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Abstrakt
Bakalafské prace se vénuje problematice onemocnéni jater vlivem alkoholu, ktery
v dnesni dobé je Castym tématem.

Obecna Cast je zaméfena na anatomii a histologii jater, fyziologii jaternich bun¢k. V této

Casti je také zahrnuta ¢ast biochemie, a to z hlediska ethanolu a jeho metabolismu v téle.

Mezi dalsi témata, o kterych v obecné ¢asti hovoiime je patologie jater vlivem alkoholu,
ptfesnéji cirhoza a steat6za postihujici jatra a dal$i onemocnéni s tim spojené. Mala ¢ast se
vénuje alkoholismu jako nemoci a statistice tohoto onemocnéni v Ceské republice.

Prakticka cast prace se vénuje piipraveé preparatii zdravych a postizenych jater. Zde je
zahrnuto nékolik barvicich histologickych metod a prikaz glykogenu pomoci PAS reakce.

Preparaty jsou nasledn¢ fotograficky zdokumentovany a popsany.
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Abstract

The bachelor thesis deals with the problem of liver disease due to alcohol, which is

a frequent topic in nowadays.

The general part is focused on liver anatomy and histology, liver cell physiology. This
part also includes part of biochemistry, from the ethanol point of view and its metabolism

in the body.

Other topics, that we do talk about in general, are liver pathology due to alcohol, more
precisely cirrhosis and steatosis affecting the liver and other related diseases. A small part

deals with alcoholism as a disease and statistics of this disease in Czech Republic.

The practical part is devoted of preparing slides of healthy and affected liver. Here were
included several histological staining methods and demonstration of glycogen by PAS

reaction. Slides were later photographically documented and described.

Keywords

Liver, ethanol, cirrhosis, steatosis, alcoholic hepatitis.
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1 UVOD

Problematika alkoholismu je castym tématem dneSni doby, v Uzké souvislosti
s postizenim jater. Pozivani nadmérného mnozstvi alkoholu ma za nasledek zménu
morfologie a fyziologie jater, ktera je pro Zivot &lovéka velmi dilezitd. V Ceské republice
se spotieba alkoholu od roku 1950 zvysila, primérné kazdy paty dospély pije zdravotné

rizikovym zplisobem.

Clovék je dokonald funkéni jednotka, ve které probihaji neuvéfitelné procesy a kazdy
,dil“ je pro tento velky proces dllezity. Kazdy orgdn v nasem téle méa svou funkci
a zédrovenn vSe pracuje jako celek. Nejvétsi exokrinni Zlazou tohoto celku jsou jatra,
zodpovédna za metabolické funkce, které v téle probihaji. Bez jejich funkce by télo nebylo
schopné detoxikace, metabolismu dilezitych zivin, sekrece a exkrece, degradace
steroidnich hormonti. Jatra také ukladaji rizné latky, maji velky vyznam pro krevni ob¢h
amnoho dalSich funkci. Jaterni buiiky (hepatocyty), které maji na starost detoxikaci
alkoholu neboli metabolismus ethanolu nejsou vsak vSemohouci. Dlouhodoby piisun
velkého mnozstvi alkoholu hepatocytim neprospiva. Hepatocyty pifi kazdodennim

odbouravani ethanolu dlouhodobého alkoholika ztraceji svou funkci a zanikaji.

Mezi nejvyznamnéj$i postiZeni jater vlivem alkoholu patii cirhdza a steatéza. V piipadé
zakazu piijmu alkoholu je poSkozeni jater steatozou reverzibilni. Tukové kapénky, které se
béhem steatozy vytvareji, se vstiebaji a jaterni parenchym ma moznost obnoveni. V druhém
pfipad€ tomu uz tak neni. Cirh6za je natolik vaZna, Ze obnova jater neni mozna. Vazivo,

které nahradilo veskeré hepatocyty, zistava a funkce jater je nemozna.

Fyziologické zmény jater lze zjistit z biochemického hlediska, kdy sledujeme predev§im
jejich funkce porovnanim biochemickych hodnot urcenych k vySetfeni jater. Patologické

struktury lze pozorovat pomoci vytvoienych preparatti tkané z histologického vySetteni.

Cilem této prace je Ctenafe sezndmit s morfologickou a fyziologickou strankou jater.
V teoretické ¢asti je popsana obecnd anatomie a histologie jater, déle je zde zahrnuta funkce
jaternich bunék. Dulezitym predmétem je také ethanol, ktery ma ve velkém mnozstvi
negativni vliv na hepatocyty a na celkovou strukturu jaterniho parenchymu. Patogenni
struktura je hlavnim cilem praktické casti, kdy jsou z postizenych jater vytvotreny preparaty

pro seznameni struktury v mikroskopu.



2 SOUCASNY STAV

2.1 Jatra

Jatra jsou nejvetsi exokrinni zldzou produkujici zIu€ v lidském téle nezbytnou pro Zivot.
Za jednu minutu jimi protéka ptiblizné 1500 ml krve a maji jak ob&h funk¢ni (portalni), tak
ob¢h nutritivni (a. hepatica). Zékladni funkéni jednotka jater je jaterni lalacek.
Nejdulezitéjsi enzymy tohoto lalicku maji rizné lokalizace, urcujici charakter
metabolickych pochodi, které v ném probihaji. Oxidativni procesy probihaji pfedevsim

centralné, na periferii lalicku najdeme spiSe procesy redukéniho charakteru [1].

Tento parenchymovy organ se nachazi v pravé horni ¢asti btisni dutiny v tésné blizkosti

branice a dvanactniku. Pfevazné jsou ulozena volné.

Jedna se nejen o nejvetsi, ale 1 nejtézsi zlazu lidského téla, primérnad hodnota hmotnosti
jater se uvadi 1,5 kg. Maji hnédocernou barvu a pohmatem se jednd o mékkou a poddajnou

hmotu, kterd je relativné kiehka [2].

2.1.1 Tvar a ¢lenéni jater

Svym tvarem nam jatra mohou pfipominat trojboky jehlan polozeny na bok, jehoz

zakladna je pfiloZena k pravé biiSni sténé a vrcholem smétujici k levé bfisni steéné [3].

Vyklenutd kranidlni plocha jater, ktera je pfizpiisobena klenbé branice, se nazyva facies
diaphragmatica. Na jatrech déale popisujeme facies visceralis, spodni plochu s otisky
organli, o které se opird [4]. Tunica serosa pokryva témeét cely povrch jater, jedna se
o leskly peritonedalni povlak, ktery je pfipojen vrstvickou vaziva tunica subserosa k hlubsi

tunica fibrosa [2].

Charakteristické ryhy nesouci se na spodni ploSe jater (facies visceralis) odd€luji Ctyti
jaterni laloky (lobi hepatis). Nejvétsi je lalok pravy (lobus dexter), oproti nému mensi,
plochy lalok levy (lobus sinister). Mezi levym a pravym lalokem se nachdzi zaoblen¢
¢tverhranny lobus quadratus a lobus caudatus, ktery je ze vSech laloki nejmensi, ovalny,
mirné prominujici [2].

Jatra jsou pomérné mékky organ, proto je jejich tésnd blizkost s okolnimi organy
vysledkem jejich tvaru. Na visceralni ploSe se nachazi hned nékolik otisk téchto

organli [2]. Na levém laloku se objevuje rozsdhly otisk zaludku (impressio
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gastrica) pied otiskem dolni ¢asti jicnu (impressio oesophagea). Cast pravého laloku, kréek
zlu¢niku a lobus quadratus lezi na duodenu (impressio duodenalis). Otisk flexura coli
dextra (impressio colica) na ventralni ¢asti pravého laloku s télem Zlu¢niku a dorsalni ¢ast
pravého laloku, kterd se klade na pravou ledvinu a nadledvinu (impressio renalis,

suprarenalis) [4].

2.1.2 Stavba jater

Specificka tkan jater zvana parenchym je tvofena jaternimi buiikami (hepatocyty). Svym
uspofddanim tvofi hepatocyty tramcity epitel. Tramce zhepatocyti jsou ploché
a navzajem nepravidelné anastomosuji. Mezi trdmci jaternich bun¢k se vyskytuji v tésné
blizkosti cévy. Zakladni stavebni jednotkou jater je tzv. lalicek centralni zily, tvofen trdmci
spolu s cévami usporadanymi do péti- az sedmibokych hranolt. Jednotlivé lalicky centralni

vény jsou od sebe oddéleny malou vrstvou vaziva [2].
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Obrazek 1 : Laltcek centralni zily. Upraveno [2].

1 — v. centralis, 2 — jaterni sinusoidy, 3 — Kupfferovy bunky, 4 — ZluCové kapilary mezi jaternimi
bunikami a intralobularni zlucovod, 5 — trias hepatica, 6 — a. interlobularis, 7 — v. interlobularis,
8 — interlobularni Zlucovod, 9- cirkumlobularni arterie a zila, 10 — Heringovy kanalky, 11 — vnitini

koteny v. portae, 12 — jaterni tramecek, 13 — v. sublobularis.
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2.1.3 Pritok krve jatry
Rozeznavame jaterni obéh funkéni a vyzivny.

Funkéni obéh zajistuje vratnicova zila (v. portae) spolu s jejimi vétvemi. Vratnice
ptivadi krev ze vSech neparovych orgéand, tedy ze stén zaludku, sleziny, slinivky bfisni a ze
stteva. Vratnicova zila vstupuje do jater v porta hepatis a déli se na vétve pro pravy a levy
lalok. Uvnitt laloki dale probihaji Zily v portobilidrnim prostoru, tedy jsou to
tzv. interlobularni zily. Z téchto zil odstupuji Zzily obkruzujici laliicek a probihaji az
k periferiim lalickt (vv. circumlobulares). Z zil obkruzujicich lali¢ek jdou jaterni
sinusoidy, prochédzejici mezi trdmci hepatocyt. Sinusoidy se sbihaji do centralni zily
(v. centralis), v. centralis se na bazich lalickt spojuji ve vétsi jaterni zily (v. hepaticae),

které opousteji jatra [5].

Nutritivni obéh je zabezpeCovan jaterni tepnou (a. hepatica), kterd prevadi do jater
dobie okyslicenou krev. Vétvi se obdobné jako vratnicova zila. Vétve jaterni tepny
(aa. circumlobulares) se na urovni zil obkruzujicich lalic¢ky napojuji na sinusoidy, tedy

v kapilarach mezi tramci jaternich lalicki te¢e krev smiSena, tj. zilni a tepenna [5].
2.1.4 Zlucové cesty a zZluénik
Cesty Zlucové délime na intrahepatalni a extrahepatalni.

Intrahepatalni zluCové cesty zacinaji mezi builkami tramct v laliiccich jaternich
v podobé Zlucovych kapilar, pfes Heringovy kanalky a interlobularni Zlucovody. Dale
postupuji jako segmentové a lalokové zluCovody az do porta hepatis. Samostatnou sténu
zluCovodii miizeme pozorovat uz od Heringovych kanalkli. Sténu vétSich zlucovodi,
do nichz se napojuji ZluCovody interlobularni, tvoii epitelova vystelka a vazivo s hladkou

svalovinou [2].

Extrahepatéalni zZlu€ové cesty zac¢inaji jako pravy (ductus hepaticus dexter) a levy jaterni
vyvod (ductus hepaticus sinister) v porta hepatis. Jejich spojenim vznika asi 2-4 cm dlouhy,
spolecny jaterni vyvod (ductus hepaticus communis). Spojenim s ductus cysticus vytvari
hlavni zlucovod (ductus choledocus), ktery podbiha horni usek duodena a pokracuje podél
jeho vnitintho okraje. V ¢asti slinivky bfiSni je zezadu vtlaten do hlavy slinivky
a Sikmo prostupuje sténou duodena. Spolu s ductus pancreaticus usti na papilla duodeni

major [2].

12



Zluénik se nachazi na spodni plose jater, se kterymi je spojen vazivem. Jeho tvar je
hruskovity a rozsitena bazalni ¢ast presahuje dolni okraj jater [6]. Povrch zlucniku je kryt
pobfiSnici. Stavba jeho stény se prakticky nelisi od ostatnich Zlu¢ovych cest. Vnitini povrch
zlucniku tvofi sliznice slozena v Cetné tasy vytvarejici sitovity reliéf. V ¢asti pocatecniho
oddilu zlu¢nikového vyvodu a v kréku zluénikového méchyte se vytvareji spiralni fasy,
které spolu se svératem v kréku méchyie tvoii funkéni jednotku - uzavérovy mechanismus,

pomoci kterého se reguluje odtok zluce do zlu¢ovodu [5].

2.2 Histologie jater

Morfologickou jednotku jater tvofi jaterni buitky — hepatocyty. Tyto buiiky tvofi trdmce

uspotadané to jaternich lalicku, které jsou zékladni stavebni jednotkou jater.

2.2.1 Stroma

Povrch jater je kryt tenkym vazivovym pouzdrem, zvanym capsula Glissoni, ten je
zesilen v oblasti hilu, do kterého pfichdzi vena portae, arteria hepatica, a naopak
jatra v ném opousteji pravy a levy ductus hepaticus a lymfatické cévy. VSechny tyto cévy
avyvody jsou obklopeny vazivem v celém svém prubehu, pocinaje jejich zaCatkem
(¢i zakonCenim) v portobiliarnich prostorech. Tato mista zde maji vyvinutou sit

retikularnich vlaken podporujicich hepatocyty 1 endotelie jaternich sinusoidid [7].

*
3
3 .

1 el D v

Obrazek 2 : Mikroskopické znazornéni jater : Portobiliarni prostor. (Tereza Hrubcova, 2017).
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2.2.2 Laluéek centralni vény

Hepatocyty svym uspofadanim vytvareji strukturalni jednotky jater, nazyvané lalicek
centralni vény. Lallicek ma podobu nepravidelného hranolu, v jehoz podélné ose probiha
vena centralis. U nékterych zivocichti jsou jednotlivé lalicky od sebe oddéleny tenkou
vrstvou vaziva, u ¢lovéka k tomu ale nedochédzi. Vazivo se vyskytuje jen v nékterych
oblastech, obsahujicich zlu¢ovody a krevni cévy. Tyto prostory jsou obsazeny portalnimi
triddami. Kazda se sklada z venuly, arterioly, zlucovodu a doprovodnych lymfatickych cév.
Véna je znich obvykle nejvétsi. Arteriola pfivadi krev z truncus coeliacus. Zlugovod
s vystelkou kubického epitelu odvadi ZIu¢ a Gsti do ductus hepaticus. Tramce hepatocyti
jsou vjaternim lalicku uspofadany radidln€ a vytvareji plotny sméfujici od periferie
kcentru lobulu a volné¢ spolu anastomozuji. Prostor mezi plotnami vypliuji

kapilary — jaterni sinusoidy [7].
2.2.3 Sinusoidy

Sinusoidy zacinaji na periferii laliackil a probihaji smérem k centralni véné. Maji Sirsi
lumen nez bézné kapilary, Sitka lumenu je pfiblizn€ 15 um.V jejich sténé mizeme najit tii
typy bunék: endotelové buiiky, Kupfferovy buiky, Itovy bunky [8].

Endotelové buiiky maji ploché t€lo a obsahuji velké transcelularni fenestrace (Sifka
100 nm) uspofadané do sita. Fenestrace nejsou uzavieny diafragmou a chybi zde bazalni
lamina [8]. Mezi hepatocyty a endotelovymi buitkami se nachazi $térbina, ktera je od sebe
oddé€luje, nazyva se Disseho prostor [7]. Povrch hepatocytli obraceny smérem do Disseho
prostoru je opatien mikroklky, které jsou omyvany tekutou Casti krve a zodpovidaji
za latkovou vyménu. Endotel nepfedstavuje Zadnou diftzni bariéru, tedy vSechny slozky
krve maji volny pfistup do Disseho prostoru a naopak vSechny proteiny a lipoproteiny

tvofené v hepatocytech maji ptistup do krevniho feciste [8].

,Stavba steny sinusoid, kterda je rozhodujici pro efektivni latkovou vymeénu, neni
samoziejmosti: velké fenestrace jsou patrné indukovany hepatocyty a Itovymi buinikami, na
Jjejich udrzeni se podili aktinovy cytoskelet endothelu. Pri jaterni cirhose se tato specificka

stavba ztraci (,,kapilarizace* sinusoid)*“ [8].

Kupfferovy buiiky, typické mikrofagy, se nachazeji na lumindlnim povrchu endotelu.

Jsou soucasti mononukledrniho fagocytdrniho systému (MFS) a jejich hlavni funkei je
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odstranéni cizich Castic, bakterii, prestarlych erytrocytl, odbouravani hemoglobinu.

Nejaktivnéjsi Kupfferovy buiiky se nachdzi v zoné€ 1 jaterniho acinu, na periferii lalacku[7].

V Disseho prostoru se také jednotlivé vyskytuji hvézdicové elementy, zvané
Itovy buiiky, které obsahuji velké tukové kapénky. Maji schopnost stfddat exogenni
vitamin A v tukovych kapénkéch, ktery je vstiebatelny ve stievé [7]. Itovy buiiky jsou
mimo jiné povazovany za producenty nepatrnych intralobuldrnich vazivovych fibril.
V bézném histologickém preparatu miizeme pomoci impregnace stiibrem ozfejmit tenké

snopecky retikuldrnich vlaken, lezicich v Disseho prostoru [8].

2.2.4 Clenéni jaterniho parenchymu

Byly navrZeny tfi zptsoby ¢lenéni jaterniho parenchymu a kazdy zptlisob stavi do stiedu
stavebni nebo funkéni jednotky jiny utvar — lalicek centralni vény, jaterni acinus a portalni

lalicek.

Lalicek centralni vény jiz diive popsany, s centralni zilou v jeho stfedu, kterad je
zacatkem odtokovych Zil. Naopak pfivodné interlobularni a cirkumlobularni cévy lalicek

obklopuji [8].

Acinus, jehoz stfedem jsou terminalni useky pifivodnich cév, obkruzujici periferii
jaterniho lalic¢ku naznacuje tvar kosoctverce. Tyto termindlni cévni vétve rozvadéji krev na
ob¢ strany, tedy do dvou sousednich lalickl. Acinus zahrnuje vSechny hepatocyty, které
jsou zasobovany jednim termalnim cévnim svazkem. Hepatocyty lezi ve tfech
metabolickych zonach. Hepatocyty nejblize k ose acinu jsou nejlépe zasobovany kyslikem
a zivinami, lezi v metabolické zon€ 1. Hepatocyty nejvzdalenéjsi od osy acinu a zaroven
v centru klasického lalticku tvofi zoénu 3 a jsou tedy nejhtlife zdsobeny. Ve stfedu mezi tim

se nachazi zéna 2. (viz obrazek 3).

Portalni laliicek ma ve svém stiedu portobiliarni prostor a utvary, které se v ném
nalézaji: vétve v. portae, a. hepatica propria a zZlu€ovod. Portdlni lalticek je definovan jako

trojuhelnik, v jehoz vrcholech lezi centralni vény sousednich laltckt [8].
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Obrazek 3 : Clenéni jaterniho parenchymu. (Tereza Hrubcova, 2017).

1 — jaterni laldcek, 2 — portalni lalicek, 3 — acinus, CV — centralni véna, PS — portobiliarni prostor.
2.2.5 Hepatocyty

Jaterni bunky pfedstavuji asi dvé tfetiny celkové bunécné populace jaterni tkané. Maji
tvar mnohosténu a méfi pfiblizné 20-30 um. V disledku velkého mnozstvi mitochondrii
a hladkého endoplazmatického retikula je jejich cytoplazma eosinofilni. Timto miZzeme
pozorovat na preparatech barvenych metodou hematoxylin-eosin. Hepatocyty maji odliSnou
strukturalni, histochemickou a biochemickou charakteristiku, v zavislosti rtiznych
vzdalenosti od portalnich triad. Kazda jaterni buiika je svym povrchem ve styku se sténou
sinusoid prostfednictvim Disseho prostoru a zaroven pfiléha k sousednim hepatocytiim.
V misté, kde se hepatocyty dotykaji, se vytvari tubuldrni prostor, zvany jako Zlucovy
kanalek. Tyto trubicové prostory o priméru 1-2 um ptedstavuji pocatecni ¢ast, od které
postupuje vyvodny zluCovy systém. Jejich ohraniceni se skladd pouze z plazmalemy
pfiléhajicich hepatocytd a jejich vnitini povrch je opatfen malym mnozstvim mikroklkd.
Burniky v okoli zlu¢ovych kandlkt jsou prostfednictvim zonulae occludentes pevné stmeleny
a propojeny velkym poctem nexti, které jsou dualezité pro jejich fyziologickou aktivitu.
Kandlky prostupujici podél jaternich laluackt vytvéieji anastomozujici sit, koncicich
v portalnich prostorech. Zlu¢ te¢e z centra klasického lalicku do periferie, tedy v opaéném

sméru nez krev [7].
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Z1ug vstupuje v periferii lali¢ku do Heringovych kanalkii a posléze do interlobulérnich
zlucovodu, které jsou vystlany kubickym epitelem [7]. Pod epitelem nasedajicim na bazalni
membranu se nachazi tenka vrstvicka vaziva. Interlobularni zlu€ovody nésleduji vétveni
vena portae a splyvaji vpravy a levy ductus hepaticus se silngj§i vazivovou sténou

vystlanou jednovrstevnym cylindrickym epitelem [9].

Obrazek 4 : Jaterni lalti¢ek. (Tereza Hrubcova, 2017).

1 — Centrélni Zila, 2 — interlobularni Zila, 3 — interlobuldrni arterie, 4 — interlobularni Zluéovy kanélek,

5 — tramce hepatocytu.

Na povrchu hepatocytl, obracenych do Disseho prostord, se nachdzeji ¢etné mikroklky,
avSak povrch je vzdy oddé€len od sinusoid. Jaterni butiky obsahuji jedno az dvé velmi svétla
jadra s jednim nebo dvéma typickymi jadérky. Nékterd jadra jsou napadna svoji velikosti,
a to v diisledku nékolika nasobki haploidniho poctu chromosomti. Jsou to jadra polyploidni
a jejich velikost je imérné jejich ploidité. Hepatocyty obsahuji velké mnozstvi drsného
a hladkého endoplazmatického retikula. Drsné endoplazmatické retikulum vytvaii shluky,
zvané bazofilni téliska. V hladkém endoplazmatickém retikulu rozptyleném v cytoplazmé
se odehrava fada dilezitych dé&jt. Jsou to oxidacni, metylacni a konjugaéni pochody, které
jsou potiebné k inaktivaci nebo detoxikaci latek pfed jejich vyloucenim z téla. Hladné

retikulum je labilnim systémem, ktery bezprostiedné reaguje na zmény prostredi [7].
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Jednim  z diilezitych deéjii, probihajicim v hladkém endoplazmatickém retikulu, je
konjugace hydrofobniho toxického bilirubinu na neskodny ve vodé rozpustny
bilirubin-glukuronid pomoci enzymu glukuronyltransferdazy. Tento konjugat je hepatocyty
secernovan do zluci. Neni-li bilirubin ¢i bilirubin-glukuronid patricné vylucovan, dochazi

k chorobnym staviim, které se vyznacuji zloutenkou.  [7].

Jaterni buniky jsou mistem, kde dochazi ke stifadani nékterych metabolitii. Sacharidy jsou
v jatrech stfadany ve formé glykogenu, ktery miizeme pod elektronovym mikroskopem
pozorovat jako hrubd elektrondenzni granula, hromadici se Casto ve shlucich hladkého
endoplazmatického retikula. Lipidy jsou zde ukladdny ve formé triglyceridd v tukovych
kapénkach [10]. V hepatocytech nedochdzi nejen k metabolickym déjiim zakladnich Zivin,
tj. glycida, lipidd a bilkovin, ale také k pfeméné purinG a steroidd. Dals§i vyznamnou
schopnosti hepatocytil je skladovani ne€kterych vitamint, fixovani Zeleza a ukladani ho ve
form¢ feritinu, produkovéani plazmatickych bilkovin dileZitych nejen pro krevni srazeni

a krvetvornost [11].

Jaterni buniky maji velkou schopnost regenerace. Po chirurgickém vynéti jater nebo pii
kratkodobém plisobeni hepatoxickych latek se z déleni zbylych hepatocyti vytvoii novy
jaterni parenchym v postizené ¢asti. Po dlouhodobém plisobeni cytotoxickych latek dochéazi
k trvalému poskozeni jaterniho parenchymu a k bujeni vaziva v portobiliarnich oblastech,

zvané cirhoza [11].
2.2.6 Zluénik a vyvodné Zlutové cesty

Intrahepatické Zlucové cesty zacinajici Heringovymi kanalky jsou tenké trubicky, které
pfi okraji lalicku centrdlni vény navazuji na ZluCové kapilary bez vlastni stény.
Heringovy  kanalky  vystliny  jednovrstevnym  kubickym  epitelem  vstupuji
do portobiliarnich prostor a spojuji se v interlobularni zlucovody. Sténa interlobularnich
zluCovodl je sloZena z vrstvy vaziva s vlakny cirkularniho a longitudinalniho prib¢hu a jeji
vystelka je zjednovrstevného kubického az nizce cylindrického epitelu. Interlobuldrni
vyvody nésleduji vétve v. portae k porta hepatis , spojuji se v siln¢jsi kanalky a vytvareji

lobarni Zlucovody, vystlané vysokym jednovrstevnym cylindrickym epitelem [11].

Ve sténé extrahepatickych Zlu¢ovych vyvodié nalezneme dvé vrstvy — sliznici
a fibromuskularni vrstvu. Sliznice je slozena v podélné tasy, tedy na prifezu miizeme

sledovat hvézdicovity tvar. Povrch sliznice pokryvéa jednovrstevnaty cylindricky epitel.
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Slizniéni vazivo je pomérné silné a je slozeno ziidkého kolagenniho vaziva.
Fibromuskularni vrstvu tvoii husta sit’ kolagennich a elastickych vldken. Sit’ je prostoupena

hladkymi svalovymi bunikami, které jsou zv1ast’ pocetné v ductus choledochus [11].

Sténa Zluéniku se sklada ze sliznice, svalové vrstvy a serdzy. Sliznice (tunica mucosa)
vybihd v Cetné, navzdjem spojené ftasy. Povrch sliznice je kryt jednovrstevnatym
cylindrickym epitelem nasedajicim na bazalni membranu. Na lateralnich plochach bun¢k se
nachazeji spojovaci komplexy. Buiky vylucuji hlen, slozeny z neutrdlnich a kyselych
mukopolysacharidii. Buniky kromé sekrece maji funkci resorpcni, resorbuji vodu a jiné
latky ze zluci, které se mohou hromadit v basalni ¢asti bun¢k. Lamina propria mucosae, je
slozena z fidkého kolagenniho vaziva s vlakny elastickymi. V mistech kr¢ku se ve vazivu
nachazeji drobné tubulosni mucinosni Zlazky. Tunica muscularis je sloZzena ze snopecki
hladkych svalovych bun€k, mezi nimiz se nachazeji sité elastickych vlaken. Seréza pokryva
zluénik v oblasti fundu a na dolni strané zlu¢niku, na ostatnich mistech se nachazi ridké

vazivo adventicie [9].

2.3 Fyziologie jaternich bunék

Jaterni tkan obsahuje epitelovou ¢éast tvoienou hepatocyty, endotelovou vystelku,
tkaniové makrofagy — Kupfferovy buiiky a perivaskuldrni mezenchymové hvézdicové
buiiky. Dalsi vyznamné buiiky jsou usedlé (NK-buiiky) i cirkulujici buiikky (lymfocyty,
leukocyty) a trombocyty. Buiiky jater mizeme také rozdélovat na parenchymové

a neparenchymové [12].

Jatra lze nazvat chemickou tovarnou organismu, kterd plni mnoho tzce spojenych
funkci. Jatra jsou prvnim orgdnem, ktery dostdva skoro vSechny latky vstiebatelné
v travicim ustroji prostfednictvim portalniho obchu. Zprosttedkovavaji metabolismus
hlavnich zivin, plni funkce detoxikacni, exkrecni a sekrecni, také odpovidaji za tvorbu
a degradaci steroidnich hormont, skladuji rizné latky. Maji také vyznam pro krevni obéh,
krevni tvorbu a mohou ovlivnit vlastnosti krve. A nemélo by se také zapominat na vyznam

pro termoregulaci [13].
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2.3.1 Hepatocyty

Bazolateralni membrana hepatocytli obracena k sinusoidé¢ sousedi s extracelularnim
prostorem, kudy protéka krevni plazma (krevni pol). Zde jsou vychytavany latky z krve
a zpét do krve jsou predavany produkty syntézy a glukdéza. Vrcholovy pol je prevracen
k Zlucovym kanalkiim, kde je produkovana zlu¢ (Zluéovy pdl). Plazmatickd membrana
zlu€ového polu se vyznacuje riznymi transportnimi mechanismy, diky kterym jsou ve vodé

rozpustné soucasti zlu¢e dopravovany do zlu¢ovych kanalka [8].
Buné¢né organely

Hepatocyt je bohaté vybaven bunéénymi organelami, které plni specifické funkce.
Granularni endoplasmatické retikulum a Golgiho komplex zde slouzi k syntéze albuminu,
koagulacnim faktorim a dalSich plazmatickych bilkovin. Lysozomy, které se nachazeji
predevsim v blizkosti zlucového poélu, se podileji na odbouravani piebytecnych nebo
opotiebovanych slozek bunék z autofagickych vakuol, ddle na odbourdvani posSkozenych
plazmatickych bilkovin. V agranuldrnim endoplazmatickém retikulu probiha syntéza
zluCovych kyselin a lipidd. Lipidy jsou v Golgiho komplexu upraveny a uvolhovany

do krve [8].

2.3.2 Vychytavani, zpracovani a sekrece latek hepatocyty

Jatra se vyznacuji vysokou metabolickou aktivitou, 28% celkového pratoku krve piipada
na tento organ. Jatra metabolizuji velké mnozstvi latek, endogenniho (napf. bilirubin,
hormony, zlucové kyseliny) a exogenniho plivodu (léky, xenobiotika, toxiny)
prichdzejicich cestou v. portae a systémovou cirkulaci. Hepatocyty tyto latky zpracovavaji
v nasledujicich ¢tyfech krocich:

* Transport latek z krve ptes sinusoidalni membranu hepatocytti
* Transport latek v intracelulérni tekuting hepatocyt

* Intracelularni biotransformace ¢i degradace latek
* Exkrece latek nebo jejich produktti do zluce

Stejné jako jiné epitelové buiiky jsou hepatocyty vybaveny transportnimi mechanismy.
Sodiko-draslikova pumpa patfici mezi hlavni transportni mechanismy na bazolateralni
membrané je zodpovédna za udrzeni nizké intraceluldrni koncentrace sodiku a vysoké
koncentrace drasliku. Sodikovy gradient je dflleZity pro dalsi transportéry, jako jsou Na'/H"
antiport, Na/HCOs kontrasport, symport sodiku a aminokyselin a také pro jeden

z transportér pro zluCové kyseliny. Pro tyto transportéry funguje jako hnaci sila.
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Hepatocyty vychytavaji glukozu pomoci mechanismu facilitované diftize s transportérem
GLUT?2 (glucose transporter 2), tento transport neni zavisly na inzulinu k usnadnéni difuze.
Pomoci proteinového transportéru NTCP (Na-taurocholate contrasporting polypeptide) jsou
vychytavany zlucové kyseliny, ale také steroidy, cyklické oligopeptidy a tady léka.
Organické anionty (napf. organickd barviva, konjugaty steroidl, hormony stitné Zlazy,
anionické oligopeptidy, prostanoidy, tfada 1€kd, toxin a dalSi xenobiotika) jsou
do hepatocytli ptenaseny skupinou polyspecifickych membranovych ptrenaseci OATP
(organic anion transporting polypeptides), ktery rovnéz transportuji zlucové kyseliny
mechanismem nezavislym na sodiku. K pfenosu organickych kationtll (napf. aromatické
a alifatické aminy a nékteré 1éky) ptes bazolateralni membranu hepatocytii slouzi prenasece

OCTI1 a OCT?2 (organic cation transporter) [3].

Uvniti hepatocytl probihd transport od bazolateralni k apikalni membrané, u nékterych
latek je transport zprostiedkovan vazbou na specifické intraceluldrni vazebné
proteiny. Pfikladem jsou zlucové kyseliny, které maji u clovéka tfi pfenaSecové
proteiny: di-hydrodioldehydrogenaza, glutathion-S-transferdza B a mastné kyseliny vazajici
protein. Jestlize je koncentrace zlucovych kyselin v sinusoidalni krvi vysokd, je pomoci
vezikul jejich Cast intracelularné transportovana. Bilirubin po vstupu do hepatocytu je

transportovan do endoplazmatického retikula, kde je konjugovéan s kyselinou glukuronovou
[3].
Biotransformacni funkce jater

Dalsi vyznamnou funkci jater je biotransformace toxickych latek endogenniho
1 exogenniho pivodu. Jatra pfeméenuji:
1. Latky, které vznikly v téle, ale jiz nejsou potiebné (napf. steroidni hormony)

2. Latky, které v téle vznikly, ale jsou t€lu jedovaté. (napt. amoniak, bilirubin)
3. Latky, které jsou télu cizi (napf. Iéky, jedy)

Jatra jsou vybavena mnoZzstvim enzymdu, které umoznuji nejriznéj$i chemické reakce
pro tuto funkci. Mezi tyto reakce patii: metylace, hydratace, hydrolyza, deaminace,
redukce, oxidace a spousta dalSich, na néz Casto navazuje konjugace. Pfi konjugaci se na
latky navdze ncktery ze substrati (glycin, sulfaty, taurin, kyselina octovd nebo
glukuronovd), diky kterému je latka snadno vylucitelna z téla. Naptiklad bilirubin, ktery
vzniké pfi rozpadu hemoglobinu, neni rozpustny ve vod¢, tedy nemuize byt vyloucen z téla

moc¢i. V jatrech se bilirubin konjuguje s kyselinou glukuronovou za vzniku
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bilirubinglukuronatu, ktery je dobfe rozpustny ve vod¢ a mize se snadno vyloucit do zluci

a s ni do traviciho systém [13].
2.3.3 Zlué

Z1u¢ je nezbytna pro traveni a absorpci tukil, pomoci ni jsou z organismu vylu¢ovéany
rizné endogenni a exogenni latky. Tvorbu a sekreci zlu¢i mizeme rozdélit do nekolika
stadii:

 Zlu¢ je tvofena hepatocyty a jeji iprava probiha ve zlu¢ovych vyvodech
* Skladovani a zahuStovani Zluc¢i probihajici ve Zlu¢niku
*  Uvolnéni zlu¢i ze Zlu¢niku a transport do duodena

Z1u¢ je slozena z anorganickych a organickych latek, kromé vody, elektrolytli a soli
zluCovych kyselin obsahuje také cholesterol, lecitin, bilirubin, steroidni hormony, vitaminy,
Iéky, t€zké kovy aj. Denné jatra produkuji pfiblizné 0,7-1,2 1 zluci, kterd spolecné
s pankreatickou Stévou pfispivd k vyrovnani osmotického tlaku a pH v duodenu.
Do duodena neni uvoliiovana veskera zlu¢, pfiblizn€ polovina je skladovéana a zahustovana

ve zlucniku [14].
Tvorba Zluci

Z cholesterolu se v jaternich buiikach vytvareji primarni Zlu€ové kyseliny, které jsou
zde konjugovany s glycinem a taurinem, a jejich soli jsou vylucovany do Zzluci.
Z primarnich Zluovych kyselin (kyselina cholova a chenodeoxycholovd) vznikaji ve
sttevech bakteridlni Cinnosti sekundarni Zlucové Kkyseliny (kyselina deoxycholova
a litocholova). Piiblizn€¢ 95 % zluCovych kyselin je ve stfevé resorbovano do krve.
Kyseliny jsou krvi transportovany zpét do jater, kde jsou znovu vylouceny do zluci. Tato
cirkulace zlu€ovych kyselin mezi jatry a stfevem se nazyva enterohepatalni ob¢h. Jen mala
&ast zluéovych kyselin opousti télo stolici, tedy nevstiebava se ve stievé. Cast, kterd opousti

télo, je nahrazena novotvorbou zluc¢ovych kyselin v jatrech (denné ptiblizné 0,5 g) [15].
Sekrece Zludi

Sekreci Zlu¢i stimuluji latky zvané choleretika. Mezi nejvyznamnéjsi patii sekretin,
ktery zvysuje sekreci bikarbonitu do zlu¢i — pufr, ktery neutralizuje kyselost Caste¢né

natravené potravy ze zaludku [15].

Oddiho svéra¢ je na lacno kontrahovan a zlu¢ tece do Zlu¢niku, zde je skladovana
a zahu$tovana. Po pfijmu potravin se hladkd svalovina ve sténé zlu¢niku zacne rytmicky
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stahovat. Diky stahim vznikne tlak ve zlu¢niku a Zlu¢ zacne odtékat do ductus
choledochus. Zaroven ptechazi Oddiho svéra¢ do relaxace a Zlu¢ odtékd ze zlucového
vyvodu do duodena. Kontrakce zluéniku stimuluje parasympatikus a humoralni G¢inek
cholecystokininu (CCK). Zejména pfitomnost mastnych kyselin a aminokyselin v duodenu
stimuluje sekreci CCK. Latky, které zodpovidaji za stimulaci vyprazditovani Zlu¢niku, se

nazyvaji cholagoga [15].

Zluénik

ileum duodenum

Obrazek 5 : Sekrece a transport zIu¢i v obdobi jidla: CCK kontrahuje zlu¢nik a relaxuje Oddiho svérac [14].

Funkce Zluéi

Zlugové kyseliny jsou amfipatické, maji tedy hydrofobni, ve vodé nerozpustnou ¢&ast,
kterou tvoii steranové jadro, a naopak hydrofilni ¢ast, ve vodé rozpustnou, tvofenou
karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami. Pfitomnost soli Zlu¢ovych kyselin je nezbytna
pro prubéh traveni tukli. Diky své amfipatické struktufe maji schopnost emulgovat tuky. Pti
emulgaci probihajici v tenkém stfevé se lipofilni ¢ast zanofi do tuku a hydrofilni cast
zustava na povrchu. Tim vznikd mensSi povrchové napéti tuku a dochédzi k rozpadu
tukovych kapének na mensi kapénky. Smyslem této emulgace je zvétSeni plochy, na kterou

pozdéji pasobi lipolytické enzymy [15].
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Produkty z traveni tukli a vitaminy rozpustné v tucich jsou ve stfevé zabudovany do
utvar zvanych micely. Pomoci micel jsou vitaminy a natrdvené tuky transportovany ke

kartacovému lemu enterocytt, kde jsou tyto latky uvolnény a enterocyty resorbovany [15].

2.3.4 Metabolické funkce jater

Podle pfisunu arterii, tedy kyslikem nasycené krve, mizeme v jaternim lali¢ku vymezit
ti1 zony:
* Vnitini zéna s velkym piisunem kysliku — v této zoné predevsim pievladaji
oxidativni procesy (glukoneogeneze, proteosyntéza atd.)
* Stfedni z6na — zde probihaji oxidativni i redukéni procesy
*  Vngj$i zéna snizkym piisunem kysliku — v této z6né probihaji nejCastéji
redukéni procesy (detoxikace).
Hlavnim tkolem jater v oblasti metabolizmu sacharidl je udrzovéani hladiny glykémie.
Jatra maji schopnost tvofit glykogen v anabolické fdzi metabolismu a opét uvoliovat

glukézu ve fazi katabolické. Po vycerpani glykogenu ptichazeji procesy glukoneogeneze.

Oxidace mastnych kyselin je hlavnim zdrojem energie pro ¢innost jater. V jatrech dale
probihd syntéza cholesterolu a jeho konverze do zlu¢ovych kyselin, tvorba lipoproteini,

syntéza fosfolipidl a pfeména gluk6zy a aminokyselin na mastné kyseliny.

Jatra tvoii vétSinu plazmatickych bilkovin a probiha zde deaminace aminokyselin
s jejich pfipadnou konverzi na sacharidy nebo lipidy. Deaminace je zacatkem cyklu tvorby

mocoviny, do kterého vstupuje i amoniak, vznikly ¢innosti sttevnich mikroorganizma [14].
Metabolismus sacharidi

Nadbytecna glukoza je v jatrech ulozena ve formé glykogenu (stejné jako ve svalech).
Glukoza se uvoliuje do krve v pfipadé, kdy dochazi k hypoglykémii a nasledné
glykogenolyze [15]. Béhem kratkodobého hladovéni jatra uvoliuji cast glukozy k zajisténi
¢innosti neuront centralniho nervového systému. Pii dlouhodobém hladovéni dochazi
k nedostatku glykogenu v jatrech, mozek se vSak na tuto situaci po 24 hodinach adaptuje.
Naopak v piipadé¢ nadbytku glukézy v krvi dochazi v jatrech k vyS§imu vychytavani
glukozy a zaroven je stimulovana syntéza a uskladnéni glykogenu, vyssi aktivitu vykazuje
také glykolyza a lipogeneze [3]. Timto zplisobem jatra udrzuji hodnotu glykémie. Tvorbu

glykogenu stimuluje inzulin, glykogenolyzu maji na starost katecholaminy a glukagon.
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Jatra maji také schopnost vytvaret cukry de novo z necukernych sloucenin procesem
glukoneogeneze. V jatrech dochazi knovotvorbé cukri znékterych aminokyselin
a glycerolu pfi nedostatku gluk6zy. Mobilizaci bilkovin a jejich néaslednou pfeménu na
cukry stimuluji glukokortikoidy. Dlouhodobé zvySend koncentrace glukokortikoidu muze
vést k hyperglykémii a ptipadné ke vzniku diabetu mellitu. V jatrech dochazi ke konverzi

monosacharidil galaktozy a fruktézy na glukozu [15].

Glukéza je tvofena v mitochondriich a castené v cytoplazmé hepatocytu, a to
pfedevsim z aminokyselin a laktatu, nasledn¢ je transportovana facilitovou difuzi. Do krve
se glukoza dostavd pies bazolaterdlni membranu hepatocytu rovnéz pomoci facilitové

difaze [3].
Metabolismus lipidi

V jaternich buiikdch probihd [-oxidace mastnych kyselin za vzniku acetyl-koenzymu A
(acetyl-KoA). Ten vstupuje do citratového cyklu, kde vznikd chemicka energie ve formé
ATP. Kondenzaci dvou molekul acetyl-KoA vznikd acetoacetyl-KoA, ten se v jatrech
pfeménuje na volny acetoacetat, ktery je transformovan na kyseliny [-hydroxymaselnou
a aceton. VySe zminéné slouceniny — ketolatky (acetoacetat, kyseliny B-hydroxymaselna

a aceton) mohou byt ve tkanich oxidovany a slouzit jako zdroj energie pii hypoglykémii.

Neni-li glukéza energeticky vyuzita nebo uloZena v zdsobni formé, je v jatrech
transformovéana na triacylglycerol, ktery je zde skladovan a slouzi jako zasobni zdroj
energie. Pii stravé bohaté na bilkoviny jsou nadbytecné aminokyseliny ukladany ve formé

neutralnich tuka [15].

Jatra také plni dulezitou funkci tvorbou fosfolipidd, které jsou soucésti plazmatickych
lipoproteinti, ucastni se hemostatickych procesii a jsou dilezité pro tvorbu myelinovych

pochev a bunéénych membran.

Cholesterol je vychozi latka pro vznik steroidnich hormoni, ZluCovych kyselin
a je soucasti bunéénych membran. V mikrozomech a cytosolu hepatocytti dochazi k tvorbé
cholesterolu z acetyl-KoA (endogenni cholesterol), rychlost jeho vzniku je nepfimo umérna
pfijmu cholesterolu z potravy (exogenni cholesterol). Z hepatocyti pirechdzi ¢ést
cholesterolu do krve, kde se stava soucasti plazmatickych lipoproteinii a ¢ast je vylu¢ovana

do 7lugi [15].
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Metabolismus proteini

V jatrech probihd deaminace aminokyselin za produkce amoniaku. Deaminace
aminokyselin je nezbytnd, maji-li byt energeticky vyuzity nebo konvertovany na cukry
a tuky. Jaterni acinus je vybaven dvéma systémy, ur¢enymi pro detoxikaci amoniaku. Prvni
znich je ureosynteticky cyklus, v némz je amoniak detoxikovan za vzniku mocoviny,
druhou moznou cestou je syntéza glutaminu. Zatimco tvorbu mocoviny maji na starost

pfedevsim periportalni hepatocyty, syntéza glutaminu probiha v periven6zni oblasti [3].

V jatrech se nachdzi amoniak rizného plvodu. Nevznikd pouze pii deaminaci
aminokyselin, ale také ¢innosti stfevnich bakterii. Mocovina, kterd je z té€la odstraiiovana
ledvinami, vznikd v hepatocytech z CO, a dvou molekul amoniaku. Amoniak ma toxicky
ucinek na nervové bunky, jeho zvySend koncentrace v télesnych tekutindch vede

k poskozeni mozku, které se oznacuje jako jaterni encefalopatie [15].

V hepatocytech jsou syntetizovdny vSechny plazmatické proteiny s vyjimkou
imunoglobulinti a von Willebrandova faktoru produkovaného endotelidlnimi bunikami.
Denni produkce plazmatickych proteinii se pohybuje od 20 do 50 g. Nekteré plazmatické
proteiny mohou syntetizovat i neparenchymové bunky. Pikladem je retinol vazajici protein

a alfa-1-antitrypsin, tvofici se v Kupfferovych a hvézdicovych buiikéch [3].
2.3.5 Jatra a vitaminy rozpustné v tucich

Jatra maji zasadni Glohu v metabolismu lipidil. Jisté nas tedy neptekvapi, ze se vyrazné

podileji i na osudu lipofilnich vitaminii v organismu.

Vitamin A — retinol a jeho derivaty se vstiebava ze stfeva a poté je transportovan jako
soucast chylomikronti, popt. VLDL (very low-density lipoprotein).  Po vstupu
do hepatocytli nastavd hydrolyza retinol esteri na volny retinol, ten se poté vaze na
specificky protein RBS (retinol-binding protein) a ¢aste¢né na prealbumin. Transportnimi
proteiny je pak retinol vyloucen do sinusoidil. Velké ¢ast vazaného retinolu je vychytavana
hvézdicovymi bunikami, kde se za fyziologickych podminek nachéazi pfiblizné¢ 80%
vitaminu A v jatrech. Retinol mlze byt v jatrech oxidovan na retinal, ktery je dale
konvertovany na kyselinu retinovou. Ta je v jatrech konjugovéna s kyselinou glukuronovou
a vyloucena do Zluci. Nasledné se enterohepatdlnim ob&hem vraci do jater, pifipadné

je z organismu vyloucena [3].
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Vitamin D je pivodu rostlinného (D) a zivoc¢isného (Ds), Cast vitaminu Dj se tvofi
v kiizi vlivem ultrafialového zareni. At je vitamin D jakéhokoliv plivodu, je zapotiebi
jej nejprve aktivovat. Aktivace probiha ve dvou krocich. V jatrech se vitamin D
méni na 25-hydroxycholekalciferol, ktery je transportovan do ledvin, kde
dochdzi za UCinku parathormonu k dal§i hydroxylaci. Vysledkem aktivace je
1,25-dihydroxycholekalciferol vykazujici plnou biologickou aktivitu, pfedev§im vyznamné

zvySuje vstiebavani vapniku ze stieva [3].

Vitamin E se ze stfeva vsttebdvda ve dvou formach — jako alfa-tokoferol
a gama-tokoferol. Jejich transport krvi probiha v chylomikronech a VLDL. Hlavni tloha
jater je tyto dvé formy oddélit od sebe. Alfa-tokoferol je vylou€en zpét do krve, zatimco
gama-tokoferol je ddle metabolizovéan a vyloucen Zluci. Za rozdéleni obou forem tokoferold

je zodpovédny specificky tokoferol vazajici protein, nachazejici se v jatrech.

Vitamin K je z velké ¢asti produkovan stfevnimi bakteriemi. Tento vitamin slouZzi jako
kofaktor enzymu gama-glutamyl-karboxylazy, ktery je zodpové€dny za posttranslacni
karboxylaci zbytkt kyseliny glutamové na zbytky gama-karboxyglutamové kyseliny. Tato
karboxylace je nezbytnou podminku pro aktivaci koagulacnich faktort II, VII, IX a X
a také pro antikoagula¢ni faktory — protein C a S [3].

2.3.6 Jatra jako zasobarna médi a Zeleza

Méd’ je tazena mezi stopové prvky a je nezbytnou soucdsti fady enzymu, napf.
cytochrom c-oxidazy nebo superoxiddismutazy. Ptiblizné polovina médi, kterd se nachézi
v potrave, je vstiebavana v jejunu a nasledné se portalni krvi ve vazb¢ na albumin dostava
do jater. Ve Zluci je vylouceno vice nez 80% vstiebané médi. Ptes bazolaterdlni membranu
hepatocytu prostupuje pomoci Ctrl 1 (Chymotrypsin-like protease Protein), v cytosolu se
pak véaze na transportni protein Atox 1. Béhem transportu se méd’ navaze na plazmaticky
transportni protein ceruloplazmin. Na ceruloplazmin tvofeny v jatrech se vaze 95% médi
pfitomné v systémové cirkulaci. Vazba na protein brani zpétnému vstiebavani médi

v tenkém stfevé, méd’ ve form¢ komplexu je vylou€ena do Zluci a nasledné€ z organismu [3].

Zelezo se v proximalni ¢asti tenkého stieva vstiebava a v plazmé se vaze na specificky
protein jaterniho pivodu — transferin. Pro zajiSténi enzymatickych reakci zodpovédnych
za transport elektront je v buiikdch Cast Zeleza ve volné formé. VéEtSina intracelularniho

zeleza se véze na feritin, z dlivodu toho, Ze zelezo je pro bunky toxické.
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Jatra maji také podil na regulaci nékterych funkci v organismu. Je zde vytvafen
angiotenzinogen, prekurzor angiotenzinogenu II, ktery stimuluje sekreci aldosteronu
a vykazuje vasokonstrikéni ucinky, podili se tak na regulaci objemu extracelularni tekutiny

a krevniho tlaku.

Hepatocyty produkuji béhem celého zivota také hormon erytropoetin, protein
s pleiotropnim rstovym uc¢inkem, predevsim vSak stimulujici tvorbu erytrocytii v kostni
dreni. U dospélého ¢loveka se vétSina erytropoetinu tvoti v ledvinach (85%), zbylych 15%
je produkovano jatry. Jatra jsou primarnim mistem tvorby erytropoetinu ve fetalnim obdobi

[3].
2.3.7 Kupfferovy bunky

Kupfferovy buiiky lokalizovany pfedevS§im v periportalni oblasti jaterniho acinu patii
mezi tkdnové makrofagy a jsou soucasti mononuklearniho fagocytarniho systému. Portalni
krvi jsou do jater ptivadény latky s potencionalné Skodlivym ucinkem. Kupfferovy bunky
tyto latky fagocytuji a brani tak jejich pfenosu do systémové cirkulace. Dale fagocytuji
imunokomplexy, staré erytrocyty ¢i zbytky rozpadlych bun¢k. Aktivace téchto makrofagi
je vyvolana riznymi faktory. Mezi né patii endotoxin, sepse, Sok, arachidonova kyselina,

n¢které cytokiny a dalsi [3].

Fenestrujici

Zlucové kanalky endothelium

Sinusoida

Hepatocyty

Kupfferovy burky Disseho prostor

Portalni venule

Obrazek 6 : Znazornéni Kupfferovych bunék. Upraveno. [16]
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Imunitni funkce jater

Po dlouhd 1éta byla uloha jater v obrannych reakcich organismu imunology opomijena,
dnes ale existuje fada dikaza svédcicich, Ze jatra jsou mistem komplexni imunitni aktivity
a ze hraji klicovou ulohu pii rozvoji né€kterych patologickych stavli, mezi které patii

napiiklad septikemie, metastdzy nebo hepatotropni infekce.

Portalni krvi jsou pfivadény nejriiznéjs$i produkty, jatra jsou vystavena ohromné
antigenni zat€zi neSkodnymi produkty, které musi byt obrannymi mechanismy tolerovany
a zaroven patogeny, které naopak vyzaduji rychlou imunitni odpovéd’. Jatra maji velkou
zodpovédnost, jejich imunitni systém musi poskytovat ochranu vac¢i patogentim

a metastatickym buiikdm a zaroven tolerovat neskodné vlastni a cizorodé¢ antigeny [3].

Ptiblizné 10% z celkové bunécné populace jater predstavuji buniky imunitniho systému,
patii mezi né¢ Kupfferovy a dendritické bunky, ddle imunitni buniky, které do jater vstupuji
a zase odchézeji — lymfocyty a granulocyty. Nemaly podil na imunitnich reakcich maji také
endotelové buriky jaternich sinusoid, slouzici jako biofiltr mezi krvi v jaternich sinusoidech
a tekutinou v Disseho prostorech. Navic tyto buiiky slouzi jako G¢inné antigen prezentujici
buiiky, ¢imz jsou zapojeny do regulace specifické T-bunécné imunity. Prezentuji molekuly
HLA 1. A II. tfidy, maji schopnost pohltit antigeny a po zpracovani je predkladaji
T-lymfocytim.

Kupfferovy bunky maji klicovou tlohu v pfirozené imunité. Jsou aktivovany riznymi
bakterialnimi stimuly, mezi které patii naptiklad endotoxin (LPS) nebo bakteridlni super
antigeny [3]. Endotoxiny jsou soucasti stény gramnegativnich bakterii. Nachazeji-li se
v krevnim ob¢hu, indukuji produkci TNF-a a IL-1 prozéanétlivych cytokini. Za normélnich
okolnosti pronikd LPS stfevni bariérou pouze ve stopovych mnoZzstvich a je obratem

vychytavan a inaktivovan Kupfferovymi buitkami v jaternich sinusoidech [12].

Kupfterovy bunky produkuji dalsi cytokiny, které mohou imunitni reakci podpoftit. Patii
mezi n¢ IL-12 a IL-18, které se podileji na fizeni diferenciace NK bun¢k a podporuji mistni
expanzi subpopulace cytotoxickych NK, které produkuji interferon IFN-y s antivirovym
ucinkem IL-1b, IL-6, TNF-a. A leukotrieny jsou rovnéz piivodu z Kupfferovych bunék

a podporuji infiltraci a antimikrobidlni aktivitu neutrofilnich granulocytt [3].
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2.3.8 Itovy bunky

Itovy buiiky pojmenované podle japonského anatoma Ito Toshio se nachazeji vedle
hepatocyti pfi vnéjSich okrajich tramct. Itovy buniky nazyvané také jako perisinusoidové
buitkky jsou ménécetné, nepravidelného tvaru, vklinéné do trameckd zvenc¢i mezi
hepatocyty. Vedle cetnych lipidovych kapének obsahuji také filamenta aktinu, myosinu

a desminu.

PIni mnoho dilezitych funkci, na starost maji napiiklad sekreci slozek vazivové matrix
mezi tramci (véetné kolagenu) a riiznych proteoglykanti. Pro Itovy bunky je typické
uklddani vitaminu A ve svych tukovych kapénkach. Produkuji dualezitou slozku pro
regeneraci poSkozenych jater i jejich normélni udrzovani zvanou rlstovy faktor. Pfi
regeneraci po toxickém posSkozeni organizuji spravné postaveni tramci. Hraji roli také pii
patologickych procesech tehdy, kdy jsou zanikajici hepatocyty nahrazovany kolagennim

vazivem, napiiklad pfi jaterni cirhdze [2].
Historie Kupfferovych a Ito bunék

Némecky anatom a embryolog Karl Wilhelm von Kupffer, podle kterého jsou dne$ni
Kupfferovy buniky pojmenovany, objevil roku 1876 tzv. hvézdicové bunky. V t¢ dobé
nebyly znamé zadné dalsi typy bunck v okoli endotelidlnich bunék jaternich sinusoid.
Kupffer se tedy domnival, Ze se jednd o specializované endotelidlni buiiky jaternich
sinusoid, fagocytujici cizorodé latky. Hvézdicové bunky, které Kupffer objevil a popsal,
nebyly ve skuteCnosti specializované endotelidlni buiiky sinusoid. Byly to buiiky ukladajici
vitamin A, dnes oznacované jako Itovy buiiky. Skutecné Kupfferovy buiiky byly objeveny
v roce 1898. Objevil je polsky patolog Tadeusz Browicz a v roce 1928 Svycarsky anatom
K.W. Zimmermann. Na zaklad¢ elektronového snimku v roce 1970 ukazal Eddie Wisse
jednoznacné rozliSeni endotelidlnich buné€k jaternich sinusoid a Kupfferovych bunék. Rok
poté ukazal K.Wake, ze pivodni Kupfferovy hvézdicové buiky a Itovy bunky jsou
identické [17].
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2.4 Ethanol, nejbéznéjsi droga v nasi kulture

Alkoholické napoje doprovazeji lidstvo jiz n€kolik let, pravdépodobné déle nez jsou
historické zdznamy. V nasi spolecnosti je alkohol tolerovanou drogou. Dokéze lidem
poskytnou urcité uvolnéni, chvilkovou ulevu od kazdodennich starosti, ale naopak nékteré
své uzivatele dokdze zotroCit v zavislost. Nadmérnd konzumace alkoholu je véazny

spoleCensky problém, ktery byla snaha zakazat, ale v nasi civilizaci bez uspéchu. [18]

Ethanol je latka rozpustnd ve vodé 1 vtucich, vtele se rychle distribuuje
a hematoencefalickou bariérou pronikda i do mozku. Pisobi na vSechny receptory
v synapsich v CNS, ale na zadny z nich se nevaze, podobné jako fada jinych tékavych latek
s narkotickym a anestetickym ucinkem (napf. diethylether, chloroform, oxid dusny). Nizka
koncentrace v mozku zptlisobuje euforii, ale zarovenn zpomaluje reakce na vnéj$i podnéty.

Naopak vyssi koncentrace pak plsobi tlumivé, anesteticky az narkoticky.

Ethanol dokaze oteviit chloridové iontové kanalky ftizené GABA-receptory a tim
zpusobuje hyperpolarizaci neurond. Vyznamna vazba na GABA receptory nebyla
prokazana. Hyperpolarizovany neuron nemtize plné¢ fungovat, tedy se stdva méné citlivym
ke vzruchim. Za zmény zplsobené ethanolem je pravdépodobné odpovédné pilisobeni

na GABA-receptory [18].

2.4.1 Metabolismus ethanolu

90-98% alkoholu je z téla odstranéno enzymovymi systémy, zbylé mnozstvi se vylouci
dechem, potem a moci. Jsou znamy Ctyfi metabolické cesty ethanolu v lidském téle,
jako prvni a hlavni je alkoholdehydrogendza (ADH), dal§i cestou je mikrosomalni
etanolovy oxida¢ni systém (MEOS), katalaza nebo neoxidativni metabolismus. Rychlost
eliminace ethanolu z organismu je 0,08-0,25 %o/hod, rychlost mtze byt zvySena pfi indukci

MEOS az k hodnotam 0,2-0,25 %o/hod.

Hlavni role v metabolismu ethanolu patii cytosolovému dimerickému enzymu
alkoholdehydrogenaze, metaloenzymu jehoz kofaktor je zinek. Katalyzuje preménu
ethanolu na acetaldehyd a krom¢ oxidace alkoholli se podili i na metabolismu steroidi

a omega oxidaci mastnych kyselin [19].

,,Oxidace etanolu v travicim traktu miize sniZit az o 20 % systémovou koncentraci
etanolu. ADH je vyvojove a sexudlne regulovana, jehoz diisledkem je nizsi aktivita ADH

u Zen. Tento enzym neni také inducibilni a jeho rychlost je limitovina nejen dostatkem
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NAD+, ale také jeho nasycenim, kdy rychlost premény se jiZ nezvysuje p¥i koncentraci 1%o

a vyssich*“ [19].

Kromé jater a zaludku je aktivita ADH popisovana v celé¢ fadé tkani. Najdeme ji

v ledvinach, ovariich, d€loze, varlatech, nadvarlatech, nadledvinkach, sitnici i rohovce.

Na tadu ptichdzi aldehyddehydrogenaza (AIDH) metabolizujici vznikajici acetaldehyd
na konecny produkt — acetat, ktery se mlize zapojit do fady metabolickych dé&jii organismu
(syntéza cholesterolu, mastnych kyselin a jejich esterit). Vyskyt AIDH je skoro ve vsech
organech, s vysokou aktivitou v jatrech a tkanich, které jsou v pfimém kontaktu se zevnim
prostiedim. Mezi tyto tkan¢ fadime — plice a gastrointestindlni trakt, zde se uplatiuji pfi

oxidaci endogennich, ale i exogennich aldehydi.

Pfi oxidaci alkoholu na acetaldehyd a nasledné na acetat jsou zapotiebi redukované
nikotinové kofaktory, které méni pomér redukovaného a oxidovaného NAD a tim méni
redoxni prostiedi bun€k. Nasledkem téchto zmén je zvySena tvorba laktatu a ketolatek,
snizovani glukoneogeneze a aktivity Krebsova cyklu s naslednym vyuZzivanim acetatu pro

syntézu lipida [19].

Acetaldehyd je velmi reaktivni sloucenina. Ma schopnost se vazat na nukleové kyseliny,
fosfolipidy a pfedevsim na proteiny véetn¢ albuminu, kolagenu a hemoglobinu. Timto méni

jejich strukturu a funkci.

V roce 1968 byl popsan mikrosomalni ethanolovy oxidacni systém (MEOS) jako jeden
z izoenzymu cytochromu P450 oznacovany jako cytochrom P450IIE1 nebo CYP2E1. Jeho
role spo¢iva v metabolismu xenobiotik, zejména ethanolu, benzenu, fenoluy,
acetaminophenu, tetrachlormetanu a mnoha dalSich latek vcéetné vitaminu D. Tento
izoenzym se nachazi v endoplazmatickém retikulu jater, plic, placenty, mozku, ale také
ktze. CYP2E1 neni indukovany pouze alkoholem, ale i dal$imi latkami, které oxiduje.
Mezi tyto latky patii napt. ketony, alkoholy, benzen a jiné. Dalsi indukce je pfitomna

1 v Kupfferovych buiikach, podilejicich se na fibrogenezi jaterni tkané. [19]
., Chronicky etylismus aktivuje tkdiiové dychani a vyvolava relativni  hypoxii
perivenuldrni (pericentrdlni) oblasti, kterd je ndchylnd k nekréze bunék. Indukovany

CYP2EI muze aktivovat kancerogeny a hepatotoxiny preménou na toxictejsi metabolity.

Zvysenym metabolismem pro organismus vyznamnych , alkoholii, napr. nékterych
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vitaminii (vitamin D, retinol), se miize rozvinout jejich deficit. Vedlejsim produktem oxidace

prostiednictvim CYP2EI je tvorba kyslikovych radikali. * [19].

Voln¢ radikdly se také generuji pfi metabolismu ethanolu, napf. systém
xanthinoxidoreduktazy, pifi fagocytdrni migraci, avSak zejména systémem CYP2EIL.
Lipoperoxidace a tvorba superoxidu vzdjemné souvisi s mnozstvim CYP2E1. Aldehydy,
které vznikaji lipoperoxidaci, jsou substratem pro A1DH. Mohou tedy piisobit jako G¢inny
kompetitivni nebo smiSeny inhibitor oxidace jaternich aldehydii cestou A1DH, coz ma za
nasledek zvySeni hepatocelularni toxicity aldehydi jako jeden zmoZnych

patobiochemickych faktori jaternich onemocnéni.

Kataldza ma nejméné vyznamnou roli v metabolismu ethanolu, jeji lokalizace je

v peroxisomech s popisovanou aktivitou pro oxidaci etanolu [19].

2.5 Patologické zmény jater vlivem alkoholu

Mezi nejcastéjsi morfologické zmény jater vlivem alkoholu se zatazuji steatdza jater

(tukova jatra), alkoholicka hepatitida a cirhéza.

2.5.1 Steatoza jater

Hlavnim morfologickym rysem steatézy je hromadéni triacylglyceroli v cytoplazmé
hepatocytil, a to ve formé tukovych vakuol. Na pocatku jsou tukové vakuoly pozorovany
v perivenularni zoén¢ (zoéna 3). Pozdéji se vakuoly zvétSuji a diftzné piechazeji v ostatni

zOny. Ztraceji membranu a vzajemné splyvaji [20,21].
Makrovezikularni steatoza

V cytoplazmé hepatocytu se obvykle objevuje jedna velka vakuola, kterd vytlacuje jadro
na okraj. V pocatcich se tento typ vyskytuje vzoénach 2 a 3 jaterniho acinu, pozdéji

postihuje vSechny zony. Steatdza vSak mizi po vysazeni alkoholu, a to po 48 tydnech.
Mikrovezikularni steatoza

Zpisobuje ji porucha beta-oxidace mastnych kyselin v mitochondriich. Na rozdil od
makrovezikularni steatézy se jaddro nachazi bez dislokace na periferii a cytoplazma
obsahuje mnoho drobnych tukovych vakuol. U alkoholického postiZeni je méné Castd, patii

spiSe mezi zalezitost vlivem lékd. Vyskytuje se opét v zonach 2 a 3 [21].
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2.5.2 Alkoholicka hepatitida

Alkoholickd hepatitida je tzv. forma neinfekéni, kterd na rozdil od infekéni hepatitidy
(zplsobuji viry) vznikd plisobenim alkoholu a jedl. Vyskyt hepatitidy mlize byt samostatny
nebo v kombinaci s jiz vytvofenou cirhdzou. Relativné vzacny je plny obraz floridni, akutni

a alkoholické hepatitidy. Existuji vSak vSechny stupné zdvaznosti.

Balonova degenerace. Granularni cytoplazma, kterd se Casto rozptyluje do jemnych

vlaken, zvétsuje objem hepatocytil. Jadro je hyperchromatické a malé. Steatéza je obvykle
makrovezikularni, n€kdy vSak objevujeme nékteré mikrovezikularni zmény. V disledku
retence vody a poruch mikrotubularniho vylucovéani proteinu z hepatocytu dochézi ke

zvétsovani objemu.

Acidofilni téliska charakterizuji apoptdzu.

Malloryho téliska mizeme vidét pomoci barveni hematoxylin-eosin jako purpurove rudé

intracytoplazmatické inkluze. Jasngji viditelné mohu byt pomoci barviva Massonovy
trichromové nebo chromofobni anilinové modii. Sklddaji se ze shluku organel, vétSinou

z intermedidlnich vladken. Jejich cilem je destrukce hepatocytu [22].

Obrovské mitochondrie tvofici intracytoplazmatické shluky, které muzeme vidét ve

svételném mikroskopu s pouzitim Massonova trichromového barviva.

Sklerotizujici hyalinni nekréza. Nejvice postizena je zona 3, zde se usazuje nejvice

kolagenu. Perisinusoidalni vldkna obklopuji velkoobjemové ¢i normalni hepatocyty.
Porovitost a pocet sinusoidalnich stén jsou redukované. Tyto zmény omezuji vyménu latek

mezi plazmou a bunéénou membranou hepatocyti.

Zmény portalni zoény nejsou piili§ ndpadné a mirny chronicky zanét je vidét pouze

u pokrocilych ptipadt.

Cholestdza nachézejici se ve zlu€ovych kanalcich je znakem vSech druhii alkoholického

onemocnéni jater.

U osob, které omezi svou spotiebu alkoholu, se vyvijeji tzv. hyperplastické uzliky [22].

., Histologické vzorky tvori spektrum od minimalnich alkoholickych hepatitid az
k pokrociléemu, pravdépodobné ireverzibilnimu obrazu, na kterém je nekroza rozsdhlejsi

a vytvareji se jizvy. Alkoholicka hepatitida je predchiidcem cirhozy. “ [22].
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2.5.3 Cirhoza

Jaterni cirh6za je oznaCena jako skupina jaternich chorob srozsdhlym zanikem
parenchymu, zmoZenim vaziva a uzlovitou hyperplazii jaterni tkan¢. Alkoholicka cirhoza se
nejcastéji vyskytuje u muzt ve véku 50-60 let, mize se vSak vyskytnout i v jiném véku.
Makroskopicky mizeme vidét znacny rozdil velikosti jater, jatra jsou zmensena az o 800 g.
Na fezu je organ slozen z nepravidelnych uzlti o rizné barvé. Vyjimaji se zde barvy od
zlutavé pres hnédou az po zelenou. Nejcastéji vSak byvaji uzly barvy Zlutavé, odtud také

odvozeny nazev cirh6za (kirrhos — zluty) [23].

Cirhoza se u alkoholika muize vyvinout z fibrozy a to bez zprostiedkovani akutni
alkoholickou hepatitidou. Pfesny mechanismus je nejasny. Kyselina mlééna sice zvysuje
fibrogenezi, ale zdd se nespecificky spojend s jakymkoli druhem tézkého jaterniho
onemocnéni. Vznik fibrézy nastava vlivem transformace hvézdicovych bun¢k (Itovy buiiky,

lipocyty) na fibroblasty a myofibroblasty [22].

Normalni jatra » Postizena jatra

Hepatocyt

Hematopoetické kmenové buiky

Jaterni , - O
0
sinusoida - ~

. . . o , |

. 7
Endt}tellalnl Extracelularni Ztrata
bunka matrix meziprostor

Obrazek 7 : Zména postizenych jater. Upraveno. [24].

Hlavnim stimulem pro tvorbu kolagenu je bunéénd nekroza, ale existuji i dal$i moznosti
stimulace. Mezi n¢ patii naptiklad hypoxie zony 3 nebo také zvyseny tlak vlivem zvétSeni
hepatocytu. Produkty, které degraduji z peroxidace lipidli, motivuji hvézdicové bunky

k tvorbé kolagenu.

Alkoholickd cirhoza je v klasické podobé mikronoduldrni. Zondlni architektura je
k nepoznani, venuly zoény 3 lze najit jen obtizné [22]. Oproti normdlnim jaternim acinim

postrada cirhoticky parenchym radidln¢ uspotfadané jaterni tramce. Vény, které odpovidaji
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centralnim zildm normalniho lobulu, jsou ulozeny excentricky, v n¢kterych ptipadech az pti
periférii cirhotickych uzlikli. Z tohoto diivodu se tyto uzly oznacuji jako pseudolobuly.
Vazivo odd¢lujici pseudolobuly vznika ptedevsim proliferaci vaziva portalnich poli. Mezi

pseudolobuly se mohou tvofit rtizné Siroké pruhy [23].

.S pokracujici nekrozou a ndhradou fibrozy se miizZe cirhoza vyvijet od mikro-
k makronoduldarni forme, ale je to obvykle doprovizeno omezenim steatozy. Kdyz se

dosahne obrazu tohoto konecného stadia, je obtizné potvrdit alkoholickou etiologii na

zaklade histologie [22].
2.5.4 Alkohol v Ceské republice

Spotieba alkoholu v Ceské republice patii mezi vyss§i piicky ve srovnani s ostatnimi
zemémi Evropské unie. Odhaduje se na 16,6 litru ¢istého alkoholu na obyvatele ve véku 15
let a vyssim. Vysledky dotazovanych vysetfeni dokazuji, ze kazdy paty dosp€ly pije
zdravotné rizikovym zpisobem ( 26% muzi, 13% zen), pfiCemz mira abstinence je velmi

nizka (5% dospélych) [25].

litry 100% alkcholu na obyvatele

1"

e L - i
1960 1965 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

Qbrézek 8 : Vyvoj spotieby alkoholu na obyvatele v pfepoc¢tu na 100% alkohol dle udajt
Ceského statistického ufadu [25].
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem bakalafské prace je problematika patologie jater vlivem alkoholu.
Pozivanim velkého mnozstvi ethanolu se méni kompletni struktura jater, ktera ma za

nasledek jejich $patnou nebo nulovou funkci.

Hlavniho cile dosdhneme pomoci vytvofeni histologickych preparatl, které ma nckolik
dil¢ich krokl. Pro zviditelnéni tkdné je dualezité barveni. Kazda struktura a builka ma
rozdilnou schopnost vazat barvivo. Pfed samotnym barvenim ptfedchazi nékolik krokd,
vse odviji, je ziskani samotné tkan¢. V ptipad¢ jater, kdy postaci mala ¢ast, se mize jednat
o biopsii 1 nekropsii. Od odebrani vzorku po samotné pozorovani preparatu se uskute¢ni
nékolik krokt. Prvnim krokem bude fixace, po které nastava odvodnéni a samotné zalévani
tkan¢ do parafinovych bloc¢kl. Zalévani do parafinu je dulezit¢ pro uskute¢néni krajeni
tenkych tezd, které nasledné prochézeji procesem deparafinace. Teprve po takto
pripravenych fezech je mozné tkan obarvit nckolika barvicimi metodami. Po obarveni

nastava posledni krok odvodnéni a montovani fezu.

Cilem této prace je dosahnout viditelného rozdilu zdravych a nemocnych jater
postizenych cirhozou a steatézou. Preparaty jsou zhotoveny nékolika barvicimi metodami

pro dokonalé znazornéni kazdé struktury tkané.
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4 METODIKA

4.1 Odbér a fixace vzorku

Po odebrani vzorku z zivé tkané (biopsie) ¢i z mrtvého organismu ( nekropsie) je nutné
biologicky materidl fixovat. Fixace zabranuje Cinnosti enzymi, kterd vede k autolyze
(samonatraveni) bun¢k. Ta by méla za nésledek poruSeni struktury a barvitelnosti vzorku.
Podle zptsobu, kterym pracuji enzymy, vyplyvaji dva mozné pfistupy k fixaci : fyzikalni

a chemicky [26].

Tkéné potiebné k vytvoreni preparatu byly odebrany povéfenou osobou v piislusném
patologickém tustavu 1. LF UK. Materidl byl ihned uloZzen do 10% roztoku formolu.
Postupovalo se tedy fixaci chemickou. Timto zplGsobem byly ziskany tii tkdnové blocky

jater : postizené cirh6zou, steatdézou a zdrava tkan.

4.2 Zalévani do parafinu

Pro vizualizaci tkané je zapotiebi odebrany a fixovany material nakrajet na tenké fezy
o tloustce 6 —10 um. Vzorek neni mozné krajet ptimo po fixaci, nybrz musi byt zalit do
zalévaciho media. Jako zalévaci medium se nejcastéji vyuziva ve vodé nerozpustny parafin.
Pied prosycenim vzorku parafinem piedchézeji dva postupy, odvodnéni a prosyceni vzorku

intermediem.
Odvodnéni

Voda obsazena ve vzorku musi byt nahrazena odvodinovacim mediem. Nejcastéji se
pouzivaji roztoky ethanolu ve stoupajicich koncentracich, tzv. vzestupna tfada alkoholi
(50%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%). Pocate¢ni koncentrace ethanolu zdvisi na obsahu

vody ve vzorku. [26].
Prosyceni intermediem

Vzhledem ktomu, Ze parafin neni rozpustny v ethanolu, je nutné tkan prosytit
intermediem (benzenem). Latkou, ktera je smisitelna s alkoholem a zaroveinl s parafinem.

Intermedium nahradi alkohol obsazeny ve vzorku a umozni prinik tkdni zalévacimu mediu.
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Prosyceni parafinem

Pfed samotnym zalitim do parafinu je nutné tkan prosytit parafinem, aby nedochdzelo
k poskozeni tkané v pribchu krajeni fezl. Tkanové blocky vlozime do 14zn€ s parafinem pii

teploté 56° C. Tuto lazen provedeme 3krat po dobu né¢kolika hodin (18 h, 6 h, 4 h).
Vlastni zaliti do parafinu

Tkanové bloc¢ky prosycené parafinem vyjmeme z parafinové lazn€ a umistime do
papirové komdurky, kterd odpovida velikosti tkané. Komilrku za¢neme opatrné zalévat
rozpuSténym parafinem o teplot¢ 58 °C az po okraj. Po ztuhnuti parafinu odd¢lime
papirovou komurku a parafinovy bloc¢ek ofizneme do tvaru pyramidy. Pro uchyceni do
mikrotomu je zapotiebi pfipevnit blo¢ek k dievénému Spalicku a nechat chvili ztuhnout.
Dtlezité je fadné si vSe Ciselné oznacit, abychom mohli spravné identifikovat, jaka tkan se

v blo¢ku nachazi.

[e]

4.3 Krajeni rezii

Samotnému kréjeni fezli predchazi ptiprava podlozniho sklicka. Sklicka opatiime tzv.
adhezivni vrstvou, kterd zabraiiuje vétsi deformaci, roztrzeni nebo uplavani fezii béhem
barveni. Adhezivni vrstvu vytvofime pomoci vajecného bilku s glycerolem (v poméru 1:1),
ktery jemné rozetteme na podlozni sklicko. Blocek uchytime do drzdku rota¢niho
mikrotomu a nastavime tlouStku fezii na 8 um. Plynulym pohybem krajime fezy, které
pomoci Stétecku a laboratorni jehly opatrné ptikladdme na podlozni skli¢ko. Pro vypnuti
fezu pfikdpneme na podlozni sklicko kapku destilované vody a umistime ho na elektrickou
ploténku vyhiatou na 38° C. Po odpatfeni vody a vypnuti fezu sklicko popiseme a do

druhého dne umistime do termostatu.

4.4 Deparafinace

Jelikoz je parafin ve vodé¢ nerozpustny, nebylo by mozné tkan s parafinem dobte obarvit.

Proto je nutné pfed samotnym barvenim fezy deparafinovat.

Sklicka s fezy umistime do prvni l4zné xylenu I po dobu 5 min., poté sklicka vyjmeme
jedno po druhém a vlozime do druhé lazné obsahujici xylen II. Po 5 min. opét pfendame
sklicka do dalsi kyvety, kterd obsahuje 100% alkohol (ethanol). Opét po 5 min. pfendame
sklicka do dalsi kyvety s 96% alkoholem po dobu 5 min. Mezi jednotlivymi laznémi vzdy
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sklicko opatrné otfeme hadiikem, tkan vSak nesmi vyschnout. Naposledy pfendame sklicka
do kyvety s vodou a pieneseme kyvetu pod tekouci vodu (cca 5 min.). Proud tekouci vody

musi byt mirny a nemél by dopadat piimo na sklicka, fezy by se proudem vody mohly

Znicit.
o Xylen T .o 5 min
o Xylen Il .o 5 min
*  100% ethanol .........cccceeverieneniiinieenne. 5 min
* 96% ethanol ........ccccooeeveriiniiniiieenn, 5 min
¢ prani pod tekouci vodou .............cc........ 5 min

| scrponpinnce |
| “XVEN'T §

{1

Wl DcPoeprinaect) \ DEPRRATRINREET
| F65nconor |

f)?)!)LKDHOL !

Obrazek 9 : Deparafinace (Tereza Hrubcova, 2017), zleva : Xylen I, Xylen II, 100% ethanol,
96% ethanol.

4.5 Barveni

Tkéanovy tez napnuty na podloznim sklicku ma obvykle b€lavou barvu, kterd neni
v mikroskopu neni pfili§ viditelnd. Jednotlivé struktury nerozpozname, protoze maji stejny
index lomu. Pomoci barvicich metod mizeme rozeznat jednotlivé struktury. Kazdé barvivo
je schopno se vazat na urcitou strukturu ¢i bunky, proto jsou struktury tkani po obarveni

dobie rozeznatelné [26].

4.5.1 Barveni hematoxylin-eosin

Hematoxylin je naZloutly krystalicky prasek rozpustny ve vod¢ nebo v alkoholu. Sam
0 sob¢ nemd barvici vlastnost, teprve po oxidaci, kdy se méni na hematin. Ale ani
hemateinem nemuzeme barvit piimo, nybrz musime pfipravit tzv. barevny lak hematinu
pfiddnim mofidla (napf. siran draselny, zelezity). V histologické technice se vzdy hovoii
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o barveni hematoxylinem, i kdyz se jednd o barveni barevnym lakem, vnémz je

hematoxylin oxidovéan na hematein [26].

Ihned po deparafinaci umistime sklicka s fezy do barvici kyvety s hematoxylinem po
dobu 3-10 min. dle intenzity. Po obarveni pereme fezy ve vodé piiblizné¢ 10 min., po
jednom sklicku diferencujeme v kyselém alkoholu pouhym namocenim za kontroly
v mikroskopu. Jadra by méla ziskat hnédou barvu. Po kontrole jader pfesuneme vSechna
sklicka s fezy do kyvety s vodou a pereme pod tekouci vodou 10 min. Jadra béhem prani
ziskavaji Cernou barvu. Poté fezy namocime do 2% NaHCOs; a pereme ve vodé.
Destilovanou vodu pouzivame vzdy ptfed kazdym roztokem, abychom zabranili jeho
zfedéni. Vlivem hydrogenuhli¢itanu zmodraji jadra. Pro kone¢né obarveni umistime fezy
na 5 min. do kyvety s 0,5% eosinem. Pfipravime si alespont 4 kyvety a fezy po obarveni

fadné propereme, jelikoZz je eosin velmi agresivni barva (viz obrazek10).

* Harrisiv hematoxylin ........ccccoeeieriiiviienieniiene, 3-10 min
*  Prani ve vode .....cocoeiiiiiniiie 10 min

¢ Kysely alkohol (HCI) .....cccoeviiiiiiiiieiiiieeiee namocit

*  Prani ve vode .....cooeviiiiiniiien 10 min

® 2% NaHCO;3 ..ot namocit

*  Prani ve vode .....cocoeviiiiiiiiiieen 5 min

® 0,5 % roztokK €OSINU .....ooveeuvvriiieeeeeeeeieeiieeeeeeeeeeeinns 5 min

* Oplach ve vode ......cooovieiiiiieieieeee e 4 kyvety
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Obrazek 11 : Hematoxylin - eosin (Tereza Hrubcové, 2017). Z leva : hematoxylin, kysely alkohol, 2%
NaHCO;j; , eosin, destilovana voda.

Priprava roztoki

Harristiv hematoxylin — kupuje se, pfed pouzitim by mél byt prefiltrovan

Roztok eosinu — 0,5 % roztok v destilované vodé. (5 g eosinu, 1000 ml vody)
Kysely alkohol — 3-5 kapek HCI do 100 ml 70% alkoholu

2% NaHCOj; — 2% vodny roztok NaHCOs v destilované vodé (20 g, 1000 ml vody)
Vysledky barveni

Jadra bun¢k a chrupavka se obarvi modie, kolagenni vazivo rizové, svalstvo Cerveng.
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4.5.2 PAS reakce — priikaz polysacharidia

Zakladni reakci k prikazu polysacharidi je PAS reakce (zkratka slozena z pocatecnich
pismen ndzvi reagencii, pouzitych pfi této reakci : Periodic Acid a Schiffovo ¢inidlo).
Podstatou reakce je oxidace polysacharidd, pfi které vznikaji volné aldehydy, které reaguji

s Schiffovym ¢inidlem za vzniku fialové ¢erveného zbarveni v misté glykogenu [26].

Thned po deparafinaci umistime sklicka s fezy do kyvety s kyselinou jodistou po dobu 60
min. Poté fezy oplachneme pod tekouci vodou. Po oplachnuti pfemistime fezy do kyvety se
Schiffovym ¢inidlem a umistime do tmy na 20 min. Po reakci oplachneme fezy ve vodé
pfiblizné 5 min. a zkontrolujeme fezy v mikroskopu, zdali maji rizovofialové zbarveni. Po
oxidaci pfichazi barveni Harrisovym hematoxylinem. Barveni probihd pfiblizn¢ 1 min.,
mize ale trvat i 3-10 min., podle obarveni. Cervené zbarveni jader kontrolujeme
v mikroskopu po oplachu vodou. Poslednim krokem reakce je diferencovani v kyselém
alkoholu, po jednom skli¢ku diferencujeme pouhym namoc¢enim. Rezy umistime do kyvety
s vodou a pereme 5-10 min. pod tekouci vodou do zmodrani jader. Néasledné fezy kratce

namocime v roztoku 2% NaHCOs a opét pereme pod tekouci vodou.

e Kyselina jJodistd .......cccveevieviieniieiieieeeeeeee 60 min

* Oplach ve vode ......coocvieiiiiiiiiiieeee e 3 kyvety
*  Schiffovo €inidlo ......c.ceoeeviiniiiiiniiiiiiieece 20 min

*  Prani ve vode .....cceeviiiiiiiiie 5 min

* Harrisiv hematoxylin ........ccccoeeieriiiviienieniiene, 1 min

* Oplach ve vode ......coocvieiiiiiiiiiieeee e 1 min

e Kysely alkohol ........ccooiiiiiiiiiiiiiecee e namocit

*  Prani ve vode .....cocoeviiiiiniiien 5-10 min
® 2% NaHCO;3 ..ot namocit

*  Prani ve vode .....cccooviiiiiiiiien kratce
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Obrazek 12 : PAS reakce (Tereza Hrubcova, 2017). Shora : Deparafinace, PAS reakce, odvodnéni, projasnéni.
Prfiprava roztoki

Kyselina jodistd — HIO4 - 2 H,O (0,4 g) + 70-96% alkohol (35 ml) + 5M octan sodny (5ml)

+ destilovana voda 10 ml. Roztok uchovavame v temnu.
Octan sodny — 27,2 g octanu se rozpusti ve 1000 ml destilované vody

Schiffovo c¢inidlo — ¢iry roztok, ktery se uchovava ve tmé a chladu. Zakoupit je mozné

v 1ékarné.

4.5.3 Zeleny trichrom

Barveni trichromem se vyuziva pfedevsim k vySetfeni kolagenniho vaziva. Podle toho,

jak se vazivo barvi, rozezndvame tfi druhy trichromi :

1. Trichrom Zluty
2. Trichrom modry

3. Trichrom zeleny
Opét ihned po deparafinaci premistime fezy do prvni kyvety obsahujici Weigertiv
zelezity hematoxylin, zde fezy ponechdme 3-5 min. a nasledné zkontrolujeme

v mikroskopu. Poté¢ tfezy dikladné pereme pod tekouci vodou 8-10 min. Nasleduje

diferencovani v kyselém alkoholu, kde fezy pouze namocime. Opét pereme fezy pod
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tekouci vodou 5 min. DalSim krokem je barveni v roztoku cerven¢ po dobu 3-4 min. za
kontroly v mikroskopu. Nasledné fezy 3-4 x opldchneme ve vod¢ a pfemistime do
destilované vody. Dalsi fazi barveni je tzv. mofeni, kdy prvni kyveta obsahuje 1% kys.
fosfowolframovou (5 min.). Po tomto kroku se &erven projasni a vazivo odbarvi. Rezy opét
oplachneme 3-4krat. Poté fezy premistime do kyvety obsahujici zelein svétlou (3-4 min.).
Znovu oplachneme a diferencujeme 2% kys. octovou. Nakonec fezy propereme ve vodeé,

ptiblizn¢ 3-4 kyvety.

e Weigertliv Zelezity hematoxylin .........ccccceevvvenineneen. 3-5 min

*  Prani ve vode .....cocooiiiiiiiiii 8-10 min
e Kysely alkohol .......cccooeiiiiiiiiiiiieie e namocit

*  Prani ve vode .....cocooiiiiiiiiii 5 min

®  ROZtOK CEIVENE .....oovviiiiiiiiiiieiecieceeeeeee e 3-4 min

* Oplach ve vode ......coceiviiiiiiiieieeeee e 3-4 kyvety
* 1% kys. fosfowolframova ............cccceeviiecieninennnne. 5 min

* Oplach ve vode .......cccoviiiiiiiieieee e 3 kyvety
o Zelen SVEIA .....oouiiiiiiiiice 3-4 min

* Oplach ve vode .......cocuveiiieiiiiieieeeee e 3-4 kyvety
* 2% kyselina 0CtOVA ......cccevieviiiienieniiieeiereeienene namocit

* Oplach ve vode .......coouieiiiiiiiiieieeeee e 3-4 kyvety

Obrazek 13 : Zelen svétla, oplach vodou. (Tereza Hrubcova, 2017).
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Obrazek 14 : Zeleny trichrom. (Tereza Hrubcova, 2017).

Priprava roztoki
Weigertliv Zelezity hematoxylin — roztok A+B v poméru 1:1

- roztok A : 1 % hematoxylin v 96% alkoholu.
- Roztok B : 0,6 g FeCl; + 0,75 ml HCI + 95 ml destilované vody

Roztok cervené — A + B + C + destil. voda (15 ml +15 ml + 15 ml + 40 ml)

- roztok A : 1 g ponceau de xylidine do 100 ml destilované vody. Zahtat ve vodni
lazni, po prefiltrovani a zchladnuti se ptfida 1 ml CH;COOH

- roztok B : 1 g kys. fuchsin do 100 ml destilované vody, zahfat na vodni 14zni, po
prefiltrovani a zchladnuti se pfida 1 ml CH;COOH

- roztok C : 1 g oranz G do 100 ml destilované vody, zahidt na vodni ldzni, po

prefiltrovani a zchladnuti se ptfida 1 ml CH;COOH
Roztok svétla zelen — 2 g svétlé zelené do 100 ml 2% CH3;COOH
1% kyselina fosfowolframova — 1 g do 100 ml destilované vody

2% CH3;COOH — 2 ml do 100 ml destilované vody

Vysledky barveni
Jadra — hnédocernd, vazivo — zelené, svaly — Cervené, erytrocyty — oranzové
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4.5.4 Barveni Azanem

Odparafinované fezy barvime po dobu 20 min. v roztoku azokarminu, kyvetu s ifezy
umistime do termostatu pfi teploté 58° C. Rezy oplachneme destilovanou vodou
a diferencujeme 10 vtefin v anilinovém alkoholu za kontroly v mikroskopu. Jadra dostavaji
ostfe Cervené zbarveni na rizovém podklad€ (viz obrazek 15). Diferencovéani pterusime
oplachnutim fezu v kyselém alkoholu. Poté fezy motime 20 vtetin v 5% roztoku kyseliny
fosfowolframové. Kratce fezy oplachneme v destilované vod¢ a barvime anilinovou modii
a oranze G po dobu 8 min. Nasledn¢ fezy umistime do vody alespoit na 10 min.

Oplachnuté fezy od prebytku barviva diferencujeme v 96% alkoholu.

*  AzoKarmin ........occeveiieiiiniieiee e 20 min (58°C)
* Oplach d. vOdou .......ccceeeiieiiiiiiiieeieeeeee, oplach

*  Anilinovy alkohol ...........ccooiiiiiiniiniiiieees 10s

e  Kysely alkohol ........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeen oplach

* kys. fosfowolframova ...........cccoeviieiiieniennnae 20s

e oplach vodou ........ccccoeeviiiiieiiiiiicieeeee, oplach

* anilinova modi + oranzZ G .........cceeveevrenenne 8 min

*  Oplach vodou .......ccceevieiiiiiiiiieieee 10 min

* 96 % alkohol ......ccoviiiiiiiiiiiiee kratce

&= )
| vroonen /e
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Obrazek 15 : Barveni Azan. (Tereza Hrubcova, 2017).
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Obrazek 16 : Rezy obarvené azokarminem v destilované vodé. (Tereza Hrubcova, 2017).

Pfiprava roztoki

Azokarmin — 0,1 g azokarminu do 100 ml destilované vody. Zahtat ve vodni lazni, po

prefiltrovani a zchladnuti se pfida 1 ml CH;COOH

Anilinovd modi a Oranz G — 0,5 g anilinové modfe, 2 g oranze G a 1 g kyseliny
fosfowolframové do 100 ml destilované vody. Okyselime piiddnim 8 ml CH3;COOH,
svafime a po zchladnuti pfefiltrujeme. Pied upotiebenim fedime v poméru 1 : 1

s destilovanou vodou.
Anilinovy alkohol — 1 ml anilinového oleje do 1000 ml 96% alkoholu.

Kysely alkohol — 1 ml CH;COOH do 100 ml 96% alkoholu.

Vysledky barveni

Jadra — karminove cervené, erytrocyty — oranzové cervené, kolagenni vazivo — modré,

svalstvo — Cervené.
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4.6 Odvodnéni, projasnéni a montovani

Odvodnéni provadime vzdy po barveni, jelikoz barviva jsou na vodni bazi. Tkan¢ tedy
pomoci alkoholii odvodnime. Vzdy postupujeme stejné. Prvni kyveta, do které umistime
tezy, obsahuje 96% roztok ethanolu. Preparaty jsou zde kratkou dobu, pouze je namoc¢ime
a thned premistime do druhé kyvety se 100% alkoholem, zde fezy opét jen namocime.
Dalsim krokem je lazen v karbol-xylenu, kde fezy ponechdme po dobu 5 min. Pfedposledni
kyveta obsahuje xylen I, zde nechdme fezy na dalSich 5 min. Naposled sklicka pfemistime

do xylenu II (5 min).

Po odvodnéni a projasnéni fezl prichazi montovani. Ptipravime si kryci sklicka, které
polozime na kraj stolu a na kazdé¢ z nich kapneme malé mnozstvi montovaciho media
DePeX. Nasledné vyjmeme jedno sklicko z kyvety, lehce osuSime hadiikem a ptilozime na
kryci sklicko s obsahem DePeX. Obarvena tkan musi celd zakryta a montovaci medium po
celé §ifi kryciho sklicka. Pomoci laboratorni jehly vytla¢ime z media bublinky, které by
prekazeli pti sledovani preparatu. Takto zamontujeme vSechny preparaty a zkontrolujeme
pod mikroskopem, zdali se jest¢ n¢kde nevyskytuji bublinky. Montovaci medium musi
poradné zaschnout, sklicka s fezy tedy umistime do termostatu na 37° C do druhého dne.

Hotové preparaty diikladné ocistime ziletkou, od pfebyte¢ného montovaciho media.

LI [ R Z %11 T: 111 ) AN namodit

e 100 % ethanol .....cccoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. namodit

! oproonen [ owosenr 77 |

UL oo / Il 0% aceoror

Obrazek 17 : Odvodnéni a projasnéni. (Tereza Hrubcova, 2017).
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5 VYSLEDKY

5.1 Barvici metoda hematoxylin- eosin

Zdrava jatra — lalicek centralni vény

Obrazek 18 : Lalicek centralni vény zdravych jater. Zvétseno 10x. Metoda hematoxylin-eosin. (Tereza
Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Vena centralis
B. Sinusoidy
C. Tramce hepatocytt

D. Laltcek centralni vény

- Lalicek centralni vény se vyskytuje nejcastéji jako Sestiboky utvar, ktery svym
periodickym opakovanim tvofi jaterni parenchym. Jeho stfed vzdy tvofi centralni
véna. Do stfedu lalicku se radialné sbihaji trdmce hepatocytd a spolu s nimi jaterni

sinusoidy.
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Jatra — portobiliarni prostor

Obrazek 19 : Portobiliarni prostor. Zvétseno 40x. Metoda hematoxylin-eosin. (Tereza Hrubcova, 2017, vlastni
fotografie).

A. Interlobularni véna
B. Interlobularni arterie

C. Interlobulérni Zlu¢ovod (jednovrstevny kubicky epitel)

- Portobiliarni prostor se nachazi na periferii jaterniho lalicku. Sklada se
z interlobularni vény, ktera ptivadi ziviny s travici trubice. Okysli¢ena krev ptichéazi
pomoci interlobularni arterie a Zzlu¢ je odvadéna z lalackd interlobularnim
zluCovodem. V pozadi za vrstvickou vaziva oddé€lujici portobilidrni triadu se

nachézeji hepatocyty s Cervenymi jadry.
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PostiZena jatra — steatoza, portobiliarni prostor
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Obrazek 20 : Jatra postizené steatézou. ZvétSeni 10x. Metoda hematoxylin-eosin. (Tereza Hrubcova, 2017,
vlastni fotografie).

A. Kapénky lipida

B. Portobiliarni prostor
- Na prvni pohled mizeme sledovat velké mnozstvi tukovych vakuol, které nahrazuji

cytoplazmu hepatocytl. Tramce hepatocytii jsou nepravidelné a portobiliarni prostor

nema sviij charakteristicky tvar.
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Steat6za — kapénky lipidi

Obrazek 21 : Velkokapénkova steat6za. Zvétseno 20x. Metoda hematoxylin-eosin. (Tereza Hrubcova, 2017,
vlastni fotografie).

A. Jéadro hepatocytu vytlacené¢ mimo stred
B. Kapénky lipida
C. Zbytky hepatocytl

- Velkokapénkova steatéza se vyznacuje velkou tukovou kapénkou v burice

(hepatocytu), ktera vytlacuje jadro mimo stied k periferii buniky. Zde se podatilo

tento poznatek potvrdit.
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5.2 Barvici metoda Azan

Jatra — portobiliarni prostor metodou Azan

Obrazek 22 : Portobiliarni prostor barveny metodou Azan. Zvétseni 10x. (Tereza Hrubcova, 2017, vlastni
fotografie).

A. Interlobularni zZlu¢ovod
B. Interlobularni arterie

C. Interlobularni véna
D

. Vena centralis

- Barvici metoda Azan barvi jadra do Cervena a kolagen do modré barvy. Zde
muzeme pozorovat syté barevné tramce hepatocytli s modie obarvenym

portobiliarnim prostorem.
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Steatoza — portobiliarni prostor, kapénky

Obrazek 23 : Steatdza — velky obsah tukovych kapének, portobiliarni prostor. Zvétseno 10x. Barvici metoda
Azan . (Tereza Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Kapénky lipida
B. Tramce hepatocytti

C. Portobiliarni prostor
- Viditelné nepravidelné tramce hepatocyti zbyvajici mezi velkym mnoZstvim

tukovych vakuol, které ve velké mife difunduji. Miizeme zde sledovat zbylé

erytrocyty, které se jevi jako rizovocervené elementy.
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PostiZena jatra — cirhdza, vazivo

Obrazek 24 : Jatra postizené cirh6zou, hepatocyty jsou nahrazeny vazivem. ZvétSeno 10x. Metoda Azan.
(Tereza Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Zbylé tramce hepatocytl

B. Vazivo

- Rozsahlé stadium cirhozy. Vazivova septa nevratné nahrazujici tramce hepatocyti.

Portobilidrni prostory zcela zanikaji.
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5.3 PAS reakce — priikaz glykogenu

Lalicek centralni vény

Obrazek 25 : Laliacek centralni vény s prikazem glykogenu. ZvétSeni 10x. Metoda PAS reakce. . (Tereza
Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Laltcek centralni vény

B. Centralni véna

C. Tramce hepatocytl
- Prikaz glykogenu PAS reakci. Prokdzany glykogen se nachazi predevs§im ve stiedu

jaterniho lalticku a v oblasti jaterniho acinu. Granula glykogenu pozorujeme jako

tmavsi ¢asti tramct hepatocytl, kde se tento zasobni polysacharid nachdzi.
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Vena centralis s prikazem glykogenu

Obrazek 26 : Vena centralis, trimce hepatocytt s prokdazanym glykogenem. ZvétSeno 20x. Reakce PAS.
(Tereza Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Granula glykogenu
B. Vena centralis

C. Tramce hepatocytt
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Tramce hepatocyti, glykogen

Obrazek 27 : Viditelné granula glykogenu mezi tramci hepatocytti. ZvétSeno 40x. Reakce PAS. (Tereza
Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

- Detailné znézornéna granula glykogenu mezi tramci hepatocytli. Bilé elementy,
které miZeme pozorovat mezi tramci hepatocyti se nazyvaji Kupfferovy buriky,

které jsou soucdsti stény jaternich sinusoid.
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5.4 Barvici metoda zeleny trichrom

Jatra — portobiliarni prostor, Heringovy kanalky

Obrazek 28 : Zelené zbarveny portobiliarni prostor s Heringovymi kanalky. ZvétSeno 10x. Barvici metoda
zeleny trichrom. (Tereza Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Interlobularni véna

B. Interlobularni arterie
C. Interlobularni zlu¢ovod
D

Heringovy kanalky
- QOjedinélost této fotografie je zachyceni Heringovych kanalkd, spojujici zlucové

kapilary a interlobularni Zlu€ovody. Vystelkou téchto kanalku je jednovrstevny

kubicky epitel, stejné€ jako u interlobuldrnich zlu¢ovodu.
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Steat6za — kapénky lipidi
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Obrazek 29 : Kapénky lipida typické pro steatdézu jater. ZvétSeno 20x. Barvici metoda zeleny trichrom.
(Tereza Hrubcova, 2017, vlastni fotografie).

A. Kapénky lipida
B. Jadra hepatocytl
C. Hepatocyty
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Cirhoticka jatra

Obrazek 30 : Jatra postizené cirh6zou. Zvétseno 10x. Barvici metoda zeleny trichrom. (Tereza Hrubcova,
2017, vlastni fotografie).

A. Vazivo
B. Hepatocyty

C. Interlobularni zlu¢ovod

- Ve svétle zelené obarveném vazivu se v nékterych piipadech vyskytuji zmnozené

zluCové kanalky. V tomto ptfipadé byl nalezen pouze jeden interlobuldrni Zlu¢ovod.
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6 DISKUZE

Ptiprava histologického preparatu je pro zdravotnictvi velice dilezita, a to z hlediska
stanoveni pozitivni ¢i negativni diagnézy. Kazdy orgdn ma svoji specifickou strukturu a jeji
morfologickd zména mlize signalizovat patogenezi. Kazda histologicka laboratot ma stejny
cil, a to kvalitni zhotoveni preparidtu z odebrané tkéné. Rozdilem laboratoii je jejich
vybaveni a tim i postup zhotoveni. Piiprava preparati patii mezi manualni prace. S moderni
technikou, kterd dnes pfibyva, pfichazeji i laboratorni pfistroje a jejich tkolem je manualni
praci usnadnit. Ne vSak vSechny nemocnice maji tu moZznost laboratofe takto vybavit

a setkavame se i s postupem, ktery je zavisly na zrucnosti laborantky.

Ukolem bakalaiské prace bylo seznamit &tenafe s histologickou stavbou jaterniho
parenchymu a prikazem jeho zmén, které nastaly vlivem alkoholu. Pro hodnoceni tkané
byla zvolena histologicka technika a n¢kolik zékladnich barvicich metod, které napomohly

k dokonalému znazornéni vSech bun¢k jater.

Jako prvni byla zvolena zakladni a nejvice pouzivand metoda hematoxylin-eosin. Tato
metoda patii k zdkladnim metodam, které vyuzivaji vSechny klinické laboratofe k béznému
vySetieni tkan¢. Kombinace bazického hematoxylinu a kyselého eosinu dodava tkani
kontrast k rozeznani jednotlivych struktur. Metoda H-E je charakteristickd svym rtzovo-
fialovym zbarvenim, pfesnéji cytoplazma bun€k a mezibunéénd hmota dostava razové
zbarveni v n€kolika odstinech zasluhou kyselého eosinu. Hematoxylin barvi jadra v tmaveé

modrych odstinech.

Na preparatech s neposkozenou stavbou jater byla sledovana struktura typicka pro
jaterni parenchym. Podafilo se zachytit lalic¢ek centrdlni vény (obrazek 18) ve tvaru
pravidelného Sestithelniku obklopeného interlobularnimi cévami, piivadéjicimi krev
stékajici skrze sinusoidy do vena centralis ve svém stfedu. Sinusoidy rozliSujeme vzhledem

k jejich svétlému zbarveni, pouze trdmce s hepatocyty obsahuji modrofialova jadra.

Na periferii centralnich lalickli jsou tzv. portobilidrni prostory (obrazek 19), které
obsahuji interlobularni vénu, arterii a zlucovod. Ve sténé arterie, ktera ptivadi do jater
okyslicenou krev, pozorujeme typicky uspotfddané hladké svalové buiiky v tunica media.
Jednovrstevny kubicky epitel je charakteristickou vystelkou interlobularniho Zluc¢ovodu.

Cihlové ¢ervené elementy nachazejici se v sinusoidech, interlobularnich arteriich a vénach
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jsou zbylé erytrocyty dokazujici prutok krve. Portobiliarni prostory jsou vyplnény malou

vrstvickou vaziva, za kterou jsou uloZzeny trdmce hepatocytd s krevnimi sinusoidy.

Na obrazku 20, 21 mizeme na prvni pohled pozorovat histologické zmény ve struktuie
jater postizenych steatozou. V cytoplazmé hepatocyt se hromadi velka tukova vakuola,
vzhledem k jejich velikosti se jednd o velkokapénkovou steatozu. To ndm potvrzuje
obrazek 21, kdy jedna velkéd vakuola tuku v hepatocytu utlacuje jadro na periferii bunky.
Tukové kapénky se nam jevi jako prazdné prostory, a to z diivodu pouziti alkoholové fady

pti odvodnéni tkang, béhem které se tuky extrahuji.

Dalsi zvolené barvici metoda Azan barvi jadra do Cervena, kolagen do odstini modré
asvaly sostatnimi typy granul do oranzova. Tato metoda byla idedlni pro barveni
cirhotickych jater, kde pozdvihla modrym zbarvenim rozséhlé vazivové septa (obrazek 24).
Miuzeme zde také pozorovat tramce, které maji nepravidelny pribéh a jejich usporadani
smérem k vena centralis chybi. Portobiliarni prostor a vena centralis se v uzlech zcela

ztraci.

Glukoéza je v jatrech ukladana ve formé glykogenu, a to pfedevsim v hepatocytech, které
jsou uprostied lalicku a ve 3. zon€ portalniho acinu. Buiiky obsahujici granula glykogenu
mizeme pozorovat tmavsi, v okoli portobiliarnich prostor jsou znatelné svétlejsi buiiky,
glykogen se zde vyskytuje v malé mife nebo vibec (obrazek 25). Prikazem glykogenu
jsme dosahli pomoci PAS reakce, ktera vyuziva vzniku volnych aldehydovych skupin pfi
oxidaci kyselinou jodistou. Aldehydy nasledné reaguji se Schiffovym c¢inidlem za vzniku

fialového zbarveni v misté ulozeného glykogenu.

Na jednom z preparatii zdravych jater se podatilo zachytit Heringovy kanalky spojujici
zluCové kapilary a intralobularni Zlu€ovody. Mizeme zde pozorovat jednovrstevny kubicky
epitel, kterym jsou vystlany (obrazek 28). Barvici metoda zeleny trichrom zbarvila tkai do
odstinu zelené. Cytoplazma bunck je zbarvena cervenozelené, jadra tmavé zelené az Cerné

a portobiliarni prostor svétle zelené az tyrkysové.

Pro zdokumentovani tkdni byl zvolen mikroskop Leica BMLB s piisluSnou kamerou
Leica MC 170 HD a programem pro zdokumentovani a Upravu fotek LAS V 4,8 Leica
application suite.. Jednotlivé tkdné si vyzadovaly riizné zvétSeni, to bylo uzplisobeno pro
nelepsi studium struktur tkané. Pouzity byly tfi zdkladni zvétSeni, jednalo se o zvétSeni
10krat,, 20krat a 40krat.. V klinickych laboratofich maji na starost od¢itani tkani zkuSeni

patologové, nebot’ nékteré morfologické zmény ve struktute by bézny laik natolik nepoznal.
64



Pii odecitani preparati tkdné jater této bakalarské prace napomahal zkuSeny histolog

MUDr. Richard Becke.

Pii vCasné diagnoze se jaterni parenchym muze zachranit. Signdlem pro laboratorni
vySetieni je nékolik divodu a jeden z nich mize byt pravé alkoholismus. Alkoholismus je
velmi &astym problémem a v mnoha piipadech ma své obéti. V Ceské republice jsou
desetitisice lidi, kteti problematicky konzumuji alkohol, a tato problematika se v poslednich
letech roz$ifuje i mezi nezletilymi. I prestoze je alkohol legalni, patii mezi drogovou

problematiku.

Tato bakalarska prace je zaméfena na studii jater a jeho onemocnéni vlivem alkoholu,
které by nemélo byt opomijeno. Histologické vySetfeni a potvrzeni zmén ve struktufe patii
k pozitivni diagnostice a v€asnému lékatskému opatieni. V n€kterych ptipadech vsak uz
neni prevence mozna. Pfi rozsdhlém cirhotickém onemocnéni jater nejsou jaterni bunky
schopné regenerace. V pocatecnich stadiich nemusi byt pfiznaky viditelné, oproti tomu

biochemické vysetfeni mize signalizovat jaterni testy mimo referencni mez.

Biochemické vySetieni by nemélo byt zanedbatelné, postizeni jater mlize signalizovat
nebo také potvrdit. Jaterni testy stanovuji hodnoty ALT, AST, GGT, ALP a bilirubin.
V disledku poskozeni cytoplazmatické membrany dochdzi kuvolnéni enzymut
lokalizovanych v cytoplazmé, mezi tyto indikdtory patfi zminéné ALT a cAST. Pii
zavazném onemocnéni, jako je napiiklad cirhoza, se hepatocyty rozpadaji a do
extracelularniho prostoru nepronikaji jen cytoplazmatické enzymy, ale také enzymy

lokalizované v mitochondriich (mAST).
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7 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo seznamit Ctenafe s anatomickou a histologickou
strukturou jaterniho parenchymu a jeho zméndm vlivem alkoholu, pfesnéji onemocnéni
cirh6zy a steatdzy. Pro studium jaterni tkan€ byla zvolena histologicka technika, nebot

umoznuje zobrazeni téchto detailnich struktur a bun¢k.

Cilem praktické ¢asti bylo zhotoveni vlastnich histologickych preparatl a studium jejich
mikroskopickych obrazii, na kterych byly objasnény struktury popsané v teoretické Casti.
Bylo vybrano n¢kolik barvicich metod, které umoznily studium tkané v nékolika obrazech,
a prikaz glykogenu nachézejici se v hepatocytech. Nésledné byly zhotovené preparaty

mikroskopicky zdokumentovany.

Vsechny cile uréené v této bakaldiské praci se podafilo splnit. Zhotoveni histologickych
preparati dovedlo autora prace k dikladnému seznameni a zpracovani histologického
materidlu manudlni praci, kterd je dnes v klinickych laboratofich nahrazovana piistrojovou
technikou. Osobné zhotovené prepardty mohou slouzit a rozvijet studium tkané jater

a upozornit na problematiku alkoholismu uzce spojenou s patologii jater.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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