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Abstrakt

Uvod: Predkladana prace vychazi ze sedmi publikaci, jejichZ cilem bylo jednak
shrnuti vyuziti jater prasete domaciho v biomedicinském vyzkumu a jednak
popis zakladnich kvantitativnich parametrit pro planovani chirurgickych
experimentl s naslednou regeneraci jater. V tvodnich kapitolach popisujeme
zakladni anatomické poznatky o jatrech cloveéka 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 prase¢ich modelech, vyplyva
mimo jiné potieba znalosti zakladnich kvantitativnich parametrt jater — oblasti
zasobeni vétvemi portalni zily, mnozstvi a velikost jednojadernych a
dvoujadernych hepatocytli a mnozstvi a distribuce jaterniho vaziva.

Metody: Pro popis vétveni v. portae jsme vyuzili mikro CT snimkti korozivnich
preparati jater, morfometrické parametry hepatocytt a jaterniho vaziva jsme
hodnotili na systematickych, nestrannych, nahodnych parafinovych fezech ze tfi
oblasti (ROI) jaterniho parenchymu (periferni, parakavalni a paraportalni) za
vyuziti stereologickych metod. Jaterni cévy jsme vyplnili pryskyfici Biodur
E20®, snaslednym odleptanim v hydroxidu draselném, pro kvantifikaci
parametri hepatocytti jsme fezy obarvili PAS reakci, pro kvantifikaci vaziva
jsme pouzili barveni anilinovou modii.

Vysledky: Jatra prestického Cernostrakatého prasete maji pét az Sest lalokt —
lobus quadratus je plné vyvinut v 35 % pfipadl. V. portae hepatis vstupuje do
jater v jejich kranidlni ¢asti na urovni hranice pravého medialniho a pravého
lateralniho laloku. Pied vstupem do jater se v. portae déli ostie vlevo a vpravo
do dvou vétvi, v jednom pfipad¢ jsme pozorovali trifurkaci — tato kaudalni vétev
zasobovala pravy medialni lalok. Celkem zasobuje prava vétev v. portae hepatis
1940 % jaterniho parenchymu, leva vétev vyzivuje 60-81 % jaterniho
parenchymu. Zasobeni jaternich lalokd v levé ¢asti jater probihd vétvemi v.
portae hepatis rtiznych generaci, v pravé ¢asti jater miize byt lobus dexter
medialis zasoben samostatnou vétvi v. portae hepatis v ptipade jeji trifurkace.
Jatra prestického cernostrakatého prasete bylo mozno rozdélit do osmi segment.

Primérny objem jednojadernych hepatocytli po korekei smrsténi byl ve vSech
zkoumanych vzorcich 3670 + 805 pm?®. Primérny objem dvoujadernych
hepatocytti byl 7050 + 2550 pm3. Podil dvoujadernych hepatocytil tvofil 4 + 2
%. Pocet vSech hepatocytt ¢inil 146997 + 15738 na mm? jaterniho parenchymu.
Primérné nejobjemnéjsi jednojaderné hepatocyty se nachdzely na perifénrii
jaternich lalokta (periferni ROI), kde bylo rovnéz nalezeno nejmensi objemové
mnozstvi hepatocyti. Mezi jednotlivymi prasaty jsme vSak detekovali
signifikantni interindividualni rozdily ve vSech zkoumanych morfometrickych
parametrech hepatocytt.



V piipad¢ jaterniho vaziva jsme pozorovali zna¢nou variabilitu na vsSech
urovnich vzorkovani: mezi pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky i mezi
jednotlivymi ROI. Primérny objemovy podil interlobularniho vaziva byl
signifikantné veétsi u samcl v porovnani se samicemi. V samcich jatrech byl
primérny podil interlobularniho 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 i 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 ¢lovékem opacny.
Vzhledem k pozorovanym rozdilim ve velikosti a po¢tu hepatocytl v zavislosti
na jejich poloze v jaternim fecisti mize byt morfometrie hepatocytii pomérné
snadno zkreslena, kdyZ budeme provadét kvantitativni histologii na vzorcich
odebranych z blizkosti velkych jaternich cév a z periferie jaternich lalokd. Z nasi
dalsi analyzy jaterniho vaziva jednozna¢né 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 vzorki a vzorkovani se tak
stane efektivnéjsi a Setrnéjsi v porovnani s nahodilym vzorkovanim bez udani
anatomického ptivodu 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 pCT 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 19-40 % 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 < 0.2 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 ROIs, 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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1  Vyuziti prasecich jater v biomedicinském vyzkumu

Velké zviteci modely jsou nezbytné pro prenos experimentalni prace do humanni
mediciny. Vedle v mensi mife pouzivanych ov¢ich jater (Ghodsizad et al. 2012)
jsou praseci jatra v soucasnosti nejéastéj$im velkym zvifecim modelem (Bruha
et al. 2015) pro vyzkum invazivnich i neinvazivnich metod managementu
jaternich onemocnéni (Croome et al. 2015) a pro naslednou interpretaci a pfenos
vysledkt experimentt na zvifecich modelech do humanni mediciny (Budai et al.
2017). Praseci jatra jsou v soucasnosti nejvhodnéjSim modelem velkého zvirete
pro jatra lidskd ve smyslu velikosti organu, udajné anatomické a histologické
podobnosti i1 fyziologické kompatibility (Ribitsch et al. 2020). Jatra prasete
doméciho mizou byt napojena na mimotélni ob¢h (Hubert et al. 2003), mohou
slouzit k nacviku chirurgickych technik (Liska 2016), navic mize dochazet i
k opakovanym odbérum krve a to jiz od brzkého véku (Hu et al. 1993).

2 Vychodiska

Na zéklad¢ praxe jaternich chirurgli vyvstala potfeba zmapovat tiseky jaterni
tkané, které jsou vzhledem k cévnimu zasobeni na sobé€ nezavislé a tvoii povodi,
tzv. segmenty (dilce). Tyto ¢asti by pak bylo mozno resekovat. Claude Couinaud
(Couinaud 1954), navrhl systém funkéniho déleni jater do Ctyi sektorti a osmi
segmentli na zakladé prabéhd ti jaternich zil — v. hepatica dextra, media et
sinistra — a bifurkace v. portae a vyslovil hypotézu o jejich nezavislosti
(Bonnichon 2007). Jatra jsou tzv. Rexovou—Cantlieho linii rozdéleny na dvé
povodi (hemiliver), ktera jsou dale ¢lenéna na sektory a segmenty. Roviny
prochazejici tfemi jaternimi zilami odd€luji Ctyfi useky jaterni tkané — tzv.
sektory. Rozdéleni jater do segmentd vSak neodpovida anatomickému ¢lenéni
jater do lalokd.

Znalost variability morfometrickych parametrd hepatocytt a jaterniho vaziva je
klicova pro pldnovani histologického vzorkovani. Mnozstvi jaterniho vaziva
ovliviiyje funk¢nost jater: hlavni komplikaci jaterniho onemocnéni je naruSeni
rovnovahy fibrogeneze/fibrolyzy ve prospeéch fibrogeneze. Histopatologickym
vysledkem poruSené rovnovahy je jaterni fibréza. Mechanizmus vzniku a $ifeni
jaterni fibrézy je studovan na malych i velkych zviratech, tento vyzkum je
obvykle doprovazen analyzou regeneracni kapacity a hojeni jater. Regenerace
jater je Casto spojena se zmnozenim jaterniho vaziva, tj. jaterni fibrézou nebo
cirhdzou (Goodman 2007). Vys$si podil vaziva v jatrech zdravého prasete
domaéciho je dobfe zndm — vazivo ohranicuje lalicky v. centralis (interlobularni
vazivo), zabihd i do jaternich lalic¢kd (intralobuldrni vazivo), v nichz se
vyskytuje ve formé obcasné pfitomnych intralobularnich sept a retikuldrniho
vaziva kolem jaternich sinusoid, malé mnozstvi vaziva bylo popsano také kolem
v. centralis (Ekataksin a Wake 1991).

Mnozstvi jaterniho vaziva je obvykle odhadovédno pfi rutinni analyze jaternich
biopsii dle rozsifenych skorovacich systémua (Scheuer 1991; Ishak et al. 1995;
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Bedossa a Poynard 1996). Standish et al. (2006) vsak poukdzal na vyznamna
omezeni pii uzivani téchto semikvantitativnich ¢i subjektivnich skoérovacich
systému: pfitomnost velké interobservacni a intraobservacni chyby znemoziuje
uziti takto ziskanych vysledkti pro komparativni studie nebo pro vyhodnoceni
neinvazivnich metod hodnoceni jaterni fibrozy. Z toho diivodu je nutné vytvofit
objektivni, reprodukovatelnou metodu hodnoceni mnozstvi jaterniho vaziva
s upfednostnénim takové metody, kterd by uzivala kontinualni $kalu (Saxena
2011).

Hepatocyty hraji kli¢ovou roli v pfirozené imunité proti bakteridlni infekci a jsou
odpovédné za vétSinu jaternich funkci, proto miize byt jakykoli inzult, ktery ma
za nasledek dysfunkci hepatocytt, pfi¢inou jaterniho selhdni (Zhou et al. 2016).
Pro kvantifikaci hepatocyti se obvykle uziva metod, které vyuZivaji zejména
analyzu bunééné proliferace, obsahu DNA a koncentrace proteini, ptipadné
obsahu cytochromu P450 ve zkoumaném jaterni homogenatu nebo jaterni
bunééné 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 vysledki téchto analyz
je vSak zapotiebi nestranny odhad poméru jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytll v jatrech a jejich objemu, protoze pravé tyto parametry urcuji
vlastnosti zkoumaného jaterniho homogenatu ¢i jaterni bunécné suspenze
(Marcos et al. 2007).

Pro praseci jatra vSak kvantitativni histologické parametry zahrnujici béznou
interindividualni 1 intraindividudlni variabilitu velikosti a objemové hustoty
hepatocytd 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. 2015; Marcos a Correia-Gomes
2015; Hoy et al. 2018) a mysi (Clapper et al. 2013), morfometrické parametry
hepatocytii 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 c¢llvéka (Moudi et al. 2018). Cilem naseho vyzkumu tak bylo
kvantifikovat morfometrické parametry jaternich bunék a jaterniho vaziva, a tim
vytvofit referencni soubor pro planovani experimentti na prasecich jatrech.

3 Cile
Stanovili jsme nasledujici otazky (tabulka 1):

1. Jakd je normdlni variabilita v mnozstvi jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytt v jatrech prestického Cernostrakatého prasete?

2. Jaka je normalni variabilita vobjemu a vpoctu jednojadernych a
dvoujadernych hepatocytt v jatrech piestického Cernostrakatého prasete?

Témito otazkami jsme se zabyvali v praci Junatas et al. (2017).
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3. Jaka je normalni variabilita v mnozstvi jaterniho vaziva u pfestického
Cernostrakatého prasete?

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

5. Jaky je podil v ramci distribuce jaterniho vaziva uvnitf jaterniho lalti¢ku a vné
jaterniho lalicku prestického Cernostrakatého prasete?

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

V této souvislosti jsme také na nasi sbirce korozivnich preparati a na jatrch
vyjmutych v ramci aktualniho vyzkumu (Maleckova et al. 2021) prozatim
preliminarné zhodnotili i proklamovanou podobnost anatomie a segmentového
uspofadani jaterniho parenchymu prasecich a lidskych jater:

6. Jaké je schéma vétveni segmentovych vétvi v. portac u piestického
Cernostrakatého prasete?

7. Jaky je podil levé a pravé vétve v. portae na zasobeni jater u piestického
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).

Tab. 1 Piehled nasich vyzkumnych témat, vyuzitych studii a materialu.

Zz,imerem Publikované prace Pocet jedinci
vyzkumu
Morfometrie
hepatocytis Junatas et al. 2017 7(35,22)
Kvantifikace . 7 (Junatas et al. 2017)
jaterniho vaziva Miketal. 2017 +5=(36,%6)

Eberlova et al. 2017,

Vétveni v. portae Palek et al. 2018 6
Anatomie Eberlova et al. 2020%*, 13
prasecich jater Maleckova et al. 2021

* prehledové sd€leni



4 Material a metody
4.1 Charakteristika zkoumanych prasat a popis vyjmuti jater

Vzorky pro kvantifikaci morfometrickych parametrii hepatocytli a jaterniho
vaziva stejné, jako jatra pro segmentovou analyzu pochazeji z ptestického
cernostrakatého plemene prasete domaciho (Vrtkova 2015). Zvifata byla stafi 9
az 15 tydnt o vaze 25 az 45 kg.

4.1.1  Hepatektomie

Ve vsech Ctyfech fazich odbéru jater probihalo vyjmuti jater v Biomedicinském
centru Lékarské fakulty v Plzni obdobné podle standardizované procedury.
Prasatim byl intramuskuldrné 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 kontinualn& podavan propofol (1% smés 5-10 mg kg™! h™!) a fentanyl
(1-2 pg kg™' h™"). B&hem operace byla prasata intubovana a byla zajisténa jejich
mechanicka ventilace. V pfipadé nutnosti byla prasatim podana infuze k nahradé
tekutin a k dopInéni krevniho objemu (Plasmalyte; Baxter, Viden, Rakousko, a
Gelofusine; B-Braun, Maria Enzersdorf, Rakousko). Vsechny operacni
procedury probihaly v aseptickém a antiseptickém prostfedi. Po vyjmuti jater
byla zvifata utracena v hluboké anestézii nitrozilni aplikaci kardiplegického
roztoku (KCl) a ihned po utraceni byla jejich jatra vyjmuta.

4.2  Priprava korozivnich preparidtii

Pro optimalizaci pfipravy korozivnich preparatt jater prasete domaciho bylo do
cévniho fecisté jater pred jejich vyjmutim vpraveno ptes suprahepatickou cCast
kaudalni duté zily pét litrG heparinizovaného Hartmannovo roztoku (2000 IU I
. Po pferuseni jaternich cév, byla jitra opét proplachnuta stejnou cestou
heparinizovanym Hartmannovo roztokem (10000 IU 17"). Pro zajisténi odtoku
aplikovaného roztoku ziistaly v. portae i jaterni tepny prichozi.

Pfi vyjmuti jater pro pfipravu korozivnich preparati byly v. portae a a. hepatica
propria opatfeny kanylou a i s jatry ponofeny do vody, abychom zabrénili
vniknuti vzduchu do cévniho fecisté. K vyplnéni cévnich stromi 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
mikromanipulatoru (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.



4.3 Odbér tkariovych blockii

Z kazdého ze Sesti jaternich lalokli jsme odebrali Sest tkafiovych blo¢kd 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 bloc¢ky z paraportalni
oblasti (obr. 1). Na jedna jatra tak ptipadlo 36 tkanovych bloc¢kd (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 bezprostiednim sousedstvi
usti jaternich zil do v. cava caudalis. Paraportalni blo¢ky pochéazely z oblasti
jaterniho parenchymu pii hlavnich vétvich v. portae do jednotlivych jaternich
lalokd.

Poloha blocku byla pied rozfezanim randomizovana pomoci tzv. orientatoru
podle postupu navrzeného Nyengaardem a Gundersenem (2006) a Miihlfeldem
et al. (2010). Timto postupem jsme ziskali izotropni, nestranné, nahodné
histologické fezy. PfestoZze miizeme hepatocyty povaZzovat za izotropni objekty,
a tak by bylo prost¢ vyjmuti tkanového blo¢ku a ukrojeni histologického
dostacujici, blocky jsme znahodnili uvedenym postupem pro jejich budouci
pouziti pro kvantifikaci mikrocév.

4.4  Histologické zpracovani tkariovych blockii

Pro kvantifikaci morfometrickych parametrti hepatocytl byly po jejich zaliti do
parafinu z blockti ukrojeny dva nahodné orientované sériové fezy o tloust’ce 16
pm. Rezy jsme nanesli na silanizovana histologicka sklitka a obarvili
imunohistochemickou metodou PAS dle Romeis (1989) za pouziti PAS barvici
sady pro zvyraznéni obryst hepatocyta.

Pro kvantifikaci interlobularniho i intralobularniho vaziva jsme po jejich zaliti
do parafinu z blocka ukrojili tfi ndhodné orientované sériové fezy o tloustce 3
um, znichz jsme vzdy jeden ndhodné vybrany pouzili pro kvantifikaci. Po
deparafinaci a zavodnéni fezli jsme jadra obarvili jadrovou Cerveni a po jejich
oplachnuti v destilované vodé jsme fezy diferencovali v 5% kyseliné
fosfowolframové a opét oplachli v destilované vodé. Kolagenni vldkna jsme pak
obarvili ptlprocentni anilinovou modii.

4.4.1  Korekce smrsteni jaterni tkané vlivem histologického zpracovani

Histologické zpracovani vzorku (formalinova fixace, dehydratace i zaliti do
parafinu) vede k zmensSeni 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 bun¢k a jejich vetsi hustotu v porovnani se stavem pied
zpracovanim a muzeme ocekavat dva zdroje smrsténi tkané: 1. formalinova
fixace a zaliti do parafinu, 2. ztenceni silnych fezl v ose z, jako vysledek procesu
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Obr. 1 Odbérové schéma jaternich blocki prasecich jater pro
kvantitativni histologii a relativni objem jednotlivych oblasti jaterniho
parenchymu.

(A) Schéma ukazuje visceralni plochu prasecich jater s obrysy napi. levého
lateralniho laloku (LLL), na pfikladu LLL je znazornéno odbérové schéma
tkanovych blo¢kil z riznych oblasti jater: parakavalni oblast (tmavé modré
obdélniky ohrani¢ené souvislou ¢arou), paraportalni oblast (Cervené ¢arkované
obdélniky a periferie (zelen¢ teckované obdélniky). Z ostatnich lalokd 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 ptiblizné tietinu objemu jater. Zdroj: Mik et al. 2018.

narovnani histologického fezu v teplé vodni lazni. Z toho divodu jsme pouzili
dve korekce morfometrickych parametrti hepatocyti.

Ad 1.: Primérny pomér objemid po a pied zalitim (SD) byl 0,675 + 0.058
(namétené 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 veétSi miru smr$téni blocku v ose
z v porovnani s osou X (p = 0.003) a s osou y (p = 0.008).

Ad 2.: Velikost smrsténi v ose z vlivem vyrovnani fezu v teplé vodni lazni jsme
zmeéfili pomoci z-stack tool v programu svételného mikroskopu Axio Imager Z2
(Zeiss, Viden, Rakousko): primérna vzdalenost mezi prvni a posledni ostrou
rovinou fezu byla 13 um, ptivodni tloustka mikrotomovych fezd byla vsak 16
pm — tim jsme ziskali pomérné smrsténi v ose z 13/16 = 0,8125. Z toho dtivodu
jsme kvantifikovany objem hepatocytd i1 disektorové objemové hodnoty
vynasobili koeficientem 1/0,8125.



4.5  Mikroskopické vzorkovini a kvantifikace morfometrickych parametri
Jjaternich bunék a jaterniho vaziva

4.5.1  Morfometrické parametry hepatocytii

Ke kvantifikaci morfometrickych parametrii hepatocyti jsme hodnotili 502
nadhodné orientovanych histologickych fezl, na nichz jsme zachytili vzdy Ctyfi
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 100nasobnym zvétSenim (s numerickou
aperturou 1,25). Samotné vzorkovani probéhlo jako systematické nahodné
vzorkovani, kdy byly generovanim nahodné dvojice ¢isel (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
vzdalenost mezi jednotlivymi ¢tyfmi FOV proporcionalné upravili. Postup
vzorkovani shrnuje obrazek 2.

V dal$im kroku jsme hledali hladinu ostrosti optickych fezii. Rozestup mezi
optickymi fezy (krok na ose z na 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 pm odpovidala ovéfené tloust’ce fezu 0,97 pm). Na kazdém FOV jsme
zachytili vzdy ctyfi optické fezy srozestupem 3 pum tak, abychom jednak
neztratili pfehled o navaznosti fezu a jednak byli schopni ur¢it na kazdém
optickém fezu odpovidajici buiku a jeji jadro. Vzorkovani optickych fezii
zacinalo vzdy od prvni roviny spodni plochy fezu, na niz bylo mozno zaostfit
chromatin v jadfe, obrys jadra a obrys hepatocytu. Na celkem 8032 optickych
fezech z 2008 FOV jsme za pouziti software Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovakia)
kvantifikovali ¢tyfi morfometrické parametry hepatocytu.

Podet hepatocytit na mm? jaterni tkané

Hepatocyty jsme kvantifikovali pomoci optického disektoru (obr. 2) podle
Gundersena (1988) na sériich optickych fezli. Byly zapocitany jen ty hepatocyty,
jejichz jadro s jednim ¢i vice jadérky bylo na optickém fezu jasné viditelné a
ostré za predpokladu, Ze se cely bunécny profil hepatocytu nachazel uvnitt
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 jediné v ptipade, ze bylo jeho jadro pfitomno
na prvnim optickém fezu a nebylo pfitomno na poslednim optickém fezu.

Podil dvoujadernych hepatocyti

Na kazdém vzorku jsme kvantifikovali hepatocyty s dvéma viditelnymi jadry
jako pomér poctu téchto hepatocytii viaci celkovému poctu hepatocytd
zapocCitanych ve stejném referencnim prostoru. Pfestoze jsme vyjimecné



Obr. 2. Vzorkovani zornych poli a
kvantifikace parametri hepatocyti
na mikrofotografiich jater a aplikace
disektoru a nukleatoru.

(A) Systematické nestranné nahodné
vzorkovani zornych poli (FOV) je
zaloZzené na ndhodné¢ zvoleném prvnim
FOV a ekvidistantnim rozloZeni
naslednych FOV, znichz c¢tyii byly
zachyceny pro prvni fez (Cervené
¢tvereCky) z kazdého tkanového blocku
a dali c¢tyfi pro druhy fez (zelené
¢tverecky). (C) Odhad hustoty poctu
hepatocytd (Zluta Sipka) a podilu
dvoujadernych hepatocytt (¢erna Sipka):
zapocteny byly jen ty bunky, jejichz cely
profil se nachazel uvnitf pocitaciho
ramecku disektoru nebo se dotykal
zelené zapocditavaci hranice, bez toho,
aby se dotykal Cervené nezapocitavaci
hranice a navic musela byt jejich jadra
v rovin€ ostrosti ve spodnim pocitacim
ramecku (nebo v nejvySe dvou
nasledujicich optickych fezech)
zaostiena s jasné viditelnym
chromatinem, ve ¢tvrtém optickém fezu
jadra musela byt bud’ neptitomna, nebo
jednoznacné mimo rovinu ostrosti. (E)
Metoda disektoru pro vypocet poctem
vazeného objemu hepatocyti: na
hepatocyt bylo promitnuto Sest izotropné
orientovanych  paprskii  nukleatoru.
Zdroj: Junatas et al. 2017.

pozorovali i trojjaderné hepatocyty, zadny z nich nebyl zapocitan dle pravidel
disektoru.

Priimérny objem jednojadernych a dvoujadernych hepatocyti

K odhadu objemu hepatocytii jsme pouzili lokalni stereologickou sondu
nukleator. Na optickych fezech byly pfedchozi metodou vybrany hepatocyty pro
zapocitani. Objem kazdého z téchto hepatocyti byl méfen vzdy v prostiedni
¢asti, v niz bylo jasné viditelné jadro s jadérky. Za pouziti modulu Nucleator
v programu Ellipse jsme pfes bunécny profil hepatocytl promitli Sest izotropicky
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orientovanych paprsku s jednim pocatkem pfiblizné uprostred jadra hepatocytu.
Timto zptisobem jsme ziskali Sest praseciki s hranici bunééného profilu (obr. 2).
Pocet paprskt jsme optimalizovali v pilotni studii, v niZ jsme zjistili, Ze pouziti
péti Sesti nebo sedmi paprskd dale nesnizuje variabilitu dohadu v porovnani se
Ctyfmi paprsky. Primérnou hodnotu objemu jsme poécitali zvlast pro
jednojaderné Vy(MnHEP) a dvoujaderné Va(BnHEP) hepatocyty. Celkem jsme
kvantifikovali 29054 hepatocytu.

4.5.2  Kvantifikace jaterniho vaziva

Kvantifikovali jsme tfi typy vaziva dle vztahu ke klasickému jaternimu laltcku:
jednalo se o vazivo interlobuldrni (vazivo obkruzujici klasicky jaterni laldcek),
vazivo perisinusoidalni (vazivo pfiléhajici k jaternim sinusoiddm) a vazivo
pericentralni (vazivo obkruzujici v. centralis). V prvnim kroku jsme provedli
systematické nahodné vzorkovani na fezech obarvenych anilinovou modfi: tfi
systematické nahodné FOV byly zachyceny objektivem s 10nasobnym
zvétSenim pro kvantifikaci interlobularniho vaziva, ¢tyfi systematické nahodné
FOV byly zachyceny objektivem s 20nasobnym zvétSenim pro kvantifikaci
perisinusoidalniho i pericentralniho vaziva. V druhém kroku jsme pies pofizené
snimky polozili stereologickou bodovou mitizku v programu Ellipse, abychom
kvantifikovali objemovy podil kazdého z typl vaziva (obr. 3). Podle Delesseovo
principu (Mouton 2011) odpovida plosny podil, ktery vazivo zabira,
objemovému podilu vaziva. Vazivové pouzdro, které bylo pfitomno na vzorcich
z jaterni periférie, nebylo kvantifikovano, stejné tak byly z referen¢niho prostoru
kvantifikace vyfazeny jakékoli snimky s artefakty po histologickém zpracovani
(mikrotrhliny, sklady apod.). Rozdilnou miru smrs§téni vaziva a jaterniho
parenchymu vlivem histologického zpracovani jsme nepozorovali.

4.6  Segmentace jater

Volumetrickd analyza jater a vétveni v. portae bylo zalozeno na datech z
vypocetni tomografie naSich korozivnich preparatii jater prasete domaciho
pofizenych na Klinice zobrazovacich metod Fakultni nemocnice Plzen. Jatra
byla skenovéana pomoci vypocetniho tomografu Somatom Definition Flash Dual
Source Computed Tomography Scanner (Siemens, Erlagen, Némecko) se
zabudovanym software Syngo. Tloustka jednotlivych skenl byla 0,65 mm,
rozméry voxelu byly 0,65 x 0,65 x 0,40 mm. Bézny soubor skend jednoho
korozivniho preparatu jater obsahoval 700 az 800 snimku. Jaterni parenchym
jsme rozdélili do tfi oblast (ROI): parakavalni (parenchym pfi jaternich zilach),
paraportalni (parenchym pfii v. portae) a periferni (na periférii jaternich lalokt).
Hranice mezi jednotlivymi ROI odpovidaly pfiblizné tfetinovému objemu pro
kazdy ze tii ROI u kazdého z jaternich lalokt. Z toho divodu neni vySe zminéné
vzorkovani zkresleno rozdilnym pomérem objemti ROI. K vymezeni jater na CT
snimcich jsme pouzili open-source software LISA (Liver Surgery Analyzer)
(Jirik nedatovano; Mik et al. 2018). Samotnad segmentace jater prob¢hla za
pouziti algoritmu 3D Graph-Cut (Boykov a Jolly 2000). Pro méfeni objem ROI
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Obr. 3. Vzorkovani zornych poli a
kvantifikace jaterniho vaziva pomoci
bodové mrizky.

(A) Systematické nestranné nahodné
vzorkovani zornych poli (FOV) je
zalozené na nahodné zvoleném prvnim
FOV a ekvidistantnim rozlozeni
naslednych FOV. Pro kvantifikaci
interlobuldrnitho  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 cervenc)
nebylo kvantifikovano. (B)
Stereologicka bodova mfizka byla
pouzita pro kvantifikaci ICT, pruseciky s
vazivem jsou oznaceny cervené. (C)
Stereologicka bodovd miizka pro
kvantifikaci PSCT (pruseciky oznaceny
Cerné¢) 1 PCCT (pruseCiky oznaleny
Cerveng). Zdroj: Mik et al. 2018.

jsme segmentovali oddélen¢ fecisté v. portae (paraportalni ROI) a feciste
jaternich zil (parakavalni ROI) (Jirik et al. 2016). K nasegmentovanym fecistim
byl pfitazen jaterni parenchym vzhledem k jeho vzdalenosti k jednomu z fecist
za pouziti mapy eukleidovskych vzdalenosti (Euclidean Distance Transform).
V druhém kroku jsme vymezili periferni tietinu lalokt jako periferni ROI (obr.
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Obr. 4 Segmentace korozivnich preparatii prasecich jater v software LISA.

5 Vysledky

5.1 Makroskopické charakteristiky jater preStického Cernostrakatého
prasete

Jatra prestického Cernostrakatého prasete méla pét az Sest laloki (lobus quadratus
nebyva vzdy vytvofen). V nasi sbirce 20 korozivnich preparati jater pfestického
Cernostrakatého prase byl lobus quadratus plné vyvinut u sedmi jedinct (35 %
ptipadi) (obr. 5). Jaterni branka se nachazela na visceralni ploSe jater, v. portae
se obvykle délila nékolik centimetrti pfed vstupem do jaterniho parenchymu pred
pravymi laloky (obr. 5). Zluénik byl zanofen do lobus dexter medialis a
oddéloval lobus quadratus — byl-li tento pfitomen (obr. 5). V. portae vstupovala
do jater v jejich kranidlni ¢asti na trovni hranice pravého medialniho a pravého
lateralniho laloku (obr. 5). Pfed vstupem do jater se v. portae dé€lila ostie vlevo a
vpravo do dvou vétvi, v jednom piipad€ jsme pozorovali trifurkaci (obr. 5).
Ramus dexter v. portaec zasoboval lobus caudatus, lobus dexter lateralis a
zasoboval i cast lobus dexter medialis. Celkem zasoboval ramus dexter v. portae
u prestického Cernostrakatého prasete 19—40 % jaterniho parenchymu (pravé
hemiliver) (obr. 5). Ramus sinister vétev v. portac mél po oddéleni bud’ delsi
prubéh bez vétveni (kaudalni vétev pro lobus dexter medialis vychazi z pravé
vétve), nebo vydaval kaudalni vétev pro lobus dexter medialis (obr. 6). Ramus
sinister v. portae zasoboval 60—81 % jaterniho parenchymu (levé hemiliver) (obr.
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Obr. 5 Anatomie jater preStického ¢ernostrakatého prasete a jeho korozivni
preparat.

(A, B) Naznaceni segmentd dle Couinauda na diafragmatické (A) a visceralni
plose (B). Mezilalokové ryhy (Cervené hroty), fissura ligamenti teretis
(ZlutoCerveny hrot), Rexova-Cantlicho linie (zluté pferucované cary), lig.
coronarium (zluty hrot), v. cava caudalis (modry hrot), v. portae (bily hrot), lig.
hepatoduodenale (¢erna hvézdicka), lobus caudatus (zluta hvézdicka) a lobus
quadratus (zelena hvézdicka). (C, D) Korozivini preparat proplnény obarvenou
pryskyfici Biodur E20 Plus (Heidelberg, Némecko) cestou v. portae (modrd),
jaterni tepny (Cervend) a ductus hepaticus communis (zeleny). Lobus caudatus
(Zluta hvézdicka), lobus quadratus (zelena hvézdicka), a. cystica (modry hrot),
kapilarni sit’ vyzivujici ductus cysticus (zeleny hrot), drobné zluc¢ové vyvody (bila
hvézdicka), v. cava caudalis (zIuta pferuSovana ¢ara) s ustim (modrozluty hrot).
Metitko odpovida 5 cm. Zdroj: Eberlova et al. 2020.

6). Rovnéz hned po oddéleni obvykle vydaval lalokovou vétev pro lobus dexter
medialis, segmenty V a VIII (obr. 6). Pfed svou bifurkaci vydaval ramus sinister
v. portae laterokranialni vétve pro kranidlni ¢ast lobus sinister lateralis, nebo tato
vétev vychazela z kranialni vétve bifurkace. Zasobeni jaternich lalokl v levé
¢asti jater probihalo vétvemi v. portae hepatis riznych generaci, v pravé ¢asti
jater mtze byt lobus dexter medialis zasoben samostatnou vétvi v. portae
v ptipadé jeji trifurkace. Objem jater prestického Cernostrakatého prasete se
pohyboval vrozmezi 735 az 1167 ml. Na visceralni plose pravych jaternich
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lalokti jsme pozorovali zahyb jaterniho parenchymu. Zahyb byl riizné orientovan
a na zbyvajicich lalocich jsme jej nepozorovali (obr. 6).

Prava
N vétev
“19-40 %

Obr. 6 Zahyb jaterniho parenchymu a variabilita zasobeni prasedich
jaternich segmentii portalni Zilou.

(A) Na visceralni plose pravych laloki jsme pozorovali zahyb jaterniho
parenchymu (bila Sipka). (B) Ramus dexter v. portae zdsoboval u ptestického
cernostrakatého prasete 19 az 40 % jaterniho parenchymu (segmenty I, VI, VII),
ramus sinister v. portae zasoboval zbyvajici ¢ast jaterniho parenchymu. (C) Pti
vstupu do jater se v. portae ostie délila na levou a parvou vétev, v jednom
pfipadé jsme pozorovali trifurkaci. (D, E) Pro kranidlni ¢ast lobus sinister
lateralis (segment II) jsme pozorovali variabilni schémata odstupu segmentové
vétve v. protae.

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

Primérny objem jednojadernych hepatocytii po korekci smrsténi byl ve vSech
zkoumanych vzorcich 3670 £ 805 pum? (primér + SD). Primérny objem
dvoujadernych hepatocytti byl 7050 + 2550 um?’. Podil dvoujadernych
hepatocytt byl 4 £ 2%. Podet viech hepatocytii ¢inil 146997 = 15738 na mm?
jaterniho parenchymu. V zadnych ze zkoumanych jater jsme nepozorovali
patologické zmény (zanét, nekroza, fibroza, rozsahlé tukovaténi). Koeficient
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chyby (coefficient of error) se pohyboval v rozmezi 0,084 az 0,125 na trovni
tkanovych blockid a mezi 0,014 az 0,018 na tirovni jedinci.

Pfi vzajemném porovnani jednotlivych jaternich lalokti Kruskalova—Wallisova
ANOVA neukazala na vyznamné mezilalokové rozdily v Zzadném ze Ctyt
kvantifikovanych parametrti hepatocytu.

Pii porovnavani jednotlivych ROI jsme detekovali primérné nejobjemnéjsi
jednojaderné hepatocyty na periférii jaternich lalokt (p < 0,05), mezi
paraportalnim a parakavalnim ROI jsme vyznamné rozdily v objemu
jednojadernych hepatocytd nepozorovali (obr. 7). Primérné objemy
dvoujadernych hepatocytt ani jejich podil se mezi jednotlivymi ROI vyznamné
nelisily (obr. 7). Nejmensi objemové mnozstvi hepatocytii bylo na jaterni
periférii, ktera se v tomto liSila jednak od parakavalniho ROI (p < 0,01), jednak
od paraportalniho ROI (p < 0,001, obr. 7).

V ptipadé porovnavani jednotlivych prasat jsme detekovali signifikantni
interindividualni rozdily ve v8ech ¢tyfech zkoumanych parametrech (obr. 8).

Pfi porovnani jednotlivych parametri jsme zaznamenali stfedni korelaci mezi
primémym objemem jednojadernych hepatocyti a primérnym objemem
dvoujadernych hepatocytti (Spearmanovo r = 0,55) identifikovanymi na stejnych
histologickych vzorcich. Objemové mnozstvi hepatocytl pak vykazovalo stfedni
negativni korelaci s primérnym objemem jednojadernych hepatocytt (r =—0,52)
a s pramérnym objemem dvoujadernych hepatocytd (r = —0,33).
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Obr. 7 Odhady velikosti, po¢tu a poméru jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytli u zkoumanych prasat.

U vSech zkoumanych parametri jsme detekovali signifikantni rozdily mezi
prasaty. Rozdily jsou zobrazeny pro (A) prumérny objem jednojadernych
hepatocytit MnHEP, (B) primérny objem jednojadernych hepatocyti BnHEP,
(C) pro pomérné zastoupeni dvoujadernych hepatocytis flBnHEP) a (D) pro pocet
hepatocytli na mm? jaterntho parenchymu Ny(HEP). K urceni signifikance
rozdili jsme pouzili Kruskalovu-Wallisovu ANOVA (***P < 0,001). Zdroj:
Junatas et al. 2017.
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Obr. 8 Odhady velikosti, po¢tu a poméru jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytt v zavislosti na poloze vici vétvim v. portae, vv. hepaticae a na
jaterni periférii.

(A) Nejobjemnéjsi jednojaderné hepatocyty jsme nalezli na jaterni periférii
(periferni ROI). (B) U dvoujadernych hepatocytti jsme nepozorovali vyznamné
rozdily v jejich objemu v zavislosti na ROIL (C) Pomérné zastoupeni
dvoujadernych hepatocyti f(BnHEP) se neliSilo v zavislosti na ROIL. (D)
Nejmensi pocet hepatocytd — Nv(HEP) jsme detekovali na jaterni periferii.
Mann-Whitney test, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Zdroj: Junatas et al.
2017.
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5.3  Variabilita v objemovém podilu jaterniho vaziva vzhledem k pohlavi,
mezi jedinci, mezi jaternimi laloky a mezi jednotlivvmi oblastmi
Jjaterniho parenchymu

V ptipad¢ jaterniho vaziva jsme pozorovali znacnou variabilitu na vsech
urovnich vzorkovani: mezi pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky i mezi
ROL. Primérny objemovy podil interlobularniho vaziva byl signifikantné vétsi u
samct v porovnani se samicemi (p < 0,001). V samcich jatrech byl pramérny
podil interlobularniho vaziva 4,7 + 2,4% v rozsahu 0 % az 11,4%. V samicich
jatrech byl pramérny podil vaziva 3,6 = 2,2% v rozsahu 0% az 12,3%. Podil
intralobuldrniho vaziva (tj. vaziva perisinusoidalniho i pericentralniho
dohromady) ¢inil <0,2% jak u samcl, tak u samic: primérny podil
perisinusoidalniho vaziva byl u samecti 0,003 + 0,02 % a 0,002 £+ 0,02 % u samic,
prumérny podil pericentralniho vaziva pak byl 0,03 + 0,1% u samcii a 0,04 +
0,1 % u samic. Na rozdil od samicich jater, byl podil saméiho pericentralniho
vaziva veétsi nez pomér perisinusoidalniho vaziva (p < 0,01). Interlobularni
vazivo prestavovalo > 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 pii mezilalokovém porovnani zaznamenali signifikantni
rozdil v podilu interlobuldrniho vaziva pouze mezi lobus quadratus a lobus
sinister medialis (p < 0,05) a mezi lobus quadratus a lobus dexter medialis (p <
0,05) (obr. 10). ROI snejmensim 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. 10). Dalsi pozorované
rozdily v podilu interlobularniho vaziva nebyly signifikantni. Shodné rozdily
v mnozstvi vaziva jsme detekovali pfi porovnavani celkového podilu vaziva.
Podil perisinusoidalniho i 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 lisil mezi lobus dexter medialis a lobus caudatus (p <
0,05, obr. 11). Pfi porovnani ROI jsme detekovali vyssi podil interlobularniho
vaziva v perifernim ROI (4,1 + 2,4 %) v porovnani s parakavalnim ROI (3,1 +
2,0 %) (p < 0,05, obr. 10). Podil perisinusoidalniho i pericentralniho vaziva byl
zanedbatelny (< 0,2 %).
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Obr. 9 Podil interlobuldrniho vaziva v jatrech samci a samic prestického
cernostrakatého prasete.

Data jsou zobrazena oddélené pro jaterni laloky (A) a pro jednotlivé oblasti
jaterniho parenchymu ve vztahu k jaternim cévam (ROI) (B). ROI. K urceni
signifikance rozdila (*P < 0,05, **P < 0,01) jsme pouzili Manntv—Whitneytv test.
Zdroj: Mik et al. 2018.
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5.4 Vypocet koeficientu chyby

Ve stereologické praxi nezname velikost rozdilu mezi vyslednym odhadem a
skute¢nou velikosti zkoumaného parametru. Velikost koeficientu chyby (CE)
nam udava, jaka ¢ast chyby je zptisobena vzorkovanim. Vypocet CE uvadime na
ptikladu kvantifikace interlobularniho vaziva, pro kvantifikaci ostatnich
parametrt byl vypocet CE podobny (obr. 10). Analyza ¢tyf souborti 12 sériovych
naznacila (na obr. 10 zobrazeny pouze dva soubory: A, B), ze kvantifikace ze
Ctyf ezl na blo¢ek namisto jednoho by snizila CE na pfijatelnou hodnotu
ptiblizné 0,11. Obdobné pii analyze CE morfometrickych parametrti hepatocyt
data naznacuji, Ze pfi pouziti 36 tkanovych blockil na jedna jatra je velikost CE

ptijatelna (0.014-0.018).
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Obr. 10 Klesajici koeficient chyby kvantifikace jaterniho vaziva
v zavislosti na mnozstvi pouzitych sériovych histologickych fezi.

(A, B) Variabilita odhadu mnozsti vaziva mezi sériovymi histologickymi
fezy (Seda Cara, leva osa y) ovlivituje velikost klouzavého priméru mnozstvi
vaziva v tkanovém blocku (Cernd céra, leva osa y), vysledny koeficient
chyby (CE, Cervena Cara, Cervena osa y vpravo), odhadnuty dle Gundersen
aJensen (1987), se zvySujicim se poétem vyhodnocenych fezli (osa x) klesa,
coz ilustruje vliv histologického vzorkovani na vysledny odhad. Grafy
ukazuji, Ze nehled¢ na pozici vzorku v jaternim laloku ¢i ve vztahu
k jaternim cévam (ROI), kvantifikace na zéklad¢ ctyr histologickych fezt
snizuje hodnotu CE na pfiblizn¢ 0,1, coz je povazovano za dostatecné
nizkou hodnotu.
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6 Diskuze

Pfi hodnoceni anatomické podobnosti jater prasete domaciho s jatry lidskymi
nardzime na zasadni nedostatek. Piestoze byla jatra prasete domaciho navrzena
jako vhodny modelovy organ v biomedicinském vyzkumu a jsou povazovéana za
podobna jatrim lidskym, nebylo doposud definovano, co je za tuto podobnost
povazovano. Nedefinovanim anatomické podobnosti je ctenaf implicitné
odkazovan na domnély obecny konsenzus o podobnosti.

Ovsem bez jasn¢ stanovené hypotézy neni mozné tuto testovat, a tak se piipadny
zaver stava relativnim. V této praci jsme predlozili nékolik moznych pohledt na
mezidruhovou klinicky aplikovatelnou definici konceptu anatomické
podobnosti, které jsme pietavili do testovatelnych otazek.

6.1 Anatomickd podobnost

Pocet jaternich lalokti prestického Cernostrakatého prasete odpovida horni
hranici publikovaného poctu prasecich jaternich lalokt. Urcitou roli zde mtze
sehravat meziplemenna variabilita, zhodnoceni jejiho vyznamu vSak komplikuje
fakt, Ze plemeno zkoumaného prasete nebyva vzdy uvadéno (viz napt. Court et
al. 2003). Dalsi proménnou je vék zkoumanych prasat: protoze jsme zkoumali
nedospélé jedince, je potieba pocitat i s morfologickou nedefinitivnosti jaterniho
parenchymu.

Rexova-Cantlieho linie, kterd odd€luje embryonalni a morfologické poloviny
jater (hemiliver), mize 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 nachazi v misté levé mezilalokové
ryhy, coZ je v rozporu s publikovanymi pracemi, které naznacuji pribéh Rexovy-
Cantliecho linie ve fissura ligamenti teretis. Podil na zésobeni jaterniho
parenchymu z ramus dexter et sinister v. portae je navic u nami zkoumaného
souboru Sesti prasat domacich v porovnani se zasobenim jater cloveka opacny.
Ovsem 1 pies tyto rozdilz bylo mozno jatra rozdélit do osmi jaternich segmenti
dle Couinauda na zaklad¢ vétveni v. portae. Naopak ve shod¢€ s publikovanymi
zavery se jaterni branka nachazela na visceralni plose jater a v. portae se obvykle
délila n€kolik centimetrti pied vstupem do jaterniho parenchymu pied pravymi
laloky (Court et al. 2003) (obr. 5 a 6). Zluénik byl také zanofen do lobus dexter
medialis a oddéloval lobus quadratus — je-li tento pfitomen (Konig a Liebich
2002) (obr. 5 a 6).

6.2  Morfometrické parametry jednojadernych a dvoujadernych hepatocytit

Objem dvoujadernych hepatocytli prasete domaciho je podobny s objemem
dvoujadernych hepatocyt potkanich jater (tabulka 4). Navic jsme zjistili, Ze
objem dvoujadernych hepatocytl je v porovnani s jednojadernymi hepatocyty
témet dvojnasobny. Dle zjisténi Watanabe a Tanaka (1982) a Peinado et al.
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(1990) odpovida velikost hepatocytl souctu chromozémovych sad vSech jader
hepatocytu (ploidie) a objemu uskladnénych tukovych kapének.

Tab. 2 Stereologicka kvantifikace objemu hepatocytii u vybranych Zivo¢ichii.
Objem hepatocytii [um’]

Genus Jednojaderné Dvoujaderné Citace
Homo 11305 Rohr et al. 1976

. 5128 Hammad et al. 2014

us
5300 Karbalay-Doust a Noorafshan 2009
Q 4740 Q 6930 Jack et al. 1990
Rattus
36044 Q4789 37503 Q6565 Marcos et al. 2016
Sus 3670 7050 Nas vyzkum (Junatas et al. 2017)

Mezi jaternimi laloky prestického Cernostrakatého prasete jsme nepozorovali
signifikantni rozdily ve velikosti hepatocytt, v jejich mnozstvi a v podilu
jednojadernych a dvoujadernych hepatocytti. Ztoho vyplyva, Ze pro
experimentalni studium jaterni regenerace napf. po hepatektomii ¢i ¢astené
lobektomii (Bruha et al. 2015) mohou byt vyuzivany jednotlivé laloky a to i pro
kvantitativni histologii. Za ptedpokladu, Ze pro vzorkovani nebude vyuzito
signifikantn¢ méné vzorkd nez v na$i studii, bude morfometrie hepatocytii
nezkreslena i v ptipad€, ze vzorky budou pochézet z riznych jaternich lalokd.

Jak je patrno z naSich vysledki, zdrava prasata domaci stejného plemene, o
stejném véku, s podobn¢ velikymi jatry (813 = 85 ml), kterd konzumovala
stejnou stravu a o néz bylo pecovano identicky, se mohou signifikantné odliSovat
ve velikosti a poétu hepatocytti a v poméru mnozstvi dvoujadernych hepatocytt.

V oblastech s vétsimi hepatocyty jsme napocitali méné hepatocytt. Vysvétleni
tohoto jevu je nasnadé: jestlize pozorujeme ve stejném referenénim prostoru
vétsi bunky, vejde se nam jich sem méné a méné jich i spocitame.

Kdybychom méli nase poznatky zobecnit do praktickych doporuceni, vzhledem
k pozorovanym rozdiliim ve velikosti a poctu hepatocytl v zavislosti 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.

6.3  Kvantifikace interlobuldrniho a intralobuldrniho vaziva jater

Po navySeni poctu zkoumanych jedincti na Sest samcl a Sest samic jsme
v ptipadé kvantifikace jaterniho vaziva detekovali signifikantni mezipohlavni
rozdily. Detekovand variabilita v mnoZzstvi jaterniho vaziva mlze byt
protektivni G¢inky vici fibrogenezi (Yang et al. 2014). Pravdépodobné z toho
dtvodu dosahuje mnozstvi jaterniho vaziva u zen pfed menopauzou (Yang et al.
2014), stejné tak jako u samic potkand (Marcos a Correia-Gomes 2015), nizsich
hodnot v porovnani s muzi/samci. Hlavnim rozdilem v nardstu jaterniho vaziva
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u samcl potkant je v ukladani perisinusoidalniho vaziva s vékem (Marcos a
Correia-Gomes 2015). Nas§ vyzkum tak podporuje hypotézu o obecné vyssim
mnozstvi vaziva u samct daného druhu. Interpretaci vSak opét komplikuje vek
nami zkoumanych nedospélych selat, u nichz ocekavat pouze minimalni vliv
pohlavnich hormond. Duhou linii interpretace pozorované¢ho dimorfizmu by
mohl byt vztah relativni velikosti jater a jaterniho vaziva: pii mensi velikosti jater
u samic je potfeba relativné méné vaziva jako kotevni struktury pro jaterni cévy,
nervy a builky a pro bunéénou signalizaci v porovnani s vét§imi jatry sam¢imi.
Ovsem v této linii interpretace chybi relevantni data pro ¢i proti této hypotéze.

Pokud je nam zndmo, doposud neexistuji relevantni data, ktera by vysvétlovala
nami pozorované rozdily v mnozstvi vaziva mezi jaternimi laloky a v riznych
oblastech jaternich lalokt. Dosud publikované prace studujici distribuci jaterniho
vaziva poukazuji na kolokalizaci kolageni typu I a typu III, a to jak vné jaterniho
lalicku v portalnich prostorech, tak uvniti jaterniho lali¢ku (Mak et al. 2012),
zatimco kolagen typu IV se nachazi pouze uvnitt jaterniho lali¢ku (Mak et al.
2013).

Pfi porovnani mnozstvi vaziva vné (interlobularni) a uvnitf jaterniho laltic¢ku
(pericentralni a perisinusoidalni sumarizované do intralobularniho vaziva) je
zarazejici jeho zanedbatelné mnoZzstvi uvnitt jaterniho lalicku (< 0,2 % jak u
samct, tak u samic): podil perisinusoidalniho vaziva byl u samci 0,003 + 0,02 %
a 0,002 + 0,02 % u samic, podil pericentralniho vaziva pak byl 0,03 + 0,1% u
samct a 0,04 + 0,1 % u samic. To je v rozporu s publikovanymi vysledky pro
potkani jatra (Marcos et al. 2015a), kde byl pozorovan 70 % podil
intralobuldrniho  kolagenu (soudet kolagenti oznacenych autory jako
mintralobularni® a ,.kolem centralni venuly*). Mezi mnozstvim intralobularniho
kolagenu a poétem hepatocytd (r = 0,47) a Itoovych bunék (r = 0,50) byla navic
u potkant detekovana stfedni mira korelace (Marcos a Correia-Gomes 2016). V
nasem vyzkumu jater pieStického Cernostrakatého prasete jsme vSak pozorovali
opacnou tendenci: mensi pocet relativné vétSich hepatocytt byl pozorovan na
periferii jaternich lalokti (ROI), kde bylo soucasné 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
nedospélé jedince, nejsme schopni navrsit evidenci zadnym smérem.

Relativni objem jaterniho vaziva piestického Cernostrakatého prasete v nasi
studii zapada do obecné kvalitativni predstavy o vétSim mmnozstvi jaterniho
vaziva u prasete domaciho v porovnani s jinymi zivocichy i ¢lovékem: u psa,
kozy, koné, kocky a cloveka je jaterni vazivo stézi viditelné, zatimco u morcete,
ktecka, ovce a prasete je zietelné (Chen et al. 2013; Madhan a Raju 2014; Witter
2017). Ovsem pii pokusu o kvantitativni porovnani narazime na zasadni a ¢asty
nedostatek studii kvantifikace jaterniho vaziva, a sice nereprezentativni
vzorkovani (Marcos et al. 2012): kvantifikace jaterniho vaziva obvykle probiha
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jen na malé ¢asti jaterniho parenchymu, ktery byva ve vétsiné piipada odebran z
blize nespecifikované ¢asti jater o neznamé velikosti. Nestandardizovana metoda
kvantifikace pak mize stat za publikovanymi rozdily v mnozstvi jaterniho vaziva
u ruznych laboratornich zvitat (tabulka 3): z celkového poctu 165 publikaci
(Google — Obrazky, ,liver collagen®, leden a unor 2021), v nichz bylo
kvantifikovano vazivo na barvenych histologickych fezech, byly vysledky
zalozeny na nezkreslené metodice pouze u péti studii (tabulka 4).

Tab. 3 Pi‘ehled publikovanych extrémnich rozdil vmnoZstvi jaterniho vaziva u
laboratornich zviirat, kvantifikace na histologickych fezech.

Za povsimnuti stoji prace Sobrevals et al. 2016, kde autofi publikovali témet
tfinactindsobny rozdil v mnozstvi jaterniho vaziva mezi dvéma zdravymi populacemi
laboratronich potkant. Symbol ~ znaci pfibliznou hodnotu, ktera byla odectena z
grafu.

genus citace mnozs tvi

Atmaca et al. 2019  zadna pozitivita
Bos

Yarpuzlu et al. 2014 6.17%
Cavia Sarr et al. 2016 1.70%
Leporidae Wang et al. 2013 0.03%
(familia) Zou et al. 2007 6.23%
. Masubuchi et al. 2013 0.13%
Mesocricetus
Serna-Salas et al. 2018 ~5%
Erstad et al. 2018 ~7%
Huang et al. 2020 0%
Mus
Hung et al. 2005 0%
Zhao et al. 2019 5%
Grgurevic et al. 2017 ~0%
Chen et al. 2020 ~0.06%
Rattus Qiu et al. 2020 5%
Sobrevals et al. 2016  ~0.5%/~6.3%
Yang et al. 2020 ~8%
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Pro pfenos nasich poznatkti do humanni mediciny pro vyzkum lidskych jaternich
chorob, jako je chronicka hepatiiida C (Besusparis et al. 2014), alkoholem
podminéné onemocnéni jater (ALD) a nealkoholové jaterni choroby (NALD)
(Sakhuja 2014), primarni biliarni cirhdza (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 vét§Sim mnozstvim jaterniho vaziva u zdravych
jedinct, které pfipomind fibrézu na jatrech lidskych (Saxena et al. 1999). Navic
ma intralobularni a interlobuldrni vazivo u prasete odliSnou distribuci
v porovnani s jatry lidskymi.

Tab. 4 Objektivné kvantifikované monZzstvi vaziva laboratornich savet,
barveno (pikro)siriovou ¢erveni.

Genus  Mnozstvi vaziva Pohlavi Citace
Mus 1.45+0.07 % 3 Clapper et al. 2013*
~1.5% 3 Fallowfield et al. 2014
20+03% 3
Marcos et al. 2015a
Rattus 32+02% a
~2.0% Q Marcos a Correia-Gomes 2016
~0.5% 3 Hoy et al. 2018
47+24% 3 )
Sus Mik et al. 2018
3.6£22% Q

*kvantifikace na zdklad¢ dvou lalokd — levy laterdlni a pravy medidlni
7 Zavér

Ve svétle naSich poznatkl se pokusime odpoveédét na sedm otazek, které jsme
polozili na tvod naSeho vyzkumu v kapitole 2.

Ad 1. Jaka je normalni variabilita v mnoZzstvi jednojadernych a dvoujadernych
hepatocytl v jatrech prestického Cernostrakatého prasete?

Ad 2. Jakd je normalni variabilita v objemu a v poctu jednojadernych a
dvoujadernych hepatocyti v jatrech ptestického cernostrakatého prasete?

Primérny objem jednojadernych hepatocytii po korekci smrsténi byl ve vSech
zkoumanych vzorcich 3670 + 805 pm?’. Primérny objem dvoujadernych
hepatocytti byl 7050 £ 2550 um?. Podil dvoujadernych hepatocytil tvofil 4 = 2%.
Poget viech hepatocytil ¢inil 146997 + 15738 na mm? jaterniho parenchymu. Pfi
vzajemném porovnani jednotlivych jaternich lalokl jsme neprokazali vyznamné
rozdily v zadném ze ¢ty kvantifikovanych parametrti. Pfi porovnavani
jednotlivych ROI jsme detekovali primérné nejobjemnéjsi jednojaderné
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hepatocyty na periferii jaternich lalokti, mezi paraportalnim a parakavalnim ROI
jsme vyznamné rozdily v objemu jednojadernych hepatocytti nepozorovali.
Primérné objemy dvoujadernych hepatocyti ani jejich podil se mezi
jednotlivymi ROI vyznamné neliSily. Nejmensi objemové mnozstvi hepatocytl
bylo na jaterni periférii, ktera se v tomto lisila jednak od parakavalniho ROI,
jednak od paraportalniho ROI. V piipadé porovnavani jednotlivych prasat jsme
detekovali signifikantni interindividualni rozdily ve vSech ¢tyfech zkoumanych
parametrech.

Ad 3. Jakéd je normadlni variabilita v mnozstvi jaterniho vaziva u ptestického
¢ernostrakatého prasete?

Ad 4. Lisi se mnozstvi jaterniho vaziva mezi samci a samicemi prestického
¢ernostrakatého prasete?

Ad 5. Jaky je podil v ramci distribuce jaterniho vaziva uvnitf jaterniho lalicku a
vn¢ jaterniho lalicku piestického ¢ernostrakatého prasete?

V ptipad¢ jaterniho vaziva jsme pozorovali zna¢nou variabilitu na vSech
urovnich vzorkovani: mezi pohlavimi, mezi jedinci, mezi jaternimi laloky i mezi
ROI. Primérny objemovy podil interlobularniho vaziva byl signifikantné vétsi u
samcli v porovndni se samicemi. V samcich jatrech byl primérny podil
interlobuldrniho 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 %. Primérny podil
intralobuldrniho vaziva (tj. vaziva perisinusoidalni i pericentralniho dohromady)
¢inil < 0,2 % jak u samct, tak u samic. Na zaklad€ vypoctu koeficientu chyby u
souborti sériovych doporucujeme kvantifikovat mnozstvi vaziva ze Ctyt fezll na
jeden tkanovy blocek. Z nasi dal$i analyzy jednoznacné vyplyva dilezitost
znalosti pozice blo¢ku v jatrech (lalok a ROI) a jejiho respektovani pii nasledné
histologické analyze. V ptipadé, ze bude vzorkovaci schéma reflektovat rozdily
v mnozstvi vaziva mezi jednotlivymi laloky a ROI, k detekovani stejného
nardstu v mnozstvi vaziva bude zapotiebi mensiho poctu vzorkl a vzorkovani se
tak stane efektivnéjsi a Setrné€jsi v porovnani s nahodilym vzorkovanim bez udani
anatomického ptivodu vzorku.

Prestoze se v literatufe opakované tvrdi, Zze mnozstvi vaziva v jatrech prasete
domaciho je v porovnani s ostatnimi laboratornimi zvifaty i ¢lovékem obecné
vetsi, existuji prace na mySich, potkanech, turech, ptipadné zajicovitych, kde
bylo (pravdépodobné vlivem nevhodného vzorkovani) prokazano naopak
pramérné€ veétsi mnozstvi jaterniho vaziva v porovnani s nasimi vysledky
mnozstvi jaterniho vaziva prestického Cernostrakatého prasete.

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

Ad 7. Jaky je podil na zasobeni jater levé a pravé vétve v. portae u piestického
Cernostrakatého prasete?
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Jatra prestického cCernostrakatého prasete maji pét az Sest laloki — lobus
quadratus je plné€ vyvinut v 35 % ptipadii. V. portae vstupuje u prasete do jater v
jejich kranialni ¢asti na Grovni hranice pravého medialniho a pravého lateralniho
laloku. Pfed vstupem do jater se v. portae déli ostie vlevo a vpravo do dvou vétvi,
v jednom pfipad¢é jsme pozorovali trifurkaci — tato kaudalni vétev zasobovala
pravy medialni lalok. Celkem zéasobuje prava vétev v. portac u prestického
Cernostrakatého prasete 19-40 % jaterniho parenchymu (pravé hemiliver), leva
vétev v. portae zasobuje 60—81 % jaterniho parenchymu.

Ramus dexter v. portae zdsobuje lobus caudatus a lobus dexter lateralis a mtize
zasobovat ¢ast lobus dexter medialis (pozorovano v jednom ptipad¢ z celkovych
Sesti). Ramus sinister v. portac ma po oddéleni bud’ delsi pribéh 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 laloki v levé Casti jater probiha vétvemi v. portac hepatis
riznych generaci, v pravé ¢asti jater mize byt lobus dexter medialis zadsoben
samostatnou vétvi v. portae hepatis v ptipadé jeji trifurkace. Jatra prestického
¢ernostrakatého prasete bylo pfesto mozno rozdélit do osmi segmentt.
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Prispévek: Pohlavni rozdily v distribuci vaziva v jatrech
prasete domaciho

9th International Symposium of Clinical and Applied
Anatomy, Innsbruck. Pfispévek: Sampling desing for
experimental surgery studies in porcine liver.

2. misto na 57. Studentské védecké konferenci LF v Plzni.
Prispévek: Mapovani rozlozeni jaternitho vaziva u prasete
domaéciho

10. mezinarodni studentska védecka konference Antropowebu,
Plzen. Prispévek: Odhad pohlavi tviirct/tvirkyn paleolitickych
nasténnych maleb z otiskil ruky: mezioborové setkani.
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