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Abstract. The dystrophy of mink liver is widely distributed in mink farms of Latvia. However, clinical
diagnostics of the liver dystrophy is quite difficult. The hypothesis of this study was to clarify indicators of
ALAT (alanine aminotransferase) and SAP (alkaline phosphatase) as criteria in early diagnostics of mink liver
injury. The goal of this study was to determine the potential correlation between the expressed functional
indicators and histopathology of the liver. Blood samples were obtained from ten minks, seropositive against
the Aleutian disease. Liver injury was assessed histologically. Through application of the biotin-streptavidine
immunohistochemical method, the presence of hepatocyte growth factor, as well as the basal membrane
components was established in the mink liver tissue, but liver apoptosis was determined by TUNEL reaction.
For assessment of cytokines, a semi-quantitative counting method was used. The results showed apoptosis of
the hepatocytes in the whole area of the liver parenchyma. We concluded that correlation between apoptosis
and expression of inflammation cells in the mink liver was non-existent. In the same way, the results do
not confirm a correlation between the expression of the ALAT and SAP activity and the level of the mink
liver injury.
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Ievads plazmocitozi, bet arT ierosina glomerulonefiita

Aknas ir lielakais metabolisma centrs, un to
funkcijas ir tik daudzveidigas, ka biezi So organu
apzimé par organisma bioktmisko laboratoriju. Aknas
ir organs, kuras tick parstradatas no gremosSanas
trakta uzsiiktas vielas un uzkratas citu organu $tnu
vajadzibam. Tas ir ka koordinators starp gremosanas
sistému un asinim (Kelly, 1993; Junqueira, Carneiro,
Kelley, 1998) un tadel ir paklautas dazadu toksisku
faktoru un patogénu mikroorganismu darbibai. Aknu
slimibas patogenétiski veidojas ka hepatocelulara
patologija, holestaze un funkcionalie trauc&jumi
jeb mazspgja (Jemeljanovs, Manevics, Diritis,
2007). Vislielaka probléma, ar ko saskaras Latvijas
zversaimniecibas, ir Gidelu Aleuta slimiba, jo tas
ierosinatajs (parvoviruss) ne tikai vairojas makrofagos
un, nomacot CD8+ $iinas (T supresorus), stimulé
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un hepatita attistibu (Porter, Larsen, Porter, 1973;
Hunter, Lemieux, 1996). Ganampulkos konstateti
vid&ji 80% pret Aleuta slimibu seropozitivi dzivnieki
(Valdovska, 2008).

Veicot tiesu klmisku izmekle$anu, Gidelu aknam
ir griiti piekldit, jo tas atrodas dzivnieka vedera
dobuma pricksgja dala pie diafragmas, tatad zem
ribam. Turklat @ideles ir pl&sgji, tade] to aknu kliniska
izmeklgSana iesp&jama
arT cilvéku pasSaizsardzibas noltika. Kaut gan
veterinarmedicina ped&jo gadu laika attistas ta saukta
vizuala diagnostika (rentgenografija, ultrasonografija
utt.), tomér aknu slimibu diagnostikas praksé plasi
tiek izmantota asinu bioktmiska un urina kimiska
izmekl&Sana ka aknu patologijas agrinas noteik$anas
metode (Jemeljanovs, Manevics, Diritis, 2007).

zversaimniecibas nav
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Aknu funkciju tests ir biokimisko raditaju
grupa, ko lieto, lai identificgtu pacientus ar aknu vai
biliara trakta saslim$anam (Mason, 2004). Lai gan
aknas, to funkcionalai kapacitatei samazinoties par
70-80%, rodas kliniskas parmainas, tam tomér
piemit augstas regeneracijas un funkciju atjaunoSanas
sp&jas (Aughey, Frye, 2001; Jemeljanovs, Manevics,
Diritis, 2007).

Udelem patologanatomisko sekciju laika 80%
gadijumu tiek konstatéta aknu distrofijas aina, tadgl
svarigi bija noskaidrot iesp&jamo markieri asins
seruma ka aknu morfopatologiska stavokla agrinu
raditaju, kas lautu izveleties savlaicigas arstniecibas
metodes. Jaatzimée, ka literatiira $adi petijumi tdelém
nav aprakstiti. Misu darba hipotézes pamata ir
pienémums, ka aknu patologiju agrinai diagnostikai
varétu izmantot seruma alaninaminotransferazes
(ALAT) un sarmainas fosfotazes (SAP) raditajus,
kaut gan uzskata, ka aknu slimibu diagnostika ALAT
ir specifisks tikai suniem un kakiem (Jemeljanovs,
Manevics, Durttis, 2007).

Darba meérkis bija noskaidrot, vai paaugstinati
aknu funkciju testu raditaji Aleuta virusa skartam
tdelém korel€ ar aknu histopatologiskam izmainam.

Materials un metodika

Dzivnieki. Desmit 7 méneSus vecas, tumsi
briinas tdeles tika izveletas kazokadu ieguves laika
Rigas rajona zversaimnieciba; dzivniekus atlasija
p&c nejausibas principa. Ar imtnelektroosmoforézes
reakcijas (IEOFR) palidzibu konstatgja, ka visas
pétijumam izveleétas Udeles ir Aleuta slimibas
seropozitivas (Hunter, Lemieux, 1996).

Asins paraugus ieguva, veicot dzivnieka sirds
punkciju (Jepsen, Poulsen, Jorgensen, 1981), bet
pec udelu parenteralas eitanazijas ar 10% ditilina
$kidumu aknu audus fiks€ja 12% formalina skiduma.
Iegtitos asins paraugus 2 h laika nosiitija uz Nacionalo
diagnostikas centru, lai noteiktu aknu funkciju testa
raditajus.

Histopatologija. Formalina fiksétos aknu audus
ieguldija parafina un ar mikrotomu sagatavoja 6 pm
planus griezumus. Aknuaudu vispargjai morfologiskai
izpétei izmantoja plasi lietoto hematoksilina/eozina
metodi (Aughey, Frye, 2001). Vispirms
paraugu deparafinizaciju (ksilols, etilspirts), bet pec
tam tos krasoja péc sheémas: hematoksilins, eozins,
atidenosana ar 70° un 96° etilspirtu, karbolksilols.

KrasoSanas rezultata Stnas bazofilas dalas
ickrasojas zili violetos tonos, bet acidofilas dalas — no
roza lidz tumsi sarkanam tonim.

veica
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Imiinhistokimija. Hepatocitu augSanas faktora
(HGF) klatbiitni Gdelu aknu audos konstatgja ar
biotina—streptavidina imiinhistokimiskas metodes
palidzibu (Hsu, Raine, Fanger, 1981), bet apoptotisko
$tinu daudzumu noteica, izmantojot TUNEL reakciju
(Negoescu, Guillermet et al., 1998).
deparafiniz€ja un rehidratgja.
Salsskaba natrija citrata buferSkiduma (Solutio
Natrii Citrici 4%, pH 10) ievietotus preparatus uz
20 min ielika mikrovilnpu krasni. Uz katra griezuma
endogénas peroksidazes aktivitates blokESanai uz
10 min uzklaja 150 pl 3% H,O,, bet p&c tam
preparatus divas reizes skaloja ar PBS (fosfatu bufera
Skidums, pH 7.4). Nespecifisko antivielu saistiSanai
10 min lietoja serumu (100 ml destileta H,O un
0.03 g veérSa sausa seruma), un pec tam paraugus
2 h inkubgja ar primarajam antivielam (HGF kods
AF294NA, 1:300, R&D System, Vacija).

Imiinreakcijas vizualizacijai tika lietotas arT
citas antivielas — LSAB-+KIT (streptavidins, kas
saistlts ar enzimu peroksidazi) (kods K1015,
DakoCytomation, Danija) un substrata homogéna
sisttma DAB (diaminobenzidine) (kods K3468,
Dako, Danija), bet preparatu kontrastkrasoSanai —
hematoksilins.

Pozitivas reakcijas gadijuma velamas struktiiras
nokrasojas briinas.

Statistiska analize. Kvantitativa metode tika
izmantota ickaisuma S$iinu skaitiSanai trijos brivi
izvElétos redzes laukos ap centralo aknu vénu
400x palielinajuma.

Citoktnu producéSanas novertgjumam tika
izmantota puskvantitativa skaitiSanas metode
(Pilmane, Rumba et al., 1998). Imtinpozitivas $iinas
tika aranzgtas: (+) — maz, (++) — vid&ji, un (+++) —
daudz pozitivo §tnu.

Datu apstrade tika veikta, izmantojot statistikas
metodes  vidgja
aprékinasanai.

Griezumus

lieluma un standartnovirzes

Rezultati un diskusija
Iekaisuma Siinu infiltracija aknas

Celularais, biokimiskais un molekularais
mehanisms, kas rada traucEjumus hepatocitos, ir
svarigs gandriz visu aknu slimibu gadijumos (Sokol,
2002). Udelu aknu paraugos novérojam, ka daivinu
arhitektiira ir saglabata, bet iekaisuma infiltrats, kas
bagats ar limfocitiem, plesas virziena no portala
trakta uz blakus esoSo parenhimu. Iekaisuma
infiltracija bija redzama visas parenhimas dalas,
iznemot tikai portalas vai periportalas dalas. Sadu
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ainu autori (Macsween, Anthony, Scheuer, 1979)
raksturo ka hronisku hepatitu ar noslieci uz aknu
nekrozi.

Iekaisums ir sarezgita reakcija, kura pakapeniski
iesaistas vairaku veidu Sitinas. Desmit dzivnieku

vénu atradam Jloti izteiktu audu infiltraciju ar
makrofagiem (Ma), neitrofiliem leikocitiem (Ne
Lei) un limfocitiem (Li), kas liecina par patologiska
procesa klatbiitni tidelu aknas (1. att.).

Iekaisuma Stnu izplatiba butiski atskiras —

histologiskajos paraugos ap aknu centralo vislielako skaitu konstatéjam limfocitiem. Limfocitu
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1. att. Iekaisuma $tinu daudzuma salidzinajums Gdelu aknas.
Fig. 1. Comparison of the amount of inflammation cells in mink liver.
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2. att. Iekaisuma §tinas un apoptoze.
Fig. 2. Inflammation cells and apoptosis.
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infiltracija liecina par iekaisuma procesu pergklt un
raksturo reakciju, ko izraistjusi bakteriala vai virusu
infekcija (Willard, Tvedten, Turnwald, 1994). Lai gan
misu pétljumaaknu parenhimaneitrofilo leikocTtu bija
par 27.8% mazak neka limfocTtu, tomé&r to var uzskatit
par nozimigu aknu funkcionala stavokla raditaju. So
Stnu infiltrats veidojas septiska iekaisuma procesa
laika, to novero hepatita gadijuma, un tas liecina par
aknu parenhimas infekciju (Klatskin, Conn, 1993).

Veselos audos neitrofilo leikocttu praktiski
nav — tie atrodas asinsrite¢ (Kellers, 1991; McGee,
Isaacson, Wright, 1992), tad¢] svarigi bija noskaidrot
asinsvadu caurlaidibu, t.i., bazalas membranas
komponentus. Udelu aknas lamininu, IV tipa
kolagénu un fibronektinu konstatgjam fragmentari
(asinsvadu sienas atseviskos posmos) un galvenokart
tikai mazajos asinsvados. Tas norada uz bazalas
membranas caurlaidibas palielinaanos un samazinatu
asinsvadu aizsargbarjeru, kas nodroSina pazeminatus
imiinas aizsardzibas apstaklus (Brown, Lindberg,
Reing, 2006). Asinsvadu caurlaidibas palielinasanas
nozimigs veicinatajs ir Aleuta slimibas ierosinatajs,
kura darbibai nav raksturigi tie$i audu bojajumi —
virusa patogenézes pamata ir spg&ja veidot asinis
imiinkompleksus  (viruss—antiviela—komplements),
kuri piestiprinas pie asinsvadu sieninam, veidojot
sakopojumus un tadgjadi izraisot arteritus un arl
bazalas membranas izzuSanu (Porter, Larsen, Porter,
1973; Hunter, Lemicux, 1996).

Hepatocitu apoptoze

Izveértgjot sakaribu starp hepatocitu bojacju un
iekaisuma procesu (2. att.), konstatgjam, ka loti lielas
(3) vai vidgjas (2) apoptozes gadijuma ickaisuma
stinu ekspresija butiski neatskiras, turpretim mazas
apoptozes (1) gadijuma to daudzums bija butiski
mazaks. Nov&rotais rada, ka apoptozei nav butiskas
sakaribas ar iekaisuma $tinu ekspresiju, kas sakrit arT
ar citu petnieku (Green, Ree, 1998; Rubin, Farber,
1999) secinato, — tatad apoptozes process var notikt
arT bez iekaisuma reakcijas attistibas.

Iekaisuma procesa attistiba un iekaisuma Stnu
(neitrofilo leikocTtu un makrofagu darbiba un to
hidrolitiskie enzimi) aktivitate var izraisit hepatocitu
apoptozi (Kelly, 1993; Klatskin, Conn, 1993) jeb
programméto §tinu bojaeju, kas savukart var radit
$tnu citoplazma esoSo fermentu (aknu funkciju testa
raditaju) izplGsanu asinis (Jemeljanovs, Manevics,
Diirftis, 2007).

Pétijuma izmantoto ddelu
hepatocitu apoptozi noverojam visas parenhimas
dalas, kas liecina par sisteémisku infekciju, kaut gan

aknu paraugos
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fiziologiski apoptozes process galvenokart notiek
centralas venas apvidi. Tas nozim€, ka hepatociti
rodas aknu acinusa 1. (periportalaja) zona un lénam
migré uz 3. (centrolobularo) zonu, kur tie degenergjas
(Klatskin, Conn, 1993; Rubin, Farber, 1999).

Aknu funkciju testa raditaji

Udelu asins biokimisko raditaju rezultati apkopoti
1. tabula.

Aknu  funkciju  traucgjumu  diagnostika
nepiecieSams veikt asins analizi un noteikt ALAT un
SAP raditajus. ALAT daudzumu jo ipasi nepiecieSams
noteikt dzivniekiem ar hronisku hepatitu (Yumnaps,
Teearen, TopuBampa, 2004), kadu novérojam ari
eksperimentalajam didelém, analiz&jot iekaisuma
§tnu infiltraciju. Zinojumi par seruma kimiskajiem
raditajiem veselam tdelém ir |oti ierobezoti (Weiss,
Waustenberg et al., 1994), pie tam tie ir atSkirigi.

Pétijuma icklautos dzivnickus negrupgjam
atseviski péc dzimuma, jo ir noskaidrots, ka starp
fdelu tevipu un matiu asins hematologiskajiem
un bioktmiskajiem raditajiem nepastav statistiski
butiskas atskiribas (Weiss, Wustenberg et al., 1994).
Salidzinotar Hunterun Lemieux (1996) ieteikto ALAT
raditaju, misu eksperimenta izvéletajam tidelem 40%
gadijumu tas parsniedza vesela dzivnieka indikatoru,
tacu neviena gadijuma nebija augstaks par normu
vairak ka divas reizes. Arl salidzinot ar Veisa un
kolegu (Weiss, Wustenberg et al., 1994) konstatéto
ALAT diapazonu veselam, picaugu$am tumsi brinam
tidelém, visi misu iegiitie rezultati bija paaugstinati,
bet neviena gadijuma ieteikto normu neparsniedza
vairak ka tris reizes. Tatad §1 fermenta limena
paaugstinasanas pétitajos dzivniekos vért€jama ka
neliela (2-3 reizes lielaka par normu) (Yummapz,
Teearen, TopuBanba, 2004), kam par c€loni vargja
biit gan bakteriologiski neatbilsto$a dzivnieku bariba
(Juokslahti, 1980), gan hronisks process, pieméram,
tadas aknu saslimSanas ka ciroze vai aknu neoplazija
(Yunnmapn, Teenren, ToprBamsa, 2004). Visu tdelu
aknu paraugos novérojam taukaino distrofiju, tacu $1s
patologijas smagumam nebija savstarpgjas sakaribas
(skat. 1. tabula) ar ALAT raditaja palielinasanos.
Lidzigu izteikusi arT citi pétnieki
(Yunnapn, Tearen, TopuBansm, 2004).

ALAT atrodas $iinas citoplazma, tatad ta nokltisana
asints liecina par aknu $tinu membranu bojajumu.
Izvertgjot apoptozes procesa sakaribu ar ALAT,
konstatéjam, ka vidgjas (++) apoptozes gadijuma
fermenta [imenis ir palielinats, bet ja apoptoze ir liela
(+++) vai neliela (+), $is raditajs ir normas robeZzas.
Tas lauj secinat, ka ALAT limenis palielinas akaitu

secinajumu
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1. tabula / Table 1

Udelu aknu imiinhistokimiskie un asins biokimiskie raditaji
Mink liver immunohistochemical and blood biochemical parameters

Iekaisuma
N stinu Taukaina  Hepatocitu
infiltracija/  distrofija/  apoptoze / ALAT SAP
pl;llz / Infiltration of Fatty Apoptosis of HGF (U/L) (U/L)
' inflammation  distrophy  hepatocytes
cells
1. XXX X XX XXX 194.6 165.2
2. XXX XX XX XXX 87.4 119.4
3. XX X XXX X 116.2 194.1
4. XX X XX XX 182.6 188.5
5. X XX XX XXX 260.6 265.9
6. XX X X 157.6 279.2
7. X XXX X XX 89.9 139.6
8. XX X XXX X 117.8 197.1
9. XXX XX X X 90.4 178.6
10. X XX XX XXX 200.8 498.7
Hunter, .
Norma / Lemieux, hd? 5/ él g to 37-67
1996
Standard Weiss et al.,
1994 71.6-80.0

HGF - hepatocitu augSanas faktors / hepatocyte growth factor; ALAT — alaninaminotransferaze / alanine
aminotransferase; SAP — sarmaina fosfotaze / alkaline phosphatase; x — maz / weak; xx — vid&ji / moderate;

xxx — daudz / intense.

aknu $tinu bojajumu gadijumos, kas sakrit ar citu
pétnieku konstatéto (Mason, 2004). Fermenta limena
izmainas var konstatet arT pie organisma pirmé&jam
saslimSanam, kas nav saistitas ar aknam, piemeram,
zarnu trakta saslimSanas gadijuma (Jemeljanovs,
Manevics, Diritis, 2007) un, iesp&jams, arT ja Aleuta
viruss skaris citus organus, piem&ram, nieres.

Izveértéjot aknu S$Onu regeneracijas markiera
ekspresiju tide]u aknas (skat. 1. tabulu), konstatgjam,
ka ALAT Iimenis ir paaugstinats, ja dzivnieka
organisma HGF izdalas pastiprinati, bet tas ir normas
robezas, ja HGF izdale ir vidgja (++) vai maza (+).
Arl citi ptnieki (Ywuiapa, Teearen, TopHBambi,
2004) apstiprina, ka ALAT fermenta daudzums aknu
regeneracijas laika saglabdjas palielinats. P&tfjuma
rezultata secinajam, ka Aleuta virusa skartam tidelém
hepatita gadijuma ALAT [imenis var blit gan normas
robezas, gan arl paaugstinats.

Sarmaina fosfataze jeb SAP ir ferments, kas
saistits ar aknu $tnu membranu struktiram. No
iegiitajiem asins rezultatiem (skat. 1. tabula) redzams,
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ka SAP limenis visam tidelém bija palielinats — viena
gadijuma (jeb 10%) pat vairak neka piecas reizes.
Sads loti paaugstinats fermenta daudzums vérojams
akiitas hepatocitu nekrozes gadijuma, tacu kopuma ta
nelielu paaugstinasanos var konstatet aktita hepatita
gadljuma (Mason, 2004). Savukart fosfatazes
aktivitates palielinasanas tris un vairak reizu liecina
par aknu lipidozi (Ywuiapn, Teearen, TopHBaibn,
2004). Literatura (Juokslahti, 1980) atrodami dati,
ka fermenta aktivitate seruma bitiski augstaka ir
tdelém, kuras sanémusas bakteriologiski neatbilsto$u
bartbu. Lai gan misu pétfjuma taukaino distrofiju
aknas konstatgjam visam tdelém, tomér kopuma
sakaribu starp distrofijas smaguma pakapi un SAP
Iimena paaugstinasanos nenovérojam. Tatad fermenta
daudzuma palielinasanas asinis varetu liecinat arT par
sistémisku saslimsanu.

Aknu histopatologija un aknu fermentu aktivitate
asinTs ari pétita suniem bez aknu saslimsanu kliniskam
pazimém un péc fenobarbitalu sanemsanas. Lidzigi
miisu iegiitajiem rezultatiem arf citi petnieki (Gaskill,
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Miller et al., 2005) konstatgjusi, ka aknu enzimu
ALAT un SAP palielinata aktivitate nekorele ar
histopatologiskajam anormalijam.

Secinajums

Ar Aleuta virusu skartam udelem hepatita

gadijuma netick novérota sakariba starp ALAT un
SAP fermentu paaugstinatu Itmeni asinis un aknu
slimibu smagumu, un tatad $ie raditaji nav lietojami
ka prognostiska pazime.
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