenych pro védecké ucely (dle zdsady
,Reduction* smérnice EU).

5.1 Anatomicka podobnost

U prestického Cernostrakatého prasete popisujeme standardné pét jaternich lalok: lobus
caudatus, lobus dexter lateralis, lobus dexter medialis, lobus sinister medialis, lobus sinister
lateralis (lobus quadratus byva pln¢ vyvinut v piiblizné tfetin¢ piipadi). Publikovany pocet
lalokt jater prasete domaciho se pohybuje od tfi (Lehmann et al. 2008), ptes Ctyii (Witter et
al. 2017), pét (Court et al. 2003), az po nami potvrzenych Sest (Junatas et al. 2017). Pocet
jaternich lalokli piestického cernostrakatého prasete tak spiSe odpovidd horni hranici
publikovaného poctu prasecich jaternich laloki. UrCitou roli zde mulZe sehravat
meziplemenna variabilita, zhodnoceni jejiho vyznamu vSak komplikuje fakt, ze plemeno
zkoumaného prasete nebyva vzdy uvadeéno (viz napt. Zanchet a Montero 2002; Court et al.
2003; Lehmann et al. 2008; Bekheit et al. 2017; Witter et al. 2017). Dal§i proménnou je vek
zkoumanych prasat: protoze jsme zkoumali nedospélé jedince, je potieba pocitat i
s morfologickou nedefinitivnosti jaterniho parenchymu.
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Rexova-Cantlicho linie, kterd odd€luje embryonalni a morfologické poloviny jater
(hemiliver), mtze byt dobfe patrna po podvazu jedné z vétvi v. portae (Liska 2016). U nami
zkoumaného souboru prasat se ale hranice mezi pravou a levou polovinou jater (hemiliver)
povrchové nachdzi v misté levé mezilalokové ryhy, coz je v rozporu s publikovanymi
pracemi, které naznacuji pribéh Rexovy-Cantlieho linie ve fissura ligamenti teretis. Tento
poznatek je zalozen na analyze CT snimkil z Sesti korozivnich preparati jater prasete
domaéciho, na nichz ramus dexter v. portae zasoboval 19 % az 40 % jaterniho parenchymu,
a podilel se tak na zasobeni lobus caudatus a lobus dexter lateralis. Podil na zasobeni
jaterniho parenchymu z ramus dexter et sinister v. portae je tak u nami zkoumaného souboru
Sesti prasat doméacich v porovnani se zasobenim jater ¢lovéka opacny. OvSem i pies tento
rozdil bylo mozno jatra rozdé€lit do osmi jaternich segmentli dle Couinauda na zaklad¢
vétveni v. portae.

Naopak ve shodé s publikovanymi zavéry se jaterni branka nachazela na visceralni plose
jater a v. portae se obvykle délila nékolik centimetrli pfed vstupem do jaterniho parenchymu
pred pravymi laloky (Zanchet a Montero 2002; Court et al. 2003) (obr. 12 a 13). Zluénik byl
také zanotfen do lobus dexter medialis a oddéloval lobus quadratus — je-li tento pfitomen
(Konig a Liebich 2002) (obr. 12 a 13).

5.2 Morfometrické parametry jednojadernych a dvoujadernych hepatocytii

Interpretace odhadnutého objemu jednojadernych Vn(MnHEP) a dvoujadernych hepatocytt
Vn(BnHEP) v porovnani s publikovanymi daty pro jiné Zivocichy neni jednoznacna (tab. 4).
Rohr et al. (1976) odhadl za pouziti stereologie velikost lidskych hepatocytti na 11305 pm?.
Na podobnych metodologickych zdkladech byl kvantifikovdn objem hepatocytii na
histologickych fezech u samic potkanti (Jack et al. 1990), u nichzobjem MnHEP ¢inil 4740
um? a BnHEP 6930 pm?. Karbalay-Doust a Noorafshan (2009) odhadli primérny objem
hepatocytti u mysi na 5300 pm?>. Marcos et al. (2016) odhadl primérmy objem MnHEP u
potkanich samcii na 6044 pm?, u samic na 4789 um?, zatimco objem BnHEP ¢inil u samcii
7530 um?> a u samic 6565 pm®. Hammad et al. (2014) odhadl primérny objem hepatocytii u
mys$ina 5128 pm>. V naSem vyzkumu byl priimérny objem jednojadernych hepatocytti 3670
+ 805 um’® (primér + SD), dvoujadernych hepatocytd 7050 + 2550 pum?®. Objem
dvoujadernych hepatocytii prasete domaciho je tak podobny s objemem dvoujadernych
hepatocytii potkanich jater (Jack et al. 1990; Marcos et al. 2016). Navic jsme zjistili, Ze
objem dvoujadernych hepatocytii je v porovnani s jednojadernymi hepatocyty témér
dvojnéasobny. Dle zjisténi Watanabe a Tanaka (1982) a Peinado et al. (1990) odpovida
velikost hepatocytli souctu chromozémovych sad vSech jader hepatocytu (ploidie) a objemu
uskladnénych tukovych kapének.

Tab. 4 Stereologicka kvantifikace objemu hepatocyti u vybranych Zivocichi.

Objem hepatocyti [um?]

Genus Jednojaderné Dvoujaderné Citace
Homo 11305 Rohr et al. 1976

M 5128 Hammad et al. 2014

us
5300 Karbalay-Doust a Noorafshan 2009
Q 4740 Q 6930 Jack et al. 1990
Rattus
46044 Q4789 & 7503 Q6565 Marcos et al. 2016
Sus 3670 7050 Nas vyzkum (Junatas et al. 2017)
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Mezi jaternimi laloky ptestického Cernostrakatého prasete jsme nepozorovali signifikantni
rozdily ve velikosti hepatocytli, v jejich mnozstvi a v podilu jednojadernych a
dvoujadernych hepatocytti. Ztoho vyplyvd, ze pro experimentdlni studium jaterni
regenerace napi. po hepatektomii ¢i castecné lobektomii (Bruha et al. 2015) mohou byt
vyuzivany jednotlivé laloky a to i pro kvantitativni histologii. Za ptedpokladu, ze pro
vzorkovani nebude vyuzito signifikantné¢ méné vzorka nez v nasi studii, bude morfometrie
hepatocytil nezkreslena i v ptipad¢, ze vzorky budou pochazet z riiznych jaternich lalok.

Pti zkoumani intralobarnich rozdili morfometrickych parametra hepatocyti jsme detekovali
signifikantni rozdily ve velikosti jednojadernych hepatocytl a v celkovém poctu hepatocytt
v zavislosti na jejich pozici v cévnim fecisti jater. Relativné vétsi jednojaderné hepatocyty a
celkové nizsi pocCet hepatocytd na periférii jaternich lalokl zdiirazituje nutnost pouziti
systematického vzorkovani v ptfipadé¢ porovnani vzorkl z jaternich lalokii s vyraznou
hierarchii vétveni jaternich cév (napi. vétev druhé generace a paté generace). Biologicky
podklad téchto rozdilli neni jednoznacné urcitelny. Je zndmo, ze velikost bunck savct je
regulovana ve vztahu k pritbéhu bunééného cyklu (Shen et al. 2000), ov§em bylo prokézano,
Ze bunécnd proliferace a bunécny cyklus jsou oddélené procesy (Fingar et al. 2002). Pro
zdarny prab¢h jaterni regenerace bylo také hypotetizovano s roli koordinace procest
proliferace a bunécné replikace (Fausto a Campbell 2003), ovSem doposud neni znamo, jak
se méni objem hepatocyti v kontextu bunécného cyklu a zda je rychlost proliferace a
bunécéného cyklu ovlivnéna vzdalenosti hepatocytli od vétsich vétvi v. portae a a. hepatica
propria.

Proteiny, jako membrdnové transportéry, mechanosenzitivni iontové kandly (citlivé na
zmény objemu ¢i na protazeni) nebo molekuly plnici funkci bunécnych osmolyti hraji
klicovou roli v regulaci velikosti buiikky (Hoffmann a Dunham 1995). Neni v§ak zndmo, zda
je exprese téchto proteint stejna v ramci celého laloku. Pfipadna odlisnd mira exprese téchto
proteinl by mohla vysvétlit pozorované rozdily ve velikosti hepatocyti. Také 1ze oCekavat
jistou miru zonalnich odliSnosti enzymi v ramci jaterniho lalticku pfi popisu pericentralnich
a periportalnich oblasti jaterniho lalicku (Spear et al. 2006).

Je zndmo, ze se s vékem zvySuje polyploidizace hepatocytl (stejné tak v reakci na stres), coz
vede ke zvySeni objemu hepatocyti (Pandit et al. 2013). Kdyby byly periferni oblasti
jaternich lalokt jejich vyvojove€ nejstar$i casti, obsahovaly by také nejvétsi polyploidni
hepatocyty. Tanami et al. (2017) zmapoval distribuci polyploidie v jatrech potkana a
prokdzal, Ze mira polyploidie ma prostorové odliSnosti v tom smyslu, Ze v ramci jaterniho
lalicku postupuje rychleji v zoné uprostied mezi zoénou periportalni a pericentralni nez
v obou téchto zénach. Diploidni a polyploidni hepatocyty vznikaji predevSim pii selhani
cytokineze (Duncan 2013; Gentric a Desdouets 2014) a maji podporovat jaterni
homeostatické a regenerativni zmény (Gentric et al. 2012; Pandit et al. 2013; Wang et al.
2015a). Navic se zda, Ze jsou aneuploidni hepatocyty rezistentni viici chronickym jaternim
onemocnénim a podileji se na jaterni regeneraci (Duncan 2013).

Kdybychom méli naSe poznatky zobecnit do praktickych doporuceni, vzhledem
k pozorovanym rozdiliim ve velikosti a poctu hepatocytli v zévislosti na jejich poloze
v jaternim fecisti, morfometrie hepatocytli mize byt pomérné snadno zkreslena, budeme-li
provadét kvantitativni histologii na vzorcich odebranych z blizkosti velkych jaternich cév a
z periférie jaternich lalok.

Jak je patrno z nasich vysledkdl, zdrava prasata domaci stejného plemene, o stejném veku,
s podobné¢ velikymi jatry (813 £ 85 ml), kterd konzumovala stejnou stravu a o néz bylo
pecovano identicky, se mohou signifikantné odliSovat ve velikosti a poctu hepatocytl a
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v poméru mnozstvi dvoujadernych hepatocytti. Na druhou stranu Stegemann et al. (2000)
prokazali na praseCich hepatocytech, izolovanych z riznych jedinct, Ze jejich primérna
velikost zastava konstantni. Vzhledem k omezenému poctu jedinct v nasi studii
morfometrie hepatocytli, nelze spolehlivé porovnat morfometrii samcich a samicich
hepatocytti. Mizeme tedy pouze uvazovat o roli pohlavniho dimorfizmu, ktery by mohl
alespon z ¢asti vysvétlit pozorované rozdily. Nicméné u nami zkoumanych nedospélych
selat 1ze oc¢ekavat pouze minimalni vliv pohlavnich hormonti na morfometrii hepatocyta.
Podrobné prace na jatrech potkanii (Marcos et al. 2015b; 2016) prokazaly v jatrech samic
vys$si pocet hepatocytii na gram analyzované tkan¢ a soucasné vyssi pocet dvoujadernych
hepatocytli, a tim 1 vyS$i regenerativni potencial samicCich jater, v porovnani se samc¢imi
potkanimi jatry. V tomto kontextu je také nutné zdiraznit, Ze pocet jader pozorovanych
v optickém mikroskopu pfi rutinnich histologickych vysetfenich se odlisSuje od ploidie
hepatocytii, kterda je pozorovana pokro€ilymi histologickymi metodami (jako je
jednomolekulovéd hybridizace in situ). Hepatocyty se dvéma ¢i vice jadry totiz mohou
obsahovat dvé, ¢tyfi, osm i vice chromozdémovych sad (Tanami et al. 2017). Na rozdil od
naSich poznatkll (4% podil dvoujadernych hepatocytll) pozoroval Vinogradov et al. (2001)
u prasete domaciho o nespecifikovaném véku 54 % podil dvoujadernych hepatocytii s ploidii
2 x 2c¢. Pravdépodobnym vysvétlenim tohoto rozdilu mtze byt podle Guidotti et al. (2003) a
Gentric et Desdouets (2014) postupny rist ploidie hepatocytti s vékem.

Pii pokusu o interpretaci biologického vyznamu pozorovanych rozdili v morfometrii
hepatocyti musime upozornit, Ze pozorované morfometrické parametry vykazuji
statistickou korelaci, a tedy nejsou na sob& zcela nezéavislé. V oblastech s vétSimi
jednojadernymi hepatocyty jsme pozorovali také vétsi dvoujaderné hepatocyty. Podobné
v oblastech s vét§simi jednojadernymi hepatocyty byl nizsi podil dvoujadernych hepatocyta.
polyploidie (Pandit et al. 2013), ovS§em neni znamo, zda je vyssi vyskyt polyploidie pti¢inou
pozorovanych korelaci velikosti a poméru jednojadernych a dvoujadernych hepatocytt.

V oblastech s vétsimi hepatocyty jsme napocitali méné hepatocyti. Vysvétleni tohoto jevu
je nasnadg¢: jestlize pozorujeme ve stejném referenénim prostoru vetsi buiiky, vejde se ndm
jich sem méné€ a méné jich 1 spocitame. OvSem situaci ndm doposud komplikovala neznalost
dalSich stavebnich komponent jater: objemovy podil jaternich cév a jaterniho vaziva.
V ptipad€ mapovani jaterniho cévniho tecisté bylo v posledni dobé navrzeno ekonomické
feSeni mapovani makro- i mikroskopického feciste¢ (Debbaut et al. 2012; 2014b). Lze jej
dosahnout kombinaci histologického pfistupu s trojrozmérnou analyzou a stereologickou
kvantifikaci jaternich mikrocév za pouziti nCT korozivnich preparati jaterniho cévniho
reCist¢ (Eberlova et al. 2016; Jifik et al. 2016). Navic je mozno spojit kvantitativni data o
velikosti a poctu hepatocytli s viceuroviiovym modelovanim jaterni perfuze (Debbaut et al.
2014a; Peeters et al. 2015). Objem jaterniho vaziva v riiznych oblastech jaternich lalokt a
ve vztahu k jaternimu lalicku diskutujeme nize.

5.3 Kvantifikace interlobularniho a intralobularniho vaziva jater

Po navySeni poctu zkoumanych jedinci na Sest samcl a Sest samic jsme v piipadé
kvantifikace jaterniho vaziva detekovali signifikantni mezipohlavni rozdily. Detekovana
pfedevsim pak estrogenu, ktery ma protektivni G€inky vi€i fibrogenezi (Yang et al. 2014).
Pravdépodobné z toho ditvodu dosahuje mnozstvi jaterniho vaziva u Zen pfed menopauzou
(Yang et al. 2014), stejné tak jako u samic potkanti (Marcos a Correia-Gomes 2015), nizSich
hodnot v porovnani s muzi/samci. Hlavnim rozdilem v nérastu jaterniho vaziva u samct
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potkant je v ukladéani perisinusoidalniho vaziva s vékem (Marcos a Correia-Gomes 2015).
Nas vyzkum tak podporuje hypotézu o obecné vy$Sim mnozstvi vaziva u samct daného
druhu. Interpretaci vSak opét komplikuje vék nami zkoumanych nedospélych selat, u nichz
ocekavat pouze minimalni vliv pohlavnich hormonti. Duhou linii interpretace pozorovaného
dimorfizmu by mohl byt vztah relativni velikosti jater a jaterniho vaziva: pfi mensi velikosti
jater u samic je potieba relativné mén¢ vaziva jako kotevni struktury pro jaterni cévy, nervy
a bunky a pro buné¢nou signalizaci v porovnani s vétSimi jatry sam¢imi. OvSem v této linii
interpretace chybi relevantni data pro Ci proti této hypotéze.

Pokud je ndm znamo, doposud neexistuji relevantni data, kterd by vysvétlovala ndmi
pozorované rozdily v mnozstvi vaziva mezi jaternimi laloky a v riiznych oblastech jaternich
laloki. Dosud publikované prace studujici distribuci jaterniho vaziva poukazuji na
kolokalizaci kolagent typu I a typu 111, a to jak vné jaterniho lalicku v portalnich prostorech,
tak uvnitt jaterniho lalicku (Mak et al. 2012), zatimco kolagen typu IV se nachazi pouze
uvniti jaterniho lalicku (Mak et al. 2013). Nami detekované vys$S$i mnozstvi vaziva na
periférii jaternich lalokti mize byt pfedmétem dalSiho vyzkumu dvojim zplsobem: 1.
zmapovanim distribuce fibrogennich buné¢k a 2. mapovanim lokalnich rozdilt
v mikrocirkulacnim fec€isti (Zhang et al. 2015). Ackoli byly fibrogenni bunky v jatrech
zkoumény (Kisseleva 2017; Zhao et al. 2016), jejich distribuce v riznych ¢astech jater
nebyla doposud zmapovana. Nami pozorované vétsSi mnozstvi vaziva na periférii jaternich
laloki mize byt vysvétleno blizkosti mezotelovych bunék, které byvaji povazovany za
jaterni fibrogenni buiky (Lua et al. 2015).

Pfi porovnani mnozstvi vaziva vné (interlobularni) a uvnitt jaterniho lalticku (pericentralni
a perisinusoidalni sumarizované do intralobularniho vaziva) je zarézejici jeho zanedbatelné
mnozstvi uvnitt jaterniho lalicku (<0,2% jak u samcid, tak u samic): podil
perisinusoidalniho vaziva byl u samct 0,003 + 0,02 % a 0,002 = 0,02 % u samic, podil
pericentralniho vaziva pak byl 0,03 = 0,1% u samcti a 0,04 = 0,1 % u samic. To je v rozporu
s publikovanymi vysledky pro potkani jatra (Marcos et al. 2015a), kde byl pozorovéan 70 %
podil intralobularniho kolagenu (soucet kolagenii oznacenych autory jako ,,intralobularni* a
»kolem centralni venuly*). Mezi mnoZzstvim intralobuldrniho kolagenu a poctem hepatocytli
(r=0,47) a Itoovych bun¢k (r = 0,50) byla navic u potkani detekovana stiedni mira korelace
(Marcos a Correia-Gomes 2016). V nasem vyzkumu jater pieStick¢ého Cernostrakatého
prasete jsme vSak pozorovali opac¢nou tendenci: mensi pocet relativné vétSich hepatocyti
byl pozorovan na periferii jaternich lalokt (ROI), kde bylo souc¢asné nalezeno vétsi mnozstvi
vaziva. V kontextu interpretace rozdilné distribuce jaterniho vaziva vzhledem k jaternimu
lalicku byla vznesena hypotéza o naristu kolagenu podél sinusoid se starnutim jedince
(Marcos a Correia-Gomes 2016). ProtoZe jsme zkoumali nedosp€lé jedince, nejsme schopni
navrsit evidenci zZadnym smérem.

Relativni objem jaterniho vaziva piesStického Cernostrakatého prasete v nasi studii zapada do
obecné kvalitativni pfedstavy o vétSim mnoZstvi jaterniho vaziva u prasete domaciho
v porovnani s jinymi zivocCichy 1 ¢lovékem: u psa, kozy, koné, kocky a ¢lovéka je jaterni
vazivo stéZi viditelné, zatimco u morcete, kiecka, ovce a prasete je zietelné (Chen et al.
2013c; Madhan a Raju 2014; Witter 2017). OvSem pii pokusu o kvantitativni porovnani
nardZime na zéasadni a Casty nedostatek studii kvantifikace jaterniho vaziva, a sice
nereprezentativni vzorkovani (Marcos et al. 2012): kvantifikace jaterniho vaziva obvykle
probiha jen na malé ¢asti jaterniho parenchymu, ktery byva ve vétsin€ piipadii odebran
z blize nespecifikované Ccasti jater o neznamé velikosti. Nestandardizovand metoda
kvantifikace pak miiZe stat za publikovanymi rozdily v mnozstvi jaterniho vaziva u rliznych
laboratornich zvitat (tabulka 5): z celkového poctu 165 publikaci (Google — Obrazky, ,,liver
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Tab. 5 Prehled publikovanych krajnich rozdili v mnoZstvi jaterniho vaziva u
laboratornich zvirat, kvantifikace na histologickych f‘ezech.

Za povsimnuti stoji prace Sobervals et al. 2016, v niz autoii publikovali téméf
tfinactinasobny rozdil v mnozstvi jaterniho vaziva mezi dvéma zdravymi populacemi
laboratornich potkanti. Symbol ~ znaci ptibliznou hodnotu, ktera byla odectena z grafu.
IHC — barveno protilatkami proti uvedenému typu kolagenu; Sirius — barveno
(pikro)siriovou Cerveni; Masson — barveno Massonovo trichromem.

Genus Citace Metoda detekce MnoZstvi !atermho
vaziva
2 Atmaca et al. 2019 IHC — anti Coll zadna pozitivita
/M Yarpuzlu et al. 2014 Masson 6.17%
.8
5 Sarr et al. 2016 Masson 1.70%
Q ~~
S ‘s
T = Wang et al. 2013 Sirius 0.03%
25 Zou et al. 2007 Sirius 6.23%
—_
3
.é Masubuchi et al. 2013 Sirius 0.13%
2 Serna-Salas et al. 2018 Sirius ~5%
H
=
Erstad et al. 2018 Sirius ~7%
2 Huang et al. 2020 Masson 0%
= Hung et al. 2005 Sirius 0%
Zhao et al. 2019 Masson 5%
Grgurevic et al. 2017 Sirius ~0%
2 Chen et al. 2020 Masson ~0.06%
= Qiu et al. 2020 Sirius 5%
~ Sobrevals et al. 2016 Sirius ~0.5%/~6.3%
Yang et al. 2020 Masson ~8%

collagen”, leden a unor 2021), vnichZ bylo kvantifikovdno vazivo na barvenych
histologickych fezech, byly vysledky zaloZeny na nezkreslené metodice pouze u péti studii.
Kvantifikace ve zbyvajicich 160 publikacich probihala na vzorcich, které byly ziskany na
zaklad¢ nejasného ¢i problematického vzorkovani (nejCastéji neprobéhla randomizace
odebirani tkanovych blockl a potfizovani histologickych fezl). Nezkreslena kvantitativni
data o mnozstvi jaterniho vaziva jsou tedy zndma pouze pro mysi (Clapper et al. 2013) a
potkany (Fallowfield et al. 2014; Marcos et al. 2015a; Marcos a Correia-Gomes 2016; Hoy
et al. 2018) (tabulka 6).

Diilezitost nestranného kvantitativniho pfistupu k odhadu mnozstvi jaterniho vaziva se vSak
ukdzala v nasi praci, nebot’ kvantifikace odhalila signifikantni mezipohlavni, mezilalokové
1 intralalokové rozdily v mnozstvi vaziva, které nejsou detekovatelné ani rutinni kvalitativni
histologii, ani nestandardizovanou metodikou.
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Tab. 6 Objektivné kvantifikované mnozZstvi vaziva laboratornich savci.
Barveno (pikro)siriovou erveni.

Genus  MnoiZstvi vaziva  Pohlavi Vék Citace
Mus 1.45+0.07 % 3 neuvedeno Clapper et al. 2013*
~1.5% 48 2 mésice Fallowfield et al. 2014
2.0+0.3% 43 2 mésice
. Marcos et al. 2015a
Rattus 32+0.2% 48 18 mésich
~2.0% Q 2,6,12, 18 mésicu Marcos a Correia-Gomes 2016
~0.5 % 3 12, 20 tydnti Hoy et al. 2018
4.7+£2.4% 43 9-15 tydnli )
Sus Mik et al. 2018
36£22% Q 9-15 tydnt

*kvantifikace na zaklad¢ dvou lalokti — levy lateralni a pravy medialni

Pro pifenos naSich poznatki do humanni mediciny pro vyzkum lidskych jaternich chorob,
jako je chronické hepatiiida C (Besusparis et al. 2014), alkoholem podminéné onemocnéni
jater (ALD) a nealkoholové jaterni choroby (NALD) (Sakhuja 2014), primarni biliarni
cirh6za (Working Subgroup (English version) for Clinical Practice Guidelines for Primary
Biliary Cirrhosis 2014) nebo sklerotizujici cholangitida (de Vries et al. 2015), je na prase¢im
experimentalnim jaternim modelu potfeba pocitat s vétsim mnoZstvim jaterniho vaziva u
zdravych jedinct, které pfipomina fibrozu na jatrech lidskych (Saxena et al. 1999). Navic
ma intralobuladrni a interlobulérni vazivo u prasete odliSnou distribuci v porovnani s jatry
lidskymi.

5.4 Smrsténi jaterni tkané vlivem histologického zpracovani

Pii  histologickém zpracovani se tkan midze smrStit tfemi  zpasoby: 1.
homogenni/diferencialni smrsténi, 2. izotropni/anizotropni smrsteni, 3.
uniformni/neuniformni smrsténi (Dorph-Petersen et al. 2001). Homogenni smr§téni popisuje
stejnou miru smrsténi napfi¢ vSemi kompartmenty zkoumané tkanég, izotropni smrSténi
popisuje stejnou miru smrsténi zkoumané tkané ve vSech smérech a pii uniformnim smrs$téni
nelze nalézt lokalni rozdily v mife smrsténi. Mira smrsténi tkdné se lisi v zavislosti na
zkoumaném Zivoc¢iSném druhu, méni se s v€kem a se zdravotnim stavem (Mouton 2011,
s. 20). Navic zavisi mira smr$téni jaterni tkan€ na postupu krijeni mikrotomovou ¢i
vibratomovou pilou (Dorph-Petersen et al. 2001; Gardella et al. 2003), na pouzitém fixativu,
dehydratacnim c¢inidle a zalévacim médiu (Gardella et al. 2003; Mouton 2011, s. 20).
Nejvétsi mira zkresleni byla pozorovana pii zalévani histologickych fezli do parafinu, u
nichz bylo popsano 50 az 60% smr$téni oproti piivodnimu stavu (Howard a Reed 2005, s. 80;
Mouton 2011, s. 32; Marcos et al. 2012). V ptipad¢ stereologickych studii je zasadnim
problémem zkresleni tloustky histologického tfezu, kterd vede ke zkreslené informaci o
prostorovych charakteristikdich studovaného objektu (Dorph-Petersen et al. 2001;
Baryshnikova et al. 2006; von Bartheld 2012).

V nasi praci (Junatas et al. 2017) jsme naméfili linearni pomér smrSténi tkdné€ po a pied jeji
fixaci, dehydrataci a zalitim do parafinu ve vSech tfech prostorovych osach: poméry smrsténi
os ¢inily x’/x = 0,897 + 0,071, y’/y = 0,938 +£ 0,043, z’/z = 0,803 £+ 0,033, pficemz osy x a y
byly rovnobézné s povrchem jater, osa z byla na povrch kolma. Signifikantnich odliSnosti
dosahovalo pouze smrSténi v ose z, coZ by mohlo znacit anizotropni smrsténi prasecich jater
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vlivem histologického zpracovani. Proces randomizace orientace tkanovych blocki ale vedl
k tvorbé pfiblizné 67 % histologickych fezi, které byly signifikantné smr§tény v jedné ose.
V ptipadé randomizace orientace pak inil primérny pomér objemu blocki po a pred zalitim
0,675 £ 0,058.

V ptipadé vlivu smrsténi tkan€ na stereologicky odhad parametri pomoci pomérd, jako napft.
plosny podil ¢asti tkan€, nejsou autofi za jedno (Baddeley a Jensen 2004, s. 202; Mouton
2011, s.20-21). Proponenti zkresleni pomeérovych parametrd vychéazeji z prace
Braendgaarda a Gundersena (1986), ktera rozviji starSi praci Hauga (1985). Braendgaard a
Gundersen (1986) ve své praci predstavili koncept ,,reference trap™ k prezkoumani praci,
které¢ zakladaly své kvantitativni zavéry na poméru mnozstvi studované struktury vici
referen¢nimu objemu. Proponenti zkresleni ovSem ukézali, Ze reference trap zkresluje
studované stereologické parametry pouze v trojrozmérném prostoru, zkresluje tedy
objemovou hustotu, povrchovou hustotu, délkovou hustotu a pocetni hustotu (Dorph-
Petersen et al. 2001; Guillery 2002; Gardella et al. 2003; Howard a Reed 2005, s. 12; Knust
etal. 2009; Mouton 2011, s. 21; Marcos et al. 2012). Zadna z téchto praci viak nespecifikuje
vliv typu studovaného smrsSténi: v piipadé, Ze by smrsténi bylo homogenni a uniformni
(ovlivituje vSechny kompartmenty tkan¢ stejnym zplisobem), pomeéry by zlstaly
neovlivnény (Baddeley a Jensen 2004). V naSem vyzkumu (Junatas et al. 2017) jsme sice
zjistili, ze praseci jaterni tkan se signifikantné vice smrstuje ve sméru kolmém na jaterni
povrch, ovSem stale neni zndmo, zda je toto smrsténi diferencialni ¢i homogenni.

5.5 Omezeni

V ptipadé kvantifikovanych morfometrickych parametri hepatocytii musime pocitat i
s omezenimi. Pfestoze jsme na analyzovanych fezech nepozorovali zadné histopatologické
zmény, zkoumanym prasatim nebylo provedeno biochemické vysetieni krve a nezndme
tedy hodnoty jaternich testli. Kvantifikaci morfometrickych parametrti hepatocytli jsme
provadeli na fezech barvenych metodou PAS, kterd barvi glykokalyxovy plast na
cytoplazmatické membrané hepatocytl. Takovy pfistup ma sice vyhody v piipade
zpracovani archivnich vzorkd, na druhou stranu vSak PAS—pozitivni glykogenova granula
snizuji kontrast mezi cytoplazmou hepatocyti a jejich bunéénou membranou. Pro
interpretaci morfometrickych parametrii hepatocytii v kontextu jaterni tkan¢ tak mohou byt
vyuzity 1 komplexné&jsi barvici protokoly, pro orientaci pfi analyze sériovych fezl lze
pfipadné vyuzit 1 skenovani celych fezli (Hoehme et al. 2010; Schwier et al. 2013; Hammad
et al. 2014).

Dalsim potencidlnim omezenim je vék zkoumanych prasat — protoZze nase morfometrické
analyzy byly provadény na selatech ve véku 9 az 15 tydnl, musime pocitat i
s ontogenetickymi proménami zkoumanych parametrti. V ptipad¢ ploidie hepatocytl
muzeme ocekavat se stdrnutim jedince jeji narist, v pfipadé mnoZzstvi jaterniho vaziva byl
sice studovan mechanismus fibrogeneze v pribéhu vyvoje jater (Lepreux a Desmouliére
2015), ovSem doposud nebyla publikovana prace kvantifikujici zmény v mnozstvi vaziva
behem vyvoje jater. Vliv pohlavnich hormonti na morfometrii hepatocytli a na mnozstvi
jaterniho vaziva bude u prepubescentnich selat pravdépodobné minimalni.

Velikost zkoumaného souboru jedincti byla minimalni vzhledem k pouZiti neparametrickych
statistickych testll pro porovnani zkoumanych parametrii (n > 6). U modelii velkych zvitat,
jako v pfipad¢ prasete domaciho, pracujeme se zasadou 3R — replacement, reduction,

vvvvv

vysledkt vlivem interindividudlnich rozdild, jsme vSak takto schopni studovat piipadny
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zjistény biologicky efekt zkoumanych parametrii na zkoumané populaci o mensim poctu
studovanych jedinct.

5.6 Dusledky nasich poznatkii a dalSi sméiovani vyzkumu

V piipadé vyhodnocovani histomorfometrickych parametri hepatocytii a distribuce
jaterniho vaziva u experimentll s prase¢imi jatry musime pocitat jednak s velkou
interindividualni variabilitou zkoumanych parametri, jednak s velkou variabilitou
parametrt v zavislosti na poloze odebraného tkanového blocku viici velkym jaternim cévam
a v pfipad¢ analyzy jaterniho vaziva navic s variabilitou parametrii v zavislosti na jaternim
laloku, z n¢hoz byly odebrany. Dal§im vyznamnym zdrojem variability v pfipadé analyzy
jaterniho vaziva prasete domaciho je obecné€ niz§i mnozstvi jaterniho vaziva u samic prasete
domaciho. Klinickym dopadem pozorované variability pak mohou byt odlisné patologické
zmeény jater v zavislosti na zkoumaném jaternim laloku (Richardson et al. 1986; Faa et al.
1995; Regev et al. 2002; Richard et al. 2005; Palladini et al. 2012). Nase poznatky jsou vSak
v souladu se zndmymi doporucenimi Gundersena a Osterbyho (1981), podle nichz za
pozorovanou biologickou variabilitu pfi typickém experimentu zkoumajicim variabilitu
odpovida pfiblizné ze 70 % interindividudlni biologicka variabilita.

Nasim doporoucenim je v ptipad¢ stereologického hodnoceni kvantitativnich parametrii
hepatocytii a mnoZzstvi jaterniho vaziva v prasecich jatrech zkoumat dostatecné mnozstvi
jedinct a tkanovych blocku tak, aby bylo mozno zachytit pfipadné zmény zkoumanych
parametrd. Z naSich publikovanych primérnich dat (Junatas et al. 2017; Mik et al. 2018) Ize
snadno provést analyzu sily testu, diky niz zjistime minimalni pocet jedincti ¢i tkanovych
bloc¢kl pro detekovani pfipadnych zmén. Na piikladu planovani experimentu, ve kterém
budeme ocekavat pokles primérného poctu hepatocyt o 20 % (z 97500 na 78000 bunék na
um?), budeme potiebovat alespoit osm jedincti na kazdou skupinu za piedpokladu, Ze
uvazujeme nejcastéji pouzivanou silu testu 1 — B = 0,8 (kde je B pravdépodobnost chyby II.
typu) a hladinu vyznamnosti a = 0,05 (Chow et al. 2007). DalSim pifedpokladem je
systematické vzorkovani tkanovych blockl pro histologické preparaty (jednak z periférie
jaternich lalokd, jednak z blizkosti velkych intrahepatalnich cév). V ptipad¢ vyhodnocovani
morfometrickych parametri hepatocytl po lobektomii ¢i hepatektomii je mozné ve
zkoumanych jatrech laloky zaménovat za predpokladu, Ze budou paraportalni, parakavalni
a periferni oblasti vzorkovany dle nasich doporuceni

Zasadni poznatky plynouci z kvantifikace jaterniho vaziva jsou patrny z tabulek 7 az 10.
Z na$i analyzy jednoznacné vyplyva dllezitost znalosti pozice blocku v jatrech (lalok a ROI)
a jejiho respektovani pii ndsledné histologické analyze. V jatrech samcti prasete domaciho
je prumérny podil interlobulédrniho vaziva v lobus dexter medialis 4,27 + 1,62 % (tab. 7).
Kdybychom ocekavali naptiklad 30% nartist podilu interlobularniho vaziva (na 5,99 %),
k detekci takového nartistu bychom museli porovnavat alespon 11 tkanovych blocki v kazdé
ze zkoumanych skupin (sila testu = 0,8, hladina vyznamnosti = 0,05), coz by vSak platilo
pouze v ptipadé, ze bychom znali pozici zkoumanych blockii vzhledem k jaternim lalokiim
a k hlavnim jaternim cévam (ROI) (tab. 8). Kdybychom znali pouze lalok, z néhoz blocky
pochazeji, bylo by potieba navysit pocet block na 20 v kazdé ze zkoumanych skupin (tab.
7). V ptipad¢, ze pozice zkoumaného blocku v jatrech neni znama, variabilita v mnoZstvi
vaziva mezi zkoumanymi jedinci, jednotlivymi laloky a ROI by dosahla takové trovné, Ze
bychom museli pouzit alespoii 36 blo¢kli pro kazdou ze zkoumanych skupin, abychom
detekovali 30% nartst jaterni fibrozy (tab. 7). OvSem v piipadé, Ze bude vzorkovaci schéma
reflektovat rozdily v mnoZstvi vaziva mezi jednotlivymi laloky a ROI, k nalezeni stejného
narlistu v mnozstvi vaziva bude zapotiebi mensiho poctu vzorki a vzorkovani se tak stane
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6 Zavér

Ve svétle naSich poznatkli se pokusime odpoveédét na sedm otdzek, které jsme polozili
v kapitole 2.

Ad 1. Jaka je normadlni variabilita v mnozstvi jednojadernych a dvoujadernych hepatocytii
v jatrech prestického Cernostrakatého prasete?

Ad 2. Jaka je normalni variabilita v objemu a v poctu jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytti v jatrech prestického Cernostrakatého prasete?

Primérny objem jednojadernych hepatocytti po korekci smrsténi byl ve vSech zkoumanych
vzorcich 3670 + 805 pm?. Priimérny objem dvoujadernych hepatocytii byl 7050 + 2550 pm?.
Podil dvoujadernych hepatocytl tvotil 4 = 2%. Pocet vSech hepatocytt €inil 146997 + 15738
na mm? jaterniho parenchymu. P¥i vzdjemném porovnani jednotlivych jaternich lalokt jsme
neprokazali vyznamné rozdily v zddném ze Cc¢tyf kvantifikovanych parametrt. Pfi
porovnavani jednotlivych ROI jsme detekovali primérné nejobjemnéjsi jednojaderné
hepatocyty na periferii jaternich lalokti, mezi paraportalnim a parakavalnim ROI jsme
vyznamné rozdily v objemu jednojadernych hepatocyti nepozorovali. Primérné objemy
dvoujadernych hepatocytii ani jejich podil se mezi jednotlivymi ROI vyznamné nelisily.
Nejmensi objemové mnozstvi hepatocytii bylo na jaterni periférii, ktera se v tomto lisila
jednak od parakavalniho ROI, jednak od paraportilniho ROI V pfipadé¢ porovnavani
jednotlivych prasat jsme detekovali signifikantni interindividudlni rozdily ve vSech ¢tyfech
zkoumanych parametrech.

Ad 3. Jaka je normdlni variabilita v mnozstvi jaterniho vaziva u ptestického ¢ernostrakatého
prasete?

Ad 4. Lisi se mnozstvi jaterniho vaziva mezi samci a samicemi piestického Cernostrakatého
prasete?

Ad 5. Jaky je podil vramci distribuce jaterniho vaziva uvniti jaterniho lalicku a vné
jaterniho lalicku prestického Cernostrakatého prasete?

V pfipad€ jaterniho vaziva jsme pozorovali znacnou variabilitu na vSech urovnich
vzorkovani: mezi pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky 1 mezi ROI. Primérny
objemovy podil interlobularniho vaziva byl signifikantné vétSi u samcii v porovnani se
samicemi. V samcich jatrech byl primérny podil interlobularniho vaziva 4,7 + 2.4 %
v rozsahu 0 az 11,4 %. V samicich jatrech byl primérny podil vaziva 3,6 + 2,2 % v rozsahu
0 az 12,3 %. Prumérny podil intralobularniho vaziva (tj. vaziva perisinusoidalni i
pericentralniho dohromady) ¢inil <0,2 % jak u samci, tak u samic. Na zaklad€ vypoctu
koeficientu chyby u soubort sériovych doporucujeme kvantifikovat mnozstvi vaziva ze Ctyt
fezil na jeden tkanovy blocek. Z nasi dalsi analyzy jednoznacné vyplyva dulezitost znalosti
pozice blocku v jatrech (lalok a ROI) a jejiho respektovani pti nasledné histologické analyze.
V ptipadé, ze bude vzorkovaci schéma reflektovat rozdily v mnozZstvi vaziva mezi
jednotlivymi laloky a ROI, k detekovani stejného nartistu v mnozstvi vaziva bude zapotiebi
mensiho poctu vzorkli a vzorkovani se tak stane efektivnéj$i a SetrnéjSi v porovnani
s nahodilym vzorkovanim bez udani anatomického ptivodu vzorku.

Prestoze se v literatufe opakované tvrdi, Ze mnoZstvi vaziva v jatrech prasete domaciho je
v porovnani s ostatnimi laboratornimi zvitaty 1 ¢clovékem obecné vétsi, existuji prace na
mysich, potkanech, turech, piipadné zajicovitych, kde bylo (pravdépodobné vlivem
nevhodného vzorkovani) prokazdno naopak primérné vétsi mnoZstvi jaterniho vaziva
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v porovnani s nasimi vysledky mnozstvi jaterniho vaziva piestického cernostrakatého
prasete.

Dulezitym zjisténim pro nezkreslenou kvantifikaci morfometrickych parametrti jaterni tkané
prestického Cernostrakatého prasete je jeji anizotropni smrsténi ve sméru kolmém na jaterni
povrch, ovSem stale neni zndmo, zda je toto smrsténi diferencialni ¢i homogenni.

Ad 6. Jaké je schéma vétveni segmentovych vétvi v. portae u prestického Cernostrakatého
prasete?

Ad 7. Jaky je podil na zasobeni jater levé a pravé vétve v. portae u piesStického
¢ernostrakatého prasete?

Jatra ptestického Cernostrakatého prasete maji pét az Sest lalokli — lobus quadratus je plné
vyvinut v 35 % ptipadi. V. portae vstupuje u prasete do jater v jejich kranidlni ¢asti na irovni
hranice pravého mediélniho a pravého lateralniho laloku. Pfed vstupem do jater se v. portae
déli ostie vlevo a vpravo do dvou vétvi, v jednom ptipadé jsme pozorovali trifurkaci — tato
kaudalni vétev zasobovala pravy mediélni lalok. Celkem zdsobuje prava vétev v. portae u
prestického ¢ernostrakatého prasete 19—40 % jaterniho parenchymu (pravé hemiliver), leva

vétev v. portae zadsobuje 60—81 % jaterniho parenchymu.

Ramus dexter v. portae zasobuje lobus caudatus a lobus dexter lateralis a mize zasobovat
¢ast lobus dexter medialis (pozorovano v jednom ptipadé z celkovych Sesti). Ramus sinister
v. portae ma po oddeleni bud’ delsi prubéh bez vétveni (kaudalni vétev pro lobus dexter
medialis vychazi z pravé vétve), nebo vydava kaudalni vétev pro lobus dexter medialis. Leva
vétev také hned po oddéleni obvykle vydava lalokovou vétev pro lobus dexter medialis,
segmenty V a VIII. Pied svou bifurkaci vydava leva vétev laterokranialni vétve pro kranialni
¢ast lobus sinister lateralis, nebo tato vétev vychazi z kranialni vétve bifurkace.

Zasobeni jaternich lalokl v levé €asti jater neni vylucné pro vétve tfeti generace vétveni v.
portae, stejné je tomu 1 u lobus dexter medialis, ktery mlize byt zasoben samostatnou vétvi
v. portae v piipad¢ jeji trifurkace. Pfes uvedené odliSnosti bylo mozno jatra piestického
cernostrakatého prasete rozdelit do osmi segmenti.
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