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DISTRIBUCIJA ZVEZDASTIH CELIJA JETRE | NJIHOVA ULOGA
U NASTANKU PARAZITSKE FIBROZE | CIROZE JETRE
KOD DOMACIH ZIVOTINJA*

DISTRIBUTION OF HEPATIC STELLATE CELLS AND THEIR ROLE
IN THE DEVELOPMENT OF PARASITIC FIBROSIS AND LIVER CIRRHOSIS
IN DOMESTIC ANIMALS

Kukolj V., NeSi¢ S., Vu€icevi¢ Ivana**

Povecanje ekstracelularnog matriksa kod pacova, kao i kod lju-
di, nastaje kao posledica aktivacije zvezdastih celija jetre (HSCs). Cilj
ovog rada je izu¢avanje uloge ovih Celija u razvoju fibroze i ciroze je-
tre koje nastaju kao posledice infekcija ovaca i goveda velikim (Fas-
ciola hepatica) i malim (Dicrocoelium dendriticum) metiljem. Uzorci
jetri 12 goveda i 10 ovaca koje su u prirodinim uslovima inficirane ve-
likim i malim metiliem su fiksirani u formalinu i uklopljeni u parafin.
Parafinski ise¢ci su bojeni hematoksilin-eozinom i Mason-trihromnom
metodom, kao i imunohistohemijskom metodom za a-glatko-miSi¢ni
aktin (a-SMA). Svi ispitani uzorci su prema histoloskim kriterijumima
podeljeni u tri grupe: jetre inficiranih Zivotinja sa | stepenom fibroze,
jetre inficiranih Zivotinja sa Il stepenom fibroze i jetre inficiranih Zivoti-
nja sa cirozom. Distribucija HSCs je zavisila od stepena fibroze jetre.
Imunohistohemijski reaktivne HSCs su bile predominantno smestene
u perisinusoidnim prostorima. U uzorcima jetre sa cirozom HSCs su
bile smestene na periferiji pseudolobulusa. Celije razligitog oblika i
veli¢ine su bile pozitivne na a-SMA. HSCs igraju vaznu ulogu u sin-
tezi komponenti ekstracelularnog matriksa tokom razvoja parazitske
fibroze i ciroze jetre kod domacih Zivotinja.
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Uvod / Introduction

Deregulacija u stvaranju i remodeliranju ekstracelularnog matriksa, kao od-
govor cCelija jetre na oStecenja izazvana razli€itim toksinima, virusima, bakterija-
ma, parazitima i drugim agensima, manifestuje se fibrozom i cirozom. Najzna-
¢ajniju ulogu u razvoju fibroze i ciroze jetre kod Zivotinja imaju paraziti koji stalno
parazitiraju ili u toku svog razvoja migriraju kroz jetru (Rushton i Murray, 1977;
Marcos i sar., 2007). NajceSc¢e parazitsko oboljenje jetre kod domacih Zivotinja
je metiljavost izazvana velikim (Fasciola hepatica) i malim (Dicrocoelium dendri-
ticum) metiljem. Veliki i mali metilj parazitiraju u Zu¢nim kanali¢ima i tokom mi-
gracije mogu da ostete jetrin parenhim. Razvoj promena i njihov stepen zavise
od duZine trajanja i teZine infekcije, kao i starosti Zivotinje. U slu€aju kratkotrajnih
infekcija malim brojem parazita promene mogu da izostanu (Doy i Hughes, 1984;
Otranto i Traversa, 2003). Promene u jetrinom parenhimu mogu da se manifestu-
ju u akutnom i hroni€énom obliku. Akutne lezije su u osnovi traumatske prirode. Pri
akutnom obliku promene podrazumevaju osteéenje jetrinog parenhima i krvnih
sudova, tj. sinusoidnih kapilara (Perez i sar., 1999; Manga-Gonzalez i sar., 2004;
Shirai i sar., 2006). U hroni€énom obliku promene se uglavnom sre¢u na zu¢nim
kanali¢ima u vidu razli¢itih formi holangitisa (Dalton, 1999). Perzistentna ostece-
nja jetrinog parenhima i Zu¢nih kanali¢a dovode do razvoja parazitske fibroze i
ciroze jetre. Eksperimentalno je dokazano da se fibroza | stepena razvija u jetri
kod 17% goveda inficiranih velikim metiliem. Fibroza Il stepena takode je usta-
novljena kod 17%, a difuzne fibroti¢ne lezije Il stepena, tj. ciroza, kod 66% infici-
ranih goveda. Stepen fibroze je u korelaciji sa stepenom infekcije, odnosno, bro-
jem prisutnih metilja u jetri (Marcos i sar., 2007). Generalno, mehanizam nastanka
i razvoja fibroze i ciroze u jetri nije u svemu poznat i sa stanovista danasnjih sa-
znanja obuhvata perzistentno oste¢enje hepatocita i/ili epitela Zu¢nih kanali¢a sa
razli¢itim stepenom nekroze i apoptoze, prisustvo hroni¢nog inflamatornog infiltra-
ta, aktivaciju razli€itih tipova ¢elija koje proizvode matriks i promene u kvalitetu i
kvantitetu ekstracelularnog matriksa (Parola i Pinzani, 2009). Hroni¢no osteéenje
jetrinog parenhima i Zuénih kanali¢a dovodi do aktivacije razli¢itih populacija celi-
ja i njihove transdiferencijacije u miofibroblaste koji imaju kontraktilna, proinflama-
torna i fibrogeneticka svojstva (Bataller i Brenner, 2005; Moreira, 2007). Prema
svojoj lokalizaciji u jetri i imunofenotipskim karakteristikama miofibroblasti u jetri
pacova i oveka se dele na tri subpopulacije: 1) portalni ili septalni miofibroblasti
koji se nalaze u portalnim prostorima ili u novoformiranim vezivno-tkivnim septa-
ma i najve¢im delom poti€u od portalnih fibroblasta; 2) graniéni (interface) miofi-
broblasti prisutni na granici izmedu parenhima i vezivnog tkiva portalnih prostora
ili novoformiranih vezivno-tkivnih septi i prema svom antigenom profilu verovatno
vode poreklo od aktiviranih HSCs i 3) perisinusoidno smestene aktivirane HSCs
koje poti€u od mirnih neaktivnih HSCs (Parola i Pinzani, 2009; Cassiman i sar.,
2002; Forbes i Parola, 2011). Nakon aktivacije miofibroblasti se po svojim feno-
tipskim osobinama razlikuju od fibroblasta, odnosno éelija od kojih vode poreklo.
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MorfoloSki, sposobnost kontrakcije se ogleda u tome da miofibroblasti eksprimira-
ju a-SMA, kontraktilni protein u svojoj citoplazmi (Atzori i sar., 2009; Duffield i sar.,
2013; Fausther i sar., 2013). Dokazano je da kod Coveka, pacova, psa, macke i
jelena lopatara klju¢nu ulogu u sintezi komponenti ekstracelularnog matriksa pri
razvoju fibroze i ciroze jetre imaju aktivirane HSCs (Cassiman i sar., 2002; Ide
i sar., 2001; Mekonnen i sar., 2007; Gibelli i sar., 2008; KnezZevic i sar., 2009;
Aleksi¢-Kovacevi¢ i sar., 2010; Marinkovi¢ i sar., 2013). Cilj ovog rada je izuca-
vanje uloge ovih celija u razvoju fibroze i ciroze jetre koja nastaje kao posledica
infekcije ovaca i goveda velikim (Fasciola hepatica) i malim (Dicrocoelium den-
driticum) metiljem.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ovim ispitivanjem su obuhvaceni uzorci jetri 12 goveda i 10 ovaca oba po-
la, obdukovane na Katedri za patolosku morfologiju Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su u prirodinim uslovima inficirane veli-
kim (Fasciola hepatica) i malim (Dicrocoelium dendriticum) metiliem. Nakon de-
taljnog makroskopskog pregleda prikupljeni su uzorci parazita i jetre. 1zolacija i
identifikacija prikupljenih parazita uradena je u nativnom preparatu prosvetljenom
laktofenolom, na osnovu morfolodkih i morfometrijskih karakteristika izdvojenih
parazita. Uzorci jetre su fiksirani u 10% neutralnom formalinu nakon ¢ega je tki-
vo standardno obradeno u automatskom tkivnhom procesoru (dehidratacija kroz
seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i uklopljeno u
parafinske blokove. Parafinski isecci, debljine 3-5 ym su bojeni hematoksilin-eo-
zinom i Mason-trihromnom metodom, kao i imunohistohemijskom metodom za
a-glatko-mi8iéni aktin (a-SMA). Od imunohistohemijskih metoda koris¢ena je tro-
stepena streptavidin-biotin metoda (LSAB2). U tkivnim iseCcima je najpre izvrse-
no demaskiranje antigena kuvanjem u citratnom puferu (pH=6,0) 21 minut. Sva
ispiranja i razblazenja tokom reakcije radena su u PBS-u pH = 7,2—7,4. Prein-
kubacija je vrSena u 10% kozjem serumu u PBS-u 20 minuta na sobnoj tempera-
turi (22 £ 3°C). Ise€ci su inkubirani primarnim antitelom a-SMA, clone 1A4, mono-
clonal mouse anti-human antibody (DAKO, M0851) u razredenju 1:50 na sob-
noj temperaturi 60 minuta. Nakon inkubacije i ispiranja primarnog antitela, isecci
su tretirani odgovaraju¢im komponentama iz kita za detekciju (Dako Cytomation
LSAB2 System-HRP; Dako, KO675). Antigen-antitelo kompleks koji je nastao u
tkivu postao je vidljiv primenom diaminobenzidina (DAB+, Dako, K3468) 5 do 15
minuta. Na mestu pozitivne reakcije javlja se precipitat smede boje. Kontrastiranje
iseCaka izvrdeno je u koncentrovanom hematoksilinu (Mayer-ov hematoksilin) 2
sekunde. Nakon bojenja, ise€ci su montirani pomocu vodenog medijuma za mon-
tiranje Glycergel (Dako, C563).
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Rezultati / Results

Makroskopskim pregledom ustanovljeno je da je jetra inficiranih goveda i
ovaca bila povecana, tupih rubova, Cvrsto-elasti¢ne do zilave konzistencije, dok
je u Sest sluCajeva jetra bila normalne veli¢ine i troSne konzistencije. U pojednim
sluajevima u parenhimu su uoCene migratorne trake ispunjene hemoragicno-
nekroti¢nim sadrzajem. Kod svih ispitanih Zivotinja zasecanjem jetrinog paren-
hima u Zu¢nim kanali¢ima video se sluzav sadrzaj Zutozelene do smedezelene
boje u kojem su se uocavali odrasli oblici velikog (Fasciola hepatica) i malog (Di-
crocoelium dendriticum) metilja. Zid Zu€nih kanala je zadebljan, bele boje i vrste
konzistencije.

Svi ispitani uzorci su prema histoloskim kriterijumima podeljeni u tri grupe:
jetre inficiranih Zivotinja sa | stepenom fibroze, jetre inficiranih Zivotinja sa Il ste-
penom fibroze i jetre inficiranih Zivotinja sa cirozom.

Mikroskopskim pregledom jetre sa | stepenom fibroze uocava se veca ko-
li¢ina vezivnog tkiva u portalnim prostorima, sastavljenog od kolagenih vlakana i
fibroblasta. Vezivno tkivo portalnih prostora je infiltrovano limfocitima, makrofagi-
ma i manjim brojem eozinofilnih granulocita. Epitelne ¢Eelije i sluzne ¢&elije Zu¢nih
kanali¢a su umereno proliferisane. Lumen zucnih kanala je ispunjen te¢nosSéu i
detritusom (slika 1a). Imunohistohemijska pozitivnost na a-SMA u vidu depozi-
ta fino-zrnastog izgleda zapaza se na perisinusoidnim ¢éelijama zvezdastog ob-
lika i njihovim dugackim citoplazmatskim nastavcima (slika 1b). Samo retke peri-
sinusoidne Celije imaju vakuolu u citoplazmi. Imunohistohemijska pozitivhost na
a-SMA je prisutna i na vretenastim glatkomisicnim celijama u zidu vecih krvnih
sudova.

Jetra sa Il stepenom fibroze odlikuje se prisustvom vlaknastog vezivnog tki-
va u portalnom prostoru odakle se, u vidu Sirih ili uzih vezivno-tkivnih septi, pruza
izmedu reznjeva ka susednim portalnim prostorima (slika 1c). U jednom portal-
nom prostoru se vidi 5-7 zucnih kanali¢a. Epitel zu¢nih kanali¢a je proliferisan i
mestimi¢no odvojen od bazalne membrane, smesten u lumenu, zajedno sa ne-
krotizovanim ¢elijama i neSto seroznog eksudata. Oko zu¢nih kanali¢a nalazi se
vezivno tkivo infiltrovano limfocitima i eozinofilnim granulocitima. Na a-SMA in-
tenzivno su obojene perisinusoidne zvezdaste Celije sa citoplazmatskim nastavci-
ma u kojima se ne uocavaju lipidne vakuole. Pored perisinusoidnih ¢elija, brojne
a-SMA pozitivne ¢elije se nalaze u vezivnom tkivu portalnih prostora i fibroznim
septama. Ove celije su vretenastog oblika i smeStene su u centralnom delu septe
kao i na granici vezivno-tkivne septe i parenhima (slika 1d).

Jetra sa razvijenom cirozom pokazuje enormno prisustvo vezivnog tkiva.
Vlaknasto vezivo u vidu Sirih ili uzih traka difuzno prozima jetrin parenhim, deleci
ga na pseudolobuluse nepravilnih oblika i medusobno nejednakih veli¢ina. No-
voformirani pseudolobulusi su najéesc¢e okruglog do ovalnog oblika, sa nepravil-
nim rasporedom hepatocita i ekscentricno postavljenom centralnom venom. U
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Slika 1. Histolo$ke (a,c,e) i imunohistohemijske (b,d,f) promene u jetri ovaca (a,b) i gove-
da (c,d,e,f) inficiranih velikim i malim metiljem; a) jetra ovce sa | stepenom fibroze,
umnoZeno vezivno tkivo u portalnom prostoru, teénost i detritus u lumenu Zuénog
kanala, HE; b) jetra ovce sa | stepenom fibroze, ekspresija a-SMA na perisinusoid-
nim zvezdastim celijama i portalnim fibroblastima, a-SMA, LSAB2; c) jetra govece-
ta sa Il stepenom fibroze, vezivno-tkivne septe se Sire u vidu traka izmedu lobulu-
sa, HE; d) jetra goveceta sa Il stepenom fibroze, ekspresija a-SMA na zvezdastim i
glatkomi$i¢nim celijama, a-SMA, LSAB2; e) jetra goveceta sa cirozom, vezivno tki-
vo deli jetrin parenhim na pseudolobuluse, HE; f) jetra govedeta sa cirozom, ek-
spresija a-SMA na zvezdastim celijama smestenim na periferiji pseudolobulusa i glat-
komi8iénim celijama krvnih sudova, a-SMA, LSAB2/
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Picture1. Histological (a,c,e) and immunohistochemical (b,d,f) changes in the liver of sheep (a,b) and cat-
tle(c,d,e,f) infected with large and small fluke a) liver of a sheep with the first degree of fibrosis, multi-
plied connective tissue in portal space, fluid and detritus in the lumen of bile duct, HE; b) liver of a sheep
with the first degree of fibrosis, expression of o-SMA on perisinusoid stellate cells and portal fibroblast,
a-SMA, LSAB2; ¢) liver of a beef with the second level of fibrosis, connective tissue of septa spreading in
the form of strips betweenthe lobule, HE ; d) liver of a beef with the second level of fibrosis, expression
of o-SMA on stellate and smooth muscle cells, -SMA, LSAB2; e) liver of a beef with cirrhosis, connec-
tive tissue dividing liver parenchyma on pseudolobulus, HE; f) liver of a beef with cirrhosis, expression of
a-SMA on stellate cells placed on periphery of pseudoglobulus and smooth muscle cells of blood vessels,
o-SMA, LSAB2.

vezivnom tkivu je prisutan hroniéni ¢elijski infiltrat sastavljen od limfocita, makrofa-
ga, plazmocita i manjeg broja eozinofilnih granulocita (slika 1e). U jetri sa cirozom
perisinusoidne ¢elije se veoma intenzivno boje a-SMA antitelom. Ove celije su
najbrojnije na periferiji pseudolobulusa, imaju veoma naglaSene citoplazmatske
nastavke i u njihovoj citoplazmi se ne vidi vakuola. Imunohistohemijsku pozitiv-
nost na a-SMA pokazuju i brojne ¢éelije u vezivhom tkivu koje okruZuje regene-
rativne lobule. a-SMA pozitivne Celije u vezivhom tkivu su polimorfne, vretenaste,

okrugle, u obliku kapljice ili nepravilnog oblika (slika 1f).
Diskusija / Discussion

Makroskopski ustanovljeno povecanje jetre gumaste konzistencije ukazivalo
je na fibrozu razliCitog stepena koja je nastala kao posledica dugotrajne infekcije
velikim i malim metiliem. Razvoj parazitske fibroze razli¢itog stepena u vezi sa in-
fekcijom prezivara velikim metiliem je opisana i od strane drugih autora (Marcos
i sar., 2007). U svim ispitanim uzorcima jetre promene ukazuju na deregulaciju
remodeliranja vezivnog tkiva i bilijarnu hiperplaziju. Ustanovljene mikroskopske
promene na strukturama jetre posledica su direktnog dejstva parazita i reakcije
¢elija jetre na perzistentno prisustvo parazita (Anthony i sar., 2010; Duffield i sar.,
2013).

Celije imunohistohemijski reaktivne na a-SMA bile su predominantno sme-
Stene u perisinusoidnim prostorima i po svojim imunofenotipskim karakteristika-
ma i lokalizaciji odgovaraju HSCs i bile su distribuirane difuzno, kroz ceo paren-
him jetre. Odsustvo masne kapljice, koja u normalnim uslovima predstavlja depo
vitamina A, u veéini HSC u uzorcima jetre sa fibrozom i cirozom ukazuje na nji-
hovu aktivaciju i objasnjava se hidrolizom retinil-estara, koji zatim u formi retino-
la napustaju ¢éeliju (Bataller i Brenner, 2005; Moreira, 2007). Perisinusoidne HSC
najintenzivnije se boje a-SMA u jetri sa razvijenom cirozom. Ovakvi rezultati idu
u prilog zapazanjim pojedinih autora da sa povec¢anjem stepena fibroze u jetri
raste i intenzitet ekspresije a-SMA na HSCs (Cassiman i sar., 2002; Mekonnen
i sar., 2007; Knezevi¢ i sar., 2009). Intenzivnija reakcija perisinusoidnih ¢elija na
a-SMA prati fibrozu jetre Il stepena. Brojne a-SMA pozitivne ¢éelije u vezivhom
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tkivu portalnih prostora i fibroznim septama odgovaraju septalnim i grani¢énim mi-
ofibroblastima (Golbar i sar., 2013). Pretpostavlja se da septalni miofibroblasti
poti€u iz portalnog podrucja, a grani¢ni miofibroblasti verovatno vode poreklo od
aktiviranih HSCs (Cassiman i sar., 2002; Parola i Pinzani, 2009). Nalaz a-SMA
imunohistohemijski pozitivnih Celija razli€itog oblika i veli¢ine u vezivhom tkivu
portalnih prostora fibrotiCne jetre ukazuje da bi portalni fibroblasti mogli takode da
budu izvor miofibroblasta. S obzirom na &injenicu da je u ispitanim uzorcima je-
tre konstatovana holestaza, moguce je da je uloga ovih ¢elija sli€¢na opisanoj kod
razvoja fibroze indukovane podvezivanjem zucnih kanala (Dranoff i Wells, 2010;
Lemoinne i sar., 2013).

Rezultati ovog ispitivanja ukazuju da aktivirane HSCs igraju vaznu ulogu u
sintezi komponenti ekstracelularnog matriksa tokom razvoja parazitske fibroze i

ciroze jetre kod domacih zivotinja. Njihova distribucija zavisila je od stepena fi-
broze jetre. Aktivirane HSCs, kao i portalni i septalni miofibroblasti, su u korelaciji
sa stepenom fibroze jetre.
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ENGLISH '

DISTRIBUTION OF HEPATIC STELLATE CELLS AND THEIR ROLE IN
THE DEVELOPMENT OF PARASITIC FIBROSIS AND LIVER CIRRHOSIS
IN DOMESTIC ANIMALS

Kukolj V., Nesi¢ S., Vuci¢evi¢ Ivana

Increasing of the extracellular matrix in rats, as well as in humans, occurs as a con-
sequence of hepatic stellate cells (HSCs) activity. The objective of this work was to investi-
gation the role of these cells in the development of fibrosis and liver cirrhosis which occurs
as a consequence of infection of sheep and goats with large (Fasciola hepatica) and small
(Dicrocoelium dendriticum) fluke. Liver samples taken from 12 cattle and 10 sheep infect-
ed under natural conditions with large and small fluke were fixed in formalin and embed-
ded in paraffin. Paraffin clips were stained with hematoxylin- eosin and masson trichrome
method, and immunohistochemical method for a-smooth muscle actin (a-SMA). All tested
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samples were divided into three groups according to histological criteria: livers of infected
animals with the first degree of fibrosis, livers of infected animals with the second degree of
fibrosis, and livers of infected animals with cirrhosis. Distribution of HSCs depended on the
degree of liver fibrosis. Immunohistochemically reactive HSCs were predominantly placed
in perisinusoidal space. In liver samples with cirrhosis, HSCs were placed on the periphery
of pseudolobulus. Cells of a different shape and size were positive to a-SMA. HSCs play an
important role in synthesis of components of extracellular matrix during the development of
parasitic fibrosis and liver cirrhosis in domestic animals.

Key words: cirrhosis, fibrosis, liver, stellate cells.

PYCCKWUHA '

PACNPEAENEHUE 3BE3OQYATbLIX KIETOK NEYEHU U UX POJb
B BO3HUKHOBEHUM NMAPA3SUTAPHOIO ®UEPO3A U
LUMPPO3A MNMEYEHU Y AOMALUHUX XKMBOTHbIX

Kykonb B., Hewuu C., ByunyeBuy UBaHa

YBenuueHve copepXaHus BHEKNETOYHOrO MaTpuKkca Yy KpbIC, Kak U y 4enoBseka,
BO3HMKaeT BCNEeACTBUE aKkTuBauuu 3Be3fgvaTtbix knetok nevexnn (HSC). Llenbto gaHHoro
3TOr0 MCCrNefoBaHUsA SBMSETCH M3yYeHue ponu 3TUX KIETOK B passutum cumbposa wu
uMppo3a nedeHn, BO3HMKAlOLLEro Kak nocrneacteve 3apaxeHus osey n KPC GonbLluon
(Fasciola hepatica) n manon (Dicrocoelium dendriticum) Tpematogon. O6pa3subl neveHu
12 kopoB 1 10 oBel, B €CTECTBEHHbIX YCINOBUSX MHMVLMPOBAHHBLIX OOMbLION U Manowu
Tpematogon cukcmpoBanucb B chopmanvHe 1 3anmesanucb napaduHom. MNMapaduHoBbie
cpesbl OKpalUMBaNMCb FEMaTOKCUMNH-303MHOM M METOAOM TPUXPOMHOIO OKpalUMBaHUS
no MacoHy, a Takke BbINOMHANOCh UMMYHOTMCTOXUMWYECKOE OKpaluMBaHUe Ha rnagko-
MbileYHbIn akTuH (a-SMA). Bce uccnegoBaHHble 06pasubl N0 rMCTONOrMYECKUM Kpu-
Tepusim ObIM OTHECeHbl K Tpem rpynnam: neyYeHb 3apaKeHHbIX >KMBOTHbIX C NepBou
cTeneHblo Pnbposa, NevyeHb 3apaKeHHbIX XXUBOTHbIX CO BTOPOW CTeneHbio mnbposa n
neyeHb 3apaxXeHHbIX XMBOTHbIX C LMppo3oM. PacnpegeneHne HSC 3aBuceno ot cteneHun
nbpo3sa neveHn. IMMyHoOrncToxmmmnyeckm peaktmeHble HSC npenMyLLecTBEHHO pacno-
naranucb B nepucuHycounganbHoOM npocTpaHcTee. B obpasuax neyexu ¢ umpposom HSC
pacnonaranvcb Ha nepudepumn NoxHelx gonek. Knetkn pasnuyHon gopmbl n pasmepos
no3nTMBHbI K a-SMA. HSC urpatoT BaXKHyto porib B CMHTE3€ KOMMOHEHTOB BHEKIIETOYHOTO
mMaTpuKca B npouecce pa3BuTusi napasutapHoro mnbposa 1 uMppo3a nevyeHyn oMaLlHUX
KMBOTHBIX.

KntoueBble cnoea: unppos, (*)Vl6p03, neyeHb, 3Be3avaTblie KNeTkun
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